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• МПО - миелопероксидаза

ВВЕДЕНИЕ

Актуальность проблемы. В структуре детской смертности в Российской Федерации новообразования, болезни крови и кроветворных органов занимают 6 место после несчастных случаев, отдельных состояний перинатального периода, врожденных пороков развития, болезней органов дыхания и инфекционных заболеваний. Согласно статистике Министерства здравоохранения Республики Башкортостан, заболеваемость острыми лейкозами, составляет в среднем 3,7 на 100 000 детского населения.

Диагностика острых лейкозов, до недавнего времени основывалась на морфологическом и цитохимическом исследовании костного мозга и периферической крови. Лечение пациентов с острыми лейкозами по современным программам проводится на основании определения линейной принадлежности и степени дифференцировки злокачественных клеток. Внедрение методов иммунофенотипирования бластных клеток костного мозга с помощью моноклональных антител позволяет идентифицировать стандартные иммунологические варианты болезни. Исследование иммунологических маркеров бластных клеток при остром лейкозе в большинстве случаев позволяет верифицировать линейное происхождение (В- или Т-линия) и стадию, на которой произошла остановка дифференцировки [Л.В.Байдун,1997].

Помимо диагностического аспекта, необходимость изучения иммунофенотипа бластных клеток при острых лейкозах заключается в том, что наличие некоторых антигенных детерминант ассоциируется с агрессивностью течения и результатами проводимой химиотерапии [Guinot M.,1991; Kita К., 1993; Bradstock К., 1994; Casasnovas R.O.I994; Baer MR., 1997; Paietta E.,1998]. Течение заболевания связано с появлением и развитием аномальных клонов клеток, которые вытесняют или подавляют нормальный гемопоез при острых лейкозах. При этом уровень поражения кроветворения достаточно высокий и дроцесс затрагивает стволовые клетки или ранние предшественники. Однако, в большинстве случаев сохраняются нормальные клетки-предшественники и тактика лечения разрабатывается с целью уничтожения

патологических элементов и создания условий для восстановления нормального кроветворения[Е.Л.Семикина, 2003]. Использование одной из самых современных исследовательских технологий - метода иммунофенотипирования - позволяет характеризовать клетку по антигенным детерминантам и формируемые при этом дифференциально-диагностические критерии определяют большой интерес к применению данного метода в гематологии [А.Ю.Барышников, 1994; Jennings CD. 1997].

С расширением спектра моноклональных антител при остром лейкозе у детей значительно возросла частота выявления не родственных антигенов, большая часть которых представлена маркерами миелоидной дифференцировки. Разработка критериев дифференциальной диагностики при бифенотипических вариантах заболевания весьма актуальна как для часто встречающихся случаев экспрессии миелоидных антигенов при остром лимфобластном лейкозе, так и диагностике различных вариантов острого миелобластного лейкоза [Е.А.Копыльцова, 1999; Н.Н.Тупицин, 2003]

Одним из перспективных.направлений в изучении лейкемических клеток являются цитогенетические и молекулярно-генетические исследования, основанные на определении количества хромосом и их структурных изменений (транслокации, инверсии, делеции). Обнаружение цитогенетических аномалий и определения ДНК-индекса оказались важными прогностическими факторами [В.М.Чернов,2004].

ДНК-индекс (соотношение количества ДНК в лейкемических клетках и в клетках с нормальным диплоидным кариотипом) или плоидность клеток, измеряется методом проточной цитофлюориметрии. В связи с высокой информативной ценностью и относительной простотой исполнения, ДНК-индекс учитывается практически во всех современных протоколах лечения ОЛЛ. Гиперплоидия или ДНК-индекс >1, 16 (более 50 хромосом в опухолевой клетке) встречается у 20% детей старше года независимо от инициального лейкоцитоза и возраста и ассоциируется с хорошим прогнозом[В.М.Чернов, 2004]. Отмечено также, что при обнаружении в костном мозге анеуплоидных клеток при острых лейкозах, в период гематологической ремиссии, рецидивы

наступают значительно раньше и соответственно сокращаются сроки ремиссии. [А.А.Новик,2001].

В последние десятилетия достигнуты значительные успехи в лечении острых лейкозов: увеличилась продолжительность жизни и безрецидивная выживаемость больных. Впечатляющие результаты в терапии острых лейкозов у детей, в значительной мере, связаны с внедрением интенсивных протоколов лечения, комбинированной программной полихимиотерапии и новых методов лабораторной и инструментальной диагностики [Nesbit М.Е.,1981]. Заслуга в разработке и внедрении программной полихимиотерапии, принадлежит группам BFM (Berlin-Frankfurt-Munster) в Германии [Piter J., 1990] и CCG (Children's Cancer Group) в США [Tubergen D.G., 1993; Е.Б.Владимирская, 2004].

Уже к концу 70-х годов стало ясно, что высоко агрессивная программная полихимиотерапия дает возможность вылечить более 50% детей с острым лимфобластным лейкозом [Е.Б.Владимирская, 1998]. При лечении по современным протоколам примерно 97% детей с острым лимфобластным и 75-85% с острым миелобластным лейкозом достигают полной ремиссии; 5-летняя безрецидивная выживаемость составляет для острых лимфобластных лейкозов 70-75% и для острых миелобластных лейкозов 40-50% [Mosmann Т., 1983; Willie A.H.,1987; Cortes J., 1995; А.В.Попа, 1996; Н.В.Мякова, 1997; Kersey J.H. 1997; О.В.Алейникова, 2000; В.Г.Савченко, 2004].

Таким образом, основным направлением современных исследований в области онкогематологии является диагностика и верификация острых лейкозов с углубленной биологической характеристикой клеток методом проточной цитометрии. На современном этапе решены далеко не все вопросы, касающиеся прогностической ценности экспрессии тех или иных антигенов при острых лейкозах и разработки тактики лечения. В связи с этим представляется весьма актуальным всестороннее изучение особенностей лейкозов у детей, определение диагностических и прогностических критериев заболевания с использованием новейших технологий.

Исследования проводили на базе иммунологической лаборатории с отделением клинической иммунологии и Центра онкогематологии Детской Республиканской клинической, больницы г. Уфы [главный врач - доктор медицинских наук, профессор Р.Ш.Хасанов].

Цель исследования: определение диагностических и прогностических признаков острых лейкозов у детей в Республике Башкортостан, на основании иммунофенотипической характеристики бластных клеток и ДНК-цитометрии.

Задачи исследования:

1. Изучить структуру заболеваемости острыми лейкозами у детей в Республике Башкортостан за период с 2000 по 2004 годы.

2. На основании данных иммунофенотипирования бластных клеток костного мозга охарактеризовать иммунологические особенности острых лейкозов у детей в Республике Башкортостан.

3. По данным ДНК-цитометрии оценить пролиферативную активность клеток костного мозга и периферической крови у детей с острым лейкозом.

4. На основании иммунофенотипирования и ДНК-цитометрии бластных клеток разработать диагностические маркеры для обоснования полихимиотерапии высокого риска.

Научная новизна

Впервые на основании результатов клинико-иммунологических исследований дана характеристика острых лимфобластных и миелобластных лейкозов у детей в Республике Башкортостан.

Впервые на основании корреляционного анализа выявлены взаимосвязи между показателями иммунофенотипирования, фазами клеточного цикла и типом острого лейкоза.

Полученные данные позволяют рекомендовать разделение больных на группы риска и проводить дифференцированную адекватную терапию в зависимости от прогноза заболевания.

Практическая значимость

Результаты проведенных исследований расширяют представления об особенностях острых лейкозов у детей, проживающих в республике Башкортостан, и позволяют оптимизировать подходы к терапии.

Установлена зависимость особенностей развития и течения острого лейкоза от фаз клеточного цикла и выявления неродственных антигенов на бластных клетках костного мозга.

Результаты проведенных исследований расширяют возможности верификации острых лейкозов у детей, оптимизируют лабораторные критерии диагностики, указывают на дополнительные факторы, влияющие на развитие и прогноз заболевания.

Основные положения, выносимые на защиту:

1. В структуре заболеваемости острыми лейкозами в Республике Башкортостан преобладают лимфобластные лейкозы

2. Неблагоприятным прогностическим признаком при остром лейкозе у детей является выявление неродственных антигенов.

3. По данным ДНК-цитометрии установлено, что при остром миелобластном лейкозе подавляющее большинство бластных клеток находятся в фазе G1, при В-остром лимфобластном лейкозе в S-фазе митотического цикла.

4. Маркером, характеризующим агрессивность течения заболевания, является наличие анеуплоидии в периферической крови и костном мозге.

Внедрение результатов исследования

Материалы исследований.используются в работе отделения клинической иммунологии и онкогематологического центра Детской клинической больницы

Республики Башкортостан, на циклах повышения квалификации врачей Института последипломного образования, в обучении студентов, при подготовке врачей - интернов, клинических ординаторов и аспирантов Башкирского государственного медицинского университета.

Апробация диссертации

Основные положения диссертации обсуждены на: II конференции иммунологов Урала 9-12 сентября 2002г.; конференции «Национальные дни лабораторной медицины России 2004(Москва, 20-22 октября 2004г.)»; на рабочих совещаниях по проточной цитометрии "BD FACS Users Meeting" (Санкт-Петербург, 2002 и 2003); межкафедральном заседании кафедр лабораторной диагностики ИПО БГМУ, хирургических болезней и новых технологий с курсом стационарзамещающих технологий ИПО БГМУ, от 1 апреля 2005 г., (Уфа, 2005); на Региональном диссертационном совете КМ 002.124.01 при Президиуме Академии наук Республики Башкортостан (протокол № 33 от 26.05.2005 г.).

Публикации

По материалам диссертации опубликовано 7 научных работ.

Структура и объем диссертации

Диссертация изложена на 123 страницах компьютерного текста и состоит из обзора литературы, трех глав собственных исследований, заключения, выводов, практических рекомендаций, библиографического списка включающего 202 источника (73 отечественных и 129 иностранных авторов). Работа иллюстрирована 40 таблицами, 15 рисунками.

Глава 1.ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

1.1. ЭТИОЛОГИЯ И ПАТОГЕНЕЗ ОСТРЫХ ЛЕЙКОЗОВ У ДЕТЕЙ

Под термином "острые лейкозы" (ОЛ) понимают группу клональных заболеваний, первично возникающих в костном мозге в результате мутации стволовой клетки крови. Следствием мутации является потеря потомками мутировавшей клетки способности к дифференцировке до зрелых клеток крови.

Группу острых лейкозов объединяет общий морфологический признак: субстрат опухоли представлен незрелыми молодыми клетками - бластами. Согласно мировой статистике, заболеваемость лейкемией в возрасте до 15 лет составляет 3,3-4,7 на 100 тысяч детей, причем 40-46% случаев приходится на детей 2-6' лет [Л.Ю.Беликова,2002; Н.В.Борисевич,2004]. В последние десятилетия заболеваемость злокачественными новообразованиями в Украине среди детей составляет 1300-1350 больных в год (10,0-11,2 на 100 тыс. детей)[З.П.Федоренко, 2000]. Это выше, чем в Российской Федерации (9,7), но меньше, чем в Германии (13,8) и США (13,6) [Paietta Е.,1998; С.А.Балакирев, 1999; Л.А.Дурнов,2001 ].

ЭТИОЛОГИЯ. Лейкемические клетки отличаются от своих нормальных аналогов значительно более высокой репродуктивной способностью. Одна из возможных причин этого, характерная для опухолевых клеток - неспособность к правильной дифференцировке, созреванию [В.М.Чернов, 1997; В.М.Чернов ,1999; Т.Н.Соболева,2001]. В нормальном гемопоэзе кроветворные клетки, созревая, теряют способность к делению; тем самым дифференцировка является как бы физиологическим тормозом пролиферации. Лейкозные клетки, неспособные к созреванию, могут проходить значительно большее, чем нормальные клетки крови, число циклов деления, что и создает огромную клеточную продукцию, характеризующую лейкоз. Данные

эпидемиологических исследований позволяют утверждать, что в семьях лиц, больных ОЛ, риск заболеваемости повышается почти в 3-4 раза. Об определенном значении генетических факторов свидетельствует увеличение заболеваемости при некоторых генетических нарушениях и аномалиях развития

 (болезнь Дауна, синдром Клайнфельтера и др). При наличии ОЛ у одного из монозиготных близнецов вероятность заболевания другого составляет 25%. Считается, что роль генетических факторов ограничивается формированием предрасположенности к лейкозу, а затем реализуется под воздействием лучевых, химических и прочих факторов. Повышение мутабельности может быть вызвано наследственной нестабильностью генетического аппарата под воздействием онкогенных факторов.

В качестве возможной причины мутации кроветворной клетки рассматривается действие ионизирующей радиации, которое привлекает внимание в последние десятилетия как фактор внешней и внутренней среды человека, способный вызывать лейкоз. Реально существуют радиационные лейкозы человека - это лейкозы у жителей Японии, возникающие много лет спустя после взрывов атомных бомб в Хиросиме и Нагасаки. Например, доказано увеличение числа ОЛ после атомных взрывов в Японии, причем частота острого лимфобластного лейкоза среди лиц, находившихся на расстоянии до 1,5 км от эпицентра взрыва, почти в 45 раз больше, чем среди лиц, находившихся за пределами этой зоны.

Не вызывает сомнения развитие так называемых вторичных лейкозов после лучевой терапии. Обсуждение ятрогенных онкогенных факторов привело к разумному ограничению рентгенодиагностических процедур и применения лучевой терапии у неонкологических больных, а также изъятию радиоактивного фосфора.

М.О. Рауншенбах с соавт. (1974) обнаружил у больных лейкозом людей ряд метаболитов триптофана и тирозина, которые способны индуцировать лейкозы и опухоли у мышей. Ряд авторов указывают на причастность к развитию ОЛ некоторых лекарственных препаратов (бутадион, левомицитин, цитостатики), а также контакта с некоторыми химическими веществами, лаками, красками, пестицидами, бензолом.

Широко обсуждается вирусная теория ОЛ. У человека найден вирус лимфомы Беркитта и выявлена транскриптаза, которая способствует синтезу ДНК на вирусной РНК, что приводит к образованию эндосимбиоза онкогенного

вируса и клетки. По гипотезе Р. Хабнера, 1976 г., в геноме каждой клетки заложена информация в виде ДНК-провируса, равноценная информации в геноме онковируса. В норме ДНК-провирус (онкоген) находится в репрессированном состоянии, однако под воздействием канцерогенных факторов (химических, радиации) он активируется и вызывает клеточную трансформацию. Провирус передается по наследству. Некоторые ученые допускают возможность существования систем, подавляющих вирусную лейкозную трансформацию в клетках хозяина, в частности, системы, ответственной за иммунитет. Таким образом, в этиологии заболевания главную роль играет не инфицированность вирусом, а состояние контролирующих систем и наличие стимулирующих факторов.

В настоящее время нет оснований рассматривать хромосомные аномалии как прямую причину заболевания; скорее всего, речь идет о нестабильности клеточного генетического аппарата при ОЛ. Хромосомные изменения обнаруживают приблизительно у 60-70 % больных. Предполагается, что они возникают под влиянием неблагоприятных факторов внешней среды: ионизирующего излучения, электромагнитного поля, химических веществ, бензола, медикаментов, в состав которых входят алкилирующие соединения. Особенно чувствительны к воздействию электромагнитного излучения дети школьного возраста, организм которых еще не сформировался: даже всего несколько 'часов в неделю, проведенных около компьютера, опасны для их здоровья. В 1997 году в США опубликованы данные по увеличению количества заболеваний лейкозом среди детей, которые более 2 часов в день играли или на компьютере, или в видеоигры. - •

Таким образом, этиология лейкозов находится в стадии изучения. Предполагается, что один из лейкозогенных агентов (вирус, ионизирующая радиация, химическое вещество) при наследственной нестабильности генетического аппарата, возможно, вызывает мутацию гемопоэтической клетки 1, 2 или 3 класса, родоначальницы опухолевого клона.

ПАТОГЕНЕЗ острого лейкоза сложен, в основе его лежат конкурентные взаимоотношения нормальных и опухолевых клеток. Злокачественные клетки

активно влияют на ростовые факторы и избирательно угнетают нормальные клетки, в такой ситуации фракция пролиферирующих нормальных клеток-предшественников постепенно истощается. Торможение нормального гемопоэза усиливается по принципу обратной связи - из-за нарастающей величины общей клеточной массы. Поэтому важной особенностью прогрессирования гемобластозов является угнетение нормальных ростков кроветворения. На основе данных по патогенезу гемобластозов человека А.И.Воробьевым (1985) сформулированы основные закономерности опухолевой прогрессии:

1. Гемобластозы, как правило, проходят в своем развитии две стадии: моноклональную (доброкачественную) и поликлональную - появление субклонов (злокачественную). Однако смена стадий происходит с неодинаковой частотой и интервалом при разных формах гемобластозов.

2. Важнейшей особенностью гемобластозов является угнетение нормальных ростков кроветворения, в первую очередь нормального гомолога опухолевых клеток.

3. Закономерна замена дифференцированных клеток, составляющих опухоль при хронических лейкозах и лимфоцитомах, бластными, определяющими развитие острого лейкоза.

4. Опухолевые клетки (прежде всего бласты) могут терять ферментную специфичность цитоплазматических включений и становиться морфологически и цитохимически неидентифицируемыми.

5. Ядра бластных клеток скачкообразно или постепенно изменяются, приобретая неправильную форму, объем цитоплазмы увеличивается.

6. Все внекостномозговые (нелейкемические) гемобластозы способны лейкемизироваться, т.е. метастазировать в костный мозг.

7. Метастазы гемобластозов вне органов кроветворения отражают появление нового, адаптированного к данной ткани субклона клеток. В разных органах метастатические клетки ведут себя независимо, нередко они имеют разную чувствительность к цитостатикам и их комбинациям.

8. В условиях современной цитостатической терапии появление резистентности опухоли к ранее эффективному лечению означает качественно новый этап ее развития. В рецидиве опухоль иногда вновь оказывается чувствительной к прежней цитостатической терапии, если пролиферируют клетки опухолевого клона, доминировавшего до рецидива.

С момента мутации до момента появления клинических и лабораторных признаков заболевания проходит в среднем 2 месяца. За этот период времени количество опухолевых клеток увеличивается с 1 (родоначальница мутантного клона) до 10 - 1012. Масса такого количества клеток составляет около одного килограмма. Вытеснение нормальных гемопоэтических клеток, и замещение их опухолевыми клетками, неспособными к созреванию, закономерно приводит к уменьшению в периферической крови количества зрелых клеток с развитием анемии, гранулоцитопении, лимфопении, моноцитопении и тромбоцитопении, что будет проявляться соответствующей клинической картиной. Уменьшение количества эритроцитов влечет за собой развитие анемического синдрома. Уменьшение или полное исчезновение зрелых гранулоцитов, приводит к развитию иммунодефицита и инфекционных осложнений; вклад в развитие инфекционных осложнений вносят также лимфопения и моноцитопения. Тромбоцитопения лежит в основе кровоизлияний и кровотечений.

Одним из фундаментальных биологических процессов, в настоящее время активно изучаемых при заболеваниях лейкемической природы, является программированная клеточная гибель (апоптоз) [А.Ю.Барышников, 1989; А.Ю.Барышников, 1994; Ю.В.Шишкин,2000]. Рассмотрение патогенеза лейкозов с позиций блокирования апоптоза позволяет считать кумулятивные процессы одними из ведущих в прогрессировании этих болезней.

По мере развития ОЛ клетки приобретают способность расти вне органов кроветворения: в коже, почках, мозговых оболочках. По мнению Е.Б.Владимирской (1985), распространение лейкемического процесса, развитие тех или иных клинических проявлений болезни, прогноз заболевания и ответ на терапию зависят в значительной мере от кинетического статуса лейкемической костномозговой популяции, функции костномозгового барьера и кинетических особенностей циркулирующих лейкемических клеток.

В ряде случаев опухолевые клетки не нуждаются в строго необходимом для нормальных гемопоэтических клеток стромальном микроокружении. Они могут покидать костный мозг и образовывать колонии опухолевого гемопоэза в других органах и тканях (селезенке, лимфоузлах, печени, центральной нервной системе, легких, коже, слизистых оболочках). Инфильтрация опухолевыми клетками органов и тканей относят к проявлениям пролиферативного синдрома. Степень злокачественности опухолевых клеток при остром лейкозе с течением времени возрастает (как и для других групп опухолей, для острых лейкозов правомочен закон опухолевой прогрессии). Поскольку опухолевые клетки при острых лейкозах, в большинстве вариантов, изначально имеют выраженный дефект созревания, то большая злокачественность часто проявляется появлением экстрамедуллярных очагов кроветворения, увеличением пролиферативной активности, развитием резистентности к проводимой терапии[Н.С.Кисляк,1978; Е.Б.Владимирская, 1985;

Е.Н.Мосягина,1985].

В основе озлокачествления лежат вторичные мутации в опухолевых клетках. Это наглядно демонстрируют результаты цитогенетического исследования, выявляющего наряду с изменениями хромосом, имевшими место в начале заболевания, появление дополнительных поломок по мере течения заболевания. В дебюте острых лейкозов хромосомные аномалии выявляют в 90% случаев [Л.А.Дурнов, 2001]. Известна связь некоторых перестроек хромосом с вариантом острого лейкоза. Так транслокация 15:17 является специфичной для острого промиелоцитарного лейкоза (МЗ), она выявляется в среднем в 50% случаев. Транслокация 8:21 чаще всего встречается при остром миелобластном лейкозе (Ml). В трети случаев ОЛ встречается транслокация 9:22 (филадельфийская хромосома). Клоны клеток с аномалией хромосом появляются лишь при развитии рецидива заболевания, и не определяются в период ремиссии[Яо\у1еу J.D.,1973; Kamps M.P.,1990; Dube I., 1991; Erikson P, 1992; Soekarman D.,1992; Lange B.J.,1992; Lui P.,1993; Bernard О.Д994; .Borrow

J.,1996; Yoneda-Kato N.,1996]. Наиболее часто встречающиеся при острых лейкозах поломки хромосом представлены в таблице 1.

Таким образом, в основе патогенеза острых лейкозов лежит мутация стволовой клетки крови. Следствием мутации является развитие в костном мозге клона клеток, утративших способность к созреванию. В гистологическом препарате костного мозга при острых лейкозах определяется значительное увеличение количества бластных клеток, которые часто заполняют весь препарат. Неопластический клон вытесняет нормальные гемопоэтические клетки, что приводит к развитию дефицита зрелых клеток в периферической крови. Снижение количества или полное отсутствие зрелых клеток


