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ВВЕДЕНИЕ

Актуальность темы исследования


Устойчивость опухоли к действию цитостатических препаратов – одна из основных проблем в лечении гемобластозов. Хронический миелолейкоз (ХМЛ) представляет собой клональное миелопролиферативное заболевание, которое характеризуется на первых этапах относительно доброкачественным  течением, однако в конечном итоге неизбежно трансформируется в злокачественный процесс – бластный криз [28, 90, 103]. 


В этой стадии хронического миелолейкоза происходит накопление незрелых опухолевых клеток, высоко резистентных к химиотерапии. Цитостатическое лечение бластного криза ХМЛ (БК ХМЛ) недостаточно разработано и отличается невысокой эффективностью. Так, при нелимфоидном варианте БК ХМЛ применение стандартных химиотерапевтических режимов позволяет добиться ответа лишь у 7% больных. При лимфоидном БК ХМЛ процент ответов выше - 42%. Однако, длительность терминальной стадии остается короткой и составляет в первом случае 4 месяца, во втором – 10 месяцев [170]. 


Результаты патогенетической терапии ХМЛ с помощью ингибиторов тирозинкиназ в терминальной стадии по данным литературы несколько лучше [55, 66, 159], однако, собственный опыт лечения больных иматиниб мезилатом нуждается в обощении.

Лекарственная устойчивость при БК ХМЛ, несомненно, является многофакторной. Методы количественного определения устойчивости к цитостатическим препаратам in vitro с помощью краткосрочного культивирования  бластных клеток крови и костного мозга больных [15, 140, 142, 154] позволяют определить лекарственную резистентность независимо от ее механизма и отражают конечный эффект цитотоксичности. В культуре из опухолевых клеток возможно изучение эффективной комбинации химиотерапевтических препаратов в различных концентрациях, в том числе в сочетании с ингибиторами тирозинкиназ [138]. Эти исследования открывают путь для выбора наиболее целесообразных схем лечения, а в отдельных случаях – для индивидуализации терапии. 

Цель настоящего исследования

Целью настоящего исследования является разработка оптимальных терапевтических режимов на основании анализа чувствительности опухолевых клеток больных бластным кризом хронического миелолейкоза к различным цитостатическим препаратам и ингибитору Bcr-Abl-тирозинкиназы иматиниб мезилату in vitro в зависимости от варианта бластного криза хронического миелолейкоза.
Задачи исследования

1. Изучить иммунофенотипические и цитохимические характеристики бластных клеток больных хроническим миелолейкозом. 
2. Исследовать лекарственную устойчивость in vitro бластных клеток при бластном кризе ХМЛ в зависимости от их фенотипа к широкому спектру цитостатических препаратов и иматиниб мезилату с помощью краткосрочных культуральных методов DiSC и МТТ. 

3. Сопоставить клиническую эффективность различных режимов химиотерапии, в т.ч. «агрессивных» схем, в зависимости от профиля лекарственной резистентности in vitro.

4. Определить частоту и длительность гематологических и цитогенетических ответов, выживаемости при монотерапии иматиниб мезилатом у больных бластным кризом хронического миелолейкоза и сопоставить с результатами химиотерапии.
5. Дать рекомендации по лечению больных бластным кризом ХМЛ в зависимости от цитохимических характеристик, иммунофенотипа и лекарственной чувствительности in vitro бластных клеток. 
6. Проанализировать особенности ответа на полихимиотерапию и монотерапию иматиниб мезилатом в зависимости от варианта бластного криза ХМЛ.
Научная новизна

Впервые охарактеризована лекарственная устойчивость опухолевых клеток больных с различными вариантами бластного криза хронического миелолейкоза in vitro к широкому спектру химиотерапевтических препаратов и иматиниб мезилату. Оценена значимость культуральных исследований лекарственной резистентности при бластном кризе хронического миелолейкоза. 

Впервые  обобщен собственный опыт лечения больных бластным кризом хронического миелолейкоза с помощью иматиниб мезилата, сопоставлена эффективность патогенетической терапии и цитостатических схем (в т.ч. агрессивных режимов) у больных с лимфоидным и нелимфоидным вариантами заболевания на различных этапах терапии. Оценена и сопоставлена токсичность различных методов лечения. 

На основании собственных исследований описаны цитогенетические аномалии, характеризующие клональную эволюцию у больных бластным кризом хронического миелолейкоза.

Научно-практическая значимость

Показана необходимость выделения вариантов заболевания с помощью цитохимического исследования и иммунофенотипирования бластов до начала лечения в каждом случае бластного криза хронического миелолейкоза.
На основе изучения лекарственной устойчивости бластных клеток больных бластным кризом хронического миелолейкоза in vitro выявлены разные профили химиочувствительности при лимфоидном и нелимфоидном вариантах заболевания и на разных этапах течения бластного криза. Получены обоснования для применения комбинаций винкристина, преднизолона, рубомицина и L-аспарагиназы цитостатических режимов терапии с иматинибом при лимфоидном варианте заболевания, поскольку выживаемость таких пациентов достверно увеличивается.

Показано, что при нелимфоидном варианте бластного криза хронического миелолейкоза достоверное увеличение общей выживаемости больных и уменьшение токсичности также достигается путем применения иматиниб мезилата и комбинации химиопрепаратов. 

Таким образом, на основании лабораторных методов изучения лекарственной чувствительности бластных клеток даны практические рекомендации по применению оптимальных режимов терапии при различных вариантах бластного криза хронического миелолейкоза.
Объем и структура диссертации

Материалы диссертации изложены на 147 страницах машинописного текста, иллюстрированы 21 таблицей и 14 рисунками. Указатель литературы содержит 174 библиографических источника (отечественных и иностранных авторов).

Работа осуществлялась в период с июля 1996г. по май 2002г. на базе отделения химиотерапии лейкозов и патологии эритрона (научный руководитель – проф., д.м.н. Н.Д.Хорошко) Гематологического Научного Центра Российской Академии Медицинских Наук (далее – ГНЦ РАМН, директор – академик РАМН и РАН, профессор А.И.Воробьев). Вариант БК устанавливался у всех больных до начала лечения с помощью цитохимического метода в клинико-диагностической лаборатории ГНЦ РАМН (зав.лаб. - Л.Ю.Тихонова) и в лаборатории гемоцитологии ГНЦ РАМН (зав.лаб.  - профессор., д.м.н. Г.И.Козинец). Иммунологический вариант БК ХМЛ с помощью метода проточной цитометрии определялся на базе лаборатории экспериментальной диагностики и биотерапии опухолей (зав.лаб - профессор А.Ю.Барышников) научно-исследовательского института экспериментальной диагностики и терапии опухолей Российского Онкологического Научного Центра им. Н.Н.Блохина (далее - НИИ ЭДиТО РОНЦ РАМН, директор- профессор А.Ю.Барышников). Цитогенетические исследования проводились в кариологической лаборатории ГНЦ РАМН (зав.лаб. - д.м.н., профессор Е.В.Домрачева).

Для оценки лекарственной устойчивости in vitro и ее сопоставления с клиническими данными применялись метод DiSC (аббривеатура differential staining cytotoxicity) и МТТ-анализ (на основе соли тетразолия 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолий бромида – сокращенно MTT). Исследования проводились в лаборатории экспериментальной диагностики и биотерапии опухолей НИИ ЭДиТО РОНЦ РАМН.

Лечение пациентов осуществлялось в отделении химиотерапии лейкозов и патологии эритрона ГНЦ РАМН. 
Статистический анализ результатов исследования проводился при участии лаборатории медицинской статистики ГНЦ РАМН (зав. – к.т.н. С.М.Куликов).
ГЛАВА 1

ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

1.1.МОЛЕКУЛЯРНЫЙ ПАТОГЕНЕЗ ХРОНИЧЕСКОГО МИЕЛОЛЕЙКОЗА

Хронический миелолейкоз (ХМЛ) - клональное миелопролиферативное заболевание, возникающее на уровне стволовой клетки. Специфическая для ХМЛ генетическая аномалия - филадельфийская (Ph’) хромосома образуется в результате реципрокной транслокации между длинными плечами 9-й и 22-й хромосом [103, 120]. Вследствие перестройки появляется слитный ген BCR-ABL. В опытах по трансфекции этого гена мышам показано, что BCR-ABL является специфическим онкогеном, вызывающим развитие ХМЛ [27, 51, 59, 74]. У людей, страдающих ХМЛ, онкоген BCR-ABL выявляется в 100% случаев [28]. 

Основной продукт гена BCR-ABL - аномальный белок с молекулярной массой 210 kDa. В отличие от нормального аналога - р145, расположенного в ядре стволовой клетки, протеин р210 локализуется в цитоплазме и обладает повышенной тирозинкиназной активностью, которая максимально выражена в ABL-регионе белка [28, 87]. В цитоплазме находятся важнейшие субстраты фосфорилирования р210: протеины, являющиеся продуктами генов суперсемейств RAS, MYC, белки адгезии. При взаимодействии р210 с этими субстратами запускается каскад реакций, ведущий к трансформации нормальной стволовой клетки в опухолевую. Нарушаются процессы адгезии и контроля пролиферации со стороны стромального микроокружения [90].

Интенсивность исследований в области молекулярной биологии и патогенеза ХМЛ значительно увеличилась после создания и начала клинического использования патогенетического препарата – ингибитора Abl-тирозинкиназы STI571.

Хроническая фаза ХМЛ характеризуется массивной экспансией клеток миелоидного ряда на всех стадиях созревания. Этому процессу способствует подавление апоптоза геном BCR-ABL в зрелых клетках и клетках-предшественниках в ответ на лишение ростовых факторов, действие цитостатических препаратов, ингибиторов синтеза белка и РНК [5, 6, 94, 100, 136]. BCR-ABL-позитивные клетки могут подвергаться апоптозу при воздействии NK- и LAK-клеток [119]. Ингибитор ABL-тирозинкиназы STI571 также способен индуцировать апоптоз опухолевых клеток при ХМЛ in vitro[42]. 

Развитие миелоидной экспансии в хронической фазе ХМЛ может быть обусловлено повышенным пролиферативным потенциалом BCR-ABL-позитивных клеток-предшественниц. Hochhaus A. и соавт. [78] при исследовании образцов периферической крови и костного мозга 37 больных с ХФ ХМЛ обнаружили, что 10-15% CD34-позитивных клеток и 17,5% клеток с фенотипом CD34+/CD38-находились в S/G2 фазе клеточного цикла. При других миелопролиферативных заболеваниях, не сопровождавшихся экспрессией BCR-ABL, активная пролиферация не наблюдалась. Выключение ABL-тирозинкиназы с помощью STI571 приводило к полному прекращению пролиферации стволовых клеток крови у всех пациентов, а в костном мозге - у 5 из 19 больных. Пролиферативный уровень лейкозных клеток в хронической фазе ХМЛ оказывал значительное влияние на выживаемость больных [135]. 

В хронической фазе заболевания сохраняются стволовые клетки поликлонального Ph’-негативного гемопоэза (22). Клетки нормального Ph’-негативного гемопоэза репопулируют костный мозг в результате эффективной терапии препаратами интерферона-α [44].
1.2. ПРЕДПОЛАГАЕМЫЕ МЕХАНИЗМЫ РАЗВИТИЯ ТЕРМИНАЛЬНОЙ СТАДИИ ХМЛ

Известно, что хроническая фаза ХМЛ через 2-8 лет от момента диагностики неизбежно трансформируется в бластный криз. Молекулярные процессы, которые вызывают утрату способности клеток-предшественниц ХМЛ к дифференцировке, неизвестны. Для бластного криза (БК) ХМЛ характерна морфологическая картина острого лейкоза с постепенным исчезновением промежуточных форм. Эта стадия ХМЛ характеризуется значительной резистентностью к любым видам современной терапии. Предполагается, что в развитии БК ХМЛ играют роль определенные неслучайные события, способствующие трансформации ХМЛ в терминальную стадию. До 80% больных с БК ХМЛ имеют дополнительные хромосомные аномалии, которые могут усиливать генетическую нестабильность популяции стволовых клеток и способствовать селекции наиболее резистентных клонов [90].

Значительная лекарственная устойчивость БК ХМЛ к современным терапевтическим режимам позволяет предположить, что в ее развитии принимают участие многие факторы, способствующие развитию резистентности как на клеточном, так и на популяционном уровне. Очевидно, что специфические хромосомные изменения, влияющие на процессы трансформации в терминальную стадию, также способствуют формированию лекарственной устойчивости опухолевых клеток к широкому спектру стандартных цитостатических средств и новых селективных препаратов.

1.2.1 Значение мутаций гена р53

Ген р53, локализованный на коротком плече хромосомы 17, кодирует ядерный ДНК-связывающий фосфопротеин. Нормальный "дикий" тип белка р53 является важнейшим регулятором процессов пролиферации, апоптоза и репарации ДНК [1, 63, 88, 147]. Это многофункциональный протеин, который играет значительную роль в поддержании генетической стабильности клеток, предотвращая накопление мутаций.

Биологическое значение мутаций р53

Мутации гена р53 - частое событие при самых различных опухолях человека, что указывает на важную роль белка р53 в канцерогенезе, и в том числе и в лейкозогенезе. Основная часть мутаций затрагивает центральный регион гена, где расположены 4 консервативных домена, отвечающих за последовательное специфическое связывание ДНК [46]. Наиболее частый путь инактивации р53 - точечные мутации, в результате которых образуются дефектные протеины с заменой одной аминокислоты. [37].

В результате интенсивных фундаментальных исследований по молекулярной биологии р53 было показано, что клетки с нарушенной функцией р53 вследствие бесконтрольного деления приобретают множественные генетические повреждения, которые фиксируются в геноме и способствуют спонтанному образованию опухолей. Формирующаяся в результате значительная мутабельность может вызывать снижение фунцкии генов-супрессоров опухолевого роста и дальнейшую опухолевую прогрессию [29, 30, 46, 47].

Клиническое значение мутаций р53

При БК ХМЛ частота хромосомных перестроек, затрагивающих ген р53, выше, чем при других лейкозах. Изохромосома 17 выявляется в среднем у 15-30% больных БК ХМЛ [60, 105]. Согласно более ранним исследованиям наличие изохромосомы 17 в сочетании с филадельфийской хромосомой считалось неблагоприятным прогностическим фактором в отношении ответа на терапию и выживаемости [67]. 

В рамках концепции кинетической резистентности при ХМЛ генетическая нестабильность опухолевых клеток опосредуется онкогеном BCR-ABL и дополнительными мутациями р53, приводящими к бесконтрольной пролиферации [90]. Для БК ХМЛ, так же, как и для резистентных форм острых лейкозов, характерен феномен быстрого обратного роста опухоли - "regrowth resistance" [112, 113]. Предполагается, что доминирующая популяция опухолевых клеток высоко чувствительна к лечению и поэтому элиминируется, но в резидуальных бластах, находящихся в фазе G0 и переживающих лечение, происходят мутации, ведущие к формированию лекарственной устойчивости и фиксирующиеся в геноме. Пролиферативный потенциал резидуальных опухолевых клеток может повышаться вследствие инактивации р53 «дикого» типа и его респонсивных элементов - генов р21 и gadd45, контролирующих репликацию ДНК [46]. Терапия STI571 в терминальной стадии ХМЛ приводит к избирательному уничтожению чувствительных BCR-ABL-позитивных клеток, но клоны с дополнительными генетическими аномалиями могут репопулировать костный мозг, что также является следствием быстрого обратного роста опухоли.

Кластерная амплификация гена BCR-ABL и его интеграция с коротким плечом аномальной хромосомы 17 может способствовать трансформации ХМЛ в терминальную стадию [95]. 

Нестабильность генома отражается в появлении таких атипичных хромосомных аномалий, как трисомии хромосом 22, 13, 21, 10, 11, 14, 15, 19, 1, 4, 9, 12, 17, 18; дополнительные транслокации t(1;1) (p12;q12), t(6;8) (q16; p21), t(3;21) (q27;q22), t(17q; 18q); дупликации хромосом 1, 2 и 7; делеции хромосом 7, 11, 21, инверсии хромосом 3, 7, 9 [48]. Необходимо отметить, что указанные аберрации появлялись не как самостоятельные, а как дополнительные и сравнительно редкие находки. Наличие множественных хромосомных перестроек не уменьшало выживаемость больных по сравнению с теми пациентами, у которых обнаруживалась лишь одна дополнительная цитогенетическая аномалия. Авторы отмечают, что хромосомные аберрации достоверно чаще (р=0,04) выявляются при нелимфоидном бластном кризе ХМЛ. Полагают, что наличие клональной эволюции ухудшает прогноз в отношении выживаемости  [48].

За последние 10 лет появились новые данные относительно клинических особенностей ХМЛ с изохромосомой 17. Еще в 1988г. Было отмечено, что наличие изохромосомы 17 у больных в ФА ХМЛ перед аллогенной трансплантацией не увеличивает риск развития рецидива после ТКМ [116]. Данная цитогенетическая аномалия оказалась характерной исключительно для нелимфоидного варианта БК ХМЛ и была связана с предшествующей фазой акселерации и базофилией. Медиана выживаемости пациентов с перестройками 17 хромосомы не отличалась от медианы выживаемости больных с отсутствием данной мутации [52].

Эти данные не вполне согласуются с концепцией агрессивности опухолей, несущих мутантный протеин р53. Однако, данные современной литературы позволяют сделать вывод, что клиническая значимость р53 как прогностического фактора остается неясной, и трактовать ее следует лишь в сочетании с другими показателями. Это обусловлено несовершенством методики определения экспрессии и функциональной активности протеина, отсутствием стандартов. Также требуется анализ значительно большего объема клинического материала [38, 149]. Мутации р53 могут локализоваться более чем в 100 различных кодонах, что способствует формированию определенной, не всегда одинаковой биологической активности р53. Существуют данные как о позитивных, так и негативных корреляциях между мутациями р53, апоптозом и лекарственной устойчивостью при различных гематологических нозологиях. 

1.2.2. Амплификация онкогена BCR-ABL как возможный механизм развития резистентости при ХМЛ.

Нормальный ген ABL в клетке выполняет функцию гена-супрессора опухолевого роста. В активном состоянии его продукт - белок - связывается с pRb (протеином ретинобластомы), что приводит к остановке клеточного цикла. При ХМЛ вследствие делеции ген ABL утрачивает эту функцию [162, 166]. Клетки хронической фазы ХМЛ характеризуются повышенным уровнем мутаций, чему способствует нарушение контроля со стороны стромального микроокружения [90]. 

В случае ХМЛ инициальное онкогенное событие - формирование гена BCR-ABL - вероятнее всего обусловливает и дальнейшее прогрессирование заболевания. По мере трансформации ХМЛ в терминальную стадию наблюдается значительное уменьшение и утрата  полных гематологических ремиссий и цитогенетических ответов, их длительности. В клеточных линиях показано, что по мере трансформации в терминальную стадию наблюдается спонтанная амплификация гена. Она происходит либо самостоятельно, либо за счет удвоения Ph’-хромосомы. Это подтверждается при культивировании Ph’-позитивных клеточных линий [83, 152, 157]. Приведенные выше данные свидетельствуют в пользу того факта, что ген BCR-ABL играет важнейшую роль в опухолевой прогрессии ХМЛ. 

Селективная терапия STI571, выключающая функции ABL-тирозинкиназы, способна индуцировать ремиссии у больных с БК ХМЛ даже при наличии дополнительных хромосомных аномалий, хотя продолжительность ответа остается небольшой. Как правило, до начала лечения опухолевые клетки больных чувствительны к препарату на всех стадиях заболевания [41]. Однако при длительной инкубации клеточных линий с ингибитором тирозинкиназ развивается вторичная резистентность к STI571 [84, 91]. Реактивация гена BCR-ABL вследствие его амплификации в настоящее время считается одним из возможных механизмов, вызывающих у больных БК ХМЛ резистентность к STI571 [32, 124].

Были проведены эксперименты, моделирующие лекарственную устойчивость in vitro [Gambacorti-Passerini С. et al., 84]. С помощью метода FiSH выявлена четырехкратная амплификация гена BCR-ABL в клеточной линии LAMA84R, резистентной к STI571. В клеточной линии Ba/F3, позитивной по BCR-ABL и резистентной к STI571 в результате культивирования с возрастающими концентрациями препарата, обнаружена пятикратная амплификация гена BCR-ABL, повышение уровня мРНК BCR-ABL. Количество BCR-ABL-протеина возрастало более чем в 10 раз. В лекарственно-устойчивой клеточной линии БК ХМЛ К562 после инкубации с различными концентрациями STI571 не было выявлено значимой амплификации гена BCR-ABL, однако, уровень p210BCR/ABL протеина увеличился в 2-3 раза [E.Weisberg, J.D.Griffin et al., 152].

Этот факт может частично объяснить результаты терапии STI571 при БК ХМЛ, где, несмотря на высокий процент ответов, у подавляющего большинства больных развивается рецидив через 2-5 месяцев [32, 124]. Интересно, что в некоторых резистентных к STI571 клеточных линиях после его удаления из среды через 2-3 месяца амплификация гена BCR-ABL исчезала, и чувствительность к препарату восстанавливалась [124].

Двойная Ph’-хромосома - одна из трех "главных" генетических аномалий при БК ХМЛ. Она выявляется у 25-38% больных на момент диагностики БК. Этот факт является неблагоприятным прогностическим признаком в отношении достижения ответа на терапию и выживаемости [49, 67]. Наличие двойной Ph-хромосомы, особенно в сочетании с трисомией хромосомы 8, уменьшает вероятность ответа на терапию STI571 в фазе акселерации. У 30% таких больных БК ХМЛ развивается через 150 дней от начала терапии [92].

1.2.3. Активация онкогена MYC
Трисомия хромосомы 8 - наиболее часто встречающаяся дополнительная генетическая аномалия, которая обнаруживается у 29-36% больных в сочетании с Ph’-хромосомой при трансформации в терминальную стадию ХМЛ [49, 67]. Данная мутация может быть ассоциирована с гиперэкспрессией онкогена MYC, локализующегося на длинном плече хромосомы 8. Его продукты - цитоплазматические протеины - участвуют в каскаде реакций, запускаемых ABL-тирозинкиназой, что способствует клеточной пролиферации, независимой от регулирующего влияния ростовых факторов. Роль онкогена MYC в эволюции ХМЛ остается неясной, так как наряду с увеличением пролиферативного потенциала клеток экспрессия MYC активирует апоптоз, в том числе опосредуемый протеином р53 [3, 35, 88]. Однако, как уже было отмечено выше, несмотря на проапоптотическую активность MYC, обнаружение трисомии 8 одновременно с филадельфийской хромосомой у больных с БК ХМЛ значительно ухудшает прогноз[49, 67]. 
1.2.4. Клеточная резистентность, обусловленная точечными мутациями домена Abl
Еще один возможный механизм развития лекарственной устойчивости к STI571 – точечные мутации гена BCR-ABL в Abl-домене, приводящие к замене треонина на изолейцин в аминокислотном остатке 315, который расположен в АТФ-связывающем регионе Abl-тирозинкиназы. В результате нарушается «захват» иматиниб мезилата опухолевыми клетками [31]. Этот механизм был ведущим у 6 из 9 исследованных больных, проявивших клиническую резистентность к иматиниб мезилату [45]. Французская группа исследователей показала, что данная мутация обнаруживалась у 3 больных из 24 (16 – в ХФ и 8 - в ФА), резистентных к терапии иматиниб мезилатом, в том числе и в хронической фазе заболевания [117]. На момент диагностики ни у кого из больных не удалось обнаружить данную мутацию. Однако еще до начала лечения единичные опухолевые клетки у больных во всех стадиях ХМЛ содержали впервые выявленные новые генетические поломки, приводящие к замене фенилаланина в точке 311 на лейцин и метионина в аминокислотном остатке 351 на треонин. Более того, в процессе лечения иматиниб мезилатом с помощью ПЦР обнаружено клональное преимущество клеток, несущих вышеописанные мутации. Интересно, что при исследовании клеток 24 больных с помощью метода in situ гибридизации амплификация гена BCR-ABL не обнаруживалась.

1.2.5. Фармакокинетическая резистентность при бластном кризе хронического миелолейкоза
В связи с активным клиническим применением ингибитора Abl-тирозинкиназы на всех стадиях ХМЛ в литературе активно обсуждаются механизмы, вызывающие устойчивость опухолевых клеток к препарату, в том числе и фармакокинетические. В качестве возможного механизма развития резистентности к STI571 при БК ХМЛ обсуждается гипотеза, что кислый α1-гликопротеин (так называемый "белок острой фазы"), синтезирующийся в печени, может связывать ингибитор Abl-тирозинкиназы в плазме и таким образом снижать его эффективную концентрацию. Уровень кислого α1-гликопротеина в плазме достоверно выше у больных на всех стадиях ХМЛ, чем у здоровых доноров. Кроме того, STI571 может подвергаться биотрансформации в печени с участием системы цитохрома р450, что приводит к функциональной инактивации препарата [40, 124]. 

Р-гликопротеин 

Р-гликопротеин (Pgp) - белок клеточной мембраны с массой  170 кД, обладающий АТФ-азной активностью и кодируемый геном MDR-1. Pgp функционирует как насос, удаляющий чужеродные вещества из клетки, и в норме экспрессируется в гематотканевых барьерах [134]. Р-гликопротеин  опосредует феномен множественной лекарственной устойчивости (МЛУ). Клетки с фенотипом МЛУ обладают перекрестной резистентностью к целому ряду цитостатических препаратов, различных по структуре и механизму действия. Pgp выявляется на бластных клетках 30-69% больных БК ХМЛ [104]. Обнаружена корреляция экспрессии функционально активного Pgp с экспрессией антигенов, характерных для предшественников и клеток ранней миелоидной дифференцировки - CD34 и CD13 [130, 139]. Pgp кодируется геном MDR-1, расположенным на длинном плече хромосомы 7 [173]. MDR-1 - стресс-индуцируемый ген, экспрессия которого может быть увеличена при воздействии рентгеновского излучения, теплового и осмотического шока, противоопухолевых препаратов, мутаций гена р53, активирующих промотор гена MDR-1 [21, 23, 53, 54, 97, 151]. Экспрессия MDR-1 гена/протеина может возникать после экспозиции цитостатических препаратов в отсутствие пролиферации опухолевых клеток и исчезать через несколько недель после отмены индуцирующего воздействия. Этот факт позволяет предположить, что появление MDR-1 гена/протеина связано с изменением фенотипа клеток, а не с селекцией резистентной опухолевой популяции [43, 83, 94]. 

Предполагалось, что экспрессия гена MDR-1 влияет на развитие лекарственной устойчивости при БК ХМЛ in vivo [111]. Однако, например, Н.П.Логачева показала, что у 85 больных белок МЛУ обнаруживался в 30% случаев, при этом появление Pgp-позитивных клеток не всегда было связано с предшествующим лечением больных. По-видимому, в терминальной стадии ХМЛ резистентность к проводимой ПХТ в подавляющем большинстве случаев не связана с гиперэкспрессией Pgp [171].

По данным А.А.Ставровской, экспрессия Pgp позволяет прогнозировать более быстрое течение БК [173]. 

Роль Pgp в активном транспорте из BCR-ABL позитивных клеток ингибитора Abl-тирозинкиназы нуждается в дальнейшем изучении. В резистентных к STI571 клеточных линиях ХМЛ Ba/F3.p210 и К562 не обнаружено гиперэкспрессии протеинов MDR1 и MRP1 [152]. В противоположность этому, была обнаружена повышенная экспрессия Pgp в резистентной BCR-ABL позитивной клеточной линии [Mahon F.X et al., 91].

Необходимо отметить, что резистентность к цитостатическим препаратам является мультифакторной. Как правило, сложно выделить один ведущий механизм лекарственной устойчивости в опухоли. Этот факт, по-видимому, является причиной отсутствия клинически значимых результатов при попытках преодоления резистентности с помощью модуляторов, которые избирательно воздействуют лишь на определенный механизм лекарственной устойчивости.

1.3. ИССЛЕДОВАНИЯ УСТОЙЧИВОСТИ К ЦИТОСТАТИЧЕСКИМ ПРЕПАРАТАМ IN VITRO
Клеточная лекарственная устойчивость - одна их важных причин развития резистентности больных с гемобластозами к цитостатической терапии. В настоящее время разработаны методы количественной оценки данного типа лекарственной устойчивости in vitro на момент диагностики лейкоза и при его прогрессировании. С этой целью используются краткосрочные культуры «свежих» клеток крови и костного мозга больных. 
1.3.1. Основные методы исследования лекарственной устойчивости in vitro. 
Первое сообщение о тестировании лекарственной устойчивости in vitro и его корреляции с результатами терапии было опубликовано Black M.M. и Speer F.D. в 1954г. Авторы инкубировали «свежие» биопсийные образцы опухолей человека в присутствии цитостатических препаратов и с помощью спектрофотометра количественно измеряли степень повреждения клеток по уровню редукции тетразолия. Исследователи отметили сопоставимость между результатами тестов in vitro и ответом больных на химиотерапию [12]. В 1977г. Hamburger A.W. и Salmon S.E. сообщили данные, в которых оценивалась лекарственная чувствительность злокачественных клеток больных с помощью метода колониеобразования [122]. Колoниеобразующие исследования были признаны "золотым стандартом" для  тестирования лекарственной устойчивости in vitro. Однако, данные методы использовались для определения резистентности преимущественно при высокоагрессивных опухолях с плохим прогнозом. К тому же длительность клоногенных исследований составляла не менее 2 недель [26, 126, 144]. Эти обстоятельства вызвали временное снижение интереса к колониеобразующим тестам лекарственной устойчивости in vitro.

Однако уже в 1978г. появились первые сообщения об использовании краткосрочного 4-дневного культурального метода DiSC (differential staining cytotoxicity)  для исследования резистентности к цитостатическим препаратам в «свежих» опухолевых клетках больных [153]. Тест DiSC основан на различном окрашивании «живых» и погибших клеток определенным красителем вследствие неодинаковой структурной целостности мембран этих клеток. Данный метод позволяет определить количество погибших клеток после цитотоксического воздействия препаратов, а также вычислить долю нормальных клеток в популяции, переживающей лечение [9, 15]. Была показана одинаковая чувствительность бластных клеток крови и костного мозга к химиопрепаратам in vitro [10]. 

В 1983 г. Mossmann Т. опубликовал данные по использованию метода МТТ для определения резистентности опухолевых клеток in vitro [99]. Он заключается в колориметрическом количественном определении клеточной выживаемости, которое основано на расщеплении МТТ (соли тетразолия) митохондриальным ферментом сукцинатдегидрогеназой ‘живых’ клеток с образованием продукта - голубого формазана, определяемого с помощью спектрофотометра. В 1988 г. Pieters R. и соавт. адаптировали данный тест для оценки лекарственной устойчивости при детских острых лейкозах [107]. 

Таким образом, в настоящее время для исследования лекарственной устойчивости in vitro применяются два основных метода - DiSC и МТТ. В этих краткосрочных культуральных исследованиях анализируется ответ  доминантной опухолевой популяции клеток без разграничения пролиферирующей и непролиферирующей фракций, независимо от механизма лекарственной устойчивости. Методы MTT и DiSC отражают конечный эффект цитотоксичности. Таким образом, краткосрочные культуральные исследования теоретически могут предсказывать клинический ответ [140, 142, 154].

Результаты DiSC- и МТТ-методов были сопоставимы с данными колониеобразующих исследований. Тесты DiSC и МТТ дают аналогичные результаты при наличии не менее 80% бластных клеток. Если их содержание меньше, то данные МТТ-анализа сильно искажаются ввиду присутствия нормальных клеток [11, 20, 155]. 
Общие ограничения методов исследования лекарственной устойчивости in vitro. Преимущества и недостатки тестов DiSC и МТТ.
Исследования лекарственной устойчивости in vitro имеют ряд ограничений, которые необходимо учитывать при интерпретации результатов.  Условия исследования in vitro не могут полностью воспроизвести таковые in vivo, дозы для тестирования in vitro подбираются эмпирически. Максимальная концентрация цитостатического препарата in vitro считается стандартной и соответствующей максимальной сывороточной концентрации препарата in vivo после его введения в стандартных либо высоких дозах [57]. Не учитываются индивидуальные фармакокинетические особенности, что может обусловить несоответствие концентраций цитостатического препарата in vitro и in vivo. В многочисленных исследованиях показаны огромные индивидуальные различия летальных концентраций для опухолевых клеток у больных с одинаковыми нозологическими формами заболеваний [14, 106, 154]. Неэффективные вследствие неадекватной концентрации in vitro препараты могут в то же время оказывать активное действие in vivo и наоборот. Кроме того, резистентность in vitro, как правило, оценивается отдельно к каждому препарату (хотя возможно иследование их комбинаций), а в клинической практике используются многокомпонентные схемы терапии. Это обстоятельство также определяет относительную значимость результатов тестирования лекарственной устойчивости in vitro для клиники [2]. 

Тест DiSC позволяет исследовать лекарственную устойчивость в образцах, содержащих значительную примесь нормальных клеток, но не менее 30% бластов. Основными ограничениями метода являются его трудоемкость и субъективность, зависящая от квалификации персонала, производящего окраску мазков и подсчет клеток под микроскопом [154]. 

Тест МТТ в настоящее время получил широкое распространение в клинической практике, поскольку является полуавтоматическим, быстрым в исполнении, более дешевым, хорошо воспроизводимым. Однако на результаты теста сильно влияет присутствие даже небольшого количества нормальных клеток. Поэтому МТТ-метод используется только для исследования образцов, содержащих не менее 80% бластов [154]. Однако, в последние годы, если количество бластных клеток в крови или костном мозге недостаточно для МТТ-анализа, для выделения "чистой" опухолевой популяции при проведении теста применяется иммуномагнитная сепарация [131].

Техническая успешность методов исследования лекарственной устойчивости in vitro является высокой - удается оценить резистентность не менее чем в 90% образцов [57, 106, 154].

DiSC- и МТТ-методы могут считаться достаточно надежными, поскольку результаты исследования лекарственной резистентности in vitro коррелируют с клиническим ответом. Лечение цитостатическими препаратами, к которым наблюдалась устойчивость in vitro, в целом ряде наблюдений приводило к снижению процента клинических ответов [106, 123, 140, 154]. При исследовании опухолевых клеток больных, ранее получавших химиотерапию, по данным тестов DiSC и МТТ выявлено нарастание резистентности [8, 71, 108, 154]. Таким образом, профили лекарственной устойчивости у резистентных больных отражают ожидаемую клиническую картину. Опухолевые клетки этих пациентов могут служить клинической моделью для изучения приобретенной резистентности при лейкозах. 

Области применения методов исследования лекарственной устойчивости in vitro включают [72]: 1) скрининг потенциально эффективных противоопухолевых препаратов; 2) изучение лекарственных взаимодействий (в т.ч. с модуляторами лекарственной устойчивости);           3) исследование перекрестной резистентности; 4) идентификацию больных из группы повышенного риска рецидива лейкоза; 5) индивидуальный подбор химиотерапии. 

1.3.2. Прогностическое значение исследования лекарственной устойчивости in vitro при лейкозах

Многочисленные исследования, проведенные при различных гематологических заболеваниях, выявили, что результаты исследований лекарственной устойчивости in vitro могут частично объяснять биологические характеристики опухолей, и коррелировать с известными классическими прогностическими факторами [34, 69, 73, 102, 110, 131]. В нескольких наблюдениях было выявлено, что профили лекарственной устойчивости могут быть самостоятельными независимыми  факторами, влияющими на прогноз [75, 101, 108, 129, 131]. Наиболее ярко прогностическая значимость тестов на лекарственную устойчивость in vitro представлена при острых лейкозах [57, 58,  70].  Результаты исследования лекарственной устойчивости при БК ХМЛ, как правило, включаются в анализ под рубрикой ОМЛ. Самостоятельные исследования по резистености in vitro при БК ХМЛ в литературе практически отсутствуют.
1.3.3. Индивидуализация химиотерапии по результатам исследований лекарственной устойчивости in vitro.

Впервые попытка сравнения эффективности стандартных эмпирических программ и химиотерапии, подобранной индивидуально по результатам тестов лекарственной устойчивости in vitro, предпринята в середине 1980-х гг. при множественной миеломе (Veteran Administration Cooperative Studies Group) и немелкоклеточном раке легкого (ECOG - Eastern Cooperative Oncology Group) [154]. В 1990г. von Hoff D.D. опубликовал результаты наблюдения у 55 больных с метастазирующим раком. Из 36 пациентов, получавших терапию по стандартному протоколу, частичный ответ был достигнут лишь у одного больного. В другой группе после применения индивидуально разработанной цитостатической терапии частичный ответ наблюдался у 4 из 19 пациентов. Различия оказались статистически достоверными (р=0,04), но выживаемость больных не увеличилась [145].

В 1992-1994 гг. в Голландии и Германии было проведено кооперированное исследование эффективности индивидуализации химиотерапии по тестам лекарственной устойчивости in vitro у 78 детей с резистентными формами и рецидивами ОЛЛ. 52 ребенка получали индивидуально подобранную химиотерапию, а 26 - стандартное в данных случаях лечение по протоколу BFM-REZ. Ответ в обеих группах оказался одинаковым и составил 44% и 46% соответственно. 2-летняя безрецидивная выживаемость в обеих группах составила 10%. Был сделан вывод, что индивидуальный подбор терапии по тестам лекарственной устойчивости in vitro не позволяет преодолеть лекарственную устойчивость в группе плохого прогноза детского ОЛЛ, и ,следовательно, не увеличивает частоту ответа и выживаемость по сравнению с общепринятыми протоколами [2].

Тем не менее, все авторы подчеркивают, что результаты исследования in vitro в группах плохого прогноза ОЛЛ и ОМЛ в известной степени отражают значительную резистентность больных in vivo и могут способствовать исключению из схем терапии потенциально неэффективных препаратов [2, 56, 57]. 

С другой стороны, хорошие результаты получены при исследовании лекарственной устойчивости при ХЛЛ. Оказалось, что чувствительность опухолевых лимфоцитов in vitro к флюдарабину при ХЛЛ является независимым прогностическим фактором в отношении выживаемости [16].

1.3.4. Исследование лекарственных взаимодействий ингибиторов тирозинкиназ с помощью тестов in vitro.

При бластном кризе хронического миелолейкоза результаты терапии ингибитором Abl-тирозинкиназы STI571 остаются неудовлетворительными [32, 124]. В связи с этим был проведен ряд исследований, целью которых явилось изучение активности  данного препарата in vitro в сочетании с определенными цитостатическими средствами. В экспрессирующих BCR-ABL клеточных линиях BV173, EM-3 и К562 с помощью метода МТТ были выявлены 3 существенных факта. Во-первых, значительный синергизм комбинации  STI571 с цитозаром, мафосфамидом и этопозидом  в торможении опухолевой пролиферации. Во- вторых, оказалось, что гидроксимочевина, напротив, обладала умеренно выраженным антагонистическим эффектом в сочетании с STI571. И в третьих, ингибитор Abl-тирозинкиназы не оказывал антипролиферативного действия и не потенцировал эффекты цитостатических препаратов в BCR-ABL-негативных клеточных линиях KG1a и HL-60 [138]. В исследовании Druker B.J. et al. использовалась клеточная линия мегакариобластного лейкоза человека Mo7e, ее дериват Mo7р210, экспрессирующий BCR-ABL, и клеточная линия К562 [137]. Цитозар, даунорубицин и гидреа в МТТ-тесте тормозили опухолевый рост клеток линии Mo7e, в то время как STI571 не оказывал какого-либо влияния. В BCR-ABL-позитивных клеточных линиях Mo7р210 и К562 для проявления антипролиферативного эффекта  требовались более высокие концентрации цитостатических препаратов, а в присутствии иматиниб мезилата авторы наблюдали значительное усиление противоопухолевого действия цитозара, даунорубицина и интерферона-α, но не гидроксимочевины. Был показан аддитивный антилейкемический эффект ингибитора Abl-тирозинкиназы в сочетании с интерфероном-α и даунорубицином in vitro. Комбинация иматиниб мезилата с цитозаром in vitro обладала выраженным синергизмом и оказывала максимальное ингибирующее действие на лейкозные клетки. Предполагаемый механизм усиления противоопухолевого действия иматиниб мезилата в сочетании с цитостатическими препаратами - усиление апоптоза, как за счет отмены активности BCR-ABL, так и при участии других механизмов. 

Все вышеприведенные исследования служат основанием для проведения клинических испытаний эффективности комбинации ингибитора Abl-тирозинкиназы с цитозаром и антрациклинами у больных в терминальной стадии ХМЛ.

1.4. СОВРЕМЕННЫЕ ПОДХОДЫ К ТЕРАПИИ БЛАСТНОГО КРИЗА ХРОНИЧЕСКОГО МИЕЛОЛЕЙКОЗА
Лечение бластного криза хронического миелолейкоза представляет собой весьма сложную проблему. Результаты химиотерапии в этой фазе ХМЛ более чем скромные. Безуспешность лечения, по-видимому, обусловлена в значительной мере гетерогенностью лейкозной популяции и неодинаковой чувствительностью различных ее субклонов к современной химиотерапии. Тем не менее различными группами исследователей предпринимаются попытки улучшения результатов лечения бластного криза хронического миелолейкоза, целью которых является возврат в хроническую фазу заболевания и увеличение продолжительности жизни больных. 

Попытка унифицировать критерии ответа на терапию при БК ХМЛ была предпринята исследователями из MDACC (M.D.Anderson Cancer Center) в 1987г. [67]. Критерии включали: 1)полный ответ – присутствие менее 5% бластов в костном мозге, отсутствие бластоза в крови, циркуляция более 1000 х 103 гранулоцитов и более 100.000 х 103 тромбоцитов в крови, длительность достигнутого ответа не менее 4 недель; 2) частичный ответ – наличие 6-25% бластов в костном мозге при нормальной периферической крови; 3) гематологическое улучшение – 5% и менее бластов в костном мозге при отсутствии нормализации периферической крови или нормальная гемограмма при бластозе более 25% в костном мозге; 4) отсутствие ответа.

Известно, что при лимфоидном варианте БК ХМЛ число полных и частичных ответов на полихимиотерапию, включающую преднизолон и винкристин, составляет 43-64%. Выживаемость больных при этом достоверно выше, чем у пациентов с нелимфоидным БК ХМЛ, получавших ПХТ [49, 67,  170].

За последние 5 лет наблюдается тенденция к интенсификации терапии нелимфоидных вариантов БК ХМЛ. При этом используются препараты, ранее не применявшиеся при данной нозологии. 

Новые цитостатические препараты 

В клиническом испытании I фазы Tamura K. et al. 32 больным с резистентными формами или рецидивом ОМЛ и БК ХМЛ применяли идарубицин в виде монотерапии в течение 3 дней в дозе 10-15 мг/м2, при этом общий ответ на лечение составил 27%, переносимость была хорошей    [132].
В MDACC предпринято исследование эффективности нового препарата – децитабина  в терминальной стадии ХМЛ. Децитабин – 5-аза-2’-деоксицитидин – гипометилирующий агент. Kantarjian H.M., Talpaz M., O’Brien S. et al. применяли препарат у 37 больных (из них у 20 с БК ХМЛ, у 17 с ФА ХМЛ) с медианой возраста 52 года. 13 больных получали децитабин в дозе 100 мг/м2 в течение 6 ч х 2 раза в день в течение 5 дней; 24 пациента получили децитабин в дозе 75 мг/м2 в течение 6 ч 2 раза в день в течение 5 дней. При БК ХМЛ 2 больных (10%) достигли полного ответа и у 3 (15%) наблюдалось гематологическое улучшение. Общий ответ составил 25%. В фазе акселерации уровень общего ответа был выше и составил 53%. Продолжительность достигнутого результата не указывается. Наиболее значимым побочным эффектом была длительная миелосупрессия с восстановлением уровня гранулоцитов в крови более 500 клеток в среднем на 48 день перерыва после курса и восстановлением уровня тромбоцитов в крови выше 30 тыс. – на 31 день. Фебрильная лихорадка отмечалась у 25 (68%) больных. Был сделан вывод об определенной эффективности децитабина при ХМЛ [68].

Для оценки эффективности монотерапии карбоплатином в терминальной стадии ХМЛ проведено испытание II фазы ECOG. Dutcher J.P., Wiernik P.H. et al. применяли карбоплатин в дозе 250 мг/м2 в виде постоянной инфузии в течение 5 дней, максимально – 3 курса. Общий ответ у 36 больных составил 22%, из них у 13,9% - полный. Средняя длительность достигнутого ответа – 3 мес. (1.4-8.94 мес.), медиана выживаемости общая 3.5 мес. (2.4-11.4 мес.), медиана выживаемости ответивших – 12.8 мес. (3.6-17.2 мес.). Трое больных пережили 2, 2.5 и 3.5 лет [33].

В литературе имеются сообщения об эффективности алкилирующего химиопрепарата тиофосфамида при ХМЛ как в хронической [118], так и в терминальных стадиях. Французские исследователи Kone M., Dupont C. et al. оценили эффективность тиофосфамида в сочетании с вепезидом у 14 больных ХМЛ с медианой возраста 51 год (11 - БК, 3 - ФА). Тиофосфамид в дозе 75 мг/м2 и вепезид (этопофос - модифицированная форма для болюсных инъекций) в дозе 100 мг/м2  вводили 1 раз в 2 недели. Для получения ответа необходимо было в среднем 7 введений препаратов. В фазе акселерации у всех больных получена вторая хроническая фаза, а у 1 пациента - полная клинико-гематологическая ремиссия. Средняя продолжительность достигнутого результата составила 14,3 мес. (4-21). Вторая хроническая фаза также была получена у 4 из 11 больных с БК ХМЛ, средняя продолжительность ее составила 12,3 мес. (9-14). Лечение проводилось амбулаторно. Авторы делают вывод, что этот режим может быть альтернативой для больных в терминальной стадии ХМЛ, которым невозможно проводить патогенетическую терапию [77].
Интенсификация полихимиотерапии

Montefusco E., Petti M.C. et al. провели II фазу клинических испытаний с 1992 по 1996гг. 17 больных с нелимфоидным БК ХМЛ (средний возраст 33 года, 10-45лет) получали химиотерапию по программе VAC: вепезид 100 мг/м2 в 1-3 и 8-10 дни, цитозар 500 мг/м2 2 раза в день в те же дни и карбоплатин 150 мг/м2 в виде постоянной инфузии в те же дни. Программа рассчитана на преодоление кинетической резистентности по принципу "двойной индукции": второй курс ПХТ проводился в период начинающейся регенерации костного мозга после мощного цитостатического воздействия в период максимальной концентрации эндогенных факторов роста. Существовала возможность выхода в пролиферацию "покоящихся" лейкозных клеток [18, 141]. Полный ответ был достигнут у 11 больных (65%), при этом у 7 из них (64%) наблюдался и цитогенетический ответ c cодержанием 38-100% Ph’-негативных метафаз. Из 6 неответивших пациентов 3 умерли от сепсиса в фазе индукции, и 3 были резистентны. Один больной погиб в полной ремиссии при явлениях гемоторакса. У всех лиц после курса наблюдалась глубокая миелосупрессия, у 29.5% - мукозит, соответствующий III степени токсичности, и у 29.5% - дисфункция печени. Явлений нефрологической токсичности не наблюдалось. На момент окончания исследования 4 больных были живы, из них 3 – во второй ХФ длительностью 7, 10 и 16 мес и 1 – во втором БК с общей выживаемостью 38 мес. Авторы отмечают, что указанная комбинация химиопрепаратов обладает значительным противоопухолевым эффектом, хотя безрецидивная выживаемость больных остается короткой [98].

В MDACC проведено исследование I фазы программы FLAM в качестве терапии «отчаяния». Этот режим ХТ включал флюдарабин 30 мг/м2 в 1-5 дни, цитозар 2 г/м2 в 1-5 дни, митоксантрон в дозах, превышающих стандартные (суммарная доза максимально до 60 мг/м2 в течение 4 дней). Данный режим обоснован синергизмом противоопухолевого действия препаратов. В исследование включены 55 больных; полный ответ был достигнут у 27.3% (4/17 – резистентный/рецидив ОМЛ, 4/12 - резистентный/рецидив ОЛЛ, 7/26 – БК ХМЛ). Средняя длительность достигнутого ответа составила 42 дня. Из осложнений отмечены миелосупрессия, обратимая гипербилирубинемия. Неблагоприятными факторами для ответа на терапию были плохой общий статус пациентов до начала лечения и недифференцированный варинт БК ХМЛ [76].

У 15 больных БК ХМЛ проводился курс ПХТ по программе FLAG, включающей флюдарабин, высокие дозы цитозара и Г-КСФ. При достижении ремиссии больные получали еще 2 дополнительных аналогичных курса. Ответ был достигнут у 7 пациентов (46,7%), первичная резистентность  наблюдалась у 3 больных (20%). 3 пациента (20%) умерли во время проведения индукционной терапии. Консолидация ремиссии предпринята у 5 из 7 больных, у 2 - она была невозможна из-за токсических осложнений. Медиана безрецидивной выживаемости составила 4,5 мес., общей выживаемости - 7,5 мес. Таким образом, высокодозная терапия по программе FLAG реально не улучшила выживаемость больных [133].

Терапия высокими дозами цитозара в сочетании с идарубицином (цитозар 1,5-3 г/м2 каждые 12 часов в течение 6 дней; идарубицин 12 мг/м2 3 дня) также не оказала существенного влияния на выживаемость 16 пациентов с миелоидным вариантом БК ХМЛ, полная клинико-гематологическая ремиссия получена лишь у 1 больного [4].

В MDACC сравнивалась эффективность различных режимов терапии при БК ХМЛ у 162 больных, находившихся на лечении в данном центре в период с 1986 по 1997гг. Анализировалась только эффективность терапии I линии. 90 больных получали интенсивную химиотерапию (FLAM, высокие дозы цитозара с митоксантроном), 31 больной – монотерапию децитабином, 41 больной – монохимиотерапию другими препаратами (6-МП, гидроксимочевина). Общий положительный ответ составил 22% (36 больных), при этом процент ответивших был примерно одинаков в группе интенсивной химиотерапии (28%) и в группе, получавшей децитабин (26%). В третьей группе положительный ответ составил 7%. Средняя длительность достигнутого результата составила 29 нед, общая медиана выживаемости – 22 нед. При оценке по группам медиана выживаемости составила 21 нед. в  1-й группе, 29 нед. – во 2-й и 22 нед. – в 3-й. Для больных старшей возрастной группы наилучшие результаты были получены на терапии децитабином. Во всех группах наблюдавшихся больных основным побочным эффектом была миелосупрессия. У 20% больных, получавших интенсивную ПХТ, наблюдалась негематологическая токсичность [121].

Таким образом, по данным литературы интенсификация лечения и включение новых цитостатических препаратов при нелимфоидном БК ХМЛ позволяет достичь ответа в среднем у 22-28% больных, при этом длительность ответа составляет 3-6 мес. Медиана выживаемости больных при отсутствии ответа составляет около 4 мес., у ответивших – несколько выше (до 13 мес.). 
Патогенетическая терапия БК ХМЛ

В 1998г. была проведена I фаза клинических испытаний ингибитора Abl-тирозинкиназы STI571 (Гливек, иматиниб мезилат) при бластном кризе хронического миелолейкоза [Druker B.J., Sawyers C.L., Kantarjian H.M. et al., 32]. В критерии ответа на лечение были включены: 1) полный гематологический ответ - аналогичный критериям MDACC 1987г.; 2) костномозговой ответ - бластоз менее 15% в костном мозге при отсутствии нормализации количества тромбоцитов и гранулоцитов в крови. Больные, не соответствующие этим критериям, считались «неответившими». Рецидив определялся в случае появления бластных клеток в крови и/или костном мозге после достижения ответа. Время до развития рецидива исчислялось от момента начала приема иматиниба. В понятие прогрессии заболевания вошли: 1) увеличение количества бластов в костном мозге более 15%; 2) появление более 5% бластов в крови; 3) нарастание лейкоцитоза более 20.000 х 109/л. Больные получали препарат в дозе 300-1000 мг/сут. 

При нелимфоидном бластном кризе положительный ответ был получен у 21 из 38 больных (55%), при этом у 17 больных (45%) отмечалось снижение бластоза менее чем до 5% в костном мозге, а у 4 пациентов (11%) - полная клинико-гематологическая ремиссия. Как правило, у больных, отвечающих на лечение, значительное уменьшение бластоза в крови и костном мозге происходило в течение 1-й недели терапии. Однако у 9 больных впоследствии наступил рецидив с медианой продолжительности ответа 84 дня (42-194). Еще 5 пациентов были исключены из исследования: одному больному была проведена трансплантация аллогенных стволовых клеток, у одного пациента наблюдалась плохая переносимость лечения. У    3-х отмечены серьезные побочные явления. У 7 больных, остававшихся в ремиссии, период наблюдения составил 101-349 дней. 

При лимфоидном бластном кризе 14 из 20 больных ответили на терапию (70%). Однако у 12 из 14 пациентов быстро развился рецидив заболевания с медианой продолжительности ответа 58 дней (42-123). У 1 больного был недостаточно продолжительный период наблюдения, и 1 пациенту выполнена трансплантация аллогенных стволовых клеток.

Все больные, у которых развился рецидив, были Ph’-позитивными. Большой цитогенетический ответ (БЦО) наблюдался у 7 из 58 больных с гематологическим ответом (12%). При этом у 5 пациентов был полный цитогенетический ответ  (ПЦО) (3 больных с миелоидным, 2 - с лимфоидным вариантом заболевания). 

В связи с быстрым развитием рецидивов на монотерапии при лимфоидном бластном кризе хронического миелолейкоза в большинство последующих протоколов вошли пациенты с нелимфоидным вариантом.

В исследование II фазы были включены 260 больных с миелоидным БК ХМЛ из 27 центров в 6 странах мира (США, Швейцария, Германия, Великобритания, Франция, Италия [55, 125]. 95 больных были “предлеченными”, 195 пациентов ранее не получали терапию по поводу БК. Гематологический ответ достигнут у 135 больных (52%). Однако, он сохранялся более 4 недель лишь у 31% пациентов (80 человек). Среди этих больных полная клинико-гематологическая ремиссия наблюдалась у 8% (21 пациент). У ответивших на лечение медиана продолжительности ответа составила 10 месяцев. У 36% больных наблюдался цитогенетический ответ. При этом полный цитогенетический ответ (ПЦО) отмечен у 7% (18 больных), большой цитогенетичский ответ (БЦО) - у 16% (42 больных). Общая медиана продолжительности ответа составила 6,6 мес. Медиана выживаемости у «непредлеченных» больных составила 7,1 мес., у больных, ранее получавших химиотерапию- 5,2 мес., общая – 6,9 мес.

Благоприятными прогностическими факторами для достижения гематологического ответа были следующие критерии: возраст моложе 60 лет, гемоглобин более 100 г/л, бластоз в периферической крови менее 50%, колтчество тромбоцитов выше 100.000 х 109/л. Значимым прогностическим фактором для выживаемости был сохраняющийся в течение 3 месяцев гематологический ответ. 

Явления негематологической токсичности отмечались достаточно часто и включали тошноту, отеки, рвоту, мышечные боли, диаррею и дерматит. Эти побочные эффекты были, как правило, умеренно выраженными и редко требовали прекращения терапии. Гематологическая токсичность - тромбоцитопения III-IV степени отмечалась у 62% больных; гранулоцитопения III-IV степени - у 58% пациентов. Прекращение терапии вследствие развития побочных эффектов потребовалось у 5% больных. 

Goldman J.M. с соавт. [92] приводят собственные данные о лечении иматиниб мезилатом 20 больных с нелимфоидным бластным кризом ХМЛ. Медиана между диагностикой бластного криза и началом терапии составила 2 мес. (3 дня-12 мес.). Медиана наблюдения после начала приема STI571 - 159 дней (70-250), медиана выживаемости - 170 дней (123-217 дней). Вероятность выживаемости на 250 день составила 25%. У 9 больных (45%) был получен цитогенетический ответ, который определялся как любое снижение количества Ph-позитивных метафаз в костном мозге. У 1 из 9 вышеупомянутых больных наблюдался полный цитогенетический ответ. При анализе прогностических факторов, влияющих на выживаемость, оказалось, что 250 день от начала терапии при отсутствии цитогенетического ответа не пережил ни один пациент, в то время как 50% больных из группы достигших любого цитогенетического ответа продолжали жить 250 и более дней..

У 53 больных с нелимфоидным бластным кризом ХМЛ Lahaye T., Hochhaus A. et al. [80] оценили прогностическую значимость иммунофенотипа и дополнительных цитогенетических аномалий для ответа на терапию иматинибом. Различия оказались недостоверными, но 25 больных, у которых бластные клетки несли только миелоидные маркеры, имели медиану выживаемости 132 дня, при наличии дополнительных лимфоидных антигенов у 4 пациентов медиана выживаемости составила 275 дней, а при коэкспрессии монобластных маркеров у 3 больных - 262 дня. Пациенты, не имеющие дополнительных хромосомный аберраций (11 человек), имели медиану выживаемости 262 дня, при наличии трисомии 8 - 120 дней (7 больных), в присутствии второй Ph-хромосомы - 119 дней (4 пациента), в случае аномалий хромосомы 17 - 115 дней (8 больных). 

По данным MDACC [66] монотерапия иматиниб мезилатом позволила достичь гематологического ответа у 52% из 75 пациентов с бластным кризом хронического миелолейкоза (65 – с НБК, 10 – с ЛБК), ЦГО – у 16%. Выживаемость к 12 месяцам лечения составила 22%. Прогностическим фактором, влияющим на выживаемость, оказался сохраняющийся на 8 неделе лечения гематологический ответ. При сравнении с результатами ПХТ отмечены значительно меньшая токсичность иматиниб мезилата, достоверно больший процент гематологических ответов (29% и 55 % соответственно, p=0,001), увеличение выживаемости (p=0,04), и снижение летальности в период индукционной терапии (различие недостоверно).

Таким образом, с помощью патогенетической терапии бластного криза хронического миелолейкоза удается достичь высокого процента ответов в период терапии индукции. Однако при лимфоидном варианте заболевания уже через 2-4 месяца наблюдались рецидивы у 100% пациентов. Результаты лечения больных с нелимфоидным вариантом бластного криза несколько лучше, около одной трети пациентов переживали 1 год. Дальнейшие усилия клиницистов будут направлены на поиск эффективных комбинаций иматиниб мезилата с цитостатическими препаратами, для которых показан синергизм in vitro.
Нам представляется важным разработка оптимальных терапевтических режимов даже в стадии бластного криза ХМЛ, поскольку он является неизбежным этапом течения болезни. Возможно, что лекарственные исследования чувствительности in vitro помогут в решении этой задачи, поскольку ранее такие исследования при БК ХМЛ не проводились.
ГЛАВА 2. ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ
2.1 ХАРАКТЕРИСТИКА БОЛЬНЫХ 

Под нашим наблюдением в период с июля 1996г. по май 2003г. находились 44 пациента с БК ХМЛ в возрасте от 21 до 67 лет (медиана 39 лет). Специальный отбор пациентов не проводился, однако исторически сформировались 2 группы больных: получавших различные программы полихимиотерапии и принимавших недавно появившийся на рынке препарат – иматиниб мезилат. Эти группы были практически идентичны по возрасту, распределению по полу, клинико-гематологическим показателям до начала терапии. В исследование было включено 22 мужчин, 22 женщины. Впервые диагностированный БК ХМЛ наблюдался у 24 больных, после проведенной терапии было включено в исследование 20 пациентов. Нелимфоидный вариант БК (НБК) был диагностирован у 30 больных (68%), лимфоидный – у 14 (32%). Экстрамедуллярные очаги (нейролейкемия,  специфический плеврит, поражение костей таза и поясничного отдела позвоночника – по одному случаю, специфическая инфильтрация всех групп лимфатических узлов в двух случаях) выявлены у 5 больных (11%). Дополнительные хромосомные аномалии обнаружены до начала исследования у 12 человек (27%).  26 больных имели статус по ECOG  1-2, 18 пациентов – статус 3-4..Повторно были исследованы 9 человек: 6 больных - в связи с резистентностью к ПХТ до начала терапии иматиниб мезилатом; 3 пациента вследствие резистентности к иматинибу – до начала ПХТ.
У больных, включенных в настоящее исследование, необходимыми были следующие признаки и данные: 1) возраст старше 18 лет, 2) наличие Ph’-хромосомы и/или экспрессии гена bcr-abl (подтвержденной методом FiSH или молекулярно-биологическим исследованием); 3) количество бластов в крови и/или костном мозге > 30%; 4) наличие очагов экстрамедуллярного вовлечения помимо бластоза в крови или костном мозге > 30%,  селезенки, лимфатических узлов и/или печени; 4) уровни аспартаттрансаминазы (АСТ) и аланинтрансаминазы (АЛТ) не превышали верхнюю границу нормы (ВГН) более чем в 2,5 раза. У пациентов с подозрением на вовлечение печени уровни АЛТ и АСТ не превышали ВГН более чем в 5 раз; 5) общий сывороточный билирубин не превышал ВГН более чем в 1,5 раза; 6) общий сывороточный креатинин не превышал ВГН более чем в 1,5 раза; 7) отрицательный результат теста на беременность у фертильных пациенток (перед началом лечения иматиниб мезилатом); 8) наличие письменного информированного согласия (перед началом лечения иматиниб мезилатом).

План исследования больных до начала терапии включал определение варианта БК ХМЛ – с помощью цитохимического и иммунологического методов; цитогенетическое исследование; тесты на лекарственную устойчивость бластов in vitro. 

Критерии ответа

Критерии ответа на терапию при БК ХМЛ в литературе встречаются самые различные, о чем было более подробно сказано ранее. Мы взяли за основу положения, предлагаемые в клиническом испытании расширенного доступа к препарату иматиниб мезилат (CLINICAL TRIAL OF EXPANDED ACCESS TO STI571, 2000).

Общий гематологический ответ:

1) полная гематологическая ремиссия;

2) отсутствие признаков лейкоза в крови и костном мозге без полного восстановления показателей крови;

3) регрессия до хронической фазы гемопоэза или частичный ответ.

Полная гематологическая ремиссия включала следующие критерии: адекватную клеточность костного мозга с содержанием бластов <5%; отсутствие бластов в крови; абсолютное число нейтрофилов (АЧН) >1,5 x 109/л; тромбоциты >100 x 109/л; отсутствие признаков экстрамедуллярного вовлечения.

Отсутствие признаков лейкоза в крови и костном мозге без полного восстановления показателей крови подразумевало следующие критерии: количество бластов в костном мозге <5%; отсутствие бластов в крови; АЧН >1,0 x 109/л; тромбоциты >20 x 109/л без переливаний тромбомассы и признаков кровотечения; отсутствие доказательств экстрамедуллярного вовлечения.

Регрессия до хронической фазы гемопоэза или частичный ответ включал (для частичного ответа – только первый из нижеперечисленных критериев): количество бластов в крови и/или костном мозге <15%; сумма бластов и промиелоцитов в крови и/или костном мозге <30%; количество  базофилов в крови <20%.

Ответ констатировали, если показатели крови и костного мозга больного соответствовали 1 из 3 вышеуказанных совокупностей критериев на фоне проводимой терапии (иматиниб мезилат, ПХТ). Длительность гематологического ответа при этом  составляла не менее 4 недель.

Цитогенетический ответ

Полный цитогенетический ответ (ПЦО)–  0% клеток в костном мозге, содержащих Ph’-хромосому; большой цитогенетический ответ (БЦО) – 1-35% Ph’-позитивных клеток, малый цитогенетический ответ (МЦО) – 36-65%, минимальный цитогенетический ответ – 66-95%, отсутствие ответа – 96-100%. Исследовали не менее 20 клеток в метафазе в пунктате костного мозга.
2.1.1 Описание исследования
В данном исследовании представлен анализ результатов химиотерапии, которая была проведена у 27 пациентов. Больные с ЛБК получали стандартную ПХТ по протоколу«01.1995» I фазы (ГНЦ РАМН). Режимы ПХТ для больных НБК, включенных в настоящее исследование, указаны в таблице 1.
Таблица 1. Программы химиотерапии, применявшиеся у больных БК ХМЛ.

	Лимфоидный бластный криз (ЛБК) ХМЛ

	Режим химиотерапии
	Число пациентов

	Протокол «01.1995» I фаза
	7

	Нелимфоидный бластный криз (НБК) ХМЛ

	7+3
	6

	7+3 с идарубицином
	1

	VAC
	6

	COAP
	2

	Протокол BFM-83 I и II фазы
	2

	AVAMP
	1

	Гидреа + 6-меркаптопурин
	1

	Лучевая терапия + СНОР
	1


Профилактика нейролейкемии проведена у 3 из 10 пациентов с ЛБК ХМЛ во время I фазы индукции ремиссии. 
Терапия пациентов с НБК ХМЛ была менее унифицированной, однако, половине из них (7 из 14 ) была проведена агрессивная ПХТ по программам 7+3 с идарубицином, VAC, протоколу BFM-83 I и II фазы. 
Необходимо отметить, что до начала исследования 6 пациентов с БК ХМЛ из группы ПХТ (3 – с ЛБК, 3 – с НБК) уже получали лечение по поводу БК ХМЛ по другим программам. Из 3 больных с ЛБК первый получал гидреа и роферон; вторая больная - единичные введения винкристина, рубомицина и 6-меркаптопурин; третья больная принимала иматиниб мезилат. Среди больных с НБК все 3 предлеченных пациента получали ПХТ по программе 7+3. Ни в одном случае (ЛБК, НБК) эффект не был достигнут. 
В связи с этим, указанные больные были переведены на программы терапии II линии. Из предлеченных пациентов с НБК 1 больной получил курс ПХТ по схеме 7+3 с идарубицином, вторая пациентка – курс по программе VAC и третья больная – терапию по протоколу BFM-83 I и II фазы. Ответ на лечение по программам II линии анализировался в настоящем исследовании.
Большинство больных, принимавших иматиниб мезилат (n=21), получали курсы полихимиотерапии на предыдущих этапах наблюдения (n=13, 59%). Программы проведенной ранее терапии были разнообразными и  весьма разнородными.

Поддерживающая терапия включала гидреа, 6-меркаптопурин, курсы ПХТ по схемам СОАР, 7+3 (5+2), AVAMP 1 раз в 1,5-2 мес., вепезид, у 3 больных – курсы малых доз цитозара в сочетании с приемом весаноида. Двое больных (1 – в рецидиве БК, 1 – во 2 ФА) получали иматиниб мезилат.

В настоящее исследование включен 21 больной, получавший иматиниб мезилат. Первоначальная доза препарата у каждого из них составила 600 мг. Тактика терапии иматиниб мезилатом представлена ниже.

Модификация доз иматиниб мезилата
Токсичность оценивалась по общим критериям токсичности Нью-Йоркского Ракового Института (National Cancer Institute,  Bethesda.Cancer Therapy Evaluation Program. Common Toxicity Criteria, version 2.0, March 1998)  [19]. 

Изменение доз иматиниб мезилата проводилось согласно алгоритму, предложенному в клиническом испытании расширенного доступа к препарату иматиниб мезилат (CLINICAL TRIAL OF EXPANDED ACCESS TO STI571, 2000).
Модификация дозы в связи с негематологической токсичностью

При наличии негематологической токсичности 2 степени, продолжающейся более 2 дней, прием препарата прекращался до тех пор, пока степень токсичности не снижалась до 1. После отмены прием иматиниба возобновлялся в дозе 600 мг в день. Если явления токсичности 2 степени возобновлялись, прием препарата прекращали до тех пор, пока степень токсичности не снижалась до 1. После отмены прием иматиниба возобновляли в сниженной дозе - 400 мг в день. При возобновлении токсичности 2 степени аналогичным образом производили снижение дозы до 300 мг в день.

При развитии негематологической токсичности 3-4 степени прием иматиниба прекращали до тех пор, пока степень токсичности не снижалась до 1. Затем прием препарата возобновляли в сниженной дозе 400 мг в день. При возобновлении токсичности 3-4 степени аналогичным образом производили снижение дозы до 300 мг в день.

Модификация дозы в связи с гематологической токсичностью

При анемии любой степени, нейтропении или тромбоцитопении 1-3 степени снижения дозы не предусматривалось. Проводили трансфузии эритроцитарной массы при появлении жалоб «анемического характера». Снижение дозы не предусматривалось при тромбоцитопении 4 степени, если уровень тромбоцитов удавалось поддерживать с помощью переливаний тромбоцитов. При невозможности трансфузий тромбоцитов и при нейтропении 4 степени предусматривался следующий алгоритм:

1) в течение первых 28 дней терапии изменений дозы не производили; 

2) через 28 дней терапии у пациентов с нейтро- или тромбоцитопенией 4 степени, продолжавшихся более 2 недель, производили стернальную пункцию. При малоклеточном костном мозге и количестве бластов <10% дозу снижали до 400 мг/день. 

Если нейтропения 4 степени и/или тромбоцитопения 4 степени персистировали в течение еще 2 недель, исследование аспирата повторяли. При снижении клеточности костного мозга и наличии <10% бластов дозу препарата снижали до 300 мг/день. 

Если нейтропения 4 степени и/или тромбоцитопения 4 степени сохранялись еще 2 недели, и при повторном исследовании костного мозга наблюдали аналогичную картину, прием иматиниба прекращали до тех пор, пока абсолютное число нейтрофилов (АЧН) не увеличивалось до >1,0 x 109/л и количество тромбоцитов не возрастало до >20 x 109/л, после чего прием препарата возобновляли в дозе 300 мг/день. 

Если костный мозг был достаточно клеточным, и количество бластов превышало 10%, прием иматиниба продолжали в дозе 600 мг/день.

Если во время перерывов в терапии или во время приема сниженной дозы препарата в крови или костном мозге появлялись бласты, или возрастало их количество, прием препарата возобновляли в полной дозе 600 мг/день.

При отсутствии гематологического ответа после приема препарата в течение не менее 4 недель в дозе 600 мг/день мы повышали дозу иматиниба до 800 мг/день. Пациентам, у которых гематологический ответ не был полным через 2 месяца терапии, или развился рецидив после полного гематологического ответа (подтвержденный результатами гемограммы и/или миелограммы с интервалом в 2 недели), дозу иматиниба повышалиь до 800 мг/день. Эту суточную дозу препарата разделяли на 2 приема по 400 мг.

При проведении как химиотерапии, так и лечении  иматиниб мезилатом, мы использовали любую сопутствующую терапию, необходимую для поддерживающего лечения пациентов и в целях их безопасности. На фоне терапии иматиниб мезилатом допускали интратекальную химиотерапию как лечение или профилактику нейролейкемии. Введение других противоопухолевых препаратов не было предусмотрено.

Пациенты с гиперлейкоцитозом в крови > 20 х 109/л  получали аллопуринол 300 мг в день за 48-24 ч до начала приема иматиниб мезилата. При стабилизации уровня лейкоцитов и нормальных показателях мочевой кислоты прием аллопуринола прекращали. 

Гидроксимочевину в дозе 5 г в день применяли в течение не более 7 дней от начала приема иматиниб мезилата.
2.2. МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
2.2.1 Цитохимические исследования

Проведены  нами у 39 пациентов. Использованы следующие цитохимические методы исследования: 

-определение мукополисахаридов (PAS-реакция) по Mac-Manus;

-определение миелопероксидазы по van Dein;

-определение активности -нафтилацетатэстеразы по Hayhoe и соавт.;

-в ряде случаев – определение фосфолипидов с применением судана черного Б по Hayhoe и соавт.

Лимфоидный вариант БК устанавливали при гранулярной PAS-реакции и отсутствии реакций на миелопероксидазу и α-нафтилэстеразу. Нелимфоидный вариант БК ХМЛ устанавливали при положительной реакции на миелопероксидазу, а также при диффузно-гранулярной и диффузной PAS-реакции.

При наличии в опухолевых клетках α-нафтилацетатэстеразы, легко подавляющейся фторидом натрия, регистрировали наличие моноцитарного компонента (миеломонобластного БК ХМЛ).
Реакцию считали положительной при выявлении ее не менее чем в 10% бластных клеток.
2.2.2. Иммунофенотипирование

Выполнено у 34 больных: у 21 из 27, получивших ПХТ, и у 13 из 21, принимавших иматиниб. 

Среды, сыворотки.

Для приготовления клеточных суспензий использовали синтетическую среду 199 на растворе Хенкса производства НИИ полиомиелита и вирусных энцефалитов АМН РФ, г.Москва.

Для постановки реакции иммунофлюоресценции использовали IFA-среду: PBS, содержащий 2% ТЭС, 0,1% азида натрия и 0,01М Hepes. 

Реактивы

Раствор для лизиса эритроцитов: 10-кратный концентрат (Beckton Dickinson) разводили дистиллированной водой и применяли по 0,5 мл на одну процедуру лизиса.

Фиколл-верографин: 9% фиколл 400000 (Pharmacia Fine Chemicals), 34% верографин (Югославия). Смесь готовили из 12 частей 9% фиколла и 5 частей верографина. Плотность смеси 1,076 г/см. 

Гепарин: 50 ед/мл в 199 среде.

Желатин: 10% раствор

Раствор для фиксирования клеток: 1% формалин, приготовленный на физиологическом растворе.
Таблица 2. Моноклональные  антитела (МКА), используемые при иммунофенотипировании ХМЛ БК

	МКА
	Кластер дифферен-цировки
	Изотип

Ig
	Клеточная специфичность

	ICO-115

My10
	CD34

CD34
	IgG1

IgG1
	Стволовые гемопоэтические клетки

	ICO-124

K503
	CD10

CD10
	IgG3

IgG3
	Лимфобласты, гранулоциты

	ICO-1
	HLA-DR
	IgG3
	Антигены II класса гистосовместимости,

экспрессированные на различных типах и стадиях клеточной дифференцировки

	HD37

Leu-12
	CD19

CD19
	IgG1
	Пан-В-клеточный антиген

	HD37

ICO-91
	CD22

CD22
	IgG1

IgG1
	Поздние-В-клетки (на мембране)

	ICO-166
	CD45RA
	IgG1
	В-клетки, подкласс Т-лимфоцитов

	ICO-30
	-
	IgG1
	-тяжелая мю-цепь IgМ

	ICO-90

Leu4-FITC
	CD3

CD3
	IgG1

IgG1
	Зрелые Т-лимфоциты

	ICO-86

Leu-3а-FITC
	CD4

CD4
	IgG1

IgG1
	Подкласс Т-хелперных/индукторных клеток

	ICO-31

Leu-2а-FITC
	CD8

CD8
	IgG1

IgG1
	Подкласс Т-супрессорных/киллерных клеток

	ICO-80
	CD5
	IgG1
	Все Т-клетки, субпопуляция В-клеток

	ANTI-CD33
	CD33
	IgG1
	коммитированные клетки-предшественники

	My1
	CD15
	IgМ
	Гранулоциты

	My32
	CD13
	IgG1
	Гранулоциты, моноциты и их предшественники

	ICO-GМ1
	CD11b
	IgG2a
	Гранулоциты, моноциты, NK-клетки

	Leu-M3
	CD14
	IgG2b
	Поздние моноциты

	My29 

ICO-92
	CD71

CD71
	IgG1

IgG1
	Рецептор трансферрина на пролиферирующих клетках

	ICO-105
	CD25
	IgG1
	Рецептор интерлейкина-2

	HAE-9
	-
	IgМ
	Эритробласты

	HAE-3
	-
	IgМ
	Гликофорин А

	ICO-20
	CD38
	IgG2a
	Лимфоциты, предшественники активированных клеток 

	IPO-4 

ICO-160
	CD95 CD95
	IgM 

IgG2a
	CD95 (FAS/APO-1) рецептор, опосредующий апоптоз

	ICO-150
	CD24
	IgG3
	В-клетки, гранулоциты

	ICO-60
	CD50
	IgG2a
	Лимфоциты, моноциты, гранулоциты

	ICO-87
	CD7
	IgG1
	Все этапы дифференцировки Т-лимфоцитов, миелобласты

	ICO-116
	CD16
	IgG1
	Гранулоциты, NK-клетки, моноциты

	UIC-2
	-
	IgG2a
	Pgp170


Выделение клеток

Выделение мононуклеарных клеток крови и костного мозга

В пробирку с раствором желатина (1 мл) у пациента брали кровь 9 мл из локтевой вены или костный мозг 2 мл при стернальной пункции, перемешивали пипеткой. Помещали пробирку в термостат на 40 минут. Затем  пробирку вынимали, удаляли надосадочную жидкость, клетки дважды отмывали в среде 199 и подсчитывали в камере Горяева. 

Реакция поверхностной имунофлюоресценции

Непрямая реакция поверхностной иммунофлюоресценции

5 х 105 клеток инкубировали с 20 мкл МКА в течение 30 мин при 20°С, после чего клетки дважды отмывали PBS. Затем клетки инкубировали с 20 мкл бараньей антисыворотки против иммуноглобулинов мыши, меченной FITC в течение 30 мин при 4°С, после чего дважды отмывали PBS и ресуспензировали в PBS, содержащем 1% формалин. 

Прямая реакция поверхностной иммунофлюоресценции
5 х 105 клеток инкубировали с 20 мкл меченных FITC (флюоресцинизотиоцианатом) или РЕ (фикоэритрином) МКА в течение 30 мин при 4°С, после чего дважды отмывали PBS и ресуспензировали в PBS, содержащем 1% формалин. 

Проточно-цитометрический анализ

Методом иммунофенотипирования и проточной цитофлюорометрии определялась экспрессия антигенов на бластных клетках. Анализ проводился на проточном цитометре FACScan (Beckton Dickinson). Выделение опухолевых клеток (гейтинг) выполнялось на основе параметров прямого и бокового светорассеяния лазерного луча, дающих возможность распределения в двойном измерении клеточных популяций в зависимости от размера клетки и степени гранулярности цитоплазмы. В каждой пробе анализировалось 5000 событий. 

Программное обеспечение

Анализ данных, полученных с помощью проточного цитофлюориметра FACScan, проводили с использованием программного обеспечения фирмы Hewlett Packard, комплектуемого вместе с проточным цитофлюориметром (программы “FACScan” и “Paint-a-Gate”).

Каждый маркер считали диагностически значимым, если он выявлялся не менее чем в 20% исследуемых клеток.
Лимфоидный бластный криз (ЛБК) ХМЛ устанавливали при наличии маркеров, характерных для лимфоидной дифференцировки – антигенов CD10, CD19 и/или CD22.
Нелимфоидный бластный криз (НБК) ХМЛ диагностировали по экспрессии поверхностных антингенов миелоидных и моноцитарных клеток: CD15, CD13, CD14 и CD11b.
Смешанный вариант БК ХМЛ устанавливали при определении на бластных клетках больного антигенов 2 клеточных линий – миелоидной и лимфоидной дифференцировки.

2.2.3 Исследование лекарственной устойчивости in vitro
Для исследования ЛУ in vitro применялись методы DiSC (differential staining cytotoxicity) и MTT (на основе соли тетразолия 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолий бромида – сокращенно MTT). Изучали чувствительность к следующим цитостатическим препаратам in vitro: рубомицину, винкристину, цитозару, вепезиду, преднизолону, метотрексату, 6-меркаптопурину, идарубицину, карбоплатину, а также к иматинибу.

Стадии тестирования лекарственной чувствительности in vitro: 

1.Выделение клеток.

2.Инкубация клеток с лекарственными препаратами. 

3.Оценка жизнеспособности клеток.

4.Интерпретация результатов.

Метод DiSC (differential staining cytotoxicity)

Бластные клетки из образцов крови или костного мозга больных, содержащих менее 80% бластов, выделяли в градиенте плотности фиколл-верографин. Затем добавляли среду RPMI и цитостатические препараты. В исходной смеси содержалось не менее 100 тыс клеток. Эту смесь  суспензии бластных клеток с химиопрепаратами разводили на 5 концентраций в бессывороточной среде, так, чтобы в каждой лунке оставалось 200 мкл смеси, и инкубировали в течение 96 час. при 37С в среде, содержащей 5% СО2. Затем из каждой лунки отбирали 150 мкл клеточной суспензии и к оставшимся 50 мкл добавляли 50 мкл красителя на 5-10 мин. За это время на предметные стекла наносили клеточную суспензию с различными концентрациями цитостатических препаратов.  Затем предметные стекла центрифугировали в цитоцентрифуге в течение 10 мин при 1200 об./мин После окончания центрифугирования на каждом стекле под микроскопом с увеличением х 90 под иммерсионным маслом подсчитывали количество «живых клеток» (погибшие клетки окрашивались в зеленый цвет красителем Fast Green Nigrosin). Допустимым считалось наличие не менее 80% живых клеток в контроле. Затем мазки окрашивали гематоксилин-эозином по стандартной методике. Производили подсчет «живых» опухолевых клеток по формуле: количество живых бластов/ (количество «живых» бластов + количество погибших незрелых и вызревающих клеток + количество «живых» вызревающих и зрелых клеток) х 100%. 

МТТ-метод

MTT-тест - колориметрический метод количественного определения клеточной выживаемости и пролиферации, основанный на расщеплении МТТ (соли тетразолия) митохондриальным ферментом сукцинатдегидрогеназой живых клеток с образованием продукта - голубого формазана, определяемого с помощью спектрофотометра. Учитывая, что в данном методе невозможно различить опухолевые и неопухолевые клетки, МТТ-метод применяли для исследования образцов, содержащих не менее 80% бластных клеток. Результаты теста считали надежными, если через 4 дня культивирования в контроле сохранялось 70% живых клеток. Использовали 96-луночный планшет. Ставили 2 контроля: 1)клетки без цитостатических препаратов; 2)чистая бессывороточная среда. В лунки вносили от 100 до 300 тыс клеток, 200 мкл среды, цитостатические препараты в 5 различных концентрациях. После инкубации в течение 96 час. при 37С в среде, содержащей 5% СО2 в каждую лунку добавляли МТТ 10 мкл, который разводили PBS до концентрации 5 мг/мл. Клетки инкубировали с МТТ в течение 5-6  час. Затем средуудаляли. Добавляли 150-200 мкл DMSO (диметилсульфоксид, растворяющий формазан). На спектрофотометре Multiscan автоматически определяли оптическую плотность раствора в лунках за вычетом контроля. Все контроли и концентрации ставили в триплетах, из которых вычисляли среднее значение. 

В DiSC-тесте вычисляли LD50, в МТТ-тесте - LD70. Если значения LD50 или LD70 превышали исследуемую максимальную концентрацию или были меньше применяемой минимальной концентрации, для статистического анализа использовали соответственно значения тестируемых максимальной и минимальной концентраций в качестве LD50 или LD70. Клетки больного считали чувствительными к данному цитостатическому препарату in vitro, если его концентрация была ниже медианы для этого химиопрепарата in vitro [133].

2.2.4  Цитогенетические исследования
Цитогенетические  исследования до начала и в ходе терапии проведены у 30 больных в кариологической лаборатории ГНЦ РАМН (руководитель – проф. , д.м.н. Е.В.Домрачева). Цитогенетический анализ костного мозга выполняли прямым методом  и методом культивирования клеток с равномерной и G-дифференциальной окраской хромосом (G-banding), а при недостаточном количестве метафаз в костном мозге (<15) – методом флуоресцентной гибридизации in situ (FISH). 

В группе больных, получивших ПХТ, кариотип определен у 10 человек до начала лечения, у 6 больных повторно после курса ПХТ. В группе пациентов, которые принимали иматиниб мезилат, исследование проведено у 21 больного до начала терапии, и у 12  - через 3, 6 и 12 месяцев лечения, а также на момент рецидива заболевания.

2.3 СТАТИСТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ ПОЛУЧЕННЫХ РЕЗУЛЬТАТОВ
Проводили с помощью пакета Statistica 6.0 при участии лаборатории медицинской статистики ГНЦ РАМН (руководитель – к.т.н.С.М.Куликов). Анализ включал медианы возраста, концентраций химиопрепаратов, медианы наблюдения. Для оценки достоверности различий в группах с числом больных менее 8 человек использовали двусторонний непараметрический критерий Mann-Whitney [165], в группах пациентов численностью более 8 человек с той же целью применяли двусторонний критерий Student [164]. Чтобы оценить влияние чувствительности или резистентности к тому или иному цитостатическому препарату in vitro на выживаемость, использовали регрессионную модель (модель пропорциональных интенсивностей Cox с зависящими от времени ковариатами). Для сравнения различий частоты достижения ответа в группах пациентов, получавших ПХТ и иматиниб мезилат, применяли непараметрический критерий 2. Расчет кривых безрецидивной и общей выживаемости проведен по методу Kaplan-Meier. Достоверность различий выживаемости больных определена с помощью непараметрического критерия Wilcoxon. 

ГЛАВА 3.

РЕЗУЛЬТАТЫ СОБСТВЕННЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ

3.1. КЛИНИКО-ГЕМАТОЛОГИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА БОЛЬНЫХ БК ХМЛ

Суммарные клинико-гематологические характеристики 28 пациентов до начала ПХТ и 21 больного до начала терапии иматинибом, представлены в таблице 3.

В первой группе больных, получавших ПХТ, в большем числе наблюдений (68%) был впервые диагностированный БК ХМЛ. Это группа сравнительно молодых лиц (медиана возраста – 38,5 лет) с примерно одинаковым распределением по полу. Отмечали хорошую соматическую сохранность более половины больных до начала лечения (статус 1 и 2 по шкале ECOG имели 62% пациентов). У 4 больных выявили очаги экстрамедуллярного поражения (в 2 случаях – «саркоматизация» с вовлечением лимфатических узлов, у 1 пациента – специфический плеврит, и у 1 – опухолевое поражение костей таза и поясничного отдела позвоночника). 

Вторую группу составили пациенты, получавшие иматиниб (n=21), которые были практически одного возраста с больными из 1-й группы (медиана возраста 41 год). Соотношение по полу и распределение по вариантам БК ХМЛ также было примерно одинаковым. Медиана содержания бластных клеток в крови и/или костном мозге и наличие очагов экстрамедуллярного поражения чаще обнаруживалось у пациентов из первой группы, получавших ПХТ. В группе больных, принимавших иматиниб, лишь у 1 больной с ЛБК ХМЛ была выявлена нейролейкемия. Примечательно, что несмотря на большую «предлеченнность» пациентов в группе «иматиниб», частота клональной эволюции в этой группе до начала лечения препаратом не превысила частоту клональной эволюции у менее предлеченных больных, получавших ПХТ. 

Таблица 3.  Сравнительные клинико-гематологические данные больных до начала терапии.*
	Данные
	ПХТ 
(n=28)
	иматиниб (n=21)

	Возраст, годы
	38,5 (21 – 65)
	41 (21 – 67)

	Пол, м:ж
	15:13
	11:10

	Первичные:предлеченные
	22:6
	8:13

	Продолжительность ХФ (дни)
	731 (0 – 2931)
	1216 (121–5782)

	Продолжительность ФА (дни) 
	104 (5-1078)
	242 (0 – 640)

	НБК:ЛБК
	18:10
	13:8

	Медиана уровня лейкоцитов, х109 /л
	20 (1,7-165)
	18,4 (0,9-134,7)

	Медиана уровня тромбоцитов, х109 /л
	113,5 (12-1315)
	131 (9-1220)

	Медиана уровня 
гемоглобина, г/л
	99,5 (61-139)
	92 (55-123)

	Средние размеры селезенки, см
	6,3
	9,4

	Медиана содержания бластных клеток в крови или костном мозге, %
	52 (30-96)
	33 (2-76)

	Наличие очагов экстрамедуллярного роста, n, %
	4 (19%)
	1 (4%)

	Наличие дополнительных хромосомных аномалий , n, %
	5 (24%)
	7 (32%)

	Статус по ECOG до начала терапии, n, %            1 - 2

               3 - 4
	62

38
	43

57

	Медиана наблюдения (дни)
	174 (28– 1254)
	229 (13 – 807) 


*Примечание: в скобках указаны крайние величины, перед скобками – средние и медианы................................................................................................... ..................................................................................................                                                

3.2. СОПОСТАВЛЕНИЕ ЦИТОХИМИЧЕСКОГО И ИММУНОЛОГИЧЕСКОГО ВАРИАНТОВ БК ХМЛ

Варианты БК ХМЛ у больных, получавших ПХТ

Варианты БК удалось установить у всех больных, включенных в исследование. Совпадение вариантов при цитохимическом и иммунофенотипическом исследованиях выявлено в 82%. Нелимфоидный вариант БК обнаружен у 18 больных (64% во всей группе), лимфоидный – у 10(36%) человек.
Лимфоидный вариант диагностировали в тех случаях, если бластные клетки имели как цитохимические (крупногранулярный гликоген), так и иммунофенотипические характеристики лимфоидных клеток (CD10, CD19, CD20, CD22).

Нелимфоидный вариант БК устанавливали больным, у которых бластные клетки имели цитохимические (PAS-реакция диффузного или диффузно-гранулярного типа), так и иммунологические маркеры бластных клеток (CD33, CD13, CD15, CD11b).
У большинства пациентов удается дифференцировать нелимфоидный (НБК) и лимфоидный (ЛБК) варианты заболевания.

Сопоставление результатов цитохимического и иммунологического исследования бластных клеток больных, получавших ПХТ, приведено в таблице 4. 
Таблица 4. Сопоставление результатов цитохимического и иммунологического исследования бластных клеток у больных с БК ХМЛ до начала ПХТ

	№
	Ф.И.О.
	Цитохимическое

заключение
	Иммунологическое заключение

	1
	Б.А.С.
	ЛБК (PAS гранулярная + в 60% клеток)
	Не исследовали

	2
	Б.З.А.
	ЛБК (MPO-отриц, липиды-отриц, PAS гранулярная + в 42% клеток)
	Cмешанный вариант БК

(CD13+,  CD11b+, CD10+, СD19+, CD20+)

	3
	Б.В.П.
	НБК

(миеломонобластный: MPO+, α-нафтилэстераза ++, полностью ингбируется фторидом натрия, PAS в диффузном и диффузно-гранулярном виде)
	НБК

(миеломонобластный: CD33+, CD11b+, CD7+)

	4
	Б.Г.В.
	ЛБК (первичный) 
(PAS гранулярная + в 56% клеток)
	Не исследовали

	
	
	Рецидив по типу НБК (миеломонобластный: MPO+, α-нафтилэстераза ++, полностью ингбируется фторидом натрия, PAS в диффузном и диффузно-гранулярном виде ) 
	НБК (миеломонобластный: CD34+, CD13+, CD11b+, CD10+)  

	5
	Г.А.Г.
	НБК (MPO+ в 68% клеток, PAS гранулярная + в 5% клеток)
	НБК (миеломонобластный: CD33+, CD11b+, CD15+)

	6
	Г.Г.Р.
	НБК (МРО+)
	НБК (CD34+)

	7
	И.И.Е.
	НБК (МРО+, α-нафтилэстераза +, не подавляется  фторидом натрия, PAS в диффузно-гранулярном виде)
	НБК (CD33+, CD13+, CD15+)

	8
	К.В.И.
	НБК

(миеломонобластный: MPO+, α-нафтилэстераза ++, полностью ингбируется фторидом натрия, PAS в диффузном и диффузно-гранулярном виде)
	Нельзя дать заключение, т.к. на клетках отсутствуют поверхностные маркеры

	9
	К.В.П.
	НБК (МРО+)
	НБК (CD34+)

	10
	К.В.А.
	НБК (МРО+)
	НБК c экспрессией монобластных маркеров

(CD13, CD11b)

	11
	 К.Т.Н.
	НБК

(миеломонобластный: MPO+, α-нафтилэстераза ++, полностью ингбируется фторидом натрия, PAS в диффузном и диффузно-гранулярном виде)
	НБК

(миеломонобластный: CD13+, CD11b+)

	12
	К.В.И.
	МБК (МРО+)
	ЛБК (CD10+)

	13
	Л.И.С.
	ЛБК (PAS гранулярная + в 70% клеток)
	ЛБК (CD34+, CD10+, CD19+, CD22+)

	14
	М.Т.А.
	ЛБК (PAS гранулярная + в 65% клеток)
	 Cмешанный вариант БК (CD33+, CD11b+, CD10+, CD19+, CD20+) 

	15
	М.О.Б.
	НБК (МРО+)
	Н БК (миеломонобластный: CD34+, CD33+, CD13+, CD15+, CD11b+) 

	16
	Н.И.И.
	НБК (МРО+)
	НБК (CD33+, CD13+, CD15+)

	17
	П.В.А.
	МБК (МРО+)
	Cмешанный вариант БК с (CD13+,  CD11b+, CD10+, СD19+, CD20+)

	18
	С.Е.М.
	ЛБК  (PAS гранулярная + в 67% клеток)
	ЛБК  (CD10+, CD19+, CD22+)

	19
	П.И.Ф.
	Бласты напоминают картину при саркоматизации, лимфоидные с примесью монобластов (МРО – 8% слабо +, PAS – 80% в гранул. форме, реже и слабо – в дифф.-гран.; (-НЭ – 82% + в гран. виде, 12% клеток не подавляются NaF 
	НБК (CD34+, CD33+)

	20
	С.В.А.
	МБК с незначительной примесью лимфоидных маркеров (редко PAS в гранулярной форме)
	Не исследовали

	21
	С.В.Н.
	НБК  (МРО+)
	НБК (CD33+, CD13+, CD14+)

	22
	С.М.П.
	ЛБК с примесью миелоидных маркеров (PAS –92% + гран., МРО-5%+, судан черный Б – 7%+, (-НЭ – 56% слабо+)
	Не исследовали

	23
	Т.А.Н.
	НБК

(миеломонобластный)
	Смешанный БК (CD34+, CD13+, CD11b+, CD10+)

	24
	Ш.С.А.
	НБК (МРО+)
	НБК (CD33+, CD13+, CD14+, CD15+)

	25
	Ш.В.А.
	МБК (МРО+)
	Cмешанный вариант БК (CD33+, CD13+, CD20+)

	26
	Я.Е.А.
	Вариант не определен (МРО-1%+, PAS-негативные; (-НЭ – не выявлена 
	Cмешанный вариант БК (CD10+, CD19+, CD20+, CD13+) 

	27
	С.О.М.
	ЛБК (PAS гранулярная + в 75% клеток)
	ЛБК (CD10+, CD19+, CD22+)

	28
	Г.С.А.
	ЛБК (PAS гранулярная + в 60% клеток)
	Не исследовали


В 22% наблюдений  (6 человек) был установлен диагноз смешанного варианта БК ХМЛ. В этих случаях для уточнения дальнейшей тактики терапии учитывались преобладающие иммунологические маркеры (лимфоидной или миелоидной направленности). 
Варианты БК ХМЛ у больных, получавших иматиниб мезилат 

С помощью цитохимического метода у 13 больных (62%) установлен нелимфоидный вариант БК ХМЛ, у 7 (33%) – лимфоидный. 1 больная с ЛБК находилась во 2-й фазе акселерации, достигнутой на фоне ПХТ и была включена в исследование в связи с развитием нейролейкемии. У 6 пациентов был выявлен монобластный компонент БК.
Совпадение цитохимического и иммунологического вариантов выявлено у 40% больных; также у 40% иммунологическое исследование не проводилось.
«Смешанный» вариант обнаружен у 2 (10%) пациентов; у первой из них были выявлены ЛБК по данным цитохимического исследования и  экспрессия CD33, CD10, CD19, CD22 по данным ИФТ; у второго пациента с цитохимическим вариантом НБК наблюдалась экспрессия CD33, CD13, CD19, CD20. Также у 1 больного (0,5%) выявлено «расхождение» цитохимического и иммунофенотипического вариантов БК. У всех перечисленных пациентов в том или ином случае для лечения применялся иматиниб мезилат. 

Сопоставление результатов цитохимического и иммунологического исследования приведено в таблице 5.
Таблица 5. Сопоставление результатов цитохимического и иммунологического исследования бластных клеток у больных с БК ХМЛ до начала терапии иматиниб мезилатом
	№
	Ф.И.О
	Цитохимическое

заключение


	Иммунологическое заключение

	1
	С.М.Ю.
	ЛБК (PAS гранулярная + в 76% клеток)
	Смешанный вариант БК (CD10+, CD19+, CD22+, CD33+)

	2
	П.В.А.
	НБК (МРО+)
	Cмешанный вариант БК (CD33+ , CD13 +, CD19+, CD20+)

	3
	А.Л.В.
	НБК (МРО+)
	Не исследовали

	4
	Л.И.С.
	ЛБК (PAS гранулярная + в 80% клеток)
	ЛБК (CD3+ , CD5+,  CD10+, CD19+, CD20+)


	 5
	С.С.С.
	НБК со значительным монобластным компонентом ((-НЭ положительная в 75% клеток, после добавления NaF подавляется на 58%).
	Не исследовали

	6
	М.О.Б.
	НБК (МРО+)
	НБК (миеломонобластный: CD33+, CD13+,  CD11b+)

	7
	Б.Н.А.
	НБК (МРО+)
	НБК (миеломонобластный: CD33+, CD13+, CD11b+)

	8
	C.С.В.
	ЛБК (PAS гранулярная + в 75% клеток)
	НБК (CD33+, CD13+)

	9
	С.В.А.
	НБК (МРО+)
	Не исследовали

	10
	М.И.В.
	НБК (МРО+)
	НБК  (CD33+, CD13+, CD14+)

	11
	П.Н.В.
	ЛБК (PAS гранулярная + в 60% клеток)
	Не исследовали

	12
	Л.Е.Н.
	НБК (МРО+)
	Смешанный вариант БК (CD11b+, CD10+) 

	13
	Ф.В.Н.
	НБК (МРО+)
	БК с экспрессией CD11b

	14
	К.И.А.
	НБК (МРО+)
	НБК (миеломонобластный: CD33+,  CD11b+)

	15
	П.Э.П.
	НБК (МРО+)
	Не исследовали

	16
	В.Ю.В.
	НБК со значительным монобластным компонентом ((-нафтилэстераза в 82% клеток, не подавляется фторидом натрия)
	НБК (миеломонобластный: CD33+, CD13+ , CD11b+) 

	17
	Д.М.Н.
	НБК (МРО+)
	НБК (CD33+, CD13+, CD7+)

	18
	Г.С.А.
	ЛБК (PAS гранулярная + в 68% клеток)
	Не исследовали

	19
	С.О.М.
	ЛБК (PAS гранулярная + в 75% клеток)
	ЛБК (CD19+, CD20+)

	20
	Д.В.М.
	ЛБК (PAS гранулярная + в 75% клеток)
	Не исследовали


3.3.ХАРАКТЕРИСТИКА ЛЕКАРСТВЕННОЙ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ БЛАСТНЫХ КЛЕТОК У БОЛЬНЫХ С БЛАСТНЫМ КРИЗОМ ХРОНИЧЕСКОГО МИЕЛОЛЕЙКОЗА IN VITRO
У 41 больного с БК ХМЛ изучали лекарственную чувствительность бластных клеток in vitro к следующим препаратам: рубомицину, винкристину, цитозару, вепезиду, преднизолону, метотрексату, 6-меркаптопурину, идарубицину, карбоплатину, иматиниб мезилату.

Метод DiSC использовали у 26 пациентов: у 23 больных из группы получавших ПХТ и у 3 пациентов, принимавших иматиниб. Метод МТТ применяли у 3 больных из группы ПХТ и у 10 пациентов из группы иматиниб, т.е. в целом у 13 человек. Успешно выполнены 95% всех опытов. В 2 случаях (5%) проведение исследования с помощью метода DiSC было невозможным: в первом случае – вследствие микробной контаминации образца, во втором – из-за недостаточного количества клеток для исследования. Технический уровень успешности исследования сопоставим с зарубежными данными [57], [108]. 

У двух пациентов, получавших иматиниб в ХФ, также развился БК ХМЛ. С помощью метода МТТ у них определены профили лекарственной чувствительности бластных клеток к иматинибу и ко всему спектру  цитостатических препаратов in vitro для характеристики лекарственной чувствительности в связи с прогрессией заболевания на фоне приема иматиниба. 
Учитывая, что при БК ХМЛ часто выявляется количество бластных клеток менее 70%, в настоящем исследовании чаще применяли метод DiSC.
На рис. 1 представлены результаты DiSC-теста, когда бластные клетки больного чувствительны к цитотоксическому воздействию. Большинство этих клеток   окрашено в зеленый цвет красителем Fast Green Nigrosin, проникающий через мембраны погибших клеток, а следовательно, бластные клетки чувствительны к действию цитостатического препарата
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Рис. 1. Результаты DiSC-теста при чувствительности бластных клеток больного к химиотерапевтическому препарату.
На рис.2 практически все бластные клетки сохраняют окраску по Романовскому-Гимзе, а следовательно пережили воздействие цитостатического препарата и являются  резистентными к нему in vitro.
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Рис. 2. Результаты DiSC-теста при резистентности бластных клеток больного к химиотерапевтическому препарату.    

Таблица 7. Исследуемые интервалы концентраций лекарственых препаратов и медианы LD50/LD70 при первичном НБК и ЛБК ХМЛ
	Цитостатические препараты
	Первичный НБК ХМЛ
	P по Mann-Whitney
	Первичный ЛБК ХМЛ
	P по Mann-Whitney

	
	Число обсле-дован-ных боль-ных, n

	Интервалы концентра-ций, мкг/мл
	Медиа-на LD50/ LD70, мкг/мл
	
	Число обсле-дован-ных боль-ных, n

	Интервалы концентра-

ций, мкг/мл
	Меди-ана LD50/ LD70, мкг/мл
	

	рубомицин
	13
	0,008-2
	2
	p>0,5
	7
	0,008-2
	0,008
	p>0,5

	винкристин
	12
	0,195-50
	5
	p<0,05
	7
	0,195-50
	0,195
	p<0,05

	вепезид
	10
	0,195-7
	0,195
	p>0,5
	7
	0,195-2
	0,195
	p>0,5

	цитозар
	15
	0,039-10
	0,039
	p>0,5
	7
	0,039-6
	0,039
	p>0,5

	преднизолон
	8
	0,06-300
	55,5
	p<0,05
	7
	0,06-8
	0,06
	p<0,05

	метотрексат
	8
	1-75
	3,4
	p>0,5
	4
	1-20
	7
	p>0,5

	6-меркаптопурин
	8
	31,25-500
	31,25
	p>0,5
	7
	31,25-200
	65
	p>0,5

	идарубицин 
	12
	0,008-2
	0,07
	p>0,5
	7
	0,008-2
	0,008
	p>0,5

	 карбоплатин
	9
	1,9-500
	204,5
	p>0,5
	3
	2-500
	3,1
	p>0,5

	иматиниб
	5
	0,2-90
	2,75
	p>0,5
	6
	1-22
	18
	p>0,5


  Летальные концентрации in vitro для бластных клеток пациентов с первичным НБК  ХМЛ были ниже к метотрексату, 6-меркаптопурину, иматинибу (недостоверно).   Обращает на себя внимание, что чувствительность опухолевых клеток in vitro  к иматинибу была в 6 раз выше у больных с первичным НБК, чем с ЛБК ХМЛ. Чувствительность к вепезиду и цитозару оказалась умеренной при обоих вариантах. Данные суммированы в таблице 7.
В качестве примера расчетов летальных концентраций на рис.3-4 представлены кривые доза-ответ для винкристина, а на рис.5-6 - для преднизолона при первичном НБК и ЛБК ХМЛ. 
Учитывая достоверно большую чувствительность бластных клеток при лимфоидном бластном кризе ХМЛ  к винкристину, на рис.3 видно, что при ЛБК все клетки чувствительны к винкристину: все кривые ниже медианы летальной концентрации LD70. В отличие от них бластные клетки пациентов при первичном нелимфоидном бластном кризе ХМЛ менее чувствительны к винкристину, ряд кривых доза-ответ располагается выше уровня летальной концентрации LD70 (рис.4).
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Рис.3.  Лекарственная чувствительность бластных клеток in vitro  к винкристину  при лимфоидном бластном кризе ХМЛ.
* Примечание: пороговые уровни летальных концентраций, при которых погибают 50% и 70% бластных клеток, выделены на рисунке прямыми линиями красного цвета       ................................................            
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Рис.4.  Лекарственная чувствительность бластных клеток in vitro  к винкристину  при первичном нелимфоидном бластном кризе ХМЛ.
* Примечание: пороговые уровни летальной концентрации, при которых погибают 50% и 70% бластных клеток, выделены на рисунке прямыми линиями красного цвета    
При исследовании чувствительности бластных клеток к преднизолону in vitro лимфоидные опухолевые клетки оказались достоверно более чувствительны к препарату. Большая часть эффективных летальных концентраций находится ниже контрольного значения LD50 (рис.5). При первичном нелимфоидном бластном кризе ХМЛ медианы летальных концентраций к преднизолону для бластных клеток in vitro преимущественно находятся на пороговом  уровне либо превышают его (рис.6). 
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Рис.5 Лекарственная чувствительность бластных клеток in vitro  к преднизолону при лимфоидном бластном кризе ХМЛ.
* Примечание: пороговый уровень летальной концентрации, при котором погибают 50% бластных клеток, выделен на рисунке прямой линией красного.цвета       
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Рис.6 Лекарственная чувствительность бластных клеток in vitro  к преднизолону при первичном бластном кризе ХМЛ.

* Примечание: пороговый уровень летальной концентрации, при котором погибают 50% бластных клеток, выделен на рисунке прямой линией красного цвета       
При сравнении медиан летальных концентраций у больных  с НБК ХМЛ, первичных и ранее получавших терапию по поводу бластного криза, выявлено достоверное  увеличение лекарственной устойчивости бластных клеток к цитозару и идарубицину. Также опухолевые клетки становились более устойчивыми к винкристину, этопозиду, преднизолону, метотрексату и иматинибу (различия недостоверны). Чувствительность бластов была одинаковой к 6-меркаптопурину и карбоплатину. Медианы концентраций LD50/LD70 и их интервалы, а также достоверность отличий у первичных и предлеченных больных с нелимфоидным бластным кризом ХМЛ суммированы в таблице 8.
Таблица 8. Исследованные интервалы концентраций лекарственных препаратов и медиана LD50/LD70 у первичных и предлеченных больных с НБК ХМЛ

	Препараты
	первичные (n=15)
	предлеченные (n=7)
	Р

по

Mann-Whitney

	
	Интерва-лы концен-траций (мкг/мл)
	Медиана LD50/

LD70 (мкг/мл)
	Интерва-лы концен-траций (мкг/мл)
	Медиана LD50/

LD70 (мкг/мл)
	

	рубомицин
	0,008-2
	2
	0,1-2
	0,3
	р=0,2

	винкристин
	0,195-50
	5
	5-50
	20
	р=0,05

	вепезид
	0,195-50
	0,195
	0,195-50
	0,35
	p>0,05

	цитозар
	0,039-10
	0,039
	0,06-10
	5
	p<0,001

	преднизолон
	0,06-300
	55,5
	27-300
	250
	p>0,05

	метотрексат
	1-75
	3,4
	2-20
	16
	p>0,05

	6-меркаптопурин
	31,25-500
	31,25
	31,25-300
	40
	p>0,05

	идарубицин 
	0,008-2
	0,07
	0,008-10
	2
	р=0,002

	карбоплатин
	1,9-500
	204,5
	2,9-500
	255
	p>0,05

	иматиниб
	0,2-90
	2,75
	0,4-85
	8
	p>0,05


Мы проанализировали значения медиан летальных концентраций цитостатических препаратов и сопоставили их с ответом на лечение. Разброс концентраций по каждому препарату для бластных клеток больных оказался большим, как и в основной массе изученных нами литературных источников [56, 58, 70, 106, 108, 110]. Сравнивая полученные данные по лекарственной чувствительности опухолевых клеток при БК ХМЛ и клинические данные, оказалось, что при лимфоидном бластном кризе ХМЛ ответили на  химиотерапию 8 больных, не ответил – 1 пациент. У ответивших больных достоверно ниже оказалась летальная концентрация преднизолона, 6-меркаптопурина и идарубицина для опухолевых клеток (p<0,05). Недостоверно, но также более чувствительными были лимфоидные бластные клетки к рубомицину. Чувствительность к метотрексату и карбоплатину мы не исследовали. Чувствительность в винкристину, вепезиду и цитозару оказалась одинаковой у ответивших и не ответившего на лечение пациентов.
При нелимфоидном бластном кризе ХМЛ ответили на ПХТ гораздо меньше больных – 6 человек, не ответили – 10, в одном случае наcтупил  летальный исход. У ответивших больных летальные концентрации для опухолевых клеток таких препаратов, как 6-меркаптопурин, идарубицин и карбоплатин, были достоверно ниже (p<0,05). Нелимфоидные бластные клетки ответивших и не ответивших на терапию пациентов были одинаково чувствительны к рубомицину, вепезиду, цитозару. Примерно одинаковыми оказались летальные концентрации для винкристина, преднизолона, метотрексата.
 Эти данные представлены в таблице 9.
Таблица 9. Сопоставление  летальных концентраций цитостатических препаратов в зависимости  от варианта БК ХМЛ и ответа на ПХТ
	Препарат
	Интервалы концентра-ций, мкг/мл
	Лимфоидный БК ХМЛ (n=9)
	Р по Mann-Whitney
	Нелимфоидный БК ХМЛ (n=17)
	Р по Mann-Whitney

	
	
	Ответившие

(n=8)
	Не ответившие (n=1)
	
	Ответившие

(n=6)
	Не ответившие (n=11)
	

	
	
	Медиана LD50/

LD70 (мкг/мл)
	Медиана LD50/

LD70 (мкг/мл)
	ЛБК
	Медиана LD50/

LD70 (мкг/мл)
	Медиана LD50/

LD70 (мкг/мл)
	НБК

	рубомицин
	0,008 - 2
	0,03
	50
	p>0,5
	0,008
	0,008
	-

	винкристин
	0,0195 - 50
	0,195
	0,195
	-
	0,8
	5
	p>0,05

	вепезид
	0,0195 - 50
	0,195
	0,195
	-
	0,195
	0,195
	-

	цитозар
	0,039 - 10
	0,039
	0,039
	-
	0,039
	0,039
	-

	преднизолон
	0,06 - 250
	0,06
	0,48
	p<0,05
	11
	9
	p>0,05

	метотрексат
	1 - 16
	14,5
	Не исслед.
	-
	3,4
	1
	p>0,05

	6-меркаптопурин
	31,25 - 500
	80
	200
	p<0,05
	4
	125
	p<0,05

	идарубицин 
	0,008 - 2
	0,044
	200
	p<0,05
	0,008
	0,6
	p<0,05

	карбоплатин
	1,9 - 500
	3,2
	Не исслед
	-
	4,2
	500
	p<0,05


Мы сопоставили результаты определения содержания эффективных in vitro препаратов и их эффективности в схемах лечения больных in vivo. Оказалось, что при ЛБК ХМЛ у 8 пациентов, ответивших на лечение, процент эффективных in vitro цитостатических препаратов в схемах терапии  составил от 67% до 100% (медиана 67%). У 1 больного, не ответившего на терапию, доля in vitro эффективных химиопрепаратов была 50%. При НБК ХМЛ на лечение был получен ответ у 6 пациентов с содержанием потенциально эффективных препаратов в схемах ПХТ 60 – 100% (медиана 100%, среднее 75,3%). Не был получен результат у 11 больных НБК ХМЛ. Количество in vitro эффективных цитостатических средств составило у них 20-50% (медиана 50%, среднее 49%). Однако данное различие не является достоверным (критерий Student t=0,1). 
Таким образом, у всех пациентов, ответивших на терапию in vivo, медиана содержания эффективных препаратов in vitro была более 50 % (таблица 10).
Таблица 10. Содержание эффективных in vitro препаратов в схемах лечения больных БК ХМЛ и гематологический ответ.

	Вариант БК ХМЛ
	Гематологический ответ на лечение
	Число больных, (n)
	Содержание

эффективных in vitro цитостатических препаратов в схемах ПХТ, %

	ЛБК ХМЛ
	ПКГР
	8
	67

	
	нет
	1
	50

	НБК ХМЛ
	2 ХФ
	6
	100

	
	нет
	11
	50


По чувствительности к иматиниб мезилату нами были получены данные, которые мы хотели бы рассмотреть в комплексе с клиническими результатами. 
При исследовании лекарственной устойчивости у пациентов до начала лечения иматинибом (независимо от наличия предшествующей   терапии) выделены 2 группы с LD50 < 1 мкг/мл (n=3) и LD50 > 1 мкг/мл (n=7). Медиана LD50 была достоверно ниже в первой группе – 0,4 мкг/мл, в то время как во второй – 18 мкг/мл (р=0,01). Также достоверно больше была продолжительность гематологического ответа – соответственно 217 и 111 дней в 1 и 2 группах (р<0,05). У всех больных из первой группы был получен малый цитогенетический ответ (МЦО). У других больных какой-либоцитогенетический ответ отсутствовал. 
Достоверно выше была медиана LD50 у 3 больных с рецидивом БК ХМЛ на фоне лечения иматинибом – 150 мкг/мл (p<0,05). У 2 пациентов с прогрессированием в БК ХМЛ на фоне терапии иматиниб мезилатом по поводу хронической фазы ХМЛ LD50 также была выше – 60 и 150 мкг/мл соответственно.
Эти результаты отражены в таблице 11.
Таблица 11. Сопоставление чувствительности in vitro к иматиниб мезилату  и результатов лечения иматиниб мезилатом in vivo больных из различных клинических групп.
	До начала лечения
	р

	Медиана LD50 иматиниб мезилата (мкг/мл)
	1 группа (n = 3)
	2 группа (n = 7)
	

	
	0,4
	18
	0,001

	Длительность гемато-логического ответа, дни
	217
	114
	<0,05

	ЦО
	малый
	нет
	<0,05

	Рецидив в бластном кризе ХМЛ на фоне терапии иматиниб мезилатом

 (n = 3)

	Медиана LD50 иматиниб мезилата (мкг/мл)
	150
	<0,05

	Рецидив в хронической фазе ХМЛ на фоне терапии иматиниб мезилатом

	Медиана LD50 иматиниб мезилата (мкг/мл)
	Пациент 1
	Пациент 2

	
	60
	150


В целом,  подобные результаты свидетельствуют в пользу целесообразности увеличения дозы иматиниб мезилата у резистентных к нему больных. Вероятно, проведение исследований LD50 у пациентов с БК ХМЛ до начала лечения иматинибом позволит выделить группу лиц, резистентных к препарату и требующих назначения максимально толерантной дозы (800-1000 мг/сут) или назначения иматиниба в комплексе с цитостатическими препаратами (рубомицином, цитозаром).

3.4 РЕЗУЛЬТАТЫ ТЕРАПИИ БОЛЬНЫХ БК ХМЛ

3.4.1. Эффективность индукционной терапии больных с помощью иматиниб мезилата
Мы проанализировали результаты лечения 21 пациента с БК ХМЛ (8 –ЛБК ХМЛ, 13 – НБК ХМЛ), получавших иматиниб мезилат. Одна пациентка с НБК ХМЛ исключена из анализа вследствие смерти в период индукции (до 4 недель терапии). Таким образом, анализ результатов лечения осуществлен у 20 пациентов. У 4   больных (20%) была достигнута ПКГР, возврат во вторую хроническую фазу - у 11 (55%) пациентов с БК ХМЛ, причем на на любом этапе начала его приема. Общая частота положительных ответов составила 75%. Результаты лечения представлены в таблице 12. 
Таблица 12. Результаты терапии иматиниб мезилата у больных БК ХМЛ. 

	Ответ
	Число больных, n (%)

	ПКГР
	4 (20%)

	Возврат во 2 ХФ
	11 (55%)

	Нет ответа
	5 (25%)


Таким образом, прием иматиниб мезилата в группе клинически более тяжелых, ранее получавших ПХТ и резистентных к лечению больных, тем не менее,  позволил увеличить частоту ПКГР и частичных ответов у всех пациентов с БК ХМЛ. 
У подавляющего большинства пациентов гематологический ответ достигался уже в течение первой недели терапии, а ПКГР – в течение первых двух недель терапии. Cледует отметить, что пациенты, у которых редукция периферических бластных клеток достигается в течение одной недели, в последующем хорошо отвечают на терапию иматинибом [32]. На рисунке 7 представлена динамика снижения количества бластных клеток в крови у 10 больных после начала приема иматиниб мезилата. У других 10 пациентов число бластных клеток до начала лечения составляло менее 30%.
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3.4.2. Анализ результатов индукционной терапии больных с различными вариантами БК ХМЛ с помощью иматиниб мезилата.

Мы выявили, что гематологический ответ на начальном этапе применения иматиниб мезилата в дозе 600 мг  и больше у больных НБК ХМЛ (n=12) был достигнут у 10 больных. Таким образом, частота ответов составила 83%, при этом полные ответы достигнуты у 2 больных (17%), возврат вовторую хроническую фазу – у 8 больных (66%). Ответ не был получен у 17% пациентов с НБК (n=2), все они ранее получали различные программы ПХТ. У больных с ЛБК ХМЛ (n=8) уровни ответов на начальном этапе лечения иматинибом были ниже и составили 62,5% (n=5). Полные ремиссии получены также у 2 больных (25%), возврат во 2ХФ  был достигнут у  37,5% (n=3). Ответ отсутствовал у 37,5% больных (n=3), причем у больной с нейролейкемией не был получен какой-либо ответ, несмотря на прием иматиниба и интратекальное введение химиопрепаратов. Эти данные обобщены в таблице 13.
Таблица 13. Ответ на индукционную терапию иматиниб мезилатом при лимфоидном и нелимфоидном вариантах БК ХМЛ

	Ответ
	Иматиниб мезилат

	
	ЛБК ,n ,% (n=8)
	НБК ,n ,% (n=12)

	ПКГР
	2 (25%)
	2 (17%)

	Возврат во 2 ХФ
	3 (37,5%)
	8 (66%)

	Отсутствие ответа
	3 (37,5%)
	2 (17%)


3.4.2. Анализ результатов лечения больных БК ХМЛ с помощью иматиниб мезилата
Необходимо отметить, что гематологический ответ на фоне приема иматиниб мезилата не является стойким. 

Оказалось, что наименьшую длительность ответа имели пациенты с «предлеченным» НБК ХМЛ (n=7, 58%). Максимальная длительность гематологического ответа в этой группе больных составила 62 дня.  Наибольшая продолжительность гематологического ответа наблюдалась у пациентов с первичным НБК ХМЛ ( n=4, 33%) – от 40 до 102 дней. Среди больных с ЛБК гематологический ответ был достигнут у троих «предлеченнных» пациентов, что составило 37,5%; и у двоих первичных – 2,5%. У ответивших больных гематологический ответ был утрачен в период с 38 по 119 дни терапии. 
На рис.8 представлена характеристика стабильности ответа  в зависимости от варианта БК ХМЛ. 

[image: image7]
Рис.8.  Длительность максимального гематологического ответа у больных БК ХМЛ на фоне приема иматиниб мезилата в течение первых 4 месяцев
По нашим наблюдениям, гематологический ответ при терапии иматинибом является максимальным в первые 3 мес. лечения. В результате индукционной терапии иматиниб мезилатом, ПКГР была достигнута у 20% больных, частичный ответ – у 55% пациентов. По прошествии 3 мес. лечения процент ПКГР даже увеличился до 28%, отсутствие признаков лейкоза и частичный ответ наблюдались у одинакового числа больных – по 16,5%. Через полгода лечения иматинибом доля ПКГР начала снижаться и составила 11%, отсутствие признаков лейкоза выявлено у 5,5% пациентов таким образом, общий ответ сохранялся у 16,5% больных (n=2). Начиная с 9-го месяца наблюдения мы регистрировали только частичный гематологический ответ  (регрессию до второй хронической фазы)у одной пациентки (8,3%). 

Если проанализировать частоту ответов по вариантам БК, то при лимфоидном бластном кризе уже к 6 мес. терапии ни у одного больного не было какого-либо ответа на иматиниб мезилат. Таким образом, начиная с 6 мес. ответ на терапию иматинибом наблюдался только у пациентов с нелимфоидным бластным кризом. К этому времени стабильность ответа не зависела от наличия предшествующей терапии, т.е. гематологический ответ сохранялся как у первичных, так и предлеченнных больных. Вышеперечисленные данные представлены на рис.9.

 [image: image8.emf]Рис.9. Частота гематологического ответа больных БК ХМЛ при 
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3.4.3. Анализ лечения больных БК ХМЛ с помощью ПХТ 

С целью сравнения эффекта лечения иматиниб мезилатом и ПХТ, нами проанализированы данные об эффективности лечения у 27 пациентов БК ХМЛ, получавших ПХТ. 1 больной с НБК ХМЛ исключен из анализа вследствие смерти в период индукции лечения.  ПКГР достигнута у 1 пациента (3,7%), возврат во вторую хроническую фазу – у 11 человек (40,7%). В таблице 14 суммированы вышеперечисленные данные.
Таблица 14. Результаты ПХТ у больных БК ХМЛ. 

	Ответ
	Число больных, n (%)

	ПКГР
	1 (3,7%)

	Возврат во 2 ХФ
	11 (40,7%)

	Нет ответа
	15 (55,6%)


В данной группе больных у половины пациентов отмечался  статус по ECOG 1-2 (у 52%).  Доля «предлеченных» (и, соответственно, резистентных к предшествующей терапии) больных составила  28%; таким образом, ответ получен в основном у первичных пациентов. Общий ответ на индукционную терапию составил 44,4% (против 75% на иматиниб мезилате).
Следует отметить, что стандартных протоколов лечения БК ХМЛ не существует. Мы применяли для лечения больных ЛБК ХМЛ (n=10, 37% от общего числа больных), как предлеченных ранее (n=2, 20%), так и первичных, комбинации винкристина с рубомицином и преднизолоном. Ранее «предлеченных» пациентов было 2 (37%) от числа больных лимфоидным бластным кризом. Учитывая полученные нами данные по лекарственной чувствительности in vitro о достоверно более высокой чувствительности лимфоидных бластов к винкристину и преднизолону, мы предприняли попытку унифицировать лечение ЛБК согласно протоколу I фазы 01.1995 (ГНЦ РАМН) с применением  помимо перечисленных химиопрепаратов L-аспарагиназы.

 При НБК ХМЛ (n=17, 63% от общего числа пациентов) мы применяли как режимы неинтенсивной ПХТ (программы для ОМЛ с редуцированными дозами цитозара и рубомицина), так и «агрессивную» ПХТ по программе VAC с круглосуточным введением карбоплатина и промежуточных доз цитарабина. 

Ответ на индукционную ПХТ зависел от варианта БК. При ЛБК ХМЛ в группе ПХТ (n=10) ответили на лечение 8 больных (60%): у одной пациентки – ПКГР (10%),  у семи больных  – возврат во вторую хроническую фазу (70%). Резистентными оказались 2 пациента (20%). Смертельных исходов в период индукции не наблюдалось. 
При НБК ХМЛ в 1 случае была ранняя летальность после курса ПХТ по программе VAC, и больной был исключен из анализа результатов терапии. Таким образом, в группе ПХТ ответили 6 из 17 больных  (35%), у всех этих пациентов наблюдался возврат во вторую хроническую фазу (ХФ). ПКГР не достигнута ни у одного больного.  Из 6 ответивших пациентов у 4 вторая ХФ была достигнута после курса ПХТ по программе VAC. Одна пациентка ответила на достаточно интенсивное лечение по протоколам I и II BFM-83.  Еще одна больная ответила на сочетание гидроксимочевины с 6-меркаптопурином. Применение других комбинаций цитостатических препаратов оказалось неэффективным   ( в том числе протоколов 7+3, СОАР,  AVAMP).
Данные об ответе на индукционную ПХТ при различных вариантах БК обобщены в таблице 15.
Таблица 15.  Ответ на индукционную ПХТ при лимфоидном и нелимфоидном вариантах БК ХМЛ

	Ответ
	ПХТ

	
	ЛБК, n, (%) (n=10)
	НБК, n, (%) (n=17)

	ПКГР
	1(10%)
	-

	Возврат во 2 ХФ
	7(70%)
	6 (35%)

	Отсутствие
	2(20%)
	11 (65%)


Целесообразность интенсификации ПХТ при НБК ХМЛ остается спорной.  В нашем исследовании высокодозная ПХТ по программе VAC применялась в качестве терапии I линии у молодых пациентов (n=6) с медианой возраста 33 года. У ответивших 4 больных вторая хроническая фаза сохранялась в течение 82 дней, однако после проведенного курса развились тяжелые осложнения ПХТ, требующие адекватной терапии выхаживания. Ранняя летальность была отмечена в одном случае после курса ПХТ по схеме VAC. Причиной летального исхода послужил септический шок и тяжелая дыхательная недостаточность на фоне двусторонней пневмонии. Этому пациенту проводилась полихимиотерапия на предыдущих этапах лечения, а в течение 6 месяцев до развития НБК он получал иматиниб, находясь в хронической фазе ХМЛ.  При аутопсии обнаружены лишь остаточные признаки лейкозной инфильтрации в костном мозге плоских и трубчатых костей.
Гематологический ответ при проведении ПХТ больным также крайне нестойкий, и пациенты нуждались в постоянной поддерживающей терапии. Поддерживающая терапия проводилась с использованием курсов малых доз цитозара, введений вепезида с рубомицином, инъекций идарубицина 1 раз в 2-3 недели, приема гидреа и 6-меркаптопурина. У 2 больных применяли лечение весаноидом в сочетании с гидреа и/или малыми дозами цитозара. У 2 пациентов также применялись программы 7+3 с идарубицином и вепезидом. Один больной в качестве паллиативной терапии получил курс ПХТ по схеме 5+2. У 1 пациента проведена программа RACOP. В некоторых случаях (например, при появлении лимфоидных маркеров на бластных клетках при иммунофенотипировании) к терапии добавлялись винкристин, преднизолон, метотрексат и циклофосфан. 6 пациентов впоследствии получали иматиниб мезилат. 
Таким образом, на этапе индукции частота гематологического ответа составляла 44,4%,  при этом возврат во вторую хроническую фазу  - 40,7%. Далее по мере лечения частота гематологического ответа прогрессивно снижалась, исчезали ПКГР. К 6 мес. вторая хроническая фаза сохранялась у двух (14,8%) больных, причем это были пациенты с лимфоидным вариантом заболевания.

На рис.10 показана длительность и частота гематологического ответа у больных БК ХМЛ на фоне ПХТ.
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Попытка интенсификации лечения после предшествующей безуспешной терапии была предпринята нами у 5 больных (4 - нелимфоидный, 1 - лимфоидный БК). При НБК в качестве терапии I линии проводилась ПХТ по программе 7+3, при ЛБК – по протоколу Д.Хельцера. Эффект отсутствовал. В качестве терапии II линии при НБК у 2 больных применялась программа VAC, еще у 2 - 7+3 с идарубицином, при ЛБК - RACOP. Ни в одном случае ответ не получен. Средняя длительность БК составила 4,4 мес. Эти результаты согласуются с нашими данными исследования in vitro об увеличении резистентности бластов по мере прогрессирования БК и говорят о нецелесообразности интенсификации терапии у этой группы больных. После курса ПХТ по программе VAC в качестве терапии II линии у 2 вышеупомянутых больных были отмечены тяжелые инфекционные осложнения преимущественно грибкового характера (у одной пациентки – грибковый энцефалит), которые и послужили причиной смерти обеих пациенток. 

При проведении курсов по программе 7+3 ответов на лечение не достигнуто (n=5). 

Модификация неинтенсивных режимов лечения с помощью относительно новых препаратов (идарубицин вместо рубомицина в программе 7+3) при проведении терапии II линии существенно не изменила результаты терапии. 

3.5 РЕЗУЛЬТАТЫ ЦИТОГЕНЕТИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ

3.5.1
Анализ результатов цитогенетических исследований до начала терапии

Цитогенетическое исследование выполнено у 10 больных БК ХМЛ до проведения ПХТ (5 – ЛБК, 5 – НБК ХМЛ), и у 20 пациентов до начала терапии иматиниб мезилатом (7 – ЛБК, 13 – НБК ХМЛ). Два пациента с НБК ХМЛ после курсов ПХТ получали иматиниб мезилат. Таким образом, цитогенетическое исследование было проведено у 30 больных, причем у 2 пациентов – повторно. Необходимо отметить, что в каждом случае было исследовано не менее 20 митозов. Филадельфийская хромосома обнаружена у 28 больных (93,3%). В двух случаях до начала приема иматиниб мезилата Ph-хромосома не обнаружена;  у данной пациентки методом ПЦР была выявлена экспрессия bcr-abl типа b2a2 (в сочетании с другими хромосомными аберрациями). У другой пациентки из группы ПХТ также методом ПЦР выявлялась экспрессия bcr-abl типа b2a2. Эти два больных не включены в анализ. У одного больного с ЛБК ХМЛ до начала терапии иматиниб мезилатом Ph-хромосома не исследовалась. Таким образом, дополнительные цитогенетические аномалии обнаружены у 10 из 28 больных (36%). У 4 (14%) из них был лимфоидный вариант заболевания, у 6 (20%) - нелимфоидный. В большинстве случаев эти хромосомные перестройки были множественными – у 8 пациентов из 10 (80%). Лишь у 2 пациентов наблюдались изолированные трисомия 8 хромосомы (больной с ЛБК ХМЛ) и появление изохромосомы 17 (пациент с НБК ХМЛ, при повторных исследованиях перед началом терапии иматиниб мезилатом выявлена дополнительная хромосомная аберрация). Наиболее часто встречались трисомия 8 или другие аномалии (делеции, дупликации, образование дериватов) хромосомы 8 - у 6 больных - 21% от общего числа пациентов. Следующей по частоте обнаружения цитогенетической поломкой явилось удвоение филадельфийской хромосомы либо наличие других перестроек хромосом 9 и 22 – у 4 больных (14%, только в комплексе с другими хромосомными аберрациями). Одинаково часто – в 7,7% случаев обнаруживались изохромосома 17, перестройки хромосом 6 или 13. Другие цитогенетические аномалии выявлены только в одном случае – 3,8% (аберрации хромосом 3, 4, 7, 12, 18, гипо- и гиперплоидия). 

При анализе частоты обнаружения хромосомных аномалий у больных с различными вариантами БК ХМЛ до начала терапии выявлено следующее. Хромосомные аберрации в группе больных, получавших ПХТ, при лимфоидном бластном кризе ХМЛ были обнаружены у 3 из 5 исследованных пациентов (60%); при нелимфоидном бластном кризе ХМЛ – у 2 из 5 человек (40%). В группе больных, получавших иматиниб мезилат, цитогенетические аномалии при лимфоидном бластном кризе ХМЛ выявлены у 1 больной из 8 (12,5%); при нелимфоидном бластном кризе ХМЛ – у 6 из 13 пациентов (46%). 

3.5.2. Анализ  цитогенетических исследований после проведенного лечения

Кариологический анализ в процессе терапии выполнен у 6 больных, получавших ПХТ (3 c ЛБК ХМЛ и также 3 с НБК ХМЛ), и у 12 пациентов, принимавших иматиниб мезилат (ЛБК – 3, НБК – 9). 

В числе больных, которым проводилась ПХТ, цитогенетических ответов на лечение не обнаружено. При повторном цитогенетическом исследовании, выполненном  на фоне достигнутой ПКГР у 3 больных ЛБК ХМЛ после окончания I фазы по программе Хельцера в 100% клеток сохранялась Ph-хромосома. У 1 пациентки с ЛБК ХМЛ до начала лечения отмечалось наличие множественных дополнительных хромосомных аберраций, гиперплоидия. В процессе лечения была достигнута ПКГР, сопровождавшаяся «уходом» аномальных клонов, но филадельфийская хромосома сохранялась в 100% клеток. В ходе дальнейшей терапии нами не отмечено появления новых аномальных клонов.

Все 3 больных с НБК ХМЛ, у которых выполнено повторное цитогенетическое исследование, получали ПХТ по программе VAC. У 2 из них, достигших второй хронической фазы, до начала лечения обнаруживались дополнительные к Ph-хромосоме аберрации. У первой пациентки выявлены транслокация t(8;12), дериваты хромосом 8 и 12 во всех метафазах. Эти же изменения сохранялись и после курса ПХТ, несмотря на наличие гематологического ответа, длившегося 107 дней. У второго больного дополнительно к исходной хромосомной аберрации – изохромосоме 17, также несмотря на достижение гематологического ответа, после окончания лечения обнаружен новый гипоплоидный клон клеток с отсутствием хромосомы 18, несущих помимо Ph-хромосомы и изохромосомы 17 также инверсию хромосомы 3. Гематологический ответ у больного был непродолжительным и составил 29 дней. Третья пациентка находилась в длительном агранулоцитозе после проведенной ПХТ. При цитогенетическом исследовании у нее выявлено 2 аномальных клона с множественными хромосомными аберрациями 46 XX del 2 (q31) [10]; 46 XX del 3, 17p+ [7]; 46 XX del 1(p11), del 3 (p14p23), 17p+ [1]; 46 XX [6]. У этой больной был Ph’-негативный вариант ХМЛ, и филадельфийская хромосома отсутствовала. Больная погибла в агранулоцитозе от инфекционных осложнений (в т.ч. грибковое поражение ЦНС  - головного и спинного мозга).

У 14% больных (n=3), получавших иматиниб мезилат, достигнут малый (4,8%) и минимальный цитогенетический ответ (9,2%). Все эти пациенты имели нелимфоидный вариант БК ХМЛ. Цитогенетический ответ  получен у 1 больной к 3 мес. терапии, у 2– к 6 мес., и у 3 – к 12 мес. лечения (МЦО). Цитогенетический ответ отличался выраженной нестабильностью: все больные утратили его в течение 3 - 6 мес. Достижение цитогенетического ответа не улучшило безрецидивную и общую выживаемость 2 пациентов, у которых через 3 мес. после констатации цитогенетического ответа развился рецидив БК ХМЛ с последующим быстрым летальным исходом. 3-я больная с НБК ХМЛ с минимальным цитогенетическим ответом утратила его к 12 мес. лечения, а к 18 мес. у нее появилась дополнительная к Ph’-хромосоме трисомия 8. Однако, продолжительность жизни от момента диагноза бластного криза  превысила 24 мес.

У вышеупомянутого больного с НБК ХМЛ с изохромосомой 17 и дополнительными аберрациями после курса ПХТ по программе VAC через 12 мес. лечения иматинибом сохранялись Ph’-хромосома,  изохромосома 17, однако наблюдалось исчезновение аномального гипоплоидного клона клеток.

Из 12 исследованных в динамике больных у 5 пациентов (2 – ЛБК, 3 – НБК) выявлена клональная эволюция (41,6%), которая совпадала с развитием клинико-гематологического рецидива БК ХМЛ. 

У пациентов с ЛБК и клональной эволюцией в 1 случае выявлены множественные дополнительные к Ph-хромосоме аномалии с вовлечением хромосом 1, 2, 4, 5, 19, 21. У 2-го больного обнаружен клон с филадельфийской хромосомой в сочетании с транслокацией t(5;10).

Среди 3 пациентов с клональной эволюцией и НБК ХМЛ у 1 больной выявлена дополнительная транслокация t(3;7). У 2 пациентки  через 18 мес. лечения развилась трисомия 8. У 3-го больного с НБК ХМЛ на фоне рецидива через 110 дней лечения Ph-хромосома обнаруживалась в 36% клеток, однако появились 3 клона клеток: один с Ph-хромосомой в сочетании с инверсией 5, второй – несущий дериват хромосомы 9, и третий гипоплоидный с множественными дополнительными аберрациями. Наличие перечисленных цитогенетических аномалий не повлияло на общую выживаемость этого больного, которая составила 802 дня.

В таблице 21 представлены сведения о цитогенетических изменениях у больных БК ХМЛ в процессе лечения.
Таблица 21. Динамика цитогенетических изменений у больных БК ХМЛ на фоне терапии.
	Вариант БК ХМЛ
	ЛБК
	НБК

	До начала ПХТ

	Всего исследовано больных (n)
	5
	5

	Больные с дополнительными хромосомными аберрациями, n 
	3
	2 

	После ПХТ

	Всего исследовано больных (n)
	3
	3

	Больные с ЦГО (n) 
	нет
	нет

	Больные, утратившие  дополнительные хромосомные аберрации (n)
	1 
	нет

	Больные с клональной эволюцией  (n) 
	нет
	1 

	До начала терапии ИМ

	Всего обследовано больных, n
	8
	13

	Больные с дополнительными хромосомными аберрациями (n) 
	1 
	6 

	На фоне приема ИМ

	Всего обследовано больных, n
	3
	9

	Больные с ЦГО (n)
	нет
	3

	Больные, утратившие дополнительные хромосомные аберрации (n)
	нет
	1 

	Больные с клональной эволюцией (n) 
	2 
	3


   Необходимо подчеркнуть, что у больных ЛБК ХМЛ, получавших иматиниб мезилат отсутствовал ЦГО, и возрастала частота наблюдений клональной эволюции. В то же время назначение иматиниб мезилата пациентам с НБК ХМЛ позволило достичь в ряде случаев ЦГО и  ухода дополнительных хромосомных аберраций.

3.6. ВЫЖИВАЕМОСТЬ

3.6.1. Выживаемость больных лимфоидным вариантом бластного криза хронического миелолейкоза 

Для сопоставления результатов терапии ЛБК ХМЛ с помощью различных методов лечения нами была оценена безрецидивная выживаемость у больных, получавших ПХТ (n=8), и принимавших иматиниб мезилат (n=5). Было выявлено, что показатели безрецидивной выживаемости в 2 группах существенно не различались. Медиана безрецидивной выживаемости осталась невысокой:  136 и 116 дней соответственно (67 – 897 и 62 – 137 дней соответственно).  Следует отметить, что рецидив у 20% больных из  группы ПХТ и у 14%  пациентов из группы иматиниба был обусловлен развитием нейролейкемии, что свидетельствует о необходимости обязательной профилактики этого осложнения при ЛБК ХМЛ. На рис.11 представлены кривые безрецидивной выживаемости больных ЛБК ХМЛ. 
[image: image10.emf]Рис.11. Безрецидивная выживаемость 

больных ЛБК ХМЛ в зависимости от 

метода терапии  

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Дни

Выживаемость, %

больные из

группы ПХТ

(n=8)

больные,

получавшие

иматиниб

мезилат (n=5)

897 дней

Медиана безрецидивной 

выживаемости в группе 

ПХТ - 136 дней; в группе 

иматиниб - 116 дней 


Анализ общей выживаемости больных ЛБК ХМЛ мы провели в зависимости от индукционной терапии. Полихимиотерапия в качестве терапии I линии проведена у 10 больных. Иматиниб мезилат использовался как индукционная терапия у 5 пациентов. Медиана выживаемости в группе ПХТ составила 313 дней, в группе иматиниб – 231 день (110 – 1254 и 114 – 687 дней соответственно различия статистически достоверны, p<0,05). Ни один из пациентов, принимавших иматиниб в качестве индукционной терапии (n=5), не пережил 12 месяцев от начала лечения.  Эти различия отражены на рис. 12.
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При сравнении полученных данных и результатов применения ПХТ при ЛБК ХМЛ в отделении химиотерапии лейкозов и патологии эритрона [170],  оказалось, что добавление L-аспарагиназы к сочетанию винкристина, преднизолона и рубомицина позволило увеличить долю ответивших на индукционную терапию больных с 42% до 80%. Назначение иматиниб мезилата в качестве терапии I линии не оправдано, поскольку достигнутые ремиссии являются короткими и не увеличивают общую выживаемость больных ЛБК ХМЛ. Возможно, комбинация иматиниб мезилата и химиотерапии поможет улучшить результаты терапии.
3.6.2. Выживаемость больных нелимфоидным вариантом бластного криза хронического миелолейкоза.
Для сопоставления результатов лечения различными методами нелимфоидного бластного криза нами была оценена безрецидивная выживаемость больных НБК ХМЛ. Из них 17 больных получали ПХТ, ответ достигнут у 6 пациентов. 12 больных принимали иматиниб мезилат, ответ получен у 10 пациентов. Медиана безрецидивной выживаемости составила 54 дня у больных, получавших ПХТ, и 115 дней у пациентов, принимавших иматиниб (29 – 109 дней и 29 – 601 день соответственно). Различия статистически недостоверны (p>0,05). Очевидно, что показатели безрецидивной выживаемости не имеют существенных отличий и при различных вариантах лечения НБК ХМЛ (рис.13). 

[image: image12.emf]Рис. 13. Безрецидивная выживаемость больных 
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Мы проанализировали также общую выживаемость больных НБК, получавших ПХТ (n=17), и иматиниб мезилат (n=12).  Медиана общей выживаемости составила 227 дней у больных, получавших ПХТ, и 487 дней, получавших иматиниб (29 – 601 день в группе ПХТ и  215 – 1701 день в группе иматиниб). Различия статистически достоверны (p<0,05).
Кривые общей выживаемости представлены на рис.14.
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Таким образом, иматиниб мезилат был наиболее эффективным средством для лечения больных с НБК ХМЛ и позволил увеличить выживаемость пациентов. Результаты терапии иматиниб мезилатом не зависели от предшествующего лечения. На этом основании можно сделать заключение о целесообразности включения иматиниб мезилата в комплекс терапии нелимфоидного бластного криза ХМЛ на любом этапе терапии.

3.7.ТОКСИЧНОСТЬ ТЕРАПИИ
При анализе токсических осложнений у больных ЛБК ХМЛ выявлено, что в процессе ПХТ отмечалась тенденция к более частому развитию нейтропении и миелотоксического агранулоцитоза, чем при лечении иматинибом. Примерно одинакова была частота развития тромбоцитопении, требующей заместительной терапии. Более чем у половины больных, получавших иматиниб, требовались перерывы в терапии. Очень высок был процент (71%) пациентов с ЛБК ХМЛ, нуждающихся в редукции дозы иматиниб мезилата .
Основной причиной перерывов в лечении у больных ЛБК ХМЛ при проведении ПХТ были инфекционные осложнения на фоне нейтропении. В то же время у лиц, принимавших иматиниб, перерывы в терапии были чаще обусловлены критическим снижением уровня тромбоцитов и потребностью в трансфузиях. Такая трансфузионная зависимость была более выражена у первичных больных ЛБК ХМЛ, причем на этапе индукции ремиссии. Необходимо отметить, что у 8 больных ( в том числе у 3 с ЛБК) дозу иматиниб мезилата приходилось уменьшать из-за глубокой клинически выраженной анемии, рефрактерной к гемотрансфузиям.

Анализ токсических осложнений  у больных ЛБК ХМЛ представлен в таблице 16. 
Таблица 16. Гематологическая токсичность при проведении ПХТ и терапии иматиниб мезилатом у больных ЛБК ХМЛ

	Показатели
	группа «ПХТ», n=10
	группа «иматиниб», n=7

	Нейтропения

3-4 степени, n (%)
	5 (50%)
	3 (43%)

	Длительность нейтропении, медиана, дни
	9 (8 – 27)
	14 (13-14)

	Перерывы в лечении,

n (%)
	2 (20%)
	4 (57%)

	Длительность перерывов,

медиана, дни
	15 (9-21)
	16 (5-75)

	Тромбоцитопения

3-4 степени

 с геморрагическим

 синдромом, n (%)
	4 (40%)
	4 (57%)

	Редукция доз, n
	4 (40%)
	5 (71%)


При НБК ХМЛ эпизоды глубокой нейтропении и тромбоцитопении, требующей заместительной терапии, отмечались преимущественно у больных, которым до лечения иматиниб мезилатом применялась химиотерапия в высоких/полных дозах (VAC, 7+3). Важно отметить, что первичные больные НБК ХМЛ не нуждались в массивной заместительной терапии на фоне приема иматиниб мезилата. Если они получали препарат в качестве терапии II линии,  то достижение гематологического ответа требовало более значительной заместительной терапии.

В таблице 17 приведены данные о гематологической токсичности  при  проведении ПХТ и терапии иматиниб мезилатом у больных НБК ХМЛ. 
Таблица 17. Гематологическая токсичность при проведении ПХТ и терапии иматиниб мезилатом у больных НБК ХМЛ

	Показатели
	группа «ПХТ», n=18
	группа «иматиниб», n=13

	Нейтропения

3-4 степени, n (%)
	8 (44%)
	4 (31%)

	Длительность нейтропении, медиана, дни
	18,5 (14 – 32)
	15,5 (10 – 21)

	Перерывы в лечении,

n (%)
	4 (22%)
	5 (38%)

	Длительность перерывов,

медиана, дни
	30 (23-43)
	66 (16-75)

	Тромбоцитопения

3-4 степени

 с геморрагическим

 синдромом, n (%)
	8 (44%)
	5 (38%)

	Редукция доз, n
	7 (39%)
	7 (54%)


При анализе негематологической токсичности у больных БК ХМЛ при любом варианте терапии учитывались III и IV степени токсичности. Лечение не прерывалось, если у пациентов отмечалась токсичность I или II степени.

При оценке негематологической токсичности можно отметить, что при проведении ПХТ она была обусловлена стандартными токсическими эффектами химиопрепаратов. Вследствие более частого развития нейтропении у этих больных чаще развивались инфекционные осложнения. Поскольку все пациенты в группе ПХТ получали преднизолон, обращает на себя внимание частота развития грибковых поражений – почти у каждого 3-его больного.  Инфекционные осложнения были более редки у больных ЛБК ХМЛ, получавших иматиниб мезилат. Однако, у них чаще, как правило, развивались побочные эффекты, характерные для иматиниба – отечный синдром, тошнота и рвота В таблицах 18 и 19 представлены сведения о негематологической токсичности при проведении ПХТ и терапии иматиниб мезилатом у больных ЛБК ХМЛ. 
Таблица 18. Негематологическая токсичность при проведении ПХТ и терапии иматиниб мезилатом у больных ЛБК ХМЛ 

	Проявления токсичности
	Группа «ПХТ», n=10
	Группа «иматиниб», n=7

	Инфекционные осложнения,

n (%), в т.ч.

-грибковые поражения ,

требующие специфической терапии
	5 (50%)

3 (30%)


	2 (29%)

нет

	Полинейропатия, n (%)
	1 (10%)
	нет

	Кардиологическая 

токсичность (аритмии)

n (%)
	1 (10%)
	нет

	Гипергликемия, n (%)
	1 (10%)
	5 (71%)

	Отеки, n (%)
	нет
	1 (14%)

	Геморрагический инсульт, 
n (%) 
	3 (30%)
	4 (57%)


Инфекционные осложнения при проведении ПХТ отмечались у больных, у которых применялись «агрессивные» схемы лечения с развитием агранулоцитоза. Два пациента, у которых  развилась пневмония с явлениями острой дыхательной недостаточности, потребовали лечения в отделении реанимации и анестезиологии ГНЦ РАМН и проведения искусственной вентиляции легких. У 2 больных (по одному из каждой группы) пневмония с явлениями острой дыхательной недостаточности явилась непосредственной причиной летального исхода в период индукции.
Таблица 19. Негематологическая токсичность при проведении ПХТ и терапии иматиниб мезилатом у больных НБК ХМЛ 

	Проявления токсичности
	Группа «ПХТ», n=18
	Группа «иматиниб», n=13

	Инфекционные осложнения,

n (%), в т.ч.

-пневмония с явлениями острой дыхательной недостаточности
	7 (39%)

2 (11%)


	6 (46%)

3 (23%)

	Оссалгии, артралгии, 
n (%)
	нет
	3 (23%)

	Метаболические изменения, n (%)
	6 (33%)
	5 (38%)

	Тошнота, рвота, n (%)
	2 (11%)
	3 (23%)

	Отеки, n (%)
	6 (33%)
	8 (61,5%)

	Геморрагический инсульт, n (%) 
	нет
	1 (5,5%)


Обращает на себя внимание, что не менее трети больных в процессе лечения как ПХТ, так и иматинибом, требовали мониторинга биохимических показателей крови, а затем соответствующей коррекции сопутствующей терапии. Следует отметить, что клинически значимая гепатотоксичность у больных практически не наблюдалась.

У 61,5% больных, получавших иматиниб, наблюдался тяжелый отечный синдром (вплоть до развития анасарки).
ГЛАВА 4.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Хронический миелолейкоз – клональное миелопролиферативное заболевание, развивающееся на уровне стволовой клетки и  характеризующееся неуклонным прогрессированием из «доброкачественной» моноклоновой хронической стадии в поликлоновую терминальную стадию [30, 146]. Уже в фазе акселерации обнаруживаются дополнительные хромосомные аномалии, тромбоцитопения, базофилия, при этом миелоидные клетки утрачивают способность к дифференцировке. Таким образом, заболевание неизбежно трансформируется в бластную стадию [146]. Бластный криз является конечной стадией бластной трансформации  хронического миелолейкоза и характеризуется разнообразием клинических проявлений и резистентностью к химиотерапии.  

В основе опухолевой эволюции лежит гетерогенность популяции лейкозных клеток и нестабильность их генома [174].  Гетерогенность позволяет клеткам выжить в условиях неблагоприятных воздействий за счет отбора предсуществующих в популяции нечувствительных к этим воздействиям вариантов [146, 174]. 

Тем не менее, даже в этой крайне неблагоприятной прогностичекой группе существует неоднородность бластных клеток как по цитохимическим и иммунофенотипическим характеристикам, так и по ответу на терапию и выживаемость.  

Очень важным нам представляется выделение варианта БК ХМЛ в каждом конкретном случае.

Обычно диагностика вариантов БК ХМЛ осуществлялась по морфологическим критериям, так как редко удавалось определить принадлежность клетки к определенной линии кроветворения. Часто бластные клетки определялись как «недифференцированные», если это не были эозинофилы, базофилы, мегакариоциты, промиелоциты [15]. Впервые лимфоидную экспрессию на повехности бластных клеток больных БК ХМЛ описали Janossy G. и Greaves M. в 1976г. [62]. В ранних работах для установления принадлежности бластных клеток к лимфоидной линии использовали кроличью антисыворотку против бластных клеток больных ОЛЛ, тесты на терминальную дезоксинуклеотидинтрансферазу (TdT) и внутрицитоплазматические иммуноглобулины Ig [15].  После первого сообщения Janossy G. o более высокой чувствительности больных ЛБК к лечению винкристином и преднизолоном появилось большое количество сообщениий об экспрессии лимфоидных антигенов на поверхности бластных клеток больных ЛБК ХМЛ, однако число больных, наблюдавшихся автором,  было небольшим. Часто в эти схемы входил и цитарабин [67]. В работе И.Н.Михайловой [170] впервые в нашей стране была применена широкая панель моноклональных антител против дифференцировочных антигенов лейкоцитов человека и был  проведен комплексный анализ варианта БК ХМЛ поскольку неоднократно подчеркивалась важность его определения для выбора тактики терапии и увеличения выживаемости [67, 170].  Были выделены новые варианты БК ХМЛ. Однако, как показал анализ результатов терапии больных ЛБК ХМЛ, при использовании комбинации винкристина,  преднизолона и рубомицина возможно было получить ремиссию в 42% случаев, но продолжительность БК составляла всего 1 – 27 мес. (медиана 10 мес.) [160]. Применение более интенсивных схем лечения приводило, по данным литературы, к развитию большого числа побочных эффектов, но не позволяло улучшить результаты терапии.  

В нашем исследовании предпринят комплексный анализ варианта БК ХМЛ у 43 больных. Показано, что у 82% пациентов цитохимический вариант БК совпадает с иммунологическим, что позволяло четко разграничить нелимфоидный и лимфоидный варианты БК ХМЛ. При оценке иммунологического варианта БК учитывалась преобладающая экспрессия маркеров обеих линий. Это позволяло уточнить вариант БК ХМЛ в каждом конкретном случае, что было необходимо для последующего анализа лекарственной чувствительности опухолевых клеток и выбора тактики терапии. 

Различными исследователями неоднократно отмечалось, что частота ответов на лечение даже в этой фазе заболевания неодинакова, что предполагает различную лекарственную чувствительность бластов в зависимости от варианта БК.  

Работы по исследованию лекарственной чувствительности in vitro проводятся преимущественно при острых лейкозах. При БК ХМЛ эти данные в литературе практически отсутствуют. 

Таким образом, изучение взаимосвязи характеристик ЛУ с различными вариантами БК ХМЛ и характером ответа на проводимую терапию является актуальной проблемой.

В настоящей работе охарактеризована лекарственная чувствительность бластных клеток больных in vitro к широкому спектру цитостатических препаратов и иматиниб мезилату при различных вариантах БК ХМЛ,  у первичных и предлеченных больных, с учетом ответа на лечение. Для этой цели применялись краткосрочные культуральные методы DiSC и МТТ. У 38 пациентов наряду с цитохимическим и иммунологическим анализом варианта БК ХМЛ изучалась лекарственная чувствительность бластных клеток in vitro к следующим препаратам: рубомицину, винкристину, цитозару, вепезиду, преднизолону, метотрексату, 6-меркаптопурину, идарубицину, карбоплатину, и наконец, к иматиниб мезилату – принципиально новому препарату, механизм действия которого связан с селективным воздействием на Abl-тирозинкиназу – белок, опосредующий развитие ХМЛ. 

При анализе лекарственной чувствительности in vitro в зависимости от линейной принадлежности бластных клеток было установлено, что опухолевые клетки при лимфоидном варианте бластного криза ХМЛ были in vitro достоверно более чувствительны к винкристину и преднизолону; недостоверно, но весьма чувствительны к рубомицину, идарубицину и карбоплатину. При нелимфоидном варианте бластного криза ХМЛ бластные клетки пациентов in vitro были более чувствительны к метотрексату, 6-меркаптопурину, иматиниб мезилату (без достоверных различий). Чувствительность in vitro к иматиниб мезилату была в 6 раз выше у больных с «первичным» НБК, чем с ЛБК ХМЛ. Чувствительность к вепезиду и цитозару при обоих вариантах in vitro оказалась одинаковой.

Оценивая лекарственную чувствительность бластов in vitro у больных БК ХМЛ на момент диагностики терминальной стадии и после проведенного лечения, необходимо отметить ее достоверное снижение к идарубицину и цитозару. Кроме того, опухолевые клетки становятся менее чувствительными к винкристину, этопозиду, преднизолону, метотрексату и иматиниб мезилату (без достоверных различий).      Чувствительность бластных клеток была одинаковой к  6-меркаптопурину и карбоплатину.

Данные, полученные нами при исследовании чувствительности лимфоидных бластных клеток к винкристину и преднизолону, послужили обоснованием для применения этих препаратов в программах терапии ЛБК ХМЛ. Ранее подобная терапия провордилась эмпирически.

При ЛБК ХМЛ у ответивших на химиотерапию больных достоверно ниже оказалась летальная концентрация преднизолона, 6-меркаптопурина и идарубицина для 50% бластных клеток(p<0,05). Лимфоидные опухолевые клетки были более чувствительными к рубомицину (недостоверно). Мы не исследовали чувствительность к метотрексату и карбоплатину. Чувствительность к винкристину, вепезиду и цитозару оказалась одинаковой у ответивших и не ответивших на лечение пациентов. При НБК ХМЛ у больных, ответивших на ПХТ, летальные концентрации 6-меркаптопурина, идарубицина и карбоплатина были достоверно ниже (p<0,05). Нелимфоидные бластные клетки ответивших и не ответивших на терапию пациентов были одинаково чувствительны к рубомицину, вепезиду, цитозару. Для опухолевых клеток больных из обеих групп примерно одинаковыми оказались летальные концентрации винкристина, преднизолона, метотрексата. 

Чувствительность бластов in vitro у больных с впервые диагностированным БК ХМЛ не зависела от предшествующего лечения цитостатическими препаратами (в хронической фазе, фазе акселерации).

Следует подчеркнуть, что результаты исследования лекарственной чувствительности к иматиниб мезилату in vitro были сопоставимы с результатами терапии in vivo. Эмпирически было выделено пороговое значение LD50 для иматиниб мезилата  - 1 мкг/мл. У 3 пациентов с LD50 < 1 мкг/мл медиана летальной концентрации была достоверно ниже, медиана продолжительности гематологического ответа достоверно больше, у всех 3 пациентов был достигнут цитогенетический ответ (ЦГО). В группе больных с LD50 > 1 мкг/мл (n=7) медиана LD50 была достоверно выше (р=0,01), медиана продолжительности гематологического ответа достоверно ниже: 217 дней в первой группе и 111 дней во второй группе(р<0,05). У больных из второй группы какой-либо ЦГО отсутствовал. Достоверно выше была медиана LD50 у 3 больных с рецидивом БК ХМЛ на фоне лечения иматиниб мезилатом – 150 мкг/мл, p<0,05. У 2 пациентов с прогрессированием в БК ХМЛ на фоне терапии иматиниб мезилатом по поводу ХФ ХМЛ LD50 также была выше – 60 и 150 мкг/мл соответственно. Возможно, что исследования лекарственной чувствительности к иматиниб мезилату in vitro целесообразно проводить до начала лечения по крайней мере у части пациентов НБК ХМЛ, что, вероятно, позволит выделить группу больных, у которых препарат будет заведомо неэффективным.

При сопоставлении доли эффективных in vitro препаратов в схемах ПХТ, примененных у больных in vivo, была отмечена тенденция к увеличению доли этих препаратов у пациентов, которые ответили на лечение: при ЛБК в среднем 67%, при НБК – 75,3%. В то же время у не ответивших больных доля in vitro эффективных препаратов, примененных в программах терапии, составила в среднем 50% и 49% соответственно. Однако статистическая достоверность отсутствовала, что, вероятно, может быть связано с небольшим числом наблюдений.

Необходимо отметить, что вследствие нестабильности генома и быстрой смены клонов при БК ХМЛ, разработка индивидуализированной терапии (с учетом чувствительности бластных клеток каждого больного) нецелесообразна.

С учетом полученных данных по лекарственной чувствительности бластных клеток при ЛБК ХМЛ нам представлялось предпочтительным проведение курса ПХТ с включением винкристина, преднизолона, а также какого-либо антрациклинового антибиотика. Указанным требованиям наилучшим образом соответствовала программа I фазы индукции протокола «01.1995» (ГНЦ РАМН), применяемая традиционно для терапии ОЛЛ взрослых. В данную программу также входила L-аспарагиназа. Данный курс ПХТ был проведен у 10 больных. 

На основании полученных данных по резистентности in vitro можно было предположить худшие результаты терапии иматиниб мезилатом при ЛБК ХМЛ по сравнению с НБК ХМЛ. Монотерапию иматиниб мезилатом получили 8 пациентов (в т.ч. 5 больных с рецидивом БК после предшествующей ПХТ). 

По нашим данным, согласующимся с зарубежными [32],  клетки больных, получающих иматиниб мезилат, подвергаются быстрому апоптозу.  Этим пациентам необходим биохимический мониторинг, гидратация, прием аллопуринола. У большинства больных бластные клетки исчезали в 1-ю неделю лечения. Тем не менее, большинство больных очень быстро утрачивали гематологический ответ при монотерапии иматиниб мезилатом (подавляющее большинство – в пределах 6 месяцев), что отмечают и зарубежные авторы [32, 116, 121, 125, 146].  Интересно, что длительность гематологического ответа не зависит от достижения любого (в нашем исследовании – малого) цитогенетического ответа. 

Критерии ответа на лечение при БК ХМЛ часто являются спорными [32, 67, 137, 146].  Вообще, говоря о достижении ответа при БК ХМЛ, Goldman J.M. и соавт. считают ответившими больных, у которых гематологическая картина соответствует второй хронической фазе ХМЛ (бластов менее 5% в крови и костном мозге) [146], что значительно упрощает оценку ответа на лечение. Это не совсем корректно, но удобно с практической точки зрения. Мы взяли за основу положения, предлагаемые в клиническом испытании расширенного доступа к препарату иматиниб мезилат. 
Результаты лечения с помощью ПХТ НБК ХМЛ, как и других вариантов БК, были значительно хуже в сравнении с результатами терапии иматиниб мезилатом (по данным всех авторов). Гематологическое улучшение достигалось у 16-21% пациентов. Результаты терапии с использованием «агрессивных» схем были несколько лучше – ответ достигался у 40% больных при применении больших доз цитарабина в сочетании с идарубицином. Однако, ранняя летальность была высокой [81]. Медиана выживаемости не превышала 4 месяцев. По данным отделения химиотерапии лейкозов и патологии эритрона ГНЦ РАМН, продолжительность НБК на фоне паллиативной сдерживающей терапии позволяла добиться ремиссии у 7% пациентов, общая выживаемость оставалась короткой: медиана 4,5 мес. (1 – 14 мес.). 

Мы проанализировали общую выживаемость ответивших и не ответивших на ПХТ больных оказалось, что медиана общей выживаемости в первом случае составила 12 мес., а во втором – всего лишь 4.6 мес. (p<0,05). Необходимо особо отметить, что общая выживаемость пациентов, ответивших на курс ПХТ по программе VAC, составила 460 дней, 2 больных были переведены впоследствии на прием иматиниб мезилата. 

В нашем наблюдении ответ на индукционную терапию в группе иматиниб мезилата получен в 75%, при ЛБК (n=8) ПКГР достигнута у 2 больных (25%), вторая хроническая фаза – у 3 пациентов (37,5); при НБК ХМЛ (n=12) ПКГР получены у 17% больных (n=2), вторая хроническая фаза  - у 63% (n=8). У одной больной с НБК ХМЛ наступила смерть в индукции. В группе больных, получивших ПХТ,  общий ответ на лечение составил 44,4%; при ЛБК ХМЛ (n=10) он достигнут в 80% случаев (n=8), при этом у одной пациентки наблюдалась ПКГР; при НБК ХМЛ (n=17) - в 35% случаев ( n=6). Кроме того, при НБК ХМЛ у одного больного после высокодозной терапии наступил ранний летальный исход. Смертельных исходов в индукции не было при лимфоидном варианте БК ХМЛ. Эти данные согласуются с результатами Druker B.J. и Sawyers C.L. [32]. Удивительно, но по результатам Goldman J.M. и соавт. [146] ответ как на ПХТ, так и и на терапию иматинибом был чрезвычайно низок (37,5% и 29% в общей группе больных соответственно). 

Каких-либо прогностических факторов для увеличения общей и безрецидивной выживаемости на фоне приема иматиниб мезилата по данным литературы пока не выявлено [55, 93]. 

Безрецидивная выживаемость больных ЛБК на фоне ПХТ и иматиниб мезилата по нашим данным существенно не различалась; медиана ее составила 136 дней и 116 дней соответственно. Общая выживаемость больных в обеих группах до 1 года была приблизительно одинакова. Вероятность того, что больные, получившие ПХТ и иматиниб мезилат, переживут 12 месяцев от момента начала лечения, составила 40%. Два года от начала лечения пережили 10% пациентов из группы ПХТ. Однако, никто из наших пациентов, получивших иматиниб в качестве индукционной терапии, не пережил 12 месяцев от начала лечения (p<0,05). Таким образом, монотерапия иматиниб мезилатом и ее применение в качестве индукционной терапии не улучшили общую выживаемость пациентов с ЛБК ХМЛ, и, следовательно, данные подходы нецелесообразны при этом варианте БК. Практически во всех публикациях последнего периода времени иматиниб мезилат не рекомендован в качестве монотерапии для пациентов с ЛБК ХМЛ и Ph-позитивного ОЛЛ [65, 66, 125]. Результаты лечения больных ЛБК ХМЛ в целом достоверно выше при применении ПХТ. Возможно, что результаты могут быть лучше при комбинированном применении ПХТ и иматиниба при использовании ПХТ в качестве индукционной. Необходимо подчеркнуть, что пациенты с ЛБК ХМЛ нуждаются в профилактике нейролейкемии, поскольку  у каждого пятого больного рецидив БК ХМЛ происходит с поражением оболочек головного и спинного мозга. При НБК ХМЛ, напротив, общая выживаемость была достоверно выше в группе больных, получавших иматиниб мезилат на любом этапе терапии (медиана общей выживаемости 227 дней в группе ПХТ, 487 дней в группе иматиниб, p<0,05). Вероятно, что комбинированная терапия также позволит увеличить выживаемость.
По литературным данным, Ph’-отрицательный гемопоэз у пациентов БК ХМЛ с помощью ПХТ восстановить невозможно [137, 160, 161]. Однако, учитывая, что в числе больных, включенных в наше исследование, была группа моложе, чем в среднем в популяции (медиана возраста – 33 года, n=6) пациентов, а также с учетом тестирования ЛУ in vitro и на основании анализа литературных данных [18, 33, 98] 6 больным в качестве терапии первой линии (так называемой «терапии отчаяния») был проведен курс высокодозной ПХТ по программе VAC с включением карбоплатина. 

По нашим наблюдениям, при НБК ХМЛ результаты лечения были существенно иными. У больных, получавших ПХТ, отсутствовали полные гематологические ремиссии, в то время как их удалось достичь у 17% больных, принимавших иматиниб мезилат. Доля частичных гематологических ремиссий была ниже в группе ПХТ - 35%, в то время как в группе иматиниба она составила 63% соответственно. Показатели ранней летальности оказались практически одинаковыми и составили: 4%  и 7,7% (n=1).

В отличие от полученных нами результатов Goldman J.M. и соавт. [146] при сравнении результатов терапии иматиниб мезилатом и ПХТ в качестве терапии I линии существенных различий в ответе пациентов не обнаружили (32% и 29% соответственно) .

Необходимо отметить, что у 4 из 6  больных из первой группы, достигших частичного ответа, он был получен при проведении лечения I линии с помощью ПХТ по программе VAC. В 1 случае ответ достигнут на фоне программы I фазы BFM-83, и лишь в 1случае при монотерапии 6-меркаптопурином. 

В наших наблюдениях больные с БК ХМЛ, получившие «агрессивную» ПХТ в качестве терапии II линии (n=5), на лечение не ответили. При НБК у 2 больных применялась программа VAC, у 2 - 7+3 с идарубицином, при ЛБК у 1 пациента – курс ПХТ по программе RACOP. Средняя длительность БК составила 4,4 мес. Эти результаты согласуются с данными исследования in vitro о нарастании лекарственной резистентности у предлеченных больных. Вероятно, интенсификация лечения в таких случаях нецелесообразна, хотя имеются сведения, что в ряде случаев 2-й курс интенсивной ПХТ может оказаться эффективным [162].

Больные, которым был проведен курс ПХТ по схеме 7+3, на лечение не ответили. 
При анализе токсичности терапии большинство наблюдавшихся нами больных с ЛБК ХМЛ нуждалось в редукции доз иматиниб мезилата в связи с гематологической токсичностью. Необходимо отметить, что из 3 первичных больных ЛБК ХМЛ у 2 человек мы наблюдали эпизоды длителньой панцитопении 3-4 степени, требующей заместительной терапии, временной отмены иматиниб мезилата и последующей редукции дозы препарата. При анализе негематологической токсичности у пациентов с ЛБК ХМЛ были отмечены ожидаемые побочные эффекты ПХТ: инфекционные осложнения, часто грибковой природы, у 50% пациентов; «винкристиновая» полинейропатия у 10%; на фоне приема преднизолона у 10% больных развивалась гипергликемия. У пациентов, принимавших иматиниб мезилат, несмотря на эпизоды длительной нейтропении, инфекционные осложнения развились лишь в 29% случаев. У 71% больных развились отеки различной степени выраженности. Частота развития побочных эффектов на фоне приема иматиниб мезилата у больных ЛБК ХМЛ существенно не отличалась от тех осложнений, которые описаны в литературе [32, 125].
Цитопения после курса ПХТ наблюдалась у всех больных (кроме пациентов, получавших 6-меркаптопурин, курсы COAP и AVAMP). Также все пациенты, получившие курс ПХТ по программе VAC, нуждались в заместительной терапии тромбоцитной массой. У 5 из 6 человек развились те или иные инфекционные осложнения. Ранняя летальность наблюдалась у 1 больного. У 2 пациентов, не ответивших на терапию, наблюдались признаки быстрого обратного роста опухоли (выход из агранулоцитоза с бластозом).  

Возможно, что высокий процент ответов в группе больных, получавших курс высокодозной и токсичной ПХТ, соответствующий данным литературы [98] связан со значительным улучшением «терапии выхаживания» этой группы пациентов. Переносимость иматиниб мезилата у наблюдавшихся нами больных НБК ХМЛ была удовлетворительной. Проявления гематологической токсичности отмечались несколько реже по сравнению с данными, приведенными в литературе. Редукцию дозы иматиниб мезилата мы предприняли у 54% пациентов. При анализе негематологической токсичности оказалось, что клинически значимая гепатотоксичность у больных практически не наблюдалась. Стандартными проявлениями негематологической токсичности были тошнота, рвота и отечный синдром. 

Таким образом, на основании полученных данных мы полагаем, что для больных НБК ХМЛ наиболее целесообразна индукционная терапия иматиниб мезилатом. Она позволяет улучшить результаты лечения, что не удавалось достичь ранее при применении стандартных курсов ПХТ. В случаях, когда терапия иматиниб мезилатом по каким-либо причинам невозможна, у молодых больных для достижения ответа в качестве химиотерапии I линии может быть применена программа VAC. Однако, при этом следует иметь в  виду необходимость адекватной сопутствующей терапии (антибактериальной, заместительной). Переносимость лечения была в целом удовлетворительной. Нейтро- и тромбоцитопения 3-4 степени наблюдалась у 40 – 57% больных в обеих группах. 
По данным разных авторов отмечена большая вариабельность подходов к терапии пациентов с НБК ХМЛ (до внедрения в практику иматиниб мезилата), что предположительно отражало отсутствие химиотерапевтических комбинаций и других подходов (например, трансплантации стволовых клеток крови) для улучшения результатов лечения этой группы больных [68]. Мы предприняли попытку унифицировать подход к терапии больных НБК ХМЛ с помощью ПХТ. При НБК ХМЛ, учитывая высокую чувствительность опухолевых клеток in vitro к цитозару и идарубицину, 5 пациентам был проведен «традиционный» курс ПХТ по программе 7+3 в редуцированных дозах (4 больным в сочетании с рубомицином, и в 1 случае – с идарубицином). 4 больных получали этот курс ранее без эффекта.

При анализе цитогенетических исследований до начала лечения БК ХМЛ дополнительные хромосомные аберрации нами выявлены у 38% больных. В подавляющем большинстве случаев эти перестройки были множественными и затрагивали хромосомы 2, 3, 6, 8, 9, 12, 13, 17, 18, 21, 22, Х. В отличие от наших данных, Goldman J.M. и соавт. [163] отмечают, что клональная эволюция до начала терапии отмечалась у 65% пациентов, причем были вовлечены все хромосомы. У пациентов, включенных в настоящее исследование, наиболее часто выявлялась трисомия хромосомы 8 (21% случаев). Следующим по частоте встречаемости оказалось удвоение филадельфийской хромосомы (у 14% больных), причем только в комплексе с другими цитогенетическими аномалиями. Одинаково часто – в 7,7% случаев обнаруживались изохромосома 17, перестройки хромосом 6 или 13. Другие  цитогенетические аномалии встречались в единственном случае – 3,8% (аберрации хромосом 3, 4, 7, 12, 18, гипо- и гиперплоидия). Аберрации, затрагивающие хромосому 7, до начала лечения не обнаруживались. У одной больной с ЛБК ХМЛ выявлена дополнительная хромосома 19 в составе множественных цитогенетических перестроек. При ЛБК ХМЛ цитогенетические аномалии были выявлены примерно у каждого 3 больного. 

Нам представлялось важным сопоставление результатов лечения с данными цитогенетического анализа. Всего повторно было обследовано 18 больных. Оценка эффективности лечения с помощью кариологического анализа предпринята у 18 человек.

У больных, получавших ПХТ, цитогенетических ответов на лечение не обнаружено. У 1 пациентки с ЛБК ХМЛ при повторном цитогенетическом анализе, выполненном на фоне ПКГР, достигнутой после курса ПХТ по программе I фазы протокола «01.1995» (ГНЦ РАМН), наблюдался уход дополнительных аномальных клонов, кроме Ph’-позитивного. У 2 больных с НБК ХМЛ, несмотря на достижение частичного клинико-гематологического ответа после курса ПХТ по схеме VAC, сохранялись дополнительно выявляемые хромосомные аберрации, включавшие в первом случае изохромосому 17, а во втором – множественные поломки хромосом  8 и 12. 

Цитогенетический ответ был получен у 19% больных, получавших иматиниб мезилат: малый в 4,8% и минимальный  в 14,2% случаев. Все эти пациенты имели нелимфоидный вариант БК ХМЛ; 2 больных были первичными, 2 – ранее получали ПХТ по поводу БК. Цитогенетический ответ получен у 1 больной к 3 мес. терапии, у 2-х – к 6 мес., и у одной пациентки – к 12 мес. лечения (МЦО). Больная с МЦО была значительно предлеченной. Цитогенетический ответ характеризовался выраженной нестабильностью: все больные утратили его в течение 3 - 6 мес. Достижение ЦО не улучшило безрецидивную и общую выживаемость пациентов. Тем не менее, следует подчеркнуть, что даже в группе больных со статусом по ECOG 2 и 3, а также предлеченных  удается достичь цитогенетического ответа, что практически никогда удается достичь при проведении ПХТ.

Из 12 больных, получавших иматиниб мезилат и исследованных в динамике на фоне рецидива у 5 пациентов (2 – ЛБК, 3 – НБК) выявлена клональная эволюция, которая по времени совпадала с развитием клинико-гематологического рецидива БК ХМЛ. При этом наблюдалось появление множественных дополнительных аберраций с вовлечением помимо перечисленных хромосом 4, 5, 7, 10, 11,  19, 20. Интактными остались лишь хромосомы 1, 14, 15, 16. У других 5 пациентов сохранялись исходные аномалии кариотипа, т.е. цитогенетические поломки присутствовали у 100% больных (по данным различных авторов до 75%) [125]. 

При анализе цитогенетических изменений при различных вариантах БК ХМЛ на фоне терапии иматинибом, выявлено, что у больных ЛБК ХМЛ ни в одном случае не достигнут ЦГО, а клональная эволюция наблюдалась чаще, чем у больных НБК. Эти данные также свидетельствуют о нецелесообразности назначения иматиниб мезилата при ЛБК ХМЛ. 

В настоящем иссследовании не ставилась задача выявления  прогностических факторов, влияющих на достижение ответа и выживаемость пациентов. Тем не менее наиболее значимыми неблагоприятными факторами (с учетом анализа литературы) [146] нам представляются вариант БК ХМЛ (как ниболее неблагоприятный – нелимфоидный с поражением на уровне стволовых клеток (CD34+) в сочетании с монобластными иммунологическими маркерами), наличие клональной эволюции и ответ на терапию.

Подводя итоги вышеизложенных исследований, следует обратить внимание, что несмотря на определенное увеличение общей выживаемости больных ЛБК ХМЛ при проведении ПХТ и комбинации ее с иматиниб мезилатом, и больных НБК ХМЛ на фоне монотерапии иматиниб мезилатом при условиях удовлетворительной переносимости лечения, безрецидивная выживаемость остается короткой. Увеличение общей выживаемости больных ХМЛ реально осуществимо за счет удлинения хронической фазы, и, в ряде случаев, фазы акселерации. 

Существуют сведения о наличии перекрестной резистентности между иматиниб мезилатом и рядом цитостатических препаратов.  Таким образом может происходить отбор мутантных клеток в фазе БК. Иматиниб мезилат не влияет на процессы репликации ДНК и формирования митотического звена, в связи с чем возможна повышенная мутабельность в любой из таких клеток.  Не исключается вероятность обнаружения дополнительных резистентных мутаций в гене ABL. Возможно, что со временем монотерапия ХФ ХМЛ с помощью иматиниб мезилата станет историческим фактом, и для лечения больных в дебюте ХМЛ с целью преодоления лекарственной устойчивости потребуется многокомпонентная терапия с включением иматиниба и различных цитостатических препаратов [89].

В настоящее время существует 3 основных подхода к преодолению резистентности к иматинибу. Во-первых, проводится активное изучение эффективности комбинаций иматиниба с ингибиторами других тирозинкиназ, триоксидом мышьяка, цитарабином, этопозидом, весаноидом, хомохаррингтонином, децитабином и др. [146]. Эти исследования преследуют цель удлинения безрецидивной выживаемости больных. При достижении относительно стойкой и достаточно продолжительной ПКГР даже у больных с БК ХМЛ возможным подходом для увеличения выживаемости может служить аллогенная трансплантация периферических стволовых клеток крови [79, 146].

Во-вторых, поскольку при использовании иматиниб мезилата появляются данные о новых мутациях в ABL-регионе,  специфичных, с одной стороны, для гематологической резистентности, а с другой – для цитогенетической рефрактерности, с целью преодоления таких ситуаций возможно либо увеличение дозы препарата, либо переход на альтернативные виды лечения.  Представляется необходимой разработка скрининговых процедур для дифференцированного выявления подобных мутаций и последующего адекватного лечения [17].

В-третьих,  увеличение дозы иматиниб мезилата в качестве терапии I линии для впервые диагностированных пациентов с ХМЛ может преодолеть недостаточный ответ на стандартные дозы препарата [66]. 

Подводя итоги всему вышеизложенному, следует отметить, что, несмотря на несомненные успехи в терапии ХФ ХМЛ вследствие внедрения в клиническую практику иматиниб мезилата, прогноз пациентов с БК ХМЛ остается неудовлетворительным. Выделение вариантов БК ХМЛ и определение лекарственной чувствительности клеток in vitro на ранних этапах БК помогает выбрать адекватную терапевтическую тактику. Однако, несмотря и на этот подход к лечению больных бластным кризом ХМЛ, увеличение общей выживаемости реально достигается на ограниченные периоды времени.

Новые подходы с использованием иматиниб мезилата нуждаются в дальнейшем исследовании и, возможно, в дальнейшем позволят создать новые стратегии терапии больных ХМЛ.  

ВЫВОДЫ 
1. Эффективность  терапии больных бластным кризом хронического миелолейкоза повышается, при включении в схемы лечения препаратов, к которым бластные клетки более чувствительны in vitro.

2. Чувствительность бластных клеток к различным цитостатическим препаратам широко варьирует при ее исследовании in vitro. Опухолевые клетки больных с лимфоидным вариантом бластного криза более чувствительны к винкристину и преднизолону (p<0,05), к рубомицину и карбоплатину (p>0,05), чем при нелимфоидном варианте заболевания.

3. Исследование лекарственной чувствительности к цитостатическим препаратам in vitro, особенно к иматиниб мезилату, имеет прогностическое значение для ответа на терапию. При нелимфоидном варианте бластного криза опухолевые клетки более чувствительны in vitro к иматиниб мезилату и 6-меркаптопурину (p>0,05). В процессе терапии достоверно снижается чувствительность нелимфоидных бластных клеток in vitro к цитозару и идарубицину.

4. У больных с нелимфоидным вариантом бластного криза хронического миелолейкоза монотерапия иматинибом имеет преимущество перед полихимиотерапией, как по частоте гематологических (83% vs 35%) и цитогенетических (19% vs 0%), так и по выживаемости (487 дней vs 227 дней).

5. При лимфоидном варианте бластного криза индукционная полихимиотерапия имеет преимущество перед монотерапией иматинибом. Медиана выживаемости больных, получавших ПХТ в качестве терапии I линии, достоверно выше медианы выживаемости пациентов, получавших терапию иматиниб мезилатом (313 vs 231 день).
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