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Bevezetés

A CML az elsé malignus betegség, amelyet konzisztens, szerzett genetikai
abnormalitashoz a Philadelphia transzlokacié t(9:22) (q34;q11), molekuldris szinten a ber-
abl fuzids génhez lehetett kotni. A betegek talélése a betegség kronikus fazisdnak hosszatél
fugg, amely a citogenetikai remissziéval (a Ph- progenitorokbél térténé hemopoézis
mértékével) aranyos.

Munk4m sordn az ATRA citogenetikai remissziéra kifejtett hatdsat vizsgdltam.

Dolgozatom elso részében az EORTC-LG tanulmany keretében vizsglt Gj kezelést az
IFN+ATRA kombinicidt, a bevalasztas kritériumait, a kdvetés vizsgalomodszereit
ismertetemn, k18nds tekintettel a metafazis citogenetika eredményeire.

Az eredmények fejezetben 6sszesitem a citogenetikai vélaszokat és dsszehasonlitom
az Altalam csak IFN kezelt betegek citogenetikai eredményeivel. A dolgozat z4rd részében
az irodalmi adatokkal hasonlitom 6ssze az (j kombindcidt, a Glivec (imatinib) éraban

lehetséges szerepére mutatok ra.
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I. Elméleti rész

I.1. A CML kezelési lehetdségei

A CML gyégyitdsaiban donté fontossagu az allogén csontveldatiltetés, melynek
azonban hatdrt szab a betegek id6s életkora és a donor limitaltsdga. Az esctek tobbségében
a krénikus fazis megnydjtasa. a citogenetikai remisszié elérése a teripia célja, és ennck
gerinedt kozel 20 ¢ve az IFN alkalmazisa és esetleg Kisdozisa citozdrral valé kombinacidja
képezte. A kezelt betegek 10-45 szdzalékaban értck el major citogenetikai vélaszt, és a
remissziéba jutottak magas ardnya hosszi ideig, akar 10 évet is meghaladoan krénikus
fazisban maradt. A kombindicid, €s az eddig alkalmazott egyéb kezelések mindegyike a Ph+

kiénra hatott, annak prolifericids ¢lonyét probalta megszintetni.

1.2. Az IFN+ATRA kezelés

Az ATRA a rctinoidok biologiailag aktiv formaja, a sejtek érésében jatszik déntd
szercpet, és CML-es betegek sejtkultardiban a Ph-, egészséges sejtek pmlifer&iés hatranyét
tatszott megsziintetni. ezént 1995-ben elsoként a vildgon az EORTC-LG keretében kezdtiik
¢l alkalmazni. krénikus fiazisa CML-cs betegek kezelésére. Az IFN+ATRA kombinaciotél
az OsszetevOk szinergizmusat vanuk el, az [FN-nak a Ph+ klonra Kifejtett jol isment
proliferécié-gatlo hatdsa mellctt a ATRA-nak a Ph- progenitorokra \;alé serkentd hatasit,
vagyis tdbb, mélyebb és gyorsabb citogenetikai remissziét. Az egészséges Ossejtek

stimuldcigjdval kivantuk a malignus klén szupresszi6jat elémi.
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II. Vizsgilati rész

IL.1. Beteganyag

1995. november - 1999. jilius kdzott 11 elsd kronikus fazisi CML-es betegen
kezdtiik el, és k¥zliltik 9 esetében fejeztitk be a 12 honapos [IFN+ATRA kombinaciét. Azok
a 3 évnél nem régebben diagnosztizalt, 18-70 év kozotti, donorral nem rendelkezd, elsé
krénikus fazisban lévé CMl.-es betegek (Ph és/vagy ber-abl pozitiv), akiknek altalanos
allapota megfelelé volt (WHO-ECOG 0~1-2), IFN mellett hematolégiai remissziéban
voltak, és a 12 hénapos kezelést vallaltdk —~ keriiltek be az EORTC-LG 06941
tanulmanyaba.

Azon CML-es betegek, akiket a tanulminyt megel6zsen, vagy azt kovetden
kezeltiink, vagy az ATRA kezelést nem vdllaltdk, csak IFN terdpidban részesiltek,
életkoruk, Sokal score-uk hasonld volt a kombinalt kezeltekéhez — képezték az osztalyos
kontrollcsoportot.

A tanulméanyba valé bekeriiléskor és azt kovetSen havonta ellendriztik vérképiiket,
életmindségiiket és 8sszegeztiik a kezelés mellékhatasait.

4 havonta vese-. mdjfunkciés vizsgélat, csontveld aspirdcié tdriént - metafizis

citogenetika, szemikvantitativ PCR vizsgalat, 1998-t5] + interfazis citogenetika (FISH) is.

I1.2. A kiértékeléshez alkalmazott vizsgilatok

I1. 2.1. Metaf4zis citogenctika

Budapesti Szent Laszl6 Korhaz, Citogenctikai Laboratérium

A csontvelé aspirditumbol nyert sejtek rovid (2448 6ras) sejttenyészeteibdl
colchicines gatlast kdvetéen nyert metafizisokat értékeltiik Giemsa (G-sav) technikéval.

Minimum 30 metaféazis-vizsgalata tortént.



11.2.2. Interfazis citogenetika (FISH)

POTE Patolégiai Intézet

A csontveld aspiréthm.ﬁxélt k;e.neteiben alkalmazott in situ hibridizciéval minimum
200 sejtmag festodését értékeltiik. Pozilivumhak a sarga fuziés szint tekintettlik (abl =

piros), (ber = z61d), ha 5 szizalékot meghaladta.

11.2.3. Szemikvantitativ polimer4z l4ncreakei6 (Q-PCR)

POTE Patolsgiai Intézet

A ber-abl kiméra mRNS molekulaszdmat mé;'tiik 107 csontveldi sejtben és a
transzlokécidban részt nem vevd abl (a2a3) mRNS molekulasziméra vonatkoztattuk, az
expresszidjuk ardnyat adtuk meg logaritmikus mértékben, A vizsgélattal a kiméra gén -

expresszi6jdnak mértékét vizsgaltuk.



II1. Eredmények

A vizsgdlatban részt vett betegek a kezelést jol tolerdltdk, NCI-CTC 34 foki
toxicitést nem észleltilnk. A vizsgalatba bevont 11 beteg kdzill 2 betegnél (/0. és 11. beteg)
fogyas, fejfdjés, csontfdjdalmak, szem- és szdjszirazsig (/0. beteg) és egyiittmiksdési -
probléma (/1. beteg) miatt le kellett allitani a kezelést. (1. tébl;izat). Az IFN-nel elért
hematologiai remisszi6 a vizsgalat idoszak4ban minden beteg esetén megmaradt. Az észlelt
citogenetikai valaszokat az 1. Abra szemlélteti.

6 betegnél major citogenetikai vélaszt, kézilik az 1., 2. és 3. betegekben komplett
citogenetikai remisszi6t (CoCR) észleltiink a 12. hénapban, mely az /. betegnél tdbb mint 2
év utan is megmaradt. A 2. betegnél az ATRA leé.ll.ités‘ét k8vetden parcidlis citogenetikai
relapszus (15% Ph+) lépett fel. A 3. betegnek az 1 évig tarté A'l'RA-kezelés'befejezése utdn
csak 4 hénapos kontrolljat végeztik el, kofnplett citogem:tikhi remissziéban maradt. A 4.
beteg a regisztracibkor mér 2 éve kapott IFN kezelést CML miatt (heti 3x3 ME dézisban), ‘
de 100%-ban Ph+ volt. A 4. hénapra major részleges citogenetikai remissziét (PaCR)
detektiltunk &tmenetileg, mely a 8. hénapra romlott (MiCR), a 12. hénapra teljes
citogenetikai relapszust észleltlink, és a citogenetiitai lelet megérkezésekor mar,
limfoblasztos krizisbe kerillt, majd 6 hénap milva meghalt. Az 5. és 6. beteg a 12. hénapra
szintén major részleges_":l'g:;éfogenetika.i remissziéba (PaCR) jutott, az Am ledllitasat
kévetden azonban a v”é’igézatlan dézisban gdon IFN mellett, a hematolégiai remisszi6é
ellenére teljes citogenetikai relapszus kvetkezett be. A vizsgélt iddszakban bj citogenetikai
eltérés nem alakult ki beleértve a 4. beteget is.

Mivel az EORTC tanulménynak nem volt kontroll betegcsoportja, ezért az
IFN+ATRA kezelt betegek eredményeit az osztilyunkon ezen idében_ kezelt betegek
eredményeivel hasonlitottuk 8ssze. A kilenc hasonlé letkori és Sokal score-ral rendelkezd
beteg az EORTC tanulményba val6 belépést nem vallalta, kezelésiik azonban azonos dézist
IFN-nel tdrtént, és ellendrzésiik is a 3. pontban leirta.k;mk megfel;’,lbcn.



A 12. és 13, sz2. betegeken észleltiink major citogenetikai valaszt, a 12, sz, beteg 1
évvel az IFN kezdetét kévetéen komplett citogenetikai, llijabb 2 év milva molekuléris
remisszidba jutott. Tovabbi 2 év mitlva az IFN kezelést ledllitottuk, és a beteg ezt kbvetd 3
" év miilva is molekuldris remissziél:;an mara«_:lt (gybgyult?!).. A 13. betegnél, aki major
részleges citogenetikai remisszi6ba jutott, az IFN folytatdsa mellett is lassii citogenetikai

relapszus k§vetkezett be.
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1. 4bra. A résztvevo betegek 8sszesftett citogenetikai eredményei



1. tabliazat. A résztvev( betegek Gsszesitett klinikai adatai

Sorszim Nem Eletkor Dg. Sokal-index Regisztracié

(&)  (idépont) (id5pont)
IFN+ATRA

1. ffi 48 96.09. alacsony = 97.03.
2. ffi 60 97.10. magas 98.07.
3. ffi 4] 98.12.  intermedier 99. 06.
4, ffi 32 94.09. magas 96. 08.
S. - ndé 42 97.02.  intermedier 98. 01.
6. fti 57 96.08.  intermedier 97. 08.
7. nd 41 95.07.  alacsony 95. 11.
g. fi 67 96.02. intermedier  96.06.
9. nd 53 98.05. magas 99. 02.
10. nd 55 97.05. magas 97.09.
11. fti 37 97.01.  alacsony 97.12.
IFN

12. nd S5 92.04. magas 92. 05.
3. nd 36 97.04. ' intermedier 97. 06.
14. fti 38 98.10. alacsony 97.12.
15. fti 75 99.08. intermedier 99. 10.
16. nd 34 94.07.  alacsony 94, 10.
17. nd 53 95.06. - intcrmedier 95. 08.
18. fti 35 94.09. intermedier 94. 12,
19. nd 49 97.10.  alacsony 97.11.
20, n5 38 98.06. alacsony  98.07,




IV. Megbeszélés

A tanulmény keretében 11 kronikus fazisa 34-68 év kozotd életkord CML-es beteg
kezelése soran alkalmaztuk az IFN+ATRA kombinaci6t. Arra a kérdésre kerestink valaszt,
hogy a klonalis vérképzést gatlo IFN és a klondlis vérképzést szintén gatld, de inkabb a Ph-
progenitorok proliferaciojat elscgits ATRA kombindcidja elonyts-e, a varhato szinergista
hatdsuk érvénycsiil-c? Az IFN+ATRA kombindcio elonydscbb- az IFN monoterapianal?
A Kkis szama beteg eredményeit az osztalyunkon IFN monoterdpidval kezelt betegek
credményeivel hasonlitottuk ssze. Mivel a kilenc IFN+ATRA kezelt, és a kilenc csak IFN
kezelt beteg klinikai, prognosztikus score értéke és az alkalmazott IFN dézisa egyczo volt,
az alacsony betegszam ellenére endmenyelk dsszehasonlithatéak. ‘

Az IFN+ATRA kombinaciéval kezelt 9 beteg esetében a kezelés 12 hénapja alatt
haromszor gyakrabbaﬁ értink el major citogenetikai remissziot, mint a kontroll esak IFN
kezelt betegek kozétt. A kezelés sorin hasznalt ATRA mellett a betegek életmindségét
ronté mellékhatis nem jelentkezett. Eredményeink alapjan gy tinik, hogy.az ATRA in
vitro kedvezo hatisa a CML-es sejtekre in vivo kdriilmények. kmrt is érvényesul és
toxikus hatasa sem korldtozza alkalmazhatésagat. Emdméqycmkgm H@dlh hogy
az ATRA kezelés csak akkor nydjt hosszan tarté remisszi6t, ha tartosan alkalmazzuk. Az
IFN monoterépiaval és az IFN+ara-C kombinAciéval elért eredmények irodalmi adataival
sszehasonlitva az IFN csoportban sajat eredményemk@rilzra) ha§onlé képet mutainak,
de az IFN+ATRA csoportban jelentdsen, csaknem négyszer magasaﬁb a major
citogenetikai valasz ardnya. mint az idézett tanutmény IFN csoportjaé, és t5bb mint kétszer

magasabb az 1IFN+ara-C csoportnal.



A major citogenetikai valasz valésziniisége
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2. 4bra. A major citogenetikai vélaszig eltelt idd (Baccarani — Italian CML study group)
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3. bra. A major citogenetikai valaszig eltelt id6 (9 beteg, 6 major citogenetikai vélasz)



Jelentosnek gc-m'doljuk tovabbd a r;xajor citogenetikai valaszig eltelt idét is. Az olasz
tanulmény esetében fokozatosan 24-30 hénapig nétt a citogenetikai valaszolok aranya; és a
6. hénapban még szinte nem észleltek valaszt. Ez a sajat IFN+ATRA csoportunkban mér a
" 4, hénapban megindult és egy évig folytatédott. A viltozatlan dézisban tovabb adott IFN
mellett mar nem alakult ki tovabbi genetikai valasz, igy ez a tény is az ATRA hatésat
bizonyitja. Az a feltételezés, hogy ATRA és IFN szinergista médon hat, a beteg kis szdma
ellenére is bizonyithaténak tinik.

Léthaté, hogy az olyan kombindcidhoz viszonyitva, melynek mindkét eleme a Ph+
kidénon hat (IFN+ara-C), az altalunk vizsgalt IFN+ATRA kombinicié eldnydsebbnek
latszik a major véalasz elérésére. ‘

Legjobb tudomasunk szerint ez az elsd olyan kombinicié, amelynek a klonalis
vérképzés elnyomédsa mellett hangsilyozottan a f3 célkitizése volt az eg&még‘s ‘
dssejtekbol vald vérképzés visszaillitasa. . ‘

Az ATRA Ph- (egészséges) Gssejtre vald kedvezd hatdséra utalhat, hogy a vizsgalt
kombinici6 alkalmazisa soran tdbb, mélyebb major citogenetikai vélasz jott létre, és
lényegesen révidebb kezelési idd .alatt, mint az eddig vizsgélt kombindciok alkalmazésakor E
(ahol a kombinacid egyik szere ugyanaz az IFN volt, mint esetiinkben).

A CML talén a leginkdbb kutatott és molekuldris szinten megismert leukémia. 1996
ota a fizios géntermék ber-abl tirozin-kindz enzimét specifikusan bénité terdpidval, az
imatinib mesylate-val (STI-571, Glivec) rendelkeziink. A szer a leukemogenezisért felelds
enzim ATP kot helyére ktédve blokkolja annak ligand figgetlen aktivitdsét. Mivel mai
tudésunk szerint a CML létrejottéért maga a bor-abl flizios génen képzbdott fehécje a
felelds, igy ennek blokkolasa szinte oki terdpisnak tinik, elséként a daganatok tdrténetében.

‘ Nyilvénvaléan mindent felilmulé az érdeklddés az uij gydgyszer irdnt, az eredmények
nagyrészi igazoljék is a reményeket. |. fézisi tanulmanyokban, krénikus fazisi CML-es
betegek esetén 300 mg/nap dozis felett a betegek 98%-ban teljes hematolgiai remissziot
lehetett elémi 4 hét alatt, és 31%-ban major citogenetikai valaszt (13% teljes, 18%

részleges). Blasztos fazisban 55-70% kozott lépett fel hematologiai remisszid és az 2-3




hénapig tartott. 400 mg/nap vagy ezt meghaladé STI-571 dézis mellett IFN refrakter
betegek 95%-a kerillt hematolégiai. remisszidba és 60% major citogenetikai vélaszt
észleltek (41% teljes és 19% részleges). .

Ujabb tanulmanyok frissen diagnosztizalt CML-es betegeken igen magas és
dézisfuggd citogenetikai vélaszt észleltek. Akcelerélt &s blasztos fazisban is hatékonynak
talaltdk az STI-571-et. III. fazist tanulmény tsbb mint 1000 betegén 63%-ban észleltek
major citogenetikai valaszt.

Fenti eredmények alapjan ma az STI-571 a CML kezelésében a leginkdbb hatékony
szernek tGnik. Az irodalmi adatokbél azonban nyilvanvalo, hogy a betegség progressziéja
sorén egyr'e nagyobb aranyban kell szdmolni STI-571 rezisztencidval. A rezisztencia
priméren fennallhat (nonresponder) vagy a kezelés soran alakulhat ki (szekunder vagy
szerzett rezisztencia),

A késéi kronikus fazisban a betegek 10%-a hematologiailag és kdzel 50%-a
citogenetikailag nonresponder. Az akcelerélt fazisban 18%, a blasztos fazisban kézel 50% a .
hematoldgiai honresponderek aranya. ‘

A primér rezisztencia esetén a ber-abl nem bénithaté, mas mechanizmus lehet felelds
a progresszi6ért. A szerzett rezisztencia esetén a génamplifikci6, vagy csak a szoliter bgr-
abl fokozott expresszidja, multidrug-resistance fokozott expresszidja, vagy a ber-abl fiizids
géntermék intracelluldris megvaltozott lokalizdcija, vagy ber-abl fliggetlen jeldtvivd
rendszer 4ltali progresszié lehet felelds a hatastalanségért.

Ezen irodalmi adatok azt biionyitjék, hogy a specifikusnak tekinthetd target
molekulat blokkol6 terdpia mellett is egyre nagyobb ardnyban talalunk olyan betegeket,
akiknek kezelése nem megoldott. Szdmukra egyéb szerekkel valé kombindcié az egyik A
lehetséges megoldas, vagy eddig még nem alkalmazott kombin4ciok.

A Kisszamu beteginkdn észlelt magas citégenetikai valasz és enyhe mellékhatdsok
miatt a jévdben taldn ezen betegek részére lenne e’rdemes alkalmazni az &ltalunk vizsgélt

IFN+ATRA kombinéci6t.



V. A PhD munka 1j eredményei

e Munkdm sordn els6ként alkalmaziunk kronikus fazisi CML-es betegek kezelésére
IFN+ATRA kombinécidt feltételezve szinergista hatdsukat.

o Az irodalmi adatokkal és sajétl csak IFN-nal kezelt CML-es betegcsoportunkkal
Bsszehasonlitva IFN+ATRA kezelte ken tobb, mélyebb, és gyorsabban kialakuléd
citogenetikai valaszt észleltiink, az ATRA leallitdsa utén relapszus k8vetkezett be, amely
a két szer feltételezett szinergista hatdsa mellett sz6l.

o A CML kezelésében a Ph+ klon szupresszidja mellet fontos lehet a Ph-progenitorok
proliferdci6s hatranyanak megsziintetése.

» Egy akut promielocita leukémids (APL) betegiink ATRA rezisztens relapszusédban IFN
kezeléssel tartés (8 honapos) hematolégiai remissziét értiink el. A kezelés 4. hénapjéra
molekuldris remisszid, a ledllitist kdvetden 2 hénap milva relapszus, mAJd az
tijrainditdsra 2. molekuldris remisszi6 alakult ki. A terdpia elméleti alapjét a PML gén in
vitro igazolt transzkripciondlis IFN szabdlyozisa jelentette.

o Az ATRA-t a RAR-béta receptorra valé hatisa ismeretében elsoként alkalmaztuk
eredményesen (23 hoénapig tarté komplett remisszid) elérehaladott hepatoeel;luhns
karcindma kezelésére. ’ :

o Eredményeink alapjdn az ATRA sejtérést és differencialodast eldsegitd hatisa nem csak
APL-ben, hanecm CML-ben is klinikailag hasznosithat6.
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