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Santrumpos 

 

APC – alofikocianinas 

BCRP – krūties v÷žio atsparumo baltymas (angl. breast cancer resistance 

protein) 

B-ŪLL – ūmin÷ B-limfoblastin÷ leukemija 

CD – diferenciacijos grup÷ (angl. cluster of differentiation), tai ląstelių 

paviršiaus žymenys, atpažįstami specifinių monokloninių antikūnų ir 

naudojami ląstel÷ms identifikuoti, jų diferenciacijai ir aktyvumui vertinti 

CNS – centrin÷ nervų sistema 

DAV – dauginis atsparumas vaistams 

DNR – deoksiribonukleo rūgštis 

FAB klasifikacija – Prancūzijos, JAV ir Didžiosios Britanijos (angl. French – 

American – British) jungtin÷s mokslininkų grup÷s 1976 m. parengta ūminių 

leukemijų klasifikacija 

FITC – fluoresceino izotiocianatas 

LRP – plaučių atsparumo baltymas (angl. lung resistance protein)  

LSAF – su leukemija susijęs aberantinis fenotipas 

MDS – mielodispazinis sindromas 

MIC – ūminių leukemijų klasifikacija, paremta morfologin÷mis, 

imunologin÷mis ir citochemin÷mis ląstelių savyb÷mis 

MiLL – mišrios linijos leukemija 

MLL – minimali liekamoji liga 

MPO – mieloperoksidaz÷ 

MRP1 –su dauginiu atsparumu vaistams susijęs baltymas 1 (angl. multidrug 

resistance protein 1) 

mRNR – matricin÷ RNR 

NK ląstel÷s – limfocitai, suardantys svetimas ląsteles be išankstin÷s 

sensibilizacijos (angl. natural killer cells) 

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

PE - fikoeritrinas 
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PerCP – peridinino chlorofilo baltymas 

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

PGR – polimeraz÷s grandinin÷ reakcija 

PSO – pasaulin÷ sveikatos organizacija 

RNR – ribonukleo rūgštis 

TdT – terminalin÷ deoksinukleotidil transferaz÷ 

T-ŪLL – ūmin÷ T-limfoblastin÷ leukemija 

ŪL – ūmin÷ leukemija 

ŪLL – ūmin÷ limfoblastin÷ leukemija 

ŪML – ūmin÷ mielogenin÷ leukemija 

ŪML/MD – ūmin÷ mielogenin÷ leukemija su minimalia diferenciacija 

ŪML/BB – ūmin÷ mielogenin÷ leukemija be brendimo požymių 

ŪML/SB – ūmin÷ mielogenin÷ leukemija su brendimo požymiais 

ŪMmoL – ūmin÷ mielomonocitin÷ leukemija 

ŪMoL – ūmin÷ monoblastin÷ leukemia 

ŪML/MDS – ūmin÷ mielogenin÷ leukemija su mielodisplazijos požymiais 

ŽLA – žmogaus leukocitų antigenai 
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1. Įvadas 

 

  Quod medicina aliis, aliis est acre venenum 

Kas vienam vaistas, kitam yra nuodas 

(Senov÷s rom÷nų patarl÷) 

 

1.1. Problemos aktualumas 

 

Ūmin÷ leukemija – tai kraujodaros sistemos neoplazma, pasireiškianti 

nekontroliuojamu jaunų kraujodaros ląstelių (blastų) dauginimusi kaulų 

čiulpuose ir kraujyje. Tai heterogeniška ligų grup÷, kuriai būdinga ūmi ligos 

eiga ir normalios kraujodaros užslopinimo sukeliami klinikiniai požymiai. 

Ūmin÷s leukemijos skirstomos į dvi pagrindines grupes - ūmines 

mielogenines (ŪML) ir ūmines limfoblastines leukemijas (ŪLL) [1, 2]. 

Remiantis JAV nacionalinio v÷žio instituto duomenimis, ūmine mielogenine 

leukemija, kuri yra labiausiai paplitusi ūmin÷s leukemijos forma suaugusiųjų 

populiacijoje, 2004 – 2008 m. kasmet susirgo 3,5 iš 100 000 JAV gyventojų. 

Mirštamumas nuo šios ligos siek÷ 2,8 iš 100 000. Bendras sergančiųjų 

penkerių metų išgyvenamumas (angl. overall survival) 2001 – 2007 m. buvo 

22,6%. Sergamumas ūmine limfoblastine leukemija, labiausiai paplitusia 

vaikų piktybine liga, 2004 – 2008 m. buvo 1,7 iš 100 000, o mirštamumas – 

0,5 iš 100 000 JAV gyventojų. Bendras sergančiųjų ŪLL penkerių metų 

išgyvenamumas 2001 – 2007 m. buvo 64,4%. Vaikų amžiuje šis rodiklis dar 

didesnis ir paprastai viršija 85% [3, 4]. 

 Iki pat XX a. vidurio nebuvo jokio patogenezinio ūminių leukemijų 

gydymo. Ir tik 1940 m. prad÷ti naudoti pirmieji chemoterapiniai vaistai. 1948 

m. S. Farber apraš÷ ūmine leukemija sirgusio vaiko, gydyto folio rūgšties 

antagonistu aminopterinu, laikiną remisiją [5]. Neilgai trukus buvo pasteb÷ta, 

kad remisiją galima pasiekti ir skiriant steroidų preparatus [6]. Vis tik 

didžiausias proveržis gydant ūmines leukemijas, o ypač ŪLL, įvyko 1960 m., 

kuomet buvo pritaikyta kombinuota skirtingo veikimo mechanizmo vaistų 
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chemoterapija. Panaudojus vinkristiną, prednizoloną, L-asparaginazę gydymo 

indukcijai, o 6-merkaptopuriną ir metotreksatą palaikomajam gydymui, tapo 

įmanomas visiškas sergančiųjų ūmin÷mis leukemijomis pasveikimas [7]. 

Analogiškas gydymo modelis taikomas iki šiol. Vinkristino, kortikosteroidų 

preparatų ir asparaginaz÷s, o kartais dar ir vieno iš antraciklinų derinys 

skiriamas gydymo pradžioje. Pasiekus klinikinę ir morfologinę remisiją, 

gydymo konsolidacijai keletą m÷nesių taikoma viena iš galimų gydymo 

schemų, į kurias įeina kryžminio atsparumo su indukcijai naudojamais 

vaistais neturintys medikamentai (citarabinas, metotreksatas, antraciklinai, 

alkilizuojantys preparatai, epipodofilotoksinai). Dar v÷liau taikomas iki 36 

m÷nesių trunkantis mažiau intensyvus palaikomasis gydymas 6-

merkaptopurinu ir metotreksatu. Neuroleukemijos prevencijai vaikams 

taikoma kraniospinalin÷ radioterapija ar intratekalin÷ chemoterapija. Visgi 

intensyvus ūminių leukemijų gydymas turi nemažai šalutinių reiškinių: 

ankstyvųjų, kylančių d÷l greitai yrančių naviko ląstelių ir sparčiai 

besidalijančių odos, virškinamojo trakto epitelio, kasos, kaulų čiulpų ir kitų 

audinių ląstelių sunaikinimo ir v÷lyvųjų, tokių, kaip nevaisingumas, kepenų, 

plaučių pakenkimas, osteoporoz÷ ar net antriniai navikai. Taigi maksimaliai 

intensyvus gydymas d÷l gausių chemoterapinių vaistų pašalinių reiškinių n÷ra 

taikytinas visiems ligoniams. Esant gana plačioms gydymo konsolidacijos 

galimyb÷ms, pacientai skirstomi į rizikos grupes: mažos rizikos ligoniams 

taikomas ne toks intensyvus, o didel÷s rizikos – intensyvesnis gydymas. Nuo 

1994 m. atsinaujinusiai ūminei limfoblastinei leukemijai gydyti taikoma ir 

alogenin÷ kamieninių kraujodaros ląstelių transplantacija [8-11]. 

 Sergančiųjų ūmine mielogenine leukemija gydymas taip pat paremtas 

kombinuota chemoterapija, tačiau n÷ra toks s÷kmingas kaip sergančiųjų 

ūmine limfoblastine leukemija. Paprastai gydymo indukcijai naudojamas 

pirimidino analogas citarabinas ir vienas iš antraciklinų grup÷s vaistų 

(dažniausiai daunorubicinas ar idarubicinas). Kai kuriems ligoniams prireikia 

dviejų indukcijos ciklų. Pasiekus remisiją, priklausomai nuo rizikos veiksnių 

skiriamas tolesnis keletą m÷nesių trunkantis gydymas didelių dozių citarabinu 
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ar atliekama alogenin÷ kamieninių kraujodaros ląstelių transplantacija. Tam 

tikram ŪML potipiui – ūminei promielocitinei leukemijai – taikomas 

specifinis gydymas allo-trans-retinoine rūgštimi [12]. 

Pastarąjį dešimtmetį vis dažniau pradedamas taikyti ir visiškai 

individualizuotas gydymas, paremtas biologin÷mis (imunologin÷mis, 

molekulin÷mis) kiekvieno ligonio piktybinių ląstelių savyb÷mis. Į gydymo 

schemas pradedami įtraukti ir medikamentai, tiesiogiai mažinantys dauginį 

atsparumą vaistams lemiančių ląstel÷s struktūrų aktyvumą, pvz., valspodaras 

(PSC 833). Imunoterapija, kuomet gydymui taikomas vaistas, konjuguotas su 

antikūnu prieš ląstel÷s – taikinio antigenus, pvz.,  rituksimabas (anti-CD20) ar 

gemtuzumabas (anti-CD33), naudojama jau nuo devintojo dešimtmečio 

pabaigos. Pradedamos taikyti v÷žio vakcinos, gaminamos iš individualaus 

ligonio v÷žio ląstelių ir skirtos sustiprinti organizmo imunin÷s sistemos atsaką 

į jį. „Taikinio“ principu veikiantis gydymas nukreiptas į procesus, kurie veikia 

v÷žio ląstelių augimą, dalijimąsi, plitimą ir natūralią mirtį. Pavyzdžiui, 

Imatinibas, kuris blokuoja v÷žinių ląstelių augimo signalus, veikdamas prieš 

bcr-abl hibridinį baltymą, yra plačiai taikomas l÷tin÷s mieloleukemijos 

gydymui, taip pat tiriamas galimas jo panaudojimas ir Ph+ ŪLL gydymui. Be 

to, kuriami eksperimentiniai v÷žio gydymo būdai: diegiamos 

nanotechnologijos, kurių pagalba vaistai tiksliau ir selektyviau pasiekia v÷žio 

ląsteles, onkolitin÷ viroterapija, PARP (poli-ADP-riboz÷s-polimeraz÷s, kurią 

v÷žio ląstel÷s naudoja DNR pažeidimui ištaisyti) inhibitoriai ar net genų 

inžinerija [13-15]. 

 Optimaliausiam kiekvieno ligonio gydymo metodui parinkti 

reikalingi objektyvūs ir patikimi rodikliai, leidžiantys priskirti ligonį tam 

tikrai rizikos grupei ar skirti visiškai individualų gydymą. Pirmieji ūminių 

leukemijų prognoziniai rodikliai buvo pacientų amžius ir leukocitų skaičius 

kraujyje. 1985 m. ūmin÷s limfoblastin÷s leukemijos suskirstytos į standartin÷s 

rizikos (vaikai iki 10 metų, kurių leukocitoz÷ mažesn÷ nei 50000/µl) ir didel÷s 

rizikos (kūdikiai ir vyresni nei 10 amžiaus ligoniai, kurių leukocitoz÷ didesn÷ 

ar lygi 50000/µl) [16]. V÷liau atliktos studijos parod÷ ir galimą blastų 
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morfologinių savybių įtaką ligos prognozei. Pavyzdžiui, ligoniai, kurių blastų 

morfologin÷s savyb÷s buvo būdingos FAB ŪLL L3 potipiui pasižym÷jo 

palankesne ligos eiga, o L2 potipio morfologija buvo siejama su prastesne 

prognoze [17, 18]. Keletas studijų įrod÷, kad ŪML atveju Auerio lazdelių 

radimas ar lydinti eozinofilija yra geros prognoz÷s morfologiniai požymiai 

[19, 20].  

XX aštuntajame dešimtmetyje prad÷ti leukeminių blastų paviršiaus 

žymenų ekspresijos – imunofenotipo - tyrimai. T÷km÷s citometrijos metodas 

yra pagrįstas ląstelių identifikavimu, remiantis antigenų ekspresija jų 

paviršiuje, citoplazmoje ar branduolyje, kuri nustatoma naudojant su jais 

besijungiančius fluorochromais žym÷tus antikūnus. Skirtingi žymenys yra 

būdingi atskiriems kraujodaros kamienams ir kinta jų diferenciacijos, 

proliferacijos ar  migracijos metu [21, 22]. Šiuolaikiniais t÷km÷s citometrais 

galima vertinti keleto ar net keliolikos fluorochromų švyt÷jimą vienu metu ir 

ištirti itin daug ląstel÷s parametrų. Imunofenotipo savyb÷s prad÷tos taikyti ir 

skirstant ligonius į rizikos grupes. Buvo pasteb÷ta, kad ūmin÷ms B-

limfoblastin÷ms leukemijoms būdinga palankesn÷ prognoz÷, nei ūmin÷ms T –

limfoblastin÷ms leukemijos. V÷liau įrodyta, kad T-ŪLL blastai pasižymi 

mažesniu folilpoliglutamato sintetaz÷s aktyvumu ir didesniu 

dihidrofolatreduktaz÷s aktyvumu, nei B-ŪLL, tod÷l sintetina mažiau aktyvios 

metotreksato formos ir greičiau ją metabolizuoja. Nors intensyvinant gydymą 

pasiekiami beveik vienodi šių ligų gydymo rezultatai, daugelis ŪLL tyr÷jų 

grupių iki šiol taiko skirtingas B-ŪLL ir T-ŪLL gydymo schemas. [23, 24].  

 Ūmin÷s mielogenin÷s leukemijos atveju imunofenotipo analiz÷ 

padeda išskirti specifinį ŪML potipį – ūminę promielocitinę leukemiją. Šios 

leukemijos blastuose aptinkama translokacija, apimanti retinoin÷s rūgšties 

alfa receptoriaus geną, dažniausiai t(15;17)(q24;q21). Pasiekiami geri šios 

ligos gydymo rezultatai allo trans retinoine rūgštimi [25]. 

 Pastaruoju metu ūminių leukemijų prognoz÷s vertinimas 

neatsiejamas nuo citogenetinių ir molekulin÷s genetikos radinių. Vieni jų 

lemia palankią, pvz., t(8;21), t(15;17), inv16 ŪML, t(12;21) ŪLL atveju, kiti 
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– agresyvesnę ligos eigą, pvz., t(9;22), t(4;11) ŪLL, del7, del5 ŪML atveju 

[26]. 

Dar daugiau, diagnozuojant leukemijas ir kitus piktybinius susirgimus 

ir prognozuojant jų eigą, pradedami taikyti genų ekspresijos profilio (DNR ir 

RNR mikrogardelių technologija) ir proteominiai (masių spektrofotometrija) 

tyrimai, padedantys identifikuoti naujus ūminių leukemijų biožymenis ir 

galimus terapinius taikinius [27, 28]. 

 Atsirandant vis naujesniems ūminių leukemijų tyrimo metodams, kai 

kurie tradiciniai metodai praranda savo aktualumą. Nors  morfologinių ir 

citocheminių blastų savybių tyrimas šviesiniu mikroskopu išlieka svarbus 

leukemijų diagnostikai, šiuo metu jis retai naudojamas ligos eigai 

prognozuoti. Tuo tarpu t÷km÷s citometrinių tyrimų svarba išlieka didel÷ ne tik 

nustatant ūmin÷s leukemijos pobūdį, bet ir vertinant jos prognozę. T÷km÷s 

citometrijos metodo privalumai yra tyrimo greitis (rezultatai gaunami per 

kelias valandas nuo m÷ginio pa÷mimo), ne itin aukšta, atsižvelgiant į 

pateikiamos informacijos svarbą, tyrimo kaina, didelis jautrumas (aptinkama 

1 specifinio fenotipo ląstel÷ tarp 10 000 ar net 100 000 kitų), galimyb÷ 

analizuoti keletą ar net keliolika ląstel÷s parametrų, kiekvieną ląstelę tiriant 

atskirai, galimyb÷ vertinti ląstelių gyvybingumą. Tobul÷jant t÷km÷s 

citometrijos technologijoms, did÷ja vienu metu galimų tirti ląstel÷s žymenų 

skaičius, kartu ir gaunamos informacijos apie ląstelę kiekis. Viena vertus, 

daugiaparametr÷ t÷km÷s citometrija šiuo metu leidžia nustatyti net labai 

mažus ląstelių kiekius, tod÷l gali būti taikoma „retų ląstelių“ (angl. „rare 

events“) tyrimui (minimali liekamoji liga, cirkuliuojančios plazmin÷s,  

limfomin÷s ir net solidinių navikų ląstel÷s). Kita vertus, tapo įmanomas naujų 

ląstelių subpopuliacijų aptikimas (blastų subpopuliacijos, leukemin÷s 

kamienin÷s ląstel÷s). Taip pat vis daugiau d÷mesio skiriama ir normalių 

kraujodaros ląstelių brendimo kelių tyrimams ir jų pakitimams įvairių 

hematologinių ligų metu. Pasteb÷ta, kad leukeminiai blastai n÷ra tiesiog 

sustingę tam tikrame brandos lygyje ir nekontroliuojamai pasidauginę 

normalios kraujodaros pirmtakai. Analizuojant ūminių leukemijų 
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imunofenotipus, daugumoje atvejų aptinkama nukrypimų nuo normalaus 

kraujodaros ląstelių diferenciacijos kelio, vadinamų aberacijomis. Blastų 

fenotipo pokyčiai, nustatomi ūmin÷mis leukemijomis sergantiems ligoniams, 

tačiau neaptinkami ar aptinkami labai mažais kiekiais sveikų asmenų kaulų 

čiulpuose, atvejais vadinami su leukemija susijusiais aberantiniais fenotipais 

(LSAF). Šių fenotipo pakitimų klinikin÷ reikšm÷ keleriopa: LSAF gali būti 

naudojami kaip ūminių leukemijų prognoziniai žymenys, kai kurie LSAF turi 

stiprų ryšį su aptinkamais pokyčiais molekuliniame lygyje, taip pat LSAF 

taikomi minimalios liekamosios ligos aptikimo žymenų deriniams konstruoti 

[29-31].  

 Minimali liekamoji liga – tai leukeminių blastų populiacija, išlikusi 

kaulų čiulpuose, pasiekus morfologinę remisiją (kai šviesiniu mikroskopu 

aptinkama <5% blastų). Šis dydis atspindi objektyvų leukemijos “mas÷s” 

maž÷jimą, kurį lemia leukeminių ląstelių ypatybių (imunofenotipas, 

kariotipas, genų persitvarkymai ir kt.) ir organizmo ypatybių (amžius, lytis, 

farmakodinamika) sintez÷. Minimalios liekamosios ligos dydis yra 

nepriklausomas, daugelio studijų patvirtintas ūminių leukemijų prognoz÷s 

veiksnys. Minimalios liekamosios ligos dydis koreliuoja su gydymo išeitimi, 

padeda suskirstyti ligonius į rizikos grupes ir parinkti jiems tikslingiausią 

gydymą [32-34].   

Viena iš ūminių leukemijų gydymo nes÷km÷s priežasčių gali būti 

blastų atsparumas vaistams. Atsparumas dviems ar daugiau struktūriškai ir 

funkciškai skirtingų vaistų vadinamas dauginiu atsparumu vaistams (DAV). 

DAV patogenez÷s mechanizmai keli: jį gali lemti pakitę vaistų veikiami 

ląstel÷s „taikiniai“, sutrikęs apoptoz÷s (natūralios ląstelių mirties) 

mechanizmas, padid÷jęs membraninių nešiklių, išstumiančių vaistą iš ląstel÷s, 

aktyvumas ar pakitęs vaistų metabolizmas. Vienas esminių DAV 

mechanizmų, intensyviai tyrin÷jamas ir sergančiųjų ūmin÷mis leukemijomis 

populiacijoje, yra nuo ATF priklausančio membraninio baltymo p-gp 

sukeliamas citotoksinių vaistų šalinimas iš ląstel÷s.  T÷km÷s citometrijos 

metodas gali būti efektyviai taikomas, tiriant dauginį atsparumą vaistams. 
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Viena vertus, naudojant monokloninius antikūnus prieš ekstraceliulinius p-gp 

epitopus, galima ištirti jo ekspresiją leukeminių ląstelių paviršiuje. Taip pat 

t÷km÷s citometrijos metodu galima nustatyti, ar blastai in vitro išstumia 

švytinčius citotoksinių medžiagų analogus, t.y. ištirti jų funkcinį atsparumą 

vaistams. Nors DAV, kaip prognostinio ūminių leukemijų veiksnio, tyrimų 

nemažai, jie vis dar išlieka prieštaringi [35, 36]. Šiame darbe siek÷me DAV 

rodiklius susieti su leukemijų imunofenotipo ypatyb÷mis – su leukemija 

susijusių aberantinių fenotipų aptikimu, o jų prognostinę reikšmę vertinti, 

nustatant  minimalią liekamąją ligą įvairias gydymo etapais.  

Lietuvoje ūminių leukemijų t÷km÷s citometriniai tyrimai prad÷ti 1997 

m. Pradžioje dvispalviais ir trispalviais žymenų deriniais buvo siekiama 

identifikuoti blastų liniją ir diferenciacijos laipsnį. Pamažu tiriamų žymenų 

įvairov÷ did÷jo. Nuo 2004 m. ūminių leukemijų fenotipas tiriamas 

keturspalviais žymenų deriniais, o nuo 2006 m. prad÷ti šešiaspalv÷s t÷km÷s 

citometrijos tyrimai. Mūsų šalyje paplitę ūminių ir l÷tinių leukemijų 

imunofenotipai apibendrinti ir išsamiai aprašyti dr. R÷dos Matuzevičien÷s 

disertacijoje „Žmogaus ūminių ir l÷tinių leukemijų imunofenotipai: 

diferenciacijos žymenų ekspresijos tyrimai“ [37]. Daugiaspalv÷s t÷km÷s 

citometrijos tyrimai, taikant plačius žymenų rinkinius, teikia daug 

informacijos apie leukemines ląsteles ir gali būti naudojami ne tik ūminių 

leukemijų diagnoz÷s nustatymui, bet ir jos prognozei vertinti. Pavienių 

žymenų ekspresijos įtaka ligos prognozei tirta ir Lietuvoje, pvz. nustatyta 

CD7 žymens ekspresijos ŪML atveju reikšm÷ [38]. Dabartiniu tyrimu jau 

siek÷me nustatyti visų esminių LSAF prognostinę reikšmę, t.y. jų aptikimo 

įtaką minimalios liekamosios ligos kitimui bei t÷km÷s citometru ištyr÷me 

galimą blastų persistavimo mechanizmą – dauginį atsparumą vaistams. 
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1.2. Darbo tikslas 

 

Nustatyti sergančiųjų ūmin÷mis leukemijomis blastų su leukemija 

susijusius aberantinius fenotipus ir dauginį atsparumą vaistams bei įvertinti jų 

įtaką minimalios liekamosios ligos dinamikai. 

 

1.3. Darbo uždaviniai 

 

1) Nustatyti su leukemija susijusių aberantinių fenotipų 

paplitimą sergančiųjų ūmin÷mis leukemijomis populiacijoje. 

2) Optimizuoti t÷km÷s citometrinio minimalios liekamosios 

ligos tyrimo metodiką. 

3) Įvertinti su leukemija susijusių aberantinių fenotipų įtaką 

minimalios liekamosios ligos dydžiui ankstyvajame ūminių 

leukemijų gydymo etape. 

4) Optimizuoti t÷km÷s citometrinį dauginio atsparumo vaistams 

tyrimą. 

5) Nustatyti su leukemija susijusių aberantinių fenotipų įtaką 

dauginio atsparumo vaistams rodikliams. 

6) Nustatyti dauginio atsparumo vaistams rodiklių koreliaciją 

su minimalios liekamosios ligos dydžiu ankstyvajame 

ūminių leukemijų gydymo etape. 
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1.4. Ginamieji darbo teiginiai 

 

1) Ūminių leukemijų fenotipas nevisiškai atitinka sveikų tos 

pačios kraujodaros ląstelių linijos pirmtakų fenotipą, 

daugeliu atvejų aptinkama su leukemija susijusių aberantinių 

fenotipų.  

2) Kai kurie su leukemija susiję aberantiniai fenotipai turi ryšį 

su dauginiu atsparumu vaistams ir per šį mechanizmą daro 

įtaką minimalios liekamosios ligos dydžiui, tod÷l gali būti 

naudojami ūminių leukemijų prognozei vertinti. 

 

 1.5.  Darbo mokslinis naujumas ir svarba 

 

Ištirtas  su leukemija susijusių aberantinių fenotipų paplitimas Lietuvos 

ligonių, sergančių ūmin÷mis leukemijomis populiacijoje ir palygintas su 

literatūroje pateikiamais LSAF paplitimo duomenimis. Šis dydis svarbus 

vertinant t÷km÷s citometrijos metodo pritaikomumą tiriant minimalią 

liekamąją ligą – vieną svarbiausių ūminių leukemijų atsako į gydymą 

rodiklių. 

Ištirta, kaip tam tikros blastų fenotipo ypatyb÷s (su leukemija susiję 

aberantiniai fenotipai) siejasi su minimalios liekamosios ligos dinamika. Iki 

šiol LSAF prognostin÷ reikšm÷ vertinta, tiriant pacientų išgyvenamumo 

rodiklius, kuriems įtakos gali tur÷ti ir kiti veiksniai (pvz., bendra paciento 

būkl÷, įvairių organų sistemų funkcionavimo ypatyb÷s ir kt.).     

Įdiegtas originalus standartizuotas minimalios liekamosios ligos tyrimo 

metodas: remiantis LSAF analize, parinkti žymenų deriniai B-ŪLL, T-ŪLL, 

ŪML minimaliai liekamajai ligai tirti, sukurta vieninga analiz÷s sistema. 

Ištirti sveikų asmenų kaulų čiulpai, nustatyti normalių kraujodaros pirmtakų  

populiacijų fenotipai ir jų kiekis, taip pat LSAF turinčių ląstelių kiekis. 

Sveikų asmenų kaulų čiulpų tyrimai, siekiant išaiškinti normalios kraujodaros 

brendimo kelius, šiuo metu labai intensyviai atliekami visame pasaulyje. 
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Mūsų gauti duomenys papildo sparčiai kaupiamą informacijos apie įvairaus 

brandumo sveikų kaulų čiulpų ląstelių fenotipus bazę. 

Leukemijų dauginio atsparumo vaistams tyrimai šiuo metu taip pat 

įgauna pagreitį. Tiriama įvairių baltymų, galinčių sukelti  atsparumą vaistams, 

ekspresija ląstelių paviršiuje, jų funkcija ir genetinis pagrindas. Kai kurie 

tyr÷jai bando sieti dauginį atsparumą vaistams su leukemijos brandumo lygiu 

(pvz., su CD34+ fenotipu ar leukeminių kamieninių ląstelių aptikimu). Tačiau 

mes pirmieji sistemiškai paband÷me susieti visų pagrindinių su leukemija 

susijusių fenotipų aptikimą su dauginiu atsparumu vaistams bei su atsaku į 

taikomą gydymą – minimalios liekamosios ligos dinamika. Nuosekliai 

tyr÷me, ar su leukemija susiję aberantiniai fenotipai turi įtakos dauginio 

atsparumo vaistams rodikliams in vitro,  ir kaip šios savyb÷s pasireiškia in 

vivo – kaip efektyviai blastų skaičius kinta gydant. 

Įrodžius LSAF sąsajas su minimalios liekamosios ligos dinamika, jau 

diagnozuojant ūminę leukemiją be didelių papildomų išlaidų būtų gauta 

vertingos prognoziškai reikšmingos informacijos apie ligos eigą. Minimalios 

liekamosios ligos standartizacija svarbi, norint užtikrinti objektyvų, nuo tyr÷jo 

nepriklausomą vertinimą bei galimybę palyginti rezultatus tarp skirtingų 

institucijų. Dauginio atsparumo vaistams tyrimai gal÷tų paaiškinti tikslesnį 

blastų išlikimo, taikant intensyvią chemoterapiją, mechanizmą. Rinkoje 

atsirandant dauginį atsparumą vaistams mažinančių preparatų, šiais tyrimais 

galima būtų identifikuoti pacientų grupes, kuriems tikslinga juos skirti. 

 

2. Literatūros apžvalga 

  

2.1. Ūmin÷s leukemijos: klinika, etiologija, patogenez÷ 

 

Ūmin÷ leukemija – piktybin÷ kraujodaros sistemos liga, kuomet kaulų 

čiulpuose proliferuoja kloniniai kraujodaros ląstelių pirmtakai. Leukeminiai 

blastai išstumia sveikas kraujodaros ląsteles, tod÷l sumaž÷ja kraujo elementų 

gamyba ir pasireiškia įvairaus laipsnio anemija, trombocitopenija ir 
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neutropenija. Blastai gali plisti ir už kraujodaros sistemos ribų, pvz., į kepenis, 

blužnį, limfinius mazgus ar centrinę nervų sistemą. Ūmin÷s leukemijos 

simptomai dažniausiai yra susiję su pancitopenijos sukeltomis 

komplikacijomis: greitas nuovargis, odos ir gleivinių blyškumas d÷l išreikštos 

anemijos, dažnos infekcijos, karščiavimo epizodai d÷l neutropenijos bei 

trombocitopenijos sukelti įvairių lokalizacijų kraujavimo reiškiniai. 

Sergantiesiems ŪLL dažnai aptinkama poliadenopatija, hepatomegalija ir 

splenomegalija [39, 40]. 

N÷ra tiksliai žinoma, kokie veiksniai sukelia ūmines leukemijas. 

Ūminių leukemijų atsiradimas siejamas su aplinkos veiksniais: tam tikrų 

cheminių junginių (benzeno, alkilinančių chemoterapinių vaistų) poveikiu, 

jonizuojančia radiacija, kai kuriais virusais (pvz., HTLV-1), taip pat su 

įgimtomis genetin÷mis anomalijomis (21-os chromosomos trisomija, Fanconi 

anemija, Bloomo sindromas, šeimin÷s RUNX1 mutacijos). Diskutuojama, ar 

nejonizuojanti radiacija (elektromagnetinių laukų poveikis) gali sukelti 

leukemiją. Nors keletas studijų (Alhbom, 2001, Draper, 2005) susiejo vaikų 

ūminių leukemijų atsiradimo dažnį su elektromagnetinio lauko stiprumu ar 

atstumu nuo aukštos įtampos linijų, kitos studijos šį ryšį paneig÷ (Didžiosios 

Britanijos vaikų v÷žio tyr÷jų grup÷, 2000), o Pasaulin÷ sveikatos organizacija 

laikosi nuomon÷s, kad duomenys elektromagnetinę radiaciją laikyti leukemijų 

priežastimi n÷ra pakankami. Prieš išsivystant ūminei leukemijai, gali būti 

aptinkamos kitos gerybin÷s (aplazin÷ anemija, paroksizmin÷ naktin÷ 

hemoglobinurija) ar piktybin÷s (mielodisplazinis sindromas, l÷tiniai 

mieloproliferaciniai susirgimai) kraujodaros sistemos ligos [39-41]. 

Molekuliniame lygyje, leukemijos, kaip ir kiti piktybiniai susirgimai 

išsivysto d÷l spontaninių mutacijų, kurioms įvykus protoonkogenai virsta 

veikliais onkogenais ar inaktyvuojami navikus supresuojantys genai. Šie 

pakitimai sutrikdo ląstelių diferenciacijos, dalijimosi ir natūralios mirties 

procesus [42]. 

Ūminių leukemijų patogenez÷ dažniai aiškinama pasitelkiant „dviejų 

smūgių“ teoriją, kuri teigia, kad leukemija išsivysto įvykus dviejų ar daugiau 
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genų, reguliuojančių kraujodaros ląstelių diferenciaciją ir proliferaciją, 

mutacijoms, kurių kiekviena atskirai leukemijos nesukelia. Kai kurie ūmin÷s 

leukemijos potipiai akivaizdžiai iliustruoja šią teoriją. Viena dažniausių 

ūmin÷mis limfoblast÷mis leukemijomis sergančių vaikų grup÷je sutinkama 

genetin÷ anomalija – TEL ir AML1 genų susiliejimas, įvykstantis d÷l 

translokacijos t(12;21). Šis genetinis persitvarkymas greičiausiai įvyksta dar 

prenataliniu laikotarpiu: ji aptinkama identiškiems dvyniams ir tam tikrai 

daliai populiacijos, tiriant kraujo m÷ginius iš Guthrie kortelių. Vis tik ne visi 

vaikai, turintys „įgimtą“ translokaciją, suserga leukemija, tam reikalingas 

antrasis, jau po gimimo atsiradęs genų pakitimas. Be klasikinių 

leukemogenez÷s veiksnių (chemin÷s medžiagos, radiacija) minima ir 

pakitusio imuninio atsako į įprastas infekcijas reikšm÷. „Aberantin÷“ imunin÷ 

reakcija į infekcijas organizme, kuriame d÷l nepakankamo kontakto su 

įprastais patogenais ankstyvoje vaikyst÷je nesusiformavo optimalus imunin÷s 

sistemos atsakas į juos, taip pat gali būti antruoju veiksniu, skatinančiu 

kraujodaros pirmtakų, jau turinčių pirminę genetinę patologiją, leukeminę 

transformaciją [43-44]. 

Pirmoji įvykusi mutacija vadinama „blokuojančia“, t.y. stabdančia 

kraujodaros pirmtakų diferenciaciją tam tikroje stadijoje, o antroji – 

„proliferacine“, sukeliančia nekontroliuojamą šių ląstelių dauginimąsi. 

Remiantis šia prielaida, ląstelių lygyje galima teigti, jog leukeminiai blastai 

bent iš dalies atitinka tam tikros kilm÷s ir brandumo normalias kraujodaros 

ląsteles. Hemopoez÷s teorija teigia, kad kraujo ląstel÷s vystosi iš 

daugiagaliosios kraujodaros kamienin÷s ląstel÷s. Ji duoda pradžią kraujodaros 

kamienams, iš kurių vystosi vis labiau diferencijuotos ir galiausiai visiškai 

subrendusios ir funkcionuojančios kraujo ląstel÷s. Viena pagrindinių 

kamieninių kraujodaros ląstelių savybių – sugeb÷jimas atsinaujinti. 

Atsinaujinimas gali vykti simetriškai, kuomet generuojamos dvi lygiavert÷s 

kamienin÷s ląstel÷s, arba asimetriškai, kuomet atsiranda viena kamienin÷ 

ląstel÷ ir vienas atsinaujinti nebegalintis pirmtakas, iš kurio vystosi tolesni 

ląstelių hierarchijos elementai. Normalios kraujodaros palaikymui būtinas 
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subalansuotas simetrinis ir asimetrinis kamienin÷s ląstel÷s dalijimasis. 

Sutrikus atsinaujinimo ir diferenciacijos procesams, gali išsivystyti leukemija 

[45-47].  

Klasikin÷ (scholastin÷) navikų atsiradimo teorija teigia, kad navikai 

atsiranda iš vienos pakitusios ląstel÷s klonin÷s ekspansijos būdu, sutrikus 

proliferacijos kontrol÷s mechanizmams. Kiekviena v÷žin÷ ląstel÷ turi vienodą, 

kad ir nedidelę tikimybę vykdyti ląstel÷s ciklą, dalintis ir plisti organizme. Šis 

modelis teigia, kad visos v÷žio ląstel÷s yra vienodai tumorigeniškos ir 

pasižymi vienodomis savyb÷mis, kurias galima ištirti, tiriant bet kurią ląstelę 

iš naviko mas÷s [48, 49]. Tačiau gana anksti buvo pasteb÷ta, kad v÷žin÷s 

ląstel÷s vis tik yra heterogeniškos: gali skirtis jų morfologija, imunofenotipas 

ir kariotipas [50]. Buvo iškelta nauja navikų išsivystymo teorija – v÷žio 

kamienin÷s ląstel÷s teorija. Remiantis ja, naviko mas÷je egzistuoja nedidel÷ 

populiacija v÷žio kamieninių ląstelių, pasižyminčių savybe atsinaujinti. Iš jų 

vystosi visos kitos, fenotipiškai skirtingos, labiau diferencijuotos ir mažesnes 

atsinaujinimo galimybes turinčios v÷žio ląstel÷s. Teigiama, kad šie 

„palikuonys“ išsaugo tam tikras, tačiau ne visas jų atitikmenų sveikuose kaulų 

čiulpuose savybes [51, 52]. O kai kurie tyr÷jai teigia, kad d÷l gausių sud÷tingų  

molekulinių persitvarkymų leukemin÷s ląstel÷s yra taip pakitusios, kad netgi 

sunku įžvelgti jų ryšį su sveikomis ląstel÷mis [53]. 

Navikų kamienin÷s ląstel÷s teorija taikoma ir aiškinant leukemijų 

atsiradimą: genetiniai pokyčiai skatina atsirasti kamieninę leukemijos ląstelę, 

kuri sugeba atsinaujinti ir kuri yra likusių leukeminių ląstelių – blastų – 

pirmtakas [54, 55]. Remiantis prielaida, kad leukeminiai blastai n÷ra tiesiog 

„sustingusios“ tam tikrame diferenciacijos etape ir nekontroliuojamai 

pasidauginusios normalios kraujodaros ląstel÷s, skirtumai tik÷tini ir jų 

genome, ir jo išraiškoje – ląstel÷s baltymų ekspresijoje. 
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2.2. Ūminių leukemijų diagnostikos raida 

 

Nors „v÷žio“ terminas buvo vartojamas jau Galeno (130 – 200 m.) 

laikais, piktybiniai kraujo susirgimai apibr÷žti žymiai v÷liau. Jų diagnostika 

glaudžiai siejasi su mikroskopo atsiradimu. 1665 m. Robertas Hookas 

paskelb÷ pirmąjį mikroskopijai skirtą darbą, o Antonas van Leeuwenhoekas 

1674 m. sukonstravo pirmąjį mikroskopą ir apraš÷ raudonąsias kraujo ląsteles 

– eritrocitus [56, 57]. 1749 m. prancūzų anatomas Josephas Lieutaudas 

pirmasis apibūdino leukocitus („globuli albicantes“) [58]. Vis tik iki pat XIX 

a. vidurio vyravo nuostata, kad net žymus „baltųjų“ kraujo ląstelių 

pagaus÷jimas kraujyje yra tiesiog uždegimo lemiamas pūlingas procesas. Šią 

nuomonę iš esm÷s pakeit÷ Johno Hugheso Benetto 1845 m. Edinburgo 

medicinos ir chirurgijos žurnale išspausdintas straipsnis, kuriame jis teig÷, 

kad ligonio, mirusio nuo kraujo „supūliavimo“, kraujo ląstel÷s yra pakitusios 

ir detaliai jas apraš÷ [59]. Tais pačiais metais Berlyno Charite ligonin÷s 

patologas Rudolfas Wirchovas savo straipsnyje „Baltasis kraujas“ taip pat 

apibūdino mikroskopines „baltųjų“ kraujo ląstelių savybes bei pirmą kartą 

pavartojo terminą „leukemija“ [60]. Reikšmingu žingsniu leukemijos 

diagnostikoje tapo ir 1877 m. Paulo Erlicho atrastas kraujo tepin÷lio dažymo 

metodas, nuo kurio prasid÷jo morfologinių leukeminių ląstelių tyrimų era 

[61]. 

Pirmosios leukemijų klasifikacijos r÷m÷si būtent morfologin÷mis 

ląstelių savyb÷mis: dydžiu, forma, branduolio ypatumais, citoplazmoje 

aptinkamomis granul÷mis ar vakuol÷mis. Tikslesnę šios ligos klasifikaciją 

paskatino hematologijoje prad÷tos naudoti citochemin÷s reakcijos –  chemin÷s 

reakcijos, leidžiančios identifikuoti ląstel÷se esančias medžiagas. 1964 m. F. 

Hayhoe su kolegomis panaudojo perjodin÷s rūgšties Schiffo reakciją 

glikogenui, Sudano juodžio reakciją lipidams bei benzidino reakciją 

peroksidazei ląstel÷se aptikti [62]. 



 20 

Pirmąją vieningą, ląstelių morfologin÷mis ir citochemin÷mis 

savyb÷mis paremtą leukemijų klasifikaciją 1976 m. sukūr÷ grup÷ Prancūzijos, 

JAV ir Didžiosios Britanijos mokslininkų (FAB klasifikacija). V÷liau 

patobulinta ji buvo taikoma ilgiau nei du dešimtmečius. Ūmin÷s leukemijos 

buvo suskirstytos į dvi esmines grupes: ūmines limfoblastines ir ūmines 

mieloblastines leukemijas [63].  

Sparčiai besivystant kitai biomedicinos sričiai – imunologijai, 

leukemijoms diagnozuoti prad÷ti taikyti antigeno ir antikūno reakcija pagrįsti 

tyrimo metodai. Sukurta daugyb÷ monokloninių antikūnų prieš skirtingus 

leukocitų paviršiaus antigenus (žymenis). Plečiantis šių antikūnų įvairovei, 

sudaryta jų nomenklatūra – CD (cluster of differentiation) sistema, pirmą 

kartą pasiūlyta 1982 m. Pirmajame tarptautiniame žmogaus leukocitų 

diferenciacijos antigenų seminare ir konferencijoje [64]. Leukemijų 

diagnostika tapo neatskiriama nuo blastų paviršiaus žymenų ir jų visumos – 

ląstel÷s fenotipo – tyrimo. 

Organizmo audiniuose, pvz., kaulų čiulpų trepanobioptate, ląstelių 

žymenys prad÷ti tirti imunohistocheminiais metodais. Ląstelių fenotipui tirti 

skystose terp÷se ieškota tikslesnių, greitesnių ir objektyvesnių antigeno – 

antikūno reakcijos vertinimo būdų. XX a. antrojoje pus÷je buvo sukurti 

pirmieji tiesiogin÷s imunofluorescencijos metodu paremti analizatoriai - 

t÷km÷s citometrai. Šių instrumentų pirmtaką – ICP 11 prietaisą – 1968 metais 

sukonstravo Wolfgangas Gohde. Neilgai trukus net keletas komercinių 

įmonių sukūr÷ ir pateik÷ rinkai savo analizatorius: 1971 m. – Cytofluorograph 

(Ortho Diagnostics), 1973 m. –  PAS 8000 (Partec), 1974 m. –  FACS 

(Becton Dickinson) [65]. 

1988 m. MIC (morfologin÷, imunologin÷ ir citogenetin÷) leukemijų 

klasifikacija, o taip pat 1990 m. pagal Nacionalinio v÷žio instituto 

rekomendacijas pataisyta FAB klasifikacija jau tvirtai pripažino 

imunofenotipo svarbą [66, 67]. Daug÷jant duomenų apie sergantiesiems 

ūmin÷mis leukemijomis aptinkamus kariotipo ir citogenetinius pakitimus ir su 
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jais susijusius leukemijų biologijos ypatumus, šiuos rodiklius imta naudoti ir 

leukemijų klasifikacijoje. 

2001 m. priimta ir 2008 m peržiūr÷ta PSO piktybinių hematologinių 

susirgimų klasifikacija naudojama iki šiol. Ji grindžiama klinikinių duomenų, 

blastų morfologijos, imunofenotipo, genetinių pakitimų sinteze [68, 69]. Kaip 

ir anksčiau, išskiriamos mieloidin÷s ir limfoidin÷s kilm÷s ūmin÷s leukemijos. 

Šiuo metu naudojamoje PSO klasifikacijoje išskiriamos šios 

pagrindin÷s ŪML grup÷s [69]: 

1) ŪML su pasikartojančiomis genetin÷mis anomalijomis, 

2) ŪML su mielodisplaziniais pakitimais, 

3) su gydymu susiję ŪML ir MDS, 

4) kitaip neklasifikuojama ŪML: 

a. ŪML su minimalia diferenciacija, 

b. ŪML be brendimo požymių, 

c. ŪML su brendimo požymiais, 

d. ūmin÷ mielomonocitin÷ leukemija, 

e. ūmin÷ monoblastin÷ ir monocitin÷ leukemija, 

f. ūmin÷ eritroleukemija, 

g. ūmin÷ megakarioblastin÷ leukemija, 

h. ūmin÷ bazofilin÷ leukemija, 

i. ūmin÷ panmieloz÷ su mielofibroze. 

5) mieloidin÷ sarkoma, 

6) su Dauno sindromu susijusi mieloidin÷ proliferacija, 

7) blastin÷ plazmacitoidinių dendritinių ląstelių neoplazma. 

 

Ūminių limfoblastinių leukemijų klasifikacija [69]: 

1) kitaip neklasifikuojamos ūmin÷s B- limfoblastines 

leukemijos/limfomos, 

2) B-limfoblastin÷s leukemijos/limfomos su pasikartojančiomis 

genetin÷mis anomalijomis, 

3) T limfoblastin÷s leukemijos/limfomos. 
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2.3. T÷km÷s citometrija ir jos taikymas diagnozuojant ūmines 

leukemijas 

 

2.3.1. T÷km÷s citometrijos principai 

 

T÷km÷s citometrija – tai analizin÷s citologijos metodas ląstel÷ms tirti, 

grindžiamas sluoksnin÷s skysčio t÷km÷s, šviesos optin÷s sklaidos, 

imunoglobulinų biologijos bei fluorescentinių medžiagų chemijos principais 

[70]. 

T÷km÷s citometrijos metodas yra paremtas ląstelių, žym÷tų su 

specifiniais antikūnais prieš jų membranos, citoplazmos ar branduolio 

struktūras konjuguotais fluorescentiniais žymekliais, parametrų nustatymu 

(„matavimu“) srautin÷je sistemoje, kurioje ląstel÷s išsid÷sto po vieną. Ląstelei 

kertant šviesos šaltinio spindulį, registruojama dviem kryptimis išsklaidyta 

šviesa bei skirtingų bangos ilgių fluorescencija [71-73] (1 pav.).  

 

1 pav. T÷km÷s citometro m÷ginių tyrimo dalies schema. 
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T÷km÷s citometras sudarytas iš keleto pagrindinių blokų – skysčių, 

optin÷s ir informacijos apdorojimo sistemų. M÷ginys yra hidrodinamiškai 

fokusuojamas - įsiurbiamas į laminarin÷s t÷km÷s nešančiojo skysčio srovę 

taip, kad ląstel÷s išsid÷stytų srov÷s centre viena paskui kitą [71-73]. 

Šiuolaikiniuose citometruose dažniausiai naudojamas šviesos šaltinis 

yra lazeris, spinduliuojantis didelio intensyvumo monochrominę šviesą, kuri 

gali būti sufokusuojama į itin mažą plotą ir sužadinti pavienes ląsteles. 

Naujausi t÷km÷s citometrai turi ne po vieną, o po keletą skirtingų bangos ilgių 

lazerių. Plačiausiai paplitęs yra argono jonų lazeris, skleidžiantis m÷lyno 

spektro 488 nm bangos ilgio šviesą, kuri sužadina pagrindinius 

fluorescentinius žymeklius FITC, PE, PerCP ir kai kuriuos kitus rečiau 

naudojamus žymeklius (PE-Cy5, PE-Cy7 ir kt.). Taip pat citometruose dažnai 

naudojami šie lazeriai: 633 nm „raudonas“ helio – neono (sužadinantis APC, 

APC-Cy7, Alexa Fluor 633 fluorochromus), 405 nm kietos faz÷s „violetinis“ 

(AmCyan, Pacific Blue), 325 nm „ultravioletinis“ helio – kadmio (Hoechst 

33342, DAPI, Alexa Fluor 350). Ląstelei kertant maksimaliai sufokusuotą 

lazerio spindulį, priekin÷s sklaidos detektorius fiksuoja nedideliu kampu 

atspind÷tą šviesą, o 900 kampu atspind÷ta šviesa, pra÷jusi koncentruojantį lęšį, 

kerta keletą dichroninių veidrodžių, selektyviai atspindinčių tik vieno bangos 

ilgio šviesą, o likusią dalį spindulio praleidžiančių toliau [71-73] (2 pav.). 
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2 pav. Optin÷s t÷km÷s citometro dalies schema. 

 

Analizin÷je sistemos dalyje šviesos signalai detektorių paverčiami 

atitinkamo stiprumo elektros impulsais, kurie v÷liau konvertuojami į 

skaitmeninius. Šiuolaikiniuose citometruose skaitmeniniai signalai 

generuojami labai ankstyvose detekcijos proceso stadijose, o v÷liau vykdoma 

jų modifikacija. Taip gaunami tikslesni duomenys, be to, galima atlikti įvairių 

citometro parametrų skaitmeninę korekciją, jau surinkus duomenis [71-73]. 

 Duomenys, gaunami t÷km÷s citometru, analizuojami keliais būdais. 

Vienparametr÷s histogramos viena ašis atspindi tam tikro žymens 

fluorescencijos intensyvumą, kita – tokiu fluorescencijos intensyvumu 

pasižyminčių ląstelių skaičių. Taškin÷s histogramos kiekvienas taškas žymi 

atskirą lazerio spindulį kirtusią ląstelę. Paprastai vienu metu analizuojami du 

fluorescencijos signalai (atitinkantys du žymenis). Kai kurios analiz÷s 

programos leidžia matyti erdvinį vaizdą – analizuoti 3 fluorescencijos 

signalus vienu metu [71-73] (3 pav). 
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3 pav. T÷km÷s citometrijos duomenų analiz÷s būdai: vienparametr÷ 

histograma, taškin÷ histograma, erdvin÷ histograma. 

           

 

2.3.2. T÷km÷s citometrijos metodo taikymas tiriant ūmines 

leukemijas 

 

T÷km÷s citometriniai tyrimai užima svarbią vietą tiek įvairių sričių 

(imunologijos, onkologijos, hematologijos, mikrobiologijos) mokslinių tyrimų 

srityje, tiek ir klinikin÷je praktikoje. Ypač platus šių tyrimų panaudojimas 

hematologijoje: tiriamas ūminių ir l÷tinių leukemijų fenotipas, nustatant 

minimalios liekamosios ligos dydį stebimas gydymo efektas, tiriamos kitos 

klonin÷s kraujo ligos – mielodisplaziniai susirgimai, paroksizmin÷ naktin÷ 

hemoblobinurija, plazminių ląstelių navikai [74, 75]. 
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T÷km÷s citometrijos metodu tiriant ūmines leukemijas, siekiama šių 

tikslų [74, 75]: 

1) identifikuoti patologines ląsteles m÷ginyje, nustatyti jų skaičių, 

2) nustatyti jų kilmę ir brandumo laipsnį, 

3) įvertinti žymenų visumą – fenotipą ir, jei įmanoma, priskirti jį 

tam tikrai ligai ar jų grupei,  

4) išskirti žymenų, kurie naudojami kaip gydymo taikiniai (CD20, 

CD33), ekspresijos ypatybes,  

5) nustatyti prognozei reikšmingus t÷km÷s citometrinius rodiklius. 

 

2.4. Ūminių leukemijų eigos prognozavimas 

 

Kadangi ūmin÷s leukemijos apima nemažą grupę piktybinių 

kraujodaros sistemos susirgimų, pacientų atsakas į gydymą ir išgyvenamumo 

rodikliai gali ženkliai skirtis. Nuolat ieškoma tiek nuo paciento, tiek ir nuo 

naviko ypatybių priklausančių veiksnių, padedančių prognozuoti ligos eigą.  

 

2.4.1. Ūmin÷s mielogenin÷s leukemijos prognoziniai veiksniai 

 

Tradiciniai ŪML prognostiniai veiksniai klasifikuojami į kelias grupes: 

1) Klinikiniai prognostiniai veiksniai: 

– Amžius: vyresniems nei 50m asmenims remisija pasiekiama 

rečiau, o išgyvenamumas be ligos trumpesnis. Net ir 

jaunesnių pacientų grup÷je amžius turi įtakos 

išgyvenamumo be ligos rodikliui [76]. 

– Bendra būkl÷: sunkios būkl÷s ligoniai (neretai su 

gretutin÷mis širdies, inkstų ligomis ar infekcijomis) dažniau 

miršta ankstyvuoju gydymo etapu [77, 57]. 

– Anksčiau patirtas gydymas citotoksiniais vaistais ar 

radiacija: su gydymu susijusi ŪML išskiriama į atskirą 
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nozologinį vienetą PSO klasifikacijoje. Jos prognoz÷ 

paprastai esti blogesn÷ [77-79]. 

– Anksčiau nustatyti kiti hematologiniai susirgimai: pažeista 

kraujodaros sistema dar prieš išsivystant ūminei leukemijai 

sukelia kraujo ląstelių trūkumą ar nefunkcionalumą, d÷l 

kurio vystosi kraujavimas, infekcijos ir kiti reiškiniai, 

bloginantys paciento būklę [77-79]. 

2) Su ląstelių kariotipu susiję prognoziniai veiksniai: 

– Chromosomų pokyčiai, susiję su palankia prognoze: t(8;21), 

inv(16), t(16;16), t(15;17). 

– Chromosomų pokyčiai, susiję 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-os chromosomos 

pakitimai, 11q23 pakitimai, išskyrus t(9;11) ir t(11;19), 3q 

pakitimai, išskyrus (3;5). 

– Chromosomų pokyčiai, nepriskiriami nei vienai šių grupių, 

yra siejami su vidutine prognoze. Visgi apie 40% pacientų 

chromosominių pakitimų neaptinkama visiškai [79-81]. 

3) Su molekuliniais pakitimais (genų mutacijomis) susiję prognostiniai 

veiksniai: 

– FLT3 yra transmembraninis tirozinkinaz÷s receptorius. 

Įvykus geno mutacijai, jis gali būti aktyvuojamas 

nepriklausomai nuo ligando ir siųsti signalus ląstelių 

proliferacijai. Vaikų ir jaunų suaugusių, kuriems nustatoma 

tam tikra šios mutacijos forma, prognoz÷ blogesn÷ [82-83]. 

– Nukleofosmino geno mutacijos, aptinkamos esant 

normaliam kariotipui ir neradus FLT3 mutacijų, yra geros 

prognoz÷s rodiklis įvairių amžiaus grupių ligoniams [82, 

84]. 

– c-KIT geno (kurio baltyminis ekvivalentas yra CD117 

žymuo) mutacijos taip pat lemia nuo ligando nepriklausomą 
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tirozinkinaz÷s aktyvaciją, kuri savo ruožtu „įjungia“ 

daugybinius signalo perdavimo kelius ląstel÷je. KIT geno 

mutacijos gali rodyti blogesnę ligos eigą ligoniams, 

turintiems kitų geros prognoz÷s rodiklių (pvz., inv16) [82, 

85]. 

4) Su kitomis naviko ląstelių ypatyb÷mis susiję prognostiniai veiksniai: 

– Dauginį atsparumą vaistams sukeliančių nuo ATF 

priklausančių siurblių (p-gp, MRP1, LRP ir kt.) 

hiperekspresija susijusi su blogesne ŪML prognoze, ypač 

vyresnio amžiaus ligoniams [86-88].  

– Apoptoz÷s inhibitorių (bcl-2, survinino) ar juos 

kostimuliuojančių molekulių (CD40, CD11a) 

hiperekspresija susijusi su sunkesne ligos eiga d÷l sutrikusio 

natūralios ląstelių mirties procesų [89, 90]. 

– EVI1 geno hiperekspresija lemia DNR metiltransferazių, 

kurios atsakingos už epigenetinę genų ekspresijos kontrolę, 

aktyvumo padid÷jimą. Vidutin÷s rizikos grup÷s ligoniams, 

aptikus šią mutaciją, nustatomas trumpesnis 

išgyvenamumas be recidyvo [91]. 

 

2.4.2. Ūminių limfoblastinių leukemijų prognoziniai veiksniai 

 

ŪLL prognozei vertinti taip pat naudojami tiek su ligonio, tiek su 

piktybinių ląstelių savyb÷mis susiję veiksniai: 

– Ligonių amžius. Kūdikiams iki 1 metų, sergantiems ŪLL, 

dažnai aptinkami MiLL geno persitvarkymai (translokacijos, 

apimančios 11q23). Jiems būdinga sunkesn÷ ligos eiga ir 

silpnesnis atsakas į standartinį gydymą. Agresyvesn÷ ligos eiga 

taip pat būdinga vyresniems negu 10 metų vaikams ir 

suaugusiems [92]. 



 29 

– Leukocitų skaičius. Sergantiesiems B-ŪLL, kurių kraujyje 

aptinkama >50000/µl leukocitų, būdinga blogesn÷ prognoz÷ 

[93]. 

– Citogenetiniai pakitimai:  

� hiperdiploidinis chromosomų 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-ŪLL ir subrendusio fenotipo B-ŪLL 

paprastai būdinga sunkesn÷ ligos eiga [95].  

– Atsakas į gydymą: greitas blastų kiekio sumaž÷jimas gydant 

siejamas su palankia ligos eiga [96, 97]. Blastų skaičiaus 

maž÷jimas vertinamas tiek morfologiniu metodu, t.y. šviesiniu 

mikroskopu, tiek ir moderniais metodais, leidžiančiais aptikti 

itin mažą šių ląstelių kiekį. Submikroskopinis leukeminių blastų 

skaičius, aptinkamas ligoniui esant remisijoje,  vadinamas 

minimalia liekamąja liga [98, 99]. 

 

2.4.3. T÷km÷s citometrijos metodo reikšm÷, prognozuojant ūminių 

leukemijų eigą  

 

T÷km÷s citometrijos tyrimai gali būti vertingu diagnostiniu įrankiu, 

prognozuojant ūminių leukemijų eigą. Galima išskirti tris prognozinius šio 

metodo aspektus: 

1) Diagnozuojant aptikti su leukemija susiję aberantiniai fenotipai, t.y. 

fenotipai, neaptinkami sveikuose atitinkamos kraujodaros ląstelių 

linijos pirmtakuose, gali tur÷ti įtakos tolesnei ligos eigai:  
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a. jie gali rodyti esant tam tikrą genetinę pažaidą, pvz., ūmin÷s 

mielogenin÷s leukemijos fenotipas CD19+CD56+ susijęs su 

t(8;21) aptikimu [ 126], 

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

2) T÷km÷s citometriniai tyrimai gali būti taikomi, vertinant atsaką į 

gydymą. Kaip min÷ta anksčiau, atsakas į gydymą yra reikšmingas 

tolesn÷s sergančiųjų ūmin÷mis leukemijomis prognoz÷s veiksnys: 

ligoniams, kuriems prad÷jus gydymą, blastų skaičius maž÷ja sparčiau 

ir efektyviau, paprastai pasiekiami geresni išgyvenamumo rodikliai 

[152-159]. Minimalios liekamosios ligos tyrimas t÷km÷s citometru 

įmanomas didžiajai daliai sergančiųjų ūmin÷mis leukemijomis ir yra 

pakankamo jautrumo (bent 0,01% ŪLL ir 0,1% ŪML atveju) [160]. 

3) Dauginio atsparumo vaistams tyrimai t÷km÷s citometru gali pad÷ti 

paaiškinti gydymo nes÷km÷s priežastį, ją numatyti iš anksto ir išskirti 

pacientų grupes, kuriems tikslinga šio reiškinio korekcija [175-179]. 

 

2.4.3.1. Su leukemija susiję aberantiniai fenotipai 

 

Leukeminių blastų fenotipai, kurie neaptinkami ar aptinkami labai 

mažais kiekiais vykstant normaliai hemopoezei, vadinami su leukemija 

susijusiais aberantiniais fenotipais (LSAF) [100-103]. 

Su leukemija susiję aberantiniai fenotipai paprastai skirstomi į kelias 

grupes [100-103]: 

– Linijai nebūdingų žymenų ekspresija (pavyzdžiui, 

limfoidinių žymenų ekspresija mieloidin÷s kilm÷s blastų 

populiacijoje), 

– asinchronin÷ žymenų ekspresija, kai leukemin÷s ląstel÷s 

paviršiuje aptinkami du ar daugiau žymenų, kurie normalios 

hemopoez÷s atveju niekada nerandami kartu, 
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– žymenų hiperekspresija, kai tam tikro žymens molekulių 

ląstel÷s paviršiuje yra daugiau, nei bręstant normalioms 

ląstel÷ms, 

– žymenų hipoekspresija ar jų nebuvimas, 

– ektopin÷ žymenų ekspresija, kai tam tikras žymuo 

nustatomas kitoje, nei įprasta, lokalizacijoje (pavyzdžiui, 

CD1a ne čiobrialiauk÷je, o kaulų čiulpuose), 

– spindulio sklaidos pobūdžio pakitimai (pavyzdžiui, 

neįprastai didel÷s limfoidin÷s ląstel÷s). 

Literatūroje pateikiamos gana plačios su leukemija susijusių 

aberantinių fenotipų paplitimo ribos. Štai ūmin÷s B-pirmtakų limfoblastin÷s 

leukemijos atveju LSAF aptinkami 85 – 99 % [101, 102, 104, 105], o ūmin÷s 

T-limfoblastin÷s leukemijos atveju – 95 –100 % [101, 102, 106, 107]. Ūmin÷s 

mielogenin÷s leukemijos atveju aberantiniai fenotipai randami 30 – 85 % 

atvejų, tačiau pastebima, kad tobul÷jant technologin÷ms galimyb÷ms, jų 

skaičius vis did÷ja [100, 108-114]. 

Su leukemija susijusių aberantinių fenotipų buvimas turi įtakos 

sergančiųjų ūmine leukemija ligos eigai ir prognozei. Viena anksčiausiai 

nustatytų ir ištirtų blastų fenotipo aberacijų – CD10 žymens (anksčiau vadinto 

bendruoju ūminių limfoblastinių leukemijų antigenu) nebuvimas kai kuriais 

ūminių B-limfoblastinių leukemijų atvejais. Dažnai tokios leukemijoms 

būdinga ir mieloidinių žymenų CD15 ir CD65 koekspresija. Įrodyta, kad tokio 

fenotipo ūmine B-pirmtakų limfoblastine leukemija sergančių ligonių 

prognoz÷ prastesn÷: mažesnis remisijos dažnis ir išgyvenamumas be ligos 

[115, 116]. V÷liau nustatyta, kad CD10- fenotipas dažnai koreliuoja su tam 

tikrais chromosominiais pakitimais – translokacijomis, įtraukiančiomis 

mišrios linijos leukemijų geną (MiLL), esantį trumpajame 11-os 

chromosomos petyje (11q23). Įrodyta, kad šios translokacijos yra 

nepriklausomas blogos ŪL prognoz÷s rodiklis [117, 118].  

Kitas gerai žinomas ūmin÷s B-limfoblastin÷s leukemijos eigą 

padedantis prognozuoti veiksnys – Filadelfijos chromosoma, susiformuojanti 
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d÷l t(9;22) translokacijos, d÷l kurios susijungia bcr ir abl genai ir sintetinamas 

tirozinkinaz÷s aktyvumu pasižymintis hibridinis baltymas. Ji aptinkama 25 – 

35% sergančių ūmine B-pirmtakų limfoblastine leukemija suaugusių ir ~5% 

vaikų ir siejama su bloga šios ligos prognoze. Šiems ligoniams indikuotina 

alogenin÷ kaulų čiulpų transplantacija. Nors bcr-abl genų junginys paprastai 

nustatomas polimeraz÷s grandinin÷s reakcijos su atvirkštine transkriptaze 

metodu, keletas studijų įrod÷, kad Filadelfijos chromosomą turinčios ūmin÷s 

B-pirmtakų limfoblastin÷s leukemijos pasižymi specifiniu fenotipu: jos visos 

ryškiai ekspresuoja CD10, CD19, CD34 žymenis, dažnai koekspresuoja 

mieloidinius žymenis CD66c, CD13, CD33, taip pat neretai aptinkama CD45 

ir CD38 žymenų hipoekspresija ar nebuvimas [119-121].  

Žymenų CD10 ir ŽLA-DR hiperekspresija, CD20 ir CD45 

hipoekspresija, CD34 dalin÷ ekspresija ir mieloidinių žymenų koekspresija 

siejama su t(12;21) translokacija ir geresne prognoze [122]. 

Kalbant apie ūminę T-limfoblastinę leukemiją, galima teigti, kad  tarp 

sergančiųjų šia liga labiausiai paplitusi su leukemija susijusių aberantinių 

fenotipų grup÷ yra ektopin÷ žymenų ekspresija. Įprastai T-limfocitų 

brendimas vyksta čiobrialiauk÷je, taigi bet koks ankstyvųjų žymenų aptikimas 

T-limfoidinių ląstelių populiacijoje kraujyje ar kaulų čiulpuose gali būti 

laikomas aberacija. T-ŪLL atveju didžiausią prognostinę reikšmę turi šios 

leukemijos diferenciacijos laipsnis. Nustatyta, kad ankstyviausia šios ligos 

forma (pro T-ŪLL), kurios metu blastai ekspresuoja tik CD7, citoplazminį 

CD3 ir TdT žymenis pasižymi prastesne prognoze. Ankstyvajai T-ŪLL, ypač 

turinčiai CD2 žymenį, būdinga kiek geresn÷, o v÷lyvai ir kortikalinei formai, 

kuomet randama CD1a, paviršin÷ CD3 ir CD4 bei CD8 ekspresija – dar 

geresn÷ prognoz÷ [123, 124]. Neseniai paskelbti duomenys rodo, kad pagal 

ląstelių fenotipą galima identifikuoti itin didel÷s rizikos grupę – labai 

ankstyvo diferenciacijos laipsnio („kamieninių“ T-ląstelių) leukemiją. 

Išskirtiniai šios leukemijos fenotipo bruožai yra CD1a ir CD8 nebuvimas, 

blanki CD5 ekspresija, ankstyvųjų žymenų CD34 ir ŽLA-DR ekspresija bei 

mieloidinių žymenų CD13, CD33, CD11b ir CD65 koekspresija. Sergančiųjų 



 33 

šia ligos forma vaikų dešimties metų bendras išgyvenamumas (angl. overall 

survival) tesiekia 19 %, nors sergančiųjų kitomis formomis išgyvenamumas 

siekia 84 % [125].  

Ūmin÷s mielogenin÷s leukemijos atveju fenotipo aberacijos taip pat 

gali būti naudojamos prognozei vertinti. Dalis su leukemija susijusių 

aberantinių fenotipų gali rodyti esant tam tikrų citogenetinių pokyčių, turinčių 

pripažintą prognostinę reikšmę. Pavyzdžiui, geros prognoz÷s ūmin÷s 

mielogenin÷s leukemijos su t(8;21) atveju dažnai aptinkama CD34 žymens 

hiperekspresija ir CD19 ir CD56 žymenų koekspresija [126-128].  

Ūmin÷s promielocitin÷s leukemijos atveju t÷km÷s citometrijos metodu 

taip pat galima ne tik įtarti šią ligą, kuri patvirtinama aptikus t(15;17) 

translokaciją, bet ir prognozuoti jos eigą. Tipiškam ūmin÷s promielocitin÷s 

leukemijos fenotipui būdingi teigiami mieloidiniai žymenys, heterogeniška 

CD13 ekspresija, neigiamas ŽLA-DR žymuo ir tam tikras CD34 ir CD15 

žymenų ekspresijos pobūdis (abu žymenys neigiami arba vienas teigiamas, 

kitas neigiamas, bet niekada neekspresuojami kartu). CD56 žymens ekspresija 

šios ligos atveju yra blogos prognoz÷s rodiklis, rodantis galimą allo-trans-

retinoin÷s rūgšties neefektyvumą. Tuo tarpu T-limfoidinio žymens CD2 

aptikimas siejamas su palankia ligos eiga [129-132].  

CD2 žymens ekspresija taip pat reikšminga diagnozuojant ūminę 

mielogeninę leukemiją, kurios metu randama 16-os chromosomos inversija. 

Šiuo atveju ŽLA-DR ekspresija paprastai būna teigiama ir randamas 

padid÷jęs eozinofilų skaičius. Šios ligos prognoz÷ paprastai yra gera [133]. 

Taip pat tyrin÷ta ir sergančiųjų ūmine mielogenine leukemija pavienių 

žymenų ekspresijos prognostin÷ vert÷. Mieloidinio žymens CD13, monocitų 

žymens CD14 bei ankstyvojo žymens CD34 žymenų ekspresija siejama su 

mažesniu remisijos dažniu ir trumpesniu ligonių išgyvenamumu. O ligoniams, 

kurių blastai turi CD15 žymenį, remisija pasiekiama dažniau [134-139]. 

T limfocitų ir NK ląstelių žymuo CD7 aptinkamas iki 37% ūminių 

mielogeninių leukemijų. Kelios tyr÷jų grup÷s net siūl÷ tokias leukemijas 

išskirti į atskirą klinikinę grupę. CD7 koekspresija dažniau sutinkama 
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jaunesnio amžiaus vyrams, jiems stebima didesn÷ hepatomegalijos ir 

neuroleukemijos tikimyb÷. Standartin÷ chemoterapija šiems ligoniams dažnai 

neveikli. Taip pat nustatyti ryšiai tarp CD7 ekspresijos ir citogenetinių 

pokyčių, pvz., 7-osios chromosomos delecijos [38, 140-142]. 

Terminalin÷ dezoksinukleotidil transferaz÷ (TdT) randama limfodinių 

ląstelių pirmtakų ir piktybinių limfoblastų branduolyje. Taip pat ji aptinkama 

~18 % ūminių mielogeninių leukemijų. TdT ekspresija siejama su gana 

dideliu remisijos dažniu, tačiau CD7 ir TdT koekspresija gali rodyti ir 

prastesnę ūmin÷s mielogenin÷s leukemijos prognozę [143, 144]. 

Taip vadinamas “pan-mieloidinis” fenotipas, kuomet ekspresuojami 

visi pagrindiniai mieloidiniai žymenys (CD13, CD33, CD117, CD65 ir 

mieloperoksidaz÷) siejamas su didesniu remisijos dažniu ir ilgesniu 

išgyvenamumu [145]. 

Akivaizdu, kad su leukemija susiję aberantiniai fenotipai gali būti 

naudojami ūminių leukemijų prognozei vertinti, tačiau išsamių studijų, 

tiriančių ne pavienius LSAF, bet jų visumą sergančiųjų ūmin÷mis leukemijos 

populiacijoje, vis dar trūksta.   

 

2.4.3.2. Minimali liekamoji liga 

 

Taikant modernų gydymą, daugumai sergančiųjų ūmin÷mis 

leukemijomis pasiekiama pilna klinikin÷ ir morfologin÷ remisija – šviesiniu 

mikroskopu kaulų čiulpuose aptinkama <5% blastų. Morfologin÷ remisija 

nustatoma remiantis Chesono ir kt. 1990 m. kriterijais: veniniame kraujyje 

neutrofilų daugiau kaip 1,5 x 109/l, trombocitų daugiau kaip 100 x 109/l, 

nerandama blastų, kaulų čiulpų ląstelingumas didesnis nei 20%, randama 

mažiau  5 % blastų ir stebimas visų kraujodaros linijų brendimas [146]. Visgi 

morfologin÷s remisijos metu visame ligonio kūne dar gali likti apie 1010 

leukeminių ląstelių. Leukeminių ląstelių kiekis, aptinkamas pacientui esant 

morfologin÷je remisijoje, vadinamas minimalia liekamąja liga (MLL) [32-

34]. 
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Minimali liekamoji liga yra vienas svarbiausių veiksnių, padedančių 

prognozuoti sergančiųjų ūmin÷mis leukemijomis išgyvenamumą ir kitus ligos 

eigos rodiklius. Nors atskiri klinikiniai (leukocitų skaičius, asmens amžius) ar 

biologiniai parametrai (blastų fenotipas, chromosomų pakitimai) vis dar 

plačiai naudojami tinkamo intensyvumo gydymui parinkti, jie n÷ra absoliučiai 

patikimi. Kai kuriems standartin÷s rizikos grupei priklausantiems pacientams 

d÷l nepakankamai intensyvaus gydymo liga atsinaujina, tuo tarpu kiti galbūt 

gauna pernelyg intensyvų ir pernelyg toksišką gydymą. Atsakas į gydymą taip 

pat priklauso nuo vaisto farmakokinetinių ir individualių ligonių 

farmakogenetinių ypatybių. Leukeminių blastų skaičiaus maž÷jimas gydant 

atspindi visų šių kintamųjų sumą ir turi svarią prognozinę reikšmę. Net 

paprastas morfologinis blastų kiekio vertinimas kraujyje ar kaulų čiulpuose 

gali pad÷ti prognozuoti ligos eigą. Visgi šiuolaikiniai diagnostiniai metodai, 

tokie, kaip t÷km÷s citometrija ar polimeraz÷s grandinin÷ reakcija leidžia 

aptikti 100, 1000 ar net 10000 kartų mažesnius jų kiekius nei šviesos 

mikroskopu [32-34, 147].  

Kadangi tiriant minimalią liekamąją ligą ieškoma itin mažų ląstelių 

populiacijų, pagrindiniai reikalavimai šiems tyrimams yra: galimyb÷ 

diferencijuoti tarp leukeminių ir kitų (regeneruojančių, reakcinių) ląstelių 

(specifiškumas), pakankamas jautrumas (bent 0,1% - 0,01%) bei 

pritaikomumas klinikin÷je laboratorijoje (standartizacija, greitis, kaina). Šiuo 

metu du pagrindiniai metodai atitinka min÷tus reikalavimus: polimeraz÷s 

grandinin÷ reakcija ir daugiaparametr÷ t÷km÷s citometrija. Kiekvienas metodų 

turi savo privalumų ir trūkumų (1 lentel÷) [148]. 
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1 lentel÷. Minimalios liekamosios ligos tyrimo metodų palyginimas.  

 T÷km÷s 
citometrija 

PGR 

  Ig/TCR 
persitvarkymai 

Hibridinių genų 
transkriptai 

Pritaikomumas    
Vaikai    
ŪML 75-85% <10% 25-30% 
B-ŪLL 60-95% >95% 30-35% 
T-ŪLL >95% >95% 10-20% 
Suaugę    
ŪML 75-85% <10% 10-20% 
B-ŪLL 80-90% >90% 35-40% 
T-ŪLL >95% >95% 10-20% 
    
Jautrumas 10-3 – 10-4 10-4 – 10-5 10-4 – 10-6 
    
Privalumai Greitas tyrimas DNR stabilumas Stabilus “taikinys” 
 Specifiškumas 

pacientui 
Specifiškumas 
pacientui 

N÷ra normalių 
ląstelių “fono” 

 Tiriamos ir 
normalios 
ląstel÷s 

 Santykinai 
nesud÷tingas 
tyrimas 

 Tiriama 
kiekviena ląstel÷ 
atskirai 

 Santykinai greitas 
tyrimas 

 Galima įvertinti 
ląstelių 
gyvybingumą 

  

    
Trūkumai Normalių ląstelių 

“fonas” 
Persitvarkymų 
praradimas 

RNR nestabilumas 

 Fenotipo 
pokyčiai 

Sud÷tingas 
tyrimas 

Įvairus ekspresijos 
lygis 

 Leukeminiai 
“subklonai” 

Normalių ląstelių 
“fonas” 

Ligai specifiškas 
(užkrato galimyb÷) 

 

T÷km÷s citometrinis minimalios liktin÷s ligos tyrimas yra laikomas 

vienu iš efektyviausių d÷l pakankamo jautrumo, greičio, santykinio 

paprastumo ir kainos, galimyb÷s pateikti kiekybinius rezultatus, tirti tik 

gyvybingas ląsteles, tirti paviršinius ir citoplazminius žymenis vienu metu.  
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Pagrindinis t÷km÷s citometrijos metodo trūkumas tiriant minimalią 

liekamąją ligą – klaidingai neigiamo rezultato galimyb÷, pakitus blastų 

fenotipui. Žymenys, aptinkami didžiojoje dalyje blastų populiacijos, 

diagnozuojant ūminę leukemiją, gali skirtis nuo tų, kurie aptinkami 

leukemin÷je kamienin÷je ląstel÷je. Atsinaujinusios leukemin÷s ląstel÷s jau 

gali tur÷ti ir kiek pakitusį fenotipą. Jei diagnozuojant ūminę leukemiją 

aptinkama blastų populiacija n÷ra homogeniška, o sudaryta iš kiek 

ankstyvesnių, ir kiek brandesnių ląstelių, jų jautrumas chemoterapijai gali būti 

nevienodas, tod÷l gydymo eigoje vienos subpopuliacijos gali išnykti greičiau 

už kitas, taip imituodamos fenotipo pokyčius. Daugelyje gydymo schemų 

taikomi kortikosteroidai, veikdami genų transkripciją, taip pat gali sukelti 

baltymų ekspresijos ląstelių paviršiuje pokyčius. Taikant siaurą, labai 

individualizuotą žymenų rinkinį, likusių blastų galima neaptikti, o liga visgi 

gali atsinaujinti. Rečiau sutinkamas atvirkščias reiškinys: gydant išlieka 

aberantinį fenotipą, tačiau tik nedideles atsinaujinimo galimybes turinti 

leukeminių blastų subpopuliacija – minimali liekamoji liga kurį laiką 

nustatoma, tačiau recidyvas neišsivysto [149 - 151]. 

Žvelgiant iš klinikin÷s perspektyvos, įrodyta, kad imunologinis 

minimalios liekamosios ligos tyrimas padeda prognozuoti recidyvus ir 

suskirstyti ligonius į rizikos grupes [98, 99, 147, 148, 152-155].  

Išsamiausiai ištirta vaikų, sergančiųjų ŪLL, minimalios liekamosios 

ligos, kaip ligos eigos rodiklio, reikšm÷. Pirmoji studija, tvirtai įrodžiusi 

minimalios liekamosios ligos prognostinę vertę, atlikta J. Van Dongeno ir 

kolegų iš BFM grup÷s. Tirti 129 vaikai, sirgę ūmin÷mis limfoblastin÷mis 

leukemijomis ir gydyti pagal BFM 90 protokolą.  Remiantis minimalia 

liekamąja liga, ligoniai suskirstyti į tris rizikos grupes: mažos rizikos, kuriems 

MLL 33-ą ir 78-ą gydymo dieną buvo neigiama (recidyvų dažnis per trejus 

metus šioje grup÷je buvo 2%), didel÷s rizikos, kuriems minimali liekamoji 

liga abiem gydymo etapais buvo >0,1% (recidyvavo 75% ligonių) ir likusi 

vidutin÷s rizikos, kuriuos stebint toliau, minimali liekamoji liga po metų 
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gydymo arba išnyko (recidyvų dažnis 39%) arba išliko teigiama (recidyvų 

dažnis 90%) [152].  

Kai kurie tyr÷jai teigia, kad net vienas minimalios liekamosios ligos 

tyrimas gali pad÷ti prognozuoti ligos išeitį. H. Cave ir kt. tyr÷ 178 vaikų, 

sergančių ŪLL,  minimalios liekamosios ligos dydžio po gydymo indukcijos 

sąsajas su ketverių metų išgyvenamumu be recidyvo. Ligonių, kurių MLL 

buvo neigiama, šis rodiklis buvo 92%, palyginus su 60% tų, kuriems buvo 

aptikta teigiama MLL [153]. C. Nyvold ir kolegų iš NOPHO grup÷s 

duomenimis, nei vienam iš ligonių, kuriems 29-ą gydymo dieną MLL buvo 

neigiama, liga per septynerius metus neatsinaujino, o ligonių, kuriems aptikta 

teigiama MLL, septynerių metų išgyvenamumas be „įvykio“ (angl. event free 

survival)  tesiek÷ 52% [154]. E. Coustan-Smith ir kt. duomenimis, net vienas 

MLL tyrimas 14-ą gydymo savaitę yra stiprus prognostinis vaikų ūmin÷s 

limfoblastin÷s leukemijos veiksnys. Trejų metų išgyvenamumas be recidyvo 

ligonių, kurių MLL buvo neigiama sudar÷ 93,4%, o ligonių, kuriems nustatyta 

teigiama MLL, jis tebuvo 57,9% [155]. M. Dworzak ir kolegų studija pateikia 

analogiškus rezultatus, blastų skaičių vertinant kiekybiškai: aptikus > 10 

blastų/µl 33-ą gydymo dieną ir > 1 blasto/µl 12-ą gydymo savaitę,  

išgyvenamumo be recidyvo rodiklis yra 0%, lyginant su 94% likusiųjų [147].   

Nors studijų, tyrusių suaugusiųjų, sergančių ūmine limfoblastine 

leukemija minimalios liekamosios ligos, kaip prognostinio rodiklio, vertę, 

mažiau, jos taip pat įrodo šio rodiklio svarbą. M. Bruggemann su kolegomis  

teigia, kad standartin÷s rizikos ŪLL sergančius suaugusiuosius pagal 

minimalios liekamosios ligos dydį 11-ą, 24-ą gydymo dieną ir 16-ą gydymo 

savaitę galima sugrupuoti į 3 papildomas grupes: mažos rizikos, kuriems 11-ą 

ir 24-ą dieną MLL < 0,01%), didel÷s rizikos, kuriems 24-ą dieną ir 16-ą 

savaitę MLL > 0,01% ir vidutin÷s rizikos, kuriai priklauso visi likę ligoniai. 

Recidyvų dažnis per trejus metus šiose grup÷se labai skyr÷si ir buvo 

atitinkamai 0%, 94% ir 47% [156].  

Analogiškus rezultatus gavo ir M. Vidriales bei kolegų grup÷, kuri tyr÷ 

ŪLL sergančių paauglių ir suaugusių minimalią liekamąją ligą 14-ą ir 35-ą 
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gydymo dieną.  90% ligonių, kurių MLL 14-ą gydymo dieną buvo < 0,03%, 

penkerius metus išgyveno be recidyvo. Ir atvirkščiai, visiems ligoniams, kurių 

MLL 35-ą dieną buvo > 0,1% per penkerius metus liga atsinaujino [157]. 

Lenkijos tyr÷jų grup÷ nustat÷, kad ligonių, sergančių ŪLL ir neturinčių 

Filadelfijos chromosomos, kuriems po indukcijos kurso nustatyta MLL  < 

0,1%, trejų metų išgyvenamumas be recidyvo buvo 9%, palyginus su 71%  

likusiųjų [158]. 

 Šiuo metu minimalios liekamosios ligos dydis jau plačiai naudojamas, 

skirstant  sergančiuosius ūmin÷mis limfoblastin÷mis leukemijomis  į rizikos 

grupes bei pritaikant jiems tinkamą gydymą.  

Ūminių mielogeninių leukemijų minimalios liekamosios ligos 

pritaikymo gydymui individualizuoti tyrimai dar vykdomi. Situacija yra 

sud÷tingesn÷ d÷l to, kad t÷km÷s citometrijos metodas, ypač neturint 

daugiaspalv÷s t÷km÷s citometrijos galimybių, yra kiek mažesnio jautrumo, nei 

tiriant ŪLL, o PGR metodu minimalią liekamąją ligą įmanoma tirti tik mažiau 

nei pusei ligonių: molekuliniai pakitimai aptinkami tik daliai ligonių, be to, ne 

visus juos įmanoma tirti pakankamu jautrumu. T÷km÷s citometrijos metodas 

gali būti pritaikomas didesnei daliai sergančiųjų ŪML minimaliai liekamajai 

ligai tirti, bet turi savų ypatumų: ŪML atveju žymenų ekspresija dažnai yra 

heterogenin÷, aptinkamos kelios blastų subpopuliacijos, su leukemija susiję 

aberantiniai fenotipai yra mažesnio specifiškumo [159]. Tod÷l minimalios 

liekamosios ligos tyrimas t÷km÷s citometru įmanomas, tik užtikrinus 

galimybę tirti kuo daugiau ląstel÷s rodiklių vienu metu (mažiausiai 6), ištirti 

didelį skaičių ląstelių (mažiausiai 100 000) ir palyginti ligonio ir sveiko 

asmens kaulų čiulpų t÷km÷s citometrinių tyrimų rezultatus. 

Daugumoje pirmųjų studijų, tyrusių minimalios liekamosios ligos 

prognostinę vertę, buvo įtraukiama tik nedidel÷ dalis ŪML ligonių, turinčių 

tam tikrą fenotipo aberaciją. Pvz., D. Campana tyr÷ ŪML, kurių metu blastai 

ekspresavo TdT žymenį, paprastai aptinkamą limfoidinių ląstelių pirmtakų 

branduolyje, minimalios liekamosios ligos dydžio sąsajas su ligos eiga. 

Recidyvas išsivyst÷ visiems keturiems iš 7 ligonių, kuriems aptikta teigiama 
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minimali liekamoji liga, ir tik vienam iš trijų, kuriems minimalios liekamosios 

ligos neaptikta [160]. V÷lesn÷je tų pačių tyr÷jų studijoje jau tirta 13 ligonių, 

kuriems esant remisijoje atlikta alogenin÷ kaulų čiulpų transplantacija. Liga 

atsinaujino visiems keturiems ligoniams, kuriems aptikta minimali liekamoji 

liga (vidutiniškai per 2 m÷nesius nuo aptikimo), ir tik dviems iš septynių, 

kuriems minimalios liekamosios ligos neaptikta (per metus po 

transpantacijos) [32].  

Iki šiol diskutuojama, kada tikslingiausia tirti minimalią liekamąją ligą. 

C. Readingo ir kolegų duomenims, tiriant minimalią liekamąją ligą po 

gydymo indukcijos, šešiems iš 16 ligonių, kuriems tuo laikotarpiu aptikta 

>0,2% aberantinį fenotipą turinčių blastų, ir tik vienam iš likusių 10, per 7 

m÷nesius liga atsinaujino [161]. J. San Miguel su kolegomis ŪML sergančius 

ligonius išskiria net į keturias rizikos grupes pagal minimalios liekamosios 

ligos dydį po gydymo indukcijos: labai mažos rizikos (MLL <0,01%), mažos 

rizikos (MLL 0,01% - 0,1%), vidutin÷s rizikos (0,1% - 1%) ir didel÷s rizikos 

(>1%), kurių trejų metų išgyvenamumas be recidyvo buvo atitinkamai  100%, 

85%, 55% ir 15% [162]. A. Venditti ir kt. nustat÷, kad minimalios 

liekamosios ligos riba 3,5x10-4 (0,035%) po gydymo konsolidacijos padeda 

išskirti mažos ir didel÷s rizikos grupes. Per trejus metus liga atsinaujino  17% 

ir 77% atitinkamų grupių ligonių [163]. V÷lesn÷ tų pačių tyr÷jų studija 

parod÷, nepaisant minimalios liekamosios ligos dydžio po gydymo indukcijos, 

jos dydis po gydymo konsolidacijos yra esminis prognostinis rodiklis, 

numatant ligos eigą (riba 0,035%) [164]. 

Apibendrinant galima teigti, kad minimali liekamoji liga, tiriama 

patikimais standartizuotais diagnostiniais metodais, gali būti taikoma ūminių 

reikiamo intensyvumo ūminių limfoblastinių leukemijų gydymui parinkti. 

Ypač svarbus rodiklis, išskiriantis labai geros prognoz÷s ligonių grupę – 

ankstyvas (po indukcijos ar net anktyvesnis) minimalios liekamosios ligos 

išnykimas. Minimali liekamoji liga padeda numatyti ir gresiančius 

sergančiųjų ūmine mielogenine leukemija recidyvus (taikant ar netaikant 

gydymo pakeitimų). 
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2.4.3.3. Dauginis atsparumas vaistams 

 

Viena iš pagrindinių ūminių leukemijų atsinaujinimo priežasčių yra 

piktybinių ląstelių atsparumas vaistams. Atsparių ląstelių gali būti aptinkama 

jau diagnozuojant ūminę leukemiją arba d÷l savaiminių mutacijų jų gali 

atsirasti v÷liau. Atsparios vaistams ląstel÷s gali išlikti per visą gydymą ir 

išstumti jautrias ląsteles [165]. Dažnai ląstel÷s yra atsparios ne vienam, o 

daugeliui struktūriškai ir funkciškai skirtingų vaistų (dauginis atsparumas 

vaistams, DAV). DAV išsivystymo būdai įvairūs: padid÷jusi transportinių 

baltymų ekspresija, molekulių taikinių tankio sumaž÷jimas ląstel÷s 

membranoje, pagreit÷jęs DNR atsinaujinimo procesas, ląstel÷s ciklo 

reguliacijos, apoptoz÷s kelių pokyčiai v÷žin÷se ląstel÷se, taip pat sumaž÷jęs 

vaistų įsisavinimas ar pakitęs jų metabolizmas [166, 167]. 

Vienas labiausiai ištirtų DAV mechanizmų – tai transmembraninių 

baltymų (vadinamųjų siurblių) lemiamas citotoksinių medžiagų išstūmimas iš 

v÷žio ląstel÷s ir taip maž÷jantis jų kaupimasis. Didžioji dalis šių siurblių 

priskiriami ATF jungties pernašos baltymų superšeimai, dar vadinamai ABC 

nešikliais (angl. ATP binding cassette, ABC). Šios superšeimos baltymų 

aptinkama ir nev÷žin÷se ląstel÷se ir jie yra atsakingi už didelę pernašos 

funkcijų įvairovę, pvz., jai priklauso epitelio nešikliai CTFR (jų genai 

mutuoja cistin÷s fibroz÷s atveju), kepenų tulžies rūgščių nešikliai cBAT, už 

antigenų procesingą T limfocituose atsakingi baltymai (TAP), cholesterolio ir 

fosfolipidų išstūmimą iš ląstelių užtikrinantys baltymai (ABCA1). Šiuos 

baltymus koduojantys genai filogenez÷s metu kito nedaug ir tai rodo jų svarbą 

saugant organizmo ląsteles nuo gamtoje esančių toksinų (ksenobiotikų). 

Žmonių ir kitų žinduolių organizmuose šie nešikliai užtikrina toksinų 

pašalinimą kepenyse ir inkstuose, kraujo ir smegenų barjero funkcionavimą, 

užuomazginių ir kamieninių ląstelių apsaugą [168–170].  

Pirmasis ir plačiausiai aprašytas su dauginiu atsparumu vaistams 

susijęs membraninis siurblys – p-glikoproteinas (p-gp). 1976 m. R. Juliano ir 

V. Ling išskyr÷ p-gp iš atsparių Kinijos žiurk÷no patel÷s kiaušidžių ląstelių. 
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P-gp yra koduojamas 7-osios chromosomos ilgajame petyje esančio MDR1 

geno. Tai 170 kDa baltymas, susidedantis iš dviejų homologiškų domenų, 

kurių kiekvienas turi po 6 transmembraninius hidrofobiškus segmentus ir 

adenozintrifosfato (ATF) molekulę surišančią vietą  [171] (3 pav.). 

 

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

 

 

P-gp atsakingas už tokių substratų, kaip antraciklinai, taksanai, vinka 

alkaloidai, epipodofilotoksinai ir kitų pernašą [172]. Padid÷jusi p-gp 

ekpsresija dažnai nustatoma kraujodaros sistemos neoplazijų (ŪML, ŪLL, 

limfomų) atvejais. Dažniau ji aptinkama tiems, kurie jau buvo gydyti 

citostatikais (antrinis atsparumas), ir išsivysto d÷l atsparių ląstelių selekcijos 

gydant, taip pat d÷l priešv÷žinių vaistų aktyvintos p-gp transkripcijos [172, 

173]. Kadangi ŪL gali išsivystyti iš p-gp fenotipą turinčios kamienin÷s 

kraujodaros ląstel÷s, šis žymuo gali būti ekspresuojamas jau ligos pradžioje, 

pvz., p-gp ekspresija nustatoma net ~19–75 % negydytų ŪML atvejų. P-gp 

ekspresija diagnoz÷s metu turi įtakos ne tik remisijos dažniui, bet ir jos 

trukmei ir ilgalaikiam išgyvenamumui [174–178]. ŪLL atveju padid÷jusi p-gp 

ekspresija aptinkama ~38 % atvejų ir yra nepriklausomas blogos prognoz÷s 

veiksnys tiek vaikams, tiek suaugusiesiems [179]. 

Kitas ATF jungiančių pernašos baltymų superšeimai priklausantis 

baltymas, kuris dalyvauja DAV patogenez÷je – su dauginiu atsparumu susijęs 
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baltymas 1 (angl. multidrug resistance protein 1, MRP1). Tai nuo ATF 

priklausantis membraninis siurblys, išstumiantis iš ląstel÷s su glutationu 

sujungtas ksenobiotines medžiagas. MRP baltymų grup÷ susideda iš devynių 

MRP homologų (MRP1–MRP9). Pirmą kartą MRP1 išskyr÷ S. Cole su 

kolegomis iš doksorubicinui atsparios smulkialąstelinio v÷žio ląstelių linijos 

[180]. Tai 16-oje chromosomoje esančio MRP1 geno koduojamas 160 kDa N-

glikozilintas anijoninis nešiklis, randamas ne tik ląstel÷s membranoje, bet ir 

endoplazminiame tinkle bei Goldžio komplekse [181]. Nuo MRP1 

priklausantis atsparumo spektras panašus, kaip ir p-gp. In vitro padid÷jusi 

MRP1 ekspresija siejama su atsparumu antraciklinams, vinka alkaloidamas, 

epipodofilotoksinams, kamptotecinams ir metotreksatui, bet ne taksanams ir 

mitoksantronui. ~50% naujų ŪML atvejų blastuose randama didesn÷ nei 

normaliose kraujo ląstel÷se MRP1 ekspresija [182]. Atkritusių ŪML ligonių 

MRP1 ekspresija didesn÷ nei naujai susirgusiųjų [183]. Dažnai pasitaiko 

MRP1 ir p-gp koekspresija [184, 185]. Ir nors izoliuoto MRP1 ekspresijos 

padid÷jimo klinikin÷ reikšm÷ n÷ra visiškai aiški, mišri ekspresija turi ryškią 

neigiamą įtaką atsakui į gydymą ir ligonių išgyvenamumui [186-189].  

Pastarąjį dešimtmetį ištirta ir nemažai kitų veiksnių, galinčių sukelti 

leukemijos atsparumą gydymui. Įrodyta, kad plaučių atsparumo baltymo LRP 

lygis koreliuoja su ūmin÷s mielogenin÷s leukemijos remisijos dažniu, 

atsparumu gydymui ir bendru išgyvenamumu. Taip pat buvo rasta padid÷jusi 

LRP ekspresija atkritusiems ŪML ligoniams, kuriems pirmin÷s gydymo 

schemos buvo papildytos p-gp inhibitoriumi ciklosporinu (antrinis atsparumas 

kaip atsakas į p-gp sukelto atsparumo reversiją) [190, 191]. O štai krūties 

v÷žio atsparumo ekspresijos klinikin÷ vert÷ neįrodyta [192]. 

Sumaž÷jęs topoizomeraz÷s II, kuri yra antraciklinių ir 

epipodofilotoksinų ląstelinis taikinys siejamas su prastesniu atsaku į gydymą, 

o indukavus didesnį jos lygį, gydymo rezultatai geresni [193, 194]. Nuo 

citarabino priklausomas atsparumas vaistams apibūdinamas sumaž÷jusiu 

deoksicitidinkinaz÷s (dCK), kuri metabolizuoja citarabiną į aktyvią trifostato 

formą, ir padid÷jusiu jį metabolizuojančio fermento citidindeaminaz÷s (CDD) 
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lygiu. Kadangi citarabinas įeina į daugumą ŪML gydymo schemų, šis 

atsparumo mechanizmas gal÷tų tur÷ti klinikin÷s reikšm÷s. Viena studija įrod÷ 

vyresnių ŪML sergančių ligonių atsparumo citarabinui įtaką ligos prognozei 

[195]. Apoptoz÷s žymenų (bcl-2 ir kt.) hiperekspresija taip pat siejama su 

atsparumu vaistams ląstelių kultūrose, tačiau patikimų duomenų apie 

koreliaciją su gydymo rezultatais n÷ra daug [196]. 

Atsparumas vaistams gali būti tiriamas keliais būdais. Tradiciniu būdu 

DAV nustatomas tiriant ląstelių išgyvenimą (angl. cell survival assays) 

citotoksinių vaistų aplinkoje. Visgi šis tyrimas užima daug laiko (keletą 

dienų) ir yra sunkiai pritaikomas pacientų m÷giniams. Su atsparumu vaistams 

susijusių baltymų mRNR gali būti tiriama polimeraz÷s grandinin÷s reakcijos 

su atvirkštine transkriptaze metodu. Metodas taip pat sunkiai pritaikomas 

kasdien÷je klinikin÷je praktikoje, be to, mRNR kiekis nebūtinai koreliuoja su 

DAV baltymų ekspresija ar funkcija. DAV baltymų ekspresija gali būti 

nustatoma imunohistocheminiais ar t÷km÷s citometrijos metodais, naudojant 

monokloninius antikūnus prieš ląstel÷s paviršiuje esančius šių baltymų 

epitopus. Sukurti antikūnai ir prieš paviršinius MRP1 epitopus, o kai kurie 

antikūnai prieš p-gp, prid÷jus substrato, yra jautrūs konformaciniams 

pokyčiams.  

Funkciniai DAV tyrimai nustato pernašos baltymų aktyvumą. Daugelis 

tokių tyrimų gali būti atliekama tik mokslinių tyrimų laboratorijų sąlygomis 

(pvz., radioaktyviųjų substratų pernašos tyrimai, ATF’az÷s aktyvumo 

nustatymas). Labiausiai paplitę fluorescencijos matavimais grindžiami 

funkciniai dauginio atsparumo vaistams tyrimai. Jie yra pasiskirstymo ir 

kaupimo tipo, kuomet matuojamas fluorescencin÷s medžiagos pasiskirstymas 

ląstel÷je ir už jos ribų (pvz., rodamino-123) arba fluorescencin÷ medžiaga 

kaupiama ląstel÷je d÷l jungimosi su viduląstelin÷mis struktūromis ar 

viduląstelin÷s fermentin÷s modifikacijos (pvz., acetometoksikalceino virtimas 

kalceinu) [197–202]. 

 Su DAV susijusių membraninių nešiklių stabilumo problema vis dar 

kontraversiška. Dalis tyr÷jų teigia, kad chemoterapinių vaistų poveikyje šių 
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nešiklių ekspresija v÷žio ląstel÷se padid÷ja. Štai X. Hu ir kolegų studijoje 

nustatyta, kad p-gp ekspresija šviežiai izoliuotose blastų ląstel÷se padid÷jo 

vos po 16 valandų inkubacijos su klasikiniais p-gp substratais – epirubicinu, 

daunorubicinu ir idarubicinu bei nauju antraciklinų analogu MX2 [203]. J. 

Weisburg ir kt. taip pat įrod÷ p-gp ekspresijos padid÷jimą ne tik paveikus 

v÷žio ląstel÷s chemoterapiniais vaistais, bet ir įvedus į jas retrovirusų MDR1 

geną, koduojantį p-gp [204]. 

 Vis tik kiti tyr÷jai teigia, kad membraninių nešiklių ekspresija 

nesikeičia diagnozuojant ūminę leukemiją ir tiriant blastus gydymo metu ar 

ligai atsinaujinus. Pvz., M. van der Pol 2003 m. nustat÷ funkcinį p-gp 

aktyvumą 36 iš 45, o MRP1 aktyvumą 26 iš 44 ŪML sergančių asmenų. 

Nebuvo pasteb÷ta jokių reikšmingų pokyčių stebint ligos eigą (tiriant 

minimalią liekamąją ligą ar ligos recidyvą) [205]. M. Van der Heuvel-Eibrink 

savo 2002 m. darbe nustat÷, kad MDR1 (p-gp koduojančio geno) ir MRP1 

mRNR ekspresija diagnozuojant ŪL ir jos recidyvo metu reikšmingai 

nesiskyr÷ [206]. Tai reikštų, kad nustatant DAV sukeliančių membraninių 

nešiklių ekspresiją ir jų funkciją jau ligos pradžioje, galima būtų prognozuoti 

jos eigą.  

 Studijų, siejančių blastų dauginio atsparumo vaistams rodiklius 

diagnozuojant ūminę leukemiją ir tolimesnę jos eigą vertinant ją 

laboratoriškai, n÷ra daug. 

 J. San Miguel su kolegomis 2002 m. studijoje įrod÷, kad funkcinis 

DAV, tirtas rodamino 123 testo pagalba, koreliavo su blastų skaičiumi ŪML 

gydymo indukcijos pabaigoje. Pacientai, kuriems šiame gydymo etape buvo 

rasta 0,5% ar daugiau blastų, diagnozuojant ŪML rodamino 123 iš v÷žin÷s 

ląstel÷s buvo pašalinama daugiau  (vid. 56% ± 24%) negu tiems, kuriems po 

indukcijos minimali liekamoji liga buvo mažesn÷ nei 0,5% (vid. 32% ± 31%, 

p=0,04) [162]. 

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

ŪML sąsajas su minimalia liekamąja liga po gydymo konsolidacijos: teigiama 
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p-gp ekspresija koreliavo su didesne nei 0,035% minimalia liekamąja 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 

liekamosios ligos lygio (atitinkamai ρ=0,306, p=0,073 ir ρ=0,379, p=0,057). 

Ir atvirkščiai, išskiriant pacientus su mažais ir dideliais MLL lygiais (riba – 

0,03%) po antro indukcijos kurso ir po konsolidacijos, jų p-gp aktyvumas 

diagnozuojant ryškiai skyr÷si (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). Tyr÷jai ieškojo ir MRP1 koreliacijos su minimalia liekamąja liga, 

tačiau šio ryšio įrodyti nepavyko [205]. 

Dauginio atsparumo vaistams rodiklių sąsajos su leukeminiais 

fenotipais ištirtos menkai. O. Legrand ir kolegų studijoje, tyrusioje 

sergančiųjų ūmine mielogenine leukemija imunofenotipo prognostinę 

reikšmę, buvo nustatyta, kad ligoniai, ekspresuojantys „panmieloidinį“ 

fenotipą (pagrindinius 5 mieloidinius žymenis ir neturintys aberacijų), 

pasižymi mažesniu p-gp aktyvumu, kuris nustatytas metil-tiazol-tetrazolio 

testu (0,37±0,26 lyginant su 0,52±0,25 likusiųjų, p=0,05). Šioje studijoje taip 

pat rasti teigiami ryšiai tarp p-gp aktyvumo ir CD34 ekspresijos ir neigiami – 

tarp p-gp aktyvumo ir CD10, CD14, CD33, CDw65 ir TdT žymenų 

ekspresijos [145]. Analogiški rezultatai gauti ir kituose biomedinininiuose 

tyrimuose: teigiama CD34 koreliacija su p-gp ekspresija nustatyta P. Te 

Boekhorst ir kolegų studijoje, o C. Wurcher ir kt. studijoje aptikta neigiama 

koreliacija tarp p-gp ir CD14 bei CD65 žymenų ekspresijos [207, 208]. Yra 

duomenų, kad CD7 žymens ekspresija sergančiųjų ūmine mielogenine 

leukemija siejasi su p-gp geno aptikimu [209]. Dauginio atsparumo vaistams 

rodiklių ryšiai su ūminių limfoblastinių leukemijų fenotipais beveik netirti.  

Duomenų DAV rodiklius laikyti ūminių leukemijų, ypač ūmin÷s 

mielogenin÷s leukemijos, prognostiniais veiksniais pakanka, tačiau egzistuoja 

keletas metodologinių problemų: n÷ra optimalaus standartizuoto jų nustatymo 

metodo (tiriant t÷km÷s citometru, taikomos skirtingos nustatymo ribos, 
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vertinant funkcinį aktyvumą, naudojami skirtingi substratai), o sąsajos su 

leukeminiais fenotipais ištirtos menkai. 

 

3. Tyrimo medžiaga ir metodai 

 

3.1. Tyrimo sumanymas 

 

Tai analizinis steb÷jimo tyrimas. Siekta patikrinti hipotezę, kad su 

leukemija susiję aberantiniai fenotipai, atspindintys „nutolimą“ nuo sveikų 

kraujodaros ląstelių pirmtakų turi įtakos ligos eigai: jie siejasi su dauginio 

atsparumo vaistams rodikliais ir per šį mechanizmą – su minimalios 

liekamosios ligos dinamika.  

Visi rodikliai (LSAF, MLL, DAV) tirti t÷km÷s citometrijos metodu. 

T÷km÷s citometrijos metodas – ne tik pakankamai jautrus, tikslus ir  

patikimas diagnostinis metodas, bet turi ir kitų privalumų, kurie lemia jo 

ypatingą reikšmę klinikin÷je laboratorijoje, t.y. jis gali būti pritaikomas 

didžiajai daliai ligonių, atliekamas greitai (rezultatus galima pateikti po 3-4 

valandų), o tyrimo kaina, atsižvelgiant į pateikiamos informacijos 

reikšmingumą, yra santykinai neaukšta.  Kiti šio tyrimo privalumai yra 

galimyb÷ tirti daug ląstel÷s parametrų vienu metu, vertinti ląstelių 

gyvybingumą, tirti ląstel÷s paviršiaus, citoplazmos ir net branduolio žymenis. 

Jei šis tyrimo metodas jau įsitvirtinęs ūminių leukemijų diagnostikos 

algoritme, tai jo vaidmuo prognozuojant ūminių leukemijų eigą n÷ra iki galo 

ištirtas. Minimali liekamoji liga yra pripažintas prognostinis ūminių leukemijų 

veiksnys, tačiau ji tiriama, jau prad÷jus gydymą. Mūsų tikslas buvo parodyti, 

kad jau diagnozuojant ūminę leukemiją, t÷km÷s citometrinis tyrimas gali 

pateikti daug informacijos apie blastų savybes, galinčias lemti atsaką į 

gydymą: su leukemija susijusių aberantinių fenotipus ir dauginį atsparumą 

vaistams. 

Diagnozuojant ūminę leukemiją, sergantiesiems B-ŪLL buvo 

vertinama 17 su leukemija susijusių aberantinių fenotipų, sergantiesiems T-
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ŪLL – 18 su leukemija susijusių aberantinių fenotipų ir sergantiesiems ŪML 

– 25 su leukemija susiję aberantiniai fenotipai. Remiantis kiekvienu LSAF, 

ligoniai buvo skirstomi į dvi grupes (turintys ir neturintys atitinkamo LSAF) 

ir vertinamas kiekvienos grup÷s blastų skaičiaus vidurkis aštuoniais gydymo 

etapais: diagnozuojant ūminę leukemiją, indukcijos metu, po indukcijos, 

konsolidacijos metu, po konsolidacijos ir, esant poreikiui, 4-ą, 5-ą ir 6-ą 

gydymo m÷nesį.  

Dauginis atsparumas vaistams buvo tiriamas kiekybiškai, vertinant 

vidutinį p-gp, MRP1 ir kalceino fluorescencijos intensyvumą. Buvo vertinami 

šių rodiklių vidurkiai išskirtose LSAF grup÷se bei nustatomos jų sąsajos su 

minimalios liekamosios ligos dydžiu aštuoniais gydymo etapais. 

Siekta surasti prognostiškai reikšmingus LSAF, t.y. tuos, kurie turi 

įtakos minimalios liekamosios ligos dydžiui ir pasižymi dauginiu atsparumu 

vaistams. 

 

3.2. Tiriamieji 

 

Pacientai. Į tyrimą buvo įtraukti pirmą kartą ūmin÷mis leukemijomis 

susirgę ligoniai, 2005 – 2009 m. gydyti Vilniaus Universiteto ligonin÷s 

Santariškių klinikų Hematologijos, onkologijos ir transfuziologijos centre bei 

Vilniaus Universiteto Vaikų ligonin÷s Onkohematologijos centre. Įtraukti tik 

tie ligoniai, kuriems buvo numatoma skirti intensyvią chemoterapiją ir tirti 

minimalią liekamąją ligą (paliatyviai gydomi ligoniai neįtraukti). Jei d÷l tam 

tikrų priežasčių (ligonio mirtis, gydymo atsisakymas ar nepakankamai 

specifiškos fenotipo aberacijos) minimali liekamoji liga nebuvo tiriama, 

pacientas buvo pašalinamas iš tyrimo. Tyrimui gautas Lietuvos Bioetikos 

komiteto leidimas (tyrimas vykdytas kaip dalis studijos „Naujų ūminių ir 

l÷tinių leukemijų remisijos diagnostikos metodų paieškos ir tyrimai“).  
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Kontrolin÷ grup÷. Kaip kontrolin÷ grup÷, minimalios liekamosios 

ligos tyrimo optimizavimui, su leukemija susijusių aberantinių fenotipų 

specifiškumo nustatymui ir dauginio atsparumo vaistams tyrimui įtraukta 12 

sveikų kaulų čiulpų donorų.  

 

3.3. Tyrimo metodai 

 

Tyrimai atlikti iš pacientų ir sveikų asmenų kaulų čiulpų ÷minių. 

Punkcijos būdu buvo imama 4–5 ml kaulų čiulpų ir perpilama į du 

vakuuminius m÷gintuv÷lius su K3EDTA.  

Tyrimai buvo atlikti Vilniaus Universiteto ligonin÷s Santariškių 

klinikų Laboratorin÷s diagnostikos centro Hematologijos ir bendrosios 

citologijos laboratorijoje. Blastų imunofenotipo tyrimas ir minimalios 

liekamosios ligos tyrimai buvo atliekami per 24 valandas, funkcinis 

atsparumo vaistams tyrimas d÷l galimo ATF išsekimo blastuose – per 6 val. 

po ÷minio pa÷mimo.  

Atliekamų tyrimų schema: 

1) Diagnozuojant ūminę leukemiją: 

a. Blastų imunofenotipo tyrimas: 

– nustatoma fenotipin÷ leukemijos diagnoz÷, 

– įvertinami su leukemija susiję aberantiniai fenotipai. 

b. Dauginio atsparumo vaistams tyrimai (daliai ligonių): 

– p-gp ir MRP1 ekspresijos tyrimas, 

– funkcinis DAV tyrimas - kalceino testas. 

2) Minimalios liekamosios ligos tyrimai: 

a. Ūminių limfoblastinių leukemijų: 

– gydymo indukcijos metu (11-15 d.), 

– po gydymo indukcijos (29-35 d.), 

– gydymo konsolidacijos metu pagal klinikinę situaciją  

(36-76 d.), 

– po gydymo konsolidacijos (77-90 d.)  



 50 

– 4-ą, 5-ą, 6-ą gydymo m÷nesį pagal klinikinę situaciją. 

b. Ūminių mielogeninių leukemijų: po pirmosios indukcijos ir 

1-ą, 2-ą, 3-ą, 4-ą, 5-ą, 6-ą gydymo m÷nesį pagal klinikinę 

situaciją. 

 

3.3.1. Leukemijų diagnostika ir aberantinių fenotipų tyrimas 

 

Blastų imunofenotipo tyrimai buvo atliekami, taikant dr. R÷dos 

Matuzevičien÷s įdiegtą ir 2003 m. daktaro disertacijoje aprašytą metodiką 

[37]. Laboratorijoje prad÷jus naudoti pažangesnį t÷km÷s citometrą – FACS 

Canto (BD, JAV), leukemijų fenotipui tirti prad÷ti taikyti keturspalviai 

monokloninių antikūnų, žym÷tų FITC, PE, PerCP-Cy5,5 ir APC 

fluorochromais, deriniai. 

M÷giniai ruošti, taikant lizuoto „viso“ kraujo techniką (angl. Lysed 

Whole Blood). 100 µl kraujo ar kaulų čiulpų buvo inkubuojama su 20 µl 

titruotų antikūnų ląstelių paviršiaus dažymui (lentel÷ 2).  

 

2 lentel÷. Žymenys, naudojami ūminių leukemijų fenotipui tirti. 

 

Žymenys CD klasifikacija 

Ankstyvieji ir linijai 

nespecifiniai žymenys 

CD34, CD38, CD45, CD99, CD117, ŽLA-

DR,  TdT, CD10, CD56 

Mieloidiniai žymenys CD13, CD14, CD15, CD33, CD11c, CD64, 

CD66c, MPO  

T-limfoidiniai žymenys CD1a, CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD8  

B-limfoidiniai žymenys CD19, CD20, CD22, CD79a, IgM  

Megakariocitiniai žymenys CD41a, CD61  

Etritroidiniai žymenys CD71, CD235a 

 

M÷ginyje esantys eritrocitai buvo suardomi tam skirtu hipotoniniu 

tirpalu (FACS Lysing Solution, BD, JAV), atliekamos dvi plovimo procedūros 
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fosfatiniu buferiniu tirpalu (PBS). Viduląsteliniams žymenims aptikti buvo 

atliekama ląstelių permeabilizacija jų membranos pralaidumą didinančiu 

tirpalu (FACS Permeabilizing Solution, BD, JAV). M÷ginys fiksuojamas Cell 

Fix (BD, JAV) tirpalu, kurio pagrindą sudaro paraformaldehidas.  

Nespecifiniam antikūnų prisijungimui įvertinti naudotas izotipų 

kontrol÷s reagentas (Mouse IgG1, klonas X40, BD, JAV). Vidin÷ t÷km÷s 

citometro kokyb÷s kontrol÷ buvo atliekama, kasdien tiriant  Multi-Check 

Control (BD, JAV) m÷ginį su žinomomis limfocitų subpopuliacijų 

reikšm÷mis. Techninių analizatoriaus parametrų stabilumas  užtikrinamas ir 

stebimas, naudojant tam skirtą kalibratorių 7 color setup beads (BD, JAV).  

M÷giniai tiriami FACS Canto (BD, JAV) t÷km÷s citometru, duomenys 

renkami ir analizuojami FACS Diva programa. Diagnozuojant ūmines 

leukemijas, buvo renkama 30 000 ląstelių. Blastų populiacija apibr÷žiama 

pagal šoninę spindulio sklaidą ir blankią CD45 žymens ekspresiją (4 pav.). 

Paviršiniams žymenims taikyta 20% ribin÷ vert÷ (žymuo laikomas teigiamu, 

kai jį ekspresuoja 20% blastų populiacijos), viduląsteliniams žymenims – 

10% ribin÷ vert÷. 

4 pav. Blastų populiacijos identifikavimas pagal šoninę spindulio 

sklaidą ir CD45 ekspresiją: blastai (raudona spalva) apibr÷žiami kaip mažos 

šonin÷s sklaidos ir blankios CD45 ekspresijos ląstel÷s. 
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Imunofenotipin÷ ūminių leukemijų kilm÷ nustatoma, remiantis 

Europos leukemijų imunologin÷s klasifikacijos grup÷s rekomendacijomis 

[210]. Ūmin÷ B-limfoblastin÷ leukemija diagnozuojama, kai blastai 

ekspresuoja bent 2 iš šiai linijai specifinių žymenų: CD19, CD79a ar CD22. 

Ūmin÷ T-limfoblastin÷ leukemija nustatoma, aptikus paviršinį ar citoplazminį 

CD3 žymenį. Ūmin÷ mielogeninei leukemijai diagnozuoti būtini bent 2 iš 

linijai specifinių žymenų: MPO, CD13, CD33 ar CD117. Detalesn÷ diagnoz÷, 

jei įmanoma, nustatoma, taikant PSO hematopoezinių ir limfoidinių navikų 

klasifikacijos kriterijus [69]. 

Ūmin÷s leukemijos diagnoz÷s nustatymo metu taip vertinti su 

leukemija susiję aberantiniai fenotipai. Tyrimo pradžioje su leukemija susiję 

fenotipai buvo vertinami, nustatant nukrypimą nuo literatūroje aprašytų 

sveikų asmenų kraujodaros ląstelių pirmtakų fenotipų [211-215]. 

Su leukemija susijęs aberantinis fenotipas buvo laikomas kaip 

egzistuojantis tam tikroje blastų populiacijoje tada, kai buvo randamas 

daugiau kaip 50% populiacijos. Vertinant žymenų ekspresijos pakitimus, 

neigiama riba laikyta izotipin÷s kontrol÷s fluorescencija, o teigiama – sveikų 

tos pačios kilm÷s m÷ginyje esančių ląstelių fluorescencija. Pvz., asinchronin÷ 

žymenų ekspresija CD34+CD11c+ ŪML atveju fiksuota tuomet, kai bent 

50% blastų populiacijos ekspresavo abu žymenis, CD45 hipoekspresija B-

ŪLL atveju fiksuota, kuomet 50% blastų šio žymens neekspresavo, o CD7 

hiperekspresija T-ŪLL atveju buvo pažymima, kai bent 50% blastų tur÷jo 

didesnę, nei sveikų m÷ginyje likusių T limfocitų ir NK ląstelių šio žymens 

ekspresiją. 

Vertinamų LSAF sąrašas ir klasifikacija pateikiami 3 lentel÷je. 
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3 lentel÷. Darbe vertintų su leukemija susijusių aberantinių fenotipų 

sąrašas ir klasifikacija. 
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B-ŪLL CD10++TdT+ 

CD10- TdT- 

CD10- CD34+ 

CD10++CD20++ 

CD22++CD34+ 

CD45-TdT- 

CD45-CD34- 

CD10-CD20-CD34+ 

CD10  

CD22 

CD38 

CD45 

TdT 

 

CD10 

CD34 

 

CD13 

CD33 

CD15 

 

- 

T-ŪLL - CD2 

sCD3 

cCD3 

CD5 

CD7 

CD45 

CD7 CD13 

CD33 

CD56 

CD117 

TdT 

CD34 

CD99 

CD10 

CD1a 

CD4+CD8+ 

CD4-CD8- 

ŪML CD34+ŽLA-DR- 

CD117+CD33+ŽLA-DR- 

CD117+CD34-CD15- 

CD34+CD11c+ 

CD34+CD15+  

CD34+CD14+ 

CD34+CD56+ 

CD34+CD64+ 

CD117+CD11c+ 

CD117+CD64+ 

CD117+CD56+ 

CD45 bl CD4+ 

CD13+CD33+ CD56+ 

CD13 

CD33 

CD38 

ŽLA-DR 

CD33 

CD34 

CD2 

CD5 

CD7 

CD19 

CD22 

TdT 

 

- 
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3.3.2. Minimalios liekamosios ligos tyrimas  

 

Vilniaus Universiteto ligonin÷s Santariškių klinikų Laboratorin÷s 

diagnostikos centro Hematologijos ir bendrosios citologijos laboratorijoje 

buvo įdiegtas originalus standartizuotas minimalios liekamosios ligos tyrimas.  

Tiriant minimalią liekamąją ligą, itin svarbus tinkamas kaulų čiulpų 

pa÷mimas, nes m÷ginio praskiedimas veniniu krauju gali tur÷ti žymios įtakos 

tyrimo rezultatams [216]. M÷ginio adekvatumas buvo tikrinamas 

morfologiškai tiriant kaulų čiulpų tepin÷lį. M÷ginys laikytas tinkamu, kai 

tepin÷lyje buvo randama branduol÷tų eritrocitų pirmtakų, stebimas visų 

kraujodaros linijų brendimas (randama megakariocitų, įvairaus brendimo 

granulocitų) ir aptinkama kitų kaulų čiulpų elementų (pvz., osteoblastų, 

osteoklastų, makrofagų).  

Minimalios liekamosios ligos tyrimui m÷giniai buvo ruošiami taikant 

lizuoto „viso“ kraujo paruošimo techniką, kaip ir tiriant ūminių leukemijų 

fenotipą. Buvo naudojami originalūs dažniausiomis ūminių leukemijų 

fenotipo aberacijomis paremti žymenų deriniai. 

Nemažai studijų įrod÷, kad ūmin÷s limfoblastin÷s leukemijos atveju 

keturspalviai žymenų deriniai gali būti naudojami tirti daugumos sergančiųjų 

šia liga minimaliai liekamajai ligai ir leidžia pasiekti pakankamą tyrimo 

jautrumą [98, 150, 155, 157, 160]. Keturspalvius žymenų derinius naudojome 

ir šioje studijoje (3, 4 lentel÷s). 

Ūmin÷s mielogenin÷s leukemijos atveju fenotipo aberacijos randamos 

ne tokiai didelei daliai ligonių, yra mažiau specifiškos ir dažnai aptinkamos 

tik dalyje blastų populiacijos, tod÷l būtina tirti kaip galima daugiau parametrų 

vienu metu. Šiuo atveju minimaliai liktinei ligai tirti pasirinkti šešių spalvų 

žymenų deriniai (5 lentel÷). 

Visiems sergantiesiems ŪLL minimaliai liekamajai ligai tirti buvo 

taikomi visi žymenų deriniai, o sergantiesiems ŪML pagal diagnozuojant 

rastus su leukemija susijusius aberantinius fenotipus atrenkama nuo 1 iki 7 

labiausiai tinkančių. 
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3 lentel÷. Žymenų deriniai ūmin÷s B-limfoblastin÷s 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 lentel÷. Žymenų deriniai ūmin÷s T-limfoblastin÷s leukemijos 

minimaliai liekamajai ligai tirti. 

FITC PE PerCP-Cy5.5 APC 

TdT CD7 citoplazminis CD3 CD19 

CD99 CD7 citoplazminis CD3 CD2 

 

5 lentel÷. Žymenų deriniai ūmin÷s mielogenin÷s leukemijos minimaliai 

liekamajai ligai tirti. 

FITC PE PerCP-Cy5,5 APC PE-Cy7 APC-H7 

CD33 CD117 CD34 CD11c CD56 CD45 

CD33 CD117 CD34 CD13 CD56 CD45 

CD15 CD117 CD34 CD33  CD45 

CD64 CD117 CD34 CD33 CD38 CD45 

ŽLA-DR CD117 CD34 CD33 CD4 CD45 

CD7 CD5 CD34 CD33 CD2 CD45 

TdT CD22 CD34 CD33 CD19 CD45 

 

M÷giniai tirti BD FACS Canto t÷km÷s citometru FACS Diva programa.  

Ūminių limfoblastinių leukemijų atveju ląstel÷s buvo renkamos į 

tikslingą B ar T ląstelių regioną (angl. live-gate metodika) (5 pav.) 

. 



 56 

 

5 pav. Tikslingas T ląstelių regionas 

(cCD3+). Apibr÷žiamos citoplazminį 

CD3 ekspresuojančios ląstel÷s 

(raudona spalva). 

 

 
Apibr÷žus ląsteles, ekspresuojančias CD19 ar citoplazminį CD3 ir 

pasižyminčias nedidele šonine spindulio sklaida, analizei išsaugomos tik šios 

ląstel÷s, viso renkant milijoną kaulų čiulpų ląstelių arba rinkimas 

pabaigiamas, išsekus m÷giniui. Kiekvienu atveju buvo siekiama ištirti bent 

100 000 ląstelių. Surinkus mažiau ląstelių, bet aptikus minimalią liekamąją 

ligą, rezultatas buvo fiksuojamas. Surinkus mažiau ląstelių ir neaptikus 

minimalios liekamosios ligos, m÷ginys vertintas kaip neinformatyvus. 

Analizuojama taikant standartinę “tuščių regionų“ sistemą. B-ŪLL atveju 

išskiriami 3 kiekvieno žymens fluorescencijos intensyvumo lygiai ir 

dviparametr÷se histogramose sudaromi 9 stačiakampiai regionai. T-ŪLL 

atveju išskiriami 6 stačiakampiai regionai. Dalyje regionų aptinkamos 

normalios regeneruojančios ar brandžios tam tikros linijos ląstel÷s, kituose jų 

neturi būti (tušti regionai). Bent dešimties ląstelių populiacija, randama 

viename ar keliuose tuščiuose regionuose, visiškai ar iš dalies atitinkanti 

diagnozuojant nustatytą fenotipą, laikoma minimalia liekamąja liga. Jos dydis 

apskaičiuojamas tuščiame regione rastų ląstelių skaičių padalijus iš viso 

surinktų kaulų čiulpų ląstelių skaičiaus ir išreiškus procentais.  

Kadangi ūmin÷s mielogenin÷s leukemijos pasižymi fenotipo 

heterogeniškumu, tikslingas ląstelių rinkimo regionas nebuvo taikomas. Buvo 

renkamas milijonas visų kaulų čiulpų ląstelių arba visos m÷ginyje esančios 

ląstel÷s (bent 100 000, surinkus mažiau, m÷ginio informatyvumas vertintas, 

kaip ir ŪLL atveju). Analizuojant apibr÷žiamas blastų regionas (nedidel÷s 
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šonin÷s spindulio sklaidos ląstel÷s, blankiai ekspresuojančios CD45 žymenį), 

pagal CD34, CD117 ir CD33 žymenis išskiriami mieloblastai ir analizuojama 

taikant „tuščių regionų“ strategiją. 

 

3.3.3. Blastų dauginio atsparumo vaistams tyrimas 

 

Ligoniams buvo atliekami dvejopi dauginio atsparumo vaistams 

tyrimai: t÷km÷s citometru buvo tiriama su dauginiu atsparumu vaistams 

susijusių baltymų (p-gp ir MRP1) ekspresija bei atliekamas kalceino testas jų 

funkciniam aktyvumui vertinti.  

 Kalceino testas. M÷giniai buvo ruošiami taikant mononuklearų 

išskyrimo pagal tankio gradientą metodą. 4 ml Ficoll-Pague tirpalo buvo 

pilama į 15 ml centrifuginį m÷gintuv÷lį. Ant viršaus atsargiai užpylus 6 ml 

1:1 PBS buferiniu tirpalu atskiesto kaulų čiulpų ar kraujo m÷ginio, 

centrifuguojama 400 g režimu 30 min. kambario temperatūroje. Atsargiai 

nusiurbtas susidaręs mononuklearų sluoksnis buvo perpilamas į kitą 

m÷gintuv÷lį ir dukart nuplaunamas Cell Wash (BD, JAV) tirpalu, 

centrifuguojant po 10 min. 300 g režimu. V÷liau hematologiniu 

analizatoriumi nustačius ląstelių skaičių, paruošiama suspensija, kurioje būtų 

2–5 mln. ląstelių. Į tris m÷gintuv÷lius pripilama po 100 µl paruoštos ląstelių 

suspensijos ir 20 µl 1:10 titruotų APC žym÷tų monokloninių antikūnų prieš 

žmogaus CD45 (BD, JAV). Inkubuojama 20 min. kambario temperatūroje. Į 

kiekvieną m÷gintuv÷lį pridedama po 20 µl 1:10 titruoto paruošto AM kalceino 

tirpalo. Inkubuojama lygiai 10 min. 37 0C temperatūroje. Po 10 min. reakcija 

nutraukiama greitu centrifugavimu (1 min. 2000 g, 15 sek. greit÷jimas ir 

l÷t÷jimas). Nusiurbiamas ir išpilamas viršnuos÷dinis skystis, o ląstel÷s 

resuspenduojamos 0,5 ml reakcijos buferio su propidžio jodidu. M÷ginys 

tiriamas iš karto paruošus, tačiau esant reikalui gali būti saugomas 4 0C 

temperatūroje 24 val. Nustatoma kalceino fluorescencija FL1 gyvybingų 

(neigiamų propidžio jodidui) ląstelių populiacijoje.  



 58 

 Duomenų rinkimui sukuriamos FL1 (pirmojo fluorescencijos 

detektoriaus registruotų duomenų) vienparametr÷ histograma ir FSC–SSC 

(priekin÷s ir šonin÷s spindulio sklaidos), SSC–CD45 (šonin÷s sklaidos ir 

CD45 ekspresijos), CD45-FL1 (CD45 ekspresijos ir pirmojo fluorescencijos 

detektoriaus registruotų duomenų) ir SSC-FL2 (šonin÷s sklaidos ir antrojo 

fluorescencijos detektoriaus registruotų duomenų) taškin÷s histogramos. 

Surenkami duomenys iš visų trijų m÷gintuv÷lių, ištyrus po 50 000 ląstelių. 

Analizuojant SSC-FL2 taškin÷je histogramoje atmetamos negyvybingos 

(teigiamos propidžio jodidui) ląstel÷s ir SSC-CD45 taškin÷je histogramoje 

nubr÷žiami blastų, limfocitų, monocitų ir granulocitų regionai. Nustatomas 

kalceino vidutinis fluorescencijos intensyvumas (angl. mean fluorescence 

intensity, MFI), apskaičiuojamas visų trijų m÷gintuv÷lių kalceino MFI 

vidurkis (6 pav.). 

 

 6 pav. Kalceino fluorescencijos tyrimas t÷km÷s citometru. 
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Blastų, limfocitų ir monocitų populiacijos apibr÷žiamos pagal šonin÷s 

spindulio sklaidos ir CD45 parametrus, kalceino ekspresija vertinama 

taškin÷je ir vienparametr÷je histogramose, nustatant vidutinį fluorescencijos 

intensyvumą (angl. mean fluorescence intensity, MFI). 

P-gp ir MRP1 ekspresija buvo nustatoma tiesioginiu 

imunofluorescencijos metodu, kaip žymenys blastams identifikuoti. Naudoti 

PE žym÷ti antikūnai prieš p-gp (klonas 17F9, Pharmingen, JAV) ir FITC 

žym÷ti antikūnai prieš MRP1 (klonas QCRL-3, Pharmingen, JAV). 

Nustatomas blastų populiacijos abiejų žymenų vidutinis fluorescencijos 

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

 

7 pav. MRP1 ir p-gp ekspresijos tyrimas t÷km÷s citometru. 
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 3.4. Statistin÷ analiz÷ 

 

Statistin÷ analiz÷ atlikta SPSS for Windows v.12.0 programa. Su 

leukemija susijusių aberantinių fenotipų įtaka minimalios liekamosios ligos 

dydžiui bei su leukemija susijusių aberantinių fenotipų įtaka dauginio 

atsparumo vaistams rodikliams tirta, pasitelkiant Mano-Vitnio-Vilkoksono 

(Mann-Whitney-Wilcoxon) kriterijų. Dauginio atsparumo vaistams rodiklių ir 

minimalios liekamosios ligos dydžio ir ryšio tarp atskirų DAV rodiklių 

nustatymui buvo naudojamas Spirmeno (Spearman) koreliacijos koeficientas. 

Praskiedimo eksperimento rezultatams vertinti, kuomet tas pats m÷ginys buvo 

ruošiamas, pasitelkiant skirtingas ruošimo technikas, taikytas porinis 

(priklausomų imčių) t-testas. Ūmine leukemija sergančių ligonių ir sveikų 

asmenų atsparumo vaistams rodiklių palyginimui buvo naudojamas dviejų 

nepriklausomų imčių t testas. Anova testu patikrinta, ar yra statistiškai 

reikšmingų skirtumų tarp skirtingas diagnozes turinčių ligonių atsparumo 

vaistams rodiklių.  

 

4. Tyrimo rezultatai 

 

4.1. Tiriamųjų charakteristikos 

 

Po pradinio blastų fenotipo įvertinimo, kuris atliktas 134 ligoniams, 

tolesniems tyrimams atrinkta 114 ligonių: 

• 35 ligoniai, sergantys ūmine B-limfoblastine leukemija (Burkitto 

limfomai būdingą fenotipą turintys atvejai neįtraukti): 

� 28 suaugę: 21 vyras, 7 moterys, amžiaus vidurkis 33,6 

metų (17 - 82), 

� 7 vaikai: 5 berniukai, 2 mergait÷s, amžiaus vidurkis 3,4 

metų (1,1 – 8,0). 

• 29 ligoniai, sergantys ūmine T-limfoblastine leukemija: 
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� 14 suaugusiųjų: 12 vyrų, 2 moterys, amžiaus vidurkis 

28,2 metų (17 - 50),  

� 15 vaikų: 12 berniukų, 3 mergait÷s, amžiaus vidurkis 8,2 

metų (1,4 – 16,2), 

• 50 suaugusių ligonių, sergančių ūmine mielogenine leukemija 

(sergantieji ūmine promielocitine leukemija neįtraukti): 26 vyrai, 24 

moterys, amžiaus vidurkis 44,6 metų (18 - 79).  

30 šių ligonių taip pat atlikti DAV tyrimai. Tarp jų buvo 19 

suaugusiųjų ir 11 vaikų. Tarp suaugusiųjų buvo 10 moterų ir 9 vyrai, jų 

amžiaus vidurkis 52,2 metų (18 – 74). Vaikų grup÷je buvo 10 berniukų ir 

viena mergait÷, jų amžiaus vidurkis 4,6 metų (1,5 – 14,7). Visi vaikai sirgo 

ūmin÷mis limfoblastin÷mis leukemijomis: 7 – ūmine B-limfoblastine 

leukemija, 4 – ūmine T-limfoblastine leukemija. 17 suaugusiųjų sirgo ūmine 

mielogenine leukemija, o 2 – ūmine B- limfoblastine leukemija.  

Minimalios liekamosios ligos optimizavimui ir su leukemija susijusių 

aberantinių fenotipų tyrimui įtraukta 12 sveikų kaulų čiulpų donorų (10 vyrų, 

2 moterys, amžiaus vidurkis 34,4 metų (16 - 61).  

 

4.2. Su leukemija susijusių fenotipų paplitimas 

 

Visiems tirtiems sergantiems B-ŪLL ligoniams buvo nustatyta bent po 

vieną fenotipo aberaciją (vidutiniškai 5,1, nuo 1 iki 10). Labiausiai paplitusi 

su leukemija susijusių fenotipų grup÷ buvo žymenų hipoekpresija. 

Dažniausiai (75% atvejų) aptikome ląstel÷s branduolio žymens TdT 

hipoekspresiją. Nemažai daliai ligonių aptiktas žymenų CD10, CD38 ir CD45 

žymenų ekspresijos sumaž÷jimas (atitinkamai 33,3%, 27,8%, 31,0%). Iš kitų 

linijų žymenų koekspresijos grup÷s dažniausiai nustatyta mieloidinio žymens 

CD33 ekspresija leukeminių B limfoblastų populiacijoje (38,9%). Neretai 

aptikta asinchronin÷ žymenų ekspresija CD10-CD34+ bei žymenų CD34 ir 

CD10 hiperekspresija (33,3%). Visi nustatyti su leukemija susiję aberantiniai 

fenotipai pateikti diagramoje (8 pav.). 
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8 pav. Su leukemija susijusių aberantinių fenotipų paplitimas B-ŪLL pacientų 

grup÷je. 
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T-ŪLL pacientų blastų fenotipo aberacijų skaičius buvo dar didesnis: 

vidutiniškai rasta po 8,6 aberacijos (5-12). Dažniausios fenotipo aberacijos 

priklaus÷ ektopin÷s žymenų ekspresijos grupei: ankstyvosios diferenciacijos 

žymens TdT ekspresija kaulų čiulpų T limfoidinių ląstelių populiacijoje 

aptikta 86,2%, o CD99 – net 100% atvejų. O štai kito ankstyvojo žymens 

CD34 ekspresija aptikta vos daugiau nei pusei ligonių, t.y. 51,7%. Kita dažna 

aberacijų grup÷ buvo žymenų hipoekspresija, pvz, CD45 ir CD3 žymenų 

hipoekspresija rasta 75,9% ir 100% atvejų. Visi aptikti T-ŪLL su leukemija 

susiję aberantiniai fenotipai pateikti diagramoje (9 pav.). 
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9 pav. Su leukemija susijusių aberantinių fenotipų paplitimas T-ŪLL 

pacientų grup÷je. 
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Bent viena fenotipo aberacija buvo nustatyta 71,4% sergančiųjų ŪML 

(vidutiniškai 5,0, nuo 1 iki 11). Sergantieji ūmine mielogenine leukemija 

pasižym÷jo didele su leukemija susijusių aberantinių fenotipų įvairove. Visgi 

vyraujanti šių fenotipų grup÷, skirtingai nuo sergančiųjų ūmin÷mis 

limfoblastin÷mis leukemijomis, buvo asinchronin÷ žymenų ekspresija. 

Žymens CD11c, kuris vykstant normaliai hemopoezei atsiranda pakankamai 

v÷lyvose brendimo stadijose, ekspresija kartu su ankstyvaisiais žymenimis 

CD117 ir CD34 rasta atitinkamai 62% ir 50% ŪML atvejų. Žymuo CD56 

n÷ra būdingas normaliai mielopoezei, tačiau neretai aptinkamas granulocitų ar 

monocitų populiacijose ir nesergantiems ūmin÷mis leukemijomis d÷l 

reakciniai pokyčių, tame tarpe ir susijusių su chemoterapija [219]. Be to, nors 

ir siejamas su NK ląstel÷ms, šis žymuo n÷ra joms specifiškas ir priklauso 

adhezijos molekulių grupei. Tirdami su leukemija susijusius aberantinius 

fenotipus, šio žymens ekspresiją priskyr÷me asinchroninei žymenų 

ekspresijai. CD56 ekspresija kartu su CD34 žymenim aptikta 30%, su CD117 
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– 38%, o derinyje su  mieloidiniais žymenimis CD13 ir CD33 - 40% ŪML 

atvejų. Su monocitine diferenciacija siejamo žymens CD4 ekspresija blastų, o 

ne monocitų regione esančių ląstelių populiacijoje rasta 34% atvejų. Kitų 

linijų žymenų ekspresijos grup÷je dažniausiai nustatyta T limfoidinio žymens 

CD7 ekspresija (48%). Žymenų hiperekspresija buvo gana reta, tik 

mieloidinio žymens CD13 hipoekspresija nustatyta 26% atvejų. Visi nustatyti 

sergančiųjų ŪML su leukemija susiję aberantiniai fenotipai pateikti 

diagramoje (10 pav.). 

 

10 pav. Su leukemija susijusių aberantinių fenotipų paplitimas ŪML 

pacientų grup÷je. 
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4.3. Minimalios liekamosios ligos tyrimo optimizavimas 

 

Šiame darbe minimalios liekamosios ligos dydis buvo vertinamas kaip 

ūminių leukemijų eigos rodiklis ir buvo naudojamas kitų rodiklių prognozinei 

reikšmei nustatyti. Iki šio darbo pradžios minimalios liekamosios ligos tyrimo 

Lietuvoje atliekama nebuvo, taigi reik÷jo jį įdiegti ir standartizuoti. 

Minimalios liekamosios ligos įdiegimas buvo atliekamas keliais etapais: 

– Remiantis dažniausiais sergančiųjų B-ŪLL, T-ŪLL ir ŪML su 

leukemija susijusiais aberantiniais fenotipais, sudaryti 4 spalvų 

žymenų deriniai ūmin÷ms limfoblastin÷ms ir 6 spalvų žymenų 

deriniai ūmin÷ms mielogenin÷ms leukemijoms tirti.  

– Atlikus ūminių leukemijų m÷ginių praskiedimo eksperimentą, 

nustatytas tyrimo jautrumas (mažiausias įmanomas aptikti 

leukeminių ląstelių kiekis) bei parinkta pakankamą tyrimo 

jautrumą užtikrinanti m÷ginių ruošimo technika: palygintos 

lizuoto kraujo ir mononuklearų išskyrimo pagal tankio gradientą 

m÷ginio paruošimo technikos. 

– Sukurta standartizuota duomenų analiz÷s sistema. 

– Ištirti sveikų asmenų grup÷s kaulų čiulpai ir nustatytas ląstelių, 

turinčių su leukemija susijusių aberantinių fenotipų, kiekis. 

– Įvertintas su leukemija susijusių aberantinių fenotipų 

stabilumas. 

 

4.3.1. Žymenų derinių parinkimas 

Sergantiesiems B-ŪLL į visus žymenų derinius įtrauk÷me specifinį B 

limfoidinį žymenį, aptinkamą kone visais šios ligos atvejais – CD19. Blastų 

populiacijos aptikimui buvo būtinas ankstyvasis žymuo CD34. Jo atsisak÷me 

derinyje CD38/CD10/CD20/CD19, nes šio derinio tikslas – ne tik aptikti 

MLL, bet ir pagal būdingą populiacijų išsid÷stymą įvertinti B limfoidinių 

ląstelių pirmtakų, kurių viena išskirtinių savybių – homogeniška ir ryški 
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CD38 žymens ekspresija,  kiekį ir brendimo sinchroniškumą. Kadangi TdT 

hipoekspresija buvo dažniausia B-ŪLL fenotipo aberacija, šis žymuo įtrauktas 

į visus likusius derinius. Kad išvengtume klaidingai teigiamų (kuomet 

regenruojantys B limfoidinių ląstelių pirmtakai palaikomi leukeminiais) ar 

klaidingai neigiamų (įvykus fenotipo pokyčiams) rezultatų, blastų populiaciją 

siek÷me apibr÷žti ne pagal vieną žymenų aberaciją. Tam įtrauk÷me 

papildomus žymenis, kurių ekspresijos pakitimai dažni  sergantiesiems B-

ŪLL: CD10 (hiper ir hipoekspresija sutinkama net 66% B-ŪLL atvejų), 

CD45 (hipoekspresija 31% atvejų), CD38 (hipoekspresija 28% atvejų) ir 

CD22 (hipoekspresija 17% ir asinchronin÷ ekspresija CD22++CD34+ 17% 

atvejų). Galutinis 5 žymenų derinių rinkinys pateiktas 3 lentel÷je (“Tyrimo 

medžiaga ir metodai”). 

Kadangi absoliučios daugumos sergančiųjų T-ŪLL blastai ekspresavo 

ankstyvuosius žymenis CD99 ir TdT (atitinkamai 100% ir 86%), o sveikų 

asmenų kaulų čiulpuose T limfocitų pirmtakų nerandama, šios ligos MLL tirti 

parinkome 2 keturspalvių žymenų derinius: TdT/CD7/cCD3/CD19 ir 

CD99/CD7/cCD3/CD2.  T limfodin÷ms ląstel÷ms identifikuoti naudotas 

specifinis žymuo CD3. Kadangi visais T-ŪLL atvejais šio žymens ekspresija 

ląstelių paviršiuje buvo sumaž÷jusi, šis žymuo tirtas jų citoplazmoje. CD7 

žymuo buvo įtrauktas, nes jo hiperekspresija nustatyta net 59% pacientų bei T 

limfoidin÷ms ląstel÷ms identifikuoti, kai CD3 žymuo ir ląstelių citoplazmoje 

yra blankus (24% ligonių). B-limfoidinis žymuo CD19 įtrauktas atmesti TdT 

turinčius B limfoidinių ląstelių pirmtakus, d÷l techninių ar biologinių 

priežasčių patenkančius į cCD3+ regioną ir galinčius imituoti T limfoblastus. 

CD2 įtrauktas, nes buvo hipoekspresuojamas nemažoje dalyje T-ŪLL atvejų 

(52%). 

Ūminių limfoblastinių leukemijų atvejais visų ligonių minimaliai 

liekamajai ligai tirti buvo taikomi visi mūsų sudaryti standartiniai žymenų 

deriniai. Ūmin÷s mielogenin÷s leukemijos pasižym÷jo didele su leukemija 

susijusių aberantinių fenotipų įvairove, tod÷l ekonomiškai naudingo visiems 

pacientams pritaikomo žymenų derinių rinkinio sudaryti nepavyko. Sudaryti 7 
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žymenų deriniai, iš kurių pagal pradinį blastų fenotipą kiekvieno ligonio 

minimaliai liekamajai ligai tirti buvo parenkama nuo 1 iki visų 7. Kadangi 

blastai nebuvo renkami į tikslingą regioną, jų populiacija buvo idenfikuojama 

analizuojant pagal būdingą leukocitų žymens CD45, mieloidinio žymens 

CD33 ir ankstyvųjų žymenų CD34 ir CD117 ekpresiją. Bent 3 iš šių žymenų 

buvo įtraukiami į visus derinius. Likę du fluorescencijos kanalai buvo 

naudojami dviems blastų aberacijoms ištirti. Pilnas 7 žymenų derinių rinkinys 

pateiktas skyriuje “Tyrimo medžiaga ir metodai”. 

 

4.3.2. M÷ginių ruošimo technikos parinkimas  

Nustatant minimalią liekamąją ligą, siekiama kuo didesnio tyrimo 

jautrumo. Mononuklearų išskyrimo pagal tankio gradientą m÷ginių paruošimo 

metodas leidžia sukoncentruoti ląsteles ir ištirti didesnį jų skaičių, tačiau turi 

keletą trūkumų: m÷ginyje gali likti eritrocitų, mononuklearų iškyrimo 

efektyvumas priklauso nuo tinkamos antikoaguliantų proporcijos m÷ginyje ir 

jo laikymo sąlygų. Taikant lizuoto kraujo techniką, gali būti surenkamas 

mažesnis ląstelių skaičius, tačiau minimalios liktin÷s ligos dydį galima 

išreikšti kaip santykį su visomis kaulų čiulpų ląstel÷mis, kaip tai daroma 

diagnozuojant ūminę leukemiją. Taip blastų skaičiaus maž÷jimas stebimas 

objektyviau [220, 221].  

Šiame darbe lizuoto kraujo ir mononuklearų iškyrimo pagal tankio 

gradientą m÷ginių ruošimo technikos palygintos analizuojant ūminių 

leukemijų m÷ginių praskiedimo eksperimento rezultatus.  

Praskiedimo eksperimentui atsitiktinai atrinkta po vieną B-ŪLL, T-

ŪLL ir ŪML m÷ginį. M÷giniai skiesti sveiko donoro veniniu krauju 100, 

1000, 10000 ir 100000 kartų. M÷giniai ruošti taikant lizuoto kraujo ir 

mononuklearų išskyrimo technikas ir po vieną B-ŪLL, T-ŪLL, ŪML 

minimalios liekamosios ligos tyrimo žymenų rinkinio derinį. Duomenys rinkti 

ir analizuoti pagal jau aprašytą minimalios liekamosios ligos tyrimo metodiką 

(„Tyrimo medžiaga ir metodai“). Procentine išraiška nustatytas leukeminių 

ląstelių santykis su visoms m÷ginio branduol÷toms ląstel÷ms.  
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B-ŪLL ir T-ŪLL praskiedimo atveju leukeminių ląstelių rasta visuose 

praskiestuose m÷giniuose. Labiausiai praskiestame (100000 k.) B-ŪLL 

m÷ginyje leukemin÷s ląstel÷s sudar÷ 0,007% visų m÷ginio, ruošto taikant 

lizuoto kraujo ir 0,008% m÷ginio, ruošto, taikant mononuklearų išskyrimo 

metodą, ląstelių (11 pav. ). 

 

11 pav. Lizuoto kraujo ir mononuklearų išskyrimo m÷ginio ruošimo 

technikų palyginimas (B-ŪLL m÷ginys skiestas 100000 kartų). Leukeminiai 

blastai matomi P3 regione. 

 

100000 kartų skiestame T-ŪLL m÷ginyje leukemin÷s ląstel÷s sudar÷ 

0,009% m÷ginio, ruošto taikant lizuoto kraujo ir 0,008% m÷ginio, ruošto, 

taikant mononuklearų išskyrimo metodą, ląstelių (12 pav.). 
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12 pav. Lizuoto kraujo ir mononuklearų išskyrimo m÷ginio ruošimo 

metodikų palyginimas (T-ŪLL m÷ginys skiestas 100000 kartų). Leukeminiai 

blastai matomi P6 regione. 

 

Atskiedus ŪML m÷ginį 100000 kartų, leukeminių ląstelių populiacijos, 

atitinkančios minimalios liekamosios ligos kriterijus, neaptikta. 10000 kartų 

praskiestame m÷ginyje, ruoštame taikant lizuoto kraujo techniką, aptikta 

0,07%, o taikant mononuklearų išskyrimo techniką – 0,05% leukeminių 

ląstelių (13 pav.). 

 

13 pav. Lizuoto kraujo ir mononuklearų išskyrimo m÷ginio ruošimo 

metodikų palyginimas (ŪML m÷ginys skiestas 10000 kartų). Leukeminiai 

blastai P3 regione. 

 

 



 70 

Rezultatai rodo, kad ūminių limfoblastinių leukemijų atvejais pasiektas 

netgi didesnis nei literatūroje [98, 147, 155, 157] nurodomas 0,01% 

jautrumas. Ūmin÷s mielogenin÷s leukemijos atveju tokio jautrumo pasiekti 

nepavyko, tačiau, kadangi šios ligos atveju paprastai taikoma 0,1% ribin÷ 

minimalios liekamosios ligos vert÷, mūsų pasiektas jautrumas (0,07% ir 

0,05%) yra pakankamas. 

Priešingai nei tik÷tasi, nustatyta, kad bene visuose praskiedimo 

etapuose leukeminių lastelių skaičius m÷giniuose, ruoštuose taikant lizuoto 

kraujo techniką, buvo didesnis nei ruoštuose taikant mononuklearų išskyrimo 

techniką. Pavyzdžiui, praskiedus 100 kartų, jis didesnis vidutiniškai 0,69%, 

praskiedus 10000 kartų - 0,11%, o praskiedus 100000 – 0,01%. Tokie radiniai 

gal÷tų būti paaiškinti ląstelių praradimu taikant mononuklearų išskyrimo 

metodą: dalis ląstelių gali būti prarandama keletą kartų pasikartojančiuose 

centrifugavimo etapuose, dalies netenkama rankiniu būdu surenkant 

susidariusį mononuklearų žiedą. Visgi statistiškai patikimo skirtumo negauta 

(p=0,220, porinis t-testas), tod÷l ląstel÷s greičiausiai prarandamos 

neselektyviai. 

D÷l pakankamo jautrumo bei galimyb÷s nuosekliai vertinti blastų 

skaičiaus maž÷jimo procesą nuo pat diagnoz÷s nustatymo, minimalios 

liekamosios ligos tyrimams pasirinkta lizuoto kraujo m÷ginio paruošimo 

technika. 

 

4.3.3. Duomenų analiz÷s sistema 

Analiz÷s sistema sukurta, remiantis nustatytomis blastų fenotipo 

aberacijomis ir normalių kaulų čiulpų tyrimu.  

B-ŪLL minimaliai liekamajai ligai tirti taikyta „3x3 tuščių regionų“ 

analiz÷. Žinoma, kad sveiko asmens kaulų čiulpuose yra ne tik subrendusių B 

limfoidinių ląstelių, bet ir jų pirmtakų. Ištyrus sveikus asmenis, sukurta 

“tuščių regionų” duomenų analiz÷s sistema. Ji iš dalies paremta BIOMED-1 

grup÷s „tuščių erdvių“ duomenų analiz÷s sistema: nustatomi taškinių 

histogramų plotai, kuriuose sveikų asmenų kaulų čiulpuose ląstelių 
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nerandama, bet aptinkama B-ŪLL ligoniams [222]. Mūsų darbe tušti regionai 

apibr÷žti dar konkrečiau. Kiekvienos taškin÷s histogramos ašies parametro 

reikšm÷  (tam tikro žymens ekspresija) suskirstyta į 3 lygius: neigiama/blanki, 

teigiama, ryški. Taip suformuojami 9 stačiakampiai regionai. Šis analiz÷s 

metodas pavadintas „3x3 tuščių regionų“ analize. Dalis jų esti užpildyta 

regeneruojančiomis ar brandžiomis B-limfoidin÷mis ląstel÷mis, kita dalis 

priskiriama „tuščių regionų“ kategorijai – juose v÷liau ieškoma minimalios 

liekamosios ligos (12 pav.).  

 

14 pav. „3x3 tuščių regionų“ analiz÷: P5, P6 – regeneruojančių B 

limfoidinių ląstelių regionas, P8 – subrendusių B limfocitų regionas; P2 – 

plazminių ląstelių regionas, P3, P4, P7, P9, P10 – tušti regionai.  

 

 

 

T-ŪLL minimaliai liekamajai ligai tirti taikyta „2x3 tuščių regionų“ 

analiz÷s sistema. Prad÷jus pirmuosius sveikų asmenų kaulų čiulpų tyrimus, 

pasteb÷ta, kad į tikslingą cCD3+ regioną patenka nedidelis skaičius B-

limfoidinių ląstelių pirmtakų, kurie savo branduolyje turi TdT žymenį ir d÷l 

kurių gaunamas klaidingai teigiamas minimalios liekamosios ligos rezultatas. 

To priežastimi gal÷tų būti ląstel÷s membranos permeabilizacijos procedūra, 

d÷l kurios CD3 antikūniai gali patekti į B limfoidinių ląstelių citoplazmą ir ten 

nespecifiškai įsitvirtinti. Tod÷l į žymenų derinį, reikalaujantį ląstel÷s 
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permeabilizacijos, buvo įtrauktas B limfoidinis žymuo CD19. Analizuojant 

pirmiausia buvo atmetamos CD19 turinčios ląstel÷s, o likusios analizuojamos 

taikant “2x3 tuščių regionų” sistemą. CD7/TdT and CD7/CD99 taškin÷s 

histogramos buvo padalintos į 6 regionus pagal šių žymenų ekspresijos lygį: 

CD7 žymens ekspresija verinta kaip teigiama ar neigiama bei iškirti TdT ir 

CD99 neigiamos, blankios ir ryškios ekspresijos regionai.  Kai kuriuose šių 

regionuose buvo aptikta normalių T limfocitų populiacijų, kiti priskirti 

“tuštiems regionams” (15 pav.). 

 

15 pav. „2x3 tuščių regionų” analiz÷: P4, P7, P5 – normalių T 

limfoidinių ląstelių regionai, P6, P8, P9 – „tušti regionai“. Šiuo atveju P6 

regione rasta leukeminių T limfoblastų populiacija.   

 

ŪML minimaliai ligai tirti taip pat taikyta „2x3 tuščių regionų“ 

analiz÷s sistema. Tiriant ūmin÷s mielogenin÷s leukemijos minimalią 

liekamąją ligą buvo naudojami 6 spalvų žymenų deriniai. Kadangi d÷l ŪML 

fenotipų heterogeniškumo ląstel÷s nebuvo renkamos į tikslingą regioną 4 iš 6 

žymenų buvo naudojami mieloblastų populiacijai identifikuoti (CD45, CD34, 

CD117, CD33). Likę žymenys buvo naudojami aberacijoms tirti. Aberantinių 

žymenų ekspresija buvo vertinama kaip teigiama ir neigiama, o ankstyvųjų ir 

mieloidinių (d÷l galimos hiper ir hipoekspresijos) kaip neigiama, teigiama ar 

ryški. Taip suformuoti 6 stačiakampiai regionai, kurių dalyje buvo aptiktos 
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normalių mieloblastų populiacijos, o kiti priskirti „tuštiems regionams“ (16 

pav.) 

 

16 pav. ŪML minimalios liekamosios ligos duomenų analiz÷: 

pakopinis blastų populiacijos identifikavimas (CD34+CD33+ populiacijos 

dydis patikslinamas CD45/SSC taškin÷je histogramoje) bei „2x3 tuščių 

regionų“ analiz÷s sistema: P3, P4, P6, P7, P8 – tušti regionai, P5 – normalių 

mieloblastų regionas. Šiuo atveju leukeminių mieloblastų populiacija aptikta 

P6 regione. 
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4.3.4. Sveikų asmenų kaulų čiulpų tyrimas 

12 sveikų asmenų (kaulų čiulpų donorų) kaulų čiulpai ištirti taikant 

standartizuotą minimalios liekamosios ligos metodiką. Buvo nustatyti B 

limfoidinių, T limfoidinių ląstelių ir mieloblastų populiacijų dydžiai ir 

fenotipai. Taip pat siekta nustatyti ląstelių, turinčių atskirų su leukemija 

susijusių fenotipų, būdingų B-ŪLL, T-ŪLL ir ŪML, kiekį, išreikštą 

procentais. Ląstelių skaičius, rastas tam tikruose „tuščiuose regionuose“ 

rodytų šių regionų specifiškumą ir gal÷tų būti naudojamas kaip teigiamos 

vert÷s riba.  

Sveikų asmenų kaulų čiulpuose aptiktos šios B limfoidinių ląstelių 

subpopuliacijos: 

1) Ankstyvieji B limfoidinių ląstelių pirmtakai, sudarantys 0,08 ± 0,04% 

kaulų čiulpų ląstelių. Jų fenotipas: TdT+, CD10+, CD19+, 

CD22+blankus, CD34+, CD38+, CD45+ blankus, CD20-. 

2) V÷lyvieji B limfoidinių ląstelių pirmtakai, sudarantys 0,60 ± 0,03% 

kaulų čiulpų ląstelių. Jų fenotipas: CD10+, CD19+, CD20+ blankus, 

CD22+ blankus, CD38+, CD45+ blankus, TdT-, CD34-. 

3) Subrendę B limfocitai, sudarantys 1,57 ± 0,53% kaulų čiulpų ląstelių. 

Jų fenotipas: CD19+, CD20+, CD22+, CD45+, TdT-, CD10-, CD34-, 

CD38-/+blankus. 

 

Ląstelių, turinčių su leukemija susijusių aberantinių fenotipų, skaičius, 

išreikštas procentais nuo visų kaulų čiulpų ląstelių, pateiktas 6 lentel÷je. 
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6 lentel÷. Ląstelių, turinčių su leukemija susijusių aberantinių fenotipų, 

būdingų B-ŪLL, skaičius sveikų asmenų kaulų čiulpuose. 
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Gauti rezultatai patvirtina, kad dauguma aberacijų yra specifiškos – jų 

sveikų asmenų kaulų čiulpuose randami labai maži kiekiai, neviršijantys 

standartin÷s minimalios liktin÷s ligos nustatymo ribos – 0,01%. Kiek daugiau 

aptikta tik  ląstelių, turinčių asinchroninei žymenų ekspresijai priskiriamą 

fenotipą CD22++CD34+ (0,012%), hipoekspresuojančių CD10 žymenį 

(0.015%) bei ekspresuojančių mieloidinius žymenis (CD33 - 0,021%, CD13 – 

0,019%).  

Taip pat tirtos ir sveikų asmenų kaulų čiulpų T limfoidin÷s ląstel÷s. 

Rastos šios T limfoidinių ląstelių subpopuliacijos: 

– Subrendę T limfocitai, kurių fenotipas yra CD2+cCD3+CD7+TdT-

CD99- (3,81% ± 2,67% kaulų čiulpų ląstelių), 

– Subrendę T limfocitai, kurių fenotipas yra CD2+cCD3+CD7+TdT-

CD99blankus T limfocitai (0,18% ± 0,09% kaulų čiulpų ląstelių), 
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– T limfocitai, kurių fenotipas yra CD2+cCD3+CD7-TdT-CD99- 

(0,17% ±0,16% kaulų čiulpų ląstelių).  

Kaip ir tik÷tasi, CD7 žymenį ekspresavo dauguma T limfocitų. CD7- T 

limfocitų subpopuliacija gal÷tų būti literatūroje aprašomi atminties CD4+ T 

limfocitai – helperiai [217, 218]. 

Kadangi T-ŪLL minimaliai liekamajai ligai tirti pasirinkome nedidelį 

žymenų derinių rinkinį, pagrįstą dviem pagrindin÷mis aberacijomis, t.y. 

ankstyvųjų žymenų CD99 ir TdT ektopine ekspresija kaulų čiulpų T 

limfoidinių ląstelių populiacijoje, sveikų asmenų kaulų čiulpuose taip pat 

tyr÷me tik jas. T limfoidinių lastelių, blankiai ekspresuojančių  TdT, kiekis 

sveikų asmenų kaulų čiulpuose buvo 0,009% ± 0,004%, o ryškiai 

ekspresuojančių TdT T limfoidinių ląstelių neaptikta (0,000%). Ryški CD99 

ekspresija aptikta 0,004% ± 0,004% T limfoidinių ląstelių populiacijos. 

cCD3+CD19+ ląstelių kiekis sveikų asmenų kaulų čiulpuose buvo 

0,037% ±0,034%. Šis radinys įrodo, kad norint pasiekti pakankamą tyrimo 

specifiškumą ir išvengti klaidingai teigiamų minimalios liekamosios ligos 

rezultatų, šios ląstel÷s prieš tolimesnę analizę turi būti atmestos.  

 

Ištirta ir sveikų asmenų kaulų čiulpuose aptinkama mieloblastų 

populiacija. Ji sudaro 0,421% ± 0,193% branduol÷tų ląstelių ir turi šį fenotipą: 

CD45+ blankus, CD34+, CD117+, CD38+, ŽLA-DR+, CD13+, CD33+. Taip 

pat tirtas ląstelių, turinčių ŪML būdingų fenotipo aberacijų, skaičius jų 

specifiškumui nustatyti (7 lentel÷). 
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7 lentel÷. Ląstelių, turinčių su leukemija susijusių aberantinių fenotipų, 

būdingų ŪML, skaičius sveikų asmenų kaulų čiulpuose. 
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Gauti rezultatai rodo, kad dauguma ŪML aberacijų yra mažiau 

specifiškos, nei aberacijos, būdingos limfoblastin÷ms leukemijoms. Tačiau ir 

standartin÷ ŪML minimalios liekamosios ligos nustatymo riba yra didesn÷ - 

0,1%. Daugiau už šį dydį aptikta tik  ląstelių, turinčių asinchroninei žymenų 

ekspresijai priskiriamą fenotipą CD117+CD34-CD15- (0,133%, galimai 

mastocitai), CD34+CD11c+ (0,163%, nedidelį šio žymens kiekį 

ekspresuojantys mieloblastai), CD117+CD64+ (0,132%, promielocitai),  

hipoekspresuojančių CD13 ir CD33 žymenis (atitinkamai 0,144% ir 0,169%, 

mieloblastai). Šie su leukemija susiję fenotipai netur÷tų būti naudojami 

minimaliai liekamajai ligai nustatyti vieni, tačiau gali būti naudojami 

rinkinyje su kitas aberacijas nustatančiais žymenų deriniais. 
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4.3.5. Aberantinių fenotipų stabilumo tyrimas 

Blastų fenotipo pokyčiai gydymo metu – vienas svarbiausių veiksnių, 

galinčių daryti įtaką minimalios liekamosios ligos nustatymo efektyvumui ir 

sudarančių sąlygas klaidingai neigiamam jos rezultatui. Nors ligoniai steb÷ti 

pakankamai neilgą laiką, paband÷me įvertinti pagrindinių su leukemija 

susijusių fenotipų stabilumą.  

Minimali liekamoji liga nustatyta 28 iš 36 (77,8%) B-ŪLL sergančių  

tiriamųjų. Stabiliausi su leukemija susiję aberantiniai fenotipai buvo 

asinchronin÷ žymenų ekspresija CD10-CD20-CD34+ ir CD38 žymens 

hipoekspresija (nepakito nei vienam ligoniui). Palyginti stabilūs buvo ir 

fenotipai CD10++ TdT+, CD10++CD20++, CD10 ir CD34 hiperekspresija, 

CD13 koekspresija (prarasti 1 atveju iš 28). Gana nestabilūs pasirod÷ 

CD22++CD34+, CD45-CD34- fenotipai ir CD45 hipoekspresija (neteko 4  

ligoniai). Dažniausiai sutikta B-ŪLL fenotipo aberacija, TdT hipoekspresija, 

pakito, t.y. TdT ekspresija padid÷jo, tik dviems tiriamiesiems (17 pav.). 

Atvirkščiai, 9 ligoniams (32,15%) TdT ekspresija minimalios liekamosios 

ligos metu, palyginus su diagnoze, dar labiau sumaž÷jo. 
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17 pav. B-ŪLL su leukemija susijusių aberantinių fenotipų praradimas 

gydant. 

B-ŪLL su leukemija susijusių aberantinių fenotipų 
praradimas
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Atsižvelgiant į LSAF paplitimą sergančiųjų B-ŪLL populiacijoje jų 

kiekius sveikų asmenų kaulų čiulpuose ir pokyčių dažnį, CD10 ir CD34 

žymenų hiperekspresija pasirod÷ turintys optimaliausią pritaikomumo, 

specifiškumo ir stabilumo savybių derinį. O štai su leukemija susijęs 

aberantinis fenotipas CD22++CD34+, atvirkščiai, yra ne toks paplitęs, 

nepakankamai specifiškas ir dažnai kintantis. 

Minimali liekamoji liga nustatyta 16 iš 29 (55,2%) sergančiųjų T-ŪLL. 

Buvo vertinti tik minimaliai liekamajai ligai tirti taikytų su leukemija 

susijusių aberantinių fenotipų (ektopin÷s TdT ir CD99 žymenų ekspresijos 

kaulų čiulpų T limfoidinių ląstelių populiacijoje) pokyčiai. Šie aberantiniai 

fenotipai išliko stabilūs visiems ligoniams, tačiau žymenų ekspresijos 

intensyvumas svyravo.  
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Vidutinis TdT žymens fluorescencijos intensyvumas (MFI) 

diagnozuojant buvo 812 (santykinių vienetų), o 6-ą m÷nesį nukrito iki 193, 

bet išliko didesnis nei sveikų asmenų, kurių (MFI 96 ± 19). CD99 ekspresija 

svyravo dar labiau: jei diagnozuojant MFI siek÷ 7985, tai 6-ą m÷nesį ji 

sumaž÷jo iki 753, tačiau liko didesn÷ už sveikų asmenų (646 ± 193) (18 pav.). 

Visgi Friedmano testas neparod÷ jokių tendencijų: χ2 TdT atveju buvo 1,600 

(p = 0,809), o CD99 atveju 5,600 (p = 0,231). 

 

18 pav. TdT ir CD99 MFI kitimas gydant. 
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4.4. Su leukemija susijusių fenotipų įtaka minimalios liekamosios 

ligos dinamikai 

 

Ši įtaka vertinta, ligonius pagal kiekvieną LSAF išskiriant į dvi grupes 

(turinčius jį ir neturinčius), o skirtumų statistin÷ reiškm÷ įrodoma, pasitelkiant  

Mano-Vitnio-Vilkoksono (Mann-Whitney-Wilcoxon) kriterijų. 

B-ŪLL LSAF įtakos blastų skaičiui įvairiais gydymo etapais tyrimo 

rezultai pateikti 8, 9 lentel÷se. 
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8 lentel÷. Blastų skaičiaus įvairiais gydymo etapais palyginimas 

skirtingose B-ŪLL LSAF grup÷se.  
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Diagn. 0,923 0,701 0,578 1,000 0,151 0,498 0,030 0,578 0,110 0,531 

11-15d. 0,049 0,689 0,316 0,171 0,334 0,168 0,412 0,316 0,078 0,049 

29-35d. 0,229 0,315 0,065 0,039 0,142 0,063 0,376 0,065 0,095 0,195 

36-76d. 0,145 0,296 0,203 0,114 0,367 0,184 0,504 0,203 0,331 0,745 

77-90d. 0,064 0,532 0,400 0,403 0,123 0,193 0,310 0,400 0,126 0,820 

4 m÷n. 0,873 0,671 0,893 0,525 - 0,525 - 0,893 0,631 0,671 

5 m÷n. 0,572 0,094 0,180 0,576 0,576 0,576 - 0,180 0,287 1,000 

6 m÷n. 0,058 0,946 0,870 0,540 0,058 0,219 0,072 0,870 0,671 0,951 

 

9 lentel÷. Blastų skaičiaus vidurkis įvairiais gydymo etapais B-ŪLL 

LSAF grup÷se. 

 

CD10++ 
TdT+ 

CD10- 
TdT+ 

CD10-
CD34+ 

CD10++ 
CD20++ CD45- TdT+ Etapas 

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. 7.51% 0.32% 5.33% 6.98% 2.69% 12.34% 7.00% 0.27% 7.24% 1.85% 

29-35d. 2.21% 0.19% 1.53% 2.14% 0.66% 4.26% 2.00% 0.00% 1.77% 1.35% 

36-76d. 1.94% 0.01% 1.43% 1.61% 1.27% 1.80% 1.76% 0.00% 1.32% 2.06% 

77-90d. 1.45% 0.00% 1.23% 0.67% 1.25% 0.73% 1.25% 0.24% 0.67% 2.16% 

4 m÷n. 0.48% 0.04% 0.45% 0.25% 0.31% 0.47% 0.43% 0.00% 0.38% - 

5 m÷n. 0.16% 0.00% 0.00% 0.32% 0.00% 0.25% 0.16% 0.00% 0.16% 0.00% 

6 m÷n. 12.75% 0.00% 13.03% 1.07% 13.75% 0.93% 11.19% 4.00% 12.75% 0.00% 

CD45- 
CD34- CD22 hipo  CD10 hipo CD45 hipo CD34 hiper Etapas 
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. 6.35% 0.30% 5.58% 6.91% 2.69% 12.34% 7.60% 2.08% 2.55% 12.64% 

29-35d. 1.84% 0.00% 1.79% 0.79% 0.66% 4.26% 2.22% 0.15% 1.17% 2.72% 

36-76d. 1.69% 0.00% 1.77% 0.33% 1.27% 1.80% 1.64% 1.00% 1.82% 1.04% 

77-90d. 1.20% 0.00% 1.16% 0.73% 1.25% 0.73% 1.54% 0.23% 1.45% 0.40% 

4 m÷n. 0.43% 0.00% 0.38% - 0.31% 0.47% 0.28% 0.75% 0.25% 0.45% 

5 m÷n. 0.16% 0.00% 0.13% - 0.00% 0.25% 0.21% 0.00% 0.21% 0.01% 

6 m÷n. 11.09% 0.00% 7.15% 24.43% 13.75% 0.93% 8.91% 11.81% 10.70% 8.59% 
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Galima išskirti keletą fenotipų, kurie turi įtakos blastų skaičiui gydant. 

Su leukemija susiję fenotipai, lemiantys mažesnį blastų skaičių gydant 

dažniausiai apima CD10 ir CD45 žymenų ekspresijos pakitimus: 

1) CD10 hiperekspresijos įtaka mažesniam blastų skaičiui gydant: 

a. ligoniams, kurių blastai turi CD10++ TdT+ fenotipą 11-15 d. 

nustatytas mažesnis blastų skaičius negu jo neturintiems. Blastų 

skaičiaus skirtumas 77-90 d. ir 6 m÷n. arti statistinio 

reikšmingumo ribos, 

b. CD10++ CD20++ fenotipas siejasi su mažesniu blastų 

skaičiumi 29-35 d.  

2) CD45 hipoekspresijos įtaka mažesniam blastų skaičiui gydant: 

a. ligonių, turinčių CD45- TdT+ fenotipą ir neturinčių jo, blastų 

skaičiaus skirtumas 6-ą m÷n. arti statistinio reikšmingumo ribos,  

b. ligonių, turinčių CD45-CD34- fenotipą ir neturinčių jo, blastų 

skaičiaus skirtumas 29-35 d. arti statistinio reikšmingumo ribos,  

c. pavien÷s CD45 hipoekspresijos įtaka blastų skaičiui 11-15 d. ir 

29-35 d. beveik statistiškai reikšminga. 

 

Su leukemija susiję aberantiniai fenotipai, turintys įtakos didesniam 

blastų skaičiui, apima CD10, CD22 ir CD34 žymenų ekspresijos pakitimus: 

1) CD10 hipoekspresijos įtaka didesniam blastų skaičiui gydant: 

a. ligonių, turinčių 10- TdT+ fenotipą ir neturinčių jo, blastų 

skaičiaus skirtumas 5-ą gydymo m÷nesį arti statistinio 

reikšmingumo ribos,  

b. CD10- 34+ fenotipas ir pavien÷ CD10 hipoekspresija beveik 

statistiškai patikimai siejasi su didesniu blastų skaičiumi 29-35 

d. 

2) Pavien÷s CD22 hipoekspresijos įtaka didesniam blastų skaičiui yra 

statistiškai patikima diagnoz÷s metu ir beveik statistiškai patikima 6-ą 

gydymo m÷nesį. 



 83 

3) Pavien÷ CD34 hiperekspresijos aptikimas išskiria ligonius, kuriems 11-

15 d. nustatomas didesnis blastų skaičius. 

 

Mieloidinių žymenų koekspresija netur÷jo statistiškai patikimos įtakos 

blastų skaičiaus kitimui gydymo eigoje. 

 

T-ŪLL LSAF įtakos blastų skaičiui įvairiais gydymo etapais tyrimo 

rezultai pateikti 10, 11 lentel÷se. 

 

10 lentel÷. Blastų skaičiaus įvairiais gydymo etapais palyginimas 

skirtingose T-ŪLL LSAF grup÷se. 

 

Etapas 

C
D
34
+
 

C
D
1a
+
 

C
D
2 

hi
po
 

C
D
3 

hi
po
 

C
D
5 

hi
po
 

C
D
7 

hi
pe
r 

C
D
4-

C
D
8-
 

C
D
4+
 

C
D
8+
 

C
D
13
+
 

C
D
33
+
 

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. 0,408 0,157 0,042 0,037 0,017 0,487 0,061 0,061 0,333 0,465 

77-90d. 0,306 0,026 0,002 0,305 0,086 0,690 0,026 0,026 0,174 0,163 

4 m÷n. 0,775 0,513 0,663 0,186 0,087 1,000 0,775 0,513 0,513 0,513 

5 m÷n. 0,513 0,513 0,513 0,383 0,016 0,079 0,513 0,513 0,663 0,775 

6 m÷n. 0,427 0,024 0,001 0,151 0,128 0,933 0,054 0,093 0,017 0,160 
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11 lentel÷. Blastų skaičiaus vidurkis įvairiais gydymo etapais T-ŪLL 

LSAF grup÷se. 

 

CD34+ CD1a+ CD2 hipo CD3 hipo CD5 hipo Etapas 
0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 

Diagn. 73.93% 72.20% 68.94% 79.73% 77.33% 61.75% 76.15% 66.11% 71.60% 82.00% 

11-15d. 0.45% 8.97% 7.74% 0.02% 0.53% 17.23% 3.46% 7.82% 5.27% 1.33% 

29-35d. 0.21% 0.54% 0.59% 0.00% 0.01% 1.40% 0.12% 0.89% 0.39% 0.47% 

36-76d. 0.71% 0.01% 0.53% 0.00% 0.00% 1.92% 0.00% 1.15% 0.00% 1.44% 

77-90d. 2.43% 0.16% 1.46% 0.00% 0.02% 3.13% 0.05% 2.05% 0.11% 4.32% 

4 m÷n. 0.00% 0.02% 0.02% 0.00% 0.02% 0.02% 0.00% 0.03% 0.00% 0.10% 

5 m÷n. 0.00% 0.03% 0.03% 0.00% 0.03% 0.00% 0.01% 0.05% 0.00% 0.09% 

6 m÷n. 2.24% 1.99% 3.58% 0.00% 0.00% 6.65% 0.11% 6.43% 1.19% 8.01% 

CD7 hiper CD4-CD8- CD4+ CD8+ CD13+ CD33+ Etapas 
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% 8.38% 0.47% 1.16% 6.39% 3.60% 7.48% 

29-35d. 0.49% 0.23% 0.06% 0.66% 0.66% 0.06% 0.09% 0.86% 0.13% 0.97% 

36-76d. 0.48% 0.01% 0.00% 0.65% 0.65% 0.00% 0.01% 1.15% 0.42% 0.00% 

77-90d. 1.33% 0.07% 0.00% 1.46% 1.46% 0.00% 0.05% 2.31% 1.33% 0.25% 

4 m÷n. 0.03% 0.01% 0.00% 0.02% 0.02% 0.00% 0.02% 0.00% 0.02% 0.00% 

5 m÷n. 0.04% 0.00% 0.00% 0.03% 0.03% 0.00% 0.02% 0.04% 0.02% 0.00% 

6 m÷n. 2.82% 0.26% 0.06% 4.18% 3.83% 0.07% 0.07% 5.08% 1.85% 2.51% 

 

Su leukemija susiję aberantiniai fenotipai, lemiantys didesnį blastų 

skaičių gydant siejasi su ankstyvesne blastų diferenciacijos stadija, specifinių 

T limfoidinių žymenų ekspresijos pakitimais ir mieloidinių žymenų 

koekspresija: 

1) Ligoniams, kurių T limfoblastai ekspresuoja ankstyvąjį žymenį CD34 

ankstyvajame gydymo etape (11-15 d. ir galimai 29-35 d.) nustatomas 

didesnis blastų skaičius. 

2) Ankstyvos diferenciacijos fenotipas CD4-CD8- siejasi su didesniu 

blastų skaičiumi beveik visais gydymo etapais iki 77-90d.  

3) T limfoidinio žymens CD2 hipoekspresija lemia didesnį blastų skaičių 

ankstyvesniais, o CD5 hipoekspresija – v÷lesniais gydymo etapais. 

liekamosios ligos dydį įvairias. Paviršinio CD3 žymens hipoekspresija 

susijusi su didesniu blastų skaičiumi 36-76 d. CD7 žymens 

hiperekspresija tur÷jo įtakos didesniam blastų skaičiui 11-15 d. 
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4) Skirtingai nuo radinių B-ŪLL atveju, mieloidinių žymenų CD13 ir 

CD33 ekspresija lemia didesnį blastų skaičių ankstyvuoju gydymo 

periodu, o CD13 ekspresija - ir po 6 m÷n. 

 

Ir atvirkščiai, fenotipai, susiję su v÷lesne diferenciacija, l÷m÷ mažesnį 

blastų skaičių gydant: ligoniams, kuriems rasta CD1a ekspresija ir 

CD4+CD8+ fenotipas, 11-15 d., 29-35 d. ir 77-90d. nustatytas mažesnis 

blastų skaičius.  

 

ŪML LSAF įtakos blastų skaičiui įvairiais gydymo etapais tyrimo 

rezultai pateikti 12, 13 lentel÷se. 

 

12 lentel÷. Blastų skaičiaus įvairiais gydymo etapais palyginimas 

skirtingose ŪML LSAF grup÷se. 

  

Etapas 

C
D
34
+
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D
15
+
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D
11
7+
 

C
D
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C
D
11
7+
 

C
D
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c+
 

C
D
13
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D
33
+

C
D
56
+
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D
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D
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D
22
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D
33
 h
ip
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Ž
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A
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R
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Diagn. 0,406 0,214 0,734 0,902 0,131 0,075 0,096 0,088 0,462 

Iki 1 
m÷n. 

0,339 0,073 0,749 0,478 0,675 - 0,160 0,330 0,160 

1 m÷n. 0,061 0,181 0,749 0,227 0,583 0,132 - 0,595 0,077 

2 m÷n. 0,403 0,342 0,043 0,659 0,655 0,484 0,440 0,545 1,000 

3 m÷n. 0,172 1,000 0,621 0,352 0,042 0,295 - 0,534 - 

4 m÷n. 0,293 0,854 0,594 0,424 0,096 0,030 - 1,000 0,515 

5 m÷n. 0,176 0,570 1,000 1,000 0,322 - - 0,803 - 

6 m÷n. 0,199 0,358 0,744 0,005 0,193 1,000 - 0,893 - 
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13 lentel÷. Blastų skaičiaus vidurkis įvairiais gydymo etapais ŪML LSAF 

grup÷se. 

 

CD34+ 
CD15+ 

CD117+ 
CD64+ 

CD117+ 
CD11c+ 

CD13+CD33+
CD56+ Etapas 

0 1 0 1 0 1 0 1 
Diagn. 40.18% 46.82% 39.44% 49.45% 41.19% 42.37% 42.21% 40.53% 

Iki 1 m÷n. 12.40% 1.38% 13.15% 0.93% 11.53% 9.88% 14.23% 4.01% 

1 m÷n. 5.34% 1.36% 5.34% 1.37% 5.76% 1.76% 5.33% 2.46% 

2 m÷n. 3.19% 15.52% 7.24% 0.13% 7.40% 2.48% 6.41% 4.19% 

3 m÷n. 0.93% 2.03% 1.04% 1.52% 1.33% 1.02% 0.97% 1.47% 

4 m÷n. 0.96% 0.00% 1.09% 0.03% 1.19% 0.02% 1.08% 0.06% 

5 m÷n. 0.00% 3.22% 2.11% 0.10% 3.17% 0.05% 2.71% 0.06% 

6 m÷n. 2.89% 4.79% 3.96% 1.98% 2.32% 4.62% 1.00% 7.80% 

CD5+ CD7+ CD33 hipo 
ŽLA-DR  
hipo Etapas 

0 1 0 1 0 1 0 1 
Diagn. 40.21% 64.00% 43.71% 23.00% 37.03% 54.77% 40.68% 56.67% 

Iki 1 m÷n. 11.30% 6.26% 10.82% - 11.54% 9.02% 8.86% 50.00% 

1 m÷n. 4.42% 2.76% 3.93% 13.00% 3.91% 5.55% 2.65% 49.00% 

2 m÷n. 5.38% 9.90% 5.63% 6.64% 4.20% 10.43% 6.15% 1.50% 

3 m÷n. 1.17% 1.36% 0.68% 7.25% 1.80% 0.01% 1.18% - 

4 m÷n. 0.79% 0.17% 0.02% 14.00% 1.02% 0.04% 0.85% 0.00% 

5 m÷n. 1.90% 0.15% 1.61% - 0.04% 3.80% 1.61% - 

6 m÷n. 3.11% 10.00% 3.27% 3.99% 2.74% 4.68% 3.35% - 

 

Ūmin÷s mielogenin÷s leukemijos atveju nustatyti tik pavienių su 

leukemija susijusių fenotipų įtaka blastų skaičiui gydant. Asinchronin÷ 

žymenų ekspresija CD117+CD11c+ susijusi su mažesniu blastų skaičiumi 2-ą 

gydymo m÷nesį. Fenotipas CD33+CD13+CD56+ lemia didesnį blastų skaičių 

6-ą m÷nesį. T limfoidinio žymens CD5 koekspresija susijusi su didesne 

minimalia liekamąja liga 3-ą, o CD7 žymens koekspresija – su jos dydžiu 4-ą 

gydymo m÷nesį. Arti statistinio patikimumo ribos buvo fenotipų 

CD34+CD15+, CD117+CD64+ įtaka mažesniam blastų skaičiui ankstyvuoju 

gydymo etapu ir mieloidinio žymens CD33 hipoekspresijos įtaka didesniam 

blastų skaičiui diagnoz÷s metu bei ŽLA-DR hipoekspresijos (ne ūmine 

promielocitine leukemija sergantiems pacientams) įtaka didesniam blastų 

skaičiui 1-ą gydymo m÷nesį. 
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Pasir÷mus tiesin÷s regresijos modeliu buvo tikrinama, ar pradinis 

blastų skaičius įtakoja fenotipų pakitimus B-ŪLL, T-ŪLL ir ŪML grup÷se. 

Gauta, kad visose grup÷se pradinis blastų skaičius neturi reikšmingos įtakos 

fenotipų pakitimams, atitinkamai B-ŪLL, T-ŪLL ir ŪML grup÷se p = 0.359, 

p = 0.694 ir p = 0.400. 

 

4.5. Dauginio atsparumo vaistams tyrimo optimizavimas  

 

M÷giniai DAV tyrimams buvo ruošiami, remiantis gamintojų 

pateiktomis metodikomis. Standartizuotas buvo tik šių tyrimų rezultatų 

vertinimas. Prad÷jus šių žymenų ekspresijos tyrimus, atsisakyta standartin÷s 

20% ribos teigiamam rezultatui apibr÷žti, nes pasteb÷ta, kad šią ribą pasiekia 

tik pavieniai ŪL atvejai. Vietoje šios reikšm÷s pasirinkta vertinti vidutinį 

žymens fluorescencijos intensyvumą (angl. mean fluorescence intensity, 

MFI).  

 

4.5.1. Sveikų asmenų DAV rodiklių tyrimas 

 

Palyginti visų kaulų čiulpų mononuklearų populiacijų su dauginiu 

atsparumu vaistams susiję rodikliai. Rezultatai pateikti 14 lentel÷je. 
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14 lentel÷. Sergančiųjų ŪL ir sveikų asmenų kalceino, MRP1 ir p-gp 

ekspresijos reikšmių palyginimas (nepriklausomų imčių t testas). 

 

 Tiriamoji 

grup÷ 

MFI vidurkis Standartinis 

nuokrypis 

p reikšm÷ 

Blastų kalceinas ŪL  5242,533 2044,126 

 Kontr. gr. 6856,143 2685,027 

0,080 

Blastų MRP1 ŪL 121,500 47,042 

 Kontr. gr. 123,429 34,058 

0,919 

Blastų p-gp ŪL 170,167 80,514 

 Kontr. gr. 125,286 25,766 

0,158 

Limfocitų kalceinas ŪL 4400,800 1589,829 

 Kontr. gr. 4826,842 1087,813 

0,311 

Limfocitų MRP1 ŪL 76,800 10,580 

 Kontr. gr. 71,789 44,120 

0,260 

Limfocitų p-gp ŪL 131,267 44,120 

 Kontr. gr. 96,316 16,941 

0,002 

Monocitų kalceinas ŪL 9719,464 4513,511 

 Kontr. gr. 12806,579 3147,798 

0,013 

Monocitų MRP1 ŪL 253,400 123,731 

 Kontr. gr. 164,842 24,548 

0,004 

Monocitų p-gp ŪL 282,967 142,416 

 Kontr. gr. 222,526 42,891 

0,079 

 

Rasti šie statistiškai patikimi sergančių ūmine leukemija asmenų ir 

sveikų donorų įvairių ląstelių populiacijų su atsparumu vaistams susijusių 

rodiklių skirtumai: 

– ligonių grup÷je limfocitų p-gp reikšm÷ didesn÷ (p=0,002), 

– ligonių grup÷je monocitų kalceino reikšm÷ mažesn÷ 

(p=0,013), 

– ligonių grup÷je monocitų MRP1 reikšm÷ didesn÷ (p=0,04). 
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Kadangi ligonių blastų kalceino, MRP1 ir p-gp reikšm÷s patikimai 

nesiskyr÷ nuo kontrolin÷s grup÷s, palyginome jas su kitų ląstelių populiacijų 

(limfocitų ir monocitų) atitinkamų rodiklių reikšm÷mis (15 ir 16 lentel÷s, 19 

pav.). Beveik visų blastų populiacijos rodiklių reikšm÷ patikimai skyr÷si nuo 

kitų populiacijų rodiklių. 

 

15 lentel÷. Blastų ir limfocitų populiacijų kalceino, MRP1 ir p-gp ekspresijos 

reikšmių palyginimas 

 

Blastai Limfocitai 

Rodiklis MFI 

vidurkis 

Standartinis 

nuokrypis 

MFI 

vidurkis 

Standartinis 

nuokrypis 

p 

reikšm÷ 

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 lentel÷. Blastų ir monocitų populiacijų kalceino, MRP1 ir p-gp ekspresijos 

reikšmių palyginimas 

 

Blastai Monocitai 

Rodiklis MFI 

vidurkis 

Standartinis 

nuokrypis 

MFI 

vidurkis 

Standartinis 

nuokrypis 

p 

reikšm÷ 

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 rodiklių rezultatai įvairiose kraujo ląstelių populiacijose. 

5,242.53

121.50

4,400.80

76.80 131.27

9,719.46

253.40 170.17 282.97

-1,000.00

1,000.00

3,000.00

5,000.00

7,000.00

9,000.00

11,000.00

Kalceinas MRP1 p-gp

Blastai

Limfocitai

Monocitai

 

4.5.2. Struktūrinių ir funkcinių DAV rodiklių koreliacija  

 

Struktūrinių ir funkcinių DAV rodiklių koreliacija tirta taikant 

Spirmeno (Spearman) koreliacijos koeficientą.  Gauti ryšiai tarp įvairių 

kiekybiškai įvertintų DAV rodiklių sergančiųjų B-ŪLL grup÷je pateikti 17 

lentel÷je. 

 

17 lentel÷. Ryšys tarp įvairių atsparumo vaistams rodiklių (B-ŪLL). 

  Kalceinas MRP1 p-gp 

Spirmeno korel. koef. 1 0,452 0,567 Kalceinas 

p  <0,0001 0,222 0,112 

Spirmeno korel. koef. 0,452 1 0,929 MRP1 

p 0,222 <0,0001 <0,0001 

Spirmeno korel. koef. 0,567 0,929 1 p-gp 

p 0,112 <0,0001 <0,0001 
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Įrodytas tik statistiškai patikimas stiprus ryšys tarp atskirų struktūrinio 

atsparumo vaistams elementų: p-gp ir MRP1ekspresijos. 

  

 Sergantiesiems T-ŪLL jokių statistiškai patikimų ryšių tarp DAV 

rodiklių nenustatyta. 

 

ŪML grup÷je aptikti ryšiai tarp DAV rodiklių pateikti 18 lentel÷je. 

  

18 lentel÷. Ryšys tarp įvairių atsparumo vaistams rodiklių (ŪML). 

 

  Kalceinas MRP1 p-gp 

Spirmeno korel. koef. 1 -0,103 0,105 Kalceinas 

p  <0,0001 0,694 0,687 

Spirmeno korel. koef. -0,103 1 0,767 MRP1 

p 0,694 <0,0001 <0,0001 

Spirmeno korel. koef. 0,105 0,767 1 p-gp 

p 0,687 <0,0001 <0,0001 

 

Taip pat kaip B-ŪLL atveju, sergantiesiems ŪML įrodytas tik 

statistiškai patikimas ryšys tarp p-gp ir MRP1 ekspresijos. 

 

4.5.3. Ūmin÷s leukemijos potipių DAV rodiklių skirtumai 

 

19 lentel÷je pateikiamos skirtingą diagnozę turinčių ligonių su 

dauginiu atsparumu vaistams susijusių rodiklių reikšm÷s. 
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19 lentel÷. Su dauginiu atsparumu vaistams susijusių rodiklių reikšm÷s 

skirtingą diagnozę turintiems ligoniams 

 

 Diagnoz÷ MFI vidurkis Standartinis 

nuokrypis 

    

Kalceinas ŪML/nepatikslinta 4630,333 1809,0579 

 ŪML/MD 3560,500 1344,210 

 ŪML/BB+ŪML/SD 4508,000 774,330 

 ŪMMoL+ŪMoL 7570,500 1921,591 

 ŪML/MDS 6288,000 3071,996 

 B-ŪLL 4638,100 1633,819 

 T-ŪLL 5472,333 2098,601 

MRP1 ŪML/nepatikslinta 146,667 47,816 

 ŪML/MD 108,000 1,414 

 ŪML/BB+ŪML/SD 137,250 52,766 

 ŪMMoL+ŪMoL 155,000 30,078 

 ŪML/MDS 167,250 29,182 

 B-ŪLL 91,500 40,045 

 T-ŪLL 78,667 21,502 

p-gp ŪML/nepatikslinta 228,333 100,401 

 ŪML/MD 147,000 1,414 

 ŪML/BB+ŪML/SD 183,500 107,090 

 ŪMMoL+ŪMoL 231,000 12,490 

 ŪML/MDS 218,000 98,031 

 B-ŪLL 120,200 65,518 

 T-ŪLL 131,333 7,506 
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ANOVA testo rezultatai parod÷, kad skirtingą diagnozę turintiems 

ligoniams patikimai skiriasi MRP1 reikšm÷s (p = 0,013). P-gp ir kalceino 

vert÷s patikimai nesiskyr÷ (atitinkamai p = 0,100 ir p = 0,142). 

Matome, kad limfoblastine leukemija sergančių ligonių MRP1 

ekspresija yra mažesn÷ (B-ŪLL atveju MFI lygus 91,500, T-ŪLL atveju – tik 

78,667), o ligonių, sergančių mielogenine leukemija, ypač ūmine 

mieloleukemija su monocitiniu komponentu bei ūmine mielogenine leukemija 

su mielodisplazijos požymiais, ji yra gerokai didesn÷ (MFI atitinkamai 

155,000 ir 167,250) (20 pav.). 

 

20 pav. Ūmine leukemija sergančių ligonių MRP1 ekspresija 

146.67

108.00

137.25

155.00

167.25

91.50

78.67

0.00 20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 120.00 140.00 160.00 180.00
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T-ŪLL

MRP1 MFI vidurkis

 

 

4.6. Su leukemija susijusių fenotipų įtaka DAV rodikliams 

 

Su leukemija susiję aberantiniai fenotipai tur÷jo įtakos dauginio 

atsparumo vaistams rodikliams tik sergančiųjų ŪML grup÷je. 

Asinchroninei žymenų ekspresijai priskirtas fenotipas 

CD13+CD33+CD56+ tur÷jo įtakos mažesniam kalceino vidutiniam 

fluorescencijos intensyvumui: Mano-Vitnio-Vilkoksono kriterijaus reikšm÷ 

buvo 0,036, turinčių šį fenotipą kalceino vidutinio fluorescencijos 

intensyvumo vidurkis buvo 5382, neturinčių - 6128. Mažesnis kalceino 
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susikaupimas ląstel÷je rodo didesnį membraninių su DAV susijusių nešiklių 

funkcinį aktyvumą.  

T-limfoidinio žymens CD5 koekspresija mieloidinių blastų 

populiacijoje taip pat siejasi su mažesniu kalceino vidutiniu fluorescencijos 

intensyvumu: Mano-Vitnio-Vilkoksono kriterijaus reikšm÷ 0,020, vidutinis 

fluorescencijos intensyvumas ekspresuojančių CD5 grup÷je buvo 4217, 

neekspresuojančių - 5845.  

T limfoidinio žymens CD7 koekspresija turi įtakos didesniam p-gp 

vidutiniam fluorescencijos intensyvumui: Mano-Vitnio-Vilkoksono kriterijaus 

reikšm÷ buvo 0,049, vidutinis fluorescencijos intensyvumas turinčių šį 

fenotipą grup÷je buvo 3991, neturinčių - 6211.  

Tirta ir pavienių žymenų ekspresijos koreliacija su DAV rodikliais. 

Statistiškai reikšmingų ryšių beveik nerasta. Gautas ryšys tik tarp CD38 

ekspresijos (MFI) ir kalceino kiekio ūmin÷s B-limfoblastin÷s leukemijos 

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

 

4.7. DAV rodiklių ryšys su minimalios liekamosios ligos dinamika 

 

Sergančiųjų ūmine B-limfoblastine leukemija grup÷je aptikta keletas 

statistiškai reikšmingų ryšių tarp DAV rodiklių ir blastų skaičiaus:  

 - itin stiprus ryšys tarp kalceino MFI ir blastų skaičiaus 35–76 

gydymo dieną (Spirmeno koreliacijos koeficientas 1,000, p<0,0001), 

 - stiprus ryšys tarp MRP1 ekspresijos ir blastų skaičiaus 29-35 

bei 77–90 gydymo dieną (atitinkamai Spirmeno koreliacijos koeficientas 

0,712, p=0,048 ir 0,706, p=0,034), 

 -stiprus ryšys tarp p-gp ekspresijos ir blastų skaičiaus 77–90 

gydymo dieną (Spirmeno koreliacijos koeficientas 0,703, p=0,035). 

 

Sergančiųjų ūmine T-limfoblastine leukemija grup÷je nustatyti stiprūs 

ryšiai tarp MRP1 ekspresijos ir blastų skaičiaus diagnozuojant ūminę 

leukemiją bei tarp p-gp ekpspresijos ir blastų skaičiaus 77–90 gydymo dieną 
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ir 4-ą gydymo m÷nesį (Spirmeno koreliacijos koeficientas 1,000, p=0,000). 

Visgi tiriamųjų skaičius nebuvo pakankamas patikimai interpretacijai. 

 

Tiriant sergančiuosius ŪML, gauta stipri koreliacija tarp p-gp 

ekspresijos ir blastų skaičiaus 4-ą gydymo m÷nesį (Spirmeno koreliacijos 

koeficientas 1,000, p<0,0001). 

 

5. Rezultatų aptarimas 

 

5.1. Su leukemija susiję aberantiniai fenotipai 

 

Ilgą laiką vyravo nuomon÷, kad leukeminiai blastai tarsi „sustingsta“ 

tam tikroje brendimo stadijoje po to, kai praranda sugeb÷jimą diferencijuotis 

toliau. Buvo manoma, kad leukeminių blastų fenotipai atitinka anstyvųjų 

kraujodaros ląstelių, bręstančių sveikų asmenų kaulų čiulpuose, fenotipus. 

Visgi v÷lyvesn÷s studijos parod÷, kad tam tikrų žymenų ekspresija leukeminių 

blastų populiacijoje skiriasi nuo normalių kraujodaros pirmtakų. Tokie  

pakitimai vadinami su leukemija susijusiais aberantiniais fenotipais. Šie 

fenotipai yra taikomi ne tik tiriant minimalią liekamąją ligą ligoniams, 

kuriems pasiekta pilna morfologin÷ remisija (<5% blastų kaulų čiulpuose), bet 

ir patys savaime gali būti naudojami kaip ūmin÷s leukemijos prognostiniai 

rodikliai [100-103]. LSAF aptinkami daugumai sergančiųjų ūmin÷mis 

limfoblastin÷mis leukemijomis. Štai B-ŪLL atveju jie randami 85 - 99% 

pacientų, o T-ŪLL atveju – vos ne visiems ligoniams [101-107]. Mūsų 

duomenys tik patvirtina šiuos faktus. Bent viena fenotipo aberacija aptikta 

visiems ūmin÷mis limfoblastin÷mis leukemijomis sergantiems ligoniams. 

ŪML atveju bent vienas su leukemija susijęs fenotipas buvo nustatytas 71,4% 

sergančiųjų šia liga. Literatūroje pateikiamos labai plačios ŪML su leukemija 

susijusių fenotipų paplitimo ribos [108-114]. Itin svarbią reikšmę ŪML 

tyrimų srityje įgauna daugiaspalv÷ (6, 8 ir daugiau spalvų) t÷km÷s citometrija. 

Pasteb÷ta, kad daugiau su leukemija susijusių fenotipų aptinkama, tiriant 
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daugiau žymenų vienu metu. Taikant bent 5 spalvų žymenų derinius LSAF 

aptinkami didžiajai daugumai (virš 90%) ŪML sergančių ligonių [30]. 

Viena išsamiausių studijų, tyrusių ūminių limfoblastinių leukemijų 

aberantinius fenotipus, tinkamus minimalios liekamosios ligos steb÷jimui, yra 

atlikta BIOMED-1 grup÷s mokslininkų [222]. Šioje studijoje, kaip ir mūsų 

darbe, buvo taikomi keturspalviai žymenų deriniai bei taikoma panaši analiz÷s 

strategija. Su leukemija susiję aberantiniai fenotipai aptikti 98% sergančiųjų 

B-ŪLL. Kaip dažniausiai hiperkespresuojamas žymuo minimas ankstyvasis 

B-pirmtakų žymuo CD10 (32,3%). Taip pat neretai hipoekspresuojamas B-

limfoidinis žymuo CD22 (25,7%). O štai kito pirmtakų žymens CD34 

hiperekspresija gana reta (9,4%).  Mūsų darbe CD10 hiperekspresija rasta 

33,3%, CD22 hipoekspresija – 16,7%, o CD34 hiperekspresija – net 33,3% B-

ŪLL atvejų. Dažniausia mūsų darbe aptikta fenotipo aberacija – TdT 

hipoekspresija (75% atvejų). BIOMED-1 grup÷s studijoje ji nevertinta atskirai 

nuo kitų žymenų, o derinyje su CD10 hiperekspresija aptikta taip pat gana 

nemažai ligonių daliai (45,7%). Kiek daugiau BIOMED-1 tyr÷jai aptiko B-

ŪLL atvejų su sumaž÷jusia CD10 ekspresija: pvz., CD10blankusCD34+ 

fenotipas aptiktas 55,6% atvejų, o mūsų darbe CD10-CD34+ fenotipą tur÷jo 

tik 33,3% ligonių. Kitų asinchroninei žymenų ekspresijai priskiriamų fenotipų 

dažnis mūsų ir BIOMED-1 tyr÷jų darbe panašus: 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% ligonių.  

Kitos linijos žymenų ekspresija mūsų darbe dažniausiai pasireišk÷ kaip 

mieloidinių žymenų CD13 and CD33 koekspresija. Bent vienas iš mieloidinių 

žymenų BIOMED-1 grup÷s studijoje rastas 39,6%. Mūsų darbe CD33 

ekspresija aptikta panašiai daliai ligonių (38,9%), o CD13 buvo 

koekspresuojamas 25,0% atvejų. Taigi, remiantis tik fenotipų paplitimu, 

mieloidiniai žymenys gal÷tų būti taikomi ir nemažos dalies B-ŪLL ligonių 

minimaliai liekamajai ligai tirti.  

Vis tik mūsų v÷lesni duomenys parod÷, kad ne visos aberacijos yra 

vienodai reikšmingos. Ištyrus sveikų asmenų kaulų čiulpus, pasirod÷, kad 
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ląstelių, turinčių kai kuriuos su leukemija susijusius fenotipus, kiekis viršija 

standartinę minimalios liekamosios ligos nustatymo ribą (0,01%). Tarp tokių 

aberacijų buvo asinchronin÷ žymenų ekspresija CD22++ CD34+ (rasta 

0,012% sveikų asmenų kaulų čiulpų ląstelių), CD22 ir CD10 žymenų 

hipoekspresija (atitinkamai 0,010% ir 0,015%) bei mieloidinių žymenų CD13 

ir CD33 koekspresija (0,021% ir 0,019%). Nepavyko rasti kitų tyr÷jų 

duomenų, analogiškų šiems radiniams, kurie gal÷tų reikšti, kad tam tikras 

normalių kaulų čiulpų ląstelių lemiamas su leukemija susijusių aberantinių 

fenotipų „fonas“ vigi gali lemti vieno ar kito žymenų derinio specifiškumą. 

LSAF, kurių sveikų asmenų kaulų čiulpuose randama daugiau 0,01%, 

netur÷tų būti naudojami minimaliai liekamajai ligai nustatyti izoliuotai, tačiau 

gali būti naudojami, esant kitų, specifiškesnių aberacijų. Reikalingi išsamesni 

sveikų asmenų kaulų čiulpų, reaguojančių į infekciją ir regeneruojančių po 

užslopinimo kaulų čiulpų tyrimai, įtaukiant kuo daugiau tiriamųjų.  

Ūmin÷s T limfoblastin÷s leukemijos atveju pagrindin÷ su leukemija 

susijusių aberantinių fenotipų grup÷ yra ektopin÷ žymenų ekspresija. T 

limfocitų pirmtakai, koekspresuojantys ankstyvuosius žymenis, tur÷tų būti 

aptinkami tik čiobrialiauk÷je, o jų radimas kaulų čiulpuose būdingas T-ŪLL.  

BIOMED-1 grup÷, tyrusi B-limfoidinių ląstelių aberantinius fenotipus, 

taip pat iniciavo studiją T-ŪLL minimalios liekamosios ligos tyrimo 

standartizavimui. Buvo ištirtos sveikų asmenų kaulų čiulpų T limfoidinių 

ląstelių populiacijos ir, remiantis jų fenotipais, sukurtas minimalios 

liekamosios ligos tyrimo žymenų rinkinys. Naudoti keturi trijų žymenų 

deriniai: CD7/CD5/CD3, CD7/CD4/CD8, CD7/CD2/CD3, CD7/CD38/CD34 

ir TdT/CD7/CD3 bei lizuoto “viso” kraujo m÷ginių paruošimo technika. 

Dažniausia fenotipo aberacija BIOMED-1 tyr÷jų darbe buvo TdT 

koekspresija CD7+ ląstelių populiacijoje (91%). Kito ankstyvojo žymens 

CD34 ekspresija buvo aptikta žymiai rečiau (40%). Mūsų duomenimis, TdT 

ekspresija aptikta visais T-ŪLL atvejais, o CD34 ekspresija - 52% ligonių.  

Mūsų darbe 56% atvejų rasta CD7 žymens hiperekspresija, o BIOMED-1 

tyr÷jai atskirą CD7 hiperkespresiją aptiko tik 14% atvejų, tačiau išskyr÷ 
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fenotipą CD2blankus/neigiamasCD3-CD7+++ (aptiktas 62% ligonių), kurio 

d÷l skirtingo duomenų rinkimo būdo (į tikslingą CD3+ ląstelių regioną) 

įvertinti negal÷jome.  O pavienę CD2 hipoekspresiją radome 56% sergančiųjų 

T-ŪLL. Tiek mūsų, tiek BIOMED-1 grup÷s tyrimuose kaulų čiulpuose 

nebuvo rasta aiškiai apibr÷žtos T limfoidinių pirmtakų populiacijos.  

Nors TdT yra naudingas T-limfoblastų žymuo, jo nustatymas gali būti  

sud÷tingas (ekspresija branduolyje, kartais nedideli jo kiekiai ląstel÷se). Buvo 

bandyta ieškoti žymens, kurį T limfoblastai ryškiai ekspresuotų ląstelių 

paviršiuje ir kuris pad÷tų atskirti juos nuo brandesnių T limfoidinių ląstelių. 

Toks žymuo gal÷tų būti CD99. M. Dworzak ir kolegos nustat÷, kad CD99 T 

limfoblastuose yra vidutiniškai 7,7 kartus dažniau aptinkamas nei  

brandžiuose T limfocituose [223]. O vertinant vidutinį fluorescencijos 

intensyvumą, 85% T-ŪLL atvejų blastų populiacijos CD99 MFI buvo 

didesnis už T limfocitų CD99 MFI. Mūsų darbe visais T-ŪLL atvejais CD99 

ekspresija buvo ryški ir skyr÷si nuo subrendusių T limfocitų. Taigi manome, 

kad CD99 įtaukimas į T-ŪLL minimalios liekamosios ligos žymenų derinius 

yra tikslingas.  

ŪML atveju šiame darbe dažniausiai nustatyti su leukemija susiję 

fenotipai priklaus÷ asinchronin÷s žymenų ekspresijos grupei.  Panašaus 

sumanymo ir metodologijos A. Al-Mawali studijoje gauti analogiški rezultatai 

[30]. Vis tik konkrečių LSAF paplitimas kiek skyr÷si. A. Al-Mawali ir kt. 

darbe dažniausiai nustatytas aberantinis fenotipas buvo, CD117+CD65+ 

(40,7%), o mūsų darbe analogiškas aberantinis fenotipas CD117+CD64+ 

buvo rastas 24% ligonių. Mūsų duomenimis, pats dažniausias LSAF buvo 

CD11c ekspresija CD117+CD11c+ (62%), o A. Al-Mawali studijoje 

analogišką fenotipą CD117+CD11b+ tur÷jo tik 18,5% ligonių. CD56 

ekspresija kartu su CD34 žymeniu aptikta 30%, su CD117 – 38% mūsų 

ligonių, lyginant su 11% ir 9% australų tyr÷jų. T limfoidinio žymens CD7 

ekspresija aptikta atitinkamai 48% ir 22% ŪML atvejų.  

Šiame darbe nustat÷me keletą prognostiškai svarbių su leukemija 

susijusių fenotipų. B-ŪLL atveju, CD10 hiperekspresiją ir CD45 
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hipoekspresiją įtraukiantys LSAF tur÷jo įtakos mažesniam blastų skaičiui 

gydant, o CD22 hipoekspresija, CD10 hipoekspresija ir CD34 hiperekspresija 

buvo susijusi su didesniu blastų skaičiumi. Šie duomenys iš dalies atitinka 

literatūroje skelbiamus duomenis. CD10 hiperekspresija kartu su CD45 

hipoekspresija gali būti būdinga B-ŪLL su t(12;21), kuriai būdingas stiprus 

atsakas į gydymą. CD10 hipoekspresija ar nebuvimas siejamas su B-ŪLL su 

11q23 persitvarkymais, o CD34 hiperekspresija dažnai aptinkama Ph+ B-

ŪLL ligoniams [122]. Abi šios genetin÷s anomalijos sąlygoja blogesnę ligos 

prognozę. Būtų vertingos tolimesn÷s studijos, kurios tirtų fenotipo – genotipo 

asociacijas ir nustatytų, ar šie fenotipai yra nepriklausomi prognostiniai 

veiksniai, ar susiję su genetiniais pakitimais. 

T-ŪLL atveju mūsų duomenys patvirtina žinomą informaciją, kad 

ankstyvo diferenciacijos laipsnio T-ŪLL pasižymi blogesne prognoze, nei 

labiau diferencijuota ligos forma [123-125]. Vis tik gavome ir naujų 

duomenų, pvz., apie specifinių T limfoidinių žymenų (CD2, CD5, CD3) 

hipoekspresijos bei mieloidinių žymenų (CD13, CD33) koekspresijos įtaką 

didesniam blastų skaičiui gydant. 

Tirdami ŪML su leukemija susijusius aberantinius fenotipus, 

nustat÷me, kad dalis jų (CD5, CD7, CD56 koekspresija) patvirtina literatūros 

duomenis apie jų, kaip blogos prognoz÷s rodiklių, reikšmę [140-145]. Kita 

grup÷ fenotipų (CD117+CD11c+, CD34+CD15+, CD117+CD64+) susijusi su 

mažesniu blastų skaičiumi gydant ir priklauso asinchroninei žymenų 

ekspresijai, t.y. v÷lesn÷s  mieloidin÷s diferenciacijos žymenys CD11c, CD15, 

CD64 ekspresuojami kartu su ankstyvaisiais CD117+ ir CD34+, kaip niekada 

nevyksta normalios hemopoez÷s metu. Nedidel÷ dalis ŪML ligonių (6%) 

CD38 hipoekspresiją. Literatūros duomenimis, CD38 žymens hipoekspresija 

gali būti ne tik fenotipo aberacija, bet ir rodyti itin akstyvų leukeminių 

mieloblastų („kamieninių leukeminių ląstelių“) buvimą [233].  

Su leukemija susiję aberantiniai fenotipai yra minimalios liekamosios 

ligos tyrimo t÷km÷s citometru pagrindas. Vis tik pasteb÷ta, kad su leukemija 

susiję fenotipai ne visada yra stabilūs – daliai ligonių gydant jie gali pakisti. 



 100 

Jei minimali liekamoji liga tiriama pasitelkiant remiantis tik viena aberacija, 

jai išnykus, gali būti gaunamas klaidingai neigiamas rezultatas.  

Klaidingai neigiamo rezultato galimyb÷, įvykus fenotipo pokyčiams, 

yra pagrindinis t÷km÷s citometrinio minimalios liekamosios ligos trūkumas, 

tačiau jie stebimi iki 90% ligonių [149-151]. Vis tik, tiriant keletą su 

leukemija susijusių aberantinių fenotipų, nors vienas jų išlieka bent 80% 

atvejų [33]. Mūsų duomenys patvirtina šią informaciją. Fenotipo pokyčiai 

aptikti 70% B-ŪLL ligonių, tačiau visais atvejais vis dar buvo įmanoma 

atskirti leukeminius B-limfoblastus.  

Gaipa ir kt. studijoje, tyrusioje vaistų sukeltus B-ŪLL fenotipo 

pakitimus, nustat÷, kad ankstyvieji žymenys (CD34, CD10) gydymo metu 

blastų dažniausiai prarandami, o v÷lesni (CD20, CD19, CD45RA, CD11a) 

įgaunami [151]. Tai gal÷tų būti paaiškinta kortikosteroidų sukeltais genų 

transkripcijos proceso pokyčiais ar selektyviu jaunesnių blastų populiacijoje 

esančių ląstelių deplecija d÷l mažiau užslopintų  apoptoz÷s procesų jose 

[224]. Mes nustat÷me, kad dažniausias fenotipo pakitimas buvo TdT 

ekspresijos sumaž÷jimas, o tai taip pat gal÷tų rodyti poslinkį link labiau 

subrendusių ląatelių.  

Mažiau duomenų pateikiama apie fenotipo pokyčius T-ŪLL atveju. 

Roshal ir kolegos nustat÷, kad CD99 ekspresija leukeminių blastų 

populiacijoje 8-ą, 15-ą ir 29-ą gydymo dieną sumaž÷jo atitinkamai 24%, 26% 

ir 62%. Taip pat aptiktas TdT ekspresijos sumaž÷jimas 30%, 44% ir 60% 

atitinkamomis dienomis. [225]. Mūsų duomenimis, TdT ir CD99 ekspresija, 

vertintant vidutinį fluorescencijos intensyvumą, svyravo, tačiau visada išliko 

didesn÷, negu sveikų asmenų.  

 

5.2. Minimali liekamoji liga 

 

Šiuo metu neabejojama, kad minimali liekamoji liga – svarbus rodiklis, 

padedantis prognozuoti ūmin÷s leukemijos išeitį. T÷km÷s citometriniai 

tyrimai savo klinikine verte beveik nenusileidžia PGR tyrimams: yra 
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pritaikomi didesniai daliai ligonių, o diegiant į praktiką citometrus, galinčius 

nustatyti vis daugiau ląstel÷s parametrų, ir lygiagrečiai tiriant vis naujų 

žymenų panaudojimo minimalios liekamosios ligos tyrimams galimybes, šio 

metodo jautrumas art÷ja prie polimeraz÷s grandinin÷s reakcijos pasiekiamo 

jautrumo. 

Vis tik minimalios liekamosios ligos tyrimas t÷km÷s citometru n÷ra 

standartizuotas: vieni tyr÷jai taiko “viso kraujo”, kiti – mononuklearų 

išskyrimo m÷ginių paruošimo technikas, taikomi skirtingi žymenų deriniai ir 

analiz÷s metodai. Nestandartizuoti minimalios liekamosios ligos tyrimo 

rezultatai dažnai priklauso nuo tyr÷jo kompetencijos, tod÷l gali būti 

subjektyvūs. Skirtingai atlikti minimalios liekamosios ligos tyrimai sunkiai 

palyginami tarp institucijų. 

Nors mononuklearų išskyrimas pagal tankio gradientą gali lemti 

didesnę m÷ginio ląstelių koncentraciją ir galimai didesnį tyrimo jautrumą, jis 

turi keletą trūkumų: bebranduolių ląstelių (pvz., eritrocitų) priemaišą, 

antikoaguliantų disbalanso įtaką mononuklearų isškyrimo efektyvumui, 

ląstelių susijungimo su antikūnais pakitimus, nespecifinį antikūnų 

prisijungimą. Lizuoto “viso” kraujo technika leidžia vertinti nepakitusį 

m÷ginio ląstelių sąstatą, jai reikia mažesnio m÷ginio kiekio, paruošimo 

procedūra trumpesn÷ ir paprastesn÷, o jos metu blokuojami ląstelių paviršiuje 

esantys Fc receptoriai, galintys sukelti nespecifinį antikūnių prisijungimą 

[221]. Mūsų atliktas praskiedimo eksperimentas parod÷, kad abi technikos 

jautrumo atžvilgiu yra lygiavert÷s. 

Žymenų rinkinio sudarymas minimalios liekamosios ligos tyrimui turi 

remtis vieno ar kito žymens ar jų derinio sugeb÷jimu atskirti sveikas ir 

leukemines ankstyvąsias tam tikros linijos ląsteles. 

B-ŪLL atveju ši užduotis sud÷tinga d÷l to, kad kaulų čiulpuose 

regeneruojančios B limfoidin÷s ląstel÷s turi panašų, kaip ir leukeminių blastų 

fenotipą.  Mūsų rezultatai rodo, kad sergantiesiems B-ŪLL dažniausiai 

aberantiškai ekspresuojamas žymuo buvo TdT. TdT yra ląstel÷s branduolyje 

esantis enzimas, kuris skaitina dezoksinukleotidų trifosfatų prijungimą prie 
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DNR grandin÷s 3’ galo [226]. TdT, kaip ankstyvos B ląstelių diferenciacijos 

žymenį, įtauk÷me į 4 iš 5 B-ŪLL minimalios liekamosios ligos žymenų 

rinkinių. Visgi, v÷lesni rezultatai parod÷, kad jis taip pat yra dažniausiai 

gydymo eigoje pakintantis žymuo, tod÷l tikslinga į žymenų derinius įtraukti ir 

kitą ankstyvos diferenciacijos žymenį, pvz. CD34 ar CD10.  

Tiriant sergančiųjų T-ŪLL minimalią liekamąją ligą, ilgą laiką buvo 

remiamasi tik anstyvųjų žymenų nustatymu T limfoidinių ląstelių 

populiacijoje, nes įprastai T limfocitai, ekspresuojantys ankstyvuosius 

žymenis, aptinkami tik čiobrialiauk÷je [227]. Skirtingi tyr÷jai taik÷ panašius 

žymenų 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, mūsų 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 kolegų 

duomenys rodo, kad ankstyvųjų žymenų TdT, CD99, CD34 ir CD10 

ekspresija gydant dramatiškai sumaž÷ja. Mūsų duomenimis, TdT ir CD99 

ekspresija taip pat svyravo, nors ir nenukrito žemiau normalių kaulų čiulpų 

ląstelių lygio. Tuo tarpu specifinių T limfoidinių žymenų CD2, CD3, CD4, 

CD5, CD7, CD8 ekspresijos intensyvumas, M. Roshal duomenimis, beveik 

nekinta [225].  

Mūsų darbe keturių spalvų žymenų deriniai buvo sudaryti taip, kad 

kiekvienas apimtų bent dvi fenotipo aberacijas ir leistų aptikti minimalią 

liekamąją ligą, net išnykus vienai jų. Atlikę praskiedimo eksperimentą, 

įrod÷me, kad gali būti pasiektas net kiek didesnis nei 0,01% minimalios 

liekamosios ligos jautrumas. Ši taktika yra yra ekonomiškai naudinga ir gali 

būti taikoma standartizuotam minimalios liekamosios ligos tyrimui 

klinikin÷se laboratorijose, turinčiose keturspalvius t÷km÷s citometrus. Vis tik, 

esant galimybių aukščiausio lygio gydymo institucijose ir mokslo centruose, 

turinčiose naujausios kartos t÷km÷s citometrinę įrangą, vert÷tų ieškoti naujų 

prognostiškai reikšmingų žymenų bei žymenų, padedančių atskirti 
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leukeminius blastus nuo regenruojančių, taikant šešiaspalvę, aštuonspalvę ar 

daugiau spalvų t÷km÷s citometriją. 

Tokios studijos jau vyksta. E. Coustan-Smith ir kt. tyr÷ žymenų CD44, 

CD73, CD24, CD123, CD72, CD86, CD200, CD79b, CD164, CD304, CD97, 

CD69, CD49f, CD102, CD300a, CD130, NG2, BCL-2, HSPB1, PBX1, 

CTNNA1 panaudojimo galimybes, tiriant minimalią liekamąją ligą. Tyr÷jų 

duomenys rodo, kad 81,4% atvejų jie skirtingai ekspresuojami leukeminių ir 

regeneruojančių blastų populiacijose. Šioje E. Coustan-Smith ir kolegų 

studijoje buvo naudota jau šiašiaspalv÷ t÷km÷s citometrija ir pasiektas net 

0,001% minimalios liekamosios ligos nustatymo jautrumas [230]. 

Iki šiol daugelyje studijų, tyrusių ŪML minimalios liekamosios ligos 

prognostinę reikšmę naudoti keturių spalvų žymenų deriniai [162-164]. 

V÷lesn÷se studijose naudojami jau 5 spalvų deriniai [231]. Šiuo metu 

vykdoma keletas studijų, kuriose minimali liekamoji liga tiriama šešiomis ar 

aštuoniomis spalvomis žymenų deriniais. Jungtin÷ įvairių Europos šalių 

mokslininkų grup÷, vadinama „Euroflow Consortium“, nuolat ieško naujų 

žymenų, padedančių diagnozuoti ir įvairias piktybines kraujo ligas bei steb÷ti 

jų eigą, optimizuoja m÷ginių paruošimo ir analiz÷s procedūras, kuria naują 

kompiuterinę duomenų analiz÷s įrangą. Ši grup÷ dar n÷ra publikavusi ŪML 

minimalios liekamosios ligos tyrimo rezultatų, tačiau preliminarioje 

medžiagoje rekomenduoja naudoti 8 spalvų žymenų derinius [232]. 

Duomenų analiz÷, tiriant minimalią liekamąją ligą gali būti 

individualizuota ar standartin÷. Individualizuotas analiz÷s būdas, kai 

diagnozuojant nustatomi kiekvieno paciento fenotipiniai „pirštų anstpaudai“, 

t.y. kiekvienam pacientui specifiška su leukemija susijusių fenotipų visuma, 

naudojamas ir iki šiol, pvz., F. Buccisano ir kt. studijoje, tyrusioje minimalios 

liekamosios ligos įtaką sergančiųjų ŪML remisijos trukmei ir išgyvenamumui 

[164]. Vis tik toks požiūris padidina klaidingai teigiamo rezultato tikimybę, 

įvykus fenotipo pokyčiams. Dauguma tyr÷jų stengiasi standartizuoti tyrimo 

analizę, remiantis sveikų asmenų kaulų čiulpų tyrimu. Pvz., BIOMED-1 

grup÷s tyr÷jai standartizavo B-ŪLL ir T-ŪLL minimalios liekamosios ligos 
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analizę, pavadindami ją „tuščių erdvių“ analiz÷s sistema [106, 222]. 

Taškin÷se histogramose optiškai buvo nustatytos vietos, kuriose išsid÷sto 

sveikos kraujodaros ląstel÷s. Kitos vietos pavadintos „tuščiomis“, būtent jose 

ir ieškoma minimalios liekamosios ligos. Visgi vizualinis vertinimas gali būti 

subjektyvus, tod÷l mes šį metodą patobulinome, kiekvieną taškinę histogramą 

suskirstydami į 9 ar 6 („3x3“ ar „2x3“ sistema) stačiakampius regionus ir tuos 

jų, kuriuose, tiriant sveikų asmenų kaulų čiulpus, neaptinkama ląstelių, 

pavadinome „tuščiais regionais“. Standartizuota analiz÷ užtikrina nuo tyr÷jo 

nepriklausomą rezultatų interpetaciją, galimybę palyginti skirtingų pacientų 

duomenis ar skirtingų institucijų duomenis. 

Standartizuota duomenų analiz÷ remiasi sveikų kaulų čiulpų tyrimu. 

Mūsų darbe taip pat tirti sveikų asmenų kaulų čiulpų limfoidinių ir 

mieloidinių ląstelių pirmtakai, nustatant jų skaičių ir fenotipus. 

Viena išsamiausių studijų, tyrusių B limfocitų diferenciaciją atlikta P. 

Lucio ir kolegų [105]. B limfocitų pirmtakus jie išskyr÷ į dvi grupes: 

anktyviausius CD19- ir v÷lyvesnius CD19+. CD19- grup÷je išskirtos 

CD34+/CD22+ ir TdT+/CD10+ fenotipus turinčios ląstel÷s, sudarančios 

atitinkamai 0.11±0.09% ir 0.04±0.05% kaulų čiulpų kariocitų. Mūsų darbe 

nebuvo išskirtas CD19- B ląstelių pirmtakų fenotipas, nes pagrindinis tikslas 

buvo atskirti leukeminius B limfoblastus, kurių visi ekspresavo CD19 žymenį. 

P. Lucio studijoje CD19+ pirmtakai toliau buvo suskirstyti į tris grupes pagal 

jų subrendimo lygį, taip pat, kaip ir mes tai atlikome savo darbe. 

Ankstyviausia CD10+CD34+TdT+ subpopuliacija sudar÷ 0.44±0.65% ir 

0.08±0.04%, vidutinio brandumo CD10+CD34-TdT- subpopuliacija - 

3.75±5.75% ir 0.6±0.03%, o brandžiausia CD10-CD34-TdT- subpopuliacija  -

2.58±1.43% ir 1.57±0.53% kaulų čiulpų kariocitų atitinkamai P. Lucio ir 

mūsų darbuose. Mažesni visų B ląstelių populiacijų kiekiai mūsų darbe gali 

būti paaiškinti skirtingu sveikų asmenų amžiumi, nes sveiki vaikai nebuvo 

įtraukti į mūsų studiją. P. Lucio duomenimis, bręstant B limfocitams, maž÷jo 

TdT, CD34 ir CD10 ekspresija ir did÷jo CD20 ir CD45 ekspresija. Mes taip 
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pat pasteb÷jome ankstyvųjų žymeų CD34 ir CD10 ekspresijos sumaž÷jimą, 

CD20, CD22 ir CD45 žymenų ekspresijos did÷jimą bręstant.  

T limfocitų fenotipai sveikų asmenų kaulų čiulpuose detaliai apibūdinti 

BIOMED-1 studijoje [106].  Nei BIOMED-1 tyr÷jai, nei mes kaulų čiulpuose 

neaptikome ankstyvųjų T limfoidinių ląstelių. Tyrimo pražioje keliems 

sveikiems asmenims nustat÷me cCD3+TdT+ populiaciją, kuri, kaip paaišk÷jo, 

taip pat ekspesavo B limfoidinį žymenį CD19. Tai gal÷tų būti B limfoidinių 

ląstelių pirmtakai, nespecifiškai prisijungę T limfoidinį žymenį ar labai 

ankstyvos diferenciacijos stadijos limfoblastai, turintys abiejų limfoidinių 

linijų savybių. Vidutinis subrendusių CD7+ ląstelių skaičius sveikų asmenų 

kaulų čiulpuose BIOMED-1 darbe buvo 10% ± 3,6%, o mūsų darbe cCD3+ 

ląstelių rasta  4,21 ± 1.95%. Skirtumą gal÷tų paaiškinti CD7+CD3- ląstelių 

priemaiša (pvz., NK ląstel÷s). Nedidel÷ dalis CD3+ T limfocitų netur÷jo CD7 

žymens. Ši subpopuliacija gal÷tų būti suadaryta iš literatūroje aprašytų 

atminties CD4+ T limfocitų [217-218]. 

Savo darbe nustat÷me ir sveikų asmenų kaulų čiulpuose esančių 

mieloidinių blastų fenotipą. Blastai ekspresavo mieloidinius žymenis CD13, 

CD33, ankstyvuosius žymenis CD34, CD117 ir ŽLA-DR, netur÷jo v÷lyvesnių 

mieloidinių žymenų (CD11c, CD14, CD15, CD64) ir kitų linijų žymenų.  

5.3. Dauginis atsparumas vaistams 

P-gp ekspresija ūmine ir l÷tine leukemija sergantiems ligoniams jau 

tirta ir Lietuvoje bei aprašyti dr. R. Matuzevičien÷s daktaro disertacijoje 

„Žmogaus ūminių ir l÷tinių leukemijų ląstelių imunofenotipai: diferenciacijos 

žymenų ekspresijos tyrimai“ [70]. Padid÷jusi p-gp ekspresija rasta tiek ūmin÷s 

mielogenin÷s leukemijos, tiek ūmin÷s B-limfoblastin÷s, tiek ūmin÷s T-

limfoblastin÷s leukemijos atvejais (p-gp atitinkamai ekspresavo 27,50 % ± 

12,32, 37,89 % ± 14,23 ir 19,00 % ± 10,10 blastų). Kadangi dabartin÷je 

studijoje tokios ryškios p-gp ekspresijos negavome (20 % teigiamą ribą siek÷ 

tik pavieniai atvejai), vertinome vidutinį fluorescencijos intensyvumą. 

Skirtingai nei 2003 m. R. Matuzevičien÷s darbe, šioje studijoje didžiausias p-
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gp reikšmes gavome ūmin÷s mieloleukemijos, ypač ūmin÷s mielogenin÷s 

leukemijos su monocitiniu komponentu, atveju (p-gp MFI 231,00), o ūmin÷s 

B-limfoblastin÷s ir ūmin÷s T-limfoblastin÷s leukemijos atveju p-gp reikšm÷s 

buvo daug mažesn÷s (MFI atitinkamai 120,20 ir 131,333), tačiau vis tiek 

patikimai skyr÷si nuo sveikų asmenų limfocitų p-gp reikšmių (p 0,024). 

A. Takeshita su kolegomis lygino normalių ir leukeminių mieloblastų 

p-gp ekspresiją ir nustat÷, kad sveikų asmenų CD34+CD33– blastų 

populiacijoje p-gp ekspresija buvo 12,2 ± 2,2 %, CD34+33+ populiacijoje 6,3 

± 3,1 %, o naujai susirgusių ŪML – atitinkamai 19,8 ± 6,6 % ir 12,9 ± 5,3 %. 

Mūsų darbe blastus apibr÷ž÷me kaip mažos šonin÷s sklaidos ląsteles, blankiai 

ekspresuojančias CD45 žymenį ir DAV tyrimuose linijai savitų žymenų 

nenaudojome. Tačiau visoje blastų populiacijoje statistiškai patikimų 

skirtumų tarp sveikų asmenų ir ūmine leukemija sergančių ligonių p-gp 

ekspresijos negavome (MFI atitinkamai 170,167 ir 125,286) [234]. 

Mūsų darbe nepavyko įrodyti koreliacijos tarp p-gp ir MRP1 

ekspresijos ir funkcinio aktyvumo. Skirtumų tarp DAV baltymų ekspresijos ir 

jų funkcijos pasteb÷ta ir anksčiau. Pavyzdžiui, C. P. Leith su kolegomis DAV 

funkcijai įvertinti naudojo DiOC2 fluorescencinį dažiklį ir dešimčiai ŪML 

atvejų nustat÷ padid÷jusį funkcinį DAV aktyvumą be ryškesn÷s p-g 

ekspresijos, o šešiais atvejais p-gp ekspresija buvo padid÷jusi be funkcijos 

pokyčių. Funkciniai DAV rodikliai taip pat koreliavo su CD34 ekspresija: 

CD34 ekspresija rasta 31 iš 39 ligonių, kuriems aptiktas padid÷jęs DiOC2 

išmetimas, ir tik 5 ligoniams, kuriems DiOC2 išmetimas buvo normalus [48]. 

Mes savo darbe CD34 ekspresijos ryšio su pakitusia DAV funkcija įrodymų 

negavome, tačiau įrod÷me ryšį tarp tam tikrų su leukemija susijusių 

aberantinių ŪML fenotipų (CD13+CD33+CD56+, CD5+, CD7+) ir dauginio 

atsparumo vaistams rodiklių - kalceino fluorescencijos ir p-gp ekspresijos. 

Visi šie fenotipai siejosi su didesniu blastų skaičiumi gydant.  

D. Raspadori ir kolegų studijoje tirti 143 sergantys ŪML ligoniai ir 

nustatytas skirtingas remisijos dažnis skirtingą p-gp ir CD56 ekspresijos 

modelį turintiems ligoniams [236]. Remisijos dažnis p-gp-/CD56- fenotipo 
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grup÷je buvo 83%, p-gp-/CD56+ grup÷je - 60%, p-gp+/CD56+ grup÷je - 

58%, o p-gp+/CD56- grup÷je 46% (p=0,002). Vidutiniškai ligoniai, turintys 

CD56+/p-gp+ fenotipą išgyveno 10-23 m÷n. Šie duomenys, kaip ir mūsų 

gautieji, rodo esant ryšio tarp CD56 ekspresijos ir dauginio atsparumo 

vaistams. 

Taip pat nustat÷me, kad T limfoidinio žymens CD7 koekspresija turi 

įtakos didesniam p-gp vidutiniam fluorescencijos intensyvumui. Analogiški 

duomenys pateikiami C. Wurcher studijoje: funkciniu p-gp aktyvumu, 

nustatytu tiriant rodamino 123 pasiskirstymą, pasižym÷jo 70% ŪML ligonių, 

kuriems aptikta CD7 ekspresija ir 33% ligonių, kurie CD7 netur÷jo [237].  

Nustat÷me, jog kai kurie DAV rodikliai, pavyzdžiui, MRP1 ir p-gp 

ekpsresija, koreliuoja su blastų skaičiumi diagnoz÷s metu, 29–35 ir 77–90 

dieną (minimali liekamoji liga). A. Venditti su kolegomis taip pat aptiko, kad 

ŪML MLL lygis 3,5x10–4 po konsolidacijos koreliuoja su p-gp+ blastų 

fenotipu ir kitais blogos prognoz÷s rodikliais [163]. J. F. San Miguel su 

kolegomis ištyr÷, kaip ŪML minimali liekamoji liga koreliuoja su funkcinio 

DAV tyrimo (rodamino-123 testas) rezultatais ligos pradžioje. Ligoniams, 

kuriems minimali liekamoji liga indukcijos pabaigoje buvo 5 × 10–3, 

diagnozuojant ūminę leukemiją buvo rastas gerokai didesnis rodamino-123 

išmetimas (56% ± 24 %) negu tiems, kuriems minimali liekamoji liga buvo 

mažen÷ nei 5 × 10–3 (32% ± 31 %; p = 0,04) [238]. 
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6. Išvados 

 

1) Absoliučiai daugumai sergančiųjų ūmine limfoblastine leukemija ir žymiai 

daliai sergančiųjų ūmine mielogenine leukemija randama su leukemija 

susijusių aberantinių fenotipų, kurie gali būti taikomi tiriant minimalią 

liekamąją ligą. 

 

2) T÷km÷s citometrinis tyrimo metodas, kuomet sergantiesiems ūmine 

limfoblastine leukemija taikomi aberantiniais fenotipais pagrįsti 

keturspalviai žymenų deriniai, o sergantiesiems ūmine mielogenine 

leukemija - šešiaspalviai žymenų deriniai, lizuoto kraujo m÷ginių 

paruošimo technika ir standartizuota, paremta sveikų asmenų kaulų čiulpų 

tyrimais analiz÷s sistema, leidžia pakankamu jautrumu ir specifiškumu 

tirti daugumos sergančiųjų minimalią liekamąja ligą.  

 

3) Nustatyta šių su leukemija susijusių aberantinių fenotipų įtaka minimalios 

liekamosios ligos dydžiui: 

a) Sergantiesiems ūmine B-limfoblastine leukemija asinchronin÷ 

žymenų ekspresija CD10++TdT+ ir CD10++CD20++ turi 

įtakos mažesniam, o CD34 hiperekspresija – didesniam blastų 

skaičiui gydant. 

b) Sergantiesiems ūmine T-limfoblastine leukemija su ankstyvąja 

diferenciacija susiję fenotipai CD34+ ir CD4-CD8-, taip pat 

žymenų CD2 ir CD5 hipoekspresija bei mieloidinių žymenų 

CD13 ir CD33 koekspresija turi įtakos didesniam blastų 

skaičiui, o v÷lesn÷s diferenciacijos fenotipai CD1a+ ir 

CD4+CD8+ – mažesniam blastų skaičiui gydant. 

c) Ūmin÷s mielogenin÷s leukemijos atveju asinchronin÷ žymenų 

ekspresija CD117+CD11c+ turi įtakos mažesniam blastų 

skaičiui, o fenotipas CD13+CD33+CD56+ ir CD5 bei CD7 

žymenų koekspresija - didesniam blastų skaičiui gydant. 
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4) Blastų atsparumas vaistams gali būti tiriamas nustatant p-gp ir MRP1 

ekspresiją (struktūrinis atsparumas) ir kalceino susikaupimą (funkcinis 

atsparumas) ir šių žymenų vidutinį fluorescencijos intensyvumą lyginant 

su atitinkamais sveikų ląstelių rodikliais. Struktūrinis atsparumas vaistams 

nebūtinai susijęs su funkciniu. 

 

5) Sergančiųjų ūmine mielogenine leukemija fenotipas CD13+CD33+CD56+ 

ir T limfoidinių žymenų CD5 bei CD7 ekspresija susijusi su didesniu 

dauginiu atsparumu vaistams.  

 

6) P-gp ekspresija patikimai susijusi su minimalia liekamąja liga sergančiųjų 

B-ŪLL ir ŪML grup÷je, o MRP1 ekspresija ir kalceino susikaupimas – tik 

sergančiųjų B-ŪLL grup÷je. 

 

 Apibendrinant galima teigti, kad sergančiųjų ūmine mielogenine 

leukemija aberantinis fenotipas CD13+CD33+CD56+ ir T limfoidinių 

žymenų CD5 bei CD7 koekspresija lemia didesnę minimalią liekamąją ligą 

per dauginio atsparumo vaistams mechanizmą. Likę aberantiniai fenotipai bei 

sergančiųjų ūmine limfoblastine leukemija aberantiniai fenotipai turi įtakos 

minimalios liekamosios ligos dydžiui per kitus biologinius mechanizmus. 

 

7. Praktin÷s rekomendacijos 

 

1) Kiekvienam sergančiajam ūmine leukemija diagnoz÷s metu tikslinga 

įvertinti šiuos prognozinę reikšmę turinčius su leukemija susijusius 

imunofenotipus:  

a. Sergantiesiems B-ŪLL: CD10++TdT+, CD10++CD20++, 

CD34 hiperekspresija,  

b. Sergantiesiems T-ŪLL: CD34+, CD4-CD8- CD2 ir CD5 

hipoekspresija, mieloidinių žymenų CD13 ir CD33 

koekspresija, CD1a ekspresija, CD4+CD8+, 
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c. Sergantiesiems ŪML: CD117+CD11c+, CD13+CD33+CD56+, 

CD5 ir CD7 koekspresija. 

 

2) ŪLL minimaliai liekamajai ligai tirti tikslinga naudoti bent 4 spalvų 

žymenų derinius (didesniam jautrumui pasiekti pageidautini 6, 8 ar 

daugiau spalvų žymenų deriniai). Ūmin÷s mielogenin÷s leukemijos 

minimaliai liekamajai ligai tirti taikytini bent 6 spalvų žymenų deriniai. 

Naujai įdiegiant minimalios liekamosios ligos tyrimus, būtina tirti 

sveikų asmenų kaulų čiulpus ir išsiaiškinti ieškomų su leukemija 

susijusių fenotipų specifiškumą. Minimalios liekamosios ligos analiz÷ 

turi būti standartizuota, pagrįsta sveikų asmenų kaulų čiulpų tyrimais ir 

svarbiausiais su leukemija susijusiais fenotipais.  Analizuojant 

minimalią liekamąją ligą, būtina atsižvelgti į klaidingai neigiamo 

rezultato galimybę, įvykus fenotipo pokyčiams. Šiai galimybei 

sumažinti, minimali liekamoji liga tur÷tų būti tiriama, naudojant ne 

vieną, o daugiau su leukemija susijusių fenotipų. Jei tai neįmanoma, 

gavus neigiamą minimalios liekamosios ligos rezultatą, turi būti 

pateikiama informacija apie minimalios liekamosios ligos tyrimo 

ypatumus. 

 

3) Dauginio atsparumo vaistams  baltymų ekspresijos ir funkcijos tyrimai 

gali būti įtraukti į ūminių leukemijų diagnostikos algoritmus ar bent 

atliekami, nustačius su jais susijusius aberantinius fenotipus. 

Atsirandant dauginį atsparumą mažinančių vaistų, tikslingi 

laboratoriniai DAV slopinimo tyrimai. 

 

4) Reikalingos tolimesn÷s studijos, siejančios aberantinių fenotipų 

aptikimą ir dauginį atsparumą vaistams su atokiais gydymo rezultatais. 

Tikslinga ištirti ir kitus ūminių leukemijų, ypač limfoblastinių, 

aberantinių fenotipų sąsajų minimalia liekamąja liga mechanizmus, 
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pvz., ryšius su genetin÷mis anomalijomis bei kitais prognoz÷s 

veiksniais. 
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