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ანოტაცია
B ქრონიკული ლიმფოციტური ლეიკემია (B-ქლლ) – ლეიკემიის ყველაზე
გავრცელებული ფორმაა აშშ-სა და ევროპაში, საქართველოს ჩათვლით. ლეიკემიასთან
დაკავშირებული სიმპტომოკომპლექსის გარდა, ქლლ პაციენტებს ახასიათებთ
ინფექციური დაავადებებით მაღალი ავადობა რომელიც შეიძლება იყოს გამოწვეული
როგორც ლეიკემიის პროგრესირებით, ასევე ქიმიოთერაპიით, და მიუთითებს შეძენილ
იმუნოდეფიციტზე. იმუნოდეფიციტი მოიცავს როგოც ადაპტურ, ასევე თანდაყოლილ
იმუნურ პასუხებს, მათ შორის მონოციტების ანტიმიკრობულ ფუნქციებს. ამასთანავე
მონოციტები მონაწილეობენ ანტისიმსივნურ იმუნოთერაპიაში, განაპირობებენ რა
თერაპიული ანტისხეულებით ოფსონირებული სიმსივნური უჯრედის Fcγ-რეცეპტორ
(FcγR)-გაშუალებულ ფაგოციტოზს.
ჩვენი კვლევის მიზანს წარმოადგენდა B-ქლლ-ის დროს შეგვესწავლა პერიფერული
სისხლის მონოციტების ფუნქციური და ფენოტიპური ცვლილებები, და დაგვედგინა
ანტი-CD64/ანტი-CD19 ბისპეციფიური ანტისხეულის უნარი გამოიწვიოს B-ქლლ
უჯრედების ფაგოციტოზი. ამსთვის შევისწავლეთ ex vivo გამოყოფილი და G-CSF და
IFNγ ციტოკინებით აქტივირებული მონოციტების მიერ ოფსონიზებული და
არაოფსონიზებული Staphylococcus aureus -ის შთანთქმის უნარი. ასევე დავადგინეთ
CD64, CD32 და CD16 Fсγ რეცეპტორების და თოლ-მსგავსი რეცეპტორის CD180-ის
ექსპრესიის პროფილი მონოციტებზე, B-ქლლ Rai სტადიასთან და ავადმყოფების
მკურნალობასთან კორელაციაში; შევისწავლეთ B-ქლლ უჯრედების ანტიგენმტვირთავი
ფენოტიპი, რეგულატორი რეცეპტორების ექსპრესია პროლიფერირებად ქლლ MEC1
უჯრედულ ხაზზე.
მიღებული შედეგების თანახმად, B-ქლლ-ით დაავადებულებში, ჯანმრთელ
საკონტროლო ჯგუფთან შედარებით, ადგილი აქვს მონოციტების მიერ Staphylococcus
aureus -ის მიერთებისა და შთანთქმის ფუნქციის მნიშვნელოვან დაქვეითებას, რომელიც
G-CSF და IFNγ ციტოკინებით სტიმულაციისას კიდევ უფრო ღრმავდება. აგრეთვე
აღინიშნება Fcγ-რეცეპტორების CD64 და CD16 და CD180-ის ექსპრესიის დაქვეითება,
რაც ასუსტებს მონოციტების ანტიბაქტერიულ იმუნურ პასუხებს. CD32 ექსპრესია კი,
პირიქით, ქლლ უჯრედებზე მნიშვნელოვნად არის გაზრდილი, ისევე როგორც MEC1
უჯრედების გრძელვადიან კულტურაში, მაშინ როდესაც CD180 ექსპანსია MEC1
უჯრედებში შემცირებულია 0-96-საათიანი ზრდის პირობებში. ეს მეტყველებს ქლლ
უჯრედების აქტივაციაზე პროლიფერაციის პროცესში, რამაც, შესაძლოა, გააძლიეროს
მათი შემდგომი გადარჩენა და ექსპანსია ლიმფოიდური ქსოვილების
პროლიფერატორულ ცენტრებში.
ჩვენს მიერ მოპოვებული მონაცემები საშუალებას იძლევა დაიგეგმოს B-ქლლ-ს დროს
მონოციტების ფუნქციური აქტივობის კორექციის მიმართულება, რათა შესაძლებელი
გახდეს, ერთის მხრივ, ქლლ ინფექციური გართულებების მიმართ მგრძნობელობის
მიზეზების აღმოფხვრა, მეორეს მხრივ კი, B-ქლლ-ს საწინააღმდეგოდ ეფექტური
იმუნოთრეპიული მეთოდების შემუშავება. ჩვენ ვაჩვენეთ, რომ ბისპეციფიური ანტი-
CD64/ანტი-CD19 ანტისხეულის მნიშვნელობა ქლლ-ის თერაპიაში ჰეტეროგენულია და
მოითხოვს ინდივიდუალურ მიდგომას in vitro ტესტირების საფუძველზე.



Annotation

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most common leukaemia in the US and in Europe,
including Georgia. Patients with CLL are susceptible to infectious diseases as a result of both,
the disease progression and chemotherapy that indicates deficiency of immune responses to
pathogens, including innate immunity, mediated by monocytes. Monocytes are also often
recruited by  therapeutic antibodies  which  exert anti-tumour toxicity  through Fcγ-receptor
(FcγR)-mediated phagocytosis of opsonised leukaemic cells.
The aim of this research was to study an important innate component of immunodeficiency in
B-CLL such as functional and phenotypic changes of peripheral blood monocytes, and establish
the ability of anti-CD64/anti-CD19 bispecific antibody to induce phagocytosis of B-CLL cells.
For this we studied the ability of freshly isolated ex vivo or activated by G-CSF and IFNγ
cytokines monocytes to absorb opsonized and non-opsonized Staphylococcus aureus particles.
We identified the expression profile of CD64, CD32 and CD16 Fсγ receptors and Toll-like
CD180 receptor on monocytes in correlation with B-CLL Rai stage and treatment, and on
proliferating MEC1 cell line cells.
Our data demonstrated that monocyte ability to engulf opsonized Staphylococcus aureus was
significantly decreased and that the monocytes from B-CLL patients compared to normal age-
matched control volunteers were unable to efficiently phagocytose the bacterial particles.
Peripheral blood monocytes of CLL patients were characterized by reduced expression of CD64,
CD16 and CD180 that  would substantially undermine  their ability to contribute to anti-
bacterial immune responses. In addition, aberrant expression of CD64 would negatively affect
the efficiency of antibody-mediated immunotherapies. In contrast, CD32 is significantly
increased on CLL cells as well as on MEC1 cells in a long-term culture, whilst CD180 expression
on MEC1 cells drops throughout 0-96h of culture. This would indicate augmented activation of
CLL cells during cells culture which might further support CLL cell survival and expantion in
prolipheration centers in bone marrow and lymph nodes.

Our data would help to undentify optimal approaches to the correction of monocytic
deficiencies in B-CLL. This would allow first of all, to decrease bacterial infections pre- and post
therapeutic intervention, and to develop novel effective treatments of CLL. It is evident from
the results of this study that effeciveness of bispecific anti-CD64/anti-CD19 antibody for the
purpose of induction of phagocytosis of leukemic cells is heterigeneous and requires individual
approach following in vitro testing.
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შემოკლებების სია

აიუკ - აქტივაციით ინდუცირებული უჯრედული კვდომა

ბსას - ბისპეციფიური ანტისხეული

გფა - გუანოზინტრიფოსფატი

მპო - მიელოპეროქსიდაზა

მკა - მონოკლონური ანტისხეული

პმნ - პოლიმორფულბირთვიანი ნეიტროფილები

სოდ - სუპეროქსიდდისმუტაზა

ჰმკ - ჰისტოშეთავსებულობის მთავარი კომპლექსი

AID - Activation-induced Cytidine Deaminase (აქტივაციით გამოწვეული ციტიდინ
დეამინაზა)

ASCT - Autologous Stem Cell Transplantation (აუტოლოგიური ღეროვანი უჯრედების
ტრანსპლანტაცია)

BCR – B Cell Receptor (B უჯრედული რეცეპტორი, ბურ)

B-ქლლ - B-ქრინიკული ლიმფოციტური ლეიკემია

CD - Cluster of Differentiation (დიფერენცირების კლასტერი)

COP - Cyclophosmamide, Vincristine, Prednisolone (ციკლოფოსფამიდი, ვინკრისტინ
სულფატი, პრედნიზონი)

CR - Complement Receptor (კომპლემენტის რეცეპტორი)

DD - Death Domain (სიკვდილის დომენი)

FcR - Fc- Receptor (Fc-რეცეპტორი)

FCR - Fludarabin, Cyclophosphamide, Rituximab (ფლუდარაბინი, ციკოფოსფამიდი,
რიტუქსიმაბი)

G-CSF - Granulocyte Colony Ctimulating factor (გრანულოციტების კოლონიების
მასტიმულირებელი ფაქტორი)

GM-CSF - Granulocyte/Macrophage Colony Stimulating Factor
(გრანულოციტ/მაკროფაგების კოლონიების მასტიმულირებელი ფაქტორი)

HLA - Human Leukocyte Antigens (ადამიანის ლეიკოციტური ანტიგენები)

ICAM - Intercellular Adhesion Molecule (უჯრედშორისი ადჰეზიური მოლეკულები)

IFN - Interferon (ინტერფერონი)
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Ig - Immunoglobulin (იმუნოგლობულინი)

IGVH - immunoglobulin heavy chain variable region (იმუნოგლობულინის მძიმე ჯაჭვის
ვარიაბელური უბანი)

IL - Interleukin (ინტერლეიკინი)

ITAM - immunoreceptor tyrosine-based activation motifs (იმუნორეცეპტორის
თიროზინზე დაფუძნებული აქტივაციური თანმიმდევრობა)

ITIM - immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs (იმუნორეცეპტორის თიროზინზე
დაფუძნებული ინჰიბიტორული თანმიმდევრობა)

MFI - Mean Fluorescence Intensity (ფლუორესცენციის საშუალო ინტენსივობა, ფსა)

MHC - Major Histocompatibility Complex (მთავარი ჰისტოშეთავსებულობის კომპლექსი)

MyD88 - Myeloid Differentiation Factor 88 (მიელოიდური დიფერენციაციის ფაქტორი
88)

NADP - Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate (ნიკოტინ ადენინ დინუკლეოტიდ
ფოსფატი)

NK - Natural killer (ბუნებრივი კილერი)

NTP - Nucleoside Transporter Protein (ნუკლეოტიდების გადამტანი ცილა)

PAMP - Pathogen-associated molecular pattern (პათოგენთან ასოცირებული
მოლეკულური ნაკრებები)

PBS - Phosphate Buffer Saline (ფოსფატური ბუფერები)

sIg – surface Immunoglobulin (ზედაპირული იმუნოგლობულინი)

TCR - T-Cell Receptor (T უჯრედული რეცეპტორი)

TdT – Terminal deoxynucleotidyl transferase (ტერმინალური დეოქსინუკლეოტიდილ
ტრანსფერაზა)

TGF - Transforming Growth Factor (მატრანსფორმირებელი ზრდის ფაქტორი)

TLR - Toll-like Receptor (თოლ მსგავსი რეცეპტორი)

TNF - Tumor Necrosis Factor (სიმსივნის ნეკროზის ფასქტორი)

Zap70 - Zeta-chain-associated protein kinase 70 (Zeta ჯაჭვთან ასოცირებული პროტეინ
კინაზა 70)
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შესავალი

B-ქრონიკული ლიმფოციტური ლეიკემია (B-ქლლ) არის ავთვისებიანი
ლიმფოპროლიფერატორული დაავადება. ქლლ-ის შემთხვევათა 95% B უჯრედული
ფენოტიპისაა, მხოლოდ 5% მიეკუთვენბა T-ქლლ-ს, ამიტომაც თანამედროვე
სპეციალურ ლიტერატურაში B-ქლლ მოიხსენიება როგორც ქლლ (Dighiero et al., 2008).
ჩვენ ამ ნაშრომში ორივე აბრევიატურას გამოვიყენებთ. B-ქლლ მოზრდილთა
ლეიკემიების ყველაზე გავრცელებული ფორმაა დასავლეთის ქვეყნებში და
საქართველოში, შეადგენს რა ყველა ლეიკემიის დაახლოებით 30%-ს. საინტერესოა, რომ
შორეული აღმოსავლეთის ქვეყნებში (იაპონია, კორეა, ჩინეთი) მისი გავრცელების
სიხშირე 5%-ს არ აღემატება, თუმცა ჯერჯერობით არ არსებობს ახსნა ამ
ეპიდემიოლოგიური განსხვავებების (www.cancer.net). B-ქლლ ძირითადად გვხვდება
ხანდაზმულ (50 წელს ზემოთ) პირებში, დაავადების საშუალო ასაკი არის 72 წელი
(Young et al., 2006; Ferrajoli et al., 2010; Delgado et al., 2014). მამაკაცებში ქლლ-ს დიაგნოზი
დაახლოებით ორჯერ მეტია, ვიდრე ქალებში, თანაფარდობით 1.7:1 (Dong et al., 2012).

B-ქლლ ხასიათდება CD5+/CD20+/IgM+(low)/CD23+ ფენოტიპის მქონე B უჯრედების
კლონური ექსპანსიით და აკუმულირებით პერიფერიულ ლიმფურ ორგანოებსა და
ქსოვილებში და ძვლის ტვინში (Chiorazzi et al., 2003; Ghia et al.,2007; Hallek et al., 2008).
აღსანიშნავია, რომ ლეიკემიური უჯრედების პროლიფერაცია მიმდინარეობს მხოლოდ
ე.წ. „პროლიფერატორულ ცენტრებში“ - პირველ რიგში ძვლის ტვინში, ნაკლებად -
ლიმფურ კვანძებში, ხოლო პერიფერიული სისხლიდან გამოყოფილი ლიმფოციტები
გაჩერებული არიან უჯრედული ციკლის Go/G1 ფაზაში (Shanafelt et al., 2009; Giné et al.,
2010). ნაჩვენებია, რომ ქლლ უჯრედები პასუხობენ რა თავისი B უჯრედული
რეცეპტორით (B cell receptor, BCR) (აუტო)ანტიგენებზე, დამხმარე სიგნალ(ებ)ს
ღებულობენ მიკროგარემოსგან. ეს სიგნალები ხელს უწყობენ ლეიკემიური უჯრედების
გადარჩენას აპოპტოზისგან, დაყოფას, და ექსპანსიას in vivo (Ghia et al., 2008). B-ქლლ-ის
იმუნოპათოგენეზის მექანიზმის დასადგენად მეტად მნიშვნელოვანია როგორც
(პოლი)სპეციფიური ანტიგენების დადგენა, ასევე დამხმარე სიგნალების დახასიათება.

B-ქლლ-ის მკურნალობა მკვეთრად გაუმჯობესდა კლინიკურ, ბიოლოგიურ და
გენეტიკურ პარამეტრებზე დაფუძნებული პროგნოზის და რისკის ფაქტორების
შეფასების საფუძველზე (Hallek et al., 2013). B-ქლლ მკურნალობის თანამედროვე
საშუალებები მოიცავენ ქიმიოთერაპიას (ფლუდარაბინი, კლადრიბინი, 2-
ქლოროდიოქსიადენოზინი, ბენდამუსტინი); იმუნოთერაპიას (მონოკლონური
ანტისხეულები: რიტუქსიმაბი, ალემტუზუმაბი და ოფატუმუმაბი), მოლეკულურ
თერაპიას (პროტეინკინაზების ინჰიბიტორები: იბრუტინიბი, იდელალისიბი და სხვა)
და კომბინირებული თერაპია (Montserrat et al., 1996; Shanafelt et al., 2012). ასე
მონოკლონური ანტისხეულების (მკა) მონოთერაპიის სახით ეფექტურობა დაბალია, და
აუცილებელია კომბინირებული სქემების გამოყენება ქიმიოთერაპიასთან ერთად
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(Fernandez et al., 1997). ეს უკანასკნელი ხასიათდება რა ძლიერი ციტოტოქსიურობით,
ლეიკემიურ უჯრედებთან ერთად აზიანებს ნორმალურ, განსაკუთრებით,
ძვალტვინოვან უჯრედებს და იწვევს გვერდით მოვლენებს და გართულებებს,
როგორიცაა, მაგალითად, იმუნოდეფიციტი. საქართველოში, კვლავინდებურად
გამოიყენება B-ქლლ-ის პოლითერაპიული მკურნალობა ე.წ. COP (ციკლოფოსფამიდი,
ვინკრისტინ სულფატი, პრედნიზონი), და სწორედ ამ კომპლექსით ნამკურნალებ ქლლ
პაციენტების პერიფერულ სისხლს ჩვენ ვიყენებდით ამ ნაშრომში.

B-ქლლ პაციენტებში მომატებულია ინფექციური დაავადებების სიხშირე შეძენილი
იმუნიტეტის ჩამოყალიბების გამო, რაც წარმოადგენს დაავადების მსვლელობის ან/და
აქტიური თერაპიის შედეგს. B-ქლლ პაციენტების სიკვდილის უმთავრესი მიზეზი არის
ბაქტერიული ან ვირუსული ინფექცია, უფრო ნაკლები სიხშირით გვხვდება
მიკობაქტერიული ან სოკოვანი ინფექციები, და რიხტერის ტრანსფორმაცია აგრესიულ
ლიმფომაში (Castejon et al., 1997; Chiorazzi et al., 2005; Efremov et al., 2007).

იმუნოდეფიციტის მნიშვნელოვან შემადგენელ ნაწილს ფაგოციტური სისტემის
დარღვევა წარმოადგენს, რომლის ერთ-ერთი კომპონენტია მონოციტ/მაკროფაგები.
მიუხედავად იმისა, რომ მათი ფუნქციური უკმარისობა შესაძლებელია მოგვევლინოს
იმუნოდეფიციტის მნიშვნელოვან მიზეზად, ინფორმაცია ამის შესახებ ხელმისაწვდომ
ლიტერატურაში მეტად მწირეა. გარდა ამისა, ფაგოციტების ფუნქციურ მდგომარეობას
დიდი მნიშვნელობა აქვს მონოკლონური ანტისხეულებით მკურნალობისთვის.
ზოგიერთი მკა-ს, როგორიცაა, მაგალითად, ანტი-CD20 რიტუქსიმაბი, თერაპიული
ეფექტი, გამოწვეულია ოფსონიზირებული ლეიკემიური უჯრედების განადგურებით
Fc-რეცეპტორებით განპირობებული ანტისხეულდამოკიდებული ციტოტოქსიურობის
და კომპლემენტ-დამოკიდებული ლიზისის საშუალებით (Byrd et al., 2001; Grdiša et al.,
2004). სხვადასხვა Fc-რეცეპტორები ექსპრესირებულია მთერ რიგ უჯრედებზე, მათ
შორის ფაგოციტურ უჯრედებზე, მაგრამ მათი როლი ოფსონიზირებული ლეიკემიური
უჯრედების დესტრუქციაში სათანადოდ შესწავლილი არ არის.

უკანასკნელ პერიოდში დიდ ყურადღებას იპყრობს ბისპეციფიური ანტისხეულების
(ბსას) გამოყენება ლეიკემიების სამკურნალოდ, სადაც მთავარი ეფექტორის როლს
ფაგოციტური უჯრედები თამაშობენ, უზრუნველყოფენ რა მათ in vivo აქტივაციას და
მობილიზაციას. ანტი-CD19/ანტი-CD64 ბისპეციფიური ანტისხეული უკავშირდება რა
CD19 მოლეკულებს B-ქლლ უჯრედებზე და CD64 მოლეკულებს (FcRI)
ექსპრესირებულ მონოციტებზე და აქტივირებულ ნეიტროფილებზე, იწვევს
ლეიკემიური უჯრედების ფაგოციტოზს (Crespo et al., 2003; Wiestner et al., 2003).
ბისპეციფიური ანტისხეულების გამოყენება, ამდენად, წარმოადგენს სიმსივნეთა
მკურნალობის ერთ-ერთ პერსპექტიულ სტრატეგიას.

ზემოთქმულიდან გამომდინარე, მეტად მნიშვნელოვნად მივიჩნიეთ სისხლის
მონოციტების ფუნქციური მდგომარეობის შესწავლა B-ქლლ-ს დროს, ნეიტროფილურ
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ფაგოციტებთან შედარებით. ეს საჭიროა ფაგოციტების იმ დარღვევების დასადგენად,
რომლებიც ამ პაციენტებში, ჰიპოგამაგლობულინემიასთან ერთად, წარმოადგენს
იმუნოდეფიციტის ჩამოყალიბების და ინფექციებისადმი მომატებული მგრძნობელობის
მიზეზს. მეორეს მხრივ, ფაგოციტების ფუნქციური მდგომარეობა გავლენას ახდენს
რეკომბინანტული ანტისხეულების თერაპიულ პოტენციალზე.

კვლევის მიზანი და ამოცანები:

კვლევის მიზანს წარმოადგენდა B-ქლლ-ის დროს შეგვესწავლა ბუნებრივი
იმუნოდეფიციტის მნივნელოვანი კომპონენტი, როგორიცაა პერიფერული სისხლის
მონოციტების და ანტიგენმაპრეზენტირებელი უჯრედების ფუნქციური და
ფენოტიპური ცვლილებები, და დაგვედგინა ანტი-CD64/ანტი-CD19 ბისპეციფიური
ანტისხეულის უნარი გამოიწვიოს B-ქლლ ლეიკემიური უჯრედების ფაგოციტოზი.

ამ მიზნის მისაღწევად დაისახა შემდეგი ამოცანები:

1. შეგვესწავლა ex vivo გამოყოფილი და G-CSF და IFN ციტოკინებით აქტივირებული
მონოციტების მიერ ოფსონიზებული და არაოფსონიზებული Staphilococcus aureus -ის
ნაწილაკების შთანთქმის უნარი;
2. დაგვედგინა CD64, CD32 და CD16 Fс რეცეპტორების და თოლ-მსგავსი რეცეპტორის
CD180-ის ექსპრესიის პროფილი მონოციტებზე, B-ქლლ Rai სტადიასთან და
ავადმყოფების მკურნალობასთან კორელაციაში;
3. შეგვესწავლა B-ქლლ უჯრედების ანტიგენმტვირთავი ფენოტიპი;
4. დაგვედგინა რეგულატორი რეცეპტორების ექსპრესია პროლიფერირებად ქლლ
MEC1 უჯრედულ ხაზზე.
5. შეგვეფასებინა ანტი-CD64/ანტი-CD19 ბისპეციფიური ანტისხეულის მიერ B-ქლლ
უჯრედების ფაგოციტოზის ინდუქციის უნარი ex vivo გამოყოფილი და G-CSF და IFN
ციტოკინებით აქტივირებული ნეიტროფილების მიერ.

მიღებული მონაცემების სამეცნიერო სიახლე:

ნაშრომში პირველად იყო ნაჩვენები რომ:

1. B-ქლლ დროს ადგილი აქვს მონოციტების მიერ Staphylococcus aureus -ის მიერთებისა
და შთანთქმის ფუნქციის მნიშვნელოვან დაქვეითებას, რომელიც G-CSF და IFN
ციტოკინებით სტიმულაციისას კიდევ უფრო ღრმავდება, რაც წარმოადგენს ბუნებრივი
იმუნიტეტის დეფიციტის ერთ-ერთ მნიშვნელოვან შემადგენელ ნაწილს.

2. B-ქლლ მონოციტებზე ადგილი აქვს დაბალაფინური CD16 და, განსაკუთრებით,
მაღალაფინური CD64 Fс რეცეპტორების ექსპრესიის მკვეთრ დეფიციტს, რომელიც
ღრმავდება დაავადების პროგრესირებასთან ერთად და უკიდურესად მჟღავნდება B-
ქლლ COP-ით მკურნალობის პირობებში.
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3. B-ქლლ პირობებში ადგილი აქვს ორი ანტიგენწარმდგენელი უჯრედული
პოპულაციის - მონოციტების და ქლლ უჯრედების, ფენოტიპის გადახრას CD32 Fс
რეცეპტორის სასარგებლოდ. CD32-ის სელექციური უპირატესობა ჩვენს მიერ
შესაწავლილ ანტიგენმტვირთავ რეცეპტორებს შორის უნიკალურია.

4. ინდივიდუალური B-ქლლ კლონები ხასიათდებიან მნიშვნელოვანი
ჰეტეროგენულობით BCR-ის ნეგატიური რეგულატორების CD32–ის და CD5 მიხედვით,
რომელთა ექსპრესია კორელირების მაღალი კოეფიციენტით გამოირჩევა.

5. პროლიფერირებად MEC1 უჯრედებზე იზრდება BCR-ის ნეგატიური რეგულატორის
(CD32) და მცირდება აპოპტოზისგან გადამრჩენი რეცეპორის ექსპრესია (CD180), რაც
მიუთითებს ნეგატიური რეგულაციის გააქტივებას B-ქლლ უჯრდეული ციკლის დროს.

6. ანტი-CD64/ანტი-CD19 ბისპეციფიურ ანტისხეულს გააჩნია ნეიტროფილების მიერ
ქლლ ლეიკემიური უჯრედების ფაგოციტოზის ინდუქციის შეზღუდული უნარი,
რომელზედაც G-CSF და IFN ციტოკინები გავლენას ვერ ახდენენ. შესაბამისად, ამ
ანტისხეულის გამოყენება B-ქლლ იმუნოთერაპიის მიზნით უნდა მიმდინარეობდეს
პაციენტების ინდივიდუალური მგრძნობელობის დადგენის საფუძველზე.

ნაშრომის თეორიული და პრაქტიკული მნიშვნელობა:

ნაშრომს მნიშვნელოვანი თეორეული წვლილი შეაქვს არსებულ მონაცემებში B-ქლლ-ის
დაავადებულებში პერიფერიული სისხლის მონოციტების ფუნქციის შესახებ. მასში
ნათლადაა ნაჩვენები, რომ B-ქლლ-ით დაავადებული პირებისათვის დამახასიათებელია
მონოციტების ფუნქციის არასრულფასოვნება, რომელიც მნიშვლელოვან როლს
ასრულებს B-ქლლ დროს არსებული იმუნოდეფიციტის და ინფექციებისადმი
მგრძნობელობის ჩამოყალიბებაში. გარდა ამისა, ეს დეფიციტი საჭიროებს კორექციას
ანტისიმსივნური თერაპიის ისეთი მეთოდების გამოყენებამდე, რომლებიც აქტიურ
ფაგოციტოზზეა დაყრდნობილი, როგორიცაა მკა და ბსას. ამდენად, ნაშრომს დიდი
პრაქტიკული მნიშვნელობა აქვს B-ქლლ მკურნალობის თერაპიული სტრატეგიების
შემუშავებისათვის, ვინაიდან იგი იძლევა კონკრეტულ ინფორმაციას B-ქლლ-ს დროს
მონოციტებში არსებული დარღვევების ხასიათის შესახებ.

ჩვენს მიერ მოპოვებული მონაცემები საშუალებას იძლევა დაიგეგმოს B-ქლლ-ს დროს
მონოციტების ფუნქციური აქტივობის კორექციის მიმართულება, რათა შესაძლებელი
გახდეს, ერთის მხრივ, ინფექციური გართულებების მიმართ მგრძნობელობის
მიზეზების აღმოფხვრა, მეორეს მხრივ კი, B-ქლლ-ს საწინააღმდეგოდ ეფექტური
იმუნოთრეპიული მეთოდების შემუშავება. ასეთ მეთოდს მიეკუთვნება ბისპეციფიური
ანტი-CD64/ანტი-CD19 ანტისხეულის გამოყენება ლეიკემიური უჯრედების
ფაგოციტოზის ინდუქციის მიზნით. მოცემულ ნაშრომში ჩვენ თვალნათლივ ვაჩვენეთ,
რომ ამ ანტისხეულის თერაპიული მნიშვნელობა ჰეტეროგენულია და მოითხოვს
ინდივიდუალურ მიდგომას in vitro ტესტირების შემდეგ.
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თავი I

ლიტერატურის მიმოხილვა

1.1. B-ქრონიკული ლიმფოციტური ლეიკემია (B-ქლლ)

1.1.1. B-ქლლ ეპიდემიოლოგია და დიაგნოსტიკა

B-ქლლ არის ავთვისებიანი ლიმფოპროლიფერატორული დაავადება, რომელიც
ხასიათდება იმუნოლოგიურად არაკომპეტენტური, მონოკლონური
CD5+/CD19+/IgM+(low)/CD23+ B უჯრედების დიდი რაოდენობით დაგროვებით
პერიფერულ ლიმფურ ორგანოებსა და ქსოვილებში და ძვლის ტვინში (Chiorazzi et al.,
2003; Ghia et al.,2007; Burger et al., 2009). პერიფერიაში B-ქლლ უჯრედები შეჩერებული
არიან უჯრედული ციკლის Go/G1 ფაზაში და არ პროლიფერირებენ, მაგრამ აქტიურად
მრავლდებიან ე.წ. ძვალტვინოვან პროლიფერატორულ ცენტრებში (Shanafelt et al.,
2009; Giné et al., 2010). B-ქლლ უჯრედებში ბლოკირებულია აპოპტოზის გამომწვევი
სასიგნალო გზები, რითაც არის გამოწვეული მათი დაგროვება პერიფერულ ლიმფურ
ორგანოებსა და სისხლში.

B-ქლლ უჯრედები მორფოლოგიურად მსგავსია მცირე მომწიფებული B
ლიმფოციტების, მაგრამ ისინი ფუნქციურად მოუმწიფებელნი და იმუნოლოგიურად
არაკომპეტენტურია, ვერ ანვითარებენ ნორმალურ იმუნურ პასუხს (Ghia et al., 2008). B-
ქლლ უჯრედების უმრავლესობა მიეკუთვნება ხანგრძლივად მცხოვრებ მეხსიერების
ტიპის B უჯრედებს, რადგან ისინი მოკლებულია TdT-ს (Terminal deoxynucleotidyl
transferase) და ექსპრესირებენ sIg+ (surface immunoglobulin) და პან-B-უჯრედულ
მარკერებს CD19, CD20, CD21 (Damle et al., 2010).

B-ქლლ პირველადი დიაგნოზის კრიტერიუმია პერიფერიული სისხლში
მონოკლონური B ლიმფოციტოზი, რომელიც აღემატება 5x109/ლ და გრძელდება
მინიმუმ 3 თვის განმავლობაში. ლიმფოციტოზის დადგენა ხშირად შემთხვევით ხდება
რუტინული ლაბორატორული გამოკვლევისას. კლინიკურ სიმპტომატიკაში ჭარბობს
არასპეციფიური ჩივილები, როგორიცაა:

უმტკივნეულო გაზრდილი ჯირკვლები კისრის, იღლიის, ან საზარდულის
მიდამოებში;

დაღლილობა, უმადობა და ქოშინი;
გამოხატული ანემია;
ციებცხელება და განმეორებითი ინფექციები;
ტკივილი ძვლების, ნეკნების და მუცლის მიდამოში;
მარტივი სისხლის ჩაქცევები და სისხლდენა, თრომბოპენია.
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მოცირკულირე B-ქლლ კლონის არსებობა უნდა დაადასტურდეს გამდინარე
ციტომეტრით. ტიპიური ფენოტიპი ქლლ ლიმფოციტების არის CD5+, CD23+, CD43+/-,
CD10-, CD19+. B-ქლლ კლონების 90% ახასიათებს ზედაპირული იმუნოგლობულინების
(κ ან λ მსუბუქი ჯაჭვის, IgM, IgD) დაბალი ექსპრესია (Lewis et al., 2005). B-ქლლ-თვის
დამახასიატებელი CD23 ექსპრესიით მას არჩევენ მანტიის ზონის ლიმფომისაგან.

B-ქლლ–ის პერიფერიული სისხლის ნაცხში აღინიშნება უჯრედული ჩრდილები, ე.წ.
გუმპრეხტის ჩრდილები (სურათი 1.1; Nowakowski et al., 2007; Johansson et al., 2010).
უჯრედული ჩრდილების რაოდენობა უკუკავშირშია ციტოჩონჩხის მოლეკულა
ვიმენტინის შიდაუჯრედულ ექპრესიასთან (Nowakowski et al., 2009).

სურათი 1.1. B-ქლლ პაციენტის პერიფერიული სისხლის ნაცხში უჯრედული
ჩრდილები (გადიდება X400; (Nowakowski et al., 2009).

B-ქლლ-ს დიაგნოზისთვის ძვლის ტვინის გამოკვლევა არ არის საჭირო, გამდინარე
ციტომეტრი არის გადამწყვეტი სწორი დიაგნოზის დასასმელად (Hallek et al., 2008),
თუმცა ზოგ შემთხვევაში პროგნოსტიფიცირებისთვის საჭიროა ძვალტვინოვანი
სურათის დადგენაც. ძვლის ტვინის პათოლოგია გამოიხატება B-ქლლ უჯრედების
ინფილტრაციით, ნაწილობრივი ანემიით ან თრომბოციტოპენიით (Clifford et al., 2012).

1.1.2 B-ქლლ უჯრედების იმუნოფენოტიპი

B-ქლლ უჯრედების ფენოტიპი შეესაბამება მომწიფებული B ლიმფოციტის
მორფოლოგიას. ისინი მიეკუთვნებიან TdT-, sIg+ პოპულაციას და ექსპრესირებენ პან-B-
უჯრედულ მარკერებს CD19, CD20, CD21. ზედაპირული იმუნოგლობულინების (sIg)
ექსპრესია დაბალია, და ისინი ძირითადად, IgM და/ან IgD კლასს მიეკუთვნება (ძლიერ
იშვიათია IgG ან IgA). B უჯრედული რეცეპტორი (BCR, ბურ) წარმოადგენს
პოლირეაქტიულ აუტოანტისხეულს, და შესაძლოა, რომ B უჯრედების აკუმულირების
და ექსპანსიის ერთ-ერთი მიზეზი არის სწორედ მისი ურთიერთქმედება
აუტოანტიგენებთან. B-ქლლ-ზე კოექსპრესირდება CD5, რომელიც პან-T უჯრედული
და B1 პოპულაციის მარკერია (Bichi et al., 2002; Goldin et al., 2010). მისი სიმკვრივე
მაღალია, მაგრამ ინდივიდუალური ცვალებადობით ხასიათდება. ჯანმრთელ პირებში
CD5 მოიპოვება სისხლის მიმოქცევაში მყოფი B უჯრედების მხოლოდ 5-10%-ზე და
ლიმფოიდური ფოლიკულების მანტიის ზონის B უჯრედებზე (Bichi et al., 2002; Goldin

უჯრედული ჩრდილები
(გუმპრეხტის ჩრდილები)
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et al., 2010). CD5+ B უჯრედები მიეკუთვნებიან ე.წ. B1 სუბპოპულაციას, რომელთა
რაოდენობა მომატებულია აუტოიმუნური დაავადებების დროსაც (Youinou et al., 2000).
მართლაც, B-ქლლ-ის დროს მომატებულია აუტოიმუნური ჰემოლიზური ანემიის
სიხშირე, და ლეიკემიური უჯრედების მიერ სეკრეტირებული IgM ხშირად
ჯვარედინად რეაგირებს სხვადასხვა პოტენციურ აუტოანტიგენებთან (Nowakowski et
al., 2007; Galletti et al., 2009). დღემდე არ არის დადგენილი, წარმოადგენენ B-ქლლ
უჯრედები ნორმალური CD5+ B უჯრედების ავთვისებიანი ტრანსფორმაციის, თუ
ტრანსფორმირებულ B უჯრედებზე CD5-ის de novo ექსპრესიის შედეგს. ნორმალურ
B1 უჯრედებზე CD5 მოლეკულა BCR-ის კომპლექსთან არის ასოცირებული, სადაც კო-
რეცეპტორის და ნეგატიური რეგულატორის როლს ასრულებს. ვარაუდობენ, რომ CD5
მოლეკულას B-ქლლ უჯრედებშიც იგივე ფუნქცია აკისრია (Martin et al., 2001; Gary-
Gouy et al., 2007). B-ქლლ უჯრედებზე CD5 ექსპრესირებულია ლიგანდთან, CD72-თან
ერთად (Jurlander et al., 1998; Wu et al., 2002), რომელიც აგრეთვე ასრულებს BCR-ის
ნეგატიური რეგულატორის როლს. CD5-ს შეუძლია დაბალაფინურად დაუკავშირდეს
IgM-ის შემადგენლობაშიVH რეგიონს. შესაძლებელია, სწორედ ამ ურთიერთქმედების
გზით ხდება BCR-ის მეშვეობით გადარჩენის სიგნალის გადაცემა და ეს იყოს ერთ-
ერთი მიზეზი B-ქლლ უჯრედების გახანგრძლივებული სიცოცხლისუნარიანობისა
[Wiestner et al., 2003].

B-ქლლ უჯრედებზე ექსპრესირებულია CD6, მემბრანული გლიკოპროტეინი,
რომელიც გვხვდება მომწიფებულ T ლიმფოციტებზე, თიმოციტებზე და ნორმალური B
უჯრედების მცირე სუბპოპულაციაზე. T უჯრედული აქტივაციის დროს CD6
დამხმარე მოლეკულის როლს ასრულებს. B-ქლლ უჯრედებში CD6 მონაწილეობს
აპოპტოზის პროცესის დათრგუნვაში, ხელს უწყობს რა მათ გადარჩენას Bcl-2/Bax
თანაფარდობის რეგულაციის (ზრდის) გზით (Sanz et al., 2004).

ნორმალური B ლიმფოციტების მსგავსად, B-ქლლ უჯრედების ზედაპირზე
ექსპრესირებული CD19 ქმნის სიგნალის გადამცემ არაკოვალენტურ კომპლექსს CD21-
თან, CD81-თან და არაკლასტერულ Leu-13-თან. BCR-ის CD19-თან, CD21-თან ან CD81-
თან ჯვარედინი დაკავშირება ხელს უშლის B-ქლლ უჯრედებში Ca2+ იონების
მობილიზაციას და აქვეითებს პროლიფერაციის უნარს (Mongini et al., 2003; Vences-
Catalán et al., 2012).

ზედაპირული რეცეპტორი CD20, მსგავსად CD19-ის, ექსპრესირდება ყველა B-ქლლ
უჯრედზე, მაგრამ მისი ექსპრესიის სიმკვრივე საგრძნობლად დაბალია ნორმასთან
შედარებით (Breton et al., 2014).

B-ქლლ უჯრედების ერთ-ერთი მთავარი მარკერი, რომლის საშუალებითაც ხდება
მათი იდენტიფიცირება, არის ტრანსმემბრანული გლიკოპროტეინი CD23. იგი IgE-ს
დაბალაფინური რეცეპტორია, რომელიც მონაწილეობს ლიმფოციტების ზრდასა და
პროლიფერაციაში და რომელსაც შეუძლია დაუკავშირდეს CD21-ს. ალტერნატიული
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სპლაისინგით მიიღება CD23-ის ორი იზოფორმა: CD23a და CD23b (Onguru et al., 2011).
CD23a დაკავშირებულია უჯრედის სიცოცხლისუნარიანობასთან, ხოლო CD23b -
უჯრედის პროლიფერაციასთან (Ewart et al., 2002). B-ქლლ უჯრედების ციტოკინებით
სტიმულირება იწვევს CD23-ის ამ ორი ფორმის წარმოქმნის დარღვევას. მემბრანული
ქლლ უჯრედებიდან პროტეოლიზური დეგრადაციის შედეგად სპონტანურად
გამოიყოფა CD23-ის ხსნადი (სეკრეტორული) ფორმა - sCD23, რაც წარმოადგენს
დაავადების მსვლელობის უარყოფითი პროგნოზის მარკერს (Acharya et al., 2010).

B-ქლლ უჯრედების დაახლოებით 50%-ზე ექსპრესირდება ინტერლეიკინ-2 (IL-2)-ის
რეცეპტორი CD25, რომლის ხსნადი შრატისმიერი ფორმის კონცენტრაცია
მნიშვნელოვნად არის მომატებული და კორელაციაშია B-ქლლ-ის კლინიკურ
სტადიასთან (Decker et al ., 2010).

კიდევ ერთი ზედაპირული მოლეკულის CD40-ის ურთიერთქმედებით მის
ლიგანდთან, ექსპრესირებულ აქტივირებულ T ლიმფოციტებზე CD40L მიღებული
სიგნალი ძალზედ მნიშვნელოვანია B ლიმფოციტების აქტივაციისა და
პროლიფერაციისათვის. აღმოჩნდა, რომ B-ქლლ-ის დროს დაქვეითებულია
აქტივირებულ T ლიმფოციტებზე CD40L-ის ექსპრესია, მაგრამ ამ ფუნქციას თვით
ქლლ უჯრედები აიტაცებენ (Porakishvili et al., 2001, 2004; von Bergwelt-Baildon et al.,
2004; Kay et al., 2005).

მომწიფებული B უჯრედების BCR არის მულტიმერული კომპლექსი, რომელიც
ფორმირდება ზედაპირული იმუნოგლობულინის ჰომოდიმერისაგან. მასთან
დისულფიდური ბმებით დაკავშირებულია ჰეტეროდიმერი CD79a/CD79b (Igα/Igβ),
რომელიც სიგნალის გადაცემას უზრუნველყოფს. CD79b BCR-ის კომპონენტია,
რომელიც თამაშობს მნიშვნელოვან როლს აპოპტოზის ინდუქციაში, გავლენას ახდენს
ანტიგენის ინტერნალიზაციაზე და ზრდის ანტიგენის წარდგენის ეფექტურობას. B-
ქლლ ავადმყოფების დაახლოებით 2/3-ის უჯრედებზე CD79b-ს ექსპრესია ძალიან
დაბალია ან საერთოდ არ არის. ვარაუდობენ, რომ ეს თამაშობს ცენტრალურ როლს
დაავადების პათოგენეზში (Minuzzo et al., 2005). B-ქლლ უჯრედებზე დაბალი
სიმკვრივითაა წარმოდგენილი ზედაპირული IgM/IgD (Packham et al., 2010), ხოლო
ციტოპლაზმაში დიდი რაოდენობით ექსპრესირდება ანტიაპოპტოზური
ონკოპროტეინი bcl-2, რაც ზრდის bcl-2/Bax ინდექსს და დიდ როლს თამაშობს
აპოპტოზის ინჰიბირებაში (Datta et al., 1997; Liu et al., 2001).

ბოლო წლებში დიდ ყურადღებას იპყრობს ქლლ უჯრედებზე თოლ-მსგავი
რეცეპტორების (Toll Like Receptors, TLR) ექსპრესია და როლი, განსაკუთრებით კი -
CD180 და TLR9, რომლებზეც ქვემოთ უფრო დაწვრილებით ვისაუბრებთ (Porakishvili
et al., 2005; 2011; 2015).
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1.1.3 - B-ქლლ - ის პროგნოსტიფიცირება

B-ქლლ-ის კლინიკური მიმდინარეობა მრავალფეროვანია და ინდივიდუალურ
ხასიათს ატარებს. ავადმყოფთა ერთ ჯგუფში იგი წლების განმავლობაში ნელა
პროგრესირებს და, ამდენად, ხანგრძლივი დროის განმავლობაში არ მოითხოვს
სპეციფიკურ მკურნალობას. ზოგჯერ სიკვდილის მიზეზი სრულიად სხვა დაავადება
ხდება, მაგალითად, ინფექციური გართულება. მეორე ჯგუფის ავადმყოფებში კი B-
ქლლ მსვლელობა აგრესიულ ხასიათს იძენს, სწრაფად პროგრესირებს და სწრაფადვე
სრულდება ლეტალური შედეგით. ქლლ დაავადების სავალალო პროგნოზია
რიხტერის სინდრომი, რომელიც განიხილება, როგორც მეორადი კიბო. რიხტერის
სინდრომს დროს ადგილი აქვს ქლლ-ის ტრანსფორმაციას აგრესიულ დიდ
გრანულარულ ლიმფომად ან ჰოჯკინის ლომფომად (Mao et al., 2007; Parikh et al., 2014).

B-ქლლ-ის კლასიფიკაციისათვის გამოიყენება Rai-სა და Binet-ის სისტემები (Rai et
al.,1975; Binet et al., 1981; Hallek et .al., 2008). ორივე სისტემა გამოირჩევა სიმარტივით,
მაგრამ არცერთი მათგანი არ არის სრულყოფილი.

Rai-ს მიხედვით B-ქლლ იყოფა 4 სტადიად: დაბალი რისკის ჯგუფი - 0 სტადია,
საშუალო რისკის ჯგუფი - I და II სტადიები, მაღალი რისკის ჯგუფი - III და IV
სტადიები (ტაბულა 1.1; Rai et al.,1975). Binet-ის კლასიფიკაციაში გამოიყოფა A, B და C
სტადიები დაავადების სიმძიმის მიხედვით (ტაბულა 1.2). კლინიკური სტადიის
გარდა, არაკეთილსაიმედო პროგნოზული ფაქტორია პაციენტის ასაკი (>55) და
მამრობითი სქესი (Binet et al., 1981; Hallek et .al. 2008).

ტაბულა 1.1. B-ქლლ-ს კლასიფიკაია Rai სისტემის მიხედვით

სტადია ცვლილებები
სტადიებზე

აღწერა სიცოცხლის
ხანგრძლივობა,
წლები

0 დაბალი რისკის
ჯგუფი

ლიმფოციტოზი >10

I საშუალო რისკის
ჯგუფი

ლიმფოციტოზი +
ლიმფადენოპათია

7-9

II საშუალო რისკის
ჯგუფი

ლიმფოციტოზი,

სპლენომეგალია± ლიმფადენოპათია

7-9

III მაღალი რისკის
ჯგუფი

ლიმფოციტოზი + ანემია ±
ლიმფადენოპათია, სპლენომეგალია

1.5-5

IV მაღალი რისკის
ჯგუფი

ლიმფოციტოზი +
თრომბოციტოპენია ± ანემია ±
სპლენომეგალია± ლიმფადენოპათია

1.5-5
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ტაბულა 1.2. B-ქლლ-ს კლასიფიკაია Binet-ს სისტემის მიხედვით

სტა
დია

სისხლის ფორმულა ჩართული ორგანოების
რაოდება

სიცოცხლის
ხანგრძლივობა, წლები

A ჰემოგლობინი >100 გ/ლ
თრომბოციტები >100•109/ლ

<3 >10

B ჰემოგლობინი >100 გ/ლ
თრომბოციტები >100•109/ლ

>3 7

C ჰემოგლობინი <100 გ/ლ
თრომბოციტები <100•109/ლ

>3 5

მკურნალობის მიდგომები ქლლ კეთილთვისებიანი და აგრესიული ფორმის
შემთხვევაში კარდინალურად განსხვავდება - ან „ლოდინი და მონიტორინგი“ ან
აგრესიული თერაპიის მიდგომა. მკურნალობის სწორი სტრატეგიის შესარჩევად
გამოიყენება ე.წ. პროგნოსტიკური მარკერები - ანუ B-ქლლ უჯრედების
მახასიათებლები, რომლებიც დაკავშირებულია დადებით ან უარყოფით პროგნოზთან.
ამათგან ყველაზე უფრო გამოყებებადია CD38 და ZAP-70 ექსპრესია და
იმუნოგლობულინების მძიმე ჯაჭვების ვარიაბელური დომენების სომატური
მუტაციების სიხშირე (Oscier et al., 2002; Rassenti et al., 2008). დამატებითი
პროგნოსტიკული მარკერების სახით გამოიყენება ქრომოსომების გარკვეული
აბერაციები და CD180-ის ექსპრესია, შემოთავაზებული ჩვენს მიერ (Porakishvili et al.,
2005; 2011; 2015).

იმუნოგლობულინების მძიმე ჯაჭვების ვარიაბელური დომენების სომატური
მუტაციების სიხშირე

B-ქლლ შეიძლება წარმოიქმნას ლიმფური კვანძების ჩანასახოვანი ცენტრების გარეთ
დარჩენილი არამუტირებული IgVH გენების მქონე უჯრედიდან (Unmutated, U-ქლლ),
ან ჩანასახოვანი ცენტრიდან გამოსული უჯრედიდან მუტირებული IgVH გენებით
(Mutated, M-ქლლ). M-ქლლ შეადგენენ B-ქლლ-ს 55%-ს. ამ ორ ჯგუფს აქვს
განსხვავებული ფენოტიპი და მორფოლოგია. U-ქლლ ახასიათებთ დამოკლებული
ტელომერები და ფერმენტ ტელომერაზას მაღალი დონე, რაც მიუთითებს გავლილი
უჯრედული ციკლების მეტ რაოდენობაზე (Hamblin et al., 1999; Damle et al., 1999; 2004).
დელეციები 11q, 17p-ში და მე-12 ქრომოსომის ტრისომია კორელაციაშია
დამოკლებულ ტელომერებთან და ტელომერაზას მაღალ დონესთან, განსხვავებით
ქრომოსომული აბერაციების არმქონე ან 13q დელეციის მქონე ქლლ უჯრედებისგან
(Dohner et al., 2000; Zenz et al., 2010). დადგენილია, რომ კლინიკურად მძიმე
პაციენტებს, რომლებსაც არ გააჩნიათ IgVH გენის მუტაცია, ახასიათებთ CD38-ის,
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CD69-ის, CD40-ის მომატებული ექსპრესია და CD71-ის, CD62L-ის, CD39-ის
დაქვეითებული ექსპრესია, აგრეთვე ახასიათებთ p53-ის დისფუნქცია და დელეცია
(Bieging et al., 2012). გარდა ამისა, B-ქლლ-ის შემთხვევაში სომატური ჰიპერმუტაციები
საკმაოდ ხშირია, ხოლო აქტივაციის-გამომწვევი ციტიდინდეამინაზას (AID) გენი,
რომელიც ნორმალურ B უჯრედებში განაპირობებს IgVH-ს სომატურ მუტაციას და
დნმ-ის სეგმენტების დელეციას იზოტიპური გადართვის დროს - ექსპრესირდება B-
ქლლ-ის შემთხვევაშიც, თუმცა მხოლოდ მცირე ფრაქციაში (Caporaso et al., 2007; Patten
et al., 2012). U-ქლლ მიჩნეულია როგორც უარყოფითი პროგნოზის „ოქროს
სტანდარტი“ და ასეთი პაციენტების აგრესიული მკურნალობა უნდა სასწრაფოდ
დაიწყოს, მაშინ როდესაც M-ქლლ მეტ შემთხვევაში კეთილთვისებიანი განვითარება
ახასიათებს, და ხშირად არ საჭიროებს მკურნალობას ბევრი წლის განმავლობაში.

ZAP-70 ექსპრეია

ZAP-70 არის 70  kD მასის მქონე ციტოპლაზმური პროტეინ თიროზინ კინაზა (PTK),
რომელიც ნორმაში ექსპრესირდება ბუნებრივ ქილერებსა (NK) და T უჯრედებში,
სადაც ის ასოცირდება T - უჯრედულ რეცეპტორის კომპლექსში შემავალ CD3 -ის
ჯაჭვთან. დადგინდა, რომ U- ქლლ უჯრედებში ZAP-70-ის ექსპრესიის დონე
(ლეიკემიური კლონის 20% ან მეტ უჯრედებზე) მაღალია, ხოლო M-ქლლ-ში კი ამ
ცილის დაქვეითებული დონე აღინიშნება (ლეიკემიური კლონის 20%-ზე ნაკლებ
უჯრედებზე) (Chen et al 2002). B-ქლლ-ს დროს ZAP70-ს ექსპრესიისას ვლინდება Syk-ს
ძლიერი ფოსფორილირება, რაც ზრდის გადარჩენის და პროლიფერაციის სიგნალის
გადაცემას B უჯრედული რეცეპტორიდან (Crespo et al., 2003; Fruman et al., 2004;
Rassenti et al., 2004). ამრიგად, ZAP-70 ექსპრესია ქლლ უჯრდებზე მეტყველებს
დაავადების უარყოფით პროგნოზზე.

CD38 მარკერის ექსპრესია

CD38 არის ფერმენტი, რომელიც მონაწილეობს ნიკოტინამიდადენინდინუკლეოტიდის
(NAD+) გარდაქმნაში ციკლურ ადენოზინ დიფოსფატ-რიბოზად (cADPR ) და cADPR-ს
ჰიდროლიზში, რის შედეგადაც მიიღება ADPR (Damle et al., 2010). ნორმაში CD38
ექსპრესირდება ლიმფოიდურ წინამორბედებზე და აქტივირებულ ლიმფოციტებზე. B-
ქლლ-ით დაავადებულების ერთ ჯგუფში CD38-ის ექსპრესია მაღალია (ლეიკემოური
კლონის 30% და მეტ უჯრედეზე), ხოლო მეორეში - თითქმის არ გვხვდება ან დაბალია
(Jaksic et al., 2004; Zupo et al., 2005). CD38+ ლეიკემიური კლონი უარყოფითი
პროგნოზის მანიშნებელია. ანტი-CD38 მონოკლონური ანტისხეული (მკა) იწვევს
პროტეინთიროზინკინაზების აქტივაციას (Kitanaka et al., 1997). დადგინდა, რომ ძვლის
ტვინისა და პერიფერული ლიმფური ორგანოების ე.წ. „ჩანასახოვან ცენტრებში“
პროლიფერირებად ქლლ უჯრედებს ახასიათებთ CD38-ის მაღალი ექსპრესია. უფრო
მეტიც, CD38+ ქლლ უჯრედები ექსპრესირებენ Ki-67 - უჯრედის ციკლისთვის
დამახასიათებელ პროტეინს, რაც მათ აქტიურ დაყოფაზე მიუთიტებს (Deaglio et al.,
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2007). ვარაუდობენ, რომ CD38 წარმოადგენს ქლლ უჯრედების მიკროგარემოსთან
ურთიერთქმედების მნიშვნელოვან რეცეპტორს და განაპირობებს მათ
რეცირკულირებას (Deaglio et al., 2006; Chiorazzi et al., 2005; 2011).

1.1.4. ციტოგენეტიკური და გენური ცვლილებები

B-ქლლ პაციენტების 50%-ში აღმოჩენილია ციტოგენეტიკური დარღვევები. B-ქლლ
პაციენტების 10-20%-ში დაავადების განვითარება ასოცირებულია მე-12 ქრომოსომის
ტრისომიასთან (Tsimberidou et al., 2006). შესაძლოა, რომ მე-12 ქრომოსომაში არის
დომინანტური ან კოდომინანტური პროტოონკოგენი, რომელიც აქტივირდება B-ქლლ
განვითარების დროს.

B-ქლლ დროს ხშირად გვხვდება სტრუქტურული დარღვევები მე-13 ქრომოსომის
გრძელ მხარზე q14 ლოკუსში, სადაც ხშირია დელეციები და ჰეტეროზიგოტულობის
დაკარგვა. ფიქრობენ, რომ 13q14-ის დელეციამ შესაძლოა დააზიანოს სიმსივნის
სუპრესორული გენი (Dohner et al., 2000).

მე-17 ქრომოსომის 17p ლოკუსში მდებარეობს სიმსივნის სუპრესორული გენი p53. ამ
გენის დელეციია ან მუტაცია, შეიძლება იწვევდეს უჯრედული ციკლის G1 ფაზის
რესტრიქციის მოხსნას B-ქლლ უჯრედებში, და გვხვდება B-ქლლ პაციენტების
დაახლოებით 12%-ში. p53-ს შეუძლია იმოქმედოს, როგორც ტრანსკრიპტორული
ფაქტორი, რომელიც იწვევს გენების ექსპრესიის ტრანსაქტივაციას ან ტრანსრეგრესიას
(Chiaretti et al., 2011). p53-ით გამოწვეული ტრანსაქტივაციის სამიზნეებია გენები,
რომლებიც ჩართული არიან G1/S ციკლირებაში, ერთ-ერთი ასეთი გენია ციკლინ-
ინჰიბიტორი p21-WAF-1, და გენები, რომლებიც აკონტროლებენ აპოპტოზს
როგორიცაა Bcl2-ის ანტაგონისტი Bax. p53-ის აქტივობის დაკარგვას შეუძლია
გამოიწვიოს უჯრედის პროლიფერაციის აჩქარებაც და გადარჩენის გახანგრძლივებაც.
p53 გენის მუტაციისას სიმსივნური უჯრედები იძენენ კლონური გამრავლების უნარს
(Morabito et al 1997; Wickremasinghe et al., 2011). p53 მუტაციის მქონე პაციენტები
ხასიათდებიან დაავადების ყველაზე აგრესიული მიმდინარეობით და უკიდურესად
სავალალო პროგნოზით.

ქლლ დავადებულების 10%-ში ნანახია მუტაციები NOTCH1 გენის, აქტივაცია ამ გენის
იწვევს აპოპტოზისაგან დაცვას და ზრდის ქლლ უჯრედების გადარჩენას (Rasi et al.,
2012). NOTCH1 გენის მუტაციების რაოდენობის ზრდა კორელაციაშია ქლლ-ის
სავალალო პროგნოზთან, მაგალითისთვის შეიძლება მოვიყვანოთ რიხტერის
სინდრომი (Di Ianni et al., 2009; Rosati et al., 2009).

1.1.5.თანმხლები გართულებები და მკურნალობა

ქლლ გართულებების 25%-ს შეადგენს აუტოიმუნური პროცესები. აუტოიმუნური
რეაქციები მიმართულია ჰემოპოეტური უჯრედების წინააღმდეგ და ვლინდება,
როგორც აუტოიმუნური ჰემოლიზური ანემია (პაციენტების 10-15%) ან აუტოიმუნური
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თრომბოციტოპენია (პაციენტების 2%). ეს გამოწვეულია, არა სიმსივნური კლონის
(რომელიც ხშირად პოლირეაქტიულია) მიერ გამომუშავებული მონოკლონური
ანტისხეულებით, არამედ პოლიკლონური ანტისხეულებით (Hall et al., 2007; Hodgson
et al., 2011). ქლლ-ს გართულებას წარმოადგენს რიხტერის სინდრომი, როდესაც
ადგილი აქვს ქლლ-ს ტრანსფორმაციას აგრესიულ დიდ გრანულარულ ლიმფომად ან
ჰოჯკინის ლომფომად. შედარებით იშვიათად გვხვდება გრანულოციტოპენია ან
ერითროციტული აპლაზია. აღწერილია ე.წ. პარანეოპლასტური ჰემფიგუსი, რაც
ვლინდება პირის ღრუს ლორწოვანი გარსის, ტუჩის, კონიუქტივის მტკივნეული,
პერსისტენტული წყლულის სახით. ციტოპენიები შეიძლება გამოწვეული იყოს
პერიფერიულად მიმდინარე აუტოიმუნური პროცესით, ან ძვლის ტვინის
ნეოპლასტური უჯრედებით ინფილტრირების გამო ღერო უჯრედების გამოთიშვით.
აუტოიმუნური დაავადებების წარმოშობის მიზეზები ბოლომდე არ არის ცნობილი,
შესაძლებელია, რომ ეს იყოს T უჯრედების მარეგულირებელი ფუნქციის დაქვეითება.
მაგალითად, ელენთაში მოხვედრილი ერთეული ნორმალურ B უჯრედები
აქტიურდებიან CD4+CD40L+ T უჯრედების მიერ და იქვე მყოფი ერითროციტებისა და
თრომბოციტების დაშლის პროდუქტებთან ურთიერთქმედების გამო იწყებენ მათ
საწინააღმდეგო აუტოანტისხეულების სინთეზს (Buhman et al., 1999; von Bergwelt-
Baildon et al., 2004; Hodgson et al., 2011).

დაავადების მიმდინარეობისას ლეიკემიური B უჯრედების დიდი რაოდენობით
დაგროვებას პერიფერიულ სისხლსა და ძვლის ტვინში თან სდევს უჯრედული და
ჰუმორალური იმუნიტეტის დაქვეითება, რაც თავის მხრივ ხდება მეორეული
დაავადებების (ინფექციური, აუტოიმუნური, სიმსივნური) მიზეზი. ინფექციები ქლლ
პაციენტებში დეფექტური იმუნიტეტის მნიშვნელოვანი შედეგია და გაცილებით
უფრო ხშირად იწვევს სიკვდილიანობას, ვიდრე სხვა გართულებები ან დაავადების
პროგრესირება. ინფექციების მიმართ მომატებული მგრძნობელობის მიზეზი შეიძლება
იყოს ან განვითარებული ჰიპოგამაგლობულინემია ან ფაგოციტური სისტემების
დარღვევები (Shimoni et al., 1997; Siodras et al., 2000). განსაკუთრებით ხშირია
ბაქტერიული, განსაკუთრებით გრამდადებითი, და ვირუსული ინფექციები, სოკოვან
და პარაზიტულ დაავადებებთან შედარებით (Barton et al, 2006). აღსანიშნავია
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli -ს მიერ გამოწვეული
ინფექციები (Hallek et al., 2008).

ქლლ პაციენტებისთვის დამახასიათებელი ჰიპოგამაგლობულინემია (ქვეითდება
შრატისმიერი IgG და IgA კონცენტრაცია, მაგრამ არა IgM), წარმოადგენს
ინფექციებისადმი მომატებული მგრძნობელობის ერთ-ერთი მიზეზს (Shimoni et al.,
1997; Siodras et al., 2000).

მეორე მნიშვნელოვანი მიზეზია ფაგოციტური სისტემის დარღვევები, რომლებიც ასევე
განაპირობებს ინფექციებისადმი მიდრეკილების გაზრდას ქლლ პაციენტებში. ძვლის
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ტვინის დაზიანებამ შეიძლება გამოიწვიოს გრანულო- და მონოციტოპენია
ნორმალური წინამორბედი უჯრედების შენაცვლებით სიმსივნური უჯრედების,
სიმსივნური პროდუქტებით გამოწვეული სუპრესიის ან ქიმიოთერაპიის
მიელოტოქსიური ეფექტის შედეგად (Hallek et al., 2008).

ინფექციებისადმი მგრძნობელობას შესაძლებელია განაპირობდეს უჯრედული
იმუნიტეტის დარღვევებიც. ქლლ პაციენტებში ჰერპეს ვირუსული ინფექციების
სიხშირე და მიმდინარეობის სიმძიმე მეტყველებს T უჯრედული ფუნქციების
დარღვევაზე, ხშირად, მკურნალობის შედეგად. მიუხედავად იმისა, რომ B-ქლლ-ს
დროს პერიფერიულ სისხლში T უჯრედების რაოდენობა ნორმაშია ან მომატებულია,
ნანახია, რომ in vitro T უჯრედების პროლიფერაცია მიტოგენის ან ანტი-CD3 მკა
საპასუხოდ არის დაქვეითებული (Damle et al., 2004). ქიმიოთერაპიული საშუალებები
განსაკუთრებით თრგუნავენ CD4+T უჯრედებს, რაც აგრეთვე აუტოიმუნური
დაავადებების განვითარების მიზეზი ხდება, CD4+ სუპრესოლული T-უჯრედების
ფუნქციის დარღვევის გამო (Porakishvili et al., 2004; Hallek et al., 2008).

B-ქლლ-ს თერაპიის დასაწყებად აუცილებელია წინასწარ იყოს ცნობილი დაავადების
სტადია და პროგნოზი. მაგალითად,  ZAP-70 ექსპრესია და U-CLL, p53 ინაქტივაცია
მიუთითებს არაკეთილსაიმედო პროგნოზს და ეს პაციენტები საჭიროებენ
მკურნალობას დიაგნოზის დასმისთანავე. მეორეს მხრივ, პაციენტებისათვის,
რომელთაც აქვთ კარგი პროგნოზი, მაგალითად, M-CLL და დაბალი/უარყოფითი ZAP-
70 ექსპრესია გამოიყენება „ლოდინის და დაკვირვები“ მიდგომა კლინიკური
სიმპტომების მკაცრი მონიტორინგის ფონზე (Chen et al., 2002).

B-ქლლ–ის თერაპიისადმი რამდენიმე მიდგომა არსებობს. მათგან მნიშვნელოვანია
ქიმიოთერაპია, იმუნოთერაპია, მოლეკულური თერაპია და ღერო უჯრედების
ტრანსპლანტაცია.

ქიმიოთერაპია. მოძველებული მეთოდის მიხედვით, რომელიც დღემდე გამოიყენება
საქართველოში, და ამდენად ჩვენი პაციენტების მკურნალობა ამ მეთოდებით
ხდებოდა, მკურნალობისთვის იყენებენ ისეთ ქიმიოთერაპიულ აგენტებს, როგორიცაა
ქლორამბუცინი და პრედნიზონი. შემუშავებულია პოლითერაპიული მკურნალობის
ორი სახე: ე.წ. „COP”-ით (ციკლოფოსფამიდი, დოქსორუბიცინი, პრედნიზონი) და
„CHOP”-ით (ციკლოფოსმამიდი, ადრიამიცინი, ვინკრისტინი, პრედნიზონი). B-ქლლ–ს
ქიმიოთერაპიის მეორე, თანამედროვე მიდგომა, ითვალისწინებს ახალი თერაპიული
აგენტების – პურინის ანალოგების გამოყენებას, როგორიცაა ფლუდარაბინი, 2–
ქლოროდიოქსიადენოზინი, კლადრიბინი (Fernandez et al., 1997).

2–ქლოროდიოქსიადენოზინი (2–CdA) დიოქსიადენოზინის ანალოგია და თანაბარი
ეფექტურობით მოქმედებს როგორც უჯრედული ციკლის S ფაზაში, ასევე Go ფაზაში
მყოფ უჯრედებზე. 2–CdA–ს ამ თვისებას განსაკუთრებული მნიშვნელობა აქვს B-ქლლ–
ის მკურნალობისათვის, რადგანაც B-ქლლ–ის უჯრედები პერიფერიაში გაჩერებულები
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არიან უჯრედული ციკლის Go ფაზაში. In vitro ექსპერიმენტებმა აჩვენეს, რომ 2-CdA-
თან ან ფლუდარაბინთან ინკუბაციის შემდეგ ლიმფოციტებში ადგილი ჰქონდა
აპოპტოზისთვის დამახასიათებელი დნმ-ის ფრაგმენტაციას (Beck et al., 2004).

ფლუდარაბინი ერთ-ერთი ყველაზე კარგად შესწავლილი პურინის ანალოგია.
დადგინდა, რომ ის აინჰიბირებს დნმ პოლიმერაზას და რიბონუკლეოტიდ
რედუქტაზას (Dillman et al., 1989; Keating et al., 1998). ფლუდარაბინის და 2–CdA-ის
უჯრედში შეღწევას უზრუნველყოფს სპეციფიური ნუკლეოზიდების გადამტანი ცილა
(nucleoside transporter protein, NST). დადგინდა, რომ NST-ს ექსპრესიის დონე B-ქლლ-
ის უჯრედებზე დაბალია, მაგრამ პურინის ანალოგებთან 48 საათიანი ინკუბაციის
შემდეგ NST -ს ექსპრესია საგრძნობლად მატულობს და პარალელურად იზრდება S
ფაზაში მყოფი უჯრედების პროცენტი. ლიტერატურაში არსებული მონაცემების
თანახმად, პურინის ანალოგები იწვევენ B-ქლლ უჯრედებში Bcl-2-ის კონცენტრაციის
დაქვეითებას და აპოპტოზს (Podhorecka et al., 2011).

იმუნოთერაპია. თანამედროვე იმუნოთერაპიულ პრაქტიკაში დაინერგა
მონოკლონური ანტისხეულების რიტუქსიმაბის (ანტი-CD20) და ალემტუზუმაბის
(კამპასი, ანტი-CD52) გამოყენება, თუმცა მონოთერაპიის სახით მათი ეფექტურობა
დაბალია, და აუცილებელია კომპლექსური თერაპიული სქემების გამოყენება
ქიმიოთერაპიასთან ერთად (O'Brien et al., 2001). რიტუქსიმაბით მონოთერაპიის
მიმართ ქლლ პაცინეტების დაბალი მგრძნობელობა, შესაძლებელია გამოწვეული იყოს
CD20 დაბალი სიმკვრივე ქლლ უჯრედებზე. სამაგიეროთ, პაციენტებს რომლებიც
იღებენ ფლუდარაბინს რიტუქსიმაბთან ერთად, აღენიშნებათ მნიშვნელოვნად
გაუმჯობესებული პროგნოზი (Byrd et al., 2006). თანამედროვე სქემის მიხედვით, ქლლ
მკურნალობის „ოქროს სტანდარტს“ წარმოადგენს FCR (Fludarabin, Cyclophosphamide,
Rituximab) სქემა, რომელიც მიეკუთვნება მკურნალობის პირველ რიგს.

ერთ-ერთ უახლეს თერაპიულ მიდგომას, რომელიც დღესდღეობით კლინიკური
გამოცდების ეტაპზეა წარმოადგენს CART-ით (ქიმერული T უჯრედული
რეცეპტორით) მკურნალობა, სადაც რეკომბინანტული T უჯრედული რეცეპტორის
მემბრანასთან ასოცირებული პარატოპი ანტისხეულის ანტიგენგამომცნობ დომენს
წარმოადგენს, ხოლო უჯრედშიდა სასიგნალო აპარატი - T უჯრედს მიეკუთვნება.
ერთ-ერთი ასეთი ქიმერული რეცეპტორი CART19 მიმართულია CD19-ის წინააღმდეგ
(Porter et al., 2011). განსხვავებით ანტისხეულებით გაშუალებული თერაპიისა, ამ
მოდიფიცირებულ T-უჯრედებს in vivo შეუძლიათ განახორციელონ სიმსივნეზე
გრძელვადიანი და მდგრადი კონტროლი (Kalos et al., 2011).

მოლეკულური თერაპია. ახლადაღმოჩენილ კინაზას ინჰიბიორებს მიეკუთვნება:
იბრუტინიბი (BTK ინჰიბიტორი), იდელალიზიბი (GS1101; PI3K-დელტა ინჰიბიტორი),
BCL2 ანტაგონისტი GDC-0199 (ABT-199). იმ მრავალრიცხოვან აგენტებს შორის
რომელთა სამიზნესაც წამოადგენენ BCR–ი, შეიძლება გამოვყოთ ბრუტონის თიროზინ
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კინაზას (BTK) ინჰიბიტორი, იბრუტინიბი. ბრუტონ თიროზინ კინაზა (BTK)
მიეკუთვნება Tec კინაზების ოჯახს და ექსპრესირდება ჰემოპოეზურ უჯრედებზე და B
ლიმფოციტებზე, მაგრამ არა T-უჯრედებზე ან/და პლაზმურ უჯრედებზე (Genevier et
al. 1994; Ponader et al., 2012). იბრუტინიბის მიღება ხდება პერიორალურად, ის
კოვალენტურად უკავშირდება BTK ცისტეინ–481 ამინომჯავას. პრეკლინიკურმა
კვლევებმა აჩვენა, რომ იბრუტინიბის მოქმედება აფერხებს ERK სიგნალს, NF-κB დნმ
დაკავშირებას და სიმსივნური უჯრედების მიგრაციას (Honigberg et al., 2010; Herman et
al., 2011; Ponader et al., 2012). იბრუტინიბს არა აქვს ტოქსიური ზეგავლენა ნორმალურ
T უჯრედებზე და, განასხვავებთ სხვა ქლლ მკურნალობის საშუალბებისგან,
ახასიათებს მსუბუქი გვერდითი მოვლენები. იდელალიზიბი (CAL-101) არის PI3K
იზოფორმა, რომლის მიღება ასევე ხდება პერიორალურად. იგი იწვევს ქლლ
უჯრედების ამორჩევით აპოპტოზს, არ მოქმედებს T ლიმფოციტებსა ან/და ბუნებრივ
მკვლელებზე და არ ამცირებს ანტისხეულდამოკიდებულ უჯრედულ
ციტოტოქციურობას (Hallek et al., 2013). ეს ინჰიბიტორი კომბინირებულად
გამოიყენება რიტუქსიმაბთან და ოფატუმამბთან ან ბენდამუსტინ/რიტუქსიმაბთან
ერთად რაც იძლევა კარგ შედეგს (Hallek et al., 2013; O’Brien et al., 2013;). როგორც უკვე
დავძინეთ, მოლეკულური თერაპიის საშუალებები საქართველოში ჯერჯერობით არ
გამოიყენება.

სისხლმბადი ღეროვ-უჯრედების ტრანსპლანტაცია ქლლ-ის პაციენტებში იშვიათად
გამოიყენება. აუტოლოგიური ღერო-უჯრედების ტრანსპლანტაციას (ASCT) შეუძლია
გაზარდოს დაავადების პროგრესირების დრო, მაგრამ იგი ნაკლებად შედეგიანია
ქიმიოთერაპიიასთან შედარებით (Dreger et al.,2010; Sutton et al.,2011).

1.2. მონოციტები და მაკროფაგები: ფენოტიპი, ფუნქცია

მონოციტები, ყველაზე მსხვილი აგრანულოციტებია და შეადგენენ ლეიკოციტების 5-
10%–ს. მათი რიცხვი საგრძნობლად იზრდება ლიმფოგრანულომატოზის, მწვავე
ინფექციების დროს. მონოციტოზი, რომელსაც თან ახლავს ლეიკოციტოზი, შეიმჩნევა
ყვავილის, ქუნთრუშის, ათაშანგისა და სხვა ინფექციების პირობებში, ხოლო
მონოციტების რიცხვის შემცირება კი შეიძლება გამოწვეული იყოს თანდაყოლილი და
შეძენილი იმუნოდეფიციტებით, ქრონიკული ინფექციებით, აუტოიმუნური და
ალერგიული დაავადებებით. მონოციტ/მაკროფაგების სუბპოპულაციების სიცოცხლის
ხანგრძლივობა, სხვადასხვა მონაცემებით, მერყეობს 20 დღე-ღამიდან 7 თვემდე, ხოლო
მათი განახლების დროა 20-40 დღე (Villadangos et al., 2007).

ძვალტვინოვანი მიელოიდური რიგის წინამორბედი უჯრედები დიფერენცირდებიან
პრომონოციტებად, შემდეგ კი სისხლის მონოციტებად. ეს უკანასკნელები ქსოვილებში
განსახლებისას დიფერენცირდებიან მაკროფაგებში. მონოციტი სისხლის მომწიფებულ
უჯრედებს შორის ყველაზე დიდი უჯრედია (10-30 მმკ), ხოლო მაკროფაგი
ხასიათდება დიდი ზომით (15-25 მმკ), უსწორმასწორო ფორმის ბირთვით და
ქრომატინის წვრილი სტრუქტურით.
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აღსანიშნავია, რომ მრგვალი ფორმის მონოციტებისაგან განსხვავებით, მაკროფაგებს
აქვთ უფრო მსხვილი, გაბრტყელებული და უსწორმასწორო მოხაზულობა, ამიტომაც
საკმაოდ პოლიმორფულნი არიან. მონოციტებში ბირთვს უჭირავს უჯრედის დიდი
ნაწილი, ზოგჯერ ბირთვის გარშემო ლაგდება ვაკუოლები, პიგმენტები და სხვა.
მონოციტში შეიმჩნევა აზუროფილური გრანულებიც, რომლებიც წარმოადგენენ
ლიზოსომებს დაბალი pH-ით. ისინი შეიცავენ მჟავე პროტეაზებსა და ჰიდროლაზებს;
მიელოპეროქსიდაზას, რომელიც ჟანგბადური აფეთქების პროცესში მონაწილეობს;
ლიზოციმს, რომელიც ახდენს გრამ-დადებით ბაქტერიათა გარკვეული
პეპტიდოგლიკანების ჰიდროლიზს. ტრანსგლუტამინაზა გვხვდება მხოლოდ

მომწიფებულ მაკროფაგებში.
აქტივირებული მაკროფაგები
გამოიმუშავებენ კოლაგენაზას,
ელასტაზას, პროტეინაზას, ლიპაზას,
ნუკლეაზას, ფოსფატაზას და სხვა
(Villadangos et al., 2007).

სურათი 1.2. სისხლის მონოციტი
(ცენტრში).

http://www.isto.ucl.ac.be/safe/sang2.htm

მონოციტ/მარკოფაგები ანადგურებენ («შთანთქავენ») ცოცხალ და მკვდარ მიკრობებს,
ანტიგენ-ანტისხეულის კომპლექსებს, რომლებიც წარმოიქმნებიან ვირუსებთან,
ბაქტერიებთან და მათ ტოქსინებთან, საკუთრივ ორგანიზმის დაღუპულ უჯრედებს.
მაკროფაგების გააჩნია ანტიგენის წარდგენის და ციტოკინების წარმოქმნის
ფუნქციებიც (Auger et al., 2008).

მონოციტ/მაკროფაგების ფერმენტები მონაწილეობენ მათ ბაქტერიციდულ ფუნქციაში.
ჟანგბადდამოკიდებულ ანტიმიკრობულ მოქმედებას განაპირობებენ NADPH-
ოქსიდაზა, მიელოპეროქსიდაზა, სუპეროქსიდდისმუტაზა, კატალაზა, ხოლო
ჟანგბადდამოუკიდებელი ანტიმიკრობულ ფუნქციას წარმართავენ ლიზოციმი,
კატეფსინ G, არგინაზა, პროტეაზები და სხვა ჰიდროლაზები, კათიონური ცილები.

მონოციტ/მაკროფაგები ასეკრეტირებენ არაქიდონის მჟავის მეტაბოლიზმის
პროდუქტებს, ციტოკინებს, კომპლემენტის კომპონენტებს, ჰორმონებს, კათიონურ
ცილებს, ერითროპოეტინს, პროტეოგლიკანებს, ფიბრონექტინს, თრომბოსპოდინს.

ხშირად, მონოციტ/მაკროფაგების იდენტიფიცირება მორფოლოგიური ნიშნებით არ
არის საკმარისი. ამ შემთხვევაში მიმართავენ უჯრედების იდენტიფიკაციის
ენზიმოლოგიურ მეთოდს. საზღვრავენ რა არასპეციფიურ ესთერაზებს, რომლებიც
ლოკალიზებულია დიფუზურად მონოციტ/მაკროფაგების ციტოპლაზმაში ან/და
მიელოპეროქსიდაზას, რომლის აქტივობა მონოციტიდან მაკროფაგად
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დიფერენცირების პროცესში ქვეითდება. ამ დროს იზრდება 5’-ნუკლეოტიდაზების, -
გალაქტოზიდაზების და ამინოპეპტიდაზების აქტივობა. მხოლოდ მომწიფებულ
მაკროფაგებში გვხვდება ტრანსგლუტამინაზა (Leon et al., 2005).

მონოციტ/მაკროფაგების ზედაპირზე გამოვლენილია შემდეგი რეცეპტორები:

 მაკროფაგის მანოზილისა და ფუკოზილის რეცეპტორი, რომელიც არ გააჩნია არც
მონოციტებს და არც ნეიტროფილებს (Tavassoli et al., 1990);

 რეცეპტორები ფოსფატიდილსერინისა და სიალის მჟავისაგან წარმოქმნილი
ლიგანდებისათვის, რაც აპოპტოზური სხეულების ფაგოციტოზს უზრუნველყოფს.
მათ ,,ნაგვის გამტანებსაც” უწოდებენ (Tobias et al., 1989);

 CD14, რომელიც გრამუარყოფითი ბაქტერიების ლიპოპოლისაქარიდის
დამაკავშირებელი პლაზმური ცილის (LBP, lipopolysaccharide binding protein)
რეცეპტორს წარმოადგენს. მიკრობული ლიპოპოლისაქარიდი ასტიმულირებს
მაკროფაგებს ციტოკინების გამოსაყოფად (Tobias et al., 1989; Wright et  al., 1990);

 Fc-რეცეპტორები: FcRI (CD64), FcRII (CD32), FcRIII (CD16), რომლებიც IgG-ის Fc-
ფრაგმენტის მიმართ ხასიათდებიან, შესაბამისად, მაღალი, საშუალო და დაბალი
აფინობით. Fc-რეცეპტორები უზრუნველყოფენ IgG-ით ოფსონიზებული
მიკრობების ფაგოციტოზს და ბაქტერიების უჯრედგარე ლიზისს (Fridman et al
1993);

 კომპლემენტის რეცეპტორები: CR1(CD35) - ანტისხეულებითა და კომპლემენტით
ოფსონიზირებული ნაწილაკების შთანთქმა გაშუალებულია CR1-ით (იმუნური
ადჰეზიის რეცეპტორი, ანუ C3b/C4b რეცეპტორი ანუ CD35); CR3 (ინტეგრინი
CD11b/CD18), მისი საშუალებით ხდება iC3b-ით ოფსონიზირებული ნაწილაკების
ფაგოციტოზი და გარკვეული ნახშირწყლების შეკავშირება, მაგალითად საფუარი
Saccharomyces cereviziae, Staphylococcus epidermidis და Histoplasma capsulatum. CR3-
ის სხვა ლიგანდებიც არსებობს: ფიბრინოგენი, ფაქტორი X და ICAM-1; CR4 (p150-
95, ინტეგრინი CD11c/CD18) ყველაზე ნაკლებად შესწავლილია რეცეპტორთა ამ
ჯგუფში, მაგრამ ცნობილია, რომ ის უკავშირდება iC3b-ს კალციუმ-
დამოკიდებული გზით, აგრეთვე უკავშირდება ფიბრინოგენს და ჩართულია
მონოციტების ენდოთელიუმთან ადჰეზიაში (Wright et al., 1982);

 რეცეპტორები T უჯრედების ციტოკინებისათვის IL-2, IL-4 და IFN, რომელთა
ზემოქმედებით გააქტივებული მონოციტ/მაკროფაგები თავადაც წარმოქმნიან
ციტოკინებს - ინტერფერონებს, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 და TNF (tumor necrosis
factor-), პროსტაგლანდინებს, ლეიკოტრიენ B4–ს (LTB4), თრომბოციტების
გამააქტივირებელ ფაქტორს (PAF - platelet-activating factor), ჟანგბადის თავისუფალ
რადიკალებსა და აზოტის ოქსიდს (Koyama et al., 1999);

 MHC II კლასის ანტიგენები;
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 CD115, მონოციტების ზრდის ფაქტორის რეცეპტორი (Breslin et al., 2013);

 CD180/RP105 Toll-ის მსგავსი რეცეპტორი (Divanovic et al., 2005).

1.2.1. ფაგოციტოზი და მისი ეტაპები

ფაგოციტოზს ორი ტიპის უჯრედი ახორციელებს: ერთბირთვიანი ლეიკოციტები
(მონოციტები და მაკროფაგები) და პოლიმორფულბირთვიანი ლეიკოციტები
(ნეიტროფილები). ფაგოციტები ჯანსაღ ორგანიზმში შთანთქავენ და ანადგურებენ
მრავალ ბაქტერიას, საფუარს, სოკოს, მიკოპლაზმას, წმენდავენ ორგანიზმს ნეკროზისა
და აპოპტოზის ნარჩენებისაგან, სუსტად, მაგრამ მონაწილეობს სიმსივნური
უჯრედების განადგურებაშიც (Roitt et al., 2001).

მონოციტებსა და ნეიტროფილების მიერ განხორციელებული ფაგოციტოზი უჯრედ-
სამიზნის სპეფიკური ანტისხეულებით და/ან კომპლემენტით ოფსონიზაციის
შემთხვევაში მკვეთრად ძლიერდება. ფაგოციტური უჯრედების Fc-რეცეპტორები და
კომპლემენტის რეცეპტორები CR1 და CR3 გამოიცნობენ რა ოფსონინებით დაფარულ
ნებისმიერი ნაწილაკს, რომლის სიდიდე გარკვეულ ზღვარს არ აჭარბებს, ახდენენ მის
ფაგოციტირებას (Roitt et al., 2001). მონოციტ/მაკროფაგისა და ნეიტროფილის
რეცეპტორებთან ოფსონიზირებული ნაწილაკის დაკავშირება იწვევს ამ რეცეპტორების
თავმოყრას კონტაქტის არის ირგვლივ. შემდეგ უჯრედი წარმოქმნის ფსევდოპოდიებს,
რომლებიც გარს შემოერტყმება ოფსონიზირებულ ნაწილაკს. რეცეპტორები
თანმიმდევრულად უკავშირდება ოფსონინებს. ამის შედეგად ფსევდოპოდიები
მჭიდროდ შემოეკვრება ნაწილაკს, ბოლოს ერთმანეთს შეერწყმება და ფაგოციტის
შიგნით ნაწილაკის ირგვლივ წარმოიქმნება დახშული მემბრანის ბუშტუკი - ფაგოსომა,
ფაგოსომას შეერწყმის ლიზოსომა, წარმოიქმნება ფაგოლიზოსომა, რომელშიც ხდება
შთანთქმული ნაწილაკის მონელება (Hoffman et al., 2000; და ნახატი 1.1 ).

უფრო დაწვრილებით, ფაგოციტოზი შეიძლება დაიყოს შემდეგ ეტაპებად: (ა)
ქემოტაქსისი; (ბ) ადჰეზია; (გ) მემბრანის აქტივაცია; (დ) ფაგოსომის აქტივაცია; (ე)
ფაგოსომის წარმოქმნა; (ვ) გრანულების შერწყმა ფაგოსომებთან; (ზ) მიკროორგანიზმის
კვდომა; (თ) მონელება; (ი) მონელებული პროდუქტების გარეთ გამოთავისუფლება. (გ)
და (დ) ეტაპებზე ადგილი აქვს სუნთქვითი ჯაჭვის და NADPH-ოქსიდაზას აქტივაციას.
(ე) ეტაპზე ხდება რეაქტიულ ჟანგბადის გარდამავალი პროდუქტების წარმოქმნით
მიკრობის დაზიანება. (ვ) და (ზ) საფეხურებზე ადგილი აქვს მიკროორგანიზმის
დაშლას პეროქსიდაზით, კათიონური ცილებით, ლიზოციმით და ლაქტოფერინით
(Schwarzer et al., 1996; Nauseef et al., 2004).

მონოციტის მემბრანის რეცეპტორების შეკავშირება შესაბამის ლიგანდებთან აღძრავს
რეაქტიული ჟანგბადნაერთების წარმოქმნას და გრანულათა შიგთავსის
გამოთავისუფლებას (დეგრანულაციას). რეაქტიული ჟანგბადნაერთების წარმოქმნა
უჯრედთა მიერ ჟანგბადის მოხმარების გაძლიერებასთანაა დაკავშირებული, რასაც
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"ჟანგბადურ აფეთქებას" უწოდებენ და იგი NADPH-ოქსიდაზის აქტივაციით იწყება. ეს
ფერმენტი გააქტივებული მონოციტის პლაზმურ მემებრანაში და ფაგოსომის
მემბრანაშია მოთავსებული. რეაქციის პროდუქტი სუპეროქსიდის ანიონი O2-
ჟანგბადის მონოვალენტურად რედუცირებული რადიკალია (Leto et al., 2006).

ნახატი 1.1. ანტისხეულით ოფსონიზირებული მიკროორგანიზმის Fc-
რეცეპტორებით გაშუალებული ფაგოციტოზი (The Immune System, 3 ed. Garland
Science, 2009)

მართალია, მიელოპეროქსიდაზას (მპო) მონაწილეობით წარმოქმნილი
ანტიმიკრობული სისტემა აქტიურად ფუნქციონირებს ბრომიდითაც და იოდიდითაც,
მაგრამ ფიზიოლოგიური ჰალიდი ქლორიდია, რომელიც იჟანგება და გარდაიქმნება
ჰიპოქლორმჟავად/ჰიპოქლორიდად (HOCl/OCl-). მჟავე pH-ის დროს HOCl-მა შეიძლება
იმოქმედოს ჭარბ ქლორიდთან, რის შედეგადაც ქლორინი მიიღება. თვით HOCl ძლიერ
ტოქსიკურია მრავალი მიკროორგანიზმისათვის, მაგრამ საკმაოდ სწრაფად იშლება.
თუმცა მან შეიძლება იმოქმედოს პირველად და მეორად ამინებთან და წარმოქმნას N-
ქლორამინები, მეტად სტაბილური მიკრობიციდული აგენტები (Balázs et al., 2008).

უჯრედშორის სივრცეში ნახსენებ ტოქსიკურ ნივთიერებათა მოხვედრა იმით არის
განპირობებული, რომ დეგრანულაცია შეიძლება დაიწყოს მანამ, სანამ ფორმირების
პროცესში მყოფი კიდეები შეერწყმება ერთმანეთს და ფაგოსომაში მოხვედრილი
ტოქსიკური ნაერთები გარეთ გამოვა. ამიტომ მპო-ს სისტემამ შეიძლება ტოქსიკურად
იმოქმედოს არა მხოლოდ შიდაფაგოსომურ სამიზნეებზე (ბაქტერიებზე, სოკოებზე,
ერთუჯრედიანებზე), არამედ უჯრედის მახლობლად მყოფ მიკროორგანიზმებზე
(ბაქტერიებზე, სოკოებზე, ვირუსებზე, ერთუჯრედიანებზე, ჭიებზე), საკუთარ
ნორმალურ და მალიგნიზირებულ უჯრედებზე და გარკვეულ უჯრედგარე
ნივთიერებებზე, მაგალითად, 1-პროტეინაზის ინჰიბიტორზე, ლეიკოტრიენებზე,
ქემოტაქსისის ფაქტორებზე (Moskwa et al., 2007)
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1.2.2. ფაგოციტოზში მონაწილე რეცეპტორები

1.2.2.1. Fcγ-რეცეპტორები

რეცეპტორები, რომლებიც ჩართულია იმუნური სისტემის უჯრედების მიერ
ანტიგენის ამოცნობაში, მოიცავს (BCR), T უჯრედულ რეცეპტორს (TCR) და Fc
რეცეპტორებს (FcR). FcR ამოიცნობს ანტისხეულის Fc ნაწილს და თამაშობს
მნიშვნელოვან როლს იმუნური კომპლექსებისგან გასუფთავებაში და
იმუნოგლობულინით ოფსონიზირებული პათოგენების ფაგოციტოზსა და სიკვდილში
(Frank et al., 2014). Fc რეცეპტორები არსებობს ანტისხეულის ყველა კლასისათვის: FcR
იკავშირებს IgG-ს, FcR - IgA-ს, FcR - IgE-ს, FcR - IgM-ს, ხოლო FcR - IgD-ს
(Ravetch et al., 1991; 2010).

Fc-რეცეპტორები მემბრანული გლიკოპროტეინებია, რომლებიც იკავშირებენ IgG-ს
მონომერული ან აგრეგირებული ფორმით. ისინი ექსპრესირებულია როგორც
ჰემოპოეტურ, ასევე დამხმარე (ფოლიკულოდენდრიტულ, ლანგერჰანსის,
ენდოთელურ) უჯრედებზე (Winkel et al., 1991) და მნიშვნელოვან როლს თამაშობენ
მრავალ იმუნურ რეაქციაში, ქმნიან რა დამაკავშირებელ რგოლს უჯრედულ
ეფექტორულ მექანიზმებსა და ჰუმორულ იმუნიტეტს შორის (Fridman et al., 1993;
Flesch et al., 2001). IgG-ით ოფსონიზირებული პათოგენი ან იმუნური კომპლექსი Fc-
ფრაგმენტით უკავშირდება უჯრედზე არსებულ რეცეპტორს, რაც განაპირობებს მის
ფაგოციტოზს გრანულოციტებისა და მონოციტ/მაკროფაგების მიერ. Fc-რეცეპტორი
განაპირობებს აგრეთვე ამ უჯრედებისა და ბუნებრივი კილერების მიერ
ანტისხეულდამოკიდებულ უჯრედულ ციტოტოქსიურ რეაქციას (ადუც, ADCC),
რომელიც MHCI-დამოუკიდებელია და მიმართულია ვირუსით ინფიცირებული და
სიმსივნური უჯრედების წინააღმდეგ (Deo et al., 1997; Hunter et al., 1998).

ლიგანდ-რეცეპტორული კომპლექსის წარმოქმნა ბიძგს აძლევს სხვა მნიშვნელოვან
რეაქციებსაც: თრომბოციტების მიერ მედიატორის გამოყოფას და ადჰეზიის
მოლეკულების ექსპრესიას; B-უჯრედების მიერ იმუნოგლობულინების სინთეზის
რეგულაციას; ანთებითი ციტოკინების, მაგ. IL-1, IL-6, TNF გამოთავისუფლებას და,
აქედან გამომდინარე, ანთებითი პროცესის აღძვრას (Koyama et al., 1999). FcR+

უჯრედთა ერთი ნაწილი ამავდროულად ანტიგენ-წარმდგენიცაა (მაკროფაგები,
დენდრიტული უჯრედები), ამიტომ ამ რეცეპტორით გაშუალებული
ინტერნალიზაცია განაპირობებს ანტიგენის წარდგენას და იმუნური პასუხის
გაძლიერებას (Gosselin et al., 1992).

ადამიანში აღმოჩელია FcR -ების სამი სხვადასხვა ტიპი (ნახატი 1.2). ისინი
მიეკუთვნებიან იმუნოგლობულინების სუპეროჯახს და სპეციფიურია IgG-ს Fc
ფრაგმენტისადმი: FcRI (CD64), FcRII (CD32) და FcR (CD16). ეს რეცეპტორები
განსხვავდებიან თავიანთი უჯრედული გავრცელებით, მოლეკულური მასით,
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ლიგანდსპეციფიურობით, აფინობით, და ფუნქციებით. იმუნური კომპლექსების
შთანთქმაში ჩართულია სამივე FcR (Fossati et al., 2001).

FcR გენები ლოკალიზებულია 1q21-23 ქრომოსომაში. სამი გენი - A, B და C არის
ცნობილი როგორც FcRI-ის (FcRIA; FcRIB; FcRIC), ისე FcR II-ისთვის (FcRIIA;
FcRIIB; FcRIIC). ორი გენი - A და B აკოდირებს FcRIII-ს (FcRIIIA და FcRIIIB).
ნუკლეოტიდური თანმიმდევრობის, ინტრონ-ეგზონური ორგანიზაციის და
სტრუქტურული ორგანიზაციის შესწავლამ გამოავლინა, რომ FcR გენები შეიძლება
იყოს წარმოშობილი საერთო FcR გენიდან (Oakey et al., 1992).

ნახატი 1.2. ადამიანის Fc-რეცეპტორები და მათი აფინობა. ადაპტირებულია: P.
Bruhns. Properties of mouse and human IgG receptors and their contribution to disease
models. Blood, 2012;119 (24): 5640-5649.

სიგნალებმა რომ მიაღწიოს უჯრედის ბირთვამდე, FcR-ები უნდა აგრეგირდეს
უჯრედის ზედაპირზე ანტისხეულებით და/ან მულტივალენტური ანტიგენებით
(ლიგანდებით), რაც იძლევა ბიძგს უჯრედში აქტივაციის სიგნალის გადასაცემად.
FcR-თა ერთი ნაწილი ჰეტერო-ოლიგომერული კომპლექსია (Fridman et al., 1992;
Anderson et al., 2013). ამ ჯგუფს მიეკუთვნება FcRI, FcRIIIa. სასიგნალო ჯაჭვის
ციტოპლაზმურ ნაწილში მოიპოვება ე.წ. იმუნორეცეპტორის აქტივაციის
თიროზინშემცველი თანმიმდევრობა (immunoreceptor tyrosine-based activation motif)
(ITAM), რომელიც შედგება ორჯერადი თირ-X-X-ლეი თანმიმდევრობისაგან და
ჰეპტაპეპტიდისგან. მეორე ჯგუფს ეკუთვნის ერთჯაჭვიანი FcRIIa,c. მათ გააჩნიათ
ITAM, რომელიც შეიცავს არა შვიდ, არამედ თორმეტ ამინომჟავას. მათ ემსგავსება
FcRIIb, მაგრამ მის ციტოპლაზმურ ნაწილში არის არა ITAM, არამედ ე.წ.
იმუნორეცეპტორის დამთრგუნველი თიროზინიანი თანმიმდევრობა (immunoreceptor
tyrosine-based inhibition motif, ITIM). მესამე ჯგუფში შემავალი რეცეპტორები საერთოდ
არ საჭიროებენ სიგნალის გადაცემას, რადგანაც მხოლოდ IgG-ს გადატანას
ემსახურებიან (FcRn). მეოთხე ჯგუფში მხოლოდ ერთი წევრია: FcRIIIb, რომელიც
დაკავშირებულია მემბრანის ლიპიდურ შრეში არსებულ გლიკოფოსფატიდილ
ინოზიტოლთან, არ გააჩნია ტრანსმემბრანული და ციტოპლაზმური ნაწილები, და
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სიგნალის გადასაცემად სხვა რეცეპტორთან კავშირი ესაჭიროება (Edberg et al., 1995;
Lennartz et al., 1999; Vossebeld et al., 1999).

არჩევენ მაღალ და დაბალაფინურ FcR-ებს (ნახატი 1.2). მაღალაფინურ FcR-ს
მიეკუთვნება FcRI (CD64), რომელიც მაღალი აფინობით იკავშირებს მონომერულ IgG-
ს, კერძოდ კი ადამიანის IgG1-სა და IgG3-ს, მაგრამ არა IgG2-ს. FcRII (CD32) და FcRIII
(CD16) იკავშირებენ ანტიგენ-ანტისხეულის კომპლექსს მაღალი აფინობით, მაგრამ
გააჩნია დაბალი ავიდობა მონომერული ლიგანდისადმი. ამრიგად, მონომერული
ანტისხეულები უკავშირდება მაღალაფინურ FcR-ებს სანამ შექმნის კომპლექსებს
მულტივალენტურ ანტიგენთან, მაშინ, როცა დაბალაფინურ FcR-ებთან
დაკავშირებისას ანტისხეულებს უკვე შექმნილი აქვს კომპლექსები ანტიგენთან (Flesch
et al., 2001).

FcγRI (CD64) გლიკოპროტეინია. აქვს გლიკოზილირების ექვსი შესაძლო წერტილი
(Duchemin et al., 1994). რეცეპტორი შედგება ციტოპლაზმური (C-ბოლო),
ტრანსმემბრანული და უჯრედგარე ნაწილებისაგან. უჯრედში აქტივაციის სიგნალი
გადაეცემა ლიგანდდამაკავშირებელ ჯაჭვთან ასოცირებული - ჰომოდიმერის
მეშვეობით. -ჯაჭვი არ მიეკუთვნება იმუნოგლობულინების სუპეროჯახს, იგი TCR-ის
 ს ჰგავს, α-ჯაჭვს უერთდება ტრანსმემბრანულ ნაწილში მყოფი ასპარაგინის მჟავას
ნაშთით (Ernst et al., 1992).  ჯაჭვის არსებობა აუცილებელია არა მხოლოდ სიგნალის
გადაცემის, არამედ რეცეპტორის ექსპრესიისა და მისი მაღალი აფინობისთვის. CD64
რეცეპტორი მაღალაფინურად (108-9/მოლი) იკავშირებს IgG1, IgG3, IgG4–ს, როგორც
მონომერულ, ასევე აგრეგირებულ ფორმას. არეს pH ლიგანდის დაკავშირებაზე არ
მოქმედებს (Davis et al., 1995; van Vugt MJ et al., 1996; Honeychurch et al., 2000). ეს
რეცეპტორი ექსპრესირებულია CD34+ მიელოიდურ წინამორბედებზე, მონოციტებზე,
მაკროფაგებსა და დენდრიტულ უჯრედებზე, დაბალი სიმკვრივით ახლადგამოყოფილ
გრანულოციტებზე (<1000), რომელიც იზრდება IFN-ის მოქმედებით (Lopez et al., 1999;
Vossebeld et al., 1999). მისი სიმკვრივე ახალშობილებსა და მოზრდილებში ერთნაირია.

FcγRII (CD32) მოიცავს უჯრედშიდა, ტრანსმემბრანულ და უჯრედგარე ნაწილებს ორი
Ig-ს მსგავსი დომენით, და აქვს FcR-ებს შორის ყველაზე ფართო უჯრედული
გავრცელება. იგი ექსპრესირებულია სისხლის თითქმის ყველა ფორმიან ელემენტზე -
მონოც/მაკროფაგებზე, გრანულოციტებზე, თრომბოციტებზე, B-ლიმფოციტებზე, T
ლიმფოციტების სუბპოპულაციაზე, ასევე ლანგერჰანსისა და დენდრიტულ
უჯრედებზე (Stuart et al., 1989; Tate et al., 1992). ამ რეცეპტორის აფინობა IgG-ს მიმართ
გაცილებით მცირეა და 107/მოლს აღწევს, ამასთან, კავშირი მყარდება მხოლოდ IgG-ს
აგრეგატებთან და იმუნურ კომპლექსებთან. FcRII შეესაბამება სამი გენური ელემენტი:
RIIA, RIIB, RIIC, რომელთა პროდუქტებია, შესაბამისად, RIIa, b, c (Brooks et al., 1989).

FcRIIa მნიშვნელოვანია მონოციტ/მაკროფაგების და გრანულოციტების ფაგოციტური
ფუნქციისთვის, განაპირობებს რესპირატორულ აფეთქებას ნეიტროფილებში და
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მედიატორების გამოთავისუფლებას თრომბოციტების მიერ. FcRIIa ადამიანის
ერთადერთი FcR-ია, რომელიც იკავშირებს ადამიანის IgG2-ს, რომელიც არ ააქტივებს
კომპლემენტის სისტემას (Unkeless et al., 1995; Carver et al., 2000).

FcRIIb აღმოჩენილია მონოციტებზე, მაკროფაგებსა და B ლიმფოციტებზე. FcRIIb -ის
შესაბამისი ი-რნმ-ის ალტერნატიული სპლაისინგით წარმოიქმნება FcRIIb1
(უპირატესად ექსპრესირდება ლიმფოიდური ხაზის უჯრედებით) ან FcRIIb2. FcRIIb
მულტივალენტური ლიგანდით აგრეგაციის შემდეგ განაპირობებს ენდოციტოზსა და
ფაგოციტოზს (Brooks et al., 1989; Carver et al., 2000).

FcγRIII (CD16) ძლიერ გლიკოზილირებული რეცეპტორია. გლიკოზილირების
ხარისხის მიხედვით მისი მოლეკულური მასა მერყეობს 40-80კდა. ცილას აკოდირებს
1q23-24 ლოკუსში მდებარე ორი ჰომოლოგიური გენი FcRIIIA,B, რომლებიც
ერთმანეთისაგან მხოლოდ ცხრა ნუკლეოტიდური წყვილით განსხვავდებიან. FcRIIIa
ტრანსმემბრანული მოლეკულაა, აქვს 25 ამინომჟავისაგან შემდგარი ციტოპლაზმური
"კუდი" (Fernandes et al., 2006). იგი ექსპრესირებულია 10-15% მონოციტებზე,
მაკროფაგებზე, LGL/NK, პრე-B, T/ უჯრედებზე, მოლეკულური მასა
დამოკიდებულია უჯრედ-მატარებელზე, ლიგანდდამაკავშირებელი ნაწილი
უკავშირდება სიგნალის გადამცემს, რომელიც წარმოდგენილია  ჯაჭვის
ჰომოდიმერით, TCR-ის  ჰომოდიმერით, - ჰეტეროდიმერით, ანდა ერთეული β
ჯაჭვით (Abboud et al., 2009). არსებობს მონაცემები, რომ -ს მატარებელი NK
უჯრედები და ნეიტროფილები უფრო ძლიერ ციტოტოქსიურ რეაქციას
განახორციელებენ, ვიდრე -სი, ხოლო ფაგოციტური აქტივობა პირიქითაა.

β-ჯაჭვი მიეკუთვნება CD20-ის ოჯახს. იგი უკავშირდება პოხიერ უჯრედზე მყოფ
FcRIIIa-ს ლიგანდდამაკავშირებელ α-ჯაჭვს და მემბრანას ოთხჯერ განჭოლავს.
სასიგნალო თანმიმდევრობა C-ბოლოზეა მოთავსებული. უჯრედგარე ნაწილი FcRII-
ის ჰომოლოგიურია. მასში ორი ცვალებადი წერტილია: 48-ე ამინომჟავის განსხვავების
საფუძველზე გამოიყოფა სამი ალოტიპი, ხოლო 158–ე პოზიციაში ვალინის ან
ფენილალანინი იწვევს ფუნქციურ განსხვავებას. ეს პოლიმორფიზმი მნიშვნელოვანია
ორგანიზმის აუტოიმუნური დაავადებების მიმართ მგრძნობელობისათვის.
გრანულოციტების კოლონიების მასტუმილირებელი ფაქტორის (G-CSF) და IL-4-ის
მოქმედებით ამ რეცეპტორის სიმკვრივე ნეიტროფილებზე ქვეითდება (Lobell et al.,
1993; Vance et al., 1993; Li et al., 1996; Yamamoto et al., 2001).
FcRIIIa-ს 203-ე ამინომჟავა ფენილალანინია, FcRIIIb-ში კი ამ ადგილს სერინი იკავებს.
მისი შესაბამისი გენის იმ კოდონში, რომელიც აკოდირებს 204-ე ამინომჟავას, FcRIIIA-
საგან განსხვავებით აღინიშნება ტრანსვერსია CT, წარმოიქმნება "სტოპ-კოდონი"
TGA, ტრანსკრიფცია ვეღარ გრძელდება. ამის გამო FcRIIIb მოკლებულია
ტრანსმემბრანულ და ციტოპლაზმურ ნაწილებს. იგი უკავშირდება მემბრანის
ლიპიდურ შრეში არსებულ გლიკოფოსფოინოზიტოლს (გფი). 190 ამინომჟავის
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სიგრძის მქონე უჯრედგარე ნაწილში ორი Ig-ს მსგავსი დომენია. FcRIIIb-ს არ
შეუძლია სიგნალის გადაცემა FcRIIIa-საგან დამოუკიდებლად (Fernandes et al., 2006).
ნეიტროფილებზე ამ რეცეპტორის რიცხვი 1-2×105 აღწევს, მაგრამ აქტივატორთა
დამატებით მათი რაოდენობა 50-90%-ით მცირდება. შესაძლებელია, ისინი
ააქტიურებდნენ ენდოგენურ პროტეაზას, რომელიც "ხსნის" მოლეკულას უჯრედის
ზედაპირიდან. რეცეპტორს სამი იზოფორმა გააჩნია - NA1 (Neutrophil Antigen), NA2 და
SH (Small Hydrophobic, FcRIIIb-ს გენის წერტილოვანი მუტაციის შედეგად
წარმოქმნილი ალოანტიგენი), რომლებიც განსხვავდებიან ლიგანდსპეციფიურობითა
და აფინობით (Fernandes et al., 2006).

FcRn, რომელიც მაღალაფინურად იკავშირებს მონომერულ IgG-ს, ჰეტეროდიმერია და
აგებულია ლიგანდდამაკავშირებელი  სუბერთეულისაგან, რომელიც MHCI-ის
მსგავსია, და 2-მიკროგლობულინისგან.  სუბერთეულის უჯრედგარე ნაწილში სამი
C1-ტიპის Ig-მსგავსი დომენია. რეცეპტორი ექსპრესირებულია ნაწლავის ეპითელურ,
ჩანასახის ყვითრის პარკის, ტროფობლასტის, ჰეპატოციტებზე (ამ უკანასკნელს IgG
ნაღვლიდან პარენქიმაში გადააქვს). ლიგანდ-რეცეპტორული კომპლექსი ერთვება
პინოციტურ ვაკუოლში და ასეთი სახით აღწევს ციტოპლაზმაში, რაც იცავს მას
ლიზოსომური ფერმენტებისაგან (Ravetch et al., 2001, 2010).

FcRn და FcR განსხვავდება ერთმანეთისაგან IgG-სთან ურთიერთქმედების
სტექიომეტრიითაც. IgG-ის Fc-ფრაგმენტსა და FcRn-ს შორის ურთიერთქმედების
მნიშვნელოვანი მახასიათებელი არის ის, რომ Fc-ფრაგმენტი არის ფუნქციურად
ბივალენტური, ამრიგად თითოეულ Fc ფრაგმენტს შეუძლია დაუკავშირდეს ორ
მოლეკულას ერთდროულად. ამისგან განსხვავებით, IgG-ის Fc ფრაგმენტი
ურთიერთქმედებს FcR-თან 1:1 სტექიომეტრიაში. IgG-ს მონოვალენტურობა FcR -
ისთვის მიუთითებს მონომერული IgG-ს უძლურებაზე აღძრას უჯრედული პასუხი,
ვინაიდან არ შეუძლია FcR–ის აგრეგაცია (Chaudhury et al., 2006).

უჯრედთა უმეტესობა ექსპრესირებს FcR-ის ერთზე მეტ ტიპს. ურთიერთქმედებენ რა
ამ უჯრედებთან, ზოგიერთი იზოტიპის იმუნური კომოლექსები ახდენენ FcR-ის
ერთზე მეტი ტიპის კოაგრეგაციას. სხვადასხვა FcR -ების კოაგრეგაციას ერთიდაიგივე
უჯრედზე შეიძლება ჰქონდეს პოზიტიური და/ან ნეგატიური ეფექტები. იდენტური
FcR-ების აგრეგაცია, ახდენენ რა ერთმანეთის ტრანსფოსფორილირებას, არის
პოზიტიური კოოპერაციის მაგალითი. ეს შეიძლება ხდებოდეს სხვადასხვა FcR-ებს
შორისაც იმუნოგლობულინის ერთიდაიგივე იზოტიპისათვის, როგორიცაა FcRI და
FcRIIIA მაკროფაგებზე, ანდა სხვადასხვა იზოტიპისათვის, როგორიცაა FcRI და
FcRIIIA პოხიერ უჯრედებზე.

როგორც წესი, სამივე რეცეპტორი მსგავს პროცესებში (ანტიგენის წარდგენა,
ფაგოციტოზი, ციტოტოქსიკური მოქმედება) მონაწილეობს. მაგრამ, მიუხედავად
იმისა, რომ უჯრედგარე დომენები არ ამჟღავნებენ განსაკუთრებულ
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ლიგანდსპეციფიკურობას, თითოეული მათგანი ბიძგს აძლევს ბიოლოგიურ პასუხს,
რომლის ბუნებასაც განსაზღვრავს უჯრედი-მატარებელი (Masuda et al., 1993).
ერთიდაიგივე უჯრედზე ერთდროული ექსპრესიის შემთხვევაში FcR-ები
ტრანსმემბრანული ნაწილების მეშვეობით ურთიერთქმედებენ როგორც
ერთმანეთთან, ასევე სხვა რეცეპტორებთანაც. ამას განსაკუთრებული მნიშვნელობა
აქვს FcRIIIb-სათვის, რომელსაც, როგორც აღინიშნა, არ გააჩნია ტრანსმემბრანული და
ციტოპლაზმური ნაწილები და არც სასიგნალო ჯაჭვს უკავშირდება. სამაგიეროდ, მას
აქვს FcRIIa-თან ჰეტეროტიპური კლასტერების წარმოქმნის უნარი და სწორედ მას
იყენებს სიგნალის გადამცემად. აქედან გამომდინარე, წარმოიშვა მოსაზრება, რომ იგი
მხოლოდ ლიგანდდამაკავშირებელი მოლეკულაა FcRIIa-თვის. ერთობლივ ქმედებას
ხელს უწყობს ისიც, რომ ორივე მათგანი იკავშირებს IgG-იან იმუნურ კომპლექსებს.
ამასთანავე ერთდროული ამოქმედების დროს აღძრული პასუხი (Ca2+ მობილიზაცია,
ჟანგბადური რადიკალების გამომუშავება, ფაგოციტოზის სხვა მაჩვენებლები)
სინერგისტული აღმოჩნდა (Hunter et al., 1998). საინტერესოა, რომ სინერგისტულ
ეფექტზე გავლენას ახდენს რეცეპტორების იზოტიპი, კერძოდ, FcRIII/NA1 და FcRIIa
ურთიერთქმედებისას ფაგოციტოზი უფრო აქტიურდება, ვიდრე NA2 ფორმის
შემთხვევაში. უნდა აღინიშნოს ისიც, რომ კომპლემენტის სისტემის ნაკლოვანების
დროს FcRIIIb/NA2 და FcRIIa/R131 კომბინაციის მატარებელი პირები უფრო
მგრძნობიარენი არიან მენინგოკოკური ინფექციის მიმართ (Masuda et al., 1993). FcRIIIb
ურთიერთქმედებს სხვა რეცეპტორებთანაც, მაგ. CR-ებთან ფაგოციტოზის დროს.
აღწერილია მის და Mac-1 (CD11b/CD18; CR3) მიერ მემბრანის ზედაპირზე შექმნილი
"ქუდები", რაც განაპირობებს ჟანგბადურ აფეთქებას და აუცილებელია
ფაგოციტოზისათვის (Masuda et al., 1993; Zhou et al., 1995; Ross et al., 2002). FcRI-სა და
FcRII შორის ურთიერთქმედებაზე მიუთითებს ის, რომ FcRI საწინააღმდეგო
ანტისხეულების მოქმედებით ითრგუნებოდა FcRII-ით გაშუალებული ფაგოციტოზი
(Masuda et al., 1993; Ross et al., 2002). უარყოფითი ურთიერთქმედების მაგალითებიდან
უპირველესად უნდა დასახელდეს FcRIIb-ს უარყოფითი გავლენა ITAM-ის შემცველ
ყველა რეცეპტორზე. მისი აგრეგაცია BCR-თან თრგუნავს B-უჯრედის აქტივაციას და
Ig-ების სინთეზს. იგივე ითქმის TLR-ისა და FcRI-ის შემთხვევაშიც (Huang et al., 2003).

საინტერესოა აღინიშნოს ისიც, რომ მჟავე pH ზრდის ორივე დაბალაფინური FcR -ის
(FcRII და FcRIII) ავიდობას, მაგრამ არ მოქმედებს FcRI-ის აფინობა/ავიდობაზე.
ვინაიდან მჟავე pH ხშირად ახასიათებს ანთებით პროცესებს, აციდოზი შეიძლება
ამწვავებდეს მას იმუნურ კომპლექსებსა და ფაგოციტურ უჯრედებს შორის
ურთიერთქმედების ავიდობის ზრდით (Bruhns et al., 2009).

ანტიგენ-ანტისხეულის კომპლექსებს შეუძლიათ მნიშვნელოვნად გააძლიერონ
ანტიგენის პრეზენტაცია. მოსვენებული B უჯრედები ვერ უზრუნველყოფენ მეორე
სიგნალს, რომელიც საჭიროა T უჯრედების აქტივაციისა და T უჯრედული
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დახმარების გენერირებისთვის. მაკროფაგებსა და IFNγ-ით აქტივირებულ მონოციტებს
იმუნური კომპლექსების დაკავშირების შემდეგ შეუძლია უზრუნველყოს მეორე
სიგნალი და გაააქტივოს T უჯრედები, რომელთა ზეგავლენით B ლიმფოციტები
გადაიქცევიან ანტისხეულ-წარმომქმნელ პლაზმურ უჯრედებად (Raghavan et al., 1997).

1.2.3 G-CSF-ისა და IFNγ-ს გავლენა

მონოციტების აქტივაციისათვის ხშირად მიმართავენ ციტოკინებით სტიმულაციას.
ასეთი ციტოკინების რიცხვს, როგორც უკვე აღვნიშნეთ, მიეკუთვნება G-CSF და IFNγ.

G-CSF (გრანულოციტების კოლონია მასტიმულირებელი ფაქტორი) - 18kDa-იანი
გლიკოპროტეინია და მიეკუთვნება კოლონია მასტიმულირებელი ფაქტორების (CSF)-
ის ოჯახს. იგი კოდირდება მე-17 ქრომოსომის გრძელ მხარში განლაგებული გენით. G-
CSF პროდუცირდება აქტივირებული მონოციტებისა და მაკროფაგების, აგრეთვე
ენდოთელური უჯრედებისა და ფიბრობლასტების მიერ. G-CSF-ს იკავშირებს
ნეიტროფილურ-გრანულოციტური რიგის ყველა უჯრედი. მისი რეცეპტორი 115kDa-
ია, მიეკუთვნება 1 ტიპის ციტოკინური რეცეპტორების ოჯახს. G-CSF-ის რეცეპტორის
ოთხი ფორმა არსებობს, რომლებიც ალტერნატიული სპლაისინგით მიიღება.
ლიგანდის დაკავშირება რეცეპტორთან იწვევს Jak1, Tyk2 და Jak2-ის აქტივაციას და
stat1, stat3 და stat5-ის ფოსფოლირილებას. G-CSF-ის ბიოლოგიური თვისებები
კარგადაა შესწავლილი. იგი ახდენს პლურიპოტენტური ღერო უჯრედების და
გრანულოციტების წინამორბედების პროლიფერაციას, ამცირებს კომიტირებული
წინამორბედების მომწიფების დროს და ახანგრძლივებს მომწიფებული ეფექტორული
უჯრედების სიცოცხლეს ცირკულაციაში. ადამიანის რეკომბინატული G-CSF
დღესდღეობით ფართოდ გამოიყენება კლინიკაში პოსტქიმიოთერაპიული
მკურნალობისთვის (Haernesh et al ., 2012).

IFN-γ 34 kDa-იანი ჰომოდიმერული ცილაა და გლიკოპროტეინების ოჯახს
მიეკუთვნება (Petersen et al., 1996). იგი მე-12 ქრომოსომაშია კოდირებული. IFNγ-ს ორი
ფორმაა ცნობილი, რომელიც პოსტტრანსლაციური მოდიფიკაციით,
გლიკოზილირებით მიიღება. ანტიგენურ სტიმულზე დამოკიდებულებით, CD4+T და
CD8+T უჯრედები IFN-γ-ს ძირითადი მაპროდუცირებლები არიან, თუმცა ამის უნარი
აქტივირებულ NK უჯრედებსაც გააჩნიათ. სხვა ციტოკინების მსგავსად, IFN-γ
უკავშირდება მაღალაფინურ (K=10-10-10-11M) მემბრანულ რეცეპტორს (CD119) (Willems
et al., 1994). IFN-γ-ს რეცეპტორებს ადამიანის ყველა უჯრედი ატარებს და მათი
რაოდენობა მერყეობს 200-დან 10000-მდე. მემბრანდაკავშირებული IFN-γ სწრაფად
ინტერნალიზდება და დეგრადირდება 37°C –ზე. IFN-γ-ს აძლიერებს მაკროფაგების
ანტი-სიმსივნურ და ანტი-მიკრობულ ფუნქციას, ნეიტროფილების, NK,
ვასკულარული ენდოთელური უჯრედების აქტივაციას, FcγR-რეცეპტორების
ინდუქციას და TNFα-ს სინთეზს. TNFα კი აძლიერებს ადჰეზიური მოლეკულების
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ექსპრესიას ენდოთელურ უჯრედებსა და ნეიტროფილებზე, ასტიმულირებს
მაკროფაგების მიერ IL-1-ის, IL-6-ს და თვით IFN-γ-ს სინთეზს (Petersen et al., 1996).

1.2.4 Toll-მსგავსი რეცეპტორები (TLR)

1.2.4.1 TLR-ების ოჯახის დახასიათება

ბუნებრივი იმუნური პასუხი წარმოადგენს მიკრობული პათოგენების წინააღმდეგ
მიმართული თავდაცვის პირველ ხაზს. იმუნური სისტემის გააქტივებას იწვევს
პათოგენებისთვის და დაზიანებისთვის დამახასიათებელი მოლეკულური ნაკრებების
(pathogen- and damage-associated molecular patterns - PAMPs, DAMPs) მოქმედება,
მაგალითად, ბაქტერიული ლიპოპოლისაქარიდები (LPS), პეპტიდოგლიკანები,
ლიპოთეიქოის მჟავა, ლიპოარაბინომანანი და ბაქტერიული დნმ, ვირუსული დნმ და
რნმ, სითბური შოკის პროტეინები და სხვა (Hirschfeld et al., 2000).

თოლ-მსგავსი რეცეპტორები (TLR) - რეცეპტორების ოჯახია, რომლებიც მწერებიდან
დაწყებული ადამიანის ჩათვლით ყველა ორგანიზმში გვხვდება და ცენტრალურ როლს
თამაშობენ ბუნებრივ იმუნურ პასუხში. ისინი I ტიპის ტრანსმემბრანული
მოლეკულებია და ჰომოლოგიას ავლენენ IL-1-ის რეცეპტორის ციტოპლაზმურ
თიროზინის შემცველ (Toll/IL-1R-TIR) დომენთან, რომელიც მონაწილეობს სასიგნალო
კასკადის ინიცირების პროცესში. IL-1R TLR-ებისაგან განსხვავდება იმით, რომ მისი
უჯრედგარე ნაწილი შედგება სამი იმუნოგლობულინის მსგავსი დომენისაგან. TLR
დომენი ასევე ნანახია ციტოპლაზმურ ცილაში – მიელოიდური დიფერენციაციის
ფაქტორ 88-ში (MyD88), სადაც იგი, როგორც კარბოქსიტერმინალური დომენი
უკავშირდება ამინოტერმინალურ “სიკვდილის დომენს” (DD) (Hirschfeld et al., 2000).

TLR-ების აქტივაცია იწვევს ტრანსკრიპტორული ფაქტორის NF-kB-ს აქტივაციას და იმ
გენების ექსპრესიას, რომლებსაც NF-kB აკონტროლებს. ადამიანში TLR-ების შებოჭვა
იწვევს კოსტიმულატორული მოლეკულის B7.1-ის ექსპრესიას, რომელიც
აუცილებელია T უჯრედების აქტივაციისათვის. დღეისათვის ადამიანში ცნობილია 10
TLR და სამი ცილა CD180, (Nucleotide-Binding Oligomerization Domain Receptors) NOD1
და NOD2, რომლებიც მათთან სტრუქტურულ და ფუნქციურ ჰომოლოგიას ავლენენ
(Muzio et al., 2012).

CD180 (RP105) TLR4-ის ჰომოლოგს წარმოადგენს. TLR4 არის LPS-ის გამომცნობი
ძირითადი რეცეპტორი. ადამიანსა და თაგვებში მისი მუტაცია იწვევს LPS-დმი
ჰიპორეაქტიულობას. TLR4-თან ასოცირებულია MD1 მოლეკულა, მისი კოექსპრესია
აუცილებელია LPS-ით გამოწვეული სიგნალის გადაცემისათვის.

CD180 წარმოადგენს 105kD მოლეკულური მასის მქონე ტრანსმემბრანულ ცილას,
რომელიც ექსპრესირდება მონოციტებზე და დენდრიტულ უჯრედებზე (Nagai et al.,
2002), ასევე გამოუცდელ, მაგრამ არა ჩანასახოვანცენტრიან B უჯრედებზე. TLR4-ს
მსგავსად CD180 თანა-ექსპრესირდება MD-2-თან ერთად, რომელიც MD-1-ს



36

ჰომოლოგია (ნახატი 1.3). CD180 შეიცავს უჯრედგარე 22 LRRs და ცისტეინის ნარჩენს,
შიდაუჯრედული ,,კუდი“ ძალიან
მოკლეა და შედგება 6
ამინომჟავისაგან.

ნახატი 1.3. CD180-ის სტრუქტურა.

LPS-ის დაკავშირება TLR4-თან იწვევს
B უჯრედის აქტივაციას,
აინდუცირებს TLR-ის ტრადიციულ
სასიგნალო გზას. აქტივდება
MYD88/IRAK და MYD88-გან
დამოუკიდებელი TIRAP სასიგნალო
გზები, რის შედეგადც ხდება JNK-ს
და NF-kB-ს აქტივაცია (Leadbetter et
al., 2002; Michael et al., 2004). მეორეს

მხრივ, ნაჩვენები იყო, რომ BCR სასიგნალო გზაში მონაწილე მოლეკულების CD19-ის,
LYN-ის, BTK-ს, PI3K, BLNK ან PLC2-ის დეფიციტის შემთხვევაში LPS-ით
სტიმულაციის შემდეგ შეინიშნება პროლიფეტორული პასუხის მნიშვნელოვანი
დარღვევები. BTK, PI3K, BLNK და PLC2 BCR–ის სასიგნალო გზაში თანმიმდევრულად
არიან ასოცირებულნი “B უჯრედულ სიგნალოსომაში”, რომელიც უჯრედშიდა Ca2+-ის
ცვლას არეგულირებს. CD19 კი B უჯრედში განსაზღვრავს BCR–დან სიგნალის
გადაცემის ზღურბლს, LYN კინაზის აქტივაციის რეგულირების მეშვეობით (Fujimoto et
al., 2002). ამასთანავე, დადგინდა მრავალი ფაქტი, რომელიც CD19-ის და CD180-ის
ფუნქციურ კავშირზე მიუთითებს, აგრეთვე CD19-ის როლზე LPS-ით ინდუცირებულ
სასიგნალო გზაში (Fujimoto et al., 2002).

B უჯრედებზე CD180 ექსპრესია გაცილებით მაღალია, ვიდრე TLR4-ის. იგი ობოლი
რეცეპტორია, რომელიც ანტისხეულით შებოჭვის შემთხვევაში იწვევს ნორმალური B
უჯრედების აქტივაციასა და გამრავლებას. დადგინდა, რომ CD180-ის შებოჭვას
მოსდევს CD19-ის ფოსფორილება, ტრანსლოკაცია ლიპიდურ ტივებში და CD19-ის
მიერ პროტეინ თიროზინ კინაზა LYN-ის და ადაპტორული ცილა VAV-ის აქტივაცია
და SH2 დომენის მეშვეობით მათი დაკავშირება, ისევე, როგორც ეს ხდება BCR –ის
სასიგნალო გზის შემთხვევაში (Fujimoto et al., 2002; Yazawa et al., 2003). BCR-ის
ლიგაციის შემდეგ ადგილი ჰქონდა CD19-ის ძლიერ, მაგრამ ხანმოკლე
ფოსფორილებას, იმ დროს, როცა LPS-ით ან ანტი-CD180-ით ინდუცირებული CD19-ის
ფოსფორილებას ახასიათებდა დაბალი, მაგრამ ხანგრძლივი პერიოდი. LPS-ით
ინდუცირებული CD19-ის ფოსფორილებისათვის აუცილებელია CD180/MD1-ის
ექსპრესია, რადგანაც ანტი-MD-1 ანტისხეულები, რომლებიც აბლოკებდნენ
CD180/MD1 კომპლექსთან LPS–ის დაკავშირებას, სრულიად თრგუნავდა CD19-ის
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ფოსფორილირებას (Fujimoto et al., 2002). CD19-ის მნიშვნელოვანი როლი CD180-ის
სასიგნალო გზაში ასევე ნაჩვენები იქნა ექსპერიმენტულად თაგვებში, როცა TLR-/- და
MYD88-/- დეფიციტურ თაგვებში ანტი-CD180 მკა-ით მოქმედების საპასუხოდ
გამოვლინდა B უჯრედების ისეთივე პროლიფერაციული პასუხი, როგორიც wild type
თაგვების შემთხვევაში, რაც მიუთითებდა იმაზე, რომ CD180-ის სასიგნალო გზა
რეგულირდება არა TLR-ებისათვის დამახასიათებელი MYD88-ით და IL-1R
გამააქტივებელი კინაზის (IRAK) მიერ, არამედ B უჯრედ-სპეციფიური სასიგნალო
მოლეკულების, კერძოდ CD19-ის მიერ (Fujimoto et al., 2002).

ნახატი 1.4. CD180/RP105-ის და TLR4--ის სასიგნალო გზები (Yazawa et al., 2003)

ამგვარად, CD180 და TLR4 სიგნალის გადაცემისათვის იყენებენ სხვადასხვა
მოლეკულებს. TLR4 იყენებს MYD88-ს და არ არის დამოკიდებული CD19-ის
ექსპრესიაზე, იმ უჯრედების მსგავსად, რომლებიც საერთოდ არ ექსპრესირებენ CD19.
ამის საპირისპიროდ, CD180-ის ლიგაცია იწვევს LYN-ის აქტივაციას და CD19-ის
ფოსფორილებას, CD19 კი თავის მხრივ, კიდევ უფრო აძლიერებს LYN-ის აქტივაციას.
აღსანიშნავია, რომ CD180-ის და CD19-ის ფიზიკური კავშირი ჯერ-ჯეჯრობით არ არის
დადგენილი. ასევე გაუგებარია ის მექანიზმი, რომლითაც CD180 და TLR4
ურთიერთშეთანხმებით არეგულირებენ LPS-დმი პასუხს. ადამიანისა და თაგვის B
უჯრედებში CD180-ის შებოჭვის საპასუხოდ გამოწვეული აქტივაციისას ადგილი აქვს
MHC  II კლასის, CD80/CD86-ისა და CD40-ს ექსპრესიის ზრდას (Porakishvili et al.,  2005;
2011; 2015), უჯრედშიდა Ca2+-ის მობილიზაციას, C-myc-ს ექსპრესიასა და უჯრედული
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ციკლის აჩქარებას. ამავდროულად, B უჯრედების აქტივაციას თან სდევს CD180-ს
ექსპრესიის დონის შემცირება.

ჩვენმა საერთაშორისო ჯგუფმა დაადგინა, რომ CD180 ჰეტეროგენულად
ექსპრესირდება B-ქლლ უჯრედებზე, თუმცა B-ქლლ-ში CD180+ უჯრედების რიცხვი
ყოველთვის ნაკლებია, ნორმალურ B უჯრედებთან შედარებით. CD180-ს ექსპრესიის
IgVH გენების მუტაციურ სტატუსთან კავშირის შესწავლისას აღმოჩნდა, რომ CD180
უფრო მაღალია M-CLL-ის შემთხვევაში მაშინ, როდესაც sIgM-ს ექსპრესია, პირიქით, U-
CLL ჭარბობდა (Porakishvili et al., 2005).

CD180+B-ქლლ უჯრედები იყოფა ორ ჯგუფად - “არამოპასუხე’’ და “მოპასუხე’’,
რომლებიც CD180-ის შებოჭვას მკა-თი პასუხობენ აქტივაციითა და პროლიფერაციით.
ჯანმრთელ დონორების B-ლიმფოციტების და „მოპასუხე“ B-ქლლ-ის შემთხვევაში
CD40-ის ან CD180-ს შებოჭვას ან რეკომბინანტული rIL-4-ს დამატებას მოჰყვება
CD19+CD86+ და CD19+/Ki67+ უჯრედების რაოდენობის ზრდა, ამასთანავე CD180-ს
უფრო ძლიერი აქტივატორული გავლენა გააჩნნდა, ვიდრე ანტი-CD40 ან rIL-4-ს
(Porakishvili et al., 2005; 2011).

ცნობილია, რომ ანტი-CD40 მკა და IL-4 იცავს B-ქლლ უჯრედებს აპოპტოზისგან. ანტი-
CD180 მკა-ით ზემოქმედების საპასუხოდ ჯანმრთელი დონორების B უჯრედებში და
„მოპასუხე“ B-ქლლ უჯრედებში ასევე მცირდებოდა აპოპტოზი და იზრდებოდა Mcl-
1-ს დონე. აღსანიშნავია, რომ CD180- და „არამოპასუხე“ B-CLL კლონები ასევე სუსტად
პასუხობენ ანტი-CD40 მკა-ით და IL-4-ით სტიმულაციაზე, თუმცა CD40-ს ექსპრესია
„მოპასუხე“ და „არამოპასუხე“ უჯრედებში მნიშვნელოვნად არ განსხვავდება, რაც,
შესაძლოა, მეტყველებს ამ უკანასკნელების ანერგიაზე. CD180-სა და CD40-ს თანა-
შებოჭვა ნორმაში და „მოპასუხე“ B-ქლლ კლონებში იწვევს სინერგისტულ ეფექტს,
თუმცა „არამოპასუხე“ უჯრედებზე ასეთი თანა-სტიმულაცია ეფექტს არ ახდენს.
უფრო მოგვიანებით დადგინდა, რომ CD180-ის შებოჭვა ჯანმრთელი დონორების B-
ლიმფოციტებსა და „მოპასუხე“ B-ქლლ კლონებში იწვევს pZAP70/Syk, p38MAPK, ERK
და AKT პროტეინ-კინაზების ფოსფორილირებას (Porakishvili et al., 2011; 2015).

1.2.4.2 TLR-ების ექსპრესია მონოციტ/მაკროფაგებზე

მონოციტ/მაკროფაგებით წარმოებული იმუნური პასუხი მიმდინარეობს მიკრობის
PAMP-სებისა და ქსოვილოვანი DAMP-სების გამოცნობით, ფაგოციტოზით და
ანთებითი მედიატორების გამოთავისუფლებით (Visintin et al., 2001). თოლ-მსგავსი
რეცეპტორების ოჯახის ორი წარმომადგენელი მონაწილეობას ღებულობს ამ
პროცესში: TLR4 ამოიცნობს გრამ-ნეგატიური ბაქტერიების LPS, TLR2 კი გამოიცნობს
გრამ-პოზიტიური მიკროორგანიზმებისა და მიკობაქტერიულ კომპონენტებს. MyD88
ადაპტორი ცილა თავისი კარბოქსი-ტერმინალური TLR დომენით, ხოლო
ამინოტერმინალური DD დომენით იკავშირებს კინაზა IRAK-ის ამინოტერმინალურ
DD დომენს. IRAK წარმოადგენს სერინ/თრეონინ კინაზის ოჯახის წევრს. ამის შემდეგ
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IRAK განიცდის აუტოფოსფორილებას და უკავშირდება TRAF6-ს, რომელიც
ადაპტორულ ცილას წარმოადგენს და მონაწილეობს რა თოლ-მსგავსი
რეცეპტორებიდან, IL-1R–დან და TNF-α –დან სიგნალის გადაცემაში, მნიშვნელოვან
როლს ასრულებს NF-kB-ს აქტივაციაში (Visintin et al., 200; Muroi et al., 2008).
აღსანიშნავია, რომ IL-1-დან სიგნალის გადაცემა ხდება ისეთივე გზით, როგორც TLR-
დან და მასში მონოწილეობენ იგივე სასიგნალო მოლეკულები (Muzio et al., 2008). TLR2
და TLR6-სგან შემდგარი ჰეტეროდიმერი ამოიცნობს პეპტიდოგლიკანს. TLR2 და TLR6-
ის ურთიერთკავშირის შედეგად ხდება ციტოკინების ინდუქცია. TLR2 მონომერი და
მონოდიმერი ამოიცნობს სხვა კომპონენტებს, ბაქტერიულ ლიპოპროტეინებს.

ჩვენი ჯგუფის წინა კვლევებში დადგინდა თოლ-მსგავსი რეცეპტორების ოჯახის
წევრის CD180-ის დაკლებული ექსპრესია B ქლლ უჯრედებზე (Porakishvili et al., 2005)
იმის გათვალისწინებით რომ, ქლლ პირობებში CD180-ის ექსპრესია
მონოციტ/მაკროფაგებზე აქამდე შესწავლილი არ იყო, მიზანშეწონილად ჩავთვალეთ
მონოციტებში CD180-ის ექსპრესიის შესწავლა.

1.3 MEC1 უჯრედული ხაზი

MEC1 უჯრედული ხაზი წამოადგენს ქლლ პაციენტიდან მიღებულ,
ტრანსფორმირებულ B ლიმფოციტებს. იგი მიიღეს 58 წლის მამაკაცისგან, რომელსაც
1990 წელს დაუდგინეს B-ქლლ-ს მე-2 სტადია, თუმცა პაციენტის ფენოტიპი
განსხვავდებოდა კლასიკური B-ქლლ-სგან იმით, რომ ახასიათებდა ზედაპირული
იმუნოგლობულინის (sIg) მაღალი ექსპრესია,  CD23 და FMC7 კი უარყოფითი იყო.
მომდევნო წლებში პაციენტის უჯრედები ხელახლა გააანალიზეს და გამოვლინდა
რიგი ცვლილებები. 1992 წელს უჯრედები გახდნენ CD25 და FMC7 დადებითები. 1993
წელს B უჯრედების 80%-ზე გამოვლინდა ძლიერი sIg და FMC7, ხოლო CD5 და CD23
აღარ ქონდათ. მორფოლოგიურად აღინიშნებოდა მოცირკულირე უჯრედების 50%-ში
პროლიმფოციტური ტრანსფორმაცია. (11;14) ტრანსლოკაცია და Bcl-1-ს გადაჯგუფება,
რაც იწვევს PRAD/Cyclin D1 (Parathyroid Adenomatosis/ Cyclin D1) ცილის მომატებულ
ექსპრესიას და არის მანტიის ზონის ლიმფომისთვის დამახასიათებელი, არ
აღინიშნებოდა. ამ შედეგების მიხედვით, პაციენტს დაუდგინდა B-ქლლ-ს
პროლიმფოციტური ტრანსფორმაცია. დროთა განმავლობაში პაციენტს გამოუვლინდა
ლიმფური კვანძებისა და ელენთის გადიდება (Stacchini et al., 1999; Rasul et al., 2014).

უჯრედული ხაზი მიიღეს პაციენტის პერიფერიული სისხლის ლიმფოციტებიდან 1993
წელს. თეთრი უჯრედების რიცხვი შეადგენდა 39×103/მლ. უჯრედები გამოყვეს
ფიკოლ-ჰიპაკის სიმკვრივის გრადიენტში, შემდეგ 2-ჯერ გარეცხეს RPMI-1640 საკვები
არით, გადაიტანეს Iscove’s Modified  Dulbecco Medium (IMDM)-ში, დაუმატეს 10%-იანი
ჩანასახოვანი ხბოს შრატი, შემდეგი კონცენტრაციით - 2×106/მლ 25სმ2 ზომის
კულტურალურ ბოთლში მოათავსეს ინკუბატორში 37 °C -ზე 5% CO2-ს პირობებში. 4
კვირის შემდეგ უჯრედებმა დაიწყეს მუდმივი პროლიფერაცია.
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MEC1 უჯრედები იზრდებიან ჭურჭლის კედლებზე და წარმოქმნიან აგრეგატებს. მათ
ახასიათებთ მე-17 ქრომოსომის მოკლე მხრის დელეცია. უჯრედების გაორმაგების
დრო შეადგენს 40 საათს, განუწყვეტელი ზრდა შეუძლიათ 50 თვეზე მეტ ხანს. MEC1
უჯრედული ხაზი ხასიათდება მომწიფებული B უჯრედების მარკერებით CD19, CD20,
CD21, CD22, გამოირჩევიან CD23, CD80 და CD86-ს მაღალი ექსპრესიით. ასევე MEC1-
ზე წარმოდგენილია შემდეგი ადჰეზიური მოლეკულები: CD11a, CD18, CD44, CD49d
და CD54, ხოლო CD5, CD28 და FMC7-ით უარყოფითია. მიელოიდური და T
უჯრედული მარკერები MEC1-–ზე არ ვლინდება. MEC1 არის EBV+, B-ქლლ-ს მქონე
პაციენტების უმეტესობა არიან ასევე EBV+, მათ ლიმფოციტების ზედაპირზე აქვთ EBV
რეცეპტორი CD21.

MEC1 B უჯრედების ხაზის ჩამოყალიბების მთავარი მიზეზი იყო შეექმნათ B-ქლლ-ს
ანალოგიური in vitro მოდელი, რომ შეესწავლათ მასში მიმდინარე ბიოლოგიური
პროცესები (Stacchini et al., 1999). სხვა ანალოგიური მოდელი ჯერჯერობით არ
არსებობს. ჩვენ ეს მოდელი გამოვიყენეთ პროლიფერირებადი ქლლ უჯრედების
ზოგიერთი თვისების დასადგენად.
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თავი 2

გამოყენებული მასალა და კვლევის მეთოდები

პაციენტების დახასიათება

გამოკვლევა ჩატარებულია ივ. ჯავახიშვილის სახელობის თბილისის სახელმწიფო
უნივერსიტეტის იმუნოლოგიის და მიკრობიოლოგიის კათედრასთან არსებულ
სასწავლო და კვლევით ლაბორატორიაში. კვლევის მასალად გამოვიყენეთ B-ქლლ-ით
დაავადებულების და ჯანმრთელი პირების პერიფერიული სისხლი, რომლის აღება
წარმოებდა დილით 11-12.00 სთ-ზე, უზმოზე. ანტიკოაგულანტად გამოიყენებოდა
ჰეპარინი 10მლ სისხლზე 1000 ერთეულის გაანგარიშებით.

გამოკვლეულ იქნა 51 B-ქლლ დაავადებულის პერიფერული სისხლი, რომელიც
მოწოდებულ იქნა გრ. მუხაძის სახ. საქართველოს ჰემატოლოგიისა და სისხლის
გადასხმის ინსტიტუტიდან (ექიმი პროფესორი დ. ღირდალაძე). ავადმყოფთა
საშუალო ასაკი 64 წელი იყო (52-დან 79-მდე). საკონტროლო ჯგუფად აღებული იქნა
ამავე ასაკის 20 ჯანმრთელი პირის სისხლი (ასევე მოწოდებული პროფესორ დ.
ღირდალაძის მიერ).

გამოკვლეული B-ქლლ ავადმყოფებიდან 24 იყო მამაკაცი და 27 ქალი. 28 ავადმყოფი
იყო პრაქტიკულად არანამკურნალები, ანუ მკურნალობა არ მიუღია გამოკვლევამდე
მინიმუმ 6 თვის განმავლობაში, ხოლო 23 ნამკურნალები. მკურნალობა
მიმდინარეობდა კორტიკოსტეროიდებით და COP-ით.

გართულებების სახით აღინიშნებოდა, ძირითადად, სასუნთქი გზების ვირუსული და
ბაქტერიული ინფექციები, ასევე ჰერპესული ინფექცია. ყველა B-ქლლ პაციენტის
დიაგნოზი დადასტურდა იმუნოფენოტიპირებით ჩვენს ლაბორატორიაში, გამდინარე
ციტომეტრის საშუალებით (CD5>60%,CD19>60%).

პერიფერიული სისხლის მონოციტების და ნეიტროფილების გამოყოფა სიმკვრივის
გრადიენტში

10 მლ სისხლს ვიღებდით წინამხრის ვენიდან და ვაზავებდით ჰენქსის ხსნარით
(Gibco) 1:1 შეფარდებით. 10 მლ ნარევს ვაშრევებდით 3 მლ ფიკოლ-ჰაიპაკის
(LymphoPrep, Nycomed) 1.119 გ/ლ და 3 მლ ფიკოლ-ჰაიპაკის 1077გ/ლ სიმკვრივის
გრადიენტებზე ორი განსხვავებული უჯრედული პოპულაციის მისაღებად,
ვაცენტრიფუგებდით 40წთ 800 ბრ/წთ-ზე +4°C-ზე. ვიღებდით ინტერფაზებიდან
უჯრედების რგოლს ცალცალკე, ორჯერ ვრეცხავდით ჰენქსის ხსნარში 15წთ და 10წთ-
ით 400 ბრ/წთ-ზე ცენტრიფუგირებით. ამის შემდეგ უჯრედებს ვასუსპენდირებდით
1მლ არე RPMI-1640-ში (Sigma) გამდიდრებულ 10% ხბოს ემბრიონული შრატით (Gibco)
და ვითვლიდით მათ რაოდენობას სინათლია მიკროსკოპში 1მლ-ში ჰემოციტომეტრის
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4 კუთხის კვადრატში (თითოეული - 1მმ2) და მიღებულ რაოდენობას ვამრავლებდით
104, რათა მიგვეღო უჯრედების კონცენტრაცია/მლ-ში.

მონოციტების და ნეიტროფილების სტიმულაცია G-CSF-ითა და IFN-ით

გამოყოფილ და გარეცხილ მონოციტებს ან ნეიტროფილებს ვასუსპენდებდით არე
RPMI-1640-ში კონცენტრაციით 106 უჯრედი/მლ. 96-ფოსოიანი პლანშეტის ფოსოებში
(Nunc) გადაგვქონდა 200 1 უჯრედების სუსპენზია და ვუმატებდით 10 1
რეკომბინანტულ IFN-ს (Sigma) კონცენტრაციით 500ერთ/მლ ან/და 50 1
რეკომბინანტულ G-CSF (Sigma) კონცენტრაციით 100 ნგ/მლ. საკონტროლო უჯრედებს
ციტოკინებს არ ვუმატებდით. უჯრედებს ვაინკუბირებდით თერმოსტატში +37°C–ზე,
12 საათის განმავლობაში. ინკუბაციის შემდეგ უჯრედებს ვრეცხავდით ორჯერ.
რეცხვა მიმდინარეობდა RPMI-1640-ში 1500 ბრუნზე 5-5 წთ. უჯრედების
კონცენტრაცია მიგვყავდა კვლავ 106 უჯრედი/მლ და ამ სუსპენზიას ვიყენებდით
Staphylococcus aureus-ის ნაწილაკების ფაგოციტოზის შესასწავლად.

ოფსონიზირებული და არაოფსონიზირებული Staphylococcus aureus-ის ფაგოციტოზი
მონოციტების მიერ

ნაწილაკების ოფსონიზაცია:

სინჯარაში ვათავსებდით 15მკლ Staphylococcus aureus-ის ნაწილაკებს, ვუმატებდით
15მკლ მაოფსონიზირებელ ანტი-S. aureus პოლიკლონურ IgG–ს (ორივე – Molecular
Probes), ვასუსპენდებდით და 1 სთ-ით ვაინკუბირებდით თერმოსტატში +37°C -ზე.
შემდეგ ვრეცხავდით ოთხჯერ 200 მკლ PBS-ით (Sigma) 1500 ბრ/წთ-ზე 15 წთ-ის
განმავლობაში. სუპერნატანტს ვასხავდით, ხოლო ნალექს ვუმატებდით 400 მკლ არეს
RPMI-1640-ს და კარგად ვასუსპენდებდით.

ნაწილაკების შერევა მონოციტებთან

გამოყოფილი და გარეცხილი მონოციტების კონცენტრაცია მიგვყავდა 1x106 უჯრედი/
100მკლ-ში. სუსპენზიის ერთ ნიმუშს ვუმატებთ 20 მკლ წინასწარ ოფსონიზებულ S.
aureus-ის ნაწილაკებს, მეორე ნიმუშს კი არაოფსონიზირებულ ნაწილაკებს იმავე
რაოდენობით, შემდეგ ვასუსპენდებდით, 40 წთ და ვაინკუბირებდით თერმოსტატში
+37°C -ზე.

უჯრედების შეღებვა ტრიპანის ლურჯით

როგორც ოფსონიზირებული ისე არაოფსონიზირებული S.aureus პრეპარატებით
დამუშავებული მონოციტების 100მკლ სუსპენზიას ვუმატებდით 10მკლ ტრიპანის
ლურჯის (Sigma) 1%-იან ხსნარს, რომელსაც წინასწარ ვამზადებდით ციტრატულ
ბუფერში pH=4.8 (Sigma). როგორც შეუღებავ, ისე ტრიპანის ლურჯით შეღებილ
ნიმუშებში ფაგოციტოზის პროცენტულ მაჩვენებელს ვსაზღვრავდით გამდინარე
ციტომეტრში (FACScan, Beckton&Dicinson).
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მონოციტების და ქლლ უჯრედების ფენორტიპირება

200მკლ სისხლს ვამატებდით 4-4 მლ +37°C -მდე შემთბარ ლიზის-ბუფერს (0,9% NaCl-
FACS-Lysing Solution, განზავებით 1:10, Becton&Dickinson) და ვაინკუბირებდით
თერმოსტატში, +37°C ტემპერატურაზე, 5 წთ. შემდეგ ვაცენტრიფუგებდით 1500 ბრ/წთ,
5 წთ. ნალექს ვრეცხავდით 200 მკლ 1% PBS/BSA ხსნარით 1500 ბრ/წთ, 5წთ და
ვუმატებდით 10 მკლ ფლუოროქრომებით მონიშნულ მკა ადამიანის რეცეპტორების
მიმართ: FITC-კონიუგირებულ anti-CD64 და anti-CD16 (ორივე - BD Pharmagen), PE-
კონიუგირებულ anti-CD32 (Immunotech) და anti-CD180 (BD Pharmagen), და იზოტიპურ
კონტროლებს FITC-თაგვის IgG1 და PE-თაგვის IgG1 (ორივე - BD Pharmingen).
უჯრედებს ვაინკუბირებდით 40 წთ 4°C ტემპერატურაზე, ვრეცხავდით ორჯერ
PBS/BSA ხსნარით და ნალექის ვასუსპენდებდით 1% პარაფორმალდეჰიდის ხსნარში.
ნიმუშებს ვაანალიზებდით გამდინარე ციტომეტრში.ფენოტიპირების შედეგების
ანალიზს ვაწარმოებდით WinMDI 2.0 პროგრამის საშუალებით. ანალიზის დროს,
უჯრედების ზომის და გრანულარობის ხარისხის მიხედვით ვარჩევდით
ლიმფოციტების სიცოცხლისუნარიან პოპულაციას (ნახატი 2.1) და ამ
პოპულაციისათვის ვნახულობდით სათანადო ზედაპირული მარკერის ექსპრესიის

დონეს.

ნახატი 2.1 უჯრედების განაწილება ზომის
და გრანულარობის მიხედვით.
X-ღერძი - უჯრედების ზომა;
Y-ღერძი - უჯრედების გრანულარობა
წითელი ფერის პოპულაცია -
სიცოცხლისუნარიანი ლიმფოციტები;
მწვანე ფერის პოპულაცია -– მონოციტები;
ლურჯი ფერით პოპულაცია - მკვდარი
უჯრედები;
შავი ფერით პოპულაცია - დარჩენილი
ერითროციტები, მემბრანების ნახლეჩები.

შედეგები გამოისახებოდა ჰისტოგრამების
სახით, სადაც ფლუორესცენციის ინტენსივობა (X ღერძი) შეფარდებული იყო
უჯრედების რიცხვთან (Y ღერძი) (ნახატი 2.2). ყოველი ნიმუშისათვის ვსაზღრავდით
მარკერის მაექსპრესირებელი უჯრედების პროცენტს უჯრედების საერთო
პოპულაციაში. ზედაპირული მარკერების სიმკვრივის დასადგენად, ვიყენებდით
დაკავშირებული მკა საშუალო ფლუორესცენციის ინტენსივობას (ფსი), რომელსაც
ვსაზღცრავდით იმუნოფლუორესცენტული მიკრობურთულები (standart
immunofluorecent microbeads, Becton&Dickinson) დახმარებით. ჰისტოგრამების
საშუალებით პროცენტული შედგენილობის დასადგენად ვხმარობდით M1 - მარკერს,
დაყენებულს იზოტიპური კონტროლის მიხედვით (ნახატი 2.2).
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ნახატი 2.2. ზედაპირული მარკერის ექსპრესიის გამოსახულება ჰისტოგრამის სახით.

X-ღერძი – ფლუორესცენციის ინტენსივობა;
Y-ღერძი -– უჯრედების რიცხი;
შავი ხაზით აღნიშნულია იზოტიპური კონტროლის კონტური.
გვერდით ტაბულაში ნაჩვენებია მარკერის მიხედვით ავტომატურად გამოთვლილი
პროცენტული მაჩვენებელი (Gated%) და MFI-ს (ფსი) მნიშვნელობა (Mean).

B-ქლლ ლეიკემიური უჯრედების გამოყოფა

ლიმფოციტების ფრაქციას კონცენტრაციით 4x106 უჯრედი/მლ, ვუმატებდით 500 მკლ
ანტი-CD8 და 500 მკლ ანტი-CD4 მკა (BD Pharmingen) და ვაინკუბირებდით 45წთ-ის
განმავლობაში 4OC. ინკუბაციის პარალელურად ვრეცხავდით თხის ანტი-თაგვური
ანტისხეულებით დაფარულ 300 მკლ მაგნიტურ ბურთულებს (Dynal) 3-ჯერ 2 მლ არე
RPMI-1640 (1 წთ ვაჩერებდით მაგნიტზე) და ვინახავდით მაცივარში.

უჯრედებს 2-ჯერ ვრეცხავდით ანტისხეულებისგან 5 მლ არე RPMI-1640 და
ვასუსპენირებდით არე RPMI-1640, ვამატებდით გარეცხილ ბურთულებს, კვლავ
კარგად ვასუსპენდებდით, რის შემდეგ ვაინკუბირებდით 45 წთ-ის განმავლობაში 4OC
მუდმივი ბრუნვის პირობებში. ინკუბაციის შემდეგ ვაჩერებდით 3 წთ მაგნიტზე,
ვაშორებდით სუპერნატანტს და მას 2-ჯერ ვრეცხავდით 5 მლ არე RPMI-1640
ცენტრიფუგირებით 1500 ბრუნი,  4OC. უჯრედებს ვითვლიდით ჰემაციტომეტრში.
გარეცხილ უჯრედებს ვაცილებდით სუპერნატანტს და ვასუსპენდებდით 1 მლ არეში.

B-ქლლ უჯრედების მონიშვნა ფლუორესცენტული საღებავით

უჯრედთა ნალექს ვუმატებდით 1 მლ Diluent C (Sigma) და ვასუსპედებდით 250С.
პარალელურად 996 მკლ Diluent C ვუმატებდით 4მკლ Red Fluorescent Linker (RFL,
PKH26, Sigma) საღებავს, კარგად ვურევდით 250С. 1 მლ საღებავს ვუმატებთ 1 მლ
უჯრედულ სუსპენზიას და კარგად ვურევდით 2-5წთ-ის განმავლობაში. რეაქციის
გასაჩერებლად ვუმატებდით 2მლ ხბოს ემბრიონულ შრატს და ვაზავებდით 4მლ არე
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RPMI-1640-ით, შემდეგ ვაცენტრიფუგებდით 1500 ბრუნზე, 40C, 10 წთ-ის
განმავლობაში. უჯრედებს ვრეცხავდით 10მლ არე RPMI-1640 ცენტრიფუგირებით
1500 ბრუნი, 40C, 10წთ. უჯრედები გადაგვქონდა ახალ სინჯარაში და ვრეცხავდით არე
RPMI-1640-ში კიდევ ორჯერ ზედმეტი (დაუკავშირებელი) საღებავის სრული
მოცილების მიზნით. უჯრედებს ვასუსპენდებდით 1მლ არე RPMI–1640-ში და ამ
სუსპენზიის 10 მკლ-ს, ვუმატებდით 200 მკლ ფოსფატურ ბუფერს და ვამოწმებდით
შეღებვის ხარისხს გამდინარე ციტომეტრიის მეშვეობით. B-ქლლ ლეიკემიურ
უჯრედთა კონცენტრაცია მიგვყავდა 4x106 უჯრედი/მლ.

ნეიტროფილების მიერ ლეიკემიური უჯრედების მიმაგრება/ინტერნალიზაცია

გასუფთავებული ნეიტროფილებისა და წეთელი საღებავით მონიშნული B-ქლლ
ლეიკემიური უჯრედების თანაინკუბაციას ვაწარმოებდით 4სთ და 24 სთ–ის
განმავლობაში ბისპეციფიური ანტისხეულის ანტი-CD64/ანტი-CD19 (ბსას, MEDAREX,
USA) 2 მკგ/მლ კონცენტრაციის თანაობისას ან ბსას გარეშე (კონტროლი). უჯრედებს
ორჯერ ვრეცხავდით არე RPMI-1640-ში, 1000 ბრუნი, 10წთ, 40C და ნეიტროფილების
მიერ ლეიკემიური უჯრედების მიმაგრება/ინტერნალიზაციას ვსაზღვრავდით
გამდინარე ციტომეტრში (Beckton&Dicinson). ნეიტროფილების პოპულაციაში
ვითვლიდით იმ ნეიტროფილთა რაოდენობას, რომელთაც დაკავშირებული ჰქონდათ
RFL+ წითელი ქლლ უჯრედები, მინიმუმ 20 000 ნეიტრიფილზე.

MEC1 უჯრედული კულტურა

ეს უჯრედული ხაზი მიღებულია საჩუქრად უესტმისტერის უნივერსიტეტიდან (დიდი
ბრიტანეთი). უჯრედებს ვასუსპენდებდით არე RPMI-1640-ში, რომელიც შეიცავდა 10%
ინაქტივირებულ ხბოს ემბრიონალურ შრატს, 200U/მლ პენიცილინს, 100 გ/მლ
სტრეპტომიცინს, L-გლუტამინს (ყველა - Gibco). უჯრედების კონცენტრაცია მიგვყავდა
1x106/მლ-ში, და მათ ვათავასებდით 200 მლ/ლ კულტურალურ ბოთლებში 370C-ზე, 5%
CO2-ის ატმოსფეროში. ბოთლში სითხის რაოდენობა შეადგენდა 35მლ-ს. გადათესვას 6
დღიანი ექსპერიმენტების დროს ვაწარმოებდით 144 საათზე. გადათესვისას
უჯრედების კონცენტრაცია მიგვყავდა 0.5x106/მლ 370C-მდე გამთბარ არეში.
კულტურის ზრდის მონიტორინგისთვის ყოველ 24 საათში ჰემოციტომეტრში (Sigma)
ვითვლიდით უჯრედების საერთო რაოდენობას, როგორც ზემოთ არის აღწერილი.

უჯრედების სიცოცხლისუნარიანობის შემოწმება

სიცოცხლისუნარიანობის შემოწმების მიზნით უჯრედებს კულტურიდან ამოღებისას
ვღებავდით ტრიპანის ლურჯის 18%-ანი ხსნარით (Sigma), პროპორციით 20 მკლ
ტრიპანის ლურჯის/20 მკლ უჯრედების სუსპენზიაზე. მიკროსკოპში X400
გადიდებაზე ჰემოციტომეტრში ვითვლიდით შეღებილი უჯრედების რაოდენობას
კამერის ოთხივე კუთხის დიდ კვადრატში (მინიმუმ 100 უჯრედზე). ნეკროზული
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უჯრედების გამოთვლას ვაკეთებდით ფორმულით: შეღებილი უჯრედების
რაოდენობა/უჯრედების საერთო რაოდენობა x 100%.

პრეპარატების მიღება ციტოცენტრიფუგირების გზით

უჯრედების კონცენტრაცია მიგვყავდა 2x106/მლ-მდე,  100 მკლ უჯრედების სუსპენზია
გადაგვქონდა ციტოცენტრიფუგას (Shandon Cytospin 2) კიუვეტებში. კიუვეტა
შედგებოდა სასაგნე მინისგან (slide), მეტალის დამჭერისგან (metal holder), ძაბრისგან
(funnel) და ქაღალდის ფილტრისგან (paper pad, ნახატი 2.3). სუსპენზიას ვამატებდით
ცენტრიფუგაში ჩამდგარი კიუვეტის ძაბრში. ციტოცენტრიფუგას ვაყენებდით 5

წუთზე, 600(RPM) ბრუნვის სიჩქარეზე. ცენტრიფუგირების
შემდეგ სასაგნე მინაზე დალექვის გზით მიღებულ
პრეპარატს ვაფიქსირებდით ძმარმჟავა-ეთანოლის (3:1)
ფიქსატორით 10 წუთის განმავლობაში, ვავლებდით
გამოხდილი წყლით და ვაშრობდით ჰაერზე.

პრეპარატის შესაღებად ვიყენებდით გიმზა-რომანოვსკის
საღებავს განზავებით 1:20 დისტილირებულ წყალში.
პრეპარატებს ვღებავდით 5-7 წუთის განმავლობაში, რის
შემდეგ ვრეცხავდით ჯერ გამდინარე და მერე გამოხდილი
წყლით და ვაშრობდით ჰაერზე.

ნახატი 2.3. ციტოცენტრიფუგის კიუვეტის სქემატური გამოსახულება: მეტალის
დამჭერი(metal holder), სასაგნე მინა (slide), ქაღალდის ფილტრი (paper pad), ძაბრი
(funnel).

მიტოზური ინდექსის განსაზღვრა

მიტოზური ინდექსის (MI) დასათვლელად მიკროსკოპში x1,000 გადიდებაზე
ვითვლიდით მიტოზური უჯრედების რაოდენობას 1000 უჯრედზე. მიტოზური
უჯრედების სურათებს ვიღებდით მიკროსკოპზე მიერთებული ციფრული კამერით
DP300i პროგრამული პაკეტის Minisee-ს გამოყენებით.

MEC1 უჯრედული ხაზის ფენოტიპირება

MEC1-სთვის დამახასიათებელი აგრეგატების
წარმოქმნის გამო (სურათი 2.1).

სურათი 2.1. MEC1 უჯრედების აგრეგატი
ჰემოციტომეტრის კამერაში. გადიდება x200.

ექსპერიმენტის დაწყებამდე ინკუბატორიდან
გამოღების შემდეგ, უჯრედებს ვათავსებდით 20 წთ
40C-ზე, რის შემდეგაც პიპეტირების გზით
ადვილად ვღებულობდით ცალკეული უჯრედების
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სუსპენზიას.

უჯრედების კონცენტრაცია სუსპენზიაში მიგვყავდა 2x106 უჯრედამდე მლ-ში და
გადაგვქონდა 2მლ-ან ეპენდორფებში. უჯრედებს ვაცენტრიფუგებდით 5 წუთი, 400G-
ზე, 40C-ზე. უჯრედების ნალექს ვრეცხავდით 2-ჯერ 200 მკლ 1%-ანი PBS/BSA(Sigma)
და ფენოტიპირებას ვაწარმოებდით, როგორც ზემოთაა აღწერილი. შედეგების
ვაანალიზებდით გამდინარე ფლუორომეტრით.

სტატისტიკური ანალიზი

მიღებული შედეგები გაანალიზირებული იქნა შესაბამისი სტატისტიკური
მეთოდებით, საჭიროების მიხედვით:

სტანდარტული პარამეტრული სტიუდენტის t-ტესტით;
პირსონის კორელაციის კოეფიციენტით;
არაპარამეტრული მან-უიტნის U-ტესტთ;
სპირმანის კორელაციის კოეფიციენტით.

p-ს მნიშვნელობა <0.05 მიჩნეულ იქნა სტატისტიკურად მნიშვნელოვან და ღირებულ
მაჩვენებლად.

სტატისტიკური დამუშავებისთვის და გრაფიკების აგებისთვის გამოყენებულ იქნა
Microsoft Office Excel, ასევე ვისარგებლით შემდეგი ვებ-კალკულატორებით:
http://www.danielsoper.com/statcalc/calc44.aspx (კორელაციის სარწმუნოების შეფასება
Student t ტესტის მიხედვით);
http://elegans.som.vcu.edu/~leon/stats/utest.html (მან-უიტნის U-ტესტი).
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თავი 3

მიღებული შედეგები და მათი განხილვა
3.1 ქლლ მონოციტებს დაქვეითებული აქვთ ბაქტერიების ფაგოციტოზის
უნარი

როგორც არაერთხელ აღვნიშნეთ ლიტერატურის მიმოხილვაში, ქლლ მიმდინარეობას
ახასიათებს იმუნოდეფიციტის ჩამოყალიბება, რასაც მოჰყვება ინფექციური
დაავადებების სიხშირის მომატება. ეს გამოწვეულია როგორც დაავადების
მსვლელობით, ასევე მკურნალიბით. ხშირად სწორედ ინფექციური გართულებები
წარმოადგენენ ამ ლეიკემიის ლეტალური შედეგის მიზეზს, განსაკუთრებით
აგრესიულად მიმდინარე ფორმებში. აქვე უნდა დავძინოთ, რომ საქართველოში
კვლავინდებურად გამოიყენება ქლლ მკურნალობის ტრადიციული თერაპიული
საშუალებები, როგორიცაა COP.

ბაქტერიული და ვირუსული ინფექციების სიხშირის მატება B-ქლლ-ით
დაავადებულებში ინტერესის ფოკუსში ათავსებს მათ საწინააღმდეგო ბუნებრივი
იმუნიტეტს რეაქციების - ფაგოციტოზისა და ADCC, რასაც განახორციელებენ
გრანულოციტები, მონოციტ/მაკროფაგები და NK უჯრედები (Punit et al., 2006). ეს
რეაქციები ასევე მნიშვნელოვან როლს ასრულებენ მკა-ით მკურნალობის
ეფექტურობაში, ანადგურებენ რა მკა-ით ოფსონიზირებულ ლეიკემიურ უჯრედ-
სამიზნეებს. მიუხედავად ამისა, ლიტერატურული მონაცემები ფაგოციტური
უჯრედების ფუნქციური დარღვევების შესახებ ძალიან მწირია და შემოიფარგლება
ინფორმაციით შემცირებული ქემოტაქსისის შესახებ (Itala et al., 1996). ჩვენს ხელთ არ
აღმოჩნდა რაიმე ინფორმაცია ქლლ-ის დროს მონოციტების ფუნქციური ცვლილებების
შესახებ, რაც წარმოადგენს მოცემული ნაშრომის ერთ-ერთ მნიშვნელოვან ამოცანას.

ჩვენმა მონაცემებმა აჩვენა, რომ ქლლ პირობებში ადგილი აქვს Staphylococcus aureus-ის
ნაწილაკების მონოციტებთან შეკავშირების უნარის სარწმუნო დაქვეითებას
საკონტროლო უჯრედებთან შედარებით (გრაფიკი 3.1). ამ გრაფიკზე ნაჩვენებია
ბაქტერიების შემაკავშირებელი მონოციტების პროცენტი. საინტერესოა, რომ
Staphylococcus-ის ნაწილაკების ოფსონიზაციამ არ მოახდინა ამ შედეგებზე რაიმე
გავლენა (გრაფიკი 3.1, სვეტები 1 და 3). მოსალოდნელი იყო, რომ ბაქტერიული
ნაწილაკების ოფსონიზაცია ხელს შეუწყობდა მათ ადჰეზიას მონოციტების
ზედაპირზე, მაგრამ ეს ჰიპოთეზა არ დამტკიცდა, რაც არაპირდაპირი გზით
მიუთითებს Fc რეცეპტორების აბერანტულ აფინობასა ან/და ექსპრესიაზე ქლლ
მონოციტებზე, ამ საკითხს ჩვენ ქვევით განვიხილავთ.

პირადი კომუნიკაციიდან (პროფესორი ჯონ ჰოლტონი, დიდი ბრიტანეთი) ჩვენ
შევიტყვეთ, რომ ტრიპანის ლურჯით ფაგოციტების დამუშავება ხელს უშლის
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ბაქტერიების ინტერნალისაციას, მაგრამ არ მოქმედებს მათ ადჰეზიაზე. მაშასადამე,
ჩვენი ჰიპოთეზის მიხედვით, ტრიპანის ლურჯით დამუშავებას უნდა მოყოლოდა
ბაქტერიული ნაწილაკების ოფსონიზაციის მკვეთრი შესუსტება როგორც
საკონტროლო, ასევე ქლლ მონოციტებში. მართლაც, გარკვეულწილად ტრიპანის
ლურჯით მონოციტების დამუშავებამ შეაფერხა ოფსონიზირებული S. Aureus
მონოციტების მიერ შთანთქმა, თუმცა ეს რედუქცია არ ატარებდა დრამატულ ხასიათს
და არ აღმოჩნდა სარწმუნო (გრაფიკი 3.1, სვეტები 3 და 4, p=0.051).

გრაფიკი 3.1. S. aureus-ის ნაწილაკების ფაგოციტოზი B-ქლლ პაციენტებისა (n=22) და
ჯანმრთელი პირების (n=15) მონოციტების მიერ. სვეტები 1: ფაგოციტოზი
არაოფსონიზირებული ნაწილაკების; 2: ფაგოციტოზი არაოფსონიზირებული
ნაწილაკების ტრიპანის ლურჯით; 3: ფაგოციტოზი ოფსონიზირებული ნაწილაკების;
4: ფაგოციტოზი ოფსონიზირებული ნაწილაკების ტრიპანის ლურჯით; გრაფიკზე
წარმოდგენილია საშუალო ± საშუალოდან გადახრა, p გამოთვლილია
არაპარამეტრული U- ტესტით.

ქლლ-ის დროს მონოციტების ფაგოციტური უნარიანობის დაქვეითება გაცილებით
უფრო დრამატულად გამომჟღავნდა ფლუორესცენციის საშუალო ინტენსივობის
მაჩვენებელის (ფსი - Mean Fluorescence Intensity, MFI), გამოყენებით ( გარფიკი 3.2). ფსი
აჩვენებს არა იმას, თუ რამდენმა მონოციტმა შემოიერთა/შთანთქა S. aureus ნაწილაკები,
არამედ რამდენი ნაწილაკის შთანთქმის უნარი გააჩნდა ამ მონოციტებს. როგორც
ნათელია 3.2 გრაფიკიდან, ქლლ მონიციტების ეს ფუნქცია ძლიერ დაქვეითებულია,
საკონტროლო მონოციტებთან შედარებით. კვლავინდებურად ტრიპანის ლურჯით
მონოციტების დამუშავებამ კიდევ უფრო მეტად და სარწმუნოდ შეაფერხა
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არაოფსონიზირებული (სვეტები 1 და 2, p=0.01) და ოფსონიზირებული (სვეტები 3 და
4, p=0.001) ბაქტერიული ნაწილაკების შთანთქმა. საინტერესოა, რომ ტრიპანის
ლურჯის ეს ეფექტი გამოვლინდა მხოლოდ ქლლ, და არა საკონტროლო მონოციტების
შემთხვევაში.

გრაფიკი 3.2. S. aureus-ის ნაწილაკების ფაგოციტოზი B-ქლლ პაციენტებისა (n=22) და
ჯამრთელი პირების (n=15) მონოციტებზე ფლურესცენციის საშუალო ინტესივობის
(ფსი) მიხედვით. სვეტები 1: ფაგოციტოზი არაოფსონიზირებული ნაწილაკების; 2:
ფაგოციტოზი არაოფსონიზირებული ნაწილაკების ტრიპანის ლურჯით; 3:
ფაგოციტოზი ოფსონიზირებული ნაწილაკების; 4: ფაგოციტოზი ოფსონიზირებული
ნაწილაკების ტრიპანის ლურჯით; გრაფიკზე წარმოდგენილია საშუალო±საშუალოდან
გადახრა, p გამოთვლილია არაპარამეტრული U- ტესტით, n=22.

ამრიგად, ჩვენი პირველივე ექსპერიმენტებით დადგინდა რომ ქლლ დროს ადგილი
აქვს მონოციტების მიერ ბაქტერიების მიერთებისა და შთანთქმის ფუნქციის
მნიშვნელოვან დარღვევას.

აქედან გამომდინარე, ჩვენ დავსვით შეკითხვა, ხომ არ შეიძლებოდა ამ ფუნქციის
გაძლიერება და გაუმჯობესება კლინიკურ პრაქტიკაში მიღებული ციტოკინებით,
კერძოდ კი IFN-ით და G-CSF-ით დამუშავების შედეგად. ეს ციტოკინები,
განსაკუთრებით კი G-CSF, ფართოდ გამოიყენება გრანულოციტების მიერ
ფაგოციტოზის გასაძლიერებლად, თუმცა მის მიმართ რეცეპტორები
ექსპრესირებულია მონოციტებზეც (Roilides et al., 1991; Behnen et al., 2010).
ჩვენსდაგასაკვირად, IFN-ით და G-CSF-ით 12სთ-მა სტიმულაციამ არამცთუ არ
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გააძლიერა, არამედ კიდევ უფრო დააკნინა ქლლ მონოციტების მიერ S. aureus-ის
მიერთების და შთანთქმის უნარი, შეფასებული როგორც ფაგოციტოზში ჩართული
მონოციტების პროცენტული რაოდენობით (გრაფიკი 3.3), ასევე მიერთებული და
შთანთქმული ბაქტერიების რაოდენობით - ფსი საშუალებით (გრაფიკი 3.4).

გრაფიკი 3.3. S. aureus-ის ნაწილაკების ფაგოციტოზი B-ქლლ პაციენტების IFN-ით და
G-CSF-ით სტიმულირებულ და არასტიმულირებული მონოციტების მიერ. სვეტები 1:
ფაგოციტოზი არაოფსონიზირებული ნაწილაკების; 2: ფაგოციტოზი
არაოფსონიზირებული ნაწილაკების ტრიპანის ლურჯით; 3: ფაგოციტოზი
ოფსონიზირებული ნაწილაკების; 4: ფაგოციტოზი ოფსონიზირებული ნაწილაკების
ტრიპანის ლურჯით. გრაფიკზე წარმოდგენილია საშუალო ± საშუალოდან გადახრა, p
გამოთვლილია არაპარამეტრული U- ტესტით, n=22.

საინტერესოა, რომ ტრიპანის ლურჯით დამუშავებამ გამოამჟღავნა, რომ ციტოკინებით
ქლლ მონოციტების სტიმულაციის პირობებში ყველაზე უფრო დაქვეითდა სწორედ
ბაქტერიების მიერთების/შთანთქმის ინტენსივობა (გრაფიკი 3.3, სვეტები 1 და 2,
p=0.05; 3 და 4, p=0.047; და გრაფიკი 3.4, სვეტები 1 და 2, p= 0.016; 3 და 4, p=0.007).

IFN-ით და G-CSF-ით სტიმულირებული მონოციტებით მიღებული მოულოდნელი
შედეგები მეტად საინტერესოა. ის, რომ ციტოკინებით სტიმულაციისას ადგილი არ
ჰქონდა ბაქტერიების ფაგოციტოზის ფუნქციის მომატებას შეიძლება ავხსნათ ქლლ
პირობებში მონოციტების ფაგოციტოზის მექანიზმების დარღვევით
(არაოფსონიზირებული ბაქტერიები) და Fc რეცეპტორების ექსპრესიის ან/და
აფინობის დაქვეითებით (ოფსონიზირებული ბაქტერიები), რადგანაც ოფსონიზაციის
ანტისხეული IgG კლასს მიეკუთვნებოდა. Fc რეცეპტორები იკავშირებენ რა IgG-ს,
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ხელს უწყობენ ოფსონიზირებული პათოგენის ფაგოციტოზს და ელიმინაციას (Mikael
et al., 2001; Behnen et al., 2005). ამ ჰიპოთეზას მომდევნო თავში განვიხილავთ.

გრაფიკი 3.4. S. aureus-ის-ის ნაწილაკების ფაგოციტოზი B-ქლლ პაციენტების IFN-ით
და G-CSF-ით სტიმულირებული და არასტიმულირებული მონოციტების მიერ
ფლურესცენციის საშუალო ინტესივობის (ფსი) მიხედვით. 1: ფაგოციტოზი
არაოფსონიზირებული ნაწილაკების; 2: ფაგოციტოზი არაოფსონიზირებული
ნაწილაკების ტრიპანის ლურჯით; 3: ფაგოციტოზი ოფსონიზირებული ნაწილაკების;
4: ფაგოციტოზი არაოფსონიზირებული ნაწილაკების ტრიპანის ლურჯით; გრაფიკზე
წარმოდგენილია საშუალო±საშუალოდან გადახრა, p გამოთვლილია არაპარამეტრული
U- ტესტით, n=22.

საინტერესო ფენომენი, რომელიც ჩვენ დავადგინეთ ექსპერიმენტების ამ სერიაში - ანუ
ის რომ IFN-ით და G-CSF-ით ქლლ მონოციტების სტიმულაციას მოჰყვა მათი
ფაგოციტური ფუნქციის კიდევ უფრო ძლიერი დაკნინება შეიძლება აიხსნას ორი
მოსაზრებით: სტიმულაციის შედეგად ქლლ მონოციტები განიცდიან (ა) ანერგიას; (ბ)
აქტივაციით ინდუცირებულ უჯრედულ კვდომას (Activation induced cell death – AICD,
აიუკ). ჩვენ უფრო ვიხრებით მეორე ჰიპოთეზისკენ, რადგანაც, ლიმფოციტებისგან
განსხვავებით, მონოციტების ანერგია იშვიათი მოვლენაა, და იმიტომაც, რომ აიუკ
წარმოადგენს საკმაოფ გავრცელებულ ფენომენს (Miranda-Garcia et al., 2013).

მართლაც, ციტოკინებით გამოწვეული მონოციტების აიუკ, კიდევ უფრო
გააღრღმავებდა in vivo ფაგოციტოზის ფუნქციის დაქვეითებას ქლლ პაციენტებში და
შესაბამისად ანტიბაქტერიულ იმუნოდეფიციტს, რომელიც გავრცელებულია ამ
ავადმყოფებში (Miranda-Garcia et al., 2013). უფრო მეტიც, ჩვენმა ადრინდელმა
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მონაცემებმა აჩვენეს, რომ ასეთივე რეაქცია ციტოკინებით სტიმულაციაზე გააჩნია
ქლლ ნეიტროფილებსაც (Gabunia et al., 2002), ანუ ლეიკემიის დროს ადგილი აქვს არა
მხოლოდ ფაგოციტური უჯრედების (ნეიტროფილები და მონოციტ/მაკროფაგები)
ბაქტერიების ფაგოციტოზის ფუნქციის დრამატულ დაქვეითებას, არამედ მათი აიუკ-
ის მიმართ მგრძნობელობის მომატებას ციტოკინური სტიმულაციის შედეგად. ეს კი
იმას ნიშნავს რომ G-CSF-ით ქლლ პაციენტების მკურნალობა, რომელსაც იყენებენ
ალოგენური ძვლის ტვინის გადანერგვის შემთხვევაში (Brien et al., 1997), უნდა მოხდეს
სიფრთხილით და იმის გათვალისწინებით, რომ მას მოყვება ანტიბაქტერიული
ბუნებრივი იმუნიტეტის დეფიციტის გაღრმავება.

3.2 Fc-რეცეპტორების და CD180-ის ექსპრესია ქლლ მონოციტებზე დაქვეითებულია

Fc რეცეპტორები იკავშირებენ IgG-ს, რათა ფაგოციტურმა უჯრედმა ეფექტურად
მოახდინოს ოფსონიზირებული პათოგენის ელიმინაცია. რამდენადაც ქლლ
პაციენტებში მნიშვნელოვნად აღმოჩნდა დაქვეითებული ოფსონიზირებული
ნაწილაკების მიმაგრებისა და შთანთქმის მაჩვენებელი, ჩვენ შევამოწმეთ მონოციტების
მიერ სხვადასხვა აფინობის მქონე Fc რეცეპტორების ექსპრესია ქლლ
დაავადებულებში, ანუ მაღალაფინური Fcγ რეცეპტორი I (CD64), Fcγ რეცეპტორი II
(CD32) და დაბალაფინური Fcγ რეცეპტორი III (CD16).

ჩვენი შედეგების თანახმად, CD64 და CD16 მაექსპრესირებელი მონოციტების
პროცენტი B-ქლლ დროს მკვეთრად არის შემცირებული, საკონტროლო ჯგუფთან
შედარებით, ხოლო CD32+ მონოციტების პროცენტული მაჩვენებელი B-ქლლ და
ჯანმრთელ პირებში არ განსხვავდებოდა (გრაფიკი 3.5).

გრაფიკი 3.5. CD64, CD32 და CD16 რეცეპტორების ექსპრესიის პროცენტული
მაჩვენებელი B-ქლლ-ით დაავადებული (n=35) და ჯანმრთელი პირების (n=15)
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მონოციტებზე. გრაფიკზე წარმოდგენილია საშუალო ± საშუალოდან გადახრა, p
გამოთვლილია არაპარამეტრული U-ტესტით.

მონოციტების მიერ CD64, CD32 და CD16 ექსპრესიის დონე შეიძლება განისაზღვროს
ამა თუ იმ რეცეპტორის სიმკვრივით მემბრანაზე, რომელსაც არაპირდაპირი გზით
გამოსახავს ფლუორესცენციის საშუალო ინტენსივობის მაჩვენებელი, ფსი. ფსი-ს
გამოყენებამ დაადასტურა უკვე მიღებული შედეგები პროცენტული შედგენილობის
შესახებ (გრაფიკი 3.6). კერძოდ, CD64 და CD16 რეცეპტორების ექსპრესიის დაქვეითება
მონოციტების ზედაპირზე, კონტროლთან შედარებით, მაშინ როდესაც CD32-ის
მემბრანული სიმკვრივის მიხედვით საკონტროლო და ქლლ მონოციტები
ერთმანეთისგან არ განსხვავდებოდნენ.

გრაფიკი 3.6. CD64, CD32 და CD16 რეცეპტორების ექსპრესია ფლუორესცენციის
საშუალო ინტენსივობის (ფსი) მიხედვით B-ქლლ-ით დაავადებულ (n=35) და
ჯანმრთელი პირების (n=15) მონოციტებზე. გრაფიკზე წარმოდგენილია საშუალო ±
საშუალოდან გადახრა, p გამოთვლილია არაპარამეტრული U- ტესტით.

ამრიგად დადგენილად შეიძლება ჩაითვალოს, რომ CD64 და CD16 ექსპრესია ქლლ
მონოციტებზე მკვეთრად არის დაქვეითებული, კონტროლთან შედარებით. ეს
გამოკვლევა ჩატარდა ჩვენთვის მოწოდებული ყველა ქლლ პაციენტის სისხლზე.
ამიტომ ჩვენ დავინტერესდით იმით, თუ აღმოჩენილი ცვლილებები კორელირებდა
დაავადების სტადიასთან. ამისათვის გამოვიკვლიე Fc რეცეპტორების CD64, CD32 და
CD16-ის ექსპრესია არანამკურნალები პაციენტების დაავადების ადრეულ (Rai 0-1) და
გვიან (Rai 2-4) სტადიებზე (პირველადი დიაგნოსტიკა). მიღებულმა შედეგებმა
(გრაფიკი 3.7) აჩვენა, რომ CD64 და CD16-ის ექსპრესიის დეფიციტი ქლლ
მონოციტებზე სარწმუნოდ ღრმავდება დაავადების სტადიასთან ერთად, მაგრამ CD32
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ექსპრესია კვლავინდებურად სტაბილურია, თუმცა მატულობს მისი ექსპრესიის
ჰეტეროგენულობა, რაც აისახება სტანდარტული გადახრის ზრდაში (გრაფიკი 3.7).

გრაფიკი 3.7. ქლლ პაციენტების პერიფერიული სისხლის მონოციტებზე CD64, CD32
და CD16-ის ექსპრესია დაავადების სხვადასხვა სტადიაზე, გამოხატული
მაექსპრესირებელი უჯრედების პროცენტით. გრაფიკზე წარმოდგენილია საშუალო ±
საშუალოდან გადახრა, p გამოთვლილია არაპარამეტრული U- ტესტით, n=15 და 20.

CD64, CD32 და CD16-ის ექსპრესიის სიმკვრივის გამოთვლისას მონოციტების
უჯრედულ მემბრანაზე (ფსი ინდექსი-შეკავშირებული ანტისხეულის ჯამური
ფლუორესცენცია) გაირკვა საინტერესო ფაქტი: მაშინ როდესაც CD64 ექსპრესიის
სიმკვრივე დაავადების სტადიასთან მცირდება პროცენტულ მაჩვენებელთან ერთად
(გრაფიკი 3.8), ხოლო CD32 ექსპრესიის სიმკვრივე არ იცვლება, CD16 ექსპრესიის ფსი
მაჩვენებელი ქლლ განვითარების პროცესში იზრდება. ეს კი იმას ნიშნავს, რომ თუმცა
ქლლ პროგრესირებასთან ერთად CD16 მაექსპრესირებელი მონოციტების პროცენტი
მცირდება, ისინი ატარებენ უფრო მეტ მემბრანულ CD16 მოლეკულას. ვინაიდან CD16
მიეკუთვნება დაბალაფინურ Fс რეცეპტორებს (Maffei et al., 2013), ჩვენ შეგვიძლია
დავასკვნათ, რომ ქლლ პროგრესირებასთან ერთად ადგილი აქვს მაღალაფინური Fс
რეცეპტორის (CD64) მატარებლობის ჩანაცვლებას დაბალაფინური (CD16) Fс
რეცეპტორით. ამან კი არ შეიძლება არ გამოიწვიოს ოფსონიზირებული სამიზნეების
შეკავშირების აფინობის დაცემა, რასაც ნეგატიური გავლენა ექნება როგორც ბუნებრივ
იმუნურ პასუხზე ოფსონიზირებული ბაქტერიების წინააღმდეგ, ასევე თერაპიული
მკა-ით ოფსონიზირებული აუტოლოგიური ლეიკემიური უჯრედების შემოჭვასა და
შთანთქმაზე, ანუ თერაპიული მკა გამოყენების ეფექტურობა იქ, სადაც ეს შეეხება
ფაგოციტების აქტივაციას, უნდა მცირდებოდეს ქლლ პროგრესირებასთან ერთად.
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გრაფიკი 3.8. ქლლ პაციენტების პერიფერიული სისხლის მონოციტებზე CD64, CD32 და
CD16-ის ექსპრესია დაავადების სხვადასხვა სტადიაზე (ფლუორესცენციის საშუალო
ინტენსივობა, ფსი). გრაფიკზე წარმოდგენილია საშუალო ± საშუალოდან გადახრა, p
გამოთვლილია არაპარამეტრული U- ტესტით, n=15 და 20.

როგორც ეს აღინიშნა ლიტერატურ მიმოხილვაში, გვიან სტადიაზე (2-4) ქლლ
დიაგნოზი საქართველოში უმეტეს შემთხვევაში ნიშნავს მკურნალობის დაწყებას.
ამიტომ აუცილებლად ჩავთვალეთ შეგვემოწმებინა Fc რეცეპტორების ექსპრესია
არანამკურნალებ და ნამკურნალებ პაციენტებზე. მკურნალობა მიმდინარეობდა COP-
ით. როგორც მოველოდით, მიღებულმა შედეგებმა აჩვენა, რომ ქლლ პაციენტების
მკურნალობას მოჰყვა CD64 და CD16-ის ექსპრესიის უკიდურესი შემცირება ქლლ
მონოციტებზე CD32 მატარებელი მონოციტების უცვლელ ფონზე (გრაფიკი 3.9).

გრაფიკი 3.9. B-ქლლ-ით დაავადებულ ნამკურნალები (n=17) და არანამკურნალები
(n=18) პაციენტების პერიფერიული სისხლის მონოციტებზე CD64, CD32 და CD16
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რეცეპტორების ექსპესია. გრაფიკზე წარმოდგენილია საშუალო ± საშუალოდან
გადახრა, p გამოთვლილია არაპარამეტრული U- ტესტით.

ეს შედეგები მთლიანად დამტკიცდა ფსი მაჩვენებლის ანალიზის გამოყენებისას
(გრაფიკი 3.10)

გრაფიკი 3.10. B-ქლლ-ით დაავადებულ ნამკურნალები (n=17) და არანამკურნალები
(n=18) პაციენტების პერიფერიული სისხლის მონოციტებზე CD64, CD32 და CD16
რეცეპტორების ექსპესია ფლურესცენციის საშუალო ინტენსივობის (ფსი) მიხედვით.
გრაფიკზე წარმოდგენილია საშუალო ± საშუალოდან გადახრა, p გამოთვლილია
არაპარამეტრული U- ტესტით.

გამოკვლევების ამ სერიის შედეგად შეგვიძლია დავასკვნათ, რომ ქლლ მონოციტებზე
ადგილი აქვს CD16 და, განსაკუთრებით, CD64 მაღალაფინური Fс რეცეპტორების
ექსპრესიის მკვეთრ დეფიციტს, რომელიც ღრმავდება დაავადების პროგრესირების
პროცესში და უკიდურესად მჟღავნდება ქლლ მკურნალობის შედეგად ტრადიციული
თერაპიის გამოყენებით - COP-ით (Tsertsvadze et al., 2015). ვინაიდან სამუშაო
ტარდებოდა საქართველოში, მკურნალობის სხვა, თანამედროვე, საშუალებები
განხილული არ იყო. ჩვენ ამ კუთხით ვაპირებთ სამუშაოს გაგრძელებას
საერთაშორისო კონსორციუმის ფარგლებში. აშკარაა, რომ ქლლ მონოციტების მიერ
IgG1 კლასის ანტისხეულებით ოფსონიზირებული S. aureus ნაწილაკების
მიერთების/შთანთქმის დაქვეითება, რომელზედაც ზემოთ ვისაუბრე გამოწვეულია,
ნაწილობრივ მაინც, FсRI (CD64) მკვეთრი დეფიციტით. ამავდროულად, ისიც არის
გასათვალისწინებელი, რომ FcRI და FcRII-ით გაშუალებული ფაგოციტოზი
სინერგისტულია, და მასში ორივე რეცეპტორი ღებულობს მონაწილეობას (Masuda et
al., 1993; Ross et al., 2002). CD32 ექსპრესია კი ჩვენს ექსპერიმენტებში განსაკუთრებული
სტაბილობით ხასიათდებოდა, თუმცა ქლლ პროგრესირებასთან და მკურნალობასთან
ერთად იზრდებოდა მისი ექსპრესიის ჰეტეროგენულობა ინდივიდუალურ
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პაციენტებში, ანუ ზოგი მათგანის მონოციტი კარგავდა CD32 მაღალი ექსპრესიის
უნარს (Tsertsvadze et al., 2015).

საინტერესოა CD64 დეფიციტის შესაძლო მიზეზები. CD64-ის დაბალი ექსპესია B-
ქლლ-ით დაავადებული პაციენტების მონოციტებზე შეიძლება დაკავშირებული იყოს
ჭარბი IL-4-ის წარმოქმნასთან B-ქლლ უჯრედების მიერ, რომელთათვის ეს ციტოკინი
გადარჩენის ძლიერ ფაქტორს წარმოადგნეს (Mainou-Fowler et al., 2001). B-ქლლ–ის
დროს ასევე იმატებს Th2 სუბპოპულაციის წილი, რომლებიც პასუხისმგებელია IL-4-ის
სინთეზზე (Rossmann et al., 2002; 2003). ეს ციტოკინი ერთისმხრივ განაპირობებს Bcl-2
გენების ექსპრსიას და ხელს უწყობს ნეოპლასტიური უჯრედების მიერ
აპოპტოზისაგან თავის არიდებას, მეორეს მხრივ კი, დამრთგუნველად მოქმედებს FсR
-ების ექსპრესიაზე (Mitchell et al., 2014). ადრე ნაჩვენები იქნა რომ IL-4 აქვეითებს CD64-
ის ექსპესიას ნორმალურ მონოციტებზე (GarciaGarcia et al., 2002).

მნიშვნელოვნად მიგვაჩნია ჩვენს მიერ დადგენილი ფაქტი ქლლ პროგრესირების
პირობებში მაღალაფინური CD64 რეცეპტორის დაბალაფინურ CD16 რეცეპტორით
ჩანაცვლების შესახებ, რაც მოითხოვს შემდგომ კვლევას. ცნობილია, რომ FсRIII (CD16)
მცირე რაოდენობით ექსპრესირდება ახალგაზრდა მონოციტებზე, ხოლო
მაკროფაგებზე FсRIII-ს ექსპრესია უფრო მაღალია (Soehnlein et al., 2010).
მონოციტებზე CD16 სიმკვრივის ზრდის ერთ-ერთი გამომწვევი ფაქტორი შეიძლება
იყოს IL-10, რომლის გამომუშავება მატულობს ქლლ პირობებში.  აღსანიშნავია, რომ IL-
10 იმავდროულად იწვევს მონოციტების აპოპტოზსაც (Iwahashi et al., 2004), რაც
კარგად ხსნის ჩვენს მიერ მიღებულ შედეგებსაც - CD16+ მონოციტების პროცენტული
რაოდენობის შემცირებას CD16 სიმკვრივის ზრდის ფონზე. მაგრამ ეს ჰიპოთეზა
შეუთავსებლობაშია ჩვენს მიერ ნაჩვენებ CD64 ექსპრესიის პარალელურ
დაქვეითებასთან. საქმე იმაშია, რომ IL-10 იწვევს CD64 რეცეპტორის ექსპრესიის
ზრდას (Wang et al.,2001). არ არის გამორიცხული, რომ ქლლ-ის მიმდინარეობისას
ჭარბად წარმოქმნილი IL-4 ციტოკინის ნეგატიური ეფექტი ანეიტრალებს IL-10-ის
პოზიტიურ ზემოქმედებას CD64-ის ექსპრესიაზე.

CD16+ მონოციტების პროცენტული შემცირება შეიძლება გამოწვეული ყოფილიყო G-
CSF და INFγ ციტოკინებით. მათმა კომბინაციამ, როგორც ზემოთ ვაჩვენეთ, გამოიწვია
ოფსონიზირებული ბაქტერიების შეკავშირების/შთანთქმის მძაფრი შემცირება.
საინტერესოა, რომ ჩვენი ადრინდელი გამოკვლევებით დადგინდა ქლლ დროს CD64+

ნეიტროფილების რიცხვის შესამჩნევი ზრდა და ამ რეცეპტორის სიმკვრივის მატება
(Gabunia et al., 2002), ეს კი მიუთითებს ამ ორი მნიშვნელოვანი ფაგოციტური
უჯრედის განსხვავებულ მგრძნობელობაზე ციტოკინების ბადის მიმართ.

როგორც უკვე აღვნიშნეთ ნეოპლასტიური B-ქლლ ლიმფოციტები პროდუცირებენ
სხვა ციტოკინებს, როგორიცაა IL-6 (Moreno et al., 2001), IFN (Buschle et al., 1993),  TNFα
(Mainou-Fowler et al., 2001; Gallego et al., 2003), IL-8 (Cella et al., 1994; Binsky et al., 2007),
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IL-1, GM-CSF და G-CSF (Corcione et al., 1996; Morikawa et al., 2002). B-ქლლ პაციენტების
შრატში ნანახია IFN, TNFα, IL-8 მომატებული კონცენტრაცია, რაც კორელირებდა
ლეიკემიურ უჯრედებში შესაბამისი გენების ექსპრესიასთან (Buschle et al., 1993; Gallego
et al., 2003; Binsky et al., 2007). ყველა ეს ციტოკინი დაავადების იმუნოპათოგენეზში
მნიშვნელოვან როლს ასრულებს, პარალელურად FсR რეცეპტორების ექსპრესიაზეც
მოქმედებს. ციტოკინების ამ კოქტეილის ჯამური in vivo მოქმედების, რომელსაც
ხშირად „ციტოკინების ბადის ეფექტს“ უწოდებენ, დადგენა in vitro გამოკვლევების
ექსტრაპოლაციით ყოველთვის არაზუსტი იქნება. ჩევენი მონაცემების მიხედვით,
CD32 რეცეპტორის ექსპრესია მონოციტებზე შედარებით მდგრადია ციტოკინების
ჯამური ეფექტის მიმართ.

FсR რეცეპტორების გარდა, ანტიბაქტერიული ბუნებრივი იმუნური პასუხების
განხორციელებაში და PAMPs გამოცნობაში მონაწილეობენ თოლ-მსგავსი
რეცეპტორები (Rozkova et al., 2010), მათ შორის CD180. ამ ნაშრომში ჩვენ შევისწავლეთ
CD180 ექსპრესია ქლლ მონოციტებზე, იმის გამო რომ ჩვენმა ჯგუფმა ადრე აჩვენა, რომ
CD180 ექსპრესია ქლლ უჯრედებზე დაქვეითებულია ნორმალურ B ლიმფოციტებთან,
როგორც CD5+ ასევე CD5-, შედარებით (Porakishvili et al., 2005).

მიღებულმა შედეგებმა აჩვენა, რომ ქლლ მონოციტებზე, ლეიკემიური უჯრედების
მსგავსად, დაქვეითებულია CD180 ექსპრესია როგორც პროცენტული (გრაფიკი 3.11)
ასევე ფსი მაჩვენებლების (გრაფიკი 3.12) გამოყენებით.

გრაფიკი 3.11. ქლლ პაციენტების პერიფერიული სისხლის მონოციტებზე თოლ-
მსგავსი რეცეპტორის CD180-ის ექსპრესია (%). გრაფიკზე წარმოდგენილია საშუალო ±
საშუალოდან გადახრა, p გამოთვლილია არაპარამეტრული U- ტესტით, n=38.

თოლ-მსგავსი რეცეპტორის ექსპრესიის დაქვეითებამ ქლლ მონოციტებზე, შესაძლოა
თავისი წვლილი შეიტანა, Fc-რეცეპტორებთან ერთად, ბაქტერიების მიირთებისა და
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ფაგოციტოზის დაქვეითებაში, რაც ჩვენ ზემოთ ვაჩვენეთ. ამ საკითხის
დაზუსტებისთვის მომავალში საჭირო იქნება სხვა თოლ-მსგავსი რეცეპტორების
მონოციტებზე ექსპრესიის დადგენა ქლლ პირობებში, განსაკუთრებით TLR4 და TLR2,
რომლებიც მონაწილეობენ ანტი-ბაქტერიულ ბუნებრივ იმუნურ პასუხებში (Yu et al.,
2006; Shoenfelt et al., 2009).

გრაფიკი 3.12. ქლლ პაციენტების პერიფერიული სისხლის მონოციტებზე თოლ-
მსგავსი რეცეპტორის CD180-ის ექსპრესია (ფსი). გრაფიკზე წარმოდგენილია საშუალო
± საშუალოდან გადახრა, p გამოთვლილია არაპარამეტრული U- ტესტით, n=38.

თოლ-მსგავსი რეცეპტორული აპარატის დაკნინება ქლლ მონოციტ/მაკროფაგებზე
უთუოდ ნეგატიურ გავლენას მოახდენდა მათ მიერ განხორციელებულ ფაგოციტოზზე.
მაგრამ ამ უჯრედებს ხომ კიდევ ერთი მნიშვნელოვანი ფუნქცია გააჩნიათ -
ანტიგენწარმდგენელი. ანტიგენწარმდგენელი უჯრედების (აწუ) ანტიგენებით
დატვირთვაში მისი გადამუშავების (პროცესინგის) და წარდგენის მიზნით თოლ-
მსგავსი რეცეპტორები ერთ-ერთ წამყვან როლს თამაშობენ. ლოგიკურია ვივარაუდოთ,
რომ ეს ფუნქციაც დაქვეითებულია ქლლ მონოციტ/მაკროფაგებზე. მართლაც,
ჰიპოთეტური ქლლ-გამომწვევი ანტიგენ(ებ)ის პირველად გამოცნობაში, უნდა
მონაწილეობდნენ ანტიგენწარმდგენი უჯრედების (აწუ) სხვადასხვა პოპულაციები.
პროფესიული აწუ-ს ორ სახეობას: მაკროფაგებს და დენდრიტული უჯრედების ერთ-
ერთ პოპულაციას - მონოციტოიდურ დენდრიტულ უჯრედებს დასაბამს აძლევენ
მონოციტები (Varol et al., 2007; Liu et al., 2010). ამრიგად, კვლევის პირველ ეტაპზე, ჩვენ
დავახასიათეთ აწუ-ს ამ ორი პოპულაციის წინამორბედი უჯრედის - მონოციტის
ანტიგენ-მტვირთავი ფენოტიპი. იმ ფაქტის გათვალისწინებით, რომ პროფესიულ აწუ-
ს B უჯრედებიც მიეკუთვნება, რომელთა ექსპანსიას ადგილი აქვს ქლლ-ის დროს
ლეიკემიური უჯრედების სახით, გადავწყვიტეთ კვლევის მომდევნო ეტაპზე B
უჯრედებზე Fc-რეცეპტორის: FcRII (CD32)-ის და CD180 ექსპრესიის შესწავლა.
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3.3 B-ქლლ უჯრედების ანტიგენ-მტვირთავი ფენოტიპი

მიღებულმა შედეგებმა აჩვენა, რომ CD32-ის ექსპრესია B-ქლლ უჯრედებზე
დრამატულად მომატებულია საკონტროლო B უჯრედებთან შედარებით, რაც
გამოიხატებოდა როგორც ამ რეცპეტორის მაექსპრესირებელი უჯრედების
პროცენტული მაჩვენებლის (გრაფიკი 3.13), ასევე ფსი კოეფიციენტის გამოყენებით
(გრაფიკი 3.14).

გრაფიკი 3.13. CD32+ (%) ექსპრესია B-ქლლ უჯრედებსა და ნორმალურ B
ლიმფოციტებზე. გრაფიკზე წარმოდგენილია საშუალო ± საშუალოდან გადახრა, p
გამოთვლილია არაპარამეტრული U- ტესტით, n=41.

გრაფიკი 3.14. CD32+ ექსპრესია B-ქლლ უჯრედებსა და ნორმალურ B ლიმფოციტებზე
(ფსი). გრაფიკზე წარმოდგენილია საშუალო ± საშუალოდან გადახრა, p გამოთვლილია
არაპარამეტრული U- ტესტით, n=41.
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ამრიგად გამომჟღავნდა მეტად საინტერესო კანონზომიერება. როგორც ჩვენ ზემოთ
ვაჩვენეთ, ქლლ მონოციტებზე ადგილი აქვს FсR რეცეპტორების ექსპრესიის
დაქვეითებას, CD32-ის გარდა. უფრო მეტიც, ქლლ უჯრედებზე ამ რეცეპტორის
ექსპრესია დრამატულად მომატებულია, რაც იმას ნიშნავს, რომ ქლლ პირობებში
ადგილი აქვს ორი ანტიგენწარმდგენელი სუბპოპულაციის ფენოტიპის გადახრას CD32
რეცეპტორის სასარგებლოდ. CD32-ის სელექციური უპირატესობა ჩვენს მიერ
შესწავლილ ანტიგენმტვირთავ რეცეპტორებს შორის აღმოჩნდა უნიკალური, რადგანაც
ქლლ უჯრედებზე CD180-ის ექსპრესია დაქვეითებულია. ჩვენი ახალი შედეგები,
აღბეჭდილი გრაფიკებზე 3.15 (პროცენტული რაოდენობა) და 3.16-ზე (CD180-ის
ექსპრესიის ფსი) ამტკიცებს ადრე მოღებულ შედეგებს ( Porakishvili et al., 2005, 2015).

გრაფიკი 3.15. B-ქლლ უჯრედებზე CD180 ექსპრესია, %. წარმოდგენილია საშუალო ±
საშუალოდან გადახრა, p გამოთვლილია არაპარამეტრული U-ტესტით, n=45.

გრაფიკი 3.16. B-ქლლ უჯრედებზე CD180-ის ექსპრესია, ფსი. გრაფიკზე
წარმოდგენილია საშუალო±საშუალოდან გადახრა, p გამოთვლილია არაპარამეტრული
U- ტესტით, n=45.
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CD32-ის ასეთი სელექტიური უპირატესობა ქლლ პაციენტებში მეტად
დამაფიქრებელია. ამ რეცეპტორის ერთ-ერთი ფუნქცია B უჯრედებზე არის B
უჯრედული რეცეპტორის (BCR) სასიგნალო გზის ნეგატიური რეგულირება (Horejs-
Hoeck et al., 2005; Li et al., 2006). იმის გასარკვევად, თუ ამ რეცეპტორის ექსპრესიის
ზრდა ქლლ უჯრედებზე BCR ნეგატიურ რეგულირებასთან იყო დაკავშირებული, ჩვენ
შევაფასეთ CD32-ის ექსპრესიის დინამიკის შესაძლო კორელაცია CD5-ის
ექსპრესიასთან, რადგანაც ამ უკანასკნელსაც BCR-ის ნეგატიური რეგულირების
ფუნქცია აკისრია (Ochi et al., 2000; Gary-Gouy et al., 2002). მართალია, CD5
ექსპრესირებულია უკლებლივ ყველა ქლლ კლონზე, ექსპრესიის ხარისხი
ინდივიდუალურ ქლლ უჯრედებზე კლონის ფარგლებში ძლიერ განსხვავებულია
(Ghia et al., 2004).

ჩვენი გამოკვლევების შედეგად დადგინდა პირდაპირი კორელაცია CD32-ის და CD5-
ის ექსპრესიას შორის ინდივიდუალურ ქლლ კლონებზე (კორ.კოეფ = 0,97, გრაფიკები
3.17 და 3.18).

გრაფიკი 3.17. CD32-ის და CD5-ის ექსპრესია ქლლ ინდივიდუალურ კლონებზე,
პროცენტული მაჩვენებელი.

ამრიგად ქლლ უჯრედებზე BCR -ის ნეგატიური რეგულატორების CD32-ის და CD5-ის
ექსპრესიის დონე ურთიერთკორელირებს. ეს კი იმას ნიშნავს, რომ ინდივიდუალური
ქლლ კლონები ხასიათდებიან ამ რეცეპტორების ან მეტად დაბალი ანდა ჭარბი
ექსპრესიით, ანუ აღინიშნება BCR-ის ნეგატიური რეგულატორების მიხედვით ქლლ
კლონების მნიშვნელოვანი ჰეტეროგენურობა, რაც, ჩვენი ინფორმაციით, ადრე არ იყო
ცნობილი (Tsertsvadze et al., 2015).
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გრაფიკი 3.18. კორელაცია CD32-ის და CD5-ის ექსპრესიას შორის ქლლ
ინდივიდუალურ კლონებზე (კორელაციის კოეფიციენტი =0.97, p=0.02).

ამ ფაქტის დამტკიცებამ ჩვენს წინაშე შემდეგი შეკითხვები დააყენა, სახელდობრ BCR-
ის რომელი ფუნქციის ნეგატიურ რეგულირებას შეიძლება ქონდეს ადგილი. სხვა
მკვლევართა და ჩვენივე საკუთარი მონაცემებით, ნანახი იქნა, რომ BCR-ის ძირითადი
ფუნქციური დატვირთვა ქლლ-ის დროს არის ქლლ უჯრედების გადარჩენისა და
ექსპანსიის, პროლიფერატორულ ცენტრებში მიმდინარე გამრავლების
უზრუნველყოფა (Chiorazzi et al., 2003; Ghia et al., 2008; Porakishvili et al., 2015).

ჩვენი ამჟამინდელი დაკვირვებები, შესაძლოა, მიუთითებს იმას, რომ ქლლ
ინდივიდუალური კლონები განსხვავდებიან გადარჩენის/გამრავლების პოტენციალით
ნეგატიური რეგულატორების ექსპრესიის ჰეტეროგენულობის საფუძველზე.
მართლაც, ადრეც იყო ნაჩვენები, მათ შორის ჩვენს მიერაც, რომ ქლლ კლონები
განსხვავდებიან მათი in vivo ექაპანსიითაც და in vitro უჯრედული ციკლის
ინტენსივობით, და რომ ეს ჰეტეროგენულობა არ არის დამოკიდებული თავად BCR-ის
ექსპრესიის დონეზე (Porakishvili et al., 2005; 2011). ამის გასარკვევად ჩვენ
გადავწყვიტეთ შეგვესწავლა CD32-ის ექსპრესია პროლიფერირებად ქლლ უჯრედებზე.

3.4 რეგულატორი რეცეპტორების ექსპრესია პროლიფერირებად ქლლ უჯრედებზე

ცნობილია, რომ ქლლ უჯრედების პროლიფერაცია, როგორც პერიფერულ სისხლში in
vivo, ასევე in vitro პირობებში, მეტად შეზღუდულია, და მათი in vivo აკუმულირება
ხორციელდება ძვალტვინოვან და ნაკლებად, ლიმფურკვანძოვან ე.წ.
„პროლიფერატორულ ცენტრებში“ გამრავლების ხარჯზე. ამრიგად, ერთადერთი
საშუალება in vitro ქლლ უჯრედების პროლიფერაციაზე დაკვირვების არის
სპეციალიზებული ქლლ-ის უჯრედხაზოვანი მოდელის MEC1 გამოყენება. ეს
უჯრედოვანი ხაზი მიღებულია ეპშტეინ-ბარის ვირუსით სტიმულირებული ქლლ
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კლონიდან და აღიარებულია, როგორც სამოდელო სისტემა ქლლ პათოგენეზის
შესასწავლად ( Stacchini et al., 1999).

MEC1 უჯრედული ხაზი მიღებულია M-ქლლ პაციენტისგან (მუტირების ხარისხი -
94.6% ) (Ricciardi et al., 2001), ჩვეულებრივი ქლლ უჯრედებისგან მათ განასხვავებს CD5-
ის ნეგატიური ექსპრესია (თავდაპირველად, პაციენტის უჯრედების 90%
აექსპრესირებდა CD5-ს, მაგრამ დროთა განმავლობაში, დაავადების პროგრესირებასთან
ერთად მოხდა აღნიშნული რეცეპტორის ზედაპირული ექსპრესიის მნიშვნელოვანი
შემცირება (Ricciardi et al., 2001). ამიტომაც ამ ნაშრომში ჩვენ ვაკვირდებოდით მხოლოდ
CD32-ის ნეგატიურ რეგულატორს. CD5-ის ექსპრესიის დონის შემცირება MEC1
უჯრედულ ხასზე შეიძლება ყოფილიყო განპირობებული ქლლ უჯრედების აქტივაციით
(Pritchard et al., 2003), რაზეც მეტყველებს აქტივატორული მარკერების - CD80/CD86-ის
და ადჰეზიური მოლეკულების (CD11a, CD18, CD44,CD49d,CD54) მაღალი ექსპრესია.
MEC1 უჯრედების კულტივირებისას, ჩვენ დავაკვირდით B ლიმფოციტების ნეგატიური
რეგულატორის CD32 და აპოპტოზისგან გადარჩენის სიგნალის გადმომცემი CD180
(Porakishvili et al., 2005, 2011, 2015) ექსპრესიის დინამიკას.

კვლევის შედეგად დავადგინეთ CD32-ის ექსპრესიის დადებითი კორელაცია MEC1
უჯრედების კულტურის ხანგრძლივობასთან. კერძოდ, თუ 24სთ-ზე CD32-ის
ექსპრესიია MEC1 უჯრედებზე 11±3.8% უდრიდა, კულტურის გადათესვიდან 96
საათისთვის CD32-ის ექსპრესია აღწევდა 36±1.3%-ს, p=0.0001 (გრაფიკი 3.19). რაც
შეეხება CD180-ის ექსპრესიას, მიღებული მონაცემებით დაფიქსირდა მისი ფლუქტუაცია
MEC1 უჯრედების კულტივირების პროცესში, რაც მეტად საინტერესო ფენომენს
წარმოადგენს, და მომდევნო კვლევას მოითხოვს (გრაფიკი 3.20). ამავდროულად, თუ
შევადარებთ უჯრედული ხაზის კულტურის იგივე წერტილებს რაც CD32-თვის - 24სთ
და 96სთ, დავინახავთ, რომ CD180-ის ექსპრესიის დინამიკა MEC1 უჯრედების
კულტურაში უარყოფითია, და მცირდებოდა 38.1±8.5%-დან 10.2±2.9%-მდე (p=0.008).
ამრიგად, ჩვენი მონაცემებით, MEC1 უჯრედების კულტივირების პროცესში ადგილი
ჰქონდა CD32 რეცეპტორის ექსპრესიის სარწმუნო მატებას CD180 რეცეპტორის
ექსპრესიის სარწმუნო შემცირების ფონზე.

ჩვენი შედეგებით გამოვლინდა CD32 რეცეპტორის ექსპრესიის შესამჩნევი სტაბილობა
როგორც მონოციტებზე, ასევე მოსვენებულ ქლლ უჯრდებზე. უფრო მეტიც, ქლლ
უჯრედოვანი ხაზის პროლიფერაციის პროცესში ადგილი ჰქონდა მის მატებას
(Tsertsvadze et al., 2015). ცნობილია, რომ CD32 რეცეპტოს უნარი აქვს დაიკავშიროს
თავისუფალი IgG და მისი აგრეგატები (Horejs-Hoeck et al., 2005), ხოლო ქლლ
უჯრედებზე ექსპრესირებულ იზოფორმას FcRIIa კი - IgG2 (Haagen et al., 1995).
შესაძლოა წარმოვიდგინოთ, რომ ეს კავშირები მონაწილეობენ ქლლ უჯრედების in
vivo პროლიფერაციისა და ექსპანსიის რეგულირებაში, რაც შემდგომ კვლევას
მოითხოვს.
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გრაფიკი 3.19. CD32 რეცეპტორის ექსპრესია MEC1 უჯრედების 96-საათიან
კულტურაში. გრაფიკზე წარმოდგენილია საშუალო ± საშუალოდან გადახრა, p
გამოთვლილია არაპარამეტრული U- ტესტით, n=10.

გრაფიკი 3.20. CD180 რეცეპტორის ექსპრესია MEC1 უჯრედების 96-საათიან
კულტურაში. გრაფიკზე წარმოდგენილია საშუალო ± საშუალოდან გადახრა, p
გამოთვლილია არაპარამეტრული U- ტესტით, n=10.

რაც შეეხება CD180-ის დინამიკას MEC1 უჯრედების კულტურაში, ჩვენ მიგვაჩნია, რომ
მისი ექსპრესიის ფლუქტუაცია და საბოლოო შემცირება უნდა იყოს დაკავშირებული ამ
რეცეპტორის ენდოციტოზთან, როგორც ეს ადრე იყო ნავარაუდევი ნორმალური B
უჯრედების შემთხვევაში (Chiron et al., 2008). გარდა ამისა ნაჩვენებია, რომ CD180-ის
ექსპრესია მცირდება აუტოიმუნური დაავადებების დროს აქტივირებულ B უჯრედებზე
(Fujita et al., 2012) ანუ უჯრედების აქტივაციას, რაც დამახასიათებელია MEC1 მზარდი
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კულტურისთვის, უნდა გამოეწვია CD180-ის ექსპრესიის დაქვეითება. თუ როგორ
მოქმედებს CD180-ის დაბალი ექსპრესია ქლლ უჯრდების გადარჩენაზე ხანგრძლივ
კულტურაში საინტერესო საკითხს წარმოადგენს და მოითხივს შემდგომ კვლევას.

ჩვენს მიერ ნანახი CD32 და CD180-ის საპირისპირო დინამიკა პროლიფერირებად ქლლ
უჯრედულ ხაზში საკმაოდ უჩვეულოა, ვინაიდან უჯრედული ციკლის მატებასთან
ერთად იზრდებოდა BCR-ის ნეგატიური რეგულატორის ექსპრესია (CD32) და
მცირდებოდა გადამრჩენი რეცეპორის ექსპრესია (CD180). ეს შეიძლება იმას ნიშნავდეს,
რომ ნეგატიური რეგულაცია ჩაირთო უჯრდეული ციკლის შებოჭვის მიზნით, თუმცა,
როგორც ვიცით, in vivo ქლლ უჯრედების ნეგატიური რეგულირება ხშირად ვერ
ხერხდება. არ არის გამორიცხული, რომ CD5 რეცეპტორის გარეშე (MEC1 უჯრედული
ხაზში) ბალანსი BCR-ის ნეგატიური და პოზიტიური რეგულირების სიგნალებს შორის
ირღვევა. MEC1 და ქლლ უჯრედებში სიცოცხლისუნარიანობის შენარჩუნების
მექანიზმების გამოკვლევა დაგვეხმარება უკეთ ავხსნათ თუ როგორ მოქმედებს
მიკროგარემოთი განპირობებული სტიმულაცია ლეიკემიური უჯრედების
ექსპანსიაზე და, ზოგადად, დაავადების პროგრესირებაზე, რაც საშუალებას მოგვცემს
ახალი თერაპიული საშუალებების შემუშავებას.

ამ ნაშრომის დასკვნითი ნაწილი მიეძღვნა მოლეკულური თერაპიის ერთ-ერთი
თანამედროვე მეთოდის - ბისპეციფიური ანტისხეულების გამოყენებადობის საკითხს
ქლლ მკურნალობაში. ბისპეციფიური ანტისხეული უკავშირდება, ერთი
ანტიგენდამაკავშირებელი დომენით უჯრედ-სამიზნის რეცეპტორს, ხოლო მეორე
ანტიგენდამაკავშირებელი დომენით კი - ეფექტორული უჯრედის რეცეპტორს, რათა
მოახდინოს ამ უკანასკნელის აქტივაციის გზით სამიზნის მიმართ ეფექტორული
ფუნქციის განხორციელება (Löffler et al., 2003; Lüttgauet et al., 2013; Weidle et al., 2013).
როგორც ეს ნაჩვენებია ნახატ 3.1-ზე.

ნახატი 3.1. ბისპეციფიური ანტისხეულების მოქმედების ზოგადი სქემა.
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ამისათვის საჭიროა, რომ ორივე უჯრედზე - სამიზნესა და ეფექტორზე
ექსპრესირებულ იქნას შერჩეული რეცეპტორები სათანადო სიმკვრივითა და
აფინობით. ჩვენს მიერ გამოყენებულია ბისპეციფიური კომერციულად არსებული
ანტისხეული CD64/CD19, რომელიც შემოთავაზებულია როგორც თერაპიული
საშუალება B უჯრდული ლიმფომების სამკურნალოდ (Stein et al., 2012). ამ ნაშრომის
წინა თავებში ჩვენ შევისწავლეთ მონოციტების როგორც პოტენციური ეფექტორული
უჯრედების და ქლლ-სამიზნეების რეცეპტორული აპარატი, რათა შემეფასებინა
CD64/CD19 ბისპრეციფიური ანტისხეულის (ბსას) გამოყენებადობა ქლლ პირობებში.

3.5. ფაგოციტების მიერ ქლლ უჯრედების დამიზნება ბისპეციფიური ანტისხეულის
ანტი-CD19/ანტი-CD64 მეშვეობით

ბისპეციფიური ანტისხეულები თავისი მოქმედების მექანიზმით ეფექტურ თერაპიულ
საშუალებას მიეკუთვნება. ბისპეციფიური ანტისხეული თავისი ბუნებიდან და
სტრუქტურიდან გამომდინარე სამიზნე-ეფექტორი კომპლექსის ჩამოყალიბებას
იწვევს, რაც ეფექტორულ უჯრედებს მიზანდასახულად მიმართავს სამიზნე უჯრედის
გასანადგურებლად. ბისპეციფიური ანტისხეულის შერჩევისას ყურადღება უნდა
მიექცეს იმ ანტიგენ-დამაკავშირებელი მხრის სპეციფიკურობას, რომლითაც იგი უნდა
დაუკავშირდეს სამიზნე უჯრედის რეცეპტორს. B-ქლლ-ის შემთხვევაში ასეთ
რეცეპტორს CD19 წარმოადგენს, რომელიც როგორც პან-B უჯრედულ მარკერი,
ექსპრესირებულია ყველა B-ლიმფოციტზე. ბისპეციფიური ანტისხეულის მეორე
ანტიგენდამაკავშირებელი მხარი უნდა უკავშირდებოდეს ეფექტორული უჯრედის
ზედაპირზე ექსპრესირებულ მოლეკულას, და ეს უკანასკნელი უნდა ჩართული იყოს
ეფექტორული მექანიზმების აქტივაციის პროცესში. ფაგოციტების შემთხვევაში
უპირატესობა მიენიჭა CD64 (FcRI) რეცეპტორს, რომელიც ლიგაციის შემთხვევაში
იწვევს ფაგოციტოზს, O2-სა და ციტოკინების გამოყოფას (Bovolenta et al., 1998).

ჩვენი გამოკვლევებიდან გამომდინარე, ქლლ მონოციტებზე CD64 ექსპრესია დაბალია
(Tsertsvadze et al., 2015), და თითქოს უფრო ლოგიკური იქნებოდა CD32-ის გამოყენება,
რომელიც ხასიათდება სტაბილური ექსპრესიით, მაგრამ მხოლოდ დაკავშირებას
უჯრედ-ეფექტორთან მნიშვნელობა როდი აქვს. უჯრედ ეფექტორი უნდა
გააქტიურდეს და განახორციელოს თავისი ფიზიოლოგიური ფუნქცია, ამ შემთხვევაში
ფაგოციტოზი, რაც CD64-ის და არა CD32-ის შეკავშირების შედეგია. ამავდროულად
ცნობილია, რომ სისხლის მონოციტები, ქსოვილოვან მაკროფაგებისგან განსხვავებით,
ნაკლები ეფექტორული ფუნქციით ხასიათდებიან (Jenkins et al., 2011; Yang et al., 2014).
ჩვენი ადრინდელი გამოკვლევებით დადგინდა, რომ B-ქლლ-ით დაავადებული
პირების ნეიტროფილების ზედაპირზე CD64 მოლეკულის ექსპრესია მკვეთრად
მომატებულია, ნორმასთან შედარებით (Gabunia et al., 2002). ამიტომაც ნათელი გახდა,
რომ ნეიტროფილები წარმოადგენენ პრაქტიკულად უფრო მისაღებ უჯრედ-ეფექტორს
ანტი-CD64/ანტი-CD19 ბისპეციფიური ანტისხეულის შესასწავლად ქლლ უჯრედებზე.
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იმისათვის, რომ არასტიმულირებულ ნეიტროფილებს მოეხდინათ B-ქლლ
ლეიკემიური უჯრედების ფაგოციტოზი ჩვენ ვახდენდით ნეიტროფილებისა და
ლეიკემიური უჯრედების ინკუბაციას ანტი-CD64/ანტი-CD19 ბისპეციფიურ
ანტისხეულთან (ბსას) ერთად 4 და 24 საათის განმავლობაში, კონტროლად
გამოვიყენეთ უჯრედთა იგივე კომბინაცია ბსას გარეშე. მიღებულმა შედეგებმა
გვაჩვენა, რომ ბსას გარეშეც ნეიტროფილები ქმნიან კომპლექსებს ლეიკემიურ
უჯრედებთან. ბისპეციფიური ანტისხეულების თანაობისას 4 სთ-იანი ინკუბაციის
შედეგად 16 შემთხვევიდან 9-ში (56,25%) მოხდა ნეიტროფილების მიერ ქლლ
უჯრედების მიერთების მატება (გრაფიკი 3.21).

გრაფიკი 3.21. ნეიტროფილების მიერ ქლლ უჯრედების მიერთება 4 სთ-იანი
ინკუბაციის შედეგად ბსას გარეშე (ლურჯი სვეტები) ან ბსას თანაობისას (წითელი
სვეტები), n=16.

საინტერესოა, რომ 24სთ-იანი ინკუბაციისას ეს მაჩვენებელი ნანახი იქნა 15-დან
მხოლოდ 5 შემთხვევაში (31.25%), ანუ სამიზნეებისა და ეფექტორული უჯრედების
თანაინკუბაციის დროის გაზრდისას ბსას გავლენის ეფექტი ფაგოციტოზის
მაჩვენებელზე კლებულობს (გრაფიკი 3.22).

ის, რომ ბსას არ გამოუწვევიათ ნეტროფილების მიერ ქლლ უჯრედების შეკავშირების
დრამატული მატება ყველა გამოყენებულ შემთხვევაში შესაძლოა განპირობებული
იყოს სამიზნე/ეფექტორის არასპეციფიური ურთიერთდაკავშირებით, სავარაუდოდ,
ადჰეზიის მოლეკულების (LFA-1 და ICAM-1) მეშვეობით (Csanaky et al., 1994; Kimby et
al., 1994).
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გრაფიკი 3.22. ნეიტროფილების მიერ ქლლ უჯრედების მიერთება 24 სთ-იანი
ინკუბაციის შედეგად ბსას გარეშე (ლურჯი სვეტები) ან ბსას თანაობისას (წითელი
სვეტები), n=15.

მართლაც, როდესაც ჩვენ ჩავატარეთ ბსას ეფექტის ანალიზი სამიზნე/ეფექტორული
უჯრედების 4 და 24 სთ-იანი თანაინკუბაციის რეჟიმში ინდივიდუალურ პაციენტებში
გაირკვა, რომ მხოლოდ 6/15 შემთხვევაში (40%) ნეიტროფილების მიერ ქლლ
უჯრედების მიერთებამ მოიმატა (გრაფიკი 3.23).

გრაფიკი 3.23. ნეიტროფილების მიერ ქლლ უჯრედების მიერთება ბსას თანაობისას
4სთ (ლურჯი სვეტები) ან 24 სთ (წითელი სვეტები) ინკუბაციის შედეგად, n=15.
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ამრიგად, ბსას უნარი გააძლიეროს ნეიტროფილების მიერ ქლლ უჯრედების მიერთება
შეზღუდულია, და არ აღემატება ინდივიდუალური პაციენტების 56.25%-ს
სამიზნე/ეფექტორული უჯრედების 4 სთ-იანი თანაინკუბაციის პირობებში.
ინკუბაციის დროის გაზრდა მხოლოდ 40% შემთხვევაში აძლიერებს ამ ეფექტს.

ნეიტროფილების ზედაპირზე CD64 მოლეკულის ექსპრესიის ინდუქციისათვის
აუცილებელია მათი ციტოკინებით (G-CSF, IFN) სტიმულირება (Bovolenta et al., 1998).
აქედან გამომდინარე, ჩვენ შევისწავლეთ ციტოკინებით (G-CSF, IFN)
ნეიტროფილების წინასწარი სტიმულირების ეფექტი მათ მიერ ლეიკემიური
უჯრედების ფაგოციტოზის ინდუქციაზე, გაშუალებული ბსას-ით. ამისათვის ჩვენ
ვახდენდით ქლლ დაავადებულების პერიფერიული სისხლის ნეიტროფილების
სტიმულაციას 12სთ-ის განმავლობაში ციტიკინებით 3 კომბინაციით:

1.მხოლოდ G-CSF, კონცენტრაციით 100 ნგ/მლ;

2.მხოლოდ IFN, კონცენტრაციით 500 ერთ/მლ;

3.მათი კომბინაციით (G-CSF+ IFN) იგივე კონცენტრაციით.

ციტოკინებით სტიმულირებული ნეიტროფილების გამოყენებით ექსპერიმენტის სქემა
იგივე დარჩა: ვახდენდით ნეიტროფილების თანაინკუბაციას ლეიკემიურ
უჯრედებთან ერთად ბსას თანაობისას 4სთ და 24სთ-ის განმავლობაში.

მიღებულმა შედეგებმა გვიჩვენა, რომ G-CSF-ით ქლლ ნეიტროფილების დამუშავებამ
მოახდინა დადებითი გავლენა მათ მიერ ქლლ უჯრედების მიერთების უნარზე 5/13
(38,46%) შემთხვევაში 4სთ-ინი ინკუბაციის პირობებში (გრაფიკი 3.24) და 5/12 (41.7%)
შემთხვევაში 24 სთ-იანი თანაინკუბაციის პირობებში (გრაფიკი 3.25).

გრაფიკი 3.24. G-CSF-ის ზეგავლენა ნეიტროფილების მიერ ქლლ უჯრედების
მიერთებაზე 4 სთ-იანი ინკუბაციის შედეგად ბსას თანაობისას. ლურჯი სვეტები -
ციტოკინის გარეშე; წითელი სვეტები - ციტოკინით დამუშავების პირობებში, n=13.
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გრაფიკი 3.25. G-CSF-ის ზეგავლენა ნეიტროფილების მიერ ქლლ უჯრედების
მიერთებაზე 24 სთ-იანი ინკუბაციის შედეგად ბსას თანაობისას. ლურჯი სვეტები -
ციტოკინის გარეშე; წითელი სვეტები - ციტოკინით დამუშავების პირობებში, n=12.

ინკუბაციის დროის გაზრდამ, კვლავინდებურად, არ მოგვცა ცალსახოვანი დასკვნის
საშუალება, მოახდინა რა ნეიტროფილების მიერ ქლლ უჯრედების მიერთების
გაძლიერება მხოლოდ 4/12 შემთხვევაში (33.3%, გრაფიკი 3.26), ხოლო დანარჩენ 66.7%
შემთხვევში მას უარყოფითი გავლენა ქონდა.

გრაფიკი 3.26. G-CSF-ით აქტივირებული ნეიტროფილების მიერ ქლლ უჯრედების
მიერთება ბსას თანაობისას 4 სთ-იანი (ლურჯი სვეტები) ან 24 სთ-იანი (წითელი
სვეტები) ინკუბაციის შედეგად, n=12.

IFN-ით ნეიტროფილების წინასწარი დამუშავებისას მიღებულმა შედეგებმა გვიჩვენა,
რომ არც მას ჰქონდა გადამწყვეტი ეფექტი ნეიტროფილების მიერ ქლლ უჯრედების
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მიერთებაზე. ორივე, 4-სთ-იანი და 24-სთიანი თანაინკუბაციისას უჯრედ-სამიზნეთა
მიერთება გაიზარდა მხოლოდ 2/5 შემთხვევაში (გრაფიკები 3.27 და 3.28).

გრაფიკი 3.27. IFN-ის ზეგავლენა ნეიტროფილების მიერ ქლლ უჯრედების
მიერთებაზე 4 სთ-იანი ინკუბაციის შედეგად ბსას თანაობისას. ლურჯი სვეტები -
ციტოკინის გარეშე; წითელი სვეტები - ციტოკინით დამუშავების პირობებში, n=5.

გრაფიკი 3.28. IFN-ის ზეგავლენა ნეიტროფილების მიერ ქლლ უჯრედების
მიერთებაზე 24 სთ-იანი ინკუბაციის შედეგად ბსას თანაობისას. ლურჯი სვეტები -
ციტოკინის გარეშე; წითელი სვეტები - ციტოკინით დამუშავების პირობებში, n=5.

ინკუბაციის დროის ზრდამ კი 4/5 შემთხვევაში უარყოითი გავლენა მოახდინა უჯრედ-
ეფექტორისა და უჯრედ-სამიზნის ურთიერთკავშირზე (გრაფიკი 3.29).
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გრაფიკი 3.29. IFN-ით აქტივირებული ნეიტროფილების მიერ ქლლ უჯრედების
მიერთება ბსას თანაობისას 4 სთ-იანი (ლურჯი სვეტები) ან 24 სთ-იანი (წითელი
სვეტები) ინკუბაციის შედეგად, n=5.

ექსპერიმენტის შემდგომ ეტაპზე შევისწავლეთ, თუ ამ ორ ციტოკინს (G-CSF და IFN)
კუმულაციური ეფექტი ექნებოდა ნეიტროფილების მიერ ქლლ უჯრედების
მიერთება/შთანთქმაზე. ჩვენდა გასაკვირვად ასეთი კუმულაციური ეფექტი მართლაც
აღიბეჭდა, მაგრამ - უარყოფითი ხასიათის: ორივე ციტოკინით აქტივირებული
ნეიტროფილების ქლლ უჯრედების შეკავშირების უნარი დაქვეითდა 4/5 შემთხვევაში,
როგორც 4სთ (გრაფიკი 3.30), ასევე 24სთ (გრაფიკი 3.31) თანაინკუბაციისას.

გრაფიკი 3.30. G-CSF და IFN-ის კუმულაციური ზეგავლენა ნეიტროფილების მიერ
ქლლ უჯრედების მიერთებაზე 4 სთ-იანი ინკუბაციის შედეგად ბსას თანაობისას.
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ლურჯი სვეტები - ციტოკინების გარეშე; წითელი სვეტები - ციტოკინებით
დამუშავების პირობებში, n=5.

გრაფიკი 3.31. G-CSF და IFN-ის კუმულაციური ზეგავლენა ნეიტროფილების მიერ
ქლლ უჯრედების მიერთებაზე 24 სთ-იანი ინკუბაციის შედეგად ბსას თანაობისას.
ლურჯი სვეტები - ციტოკინების გარეშე; წითელი სვეტები - ციტოკინებით
დამუშავების პირობებში, n=5.

ინკუბაციის დროის ზრდამ კი დადებითი გავლენა მოახდინა უჯრედ-ეფექტორის
მიერ სამიზნის მიერთებაზე 2/5 შემთხვევაში (გრაფიკი 3.32).

გრაფიკი 3.32. G-CSF და IFN-ით აქტივირებული ნეიტროფილების მიერ ქლლ
უჯრედების მიერთება ბსას თანაობისას 4 სთ-იანი (ლურჯი სვეტები) ან 24 სთ-იანი
(წითელი სვეტები) ინკუბაციის შედეგად, n=5.
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მიღებული შედეგებიდან გამომდინარე, შეიძლება დავასკვნათ, რომ ანტი-CD64/ანტი-
CD19 ბისპეციფიურ ანტისხეულებს გააჩნიათ ნეიტროფილების მიერ ლეიკემიური
უჯრედების მიერთების/ფაგოციტოზის ინდუქციის შეზღუდული შესაძლებლობა. ეს
შეიძლება აიხსნას ეფექტორული უჯრედების მიერ ქლლ სამიზნეების სპონტანური
მიერთების ინტენსივობით, რასაც ვხედავთ გრაფიკებზე 3.21 და 3.22, ზოგიერთ
შემთხვევაში ნეიტროფილი/ქლლ კომპლექსებით კულტურების გაჯერებასაც ვხედავთ
(მაჩვენებელი 100%-ს უახლოვდება). ამავდროულად, იქ, სადაც სპონტანური
კომპლექსების წარმოქმნა დაბალია, ბსას ყოველთვის ვერ იწვევდა მათ ზრდას.
როგორც ჩანს, ნეიტროფილი/ქლლ კომპლექსების რაოდენობა კლებულობს
ინკუბაციის ხანგრძლივობასთან ერთად.

ჩვენი შედეგებიდან გამომდინარე შესაძლოა დავასკვნათ, რომ ციტოკინები (G-CSF და
IFN) ვერც ცალცალკე და ვერც ერთობლივად ვერ ახდენენ ფაგოციტური მაჩვენებლის
გაუმჯობესებას, რაც საკმაოდ მოულოდნელი აღმოჩნდა. აღნიშნული ფენომენი
შემდეგნაირად შეიძლება აიხსნას: ნორმაში G-CSF და IFN იწვევენ ნეიტროფილებზე
CD64-ის ძლიერ ექსპრესიას და, ამგვარად, ახდენენ ფაგოციტოზის ინდუქციას. ჩვენ
ადრე ვაჩვენეთ, რომ B-ქლლ შემთხვევაში CD64-ის ექსპრესია ex vivo ნეიტროფილებზე
აბერანტულად მაღალია, ნორმალურ ნეიტროფილებთან შედარებით (Gabunia et al.,
2000; 2002). აქედან გამომდინარე, შეიძლება ვივარაუდოთ, რომ ქლლ პირობებში
ნეიტროფილები ex vivo სტიმულირებულ მდგომარეობაში იმყოფებიან და
გამოყენებული ციტიკინები არსებითად ვეღარ ახდენენ მათ ზედაპირზე CD64-ის
ექსპრესიის გაძლიერებას. მართლაც, ცნობილია (Garcia-Garcia et al., 2002) რომ B-ქლლ
უჯრედებს შეუძლიათ G-CSF-ის სინთეზი და გამოყოფა, რასაც მოყვება in vivo CD64-ის
ექსპრესიის მატება. ყურადსაღებია, აგრეთვე, რომ G-CSF და IFN ერთობლივმა
ეფექტმა შესაძლოა, მონოციტების მსგავსად, გამოიწვიოს ნეიტროფილების
აქტივაციით ინდუცირებული უჯრედული კვდომა (აიუკ) (Miranda-Garcia et al., 2013).

ამრიგად, უნდა დავასკვნათ, რომ ანტი-CD64/ანტი-CD19 ბისპეციფიურ ანტისხეულის
თერაპიული ეფექტი ქლლ ავადმყოფებში ლეიკემიური უჯრედების ფაგოციტოზის
გაძლიერების მიზნით შეზღუდულია, და მისი გამოყენება უნდა მიმდინარეობდეს
პაციენტების ინდივიდუალური მგრძნობელობის დადგენის საფუძველზე.
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ამრიგად, ჩვენი შედეგებიდან გამომდინარე შეგვიძლია გავაკეთოთ შემდეგი დასკვნები:

1. B-ქლლ პირობებში აღინიშნება მონოციტების მიერ ოფსონიზირებული და
არაოფსონიზირებული Staphylococcus aureus ბაქტერიების ფაგოციტოზის უნარის
მკაფიო დაქვეითება, რაც იმუნოდეფიციტის ერთ-ერთ მნიშვნელოვან კომპონენტს
წარმოადგენს.

2. IFN-ით და/ან G-CSF ციტოკინებით ქლლ მონოციტების სტიმულაციას მოჰყვა მათი
ფაგოციტური ფუნქციის უკიდურესი დაკნინება რაც შეიძლება იყოს ანერგიის ან
აქტივაციით ინდუცირებულ უჯრედულ კვდომას შედეგი.

3. CD64 და CD16 Fс რეცეპტორების ექსპრესია ქლლ მონოციტებზე მკვეთრად არის
დაქვეითებული და ეს დეფიციტი ღრმავდება დაავადების პროგრესირების და COP-
ით (ციკლოფოსფამიდი, ვინკრისტინ სულფატი, პრედნიზონი) მკურნალობის
შედეგად CD32 სტაბილური ექსპრესიის ფონზე.

4. ქლლ უჯრედებზე BCR-ის ნეგატიური რეგულატორების CD32-ის  და CD5-ის
ექსპრესიის დონე ურთიერთკორელირებს: ინდივიდუალური ქლლ კლონები
ხასიათდებიან ამ რეცეპტორების ან მეტად დაბალი ანდა ჭარბი ექსპრესიით.

5. ქლლ პირობებში CD180-ის ექსპრესია არის შემცირებული, როგორც მონოციტებზე,
ასევე B ლიმფოციტებზე. MEC1 უჯრედული ხაზის პროლიფერაციის პროცესში
ადგილი აქვს CD32-ის რეცეპტორის ექსპრესიის მატებას CD180 რეცეპტორის
შემცირების ფონზე.

6. ანტი-CD64/ანტი-CD19 ბისპეციფიურ ანტისხეულის უნარი გააძლიეროს
ნეიტროფილების მიერ ლეიკემიური უჯრედების ფაგოციტოზი ჰეტეროგენულია, და
არ მატულობს IFN-ით და/ან G-CSF ციტოკინების ფონზე.

7.ანტი-CD64/ანტი-CD19 ბისპეციფიური ანტისხეულის თერაპიული ეფექტი ქლლ
ავადმყოფებში ლეიკემიური უჯრედების ფაგოციტოზის გაძლიერების მიზნით
შეზღუდულია, და მათი გამოყენება უნდა მიმდინარეობდეს ინდივიდუალური
მგრძნობელობის დადგენის საფუძველზე.
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