REZIME MAGISTARSKOG RADA
Magistarski rad dr. Damira Sabitovića, pod naslovom “Serumski nivo interleukina-4 i ekspresija CD38 u hroničnoj B limfocitnoj leukemiji"  napisan je na 59 stranica, sadrzi 11 slika i 3 tabele. 

Uvod je napisan na 23 stranice, gdje određuje se opšti teorijski okvir rada. U Uvodu autor navodi da je hronična B limfocitna leukemija klonska imunoproliferativna bolest obilježena B-limfocitnom infiltracijom koštane srži i periferne krvi, uz promjenljiv stepen infiltracije limfnih čvorova, slezene i ostalih organa. Ovo je najčešća pojedinačna vrsta leukemije u Evropi i Sjedinjenim američkim državama (SAD), te čini oko 30% svih leukemija. Godišnje se javlja 3 do 4 bolesnika na 100 000 stanovnika, češća je u muškaraca (omjer muškaraca prema ženama iznosi 2:1). Hronična B limfocitna leukemija je tipična bolest starije životne dobi. Srednja dob kod dijagnoze je više od 60 godina, a manje od 10% slučajeva javlja se u bolesnika mlađih od 50 godina. Kako ekspresija CD20 imunohistohemijskom analizom može biti slaba ili čak u potpunosti odsutna, dok je CD43 obično pozitivan, imunofenotipizacija koja koristi samo CD20 i CD43 može potencijalno dovesti do greške i zamjene sa T ćelijskim limfomom. Imunofenotipizacija leukemija i limfoma protočnom citometrijom temelji se na otkrivanju kvalitativnih (veličina, zrnatost) osobina. CD38 je marker koji je predložen kao surogat za IgVH mutacioni status. Podaci o ekspresiji CD38 su pribavljeni u studiji o 45 pacijenata sa hroničnom B limfocitnom leukemijom. Utvrđene su značajne razlike u procentima CD38 pozitivnih leukemijskih ćelija između pacijenata sa i bez IgVH mutacija (20% naspram 60%, p<0,001). Dvadesetdva pacijenta od 28 pacijenata bez IgVH mutacija (79%) imalo je najmanje 30% CD38 pozitivnih ćelija, dok je 12 od 17 (71%) pacijenata sa somatskim mutacijama imalo manje od 30% CD38 pozitivnih ćelija ekspresija markera) i kvantitativnih (nivo ekspresije) parametara ćelija u uzorku. Interleukin 4 (IL-4) je glikoprotein molekulske mase 15-19 kDA, koji proizvode T pomočnićki limfociti subklase 2 (TH2), prekursori mastocita i eozinofili. Igra ključnu ulogu u specifičnom  imunitetu jer favorizujeTH2 imuni odgovor i reguliše skretanje produkcije imunoglobulina u pravcu IgE i IgG4. IL-4 na B limfocitima povećava ekspresiju CD23, CD40, površinskog IgM, molekula B7-1 i B7-2, što sve ima uticaj na jačanje antigen-prezentirajuće sposobnosti B limfocita.

Ciljevi istraživanja

1. Odrediti učestalost CD38 pozitivnih slučajeva hronične B limfocitne leukemije stabilnog oblika, kliničkog stadija A po Binet-u.

2. Odrediti učestalost CD38 pozitivnih slučajeva u oboljelih od agresivnog oblika hronične B limfocitne leukemije koji se nalaze u kliničkom stadiju B ili C po Binet-u.

3. Uporediti ekspresiju CD38 u stabilnoj i agresivnoj bolesti.

4. Odrediti serumski nivo IL-4 u oboljelih od hronične limfocitne leukemije.

5. Korelirati serumske nivoe IL-4 sa ekspresijom CD38 u oboljelih u hroničnoj B limfocitnoj leukemiji.

Hipoteze

Radne hipoteze

· Oboljeli od hronične B limfocitne leukemije sa agresivnim oblikom bolesti izražavaju CD38 u značajno većem procentu u odnosu na oboljele sa stabilnom bolesti.

· Oboljeli od CD38 pozitivne hronične B limfocitne leukemije pacijenti imaju povišen serumski nivo IL-4 u serumu u odnosu na oboljele od CD38 negativne hronične B limfocitne leukemije.

· Postoji pozitivna korelacija između stepena ekspresije CD38 i serumskog nivoa IL-4 u oboljelih od CD38 pozitivne hronične B limfocitne leukemije.

Nulte hipoteze

· Oboljeli od hronične B limfocitne leukemije sa agresivnim oblikom bolesti ne izražavaju CD38 u procentu značajno većem u odnosu na oboljele sa stabilnom bolesti. 

· Oboljeli od CD38 pozitivne hronične B limfocitne leukemije pacijenti nemaju povišen serumski nivo IL-4 u serumu u odnosu na oboljele od CD38 negativne hronične B limfocitne leukemije.

· Ne postoji pozitivna korelacija između stepena ekspresije CD38 i serumskog nivoa IL-4 u oboljelih od CD38 pozitivne hronične B limfocitne leukemije.

Ispitanici i metode

Metodologija je napisana na 4 stranice. Studija je bila retrospektivno-prospektivnog karaktera i obuhvatila je 40 pacijenata oboljelih od  hronične B limfocitne leukemije kojima je dijagnoza postavljena morfološki i imunohistohemijski na biopsijama limfnog čvora i/ili koštane srži. Ispitanici su podijeljeni u dvije grupe od po dvadeset ispitanika. Prva grupa su bili oboljeli od hronične B limfocitne leukemije sa stabilnom bolesti, koji su čitavim tokom bolesti u kliničkom stadiju A po Binet-u. Druga grupa su bili oboljeli od hronične B limfocitne leukemije sa agresivnom bolešću koji su u bilo kom dijelu toka bolesti svrstani u klinički stadij B ili C po Binet-u. Od svih ispitanika uzeti su podaci o životnoj dobi, spolu i stadiju bolesti. Svim ispitanicima su uzeti uzorci venske krvi za detekciju CD38 i nivoa IL-4. Ispitanici su odabrani konsekutivno u periodu od 1.4.2006. godine do prikupljanja 40 uzoraka. Imunofenotipizacija  je obavljena na Beckman-Coulter FC-500 protočnom citometru. Za analizu uzoraka korišten je CXP softver (CXP-Beckman-Coulter). Nivo IL-4 je određivan metodom ELISA (Enzyme Linked Immunosobent Assay) u jednom aktu za sve serume. Primjenjeni su osnovni testovi deskriptivne statistike. Kategorijske varijable su poređene X2 testom, dok su numeričke varijable poređene studentovim t-testom, odnosno Mann-Whitney U testom tamo gdje nisu bile raspoređene po normalnoj raspodjeli. S obzirom na neparametrijsku raspodjelu vrijednosti IL4 i dihotomnu prirodu varijable koja je opisivala pozitivnost na CD38, učinjena je neparametrijska Spearman-ova rang korelacija ovih dviju varijabli. Svi testovi su računati sa 95% statističkom pouzdanošću (p<0,05).

Rezultati

Rezultati su napisani na 8 stranica i ilustrovani su sa 11 slika. Rezultati ovog istraživanja pokazali su da je u cjelokupnom uzorku od 40 ispitanika, prosječna dob iznosila 66±10 godina, sa minimumom od 43 i maksimumom od 82 godine. Gledajući zasebno grupu ispitanika sa stabilnom bolešću (Binet A), te grupu ispitanika sa agresivnom bolešću (Binet B+C), grupa sa stabilnom bolešću (70±8 godina) je bila u prosjeku značajno starija (t=2,22; df=38; p<0,05) od grupe ispitanika sa agresivnom bolešću (63±11 godina). Nije bilo statistički značajne razlike u spolnoj zastupljenosti unutar obje posmatrane grupe (X2=0,52; df=1; p=0,34). Među svim ispitanicima, bilo je nešto više onih koji su bili negativni na CD38 (25/40; 55,0%). Gledajući pozitivnost na IL 4 unutar kompletnog uzorka ispitanika, bilo je značajno više onih koji su bili negativni na isti (33/40; 83,0%). U grupi onih sa stabilnom bolesti, nađeno je 5/20 (25%) pozitivnih na CD 38, nasuprot 13/20 (65%) u grupi onih sa agresivnom bolesti, a što je bila statistički signifikantna razlika (X2=4,95; df=1; p=0,03). Nakon komparacije učestalosti pozitivnosti na IL4 između grupa pacijenata sa CD38 pozitivnom i CD38 negativnom bolesti, nađeno je da su svi slučajevi pozitivni na IL4 (7/7) bili među CD38 negativnim pacijentima (7/22; 31,8%), a što je bilo statistički značajno (p<0,05). Komparirane su i apsolutne vrijednosti nivoa IL4 između CD38 pozitivne i negativne grupe, koristeći Mann-Whitney test, budući da vrijednosti istog nisu bile raspoređene po normalnoj raspodjeli. U grupi CD38 negativnih pacijenata nađeni su značajno viši nivoi IL4 u odnosu na CD38 pozitivne pacijente (U=135; p<0,05). Postoji značajna ali slabija do srednje izražena negativna korelacija između vrijednosti IL4 i CD 38. Pacijenti koji su bili pozitivni na CD38 (prosječna dob 61±10 godina) bili u prosjeku 10 godina (%95 CI=5-16 godina) mlađi u odnosu na pacijente koji su bili negativni na CD38 (prosječna dob 70±7 godina), a što je bilo statistički signifikantno (t=3,76; df=38; p<0,001).

U diskusiji koja je napisana na 14 stranica autor komparira rezultate svog istraživanja sa rezultatima drugih autora iz slično dizajniranih studija objavljenih u relevantnoj literaturi i konstatuje da su rezultati njegovog istraživanja konzistentni sa pomenutim istraživanjima drugih autora. Kandidat je sa 11 decidnih zakljucaka opravdao ciljeve istrazivanja. Klinicko stepenovanje po Rai-ju i Binet-u i dalje ostaje osnova za pracenje bolesti i terapijske odluke, ali nove laboratorijske tehnike (CD38) mogu pomoci kako bi se sto ranije identifikovala grupa pacijenata sa visokim rizikom od progresije bolesti  koja bi zahtijevala cesce pracenje od strane hematologa i koja bi imala koristi od ranije zapocete terapije. 

