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BEVEZETES

A debreceni Orvostudomdnyi Egyetem Gyermekklinikdja a Magyar Gyermekorvos
Tarsasdg Gyermekonkoldgiai  Szekcidjanak regiondlis centrumaként mikodik. A
gyermekonkoldgiai kozpontokban orszagosan évente mintegy 300 dj tumoros, 70-80 j
leukaemids eset keriil diagnosztizdlasra, melybdl klinikdnkon évente 35-40 4j rosszindulatd
vérképzoszervi illetdleg egyéb daganatos megbetegedésben szenvedd gyermek ellatisa
torténik. Hasonléan a nemzetkozi haldlozasi adatokhoz, hazankban is a rosszindulata
betegségek képviselik a masodik leggyakoribb haldlokot a gyermekkorban, s az esetek
egyharmadat kitevo rosszindulatd vérképzdszervi betegek jelentik napjaink taldn legnagyobb
terapids kihivasat.

Az elmult évtizedekben a bioldgiai ismeretek boviilése, a diagnosztikus és terdpids
lehetdségek fejlodése kovetkeztében a kordbban csaknem kivétel nélkiil fatdlis gyermekkori
daganatos betegségek mintegy 70%-ban gydgyithatokka véltak. Ez a kedvezd véltozds
elsésorban az intenziv kombindlt kemoterdpids protokollok és a szupportdlé kezelés teriiletén
megfigyelhetd robbandsszerti fejlddés javdra irhat6, melyek alkalmazdsa drdmai mdédon
javitotta az akut leukaemidk kezelési eredményeit is. Jelenleg az akut limfoblasztos
leukaemidban (ALL) szenvedd gyermekek mintegy 80%-a meggydgyul, 20%-at azonban
terapia rezisztencia, relapszus vagy a kezelés toxikus, infekcids szovodményei kovetkeztében
elveszitjiik. Sajnos a tdlélési eredmények javulasiban megfigyelheté kedvezd tendencia
lelassult, az utobbi évtizedben jelentds eldrelépés nem tortént, minden egyes szazalékpontnyi
tovabbi javulds oridsi erOfeszitéseket igényel. Sajatsdgos ellentmondds, hogy az anti-
leukaemids, anti-neoplasztikus protokollok alkalmazasanak hatart szab toxicitasuk -
elsésorban mielotoxikus és immunszupressziv tulajdonsidguk - masrészt viszont a klinikai
tanulmanyok amellett tantiskodnak, hogy az egyes kezelési sémdak agresszivitasa kedvezden
befolyasolja a gydgyulds eredményességét. Egyre nagyobb hangsilyt kap a tdlélési adatok
mellett az életmindség, melynek figyelembe vételével a jelenlegi kezelés intenzitisa a
kifejezett toxikus hatdsok miatt massziv szupportél6 kezelés mellett sem fokozhaté tovabb.

A gyermekkori akut limfoblasztos leukaemia kapcsan elért eredmények olyan uUttord
jellegtiek voltak, amelyek a ,.felndtt” hematolégidra is termékenyitSleg hatottak. Onteltség
nélkiil allithatjuk, hogy a gyermekhematolégusok a kombindlt kemoterdpids protokoll
stratégidja kidolgozdsdnak zdszl6vivoi voltak. Ugyanakkor vannak olyan, a felndtt betegek
kozott gyakori rosszindulatd vérképzdszervi megbetegedések, igy a mieloproliferativ

megbetegedések és a mielodiszplazids szindroma, amelyeknek a 1étezése a gyermekkorban —



a kronikus mieloid leukaemia kivételével — vitatott volt. A gyermekkori mieloproliferativ
kérképekrdl magyar nyelven a kézelmultban nem jelent meg korszerli dsszefoglald cikk, sem
tankonyvi adat. Ebben a két betegségcsoportban a gyermekhematolégusok ,,szorultak” a
»felnott” hematolégusok ttmutatdsara. Erdekl8désem ugy az akut leukaemia, mint a krénikus
gyermekkori vérképzoszervi rosszindulati megbetegedések vonatkozdsaban a mar elért szép
eredmények tovabbi javitdsanak lehetdsége és igénye keltette fel.

Elorelépést jelent a betegek riziké tényezOk szerinti csoportositdsa, az egyénre, a
rosszindulati betegség altipusdra szabott kezelés bevezetése. Uj terdpids stratégiai elem a
gazdaszervezet ellendlld képességének novelését illetdleg a leukaemia/tumor sejtek bioldgiai
tulajdonsagainak moédositasat célzo, kevésbé toxikus vegyiiletek, eljarasok alkalmazasa. Ezek
a terdpids modalitdsok most kezdik helyiiket megtaldlni a kezelés fegyvertardban, azonban
gyermekkorban csak ritkdn alkalmazhatok. A beteg immunvalaszanak fokozasa jelentékenyen
hozzdjarul a sulyos fert6zések lekiizdéséhez csakigy, mint a kéros klén elpusztitisihoz. A
leukaemia sejtek extracellularis szabdlyozdsa, genetikai dllomdnydnak befolydsoldsa képes a
koéros sejtpopulacié djdonképzddése és termindlis differencidlédédsa kozott fenndll egyensuly
megvdltoztatdsdra. Joggal remélhetjiik tehat, hogy a monoklondlis antitestek, citokinek, a
differencialodast indukdld, az angiogenezist gitld és egyéb biomoduldns vegyiiletek
intelligens kombinécidja tovabb javitja majd a citoablativ terdpidval illetdleg vérképzd Ossejt-
atiltetéssel elért eredményeket.

Az elmult évek kutatdsi eredményei, koztiikk sajat megfigyeléseink amellett sz6lnak,
hogy a citokinek eltér6 médon befolyasoljak a normdl csontveldi vérképzo elddsejtek és a
leukaemia sejtek szaporoddsit és érését: bizonyos novekedési faktorok és kombinacidk
elosegitik a leukaemia sejtek in vitro szaporodasat, mig masok els6sorban termindlis érésiiket
és, az apoptozis folyamata révén, pusztuldsukat idézik eld. Az ismert citokinek koziil a
granulocita-stimuldlé faktor (G-CSF), a granulocita—makrofag (GM)-CSF, valamint
interleukin (IL)-3 mar bevezetésre keriilt leukaemias és egyéb klondlis limfo-hemopoetikus
kérformédkban szenvedd betegek terdpids sémdjiban, a normal csontveldi sejtek serkentése
céljabol. A hemopoetikus novekedési faktorok leukaemia sejtekre kifejtett stimuldld hatdsa
azonban negativan befolydsolhatja az antileukaemids kezelés terdpids effektusat. Tekintettel
arra, hogy az 6ssejt faktor (SCF) az Ossejteknek és a legkorabbi progenitoroknak, a G-CSF és
GM-CSF pedig elsdsorban az elkotelezett mieloid, kiilondsen a granulocita-makrofdg vonal
sejtjeinek novekedését befolydsolja, nem meglepd ezen faktorok mieloid leukaemia sejteket

stimuldlé hatdsa. Ugyanakkor T-sejtes, B-sejtes és My+ALL sejteken is igazolthaté az SCF



receptorok jelenléte, s az SCF bizonyitottan fokozza szdmos leukaemia sejtvonal
proliferdcidjat, koztiik elsésorban T-limfoblasztos leukaemia sejtvonalakét.

A kedvezdtlen, szaporoddst serkentd hatds mellett figyelmet érdemel a citokinek
illetdleg kombinécidjuk proliferdciot gitld hatdsa, mely tulajdonsag kiakndzhat6 a neoplazidk
kezelésében. Legintenzivebben az IL-2 és a tumor nekrozis faktor (TNF) daganat ellenes
hatdsat vizsgaltak. El16bbi, tobbek kozott a tumor specifikus T-sejtek, a limfokin-aktivalt 616
(LAK) sejtek aktivaldsa révén, utobbi a monocita citotoxicitds, a peroxid termelés fokozasa
révén fejti ki hatasat. Biztaté vizsgalatok folynak T-sejt miikodést szabalyozd, angiogenezist
gatlé és egyéb daganat ellenes hatdssal rendelkezé proinflammatorikus citokinekkel, mint
amilyen az IL-12, IL-18 és az IL-27.

A kiilonbozé citokinek és kombinicidjuk eltéréen valtoztatjdk meg a
leukaemia/lymphoma sejtek dnmegujuldsa és termindlis differencidlédasa kozotti egyensulyt.
Ezt a differencidlis szabdlyoz6 hatdst Onmagédban vagy citosztatikus hatdsd gydgyszerekkel
egyiitt a leukaemids, neoplasztikus klon gyors és tokéletes elpusztitdsdra hasznalhatjuk ki a
normdl vérképzd elemek viszonylagos megkimélése mellett.

Az interferonok, virus ellenes hatdsuk mellett, eldsegitik az emlds sejtek
differencialodasat. A sejtszaporodds gatlasaval, a szervezet tumor ellenes védekezést serkentd
mechanizmusaival er6teljes daganat ellenes hatdst fejtenek ki, amelyet felnéttkori
rosszindulati vérképzészervi és szolid tumoros megbetegedésekben széles korben
felhaszndlnak. A Philadelphia pozitiv (Ph+) krénikus mieloid leukaemia (CML) interferon-
alfa (IFNo) kezelése kapcsdn észlelt kedvezd citogenetikai vélasz és tdlélési eldny Uj
korszakot nyitott ezen anti-neoplasztikus glikoproteinek terapids alkalmazdsaban. Ph+ CML
mellett az IFNo hazdnkban torzskonyvezve van follikuldris non-Hodgkin lymphoméban
(NHL), hajas-sejtes leukaemidban, kutin T-sejtes lymphomadban, Kaposi sarcomdban és
malignus melanoméban. Terdpids hatékonysdga a felndttkorban gyakori, gyermekkorban
elvétve el6fordulé mieloproliferativ kérképek kezelésében is igazolast nyert. Az irodalomban
kozolt, mintegy 50 gyermekkori essentialis thrombocythaemids (ET) eset kevés IFNa
kezeléssel szerzett tapasztalatrdl szdmol be, azonban feln6tt ET betegek IFNa kezelése
kapcsan a tanulmanyok 78%-os kedvezd valaszreakciot kozoltek. Az IFNa kezelés klinikai
hatékonysagat gyermekkori rosszindulati kérképekben kevés szami és kicsiny betegcsoportot
atoleld klinikai tanulmény, esetkozlés demonstrélta. A Ph+ CML, amelyben az IFNa kezelés
bizonyitottan hatékony, minddssze toredéke a gyermekkori neopldzidknak. Gondos és

kovetkezetes in vitro kisérletek és klinikai tanulmanyok végzésére van tehat sziikség, hogy a



mar bevezetett citokinek terdpids alkalmazdsa mellett meggy6zddjiink ezen kiilondsen
hatékony szabalyoz6 molekuldk biztonsagos gyermekhematoldgiai-onkoldgiai
alkalmazasainak lehet6ségérol.

Célkitiizés

1. Célul tiztem ki az I-es tipusi interferonok daganat-ellenes hatdsainak és
alkalmazdsainak irodalmi attekintését gyermekkori neoplasztikus koérfolyamatokban
kiilonos tekintettel a ritka, gyermekkori mieloproliferativ megbetegedésekre.

2. Tanulmanyozni kivantam az IFNa-2b hatdsat egészséges koldokzsinérvér-eredetii B-
limfocitdk és  B-sejtes leukaemia/lymphoma sejtvonalak  szaporoddsi és
differencialodasi tulajdonsagaira in vitro rendszerben.

3. Vizsgilni kivantam, hogy milyen hatidst fejt ki az IFNa-2b essentialis
thrombocytosisban (ET) szenved0 gyermekbeteg csontveldi progenitor sejtjeire
klonogén esszében.

4. Tanulmédnyozni kividntam az IFNa terdpids alkalmazdsinak lehetdségeit terdpia-
refrakter, recidivdld, kiemelten kedvezdtlen koérjoslati gyermekkori neoplasztikus
megbetegedésekben, kiilonods tekintettel az in vitro vizsgédlatba is bevont ET beteg
esetére, valamint az IFNo kezelés, illetéleg az IFNo kezeléssel parhuzamosan

alkalmazott isotretinoin kezelés mellékhatasaira.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejtek
Sejtvonalak

Az EBV genom pozitiv JY, az EBV genom negativ BL-41, valamint a HHV-8 pozitiv,
EBV és HIV-1 negativ BCBL-1 humin B-leukaemia/lymphoma sejtvonalakat 10% fotalis
borji szérummal (FCS; GIBCO, Grand Island, NY), L-glutaminnal és antibiotikumokkal
szupplementédlt RPMI 1640 (GIBCO, Grand Island, NY) tépfolyadékban 37°C fokon CO,
termosztitban (5% CO2) tenyésztettem. A sejtszuszpenzidkat a sejtvonaltdl fiiggden 2-4
naponta passzaltam, a kisérleteket a novekedés exponencidlis fazisdban végeztem.
Csontveldi és koldokzsinorvér eredetii mononukledris sejtek

A csontvel6i mintit az essentialis thrombocythaemids betegbdl egyszer haszndlatos
csontvel0 biopszids, illetdleg aspirdciés tii segitségével, crista ilei punkcié utjan, a

koldokzsinér vérmintdkat egészséges ujsziilottek sziiletése kapcsdn, azok koldokzsindrjabol



nyertem a sziilok tdjékoztatdsiat kovetd beleegyezésével. Alvaddsgitlds céljabol a mintdkat
heparinizéltam. A csontveldi mintdbdl steril koriilmények kozott sejtszuszpenzidt készitettem.
A mononukledris sejteket 1000g-n, 15 percig, Ficoll-lodamide (Pharmacia, Uppsala,
Svédorszdg) gradiensen centrifugdlds segitségével szepardltam. Az interfazisban 1évé sejteket
2x mostam 5% FCS-t tartalmazé McCoy 5A médiummal (GIBCO, Grand Island, NY).
Sejttenyészté modszerek

Kolonia esszé

A BL-41, JY és BCBL-1 sejtvonalakb6l 1x10* mononukledris sejtet tartalmazé
félfolyékony tenyészeteket készitettem. Minden vizsgélt sejtminta, valamennyi vizsgalati
idépont, exogén stimulus és dézis kapcsan 3 parhuzamos tenyészetet készitettem. A 20%
FCS-t tartalmazé McCoy’s SA tdpfolyadékot Pike és Robinson szerint amindsavakkal,
vitaminokkal, Na-pyruvattal, NaHCO3-al, penicillinel és streptomycinnel, valamint 2,5)(10'5
M merkaptoetanollal (LOBA Feinchemie, Fischamend, Németorszdg) szupplementiltam. A
lagy gél allapotot 1,2 % metilcelluléz (Methocel, 3000-5000 centipose; FLUKA, Neu-Ulm,
Németorszdg) hozzdaddsdval biztositottam. 35 mm-es millanyag petri csészéket (Greiner,
Niirtingen, Németorszdg) haszndlva, a tenyészetek 1 mL térfogatit 7 napig, 37°C
hémérsékleten, 5% CO,-t és telitett vizgozt tartalmazé CO, termosztatban inkubaltam.

A recombindns humdn (rh) IFNoi-2b-t (Shering-Plough, Brinny, Irorszag) kézvetleniil
a lagygélkultirdkhoz adtam a szélesztést megel6zden, 10, 100, 500, 1000 és 10000 U/mL
végkoncentraciéban. A tobb mint 50 sejtet tartalmazd sejtcsoportokat neveztem koldnianak.
Ezek értékelésére az inkubaciés id6 végeztével disszekcids mikroszkép (SZ6045; Olympus,
Hamburg, Németorszag) segitségével tortént.

A szekunder tenyészetekhez a primer kultirdkbdl szarmazé sejteket McCoy’s SA
médiumban reszuszpendaltam, mostam, a primer kolonia lemezek szélesztéséhez felhasznalt
adalékok alkalmazésdval tujraszélesztettem és a primer kultirdhoz hasonld koriilmények
kozott tovabbi 7 napig inkubdltam. A klondlis szaporodds eredményeit mind a primer, mind a
szekunder kultirdk esetében az rh IFNa-2b-t nem tartalmazé kontroll koléniaszamhoz
viszonyitott %-os ardnyban adtam meg (,,relative plating efficiency”).

Az essentialis thrombocythaemids betegbdl szdrmazdé csontveléi mononukledris
sejteket a sejtvonalakhoz hasonld korillmények kozott szélesztettem €s inkubéltam. A spontin
kolonia képzés értékeléséhez stimuldlo dgenst nem alkalmaztam. Stimuldl6 dgensként 5 U/mL
rh EPO (epoietin-alpha, Eprex®; Janssen-Cilag, Sidney) és 10 ng/mL rh granulocita-kol6nia
stimulalé faktor (G-CSF; Neupogen®, Hoffmann La Roche, Basel, Svijc) kombindlt



alkalmazasdval 7 illetfleg 14 nap utdn értékeltem a késdi illetdleg korai eritroid prekurzor
sejtek: ,,colony-forming unit-erythroid” (CFU-E) és ,,burst-forming unit-erythroid” (BFU-E)
képzddését, rendre. A mieloid koldnidkat 300 ng/mL rh G-CSF, 100 ng/mL rh granulocita-
makrofag (GM)-CSF (Leucomax®; Sandoz, Basel, Svéjc), 100 ng/mL rh 6ssejt faktor (c-kit
ligand, ,stem-cell faktor” - (SCF; Genzyme, Cambridge, Anglia) és 10% (v/v)
phytohaemagglutinin A-stimuldlt leukocita kondiciondlt médium (PHA-LCM) hozzdadasat
kovetden értékeltem. A PHA-LCM déltal stimulalt kolonia képzés gétldsanak vizsgalatat 100
illetdleg 1000 U/mL IFNo—2b hozzdadasaval végeztem. Kontrollként hematolégiai betegség
gyandjaval csontveld vizsgalatra keriilo, késObbiekben egészségesnek bizonyult egyének
mintdja szolgilt.
Phytohaemagglutininnel stimuldlt humdn leukocita kondiciondlt médium
Egészséges felnott onkéntestdl (Sz.1.) a Helsinki Deklaracioban foglaltakat betartva nyertem
periférids vért a human leukocita tenyészetek szamara. Dresch és mtsai szerint az el0bbiek
alapjan szeparalt mononukledris sejtszuszpenziéb6l 4x10%/mL sejtkoncentriciéban a sejteket
15% autolog huméan szérumot tartalmazé McCoy’s S5A médiumban 17 mg/mL
phytohaemagglutinin A (DIFCO Laboratories, Detroit, Mich.) és 10 mg/mL levamisole
(Decaris®, Richter Gedeon, Budapest, Magyarorszdg) jelenlétében szuszpenzids kultirdban
37°C-on CO, termosztitban tenyésztettem, majd az 5. napon centrifugdlds utdn a kapott
feliilisz6t 1 mL-es frakcidkban steril koriilmények kozott dekantdltam, majd -20°C-on
lefagyasztva taroltam.
Szuszpenzios kultiirdk

A sejtfelszini markerek és az apoptézis vizsgialata céljabol az exponencidlis
novekedési fazisban 1évé JY, BL-41 és BCBL-1 sejtvonalak sejtjeit, valamint a
koldokzsin6rvér eredetli mononukledris sejteket 5x10°/mL toménységben, 35mm-es milanyag
tenyésztéedényekben (Greiner), 5 mL RPMI 1640 tépfolyadékban, 37°C-on, 5% humid CO,
termosztiatban 72 6ran (sejtvonalak) illetéleg 24 oran 4t (koldokzsindrvér mononuklearis
sejtek) tenyésztettem. A  sejtszuszpenziokhoz 100 U/mL, illetdleg 1000 U/mL
végkoncentricioban adtam rh IFNa-2b-t, tovabba 10.000 U/mL, 100 ng/mL, illetéleg 50
ng/mL végkoncentracioban rh IFN-y-t, th GM-CSF-t és rh SCF-t. A kontroll sejtszuszpenzidk
nem tartalmaztak exogén citokineket.
Immunfluoreszcens jelolés és aramlasi citometrias meghatarozas

A sejtszuszpenziot fluoreszcein isotiociandttal (FITC) jelolt anti-CD32 (IV.3;
Medarex, West Lebanon, NH) és fikoeritrinnel (PE) jelzett anti-CD19 monoklondlis



antitestekkel (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) inkubdltam, egyidejileg. A
mononukledris sejtszuszpenzié egyéb szubpopuldcidit is meghatdroztam, anti-CD4 és anti-
CD8 monoklonélis antitestet hasznélva a T-limfocitdk, anti-CD14 monoklondlis antitestet a
monocitdk valamint anti-CD34 monoklonalis antitestet hasznilva a primitiv hematopoetikus
progenitor sejtek azonositisdhoz (valamennyi Becton Dickinson). Kontrollként izotipus-
azonos, irrelevins egér monoklondlis antitestet haszndltam. A voOrosvérsejtek FacsLysing
(Becton Dickinson) oldattal torténd lizaldsa utdn a mintdkat 2x foszfat pufferes (pH 7,4; PBS,
Sigma, St Louis, Mo) séoldatban mostam és 1% (v/v) paraformaldehiddel (Kat-Chem,
Budapest, Magyarorszag) fixaltam.

A mintdk vizsgilata 15mW argon lézeres FacScan aramlasi citométerrel (Becton
Dickinson) Lysis II ,,software” (Becton Dickinson) felhasznaldsaval tortént. Minden esetben
10.000 sejt vizsgdlata alapjan hatiroztam meg a leukaemia/lymphoma sejtek illetve a
koldokzsinérvér mononukledris sejtjeinek jellemzoit. Az adott antigénre nézve pozitivnak
tekintettiik azt a mintdt, amelyikben a sejtek tobb mint 20%-a az izotipus kontrollhoz képest
jelentésen nagyobb fluoreszcencia intenzitdst mutatott. A pozitiv sejtek ardnyét illetve az
atlagos fluoreszcencia intenzitast (MFI) a kontroll szdzalékdban fejeztem ki.

A CDI19 és CD32 koexpresszié detektaldsa sordn a szuszpenzids kultirdk 100 U/mL
illetdleg 1000 U/mL végkoncentraciéban rh IFNa-2b-t tovabba 10.000 U/mL, 100 ng/mL
illetdleg 50 ng/mL végkoncentridcidban rh IFNy-t, th GM-CSF-t és rh SCF-t tartalmaztak A
kontroll sejtkultirdkhoz nem adtam exogén citokint.

Az apoptdzis vizsgdlata sordn a sejtszuszpenzidkat az inkubdlds utdn PBS oldattal
mostam, majd 70%-os alkohollal torténd fixdldsat kovetden a sejteket propidium jodiddal
(Sigma, San Louis, MO) festettem, majd FacScan késziilékkel, CellFIT (Becton Dickinson)
program segitségével analizdltam. A DNS hisztogramot a DNS duplikdtumok azonositasaval
kaptam. Azon sejteket tekintettem DNS fragmenticiét mutaté apoptétikus sejtnek, melyek
DNS tartalma kevesebb volt, mint a GO/G1 fazisu sejteké. A nekrotikus sejteket akridin
oranzs/etidium-bromid festéssel azonositottam, fluoreszcens mikroszkép haszndlatival. A
kisérletek soran a sejtkultirdk a fenti koncentracidban tartalmaztak rh IFNa-2b-, th IFNYy-t, th
GM-CSF-t és th SCF-t. A kontroll sejtkultiirdhoz nem adtam exogén citokint.

A trombocita P-szelektin (CD62) meghatdrozdsidhoz az ET-s beteg alvaddsgatolt
periférids vérmintdjat PE-jelolt anti-CD62 monoklondlis antitesttel, illetdleg a trombocitak
GPIX antigén (CD42a) azonositdsira szolgdlé FITC-jelolt anti-CD42a monoklondlis

antitesttel inkubdltam. Kontrollként izotipus-azonos irrelevians egér monoklondlis antitestet



haszndltam. A mintdt tovdbbiakban a fent lefrt m6don, a mononukledris sejtek esetében
ismertetett eljards szerint, mostam és fixdltam. A mintdk vizsgdlata 15mW argon lézeres
FacScan aramlasi citométerrel (Becton Dickinson) CellQuest ,,software” (Becton Dickinson)
felhaszndldséaval tortént.

Klinikai tanulmany

1994 januar és 2000 méjus kozott a DE OEC Gyermekklinika hematoldgiai osztalydn
24, kiemelten kedvezobtlen korlefolydsu, terdpia refrakter, illetdleg recidiv rosszindulati
betegségben szenvedd gyermeket kezeltem IFNo-val. A klinikai tanulmany keretében az
adatgytijtés és adatfeldolgozds 1994-1997 kozott a betegdokumenticidra tdmaszkodva,
retrospektiv médon, azt kdvetden prospektiv mddon tortént.

A 24 betegbdl 15 fid, 9 ledny volt. (élekor a diagndzis idején 1 ho-18 év, dtlagéletkor
5,3 év, medidn 3 év). Hat beteg vérképzdszervi malignitdsban szenvedett. Koziiliik 3 eset akut
leukaemids; 1 akut kevert sejtes leukaemia (AMixL: CD7-, CD10-, CD19-, CD33-pozitiv), 2
akut mieloid leukaemia (AML: egy M7: CD33-, CD41-, CD42a-, CD7-pozitiv, és egy M2:
CD33-, CD13-, CD7-pozitiv); 2 eset MDS (1 JMML, és 1 RAEB) volt. Egy betegnek
essentialis thromboythaemidja (ET) volt. Két beteg disszemindlt Langerhans-sejtes
histiocytosissal (LCH), négy beteg gastrointestindlis malignitdssal keriilt diagnosztizalasra: 1
hepatocelluldris carcinoma, 2 hepatoblastoma, 1 colon adenocarcinoma. Kilenc betegnek
periferids  idegrendszeri  (vel6cs6é eredetll) tumora volt: 6 neuroblastoma, 1
ganglioneuroblastoma, 2 primitiv neuroectodermélis tumor (PNET). Két betegnek kozponti
idegrendszeri tumora volt: egy medulloblastoma valamint egy cervico-throracalis gerincvel6i
astrocytoma (A2). Egy betegnek rhabdomyosarcomaja volt.

Az IFNa kezelés megkezdése 3 esetben a korismézéssel egyidében tortént: a
hyperleukocytosissal, organomegalidval jellemezhet6 JMML-es beteg esetében az
IFNa kezelés a kolonia esszében detektalt kivalo in vitro antiproliferativ hatdsra alapozva
keriilt elinditisra; ET-ban az IFNo kezelés felndttkorban bizonyitottan hatékony, a
tanulmanyban szerepld beteg esetében az IFNo kezelés in vitro hatékonysagét kolonia esszé
moédszerrel magam igazoltam; a colon adenocarcinomds betegben a radikdlis mitétet
kovetdéen (hemicolectomia) a minimélis maradék betegség gitldsara indult IFNo kezelés 5-
Fluorouracillal kombindlva. A tobbi beteg standard antineoplasztikus kezelési protokollok
szerint volt kezelve az IFNo adasat megeldzden. Tizenkét beteg relapszusban volt: 8 lokalis
(az AML-es beteg csontvel6i relapszusit is beleértve), 3 lokdlis és metasztatikus, 1

metasztatikus relpszus. Harom beteg volt kezelésre refrakter. Hat beteg mutatott részleges



valaszt az IFNa alkalmazasat megeldzd kezelésre és volt igy makroszképos rezidudlis
tumora. Az IFNo—t (IFNo-2b; Intron A®, Schering-Plough, Brinny, frorszig; IFNo-2a;
Roferon A®, Hoffmann-LaRoche, Basel, Svdjc) heti 3x, subcutan (s.c.) médon alkalmaztam 7
esetben monoterdpia formdjdban, illetbleg a tobbi esetben egyéb antineoplasztikus
gyogyszerek, protokollok vagy bioldgiai valasz médositok, igy retinsav (RA) szarmazékok és
kis dozisu cytarabine (LD-ARAC) addsdval kombindlva. Az esetek tobbségében az IFNa
napi dézisa testfelszinre szdmitva 3 MU/m? volt. A kezdé dézist 2 esetben 6 MU/m’-re
emeltem. Két beteg esetén a kezdd dézis 10 MU/m? (késSbb 20 MU/m?-re emelve), illetSleg 5
MU/m’ volt.

A tervezett kezelést megel6z6en a betegek sziileitol tdjékoztatast kovetd {irdsos
beleegyezést kértem. A JMML-es beteg sziilei 6t és fél honapos kezelést kovetden minden
tovabbi terdpids eljardstdl elzdrkéztak még az IFNa terdpidval egyiitt alkalmazott AML-
BFM-93 protokoll szerinti konszolidaciés kezelés befejezését megeldzden.

Az IFNa kezelésre adott vélaszreakcid felmérése fizikalis vizsgdlat, kvantitativ és
kvalitativ vérkép, hematopoetikus malignitds esetén csontveld aspiricio, illetve képalkoto
vizsgélatok, {gy konvenciondlis rontgen, ultrahang, CT és MRI segitségével tortént. A
tumoros folyamat aktivitdsdnak felmérésében a “Tc csontscan, neuroblastoméban a '*’I-meta-
jodo-benzil-guanidine (MIBG) scan, valamint vérkémiai tesztek (laktat dehidrogendz, neuron
specifikus enoldz és ferritin) ismételt alkalmazdsa is segitett. A terdpids effektus
szempontjabol, konvenciondlis kritériumok alapjdn, komplett és parcidlis remissziét (CR
illetve PR, rendre), stabil/stagndlé és progressziv betegséget (SD illetve PD, rendre)
kiilonboztettem meg. Regisztraltam a betegek tilélési idejét. A terdpids valasz mellett
kiemelten tanulméanyoztam az IFNa kezelés mellett jelentkez6 mellékhatasokat.

A 24 beteg koziil részletesen ismertetem az ET-ben szenvedd beteg esetét, akinek
csontvel6i mononukledris sejtjeit a korismézés alkalmdval kolénia esszé moddszerrel
jellmeztem. Ugyancsak ismertetem 2 beteg esetét, akikben az IFNa kezeléssel parhuzamosan
alkalmazott 13-cisz-retinsav (isotretionin; Roaccutan®, Roche, Basel, Svijc) terdpia mellett
Sweet szindréma alakult ki.

Statisztikai értékelés

A kiilonb6z6 dézisi IFNa-2b dézisok mellett kialakulé apoptdzis, koldniaképzés-

gdtlas, illetdleg CD19 és CD32 expresszié értékében mutatkozé differencia statisztikai

szignifikancidjat a Student féle t-teszt segitségével vizsgaltuk, a normadl eloszlas ellendrzése

10



mellett. A statisztikai elemzés kapcsan a 0,05 alatti p értékeket (p< 0.05) tekintettem

statisztikailag szignifikdnsnak.

EREDMENYEK

IFNo-2b hatdsa B-sejtes leukaemia/lymphoma sejtvonalak primer és szekunder kolonia
képzésére

Az IFNa-2b mindharom vizsgilt B-sejtes leukaemia/lymphoma sejtvonal esetén a
primer illetdleg a szekunder koldnia képzés ddzis dependens gatlasat okozta. Primer kolonidk
képzését 1000 U/mL IFNa-2b gatolta maximadlisan a JY és a BL-41 sejtvonal esetén, mig a
BCBL-1 sejtvonal esetében 10 U/mL IFNa-2b idézett elé kozel maximalis gatlast. A kolonia
képzés gatlasa a harom vizsgalt sejtvonal koziil kettd esetében nem volt teljes, a tiléld sejtek
aranya 70 % és 35% volt a JY és a BL-41 sejtvonal primer lagygél kultdrai esetén, 45%
illetve 35% a szekunder kultirdakban, rendre. A BCBL-1 sejtek esetében 500 U/mL, illetdleg
100 U/mL IFNa—2b 100%-os klonalis proliferacio-gatlast eredményezett a primer, illetéleg a
szekunder metilcellul6z kultirdkban.

IFNo-2b  hatdsa  leukaemia/lymphoma  sejtvonalak  és  koldokzsinorvér — normadl
B-sejtjeinek apoptozisdra és sejtfelszini Fc)RII receptor expressziojdra

A vizsgalt sejtvonalakban, az exponencidlis novekedés szakaszaban a BL-41 sejtek
2,3-4,1%-a, a JY sejtek 3,6-6,7%-a apoptotikus. Ez a konstans, spontdn apoptozis ardny 72
ora (JY) illetve 96 6ra (BL-41) milva kezdett szignifikdns mértékben (p<0,05) emelkedni a
nem passzalt sejtkultirdban. IFNa-2b 100 U/mL, illetéleg 1000 U/mL doézisban szignifikans
mértékben (p<0,05) fokozta az apoptétikus sejtek aranyat 48 illetve 24 6ra mulva a BL-41 és
a JY sejtkultirdban. A BCBL-1 sejttenyészetben 24 6ra inkubaciés iddt kovetéen 100 U/mL
IFNa-2b kifejezett sejtnekrozist idézett elo.

Ellentétben a leukaemia/lymphoma sejtvonalakndl megfigyeltekkel, a kdldokzsindr-
vér mononukledris sejtjeiben 24 6rds tenyésztést kovetden 10-szeresére nott az apoptotikus
sejtek ardnya, kiils6 novekedési faktor hozzdaddsa nélkiil. Az IFNa-2b szupplementicid
jelentds csokkenést eredményezett mar 100 U/mL dézisndl, s tovabbi csokkenést 1000 U/mL
dézisnal. Az IFNo-2b-vel ellentétben IFNY, GM-CSF és SCF alkalmazdsa nem elzte meg a
koldokzsinérvér mononukléris sejtfrakcidban kialakuld spontdn apoptozist.

Az in vitro IFNa-2b kezelés befolydsolta a vizsgalt sejtek sejtfelszini FcyRII (CD32)
kifejez6dését. A BL-41 és JY sejtek tobb mint 99%-a CD32 pozitiv volt, azaz minden sejt
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konstitutiv. modon kifejezte a receptort. 1000 U/mL IFNo-2b jelenlétében az atlagos
fluoreszcencia intenzitds (MFI) 24 6ra inkubalast kovetden 13+9%-kal, valamint 7+3%-kal
no6tt a nem kezelt BL-41 valamint JY sejtekhez viszonyitva.

A CDI19-CD32 koexpressziét mutatd B-sejtek ardnya 10,845,3% volt a
koldokzsinérvér mononukledris sejtjei kozott, mely ardny, IFNa-2b hidnydban, 24 Ords
inkubécids idot kovetden szignifikdnsan (p<0,05), 5,8+3,5%-ra csokkent. 1000 U/mL IFNa-
2b jelenlétében a CD19-CD32 koexpresszald sejtek aranya nem valtozott (10,0+5,5%)
lényegesen. Hasonlé eltérést a  koldokzsindrvér mononukledris  sejtjei  egyéb
szubpopulédcidiban (T-limfocitdk, monocitdk, CD34-pozitiv vérképz0 progenitor sejtek) az
IFNo nem idézett el6. Exogén IFNy, GM-CSF valamint SCF nem akaddlyozta meg az
FcyRII-t expresszalo koldokzsinérvér B-limfocitak szignifikdns csokkenését.

A CD32 MFI hasonlé valtozast mutatott: exogén IFNo-2b hidnydban jelentdsen
csokkent (p<0,05) - 4,842,.8%-r61 2,240,7%-ra, ugyanakkor a szignifikdns csokkenés
elmaradt az 1000 U/mL IFNa-2b-vel kezelt mintdkban (4,3+1,9%). IFNYy, GM-CSF és SCF
nem akadilyozta meg a CD19-pozitiv koldokzsinorvér B-limfocitdk CD32 MFI csokkenését.

Az inkubdcids id6 alatt az IFNo—2b nem befolyédsolta jelentésen a T-limfocitdk
(70+5%), a monocitdk (9+5%), és az éretlen CD34-pozitiv hematopoetikus Ossejtek (1.5+1%)
ardnyét a koldokzsindrvér mintdk mononuklearis sejtfrakcidiban.

IFN« in vitro és in vivo hatdsa essentialis thrombocythaemids (ET) betegben

Egy, a jelentkezés idején 3 éves kislany keriilt klinikdnkon kivizsgaldsra fokoz6do
fejfdjas, szédiilés, enyhe splenomegalia miatt. Vérképvizsgélata kifejezett trombocita szdm
emelkedést (3000 G/L) igazolt, 10,5 fL. 4tlagos trombocita térfogattal. A gyermek csontveld
biopszias mintdja mérsékelten hiperplazias hematopoézist, az eritroid és mieloid prekurzorok
normdl ardanyat és lokalizacidjat, a megakariocitdk kifejezetten fokozott megjelenését mutatta.
A megakariocitik a szokdsosndl nagyobb méretiiek, er6sen hiperlobulalt magviak voltak,
enyhén fokozott csontveldi retikuldris elemek mellett (Bauermeister grade 1-2). A berlini kék
reakcié nem mutatott ki gyliriis szideroblastokat. A citogenetikai analizis normdl néi
kariotipust igazolt (46, XX).

A beteg csontveld-aspirdciés mintdjabol nyert mononukledris sejtek koldnia esszé
vizsgédlata spontdn koldnia képzést nem mutatott. 5 U/mL EPO és 10 ng/mL G-CSF
kombinélt alkalmazdsa 7 illetleg 14 nap tenyésztési id6 alatt, normdl CFU-E és BFU-E
képzddést eredményezett, rendre. A normdl csontveléi mieloid progenitorokat optimalisan

serkentd 300 ng/mL G-CSF, 100 ng/mL GM-CSF, 100 ng/mL rh SCEF, illetéleg 10% (v/v)
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PHA-LCM alkalmazdsa a betegbdl szdrmazé csontvel6i mononukledris sejt mintdkban
relative kevés szamua (50-200), nagy, VIlI-as faktor antigénre negativ reakciét add, mieloid
kolonidk képzodését indukalta. A IFNo-2b a PHA-LCM-indukélta kolonia képzés dozis-
dependens gatlasat eredményezte, 1000 U/mL dézisban komplett gatlassal.

A kifejezett in vitro gatlo hatdst és a feln6tt ET-ben leirt kedvezo terdpids effektust
figyelembe véve, subcutan IFNa kezelést inditottam 3 MU dézisban heti 3x alkalommal
adagolva. Az IFNa dézisét fokozatosan 6 MU-re emeltem. Emellett a beteg a trombocitaszam
1000 G/L ald csokkenéséig 5 mg/ttkg/nap aspirin kezelésben részesiilt a trombocita
aggregicié gatlasa céljabol. Hatvanot havi IFNo kezelés mellett a trombocitaszdm
fokozatosan csokkent, csaknem a normalis értékre (440 G/L). A beteg prezenticids tiinetei
mar két havi IFNa kezelést kovetden megsziintek, a gyermek hétkdznapi életmddot folytat,
iskoldba jar, tiinet- és panaszmentes. Mellékhatasként mindossze enyhe 14z és influenza-szer
tiinetegyiittes jelentkezett. Az IFNa kezelés ledllitdsat kovetd iddszakban a beteg
trombocitaszdma stabilan 400 és 600 G/L kozotti.

Az IFN« kezelés befejezését kovetden 3 honappal végzett csontveldi minta dramlési
citometrids elemzése normdal mieloid/eritroid, T-sejt/B-sejt és CD4/CD8 ardnyt mutatott, s
kimutathaté volt egy CD45halvany/CD34/cyFXIII-A pozitiv, intenziv GPIIb és GPIX
expressziot mutato, elkiiloniilo sejtpopulacié (6%). A periférids vérminta dramldsi citometrids
analizise a trombocitdk kifejezetten fokozott (30%) P-szelektin expresszidjat mutatta a normal
kontroll trombocitdkhoz viszonyitva (0-3%), jelezve a trombocita aktivaciot. Tizenot
hénappal az IFNa kezelés leallitasat kovetden a fenti paraméterek normalizalédtak.

Malignus betegségben szenveddé gyermekek in vivo IFN& kezelésével szerzett klinikai
tapasztalatok

Az IFNa kezelést, mint els6-vonalbeli terdpidt véalasztottam az ET esetében, az
irodalmi adatok szerinti hatékonysdgra, valamint a JMML esetében a kedvezd in vitro
hatdsossdgra alapozva. A colon adenocarcinomds beteg az IFNa-t irodalmi adatok alapjdn, a
fenntartd kezelés részeként kapta Fluoro-uracillal kombinéltan. Elobbi betegen kiviil a két
LCH-s, a két rezidudlis masszaval biré vel6cs6 eredetli tumoros, valamint az astocytomds
betegek kaptak az IFNa-t -kezelésiik sordn végig, vagy részben - monoterdpia formdjaban. A
tobbi beteg az alapbetegségnek megfeleld kemoterdpidval kombindlt formaban kapta az IFNo
kezelést.

Az IFNa-val kezelt 24 betegb6l 14 (58,3%) komplett (CR) vagy parcidlis (PR)

remisszidba keriilt. Ezen alcsoportban a tdlélési id6 9-167+ honap volt (atlag 79,4 hé, medidn
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79 ho). A reagdld betegek csoportjdban taldlhaté valamennyi tilélé beteg. A 7 tdlélé beteg
mellett kedvezd terdpids vdlaszt észleltem 4 vérképzOszervi rosszindulati betegségben
szenvedd valamint, 4tmenetileg, a colon adenocarcinomads, a neuroblastomds és az LCH miatt
kezelt, késObb elveszitett betegek esetében. A 3 stabil/stagnild betegségben illetve a 8
progressziv betegségben szenvedd gyermek kivétel nélkiill meghalt (11/24, 45,8%). Ezen
alcsoportban az dtlag tdlélési id6 35 hénap volt (8-67 hd, medidn 32 ho). Kedvezdtlen
véalaszreakciot észleltem a gastrointestindlis malignitds miatt kezelés alatt allo, az MDS, a
PNET illet6leg neuroblastoma, a medulloblastoma valamint a rhabdomyosarcoma miatt kezelt
betegek esetében.

A betegek tobbsége az IFNa-t 3MU/m” dézisban kapta. Ett6l az adagoldsi rendtdl
Osszesen 5 beteg esetében tortént eltérés. A standard kezelésre nem reagdlé AmixL beteg
esetében az indulé dézis 10 MU/m? volt, melyet 20 MU/m* dézisig emeltem, a szokvanyos
mellékhatdsok fokozddésa nélkiil. A hepatocelluldris carcinomds beteg esetében a 3 MU/m?
kezdd doézist 5 MU/mz—ig, mig az ET, egy neuroblastomds és az astrocytomds beteg esetében
6 MU/m’ dézisig emeltem. A doézis emeléseknél az addigi kezelésre adott kedvezd
véalaszreakciot és az egyéni toleranciat vettem figyelembe. Az emelt dézisu IFNo-t kapd
betegcsoportban a mellékhatasok eléfordulasi gyakorisdga és intenzitdsa nem kiillonbozott a
szokvéanyos alapddzist kapd beteghez képest.

Az IFNo kezelést minden egyes beteg jOl tolerdlta, kizarélag enyhe influenza-szerti
tiinetek, illetve a s.c. adagolasmdod okozta enyhe lokdlis kellemetlenség jelentkezett
mellékhatdsként. Csupdn egy esetben I1épett fel szdmottevd féradtsig, enyhe
figyelemdeficittel, étvagy- és teststlycsokkenéssel kisérve.

Stlyos mellékhatast két, az IFNa kezeléssel egyidejlileg 13-cisz-retinsav (isotretinoin)
kezelést kapd betegben észleltem. Egy 18 éves ledny, aki cerebellaris medulloblastoma miatt
craniospindlis irradidciét és VEP (Vincristin/Elobromol/Procarbazin) séma szerinti
kemoterdpiat kapott. Hirom évvel késObb szekunder mielodiszpldzids szindréma (refrakter
anaemia blaszt tdlsillyal, RAEB) alakult ki, mely miatt allogén vérképzd Ossejt atiiltetés
tortént. Ot hénappal a transzplanticiét kovetéen a diszplasztikus klén Gjbdl kimutathatéva
valt. Két alkalommal donor eredetii ,,buffy coat” transzfiziét, IFNo—at (3MU/m2/hetente 3X),
isotretinoint (120 mg/mz) €s ismételt alacsony dézisi ARA-C-t kapott. Az isotretinoin adasat
kovetd 8. naptdl a beteg borében fajdalmas vorhenyes csomok jelentkeztek, 2 hénapig tartd
laz, leukocytosis (€rett neutrofilek), emelkedett vérsejtsiillyedés kiséretében, ismételt negativ

tenyésztési eredményekkel. Ezen tiinetekhez 4 hét mulva proteinuria, folyadékretenci6 tarsult,
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mely a beteg haldldig fenndlt, szemben a tobbi klinikai tiinettel, mely az isotretinoin
megvonds és az alkalmazott 6-methylprednisolon kezelés mellett jelentdsen javult. Hasonl
klinikai kép bontakozott ki a egy neuroblastomds beteg lokdlis relapszusa valamint
majmetasztdzis okdn alkalmazott, CEV (carboplatin/etoposid/vincristin) ciklusok mellett
IFNa-t és ugyancsak isotretinoint tartalmazé kombindcidés kezelése sordn. A beteg
mellékhatdsnak megfeleld klinikai tiinetei (subcutan csomoék, 14z) az isotretinoin megvondsa
és 6-methylprednisolon kezelés mellett szandlodtak. A két beteg kezelése kapcsin észlelt

klinikai tiinetcsoport Sweet szindroménak felelt meg.

MEGBESZELES

A kisérletek sordn vizsgéltam az IFNa-2b-nek hiarom B-sejtes leukaemia/lymphoma
sejtvonal, az EBV-vel fert6zott, immortalizalt JY, a virusgenom-mentes BL-41 és a HHV-8
genomot hordozé6 BCBL-1 sejtek klondlis novekedésére, apoptdzisira, illetdleg bizonyos
sejtfelszini molekuldk kifejez0désében megnyilvanulé fenotipus-valtozasira gyakorolt
hatdsat. Az IFNo-2b mindhdrom vizsgalt sejtvonal esetén szignifikdns, d6zis-dependens
gétlast idézett el6 mind a primer mind a szekunder kol6énidk vonatkozdsdban. Tekintettel arra,
hogy a primer kolénia képzés a termindlis differencidlédést jellemzi, mig a szekunder kol6nia
képzéssel a sejtek onmeguijuld képessége jellemezhetd, az eredmények alapjan az IFNo-2b
antiproliferativ hatdsa a leukaemia O&ssejt illetéleg a leszarmazott, termindlis oszldsban
résztvevo lednysejtek szintjén is megnyilvanul. A JY és BL-41 sejtek koloniaképzés- gatlasat
az apoptétikus sejtek ardnydnak novekedése kisérte. Ezekben a sejtvonalakban az
IFN0—2b dnmagaban nem hozott 1étre sem teljes foki koloniaképzés-gatldst, sem 100%-o0s
apoptézis-indukciot. A tdléld sejtfrakcié IFNo-ra természetes rezisztencidt mutaté vagy az
apoptdzis utvonalat megkeriild sejteket reprezental.

Humén B-sejtes leukaemia/lymphoma sejtvonalakra vonatkozéan az IFNo apoptdzist
indukdlé hatdsardl irodalmi adat nem jelent meg. Trubiani és mtsai differencidlt human
leukaemia B-sejtvonalra vonatkozdan kozoltek sajat eredményeinkkel megegyezd, IFNy
kezelés kapcsan kialakulé apoptdzis indukciot.

A HHV-8 infektalt BCBL-1 sejtvonal esetén a primer és szekunder kolonia képzés
IFNo—kivaltotta komplett gitldsa volt megfigyelhetd. Az IFNo—kezelt tenyészetben kifejezett
volt a nekrotikus sejtek ardnya. Ezen sejtvonal humén IL-1, IL-10, IL-12, illetéleg két, a -

kemokin csalddba tartozé makrofag gyulladdsos protein, a transzforméald-novekedési faktor [3-
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1 (TGFB-1), valamint a virdlis IL-6 detektilhat6 mennyiségii mRNA-ét expresszalja. Az
IFN« feltehetdleg ezen citokinekkel interferdld, a sejt ndvekedését szabdlyozd, autokrin
hurkok befolyasoldsa révén fejtette ki proliferacié-gatlo hatasat.

Az IFNa kezelés képes gitolni a BCBL-1 sejtvonal HHV-8 produkcidjat. A virus
hosszii homoldg régiéjaban az interferon-reguldlé faktorral (IFR) nagyfokd homologiat
mutaté ORF-K9 proteint kédol. Igazolhat6, hogy az IFNo az IFR-1 termelés indukcidja és a
virdlis IRF DNS kotodésének kompeticidja révén fejti ki virus-novekedés gatld hatasat.
Megfigyelték, hogy az I-es tipusu IFN BCBL-1 sejtbe torténd transzfektildsa a viralis litikus
kor aktivacidjanak gatlasdval apoptdzist idéz eld és megsziinteti a tumorindukalé hatast SCID
egértorzsben.

Ellentétben a leukaemia/lymphoma sejtvonalak esetében tapasztaltakkal, a
koldokzsinérvér eredetii mononukledris sejtek in vitro spontdn apoptézisit az IFNo—2b
kezelés kivédte. Ez az uj megfigyelés aldtdmasztja azt az allaspontot miszerint az IFNa az
érett B-sejtek fontos talélési faktora.

A koldokzsinérvér  B-limfocitdkon — megfigyelheté  anti-apoptdézis  hatdssal
parhuzamosan az IFNo-2b megelézte a CD32-pozitiv, FcyRII-t kifejez6 B-limfocitak
aranyanak csokkenését. Ezen megfigyelésekkel egyezéen Ruuth és mtsai az IFNo hatdsira
1étrejovo periférids B-limfocitdk spontidn apoptézisanak gatldsat igazoltdk, mely specifikus
foszfatidil-inozitol-3 (PI3)-kindz inhibitorral gatolhat6 volt, a PI3, mint médsodlagos hirvivd
utvonal folyamatban betoltott kozponti szerepére utalva.  Tekintettel arra, hogy a
koldokzsinérvér egyéb mononukledris sejtjeinek szubpopuldcidiban (T-limfocitdk, monocitak,
CD34-porzitiv éretlen hemopoetikus elddsejtek) hasonl véltozds nem volt megfigyelhetd,
feltételezhetd hogy az IFNo foképpen a normél B-limfocitdkban fejt ki anti-apoptotikus
hatdst. Az IFNo hatdsa szelektiv, mivel az IFNy, a GM-CSF és az SCF nem volt képes
hasonl6 valtozdst létrehozni sem az apoptdtikus sejtardny, sem az FcyRII kifejez6dés
tekintetében. Habédr a mononukledris sejtfrakcidban jelenlévé monocitdk és T-sejtek altal
termelt egyéb, B-sejt tilélési faktorok indirekt hatdsa nem valészinii, ezt a lehet6séget nem
lehet teljesen kizérni.

Ez a megfigyelés 1j, bar nem varatlan. IFNa vonatkozasaban eddig még nem, IFNy
esetén ismert volt az a jelenség, hogy az IFNYy fokozza az I-es és Il-es tipusu sejtfelszini Fcy
receptorok kifejez8dését monocita/makrofég illetleg megakariocita sejtvonalakban. Az IFNy
a ,,y-reszponz régié’-nak nevezett (GRR) specifikus protein komplexek gyors indukcidjat

idézi elo, az FcyRI gén transzkripcids ratijanak kifejezett ndovekedését eredményezve. Az
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IFNa szintén indukdlja a reszponz région 0sszedllé hasonlé komplexek kialakulasat, de nem
aktivdlja a mononukledris sejtek FcyYRI transzkripcidjat. Az Fcy receptorok
manifeszticiéjanak daltalam is megfigyelt fokozott szintje jO Osszefiiggést mutat a
differencidlodas 1épéseivel és az IFNa-ra adott fokozott valaszkészséggel a B-sejtekben.

A leukaemia sejtek klondlis proliferacidjanak gatlasa, a neoplasztikus és normal B-
sejtek apoptézisdnak eltérd szabdlyozdsa igéretes IFNo 4ltal kivaltott hatds, mely
potencidlisan hasznosithaté a gyermekkori B-sejtes malignitdsok ellen irdnyulé daganat-
ellenes kezelésben. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek az IFNa és a citosztatikus gydgyszerek
kombinécidjanak de novo leukaemia/lymphoma sejtekre kifejtett hatdsdnak felmérésére, hogy
meghatarozhassuk az IFNa mono- illetéleg kombinaciés terdpia pontos helyét a
gyermekonkohematolégia fegyvertaraban.

Az essentialis thrombocythaemia ismeretlen eredetii, a trombocita prekurzorok tilzott
proliferacidjaval jar6 klondlis mieloproliferativ betegség. Ellentétben a krénikus és akut
mieloid leukaemidval, a citogenetikai és molekuldris genetikai vizsgdlatok kromoszéma
eltérést rendszerint nem mutatnak. Philadelphia transzlokacié [t(9;22) / ber-abl atrendezddés]
sem mutathat6 ki. Egy friss tanulmadnyban vizsgélt 7, nem familidris ET-ds és egy szekunder
thrombocythosisos gyermekben sem a trombopoetint (TPO) sem a receptordt, a c-mpl gént
kédol6 szekvencidkban nem taldltak modosuldst, jelezve, hogy a zavar nem a megakariocitak
TPO-ra adott vdlaszdban, hanem valdsziniileg a jeldtviteli mechanizmus szintjén lehet.

A feln6tt ET-4s betegek hematopoetikus prekurzor sejt klondlis proliferdcidjanak
tanulmanyozésa hozzdsegitett a betegség korélettandnak jobb megértéséhez. Megel6zéen Ash
és mtsai igazoltak spontin CFU-MK kolénia képzést, késébb Juvonen és mtsai mutattak ki
felndtt betegekben szignifikdns CFU-MK kol6nia képzés-emelkedést szuboptimdlis dézisu
PHA-LCM stimulacié mellett, az egyéb mieloproliferativ betegségben észlelt spontan koldnia
képzéssel megegyezd jelenségként. Randi és munkatarsai 5 vizsgalt ET-ds gyermekben a
spontin BFU-E kolénia képzés hidnyat detektaltdk. Florensa és mitsai voltak, akik el0szor
tanulmanyoztdk CFU-MK és CFU-GM kolo6nia képzést ET-as gyermekekben. Ellentétben a
Randi munkacsoport eredményeivel, 4/5 esetben detektaltak spontdn BFU-E kolonia képzést.
Spontan CFU-MK 4/5 esetben volt kimutathatd, spontin CFU-GM koldnia képzést nem
taldltak. Megfeleld exogén citokin stimuldcié utdn, az dtlag BFU-E, CFU-MK és CFU-GM
78,4; 6,6 illetbleg 36,4 volt 2x10° szdmi mononukledris sejtre vonatkoztatva. Feln6tt ET-4s
betegben Gugliotta és mtsai kozlése szerint az IFNo-2b igen alacsony koncentraciéban (1-10

U/mL) gétolta a CFU-MK kol6nidk novekedést.

17



Gyermekkori ET-ban a kezelés indikdcidja és fajtdja kevésbé meghatdrozott, mint
felndtt betegekben. Tiinetmentes esetekben megfigyelés-kovetés indokolt. Tiineteket mutatd
betegben trombocita-ellenes vagy citoreduktiv kezelés bedllitdsa sziikséges. Az alkildlo
dgensek, mint a busulfan vagy hydroxyurea fokozzdk a leukaemids transzformécio rizikdjat.
Alacsony dozisd aspirin hatékony a kisérotiinetek kezelésében, habar alkalmazdsa magas
trombocita szammal jaré ET-ban ellentmondésos. Ujabban anagrelide javasolt az emelkedett
trombocita szdm korrigdldsara mind feln6tt-, mind gyermekkorban. Az IFNa haszndlata mint
alternativ terapids lehet0ség javasolt. Az IFNa kozvetleniil gatolja a TPO-idukalt
megakariocita novekedést a SOCS-1 gén-indukcid kovetkeztében létrejové TPO-szignal
gatlasa révén. Mivel a humdn megakariocita progenitor proliferacié stimuldlhaté TPO-
fiiggetlen tton is, az I-tipust interferonok CFU-MK névekedést indirekt moédon gétlé hatdsa
sem zarhaté ki. Az IFNa nem mutagén, nem leukaemogén, azonban influenza-szeri
mellékhatdsa és subcutan adagolhatdsdga korldtozza hasznalatat. Jelentdsebb mellékhatast,
mint amilyen az irreverzibilis neuroldgiai kdrosodds, igen ritkdn kozoltek.

Egy 1999-ben intenziv homloktdji fejfajas panaszaval jelentkezd 3 éves leanygyermek
esete megfelelt a ,,Polycythemia Vera Study Group” diagnosztikus kritériumainak. A
gyermek 3 éves életkordval egyike a legfiatalabb ET-s betegeknek. A gyermek esetében
tanulmanyoztam a csontveldi eredeti mononukledris sejtek eritroid és mieloid koldnia képzési
tulajdonsagat. A betegbdl szdrmazd csontvel6i minta nem mutatott spontdn kolénia képzd
tulajdonsagot. Az indukalt BFU-E, CFU-E és CFU-GM kolénia képzés mértéke a Florensa és
munkatdrsai dltal dokumentélt mintdkéhoz hasonlitott. A vizsgalat idején nem volt lehetdség a
TPO in vitro kol6nia képzésre gyakorolt hatdsanak jellemzésére, azonban a G-CSF, GM-CSF,
SCF, PHA-LCM stimulédciéra képz6dd kolénidk negativak voltak intracelluldris FVIII
antigénre. Felnd6tt mintdkhoz hasonléan az IFNa-2b igen hatékonyan gétolta a PHA-LCM-
indukélt mieloid kolénia képzést.

A feln6tt mintdk IFNo gétldsa és a felndttkori kedvezd klinikai tapasztalatok alapjan a
beteg IFNa kezelése megkezdddott, melyre szignifikdns trombocitaszam-csokkenés, illetdleg
a klinikai tiinetek old6désa kovetkezett be. Az IFNo kezelés hatdsa tartésnak bizonyult, mivel
a kezelés ledllitdsa 6ta eltelt 26 hénap alatt a trombocita szam 400-600 G/L érték kozott
stabilizalodott. Az IFNa kezelés leallitasat kovetd 3 honappal a GPIIb, GPIX és a P szelektin
szint emelkedése volt kimutathat6, mely jelenség in vivo trombocita aktivaciora utalt. A 12
hénap mulva ismételt vizsgdlat az in vivo trombocita aktivicié normalizal6ddsat mutatta.

Koros trombocita aktivicié in vivo gyulladdsos folyamatok illetve in vitro exogén stimulus
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hatdsdra alakul ki a megakariocita/trombocita vonalban. Az I-es tipusu interferon kezelést a
trombocitdk P-szelektin kifejez6désének csokkenése kisérte krénikus hepatitis C fertdzott
egyénekben, mutatva az IFNa aktivalt trombocita-stabilizalé hatdsit. Ez a megfigyelés
felveti, hogy az IFNa kezelés hatékonysdgdhoz a trombocita aktivaciét gatld hatds
hozzajarulhat a kedvez6 terapids valaszhoz ET-ban.

Az IFNa terdpiat, munkatarsaimmal egyiitt, els6ként alkalmaztam nagyobb szamdu, 24
esetet szamlalé gyermekkori kohort kezelésére. A részletesen ismertetett ET esetén kiviil 23
gyermeknek recidiv, illetéleg az alkalmazott terdpidra gyengén reagéld, azaz, akar a javulasi
tendenciat, akar a gyogyulasi esélyeket tekintve kifejezetten rossz prognézisu folyamata volt.
Az IFNaq terdpidt, mint elsévonalbeli kezelést az ET esethez hasonléan, a kedvezd in vitro
érzékenység okdn JMML-ben, valamint felndttkori esetekre vonatkozé szakirodalmi adatok
alapjdn, radikdlis sebészi eltdvolitdst kovetéen colon adenocarcinomds gyermekben
valasztottam. A tobbi beteg esetében az IFNa kezelésre a megel6z6 kemoirradidcids
kezelés(ek) mellett észlelt makroszképos maradék betegség, tumorprogresszié illetdleg
recidiva miatt keriilt sor.

Az alapbetegség kifejezetten elérehaladott jellege ellenére a vizsgdlt 24 betegbdl 14
kedvezben reagilt az IFNo kezelésre. A CD7-pozitiv leukaemids betegek vélaszreakcidja
kiilonosen figyelemre méltd, mivel a CD7 antigén a még véglegesen T-sejtvonal irdnyba el
nem kotelezett, éretlen hematopoetikus elddsejtek felszinén expresszdlodik, s az ezen
sejtekbol transzformalddo leukaemia az IFNa kezelésre jol reagalhat. Komplett vagy parcialis
terdpids valaszreakcid volt lathaté a mar ismertetett ET eset mellett JMML, disszeminalt
LCH, astrocytoma, valamint neuroblastoma/ganglioneuroblastoma esetén. Az utébbi
koérképek kapcsan a kedvezd vialaszreakcid azokban az esetekben volt megfigyelhetd,
amelyekben az IFNa terdpia a standard multimodalis kezelést kovetden keriilt alkalmazésra,
parcidlis remisszioban, mint fenntarté monoterdpia vagy 13-cisz-retinsavval egyiittesen adva.
Egy ujabban végzett meta-analizis eredményeihez hasonléan a colorectalis tumor IFNa
kezelése kapcsdn mi sem észleltiink kedvezd terdpids hatast. Az IFNa kezelésre reagald 14
malignus betegbdl 7 tartés tuléld. Koziilik 6 gyermek alapfolyamata jelenleg nem mutat
aktivitasi jeleket, 1 parcidlis remissziéban (PR) van.

Az IFNo kezelés a betegek szamdra kifejezetten jol tolerdlhaté volt, enyhe vagy
mérsékelt mellékhatdsok kiséretében. Minden betegben kiilonbozd stlyossdgid és tartamu

lazas, influenza-szerl reakciot észleltem az IFNo addsa kapcsan. A s.c. injekciok fajdalmas
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mivoltira 2 gyermek (8%) panaszkodott. Egy esetben (4%) kellett az IFNa kezelést
faradékonysag, étvagytalansag, kifejezett testsuly-csokkenés miatt atmenetileg sziineteltetni.

Két gyermek esetében, akik az IFN« terdpidval parhuzamosan isotretinoin kezelésben
is részesiiltek, Sweet szindroma kialakuldsat észleltiik, amelyet, mint gyermekkorban ritkdn
eloforduld akut neutrofilids dermatdzist eredetileg Sweet és mtsai irtak le. A kérkép pontos
patogenezise nem ismert. Az IL-1, IL-3, IL-6, IL-8, G-CSF, GM-CSF és IFNY citokineket
érintd diszregulacié feltételezhetd. Jellemz6 hisztopatologiai eltérés a noduldris
perivaszkuldris neutrofil sejtes beszlirddés, a neutrofil karyorrhexis, a nyilvanvalé vasculitis
hidnya. Kutan erupciok, eritémds papuldk és plakkok, magas, intermittalé 14z, influenza-szera
felso 1éguti megel6zo tiinetek, kotdhartya-, szivarvanyhdartya-, iziileti-gyulladds mellett steril
belszervi érintettség  (alveolitis, osteomyelitis, veseelégtelenség, ma4j-, pancreas-,
idegrendszeri) fordulhat eld. A korkép gyakran tarsul hematoldgiai neoplazidkkal, szolid
tumorokkal, immunoldgiai és gyulladdsos folyamatokkal, gyogyszerek, koldnia stimulald
faktorok alkalmazdsdval illetdleg csupa-transz-retinsav kezeléssel. A két eset az elsd, 13-cis-
retinsav (isotretinoin) kezeléssel Osszefiiggésben jelentkezd gyermekkori, kozlésre keriilt
Sweet szindromds eset, melynek hatterében specifikus citokin héttér gerjesztette, neutrofil-
medidlt reaktiv folyamat 4llhat.

Az IFNo kozvetlen és immun-medidlt tumor-ellenes hatdsdn tdl gatolja az
érdjdonképzodést is. Utdbbi hatasdn alapul alkalmazdsa hemangioendothelioma,
metasztatikus hemangiopericytoma, Kasabach-Merritt szindréma kezelésében. Eletet
veszélyeztetd hemangiomak kezelése mintegy 70%-ban regresszidt, 30%-ban stabil
betegséget eredményezett, az 1-5 éves korcsoportban. A ritka spontdn regressziot mutatd 1 év
alatti korcsoportban 68%-o0s kedvezd terdpids effektusrél szadmoltak be. Részben az
angiogenezis gatldsdn alapulhat az IFNa hatékonysdga neuroblastomdban, mely mellett
kisérletes allat modellek szolnak. A fazis 2 humdn vizsgidlatok eredménye egyeldre nem
meggy6zd. Kedvezd kezelési eredményekrél szamolnak be CD7-pozitiv, differencidlatlan
sejtes akut leukaemia, allogén csontveldatiiltetést kovetden relapszusba keriilo6 JMML,
illetdleg elorehaladott, kezelésre refrakter, recidiv Hodgkin-lymphoma gyermekkori IFNo
kezelésével kapcsolatban.

Az ET IFNa kezelésével felndttkorban jelentékeny klinikai tapasztalat gytlt Ossze,
gyermekkorban azonban kevés a klinikai tapasztalat. A PV IFNa kezelésérol szintén kevés

nemzetkozi és hazai kdzlemény szdmol be. A mastocytosis agressziv formdinak, valamint az
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LCH generalizdlt folyamatainak IFNo kezelésével, sajit eredményeinkkel egyezden
kedvezdek a klinikai tapasztalatok.

Folyamatban van az osteosarcomds betegek randomizacids vizsgilata az EURAMOS
(,,European and American Osteosarcoma Study Group”) tanulmany keretében. Els6dleges cél
a rezekalhatd, cisplatin-doxorubicin-methotrexate kezelésre kedvezd szoveti valaszreakciot
mutatd betegek fenntarté IFNa kezelése, illetdleg a tilélésre gyakorolt hatdsdnak vizsgélata.
Tobb tanulmany vizsgilja az IFNa kezelés hatékonysagéit gyermekkori agytumorokban. HG
(,,high grade”) gliomdban Rajkumar és mtsai 5/9 esetben kedvezd valaszreakciordl, mig mas
szerzOk IFNa és kemoterdpia kombindcidja kapcsdn a toxicitds fokozodasardl szamoltak be.
LG (,,low grade”) astrocytomaban fibroblast-IFN 36%-os remisszids ratit eredményezett.

Az IFNo-t sikerrel alkalmaztik T-sejtes limfoid leukaemia kezelésében, amikor
hepatitis B infekcid, illetdleg a kezelés okozta hepato-toxicitds a konszolidacids fazis
folytatdsit nem tette lehetdvé. Igy az IFNo terdpia megfelelé alternativa lehet azon
gyermekkori ALL esetek -elsdsorban fenntard- kezelésében, ahol a beteg hepatitis B vagy C
infekci6 miatt nem részesiilhet tovabbi kemoterdpids kezelésben.

Az TFNa terdpids aktivitdsa potencirozhatd citosztatikus gydgyszerekkel, egyéb
biolégiai valaszmoédositokkal, igy platina szarmazékok, nukleotid anal6gok és antagonisték,
epipodophyllotoxin szdrmazékok, antraciklin antibiotikumok, alkildlé dgensek, és retinsav
derivatumok alkalmazdsaval. Kihaszndlva ezen pozitiv interakcidkat, gondosan megvalasztva
az IFNa kezeléssel kombinalt citosztatikus blokkok megfeleld idérendjét, helyes adagolasi
modjat, alkalmazdsukat kiterjeszthetjiik a gyermekkori daganatos betegségekben, amelyekben

korlatozott a hasznalatukkal szerzett, bizonyitékokon alapul6 tapasztalat.

OSSZEFOGLALAS

A gyermekkori szolid és hematopoetikus malignus megbetegedések a gyermekkori
haldlozas legfontosabb tényezdi. A kezelési lehetdségek robbandsszerii fejlodése ellenére a
gyermekek 20-30%-at napjainkban is elveszitjiik. fgéretes lehetdséget kindlnak a szervezet
daganat ellenes védekezését fokozo, illetdleg a neoplasztikus sejt megzavart differencialodasi-
érési egyenstlyat helyredllité bioldgiai vdlaszt médosité anyagok. Ezen terdpias csoport jeles
képviselje az interferon-alfa, mely alkalmazasdval kiilonosen felndttkori malignitdsok
terapidjaban kedvezdek a tapasztalatok. A gyermekonkoldgiai alkalmazids pontos helye a

korlatozott.
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Attekintettem az I-es tipusi interferonok daganat-ellenes hatdsainak és
alkalmazdsainak irodalmat, kiilonds tekintettel a gyermekkori neoplasztikus, ezen beliil a ritka
mieloproliferativ kérfolyamatokra. In vitro tanulméanyoztam az IFNo-2b hatdsat egészséges
koldokzsinérvér-eredeti  B-limfocitdk és B-sejtes leukaemia/lymphoma sejtvonalak
szaporodasi és differencidlddasi tulajdonsdgaira, valamint essentialis thrombocytosisban (ET)
szenvedd gyermekbeteg csontveléi progenitor sejtjeire klonogén esszében. Ertékeltem az
IFNao terdpids  alkalmazdsdnak lehetOségeit terdpia-refrakter, recidivald, kiemelten
kedvezétlen korjoslati gyermekkori neoplasztikus megbetegedésekben, kiilonos tekintettel az
ET-ra, illetéleg az IFNo és a vele parhuzamosan alkalmazott isotretinoin kezelés
mellékhatdsaira.

Az IFNo szignifikdns mértékben dézis dependens mddon gétolta harom vizsgalt B-
sejtes leukaemia/lymphoma sejtvonal primer és szekunder koldnia képzést. Szignifikdnsan
fokozta a vizsgdlt sejtvonalakban az programozott sejthaldl mértékét. A normadl
koldokzsinérvér eredetii B-limfocitdkban a sejtvonalaknal megfigyelttel ellentétben az IFNo
megeldzte a spontdn apoptézist. Az IFNa klinikai alkalmazasa a kedvez6 in vitro hatassal
parhuzamosan ET-ban a beteg dllapotanak tartds javuldsat eredményezte. A kifejezetten rossz
prognézist neoplasztikus folyamatok kezelése kapcsdn 14/24 esetben parcidlis vagy komplett
remisszié alakult ki. A mellékhatasok enyhék voltak, igy az IFNa klinikai alkalmazasa a
gyermekonkoldgiai gyakorlatban biztonsdgos. Jelentds mellékhatast 2 esetben, Sweet
szindroma formdjaban, isotretinoin kezeléssel parhuzamosan alkalmazott IFNa terdpia
folytan észleltem.

Megfigyeléseim mdasok tapasztalataival egybehangzdan azt sugalljdk, hogy az IFNo

kezelés igéretes lehet gyermekkori malignitdsok bizonyos tipusaiban.
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UJ MEGALLAPITASOK

Hazankban els6ként tekintettem at 6sszefoglal6 klinikai kozleményben a gyermekkori
mieloproliferativ betegségek klinikai képét, korszerii (XXI. szdzadi) besoroldsat és
kezelését, kiilonos tekintettel az IFN« terapids alkalmazdsara.

Elséként figyeltem meg, hogy az IFNa-2b dézis-dependens médon gétolja B-sejtes
leukaemia/lymphoma sejtvonalak klondlis szaporoddsdt a sejtpusztulds egyideji
fokozddasaval, mig egészséges, koldokzsinorvér eredetli B-limfocitdkra eltérd hatast
fejt ki, gétolja azok spontdn, in vitro apoptozisat.

Els6ként figyeltem meg, hogy az IFNa fokozza a CD32 (FcyRIIA) kifejezddését B-
limfocitdkon és limfoblasztokon.

Elsék kozott, hazankban elséként, kozoltem 3 éves essentialis thrombocythemidban
szenvedd beteg esetét, karakterizdltam a beteg csontvel6i mononukledris sejtjeinek
kolonia-képz6 tulajdonsédgait, irtam le az IFNa kezelés kedvezd in vitro és in vivo
hatésait.

Szerzdtarsaimmal elsok kozott figyeltiik meg IFNa kedvezd in vivo hatésait stlyos,
eldérehaladott rosszindulatui betegségben szenvedd gyermekekben.

Szerzotarsaimmal elsok kozott figyeltilk meg Sweet szindroma kialakuldsat egyiittes

IFNa és isotretinoin kezelés kapcsan.
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