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1. Összefoglalás

A CML a pluripotens hemopoetikus őssejtből kiinduló betegség, az első 

malignus folyamat, amely genetikus alterációhoz, a bcr-abl fúziós génhez köthető. 

Kezelése az utóbbi két évtized jelentős haladása ellenére sem teljesen megoldott. Az 

eddig alkalmazott terápiás modalitások mindegyike a Ph+, klonális vérképzés 

szuppressziójára vagy kiirtására törekedett. Tanulmányunkban először alkalmaztuk a 

betegek kezelésére az IFN+ATRA kombinációt, amelytől a klonális vérképzés 

szuppressziója mellett az egészséges Ph-progenitoroknak nyújtott proliferációs 

előnyt (a két összetevő szinergista hatását) vártuk. 1995 és 2000 között 11 első 

krónikus fázisú CML-es betegen kezdtük el, és közülük 9 esetében fejeztük be a 

kombinált kezelést. A 9 beteg esetében a szokásos dózisú IFN kezelést 12 hónapig 

kombináltuk ATRÁ-val. A 9 beteg közül 6 esetben az első 12 hónapban észleltünk 

major citogenetikai választ, az azt követő időszakban már további válasz nem volt.

Az eredményeket az osztályunkon csak IFN-t kapott betegek adataival 

összevetve háromszor gyakrabban észleltünk major citogenetikai választ.

A kisszámú beteg adatait az irodalmi adatokkal összevetve az állapítható meg, 

hogy lényegesen nagyobb arányban és gyorsabban értük el a citogenetikai választ, 

kevesebb és enyhébb mellékhatás lépett fel.

Ez az első tanulmány az IFN+ATRA kombinációjával CML-es betegekben. A 

várt szinergista hatást az enyhébb mellékhatások és a gyakoribb és gyorsabb 

citogenetikai válasz bizonyíthatja. A kombináció alkalmazását ma eredményeink 

alapján az STI-571 rezisztens CML-es betegek körében tartjuk megfontolandónak. 

Az ATRA adását 12 hónapon túl is fontosnak tartjuk.



2. Bevezetés, célkitűzések, elvi háttér
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A CML az első neoplasztikus folyamat volt, melyet konzisztens szerzett 

genetikus abnormalitáshoz lehetett kötni, és ma a leukémia leginkább ismert 

modellje. A CML a pluripotens hemopoetikus őssejt malignus klonális 

megbetegedése, amelyet Philadelphia transzlokáció t(9;22) (q34;ql 1), molekuláris 

szinten a bcr-abl határoz meg (1. ábra). Gyógyításának ma egyetlen elfogadott 

módszere az allogén őssejt-transzplantáció. A donor elérhetőségének limitált volta és 

a betegek gyakran előrehaladott életkora azonban jelentősen beszűkíti 

alkalmazhatóságát. 4’ 9’ 10, 22, 24 A CML krónikus fázisában a legtöbb beteg 

tünetmentes vagy csak alig van panasza, és az életminőség is jó. Ebből adódóan a 

nem transzplantálható betegek részére a krónikus fázis megnyújtása a terápiás cél. 2’ 

’ ’ ’ A Ph+ klón szupressziója a krónikus fázis tartamának a megnyúlásával jár. 

32, 45 A betegség szinte bizonyosan az agresszív blasztos fázishoz vezet, melynek 

során a malignus mieloid őssejt elveszíti a differenciálódási képességét. A 

poliferációs és érési abnormalitások hasonlóak az APL-ban észleltekhez. A 

tanulmány fő hipotézise az volt, hogy egy olyan a differenciálódást elősegítő anyag, 

mint az ATRA nem csak APL-ban lehet hatásos, de megnyújthatja a CML krónikus 
fázisát is.

C hrom osom e 22 C hrom osom e 9

CT ,L iC  i ' ' < " i"  " «i " h41 11 2

1. ábra. A Ph transzlokáció és a bcr-abl fúziós gén
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Az IFNa-t 1983 óta használják a CML kezelésére és standard terápiává vált. 2’
27, 29, 32, 44, 45, 50

2. ábra. IFN-alfa feltételezett intracelluláris hatásmechanizmusa

Az IFNa a citokinek családjába tartozó, a 9. kromoszómán kódolódó kis 

molekulájú 166 aminosavból álló fehérjék, illetve glükoprotein-molekulák csoportja, 

amelyek minimum 75% homológiát mutatnak egymással. Antivirális, 

antiproliferatív, immunmodulátor, angiogenezist gátló és natural killer sejt aktiváló 

hatása van. Mivel fehérjemolekula, intracellularis hatását indirekt módon speciális 

sejtmembrán-receptorhoz kötődve hozza létre. A receptort az 5. kromoszóma hosszú 

karján lévő gén kódolja. A receptor a jelátvitelhez a Janus-kináz rendszert (JAK 1) és 

az IFN receptorhoz kötött tirozin-kinázt (TYK2) használja. Az IFNa receptorhoz 

való kötődése után (2. ábra) 42 a sejt citoplazmájában inaktív formában lévő ISGF-3



6

(7FN stimulated gene /actor-3) elemei (pl 13, p91, p84) foszforilálódnak és p48-at, 

IRF-et (ZFN regulatory /actor) kötnek. Az ily módon aktivált 4 fehérjéből álló 

komplex (STAT; signal transducer and activator of transcription) a sejtmagba jut és

Ezen gének közösek abban, hogy promoter régióikban 15 bázispáros „enhancer”
'■>/' viQ

ISRE (interferon stimulated responsive dement) helyezkedik el. ’ ’ 5 ’

Az IFN CML-ben észlelt hatása ma sem ismert pontosan. A betegek kb. 75%- 

ában képes hematológiai remissziót létrehozni, hatása a krónikus fázisra 

korlátozódik, dózisfüggő és főleg a korai krónikus fázisban hatásos. A Ph+ 

progenitorok proliferációs előnyét szünteti meg. Hatása minden bizonnyal összetett, 

a bcr-abl ligand független tirozin-kináz hatását neutralizálja, de emellett a NK sejtek 

aktivitás fokozódása által keltett citotoxikus immunreakciónak is szerepe lehet. 

Újabban a mieloid dentritikus sejtek CML-ben igazoltan csökkent IFN termelésének 

is jelentős szerepet tulajdonítanak a Ph+ progenitorok progressziójában, az IFN
9 9 7 9S 97terápia citokinpótlásként hathat. 5 5 5 3

Az INF önmagában 25%-ban okoz parciális citogenetikai remissziót és kis 

dózisú ara-C-vel ez 40%-ra emelhető.3’25,31,44,45

Az ATRA (all-írans-retinoic acid) az A vitamin biológiailag aktív formája, 

melynek fontos szerepe van a különböző szövetek sejtjeinek differenciálódásában (3. 

ábra). Hatásmechanizmusában döntő, hogy ligandfüggő transzkripciós faktorokon 

keresztül hat. Mivel lipidoldékony, hatásához nem szükséges másodlagos jelátvivő 

rendszer. Bár a citoplazmában léteznek kötőfehérjéi, ezek inkább a metabolizmusban 

játszanak szerepet. A sejtmagban retinoinsav-receptorok mediálják hatásait. A 

receptorok egyik csoportja ligandfüggő transzkripciós faktor: RARa; RARp; RARy;

ott az IFN hatását kifejező fehérjék kódolását végző gének akti vációját indítja el.

C H j

3. ábra. ATRA
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génakti vációjának egyik lehetséges útja a szteroid receptorokkal egyező, eszerint a 

retinoinsavnak RAR-hoz való kötődése után homodimerek (RA-RARa)2 jönnek létre 

és ezek a target gén speciális promoter régiójához (RARE; retinoic-acid-responsive 

element) kötődve a transzkripció fokozódását vagy csökkenését okozzák. A 

receptorok másik csoportja a RXR család a, p, y, melyek esetén nem direkt a
q  ^  r  o q

retinoinsav a ligand, hanem annak metabolitja. 5 1

Az ATRÁ-nak és analógjainak fontos szerepe van az epiteloid szövetek normál 

differenciálódásában, állatkísérletekben gátolja a karcinogenezist, in vitro különböző 

sejtvonalak malignus transzformációját és tumoros sejtvonalak növekedését.5’6

In vitro egészséges humán csontvelői őssejteket ATRA-val kezelve 

bizonyították, hogy a szer stimulálja a normális granulopoézist. Valószínűleg részben

a növekedési faktorokra való érzékenyítés útján fokozódik a kolóniákon belül a
1 12granulociták érése, de csökken a kolóniák száma. ’

In vitro vizsgálatok bizonyították, hogy az ATRA gátolja az akcelerált és

blasztos fázisú CML-es betegek mieloid progenitor sejtjeinek klonális növekedését.
21

Az egészséges progenitor sejtre való hatása eltér a leukémiás őssejtre való 

hatástól, így az egészséges sejtek stimulációja a leukémiás proliferáció 

szupressziójához vezethet. Mivel az IFN-ATRA kombinációt még sehol sem 

alkalmazták CML-es betegeken, ezért az EORTC-ben 1994-ben szerveztünk és 

1995-ben elindítottunk egy tanulmányt, melyben elsőként próbáltuk ki az új 

kombinációt. 9 ’ Az osztályunkról regisztrált 11 betegen a következőket

vizsgálatuk: 1. elsősorban a tolerálhatóságot, illetve a toxicitást vizsgáltuk. 2. 

Vizsgáltuk, hogy az IFN-nel elért hematológiai remisszió fennmarad-e? 3. A 

rendszeresen elvégzett citogenetikai vizsgálatokkal azt is tudni akartuk, hogy az 

ismert IFN citogenetikai válaszon változtat-e az ATRA, a válaszolók arányát, a 

válaszig eltelt időt, a válasz mélységét illetően.

A tanulmány második felében adatainkat az osztályunkon ezen időszakban 

kezelt, de az EORTC tanulmányba kerülést visszautasító, csak IFN-nel kezelt,
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hasonló életkorú és Sokal score-ral rendelkező 43 betegek eredményeivel 

hasonlítottuk össze.

3. A tanulmány leírása

A betegek 2 hónappal a regisztráció előtt már naponta legalább 3 millió egység 

IFN-en kívül semmi egyéb, a CML kezelésére használt szert nem kaphattak. Emellett 

hematológiai remisszióban maradtak és nem léptek fel súlyos, kizárást indokló 

mellékhatások. A regisztráció után minden második héten naponta 45 mg/m2 

ATRÁ-t kaptak per os (lehetőleg 12 óránként 2 egyenlő dózisban).

Havonta ellenőriztük általános állapotukat, életminőségüket, összegeztük a 

mellékhatásokat. Vérkép, retikulocita, minőségi vérkép, vese- (CN, kreatinin, 

húgysav) és májfunkció vizsgálatok (GOT, GPT, GGT, ALP, LDH, se-bi) történtek.

A 12 hónapos tanulmányba belépéskor és minden 4. hónapban (0, 4, 8, 12) 

néztük a szérum koleszterin és a triglicerid-szintet. A csontvelő aspirátumból:

-  May-GrÜnwald-Giemsa szerint festett készítményeket értékeltünk.

-  Citogenetikai vizsgálatot végeztünk: 1998 előtt csak metafázis

citogenetikai vizsgálatra volt lehetőség a Budapesti Szent László Kórház 

Citogenetikai Laboratóriumában, (minimum 30 metafázis értékelése); 

1998 óta FISH módszerrel interfázis citogenetikai vizsgálatra is mód van 

a fentivel párhuzamosan, a POLE Patológiai Intézetében (200-300 

sejten).

-  Molekuláris vizsgálat (bcr-abl) a POTE Patológiai Intézetében a 

tanulmány kezdetén (induláskor), illetve a teljes citogenetikai remisszió 

elérésekor.

-  Szemikvantitatív PCR vizsgálatot is a POTE Patológiai Intézete végzett.
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A 12 hónap elteltével az ATRÁ-t leállítottuk, a betegeket az addig alkalmazott napi 

IFN dózisokkal kezeltük tovább.

-  Havonta ellenőriztük az életminőségüket, az esetleges mellékhatásokat, a 

vérképet.

-  4 havonta vese- és májfunkció ellenőrzést, csontvelő vizsgálatot 

végeztünk, az aspirátumból citológiai értékeléssel és citogenetikai 

vizsgálatokkal.

-  A tanulmányt 2000. augusztus 30-ig értékeltük ki (1995-2000).

3.1. Beteganyag

1995. decembere és 2000. augusztusa között 11, első krónikus fázisú CML-es 

beteget kezeltünk a kaposvári Kaposi Mór Megyei Kórház Hematológiai Részlegén.

3.1.1. A beválasztás kritériumai

-  CML Philadelphia kromoszóma (Ph) vagy bcr-abl pozitivitás.

-  CML első krónikus fázisban.

-  Kevesebb, mint 36 hónapja diagnosztizált és kezelt beteg.

-  A betegek a beválasztás előtti utolsó két hónapban naponta IFN-t kaptak, 

hidroxiureát vagy egyéb citosztatikus szer kezelésben nem részesültek.

-  A betegek kora 18 és 70 év között lehetett.

-  A perifériás fehérvérsejt-szám stabilan 2 -  10 x 109/1 között kellett, hogy 

legyen.

-  WHO-ECOG szerinti általános állapotuk 0-I-II lehetett.

-  Várható életkilátásuk eléri az egy évet.

-  írásos belegyezésüket adták a kezeléshez a felvilágosítást követően és 

vállalták az együttműködést.



3.1.2. A kizárás kritériumai

-  Csontvelő-transzplantáció lehetősége adott volt.

-  A 18 évnél fiatalabb és 70 évnél idősebb betegek.

-  Több mint 36 hónapja kezelést kaptak, illetve

-  a regisztrálást megelőző 2 hónapban hidroxiureát vagy egyéb 

citosztatikumot kaptak.

-  NCI-CTC 4 fokozatú nem hematológiai toxicitásuk volt IFN mellett, 
vagy

-  3 fokozatú toxicitás után a szer visszaadására a toxicitás visszatért, ha 

hematológiai toxicitás miatt le kellett állítani az IFN-t.

-  Szívbetegek, akik gyógyszeres kezelést kaptak, vagy ejekciós frakciójuk 

50% alatti volt.

-  Máj- vagy vesebetegek, akiknek a bilirubin vagy a kreatinin 

szérumszintje a normális érték másfélszerese volt.

-  Terhesek, illetve azok a gesztációs korú nők, akik nem voltak hajlandóak 

hatásos antikoncipiens szedésére.

-  Autoimmun betegségben szenvedők.

-  Egyéb malignus betegségben szenvedők, kivéve noninvazív bőrrákok

vagy in situ cervix karcinomások.

-  Egyéb súlyos társult betegség.

-  Azok, akik a beválasztás előtti 4 hétben egyéb tanulmányban vettek részt.

-  Drogélvezők.



3.2. Mellékhatások
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3.2.1. Az interferon várható mellékhatásai

-  Erőtlenség, gyengeség,

-  influenzaszerű tünetek: levertség, mialgia, láz,

-  hajhullás (enyhe),

-  hypotonia,

-  gasztrointesztinális eltérések: émelygés, hányinger, anorexia nervosa, 

fogyás,

-  neurológiai zavarok: depresszió, konfúzió, anorexia nervosa,

-  granulocitopénia, trombocitopénia.

3.2.2. Az ATRA várható mellékhatásai

-  Bőrszárazság,

-  száj- és szemszárazság,

-  bőrkiütések,

-  ödéma,

-  hányinger, hányás,

-  csontfájdalom,

-  fejfájás (pseudotumor cerebri),

-  a szérum triglicerid, koleszterin és transzaminázok emelkedése,

-  APL-ban leírt ATRA szindróma, melyet láz, fulladás, akut respirátoros

elégtelenség, pulmonális infiltrátumok, hypotonia, pleurális effuziók, 

máj- veseelégtelenség, 20xl09/l feletti fehérvérsejtszám jellemez 

(Dexametazon prompt adása kötelező).



3.3. A tanulmány megszakítása vagy dózis-módosítás
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A beteg részvétele önkéntes, kérésére bármikor, magyarázat nélkül kiléphet!

3.3.1. ATRA: megszakítás indokai

Végleges megszakítási indokok

-  12. hónap vége (tanulmány befejezése),

-  szignifikáns toxicitás (NCI-CTG 3—4),

-  a CML akcelerációja.

Átmeneti felfüggesztési indokok

-  retinoinsav szindróma kezdetére utaló jelek,

-  súlyos fejfájás, látászavarral, intrakraniális nyomásfokozódás jeleivel,

-  máj funkciós eltérések (bilirubin-, transzamináz-, trigliceridemelkedés, 

amely meghaladta a normál érték ötszörösét). A tünetek eltűnését 

követően a napi dózist 50%-ban 4 napig újra adjuk, és panaszmentesség 

esetén ezután visszatérünk a 100%-os dózisra.

3.3.2. Interferon

-  Az elérendő optimális fehérvérsejtszám 2-4 x 109/1.

-  Fvs 1-2 x 109/1 között az IFN frekvenciáját felezzük.

-  Fvs Ixl09/1 alatt az IFN átmenetileg leáll, újra indul 50%-os dózissal, ha 
fvs 2x109/1 fölé emelkedik.

-  Trombocita 25-50 x 109/1 között IFN frekvenciáját felezzük.

-  Trombocita 25x 109/1 alatt IFN átmenetileg leáll, újra indul 50%-os 

dózissal, ha a trombocitaszám 50 x 109/1 fölé emelkedik.



3.4. A kiértékelés kritériumai

3.4.1 Tolerálhatóság

Hematológiai és nem hematológiai toxicitások összegzése az NCI-CTC 
táblázat alapján.

3.4.2. A válaszok kritériumai

3.4.2. U. A komplett hematológiai válasz alatt az összes CML-lel összefüggő

tünet megszűntét tekintettük; a lép nem tapintható, a fehérvérsejt-szám 

10x109/l alatti és csak érett granulocitákat (stab-segment) találhattunk 

a minőségi vérképben. Trombocitaszám 450*109/l alatt és az 

akcelerált vagy blasztos fázis szimptómáinak hiánya.

3.4.2. b. A citogenetikai választ a metafázis módszerrel 30 sejtoszlás %-os

Philadelphia kromoszóma pozitivitásával, illetve a FISH pozitivitás 

%-ával fejeztük ki: nincs citogenetikai válasz: (NR) több mint 90% 

Ph+, minor citogenetikai válasz: (MiCR) 35-90% Ph+; major, 

részleges citogenetikai válasz: (PaCR) <35% Ph+ major, komplett 

citogenetikai válasz: (CoCR) 0% Ph+.

3.4.2.C. Komplett molekulárbiológiai válasz: bcr-abl negatív.



3.4.3. A CML fázisok kritériumai: akcelerált fázis; blasztos fázis

3.4.3. a. Akcelerált fázis kritériumai43

Ha az alábbiak közül egy is teljesül:

-  a csontvelőben vagy a vérben több alkalommal 10%-nál több blaszt 

észlelhető,

-  ismételten több, mint 20% blaszt és promielocita észlelhető,

-  több, mint 20% bazofil- vagy eozinofilsejt észlelhető,

-  sűrűn észlelhetők Pelger HuET-szerű neutrofilok, magvas vvt-k, vagy 

megakariocita fragmentek,

-  a csontvelő fibrózisa,

-  új karotípus eltérés megjelenése a Ph kromoszóma mellett,

-  rapidan progrediáló anémia vagy trombocitopénia,

-  rapidan progrediáló splenomegália,

-  jelentős trombocitózis kialakulása a kezelés ellenére,

-  kemoterápia ellenére növekvő fehérvérsejtszám.

3.4.3.b. A blasztos fázis kritériumai

-  több mint 50% blaszt + promielocita a csontvelőben,

-  több mint 20% blaszt a vérben és/vagy a csontvelőben,

-  extramedulláris blasztos infiltráció (tumor).



3.5. A kiértékeléshez szükséges vizsgálatok

3.5.1. Metafázis citogenetika

A Budapesti Szent László Kórház Citogenetikai Laboratóriuma végezte a 

kromoszómavizsgálatot. Az aspirációval nyert csontvelőből 1-2 ml-t 0,3 ml heparint 

és 3 ml fiziológiás konyhasót tartalmazó steril csőbe fecskendeztünk. Centrifugálás 

(10 percig 150 G-vel) után 2^10 sejtet tápfolyadékba (4:1 arányú 20 ml 37°C-os 

RPMI és borjúszérum) tettük, majd 24, illetve 48 órán át 37°C-os termosztátban 

tartottunk. Az inkubáció befejezése előtt 2 órával a sejtek osztódását 0,01 umol/1 

Colcemid oldattal leállítottuk. Az inkubálást követően 10 percig 150 G-vel 

centrifugáltuk, és a felülúszó leszívása után az üledéket 0,075 mol/1 frissen készített 

KCl-oldattal 37°C-on 40 percig hipotonizáltuk, majd szobahőmérsékletű friss 

metanol/ecetsav 3:1 arányú elegyével fixáltuk. A felülúszó leszívása után az üledéket 

háromszor a fixálóban reszuszpendáltuk és centrifugáltuk, majd a sejtszuszpenzióból 

két cseppet desztillált vizes tárgylemezre cseppentettünk. A lemezeket 3-5 napig 

37°C-os termosztátban szárítottuk. A preparálás után tripszin-Giemsa-(G-sáv) 

technikát használtuk. 0,2% tripszinoldatban 6-10 mp-ig tartó emésztés, majd a 

lemezek PBS- és desztillált vizes öblítése után 10 percig 0,5%-os Giemsa-oldattal 

festettük. A metafázisokat International Sytem for Human Cytogenetic 

Nomenclature alapján kariotipizáltuk. A preparátumok értékeléséhez 30 vagy több 

metafázis vizsgálata szükséges. (1. táblázat)

1. táblázat. A citogentikai válaszok értékelése

l!!l!l§il|l!|||§;:f§|l§^ Ph+ %

Major teljes (CoCR) 0

Major részleges (PaCR) <35

Minor (MiCR) 35-90

Nincs válasz (NR) >90

CoCR -  teljes citogenetikai remisszió, PaCR = részleges citogenetikai 

remisszió, MiCR = minor citogenetikai remisszió, NR = nonresponder.



3.5.2. Interfázis citogenetika-FISH
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POTE Patológiai Intézet a Philadelphia-transzlokáció interfázis citogenetikai 

detektálására Pl-klónokat (Vysis Inc., Downers Grove, IL) használtak. A 70%-os 

etanolban fixált izolált fehérvérsejteket 50%-os ecetsavban 3 percig utófixálták, majd 

tárgylemezre centrifugáltuk és levegőn megszárítottuk. Az így nyert interfázis 

magokon elvégzett fluoreszcens in situ hibridizáció (FISH) során a gyártó előírásait 

követtük. A hibridizációt és előhívást követően a preparátumokat DAPI/Vectashield 

(Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA) médiummal fedtük, és VY-DGO 

kombinált bandpass filterrel (Vysis Inc.) felszerelt Zeiss Axioskop epi-illuminációs 

fluoreszcens mikroszkóppal vizsgáltuk. Legalább 200, a DAPI-kép alapján intakt 

morfológiájú sejtmagot értékeltünk. Ph-kromoszóma pozitívnak tekintettük azt a 

magot, melyben a piros színnel (Sprectum-Orange) jelölt abl, valamint a zöld színnel 

(Sprectum-Green) jelölt bcr szekvenciák a transzlokáció eredményeként sárga fúziós 

színben egyesültek. A kiértékelés során nem súlyoztuk az egynél több Ph- 

kromoszómát tartalmazó sejteket. Négy egészséges egyén fehérvérsejtjein végzett 

kontrollvizsgálat során az álpozitivitás átlag + 2 S.D. értéke 4,8%-nak adódott, ezért 

a pozitivitás határát 5%-ban állapítottuk meg.

3.5.3. Szemikvantitatív polimeráz láncreakció-Q-PCR

POTE Patológiai Intézet a kiméra mRNS mennyiségi meghatározását 

korábban közölt 52 módszerrel végezte. Az M-bcr nested PCR reakció 1. lépés 

primereinek szekvenciája 5-TTC AGA AGC TTC TCC CTG-3, illetve 5-CTG CAC 

TGG CCA CAA AAT-3, a 2. lépés primereinek szekvenciája 5-GTG AAA CTC 

CAG ACT GTC-3, illetve 5-CAA GGA AAA GGT TGG GGT-3 volt. Az első 

lépésben 35, a második lépésben 25 ciklust alkalmaztunk a következő 

paraméterekkel: 94 C, 40 s; 54 C, 30 s; 72 C, 40 s. Az eredményeket az abl 2-3 Q- 

PCR reakció eredményére vonatkoztattuk, ahol az alkalmazott primerek szekvenciája



5-CAG GGG CCA GTA GCA TCT GAC TT-3, illetve 5-TCT GAT TAT AGC 

CTA AGA CCC GGA G-3 volt és 40 ciklust alkalmaztunk a következő 

paraméterekkel: 94 C, 60 s; 50 C, 60 s; 72 C, 60 s. 4

_______________________________________________________________________  17



4. Eredmények

A vizsgálatban részt vett betegek a kezelést jól tolerálták, NCI-CTC 3^1 fokú 

toxicitást nem észleltünk. A máj enzim-értékekben, illetve a lipidszintekben 

szignifikáns eltérés nem mutatkozott. A vizsgálatba bevont 11 beteg (a betegek 

számozása a 2. táblázat alapján történik) közül 2 betegnél (10. és 11. beteg) fogyás, 

fejfájás, csontfájdalmak, szem- és szájszárazság (10. beteg) és együttműködési 

probléma (11. beteg) miatt le kellett állítani a kezelést. (2. táblázat). Az IFN-nel 

elért hematológiai remisszió a vizsgálat időszakában minden beteg esetén 

megmaradt, kivéve a 4. beteget, akinél a 12. havi citogenetikai kontrollt követő 2 

héten belül limfoblasztos fázisba való progressziót észleltünk. A citogenetikai 

remisszió értékelésére minden beteg esetében metafázis és interfázis citogenetikai 

vizsgálatot végeztünk. A l l  beteg közül 9 esetben mind a metafázis, mind az 

interfázis citogenetika alkalmas volt a betegség diagnózisára és követésére. Két 

esetben (3. és 7. beteg) a citogenetikai eltérések csak interfázis citogenetikával voltak 

vizsgálhatók. Az észlelt citogenetikai válaszokat az 4. ábra szemlélteti.

4. ábra. ATRA+IFN-nel kezelt betegek citogenetikai válaszai az idő függvényében (4 

havonta) (6 major citogenetikai válasz). A vonalra mutató nyilak mellett szereplő 

számok a betegek 2. táblázatban feltüntetett sorszámai. A szaggatott vízszintes vonal a 

35%-os Ph pozitivitást jelzi
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2. táblázat. ATRA+IFN-nel kezelt betegek klinikai adatai

Sorszám Nem Életkor
(év)

Dg-
(időpont)

SOKAL- 

index 43
Regisztráció

(időpont)

1. ffi 48 96. 09. alacsony 97. 03.

2. ffi 60 97. 10. magas 98. 07.

3. ffi 41 98. 12. intermedier 99. 06.
4. ffi 32 94. 09. magas 96. 08.

5. nő 42 97. 02. intermedier 98.01.

6. ffi 57 96. 08. intermedier 97. 08.

7. nő 41 95. 07. alacsony 95. 11.

8. ffi 67 96. 02. intermedier 96. 06.

9. nő 53 98. 05. magas 99. 02.
10. nő 55 97. 05. magas 97. 09.

11. ffi 37 97.01. alacsony 97. 12.
SO K A L -index 43

Az érték négyzetgyöke a /0,0116 (A-43,4) + 0,0345 (S-7,51) + © oo 00 7? o o to
0,563) + 0,0887 (B-2,10)/ matematikai képletnek, ahol A= age (életkor években), S= 

spleen (lépnagyság a bal bordaív alatt cm-ben), P= platelet (trombocitaszám x 109/1 

egységben), B= blaszt a perifériás vérben a diagnózis időpontjában.

Alacsony index 0,8 alatt, intermedier 0,8-1,4 között, magas 1,4 felett.

Az egy évig kezelt 9 beteg közül 3 betegnél (7., 8. és 9. beteg) nem sikerült 

citogenetikai választ elérni. 6 betegnél major citogenetikai választ, közülük az L, 2. 

és 3. betegekben komplett citogenetikai remissziót (CoCR) észleltünk a 12. 

hónapban, mely az 1. betegnél több mint 2 év után is megmaradt. A tanulmány 

leállítása után 1 évvel molekuláris remisszióba jutott. A 2. betegnél az ATRA 

leállítását követően parciális citogenetikai relapszus (15% Ph+) lépett fel. A 3. 

betegnek az 1 évig tartó ATRA-kezelés befejezése után csak 4 hónapos kontrollját 

végeztük el, komplett citogenetikai remisszióban maradt. A 4. beteg a regisztrációkor 

már 2 éve kapott interferon kezelést CML miatt (heti 3x3 ME dózisban), de 100%-



ban Ph+ volt. A 4. hónapra major részleges citogenetikai remissziót (PaCR) 

detektáltunk átmenetileg, mely a 8. hónapra romlott (MiCR), a 12. hónapra teljes 

citogenetikai relapszust észleltünk, és a citogenetikai lelet megérkezésekor már 

limfoblasztos krízisbe került, majd 6 hónap múlva meghalt. Az 5. és 6. beteg a 12. 

hónapra szintén major részleges citogenetikai remisszióba (PaCR) jutott, az ATRA 

leállítását követően azonban a változatlan dózisban adott interferon mellett, a 

hematológiai remisszió ellenére teljes citogenetikai relapszus következett be. A 

vizsgált időszakban új citogenetikai eltérés nem alakult ki beleértve a 4. beteget is. A 

tanulmány későbbi időszakában regisztrált 4 beteg esetén lehetséges volt a 2 

citogenetikai módszer eredményeinek összehasonlítása. Az 1., 2., 5. és 6. beteg 

metafázis és FISH eredményeit tüntettük fel a 5-8. ábrákon.

1. be teg  (N. G y.) 2. beteg (V. J .)

5. ábra 6. ábra

5. beteg (D. O.-né) 6. b e teg  (CX J .)

8. ábra7. ábra. (A 20. hónapban a metafázis-vizsgálat 

sikertelen volt)
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Látható, hogy mindkét módszer alkalmas volt az elért citogenetikai válasz 

mélységének megállapítására és a két görbe lefutása hasonló, kivéve az 5. beteget, 

ahol a citogenetikai relapszust a FISH módszer is jelezte, de mélysége nem egyezett 

a metafázis citogenetikai eredménnyel.

Szemikvantitatív polimeráz láncreakció (Q-PCR) eredményeket mutatunk be a 
9-11. ábrákon.

o 1

80% 100%

9. ábra. A diagram az 5. beteg molekuláris vizsgálatait mutatja. Az egyes pontokhoz tartozó számok a 

vizsgálat idejét jelzik hónapban, az első vizsgálathoz (0 időpont) képest. (Az 5. beteg esetén a 

vizsgálatra a tanulmány 8. hónapjában került sor.) Az y tengely a kvantitatív RT-PCR reakcióval 107 

sejtben meghatározott bcr-abl kiméra mRNS molekula szám és a fiziológiásán minden sejtben 

jelenlévő, a transzlokációtól közvetlen telometrikusan elhelyezkedő, abban soha nem résztvevő abl, 

a2a3 mRNS hányadosát mutatja logaritmikus skálán. Az y tengelyen a 0 érték a legnagyobb, a -4 

érték a legkisebb bcr-abl mRNS mennyiségét jelenti. Az x tengelyen a bcr-abl pozitív sejtek arányát 

tüntettük fel %-osan, amelyet FISH módszerrel határoztunk meg. Log ratio BCR-ABL/ABL: -1,4
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a

r n i  26%  40% 60% 80% 100%

Ph+%

10. ábra. A diagram az 1. beteg molekuláris vizsgálatait mutatja (a 9. ábrával megegyező jelölés

szerint).

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Ph+%

11. ábra. A diagram az 3. beteg molekuláris vizsgálatait mutatja (a 9. ábrával megegyező jelölés

szerint). Log ratio BCR-ABL/ABL: -2,0
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Lényegében a citogenetika eredményével megegyezően a bcr-abl expresszió 

csökkenését mutatja a kiméra mRNS szintjén, illetve a FISH módszerrel a sejtekben 

való megjelenítését.

Mivel az EORTC tanulmánynak nem volt kontroll betegcsoportja, ezért az 

IFN+ATRA kezelt betegek eredményeit az osztályunkon ezen időben kezelt betegek 

eredményeivel hasonlítottuk össze. A kilenc hasonló életkorú és So ka l  score-ral 

rendelkező 43 beteg az EORTC tanulmányba való belépést nem vállalta, kezelésük 

azonban azonos dózisú IFN-nel történt, és ellenőrzésük is a 3. pontban leírtaknak 

megfelelően. A betegek adatait a 3. táblázatban, citogenetikai válaszaikat a 10. 
ábrán összegeztük.

3. táblázat. Interferonnal kezelt betegek klinikai adatai

Sorszám Nem Életkor Dg. Sokal-index Regisztráció

(év) (időpont) (időpont)

12. nő 55 92. 04. magas 92. 05.

13. nő 36 97. 04. intermedier 97. 06.

14. ffi 38 98. 10. alacsony 97. 12.

15. ffi 75 99. 08. intermedier 99. 10.

16. nő 34 94. 07. alacsony 94. 10.

17. nő 53 95. 06. intermedier 95. 08.

18. ffi 35 94. 09. intermedier 94. 12.

19. nő 49 97. 10. alacsony 97. 11.

20. nő 38 98. 06. alacsony 98. 07.
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12. ábra. Csak interferonnal kezelt betegek citogenetikai válaszai az idő függvényében 

(4 havonta) (2 major citogenetikai válasz). A vonalra mutató nyilak mellett szereplő 

számok a betegek 2. táblázatban feltüntetett sorszámai. A szaggatott vízszintes vonal a 

35%-os Philadelphia pozitivitást jelzi

A 12. és 13. sz. betegeken észleltünk major citogenetikai választ, a 12. sz. beteg 

1 évvel az IFN kezdetét követően komplett citogenetikai, újabb 2 év múlva 

molekuláris remisszióba jutott. További 2 év múlva az IFN kezelést leállítottuk, és a 

beteg ezt követő 3 év múlva is molekuláris rémisszióban maradt (gyógyult?!). A 13. 

betegnél, aki major részleges citogenetikai remisszióba jutott, az IFN folytatása 

mellett is lassú citogenetikai relapszus következett be. Citogenetikai eredményeiket a 

12. ábrán mutatjuk be.

A csoportban a követés alatt 4 beteg esetén észleltük a betegség progresszióját, 

blasztos fázis kialakulását 12-50 hónappal a diagnózis felállítását követően. A 14. 

betegen 12 hónappal a diagnózis után a hirtelen növekvő szubmandubuláris és 

axilláris nyirokcsomó szövettani vizsgálata igazolta az extramedulláris mieloblasztos 

transzformációt (a csontvelő hematológiai remissziót mutatott és a citogenetikai 

vizsgálat sem igazolt újabb kariotipus eltérést). Bishop protokoll adása után 1 évig 

tartó hematológiai remissziót sikerült elérni, melyet követően már medulláris
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mieloblasztos fázis alakult ki és gombaszepszisben halt meg. A 16. beteg 4 évvel a 

diagnózis felállítását követően mieloblasztos krízis Bishop protokoll indukciós 

kezelése során Gram negatív szepszis (szeptikus shock) tünetei között exitált. 17-es 

izokromoszóma kialakulását igazoltuk (p53 vesztés). A 17. és 19. betegeken 42, 

illetve 20 hónappal a diagnózis után kifejezett csontfájdalmak, trombocitózis vezette 

be a mieloblasztos fázis kialakulását, mindkettőjüknél második Philadelphia 

kromoszóma kialakulását igazoltuk citogenetikai vizsgálatokkal. Bishop protokoll 

adására nem jutottak hematológiai remisszióba és szepszis tünetei között exitáltak.



4.1. A résztvevő betegek összesített citogenetikai eredményei
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13. ábra. A résztvevő betegek összesített citogenetikai eredményei

Az ATRA+IFN csoportban háromszor gyakrabban és gyorsabban észleltünk 

major citogenetikai választ.
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4. táblázat. A résztvevő betegek összesített klinikai adatai

Sorszám Nem Életkor Dg. SOKAL- Regisztráció
(év ) (időpont) index 43 (időpont)

1FN+ATRA
1. ffi 48 96. 09. alacsony 97. 03.

2. ffi 60 97. 10. magas 98. 07.

3. ffi 41 98. 12. intermedier 99. 06.

4. ffi 32 94. 09. magas 96. 08.

5. nő 42 97. 02. intermedier 98.01.

6. ffi 57 96. 08. intermedier 97. 08.

7. nő 41 95. 07. alacsony 95. 11.

8. ffi 67 96. 02. intermedier 96. 06.

9. nő 53 98. 05. magas 99. 02.

10. nő 55 97. 05. magas 97. 09.

11. ffi 37 97.01. alacsony 97. 12.

IFN

12. nő 55 92. 04. magas 92. 05.

13. nő 36 97. 04. intermedier 97. 06.

14. ffi 38 98. 10. alacsony 97. 12.

15. ffi 75 99. 08. intermedier 99. 10.

16. nő 34 94. 07. alacsony 94. 10.

17. nő 53 95. 06. intermedier 95. 08.

18. ffi 35 94. 09. intermedier 94. 12.

19. nő 49 97. 10. alacsony 97. 11.

20. nő 38 98. 06. alacsony 98. 07.

A két betegcsoport életkora, és Sokal-indexe hasonló volt. A kontroll (IFN) 

csoport a tanulmány kezdete előtt diagnosztizált vagy a kombinált kezelést nem 

vállaló első krónikus fázisú CML-es betegekből állt.



5. Megbeszélés
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A tanulmány keretében 11 krónikus fázisú 34-68 év közötti életkorú CML-es 

beteg kezelése során alkalmaztuk az IFN+ATRA kombinációt. 11 ’ 18, 37 Arra a 

kérdésre kerestünk választ, hogy a klonális vérképzést gátló IFN és a klonális 

vérképzést szintén gátló, de inkább a Ph-progenitorok proliferációját elősegítő 

ATRA kombinációja előnyös-e, a várható szinergista hatásuk érvényesül-e? Az 

IFN+ATRA kombináció előnyösebb-e az IFN monoterápiánál? A kis számú beteg 

eredményeit az osztályunkon IFN monoterápiával kezelt betegek eredményeivel 

hasonlítottuk össze. Mivel a kilenc IFN+ATRA kezelt, és a kilenc csak IFN kezelt 

beteg klinikai, prognosztikus score értéke és az alkalmazott IFN dózisa egyező volt, 

az alacsony betegszám ellenére eredményeik összehasonlíthatóak.

Az IFN+ATRA kombinációval kezelt 9 beteg esetében a kezelés 12 hónapja 

alatt háromszor gyakrabban értünk el major citogenetikai remissziót, mint a kontroll 

csak IFN kezelt betegek között. A kezelés során használt ATRA mellett a betegek 

életminőségét rontó mellékhatás nem jelentkezett. Eredményeink alapján úgy tűnik, 

hogy az ATRA in vitro kedvező hatása a CML-es sejtekre in vivo körülmények 

között is érvényesül és toxikus hatása sem korlátozza alkalmazhatóságát. Az ATRA 

várt hatására utalhat az a tény, hogy a 12 hónapos kezelés alatt 3 major részleges 

citogenetikai választ adó betegben a változatlan dózisban adott interferon mellett 

relapszus alakult ki a következő 1 év során. Eredményeink alapján felvetődik, hogy 

az ATRA kezelés csak akkor nyújt hosszan tartó remissziót, ha tartósan alkalmazzuk. 

A csak IFN-nel 2’7’21 ’29, illetve az IFN+ara-C kombinációval3’25,31 eredményeknél 

(beleértve a saját kontrollként kezelt csoportot is) az IFN+ATRA kombináció 

előnyösebbnek látszik. Az IFN monoterápiával legjobb eredményt közlő houstoni 

MD Anderson munkacsoport 38%-os major citogenetikai válaszról számolt be (26% 

komplett és 12% parciális). A többi nagy tanulmányban 10% körüli volt a major 

válasz aránya. Az IFN-t legelterjedtebben kisdózisú citarabinnal kombinálják, az
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egyik legnagyobb beteganyagon a Gu ilh o t  vezette francia CML munkacsoport 

próbálta ki. 25 A kétkarú randomizált tanulmányban a csak IFN kezelt csoportban 

24%-os major citogenetikai választ észleltek, 9% teljes és 15% részleges, a 

kombinációt kapottak között 41%-os volt a major citogenetikai válasz, 15% teljes és 

26% részleges.

Hasonló eredményről számolt be a B a cc a ra n i vezette olasz CML 

munkacsoport3 is, akik az IFN csoportban 18%-os major citogenetikai választ (10% 

részleges és 8% teljes) az IFN+ara-C csoportban 28%-os major citogenetikai választ 

(14 részleges és 14% teljes) észleltek. Érdekes adat, hogy a válaszoknak csak fele jött 

létre az első évben és a harmadik évtől már újabb citogenetikai válasz nem volt 

észlelhető (14. ábra)3.

Az IFN csoportban saját eredményeink (15. ábra) hasonló képet mutatnak, de 

az IFN+ATRA csoportban jelentősen, csaknem négyszer magasabb a major 

citogenetikai válasz aránya, mint az idézett tanulmány IFN csoportjáé, és több mint 

kétszer magasabb az IFN+ara-C csoportnál.
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A válaszig eltelt idő (hónapok)

15. ábra. A major citogenetikai válaszig eltelt idő (9 beteg, 6 major citogenetikai válasz)

Jelentősnek gondoljuk továbbá a major citogenetikai válaszig eltelt időt is. Az 

olasz tanulmány esetében fokozatosan 24-30 hónapig nőtt a citogenetikai válaszolók 

aránya, és a 6. hónapban még szinte nem észleltek választ. Ez a saját IFN+ATRA 

csoportunkban már a 4. hónapban megindult és egy évig folytatódott. A változatlan 

dózisban tovább adott IFN mellett már nem alakult ki további genetikai válasz, így 

ez a tény is az ATRA hatását bizonyítja. Az a feltételezés, hogy ATRA és IFN 

szinergista módon hat, a beteg kis száma ellenére is bizonyíthatónak tűnik.

Látható, hogy az olyan kombinációhoz viszonyítva, melynek mindkét eleme a 

Ph+ kiónon hat (IFN+ara-C), az általunk vizsgált IFN+ATRA kombináció 

előnyösebbnek látszik a major válasz elérésére.



CML kezelés során két dolgot nagyon fontos leszögeznünk:

1. A Ph hemopoetikus őssejtek egyre csökkenő arányban lesznek jelen a

csontvelőben, illetve a keringő vérben a betegség előrehaladása során.

2. A Ph+ klón újabb mutációkat szenved, és egyre kevésbé befolyásolható, 

elnyomható az eddigi módszereinkkel.

Legjobb tudomásunk szerint ez az első olyan kombináció, amelynek a klonális 

vérképzés elnyomása mellett hangsúlyozottan a fő célkitűzése volt az egészséges 

őssejtekből való vérképzés visszaállítása.

Az ATRA Ph- (egészséges) őssejtre való kedvező hatására utalhat, hogy a 

vizsgált kombináció alkalmazása során több, mélyebb major citogenetikai válasz jött 

létre, és lényegesen rövidebb kezelési idő alatt, mint az eddig vizsgált kombinációk 

alkalmazásakor (ahol a kombináció egyik szere ugyanaz az IFN volt, mint 

esetünkben).

Láthatóan gyakrabban és gyorsabban következett be a válasz, mint az eddigi 

kombinációkkal, és mivel az ATRÁ-val in vitro nyert eredmények kevésbé a Ph+ 

klón elnyomására utalnak, a hatásban az egészséges őssejt proliferációs hátrányának 

a megszüntetése játszhat szerepet.

Az egyetlen klinikai tanulmány, ahol ATRÁ-t alkalmaztak a krónikus fázisú 

CML-es betegek kezelésére, a houston-i munkacsoporttól származik 44; nagyon 

súlyos toxikus mellékhatásokról számol be, de nem kettős, hanem hármas (IFN+ara- 

C+ATRA) volt a kombináció. Az ismert nagy tanulmányok szinte mindegyikében az 

NCI 2 vagy nagyobb fokú toxicitás a tisztán IFN kezeltek közel 40%-ában, az 

IFN+ara-C csoportban 50-60%-ban fordult elő. A mi beteganyagunkban 2/11 

esetben fordult elő 2. fokú toxicitás, így a kettős kombinációt kifejezetten előnyösnek 

gondoljuk a toxicitás szempontjából.

A CML talán a leginkább kutatott és molekuláris szinten megismert leukémia. 

1996 óta 14, 15’ 16’ 48 a fúziós géntermék bcr-abl tirozin-kináz enzimét specifikusan
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bénító terápiával, az imatinib mesylate-val (STI-571, Glivec) rendelkezünk. A szer a 

leukemogenezisért felelős enzim ATP kötő helyére kötődve blokkolja annak ligand 

független aktivitását. Mivel mai tudásunk szerint a CML létrejöttéért maga a bcr-abl 

fúziós génen képződött fehérje a felelős, így ennek blokkolása szinte oki terápiának 

tűnik, elsőként a daganatok történetében.

Nyilvánvalóan mindent felülmúló az érdeklődés az új gyógyszer iránt, az 

eredmények nagyrészt igazolják is a reményeket. 361. fázisú tanulmányokban 14, 15, 

krónikus fázisú CML-es betegek esetén 300 mg/nap dózis felett a betegek 98%-ban 

teljes hematológiai remissziót lehetett elérni 4 hét alatt, és 31%-ban major 

citogenetikai választ (13% teljes, 18% részleges)14. Blasztos fázisban 55-70% között 

lépett fel hematológiai remisszió és az 2-3 hónapig tartott 15. 400 mg/nap vagy ezt 

meghaladó STI-571 dózis mellett IFN refrakter betegek 95%-a került hematológiai 

remisszióba és 60% major citogenetikai választ észleltek (41% teljes és 19% 

részleges). 48

Újabb tanulmányok frissen diagnosztizált CML-es betegeken igen magas és 

dózisfuggő citogenetikai választ észleltek 30. Akcelerált 46 és blasztos fázisban 26 is 

hatékonynak találták az STI-571-et. III. fázisú tanulmány több mint 1000 betegén
1 363%-ban észleltek major citogenetikai választ.

Fenti eredmények alapján ma az STI-571 a CML kezelésében a leginkább 

hatékony szemek tűnik. Az irodalmi adatokból azonban nyilvánvaló, hogy a 

betegség progressziója során egyre nagyobb arányban kell számolni STI-571 

rezisztenciával. A rezisztencia priméren fennállhat (nonresponder) vagy a kezelés 

során alakulhat ki (szekunder vagy szerzett rezisztencia).

A késői krónikus fázisban a betegek 10%-a hematológiailag és közel 50%-a 

citogenetikailag nonresponder. Az akcelerált fázisban 18%, a blasztos fázisban közel 

50% a hematológiai nonresponderek aránya. 48

A primér rezisztencia esetén a bcr-abl nem bénítható, más mechanizmus lehet 

felelős a progresszióért. 15 A szerzett rezisztencia esetén a génamplifikáció, vagy 

csak a szoliter bcr-abl fokozott expressziója 33, 53, (multidrug-resistance) fokozott



33

expressziója 34, vagy a bcr-abl fúziós géntermék intracelluláris megváltozott
^2 # * 1 1  lokalizációja , vagy bcr-abl független jelátvivő rendszer általi progresszió lehet

felelős a hatástalanságért.

Ezen irodalmi adatok azt bizonyítják, hogy a specifikusnak tekinthető target 

molekulát blokkoló terápia mellett is egyre nagyobb arányban találunk olyan 

betegeket, akiknek kezelése nem megoldott. Számukra egyéb szerekkel való 

kombináció 40,46’47 az egyik lehetséges megoldás, vagy eddig még nem alkalmazott 

kombinációk.

A kisszámú betegünkön észlelt magas citogenetikai válasz és enyhe 

mellékhatások miatt a jövőben talán ezen betegek részére lenne érdemes alkalmazni 

az általunk vizsgált IFN+ATRA kombinációt.
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7. Rövidítések
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APL Akut promielocitás leukémia

ara-C citozin arabinozid

ATRA All-trans-retinoic acid

bcr-abl ftreak point duster region -  aftelson /eukemia gen

CML Krónikus mieloid leukémia

CoCR Komplett (teljes) citogenetikai válasz

EORTC European Organisation for Research and Treatment of Cancer

FISH Fluorescent in situ Fybridisatio

IFN Interferon

IRF IFN regulatory /actor

ISGF-3 JFN stimulated gene /actor-3

ISRE 7FN stimulated response element

ME millió egység

MiCR Minor citogenetikai válasz

NCI-CTC National Cancer institution -  Common Toxicity Criteria

NR Nonresponder

PaCR Parciális (részleges) citogenetikai válasz

PCR Polymerase chain reaction

Ph Philadelphia kromoszóma

RAR Petionoic acid receptor

RARE Petinoic-acid-responsive dement

RXR Petinoic X  receptor

STAT Signal transsucer and activator of transcription

STI Signal transduction inhibitor

WHO-ECOG World Tfealth Organization -  Eastern Cooperative Oncology Croup
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