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Indeks skrotow

e ALL — ostra biataczka limfoblastyczna (ang. acute lymphoblastic leukaemia)

e ALL IC-BFM-2002 — akronim programu terapeutycznego ostrej biataczki limfoblastycznej
(ang. ALL Intercontinental-BFM 2002)

e allo-HSCT — allogeniczne przeszczepienie hematopoetycznych komorek macierzystych (ang.
allogenic hematopoietic stem cell transplantation)

e ALT — aminotransferaza alaninowa

e APTT — czas czgsciowej tromboplastyny po aktywacji (ang. activated partial thromboplastin
time)

e ARA-C —arabinozyd cytozyny

e ASA — 13-semialdehyd asparaginowy

e AST — aminotransferaza asparaginowa

o ATIII — antytrombina 11

e BCP-ALL - ostra biataczka limfoblastyczna z linii prekursoréw limfocytow B (ang. B cell
precursors ALL)

e CALL — ostra bialaczka limfoblastyczna typu common

o Cl — przedziat ufnosci (ang. confidence interval)

e DFS — czas przezycia wolnego od choroby (ang. disease free survival)

e DGN —dolna granica normy

e DONV - 5-diazo-4-okso-L-norwalina

¢ E.coli — Escherichia coli

e EFS — czas przezycia wolnego od niekorzystnych wydarzen (ang. event free survival)

e EORTC-CLG - European Organization for Research and Treatment of Cancer-Children’s
Leukemia Group

e Erwinia — Erwinia chryzantemi

e FISH — immunofluorescencyjna hybrydyzacja in situ (ang. immunofluorescence in situ
hybrydyzation)

e GGN — gorna granica normy

e HDL - lipoproteiny o wysokiej gestosci (ang. high density lipoproteins)

¢ HRG — grupa wysokiego ryzyka (ang. high risk group)

e i.m. - domigsniowy (ang. intramuscular)

e i.th. — dokanatowy (ang. intrathecal)

e i.v. —dozylny (ang. intravenous)



INR — migdzynarodowy wspoétczynnik znormalizowany (ang. international normalized ratio)
Ig — immunoglobulina

IRG — grupa posredniego ryzyka (ang. intermediate risk group)

L-ASPA — L-asparaginaza

LR+ — wskaznik wiarygodno$ci wyniku dodatniego (ang. likelihood ratio)

LR- — wskaznik wiarygodnosci wyniku ujemnego (ang. likelihood ratio)

MAAT — test do oznaczenia aktywnosci L-ASPA firmy Medac (niem. Medac Asparaginase-
Aktivitdts-Test)

6MP — 6-merkaptopuryna

MTX — metotreksat

OS — czas przezycia catkowitego (ang. overall survival)

OUN - os$rodkowy uktad nerwowy

OZT - ostre zapalenie trzustki

PEG-ASPA - asparaginaza poddana procesowi pegylacji

PMR — ptyn mézgowo-rdzeniowy

PT — czas protrombinowy (ang. prothrombine time)

PV+ — warto$¢ predykcyjna wyniku dodatniego (ang. predictive value)

PV- — warto$¢ predykcyjna wyniku ujemnego (ang. predictive value)

RC — remisja calkowita

RFS — czas przezycia wolnego od wznowy (ang. relapse free survival)

RR — ryzyko wzgledne (ang. relative risk)

SD — odchylenie standardowe (ang. standard deviation)

SRG — grupa standardowego ryzyka (ang. standard risk group)

T-ALL — ostra biataczka limfoblastyczna z komoérek T

VCR — winkrystyna

VLDL - lipoproteiny o bardzo niskiej ggstosci (ang. very low density lipoproteins)
WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)



1. WSTEP
1.1 Ostra bialaczka limfoblastyczna

Biataczki stanowia najczgstsza grupe (30%) nowotwordéw wieku dziecigcego. Wsrod nich
85% to ostre biataczki limfoblastyczne (acute lymphoblastic leukemia — ALL). Istota tej choroby
jest klonalny, nieprawidlowy rozrost niedojrzatych, znajdujacych si¢ na rdéznych etapach
réznicowania prekursorow limfocytow T 1 B (limfoblastow), niepodlegajacy mechanizmom
regulujacym, co powoduje zahamowanie prawidtowej czynnosci szpiku kostnego [21, 23, 49].

W Polsce wspodlczynnik zapadalnosci na biataczki wynosi okoto 35,4:1000000 dzieci,
rocznie wystepuje okoto 350 nowych zachorowan na ALL [48]. Zastosowanie obecnych
wielolekowych programéw terapii pozwala na uzyskanie remisji choroby u 95-98% pacjentow.
Jednakze u okoto 15-20% dzieci dochodzi do wznowy ALL, a wyniki leczenia nawrotow,
pomimo intensyfikacji terapii, sq ciagle zte. Obecnie prawdziwym wyzwaniem jest nie tylko
dalsze obnizanie wskaznika niepowodzen leczenia, ale rowniez redukcja toksycznosci terapii [21,
49, 59]. Moze to zosta¢ osiagnigte przez wprowadzanie nowych terapii celowanych
(np. immunoterapii), jak rowniez przez identyfikacje czynnikow okreslajacych bardziej
precyzyjnie ryzyko zagrozenia nawrotem choroby. Opierajac si¢ na tych czynnikach moznaby
indywidualnie dostosowa¢ intensywnos$¢ leczenia do wrazliwosci klonu biataczkowego, co
mogloby zwigkszy¢ szansg na pelne wyleczenie, przy jednoczesnym zminimalizowaniu ryzyka
wystapienia toksycznych powiktan zwiazanych z terapia.

Do obecnie uznanych czynnikow rokowniczych w ALL =zalicza sig: wiek, plec,
immunofenotyp i kariotyp komoérek biataczkowych, liczbg leukocytow i komoérek biataczkowych
przy rozpoznaniu, jak rowniez wczesna odpowiedz na leczenie oceniang jako liczba blastow
biataczkowych w krwi obwodowej po 7 dniach steroidoterapii oraz w szpiku kostnym w 15. i 33.
dniu leczenia indukcyjnego. Niestety zaden z czynnikéw biologicznych wykorzystywanych
aktualnie do oceny ryzyka niepowodzenia leczenia nie jest idealny. Nadal powaznym problemem
pozostaja niepozadane skutki terapii przeciwnowotworowej, dlatego istnieje koniecznosé
monitorowania leczenia pod wzgledem powiktan [21, 49, 59]. Nie bez znaczenia jest odpowiednia
realizacja programu terapeutycznego zarowno pod wzgledem dawki poszczegolnych lekow, jak i
czasu ich podania.

Jednym z podstawowych lekéw stosowanych w leczeniu ALL, ale roéwniez innych

nowotworow (chtoniakow nieziarniczych) jest L-asparaginaza (L-ASPA).



1.2. L-asparaginaza
1.2.1. Mechanizm dzialania

L-ASPA Kkatalizuje hydrolityczny rozktad aminokwasu asparaginy do kwasu
asparaginowego 1 amoniaku. Wedlug koncepcji pochodzacej sprzed okoto pigédziesigciu lat,
przeciwbiataczkowy efekt dzialania L-ASPA jest zwiazany ze szczegbélnym niedoborem
enzymatycznym w komorkach biataczkowych. Nowotworowe blasty, w przeciwienstwie do
wigkszosci zdrowych tkanek, wykazuja zmniejszona ekspresj¢ enzymu syntetazy asparaginy i
dlatego nie sa w stanie wyprodukowa¢ wystarczajacej ilosci tego aminokwasu [72]. Komorki
nowotworowe brakujacy do produkcji biatek substrat pobieraja z krazenia. Podanie L-ASPA
powoduje hydrolityczny rozklad zawartej w osoczu asparaginy. W zwiazku z brakiem tego
aminokwasu w komorkach biataczkowych zostaje zahamowana biosynteza bialek, w wyniku
czego dochodzi do zatrzymania cyklu komorkowego i $mierci komorek nowotworowych [22].

Ostatnio prowadzone badania dotyczace ekspresji syntetazy asparaginy w komorkach
biataczkowych i jej zwiazku z wrazliwos$cia na L-ASPA sugeruja, ze mechanizm ten jest bardziej
ztozony. W badaniach in vitro na zwierzgcych liniach komorkowych zauwazono zalezno$é
pomigdzy ekspresja syntetazy na poziomie mRNA a wrazliwoscia komorek na L-ASPA [57],
natomiast wyniki badan na komorkach ludzkich byty niejednoznaczne [30, 40, 83, 84]. Wykazano
polimorfizm dotyczacy aktywnosci syntetazy asparaginy w komodrkach ALL, stwierdzajac istotnie
wyzsza aktywnos$¢ w przypadku T-komoérkowych ALL w poréwnaniu z biataczkami z linii B [43].
Szczegdlnie dobrym rokowaniem i wrazliwoscia na L-ASPA cechuje si¢ ALL z prekursorow
komorek B itranslokacja t(12;21), w wyniku ktorej powstaje gen fuzyjny TEL/AML.
Podejrzewano, ze moze to wynika¢ z niskiej ekspresji syntetazy asparaginy w tych komorkach,
natomiast Stams i wsp. stwierdzili istotnie wyzsza ekspresj¢ syntetazy asparaginy na poziomie
MRNA w komorkach biataczkowych pacjentow z t(12;21), w poréwnaniu z pacjentami bez
t(12;21), a takze ze zdrowymi osobami. Zalezno$¢ pomig¢dzy poziomem ekspresji syntetazy a
wrazliwoscia na L-ASPA wykazano wylacznie u pacjentdw bez translokacji t(12;21) [83, 84].
W innych badaniach stwierdzono, ze narazenie na L-ASPA powoduje zwigkszenie ekspresji
mRNA dla syntetazy asparaginy w komorkach, ale poziom ekspresji nie koreluje z odpowiedzia
na L-ASPA [9, 30]. Wykazano ponadto, ze w odpowiedz na L-ASPA zaangazowanych jest
znacznie wigcej gendw w tym m. in. geny bialek transportowych i czynnikow aktywujacych
transkrypcje [30]. Su i wsp. przeprowadzili badanie na liniach komorkowych biataczek T- i
B-komorkowych, oceniajac nie tylko ekspresja na poziomie mRNA, ale takze na poziomie biatka.
Wykazali, ze chociaz ekspresja na poziomie mRNA nie korelowata z wrazliwoscia komorek na

L-ASPA, to zalezno$¢ taka mozna bylo wykaza¢ dla ekspresji syntetazy na poziomie biatka [87].



L-ASPA moze powodowaé rowniez deplecje glutaminy, fakt ten uznawany jest za
dodatkowy mechanizm terapeutycznego i toksycznego dziatania tego leku, gdyz glutamina jest
potrzebna do syntezy asparaginy w tkankach [19, 34]. Natomiast wzrost transportu glutaminy, a
takze zwigkszenie aktywnos$ci syntetazy glutaminy moze spowodowa¢ wytworzenie opornosci na
L-ASPA [13].

Istotna role¢ w oporno$ci komorek biataczkowych na lek moze odgrywa¢ mikrosrodowisko
w szpiku, ktore tworza m.in. komodrki mezenchymalne. W komorkach tych stwierdzono wysoka
ekspresje syntetazy asparaginy, a ich obecno$¢ w hodowli komérek biataczkowych zmniejszata

cytotoksycznos¢ L-ASPA [41].

1.2.2. Formy asparaginazy

L-ASPA uzyskiwana jest z bakterii Escherichia coli (E. coli) badZz Erwinia chryzantemi
(Erwinia) [91]. Dostepne sa preparaty natywnej, nie zmienionej chemicznie L-ASPA oraz
asparaginazy poddanej procesowi pegylacji czyli potaczenia z glikolem polietylenowym —
PEG-asparaginaza (PEG-ASPA).
1.2.2.1. Natywne asparaginazy

Poczatkowo natywne asparaginazy pochodzace z roznych zrodet bakteryjnych stosowano
wymiennie. Lekiem pierwszego rzutu byta zwykle asparaginaza z E.coli, natomiast asparaginaza
pochodzaca z Erwinia uzywana byla w przypadku uczulenia na ta pierwsza forme leku.
Monitorowanie aktywnosci asparaginazy pochodzacej z r6znych zrodet bakteryjnych wykazato, ze
zastosowanie asparaginazy z Erwinia w takim samym schemacie dawkowania wigzato si¢
Z istotnie nizsza aktywnoscia leku w surowicy 1 mniejszym odsetkiem pelnej deplecji asparaginy
[47, 78]. W grupie pacjentow leczonych ta forma leku stwierdzono ponadto mniejsza skutecznosé¢
w osiaganiu remisji catkowitej, wyzszy odsetek wzndéw oraz krétsze przezycie catkowite (OS —
overall survival) i przezycie wolne od niekorzystnych zdarzen (EFS — event free survival), takich
jak: progresja, wznowa lub zgon w poréwnaniu z grupa pacjentdéw otrzymujacych takie same
dawki L-ASPA z E.coli [27]. Réznice te wynikaly z krotszego okresu poéttrwania L-ASPA
z Erwinia (0,65 dnia) w porownaniu do L-ASPA z E.coli (1,24 dnia) [15]. W zwiazku z tym
obecnie zaleca si¢ zmiang schematu stosowania tego leku (wyzsza dawka, krotszy odstgp
pomigdzy kolejnymi podaniami) przy zmianie preparatu z E.coli na Erwinia. Wykazano, ze dzigki
takiej modyfikacji utrzymana zostaje porownywalna skutecznos¢ leczenia [6, 90].
1.2.2.2. PEG-asparaginaza

Dotaczenie glikolu monometoksypolietylenu (PEG) o masie 5000 daltonéw do

pochodzacej z E. coli L-ASPA, powoduje zmniejszenie klirensu nerkowego oraz powstanie
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ostony zabezpieczajacej lek przed rozkladem enzymatycznym 1 zmniejszajacej jego
immunogenno$¢. Zmienia to znaczaco farmakokinetyke L-ASPA, wydluza okres poéttrwania do
okoto 6 dni (5 razy dtuzszy niz dla formy natywnej asparaginazy z E.coli i 9 razy dluzszy niz dla
tego enzymu pochodzacego z Erwinia) oraz zmniejsza catkowity klirens przy utrzymaniu
podobnej objgtosci dystrybucyjnej [15]. Umozliwia to podawanie preparatu pegylowanego
W nizszych dawkach i w dluzszych odstgpach czasu w poréwnaniu z preparatami natywnej
asparaginazy, co dodatkowo wplywa na zmniejszenie ryzyka rozwinigcia si¢ reakcji
immunologicznej. PEG-ASPA w dawkach 1000-2500 1U/m? (okoto dziesie¢ razy mniejszych
W poréwnaniu z natywna forma leku), jeden raz w tygodniu lub co dwa tygodnie, stosowana jest
gldwnie jako lek drugiego rzutu w przypadku nadwrazliwo$ci na natywna asparaginaze [64, 92],
ale ostatnio rowniez w pierwszej linii leczenia zaréwno u dzieci jak i dorostych [19, 76].

W Polsce dostegpne sa obecnie 3 preparaty L-ASPA: Asparaginaza Medac (natywna
L-ASPA z E. coli), Oncaspar (PEG-ASPA) oraz Erwinaza (natywna L-ASPA z Erwinia
chrysanthemi).

1.2.3. Drogi podawania L-ASPA

W praktyce klinicznej L-ASPA moze by¢ podawana dozylnie i domig$niowo [91].
W przypadku natywnych form leku, pochodzacych zaréwno z E.coli, jak i z Erwinia, wyniki prac
dotyczacych wptywu drogi podawania leku na jego skutecznos¢ nie sa jednoznaczne. W badaniu
przeprowadzonym przez Rizzari i wsp. sposob podania preparatow Erwinaza i L-ASPA Medac
w dawce 10000 IU/m?, co 3 dni nie wplywat istotnie na aktywno$¢ enzymu w surowicy [78].
Natomiast Albertsen i wsp. stosujacy Erwinaze w czasie indukcji w dawce 30000 1U/m?
codziennie, stwierdzili istotnie wyzsze aktywnos$ci w przypadku podawania leku dozylnie
W poréwnaniu z podaniem domigsniowym. W tym samym badaniu w trakcie reinducji podawano
Erwinaze 2 razy w tygodniu w dawce 30000 1U/m? i wykazano, Ze droga podania nie wptywata
istotnie na osiggana w surowicy aktywnos$¢ leku [6].

Badania porownujace skuteczno$¢ podawanych domigsniowo preparatow natywnej
i pegylowanej L-ASPA przeprowadzit Avramis i wsp. Stwierdzono, wolniejsza absorpcja po
podaniu domig$niowym PEG-ASPA (szczyt aktywno$ci - okoto 5 dni po podaniu leku)
W poréwnaniu z natywna asparaginaza (szczyt aktywnosci okoto 1-2 dni od podania). Roznica ta
mogltaby wynika¢ z wigkszej masy czasteczkowej PEG-ASPA [19]. Znaczaco inne wyniki
uzyskali Vieira Pinheiro 1 wsp. oraz Muller 1 wsp., ktorzy szczytowe wartosci aktywnosci
PEG-ASPA obserwowali w pierwszej dobie po dozylnym podaniu leku [64, 93]. Rdznice te

wynika¢ mogly nie tylko z innej drogi podania leku, ale takze z faktu, Ze stosowane preparaty
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pochodzity od innych producentéw (Merck w badaniu Avramisa 1 wsp., Medac w badaniach
Mullera i Vieira Pinheiro) [18, 92].

Droga podania leku moze mie¢ rowniez wpltyw na wystapienie reakcji alergiczne;.
Przeprowadzono retrospektywne badanie porownujace czesto$¢ wystgpowania reakcji alergicznej
wsrdd pacjentow leczonych wedtug protokotu BFM (L-ASPA podawana dozylnie) 1 protokotu
AIEOP (L-ASPA podawana domig$niowo). Stwierdzono istotnie wigksza czgsto$¢ reakcji
nadwrazliwo$ci po dozylnym podaniu leku (46%, reakcje uogolnione o rdéznym nasileniu),

W poréwnaniu z podaniem domigsniowym (7%, cigzkie reakcje uogolnione) [77].

1.2.4. Dystrybucja, metabolizm i eliminacja leku

Dystrybucja L-ASPA odbywa si¢ wewnatrznaczyniowo, a duza masa czasteczkowa
znacznie utrudnia przenikanie poprzez barier¢ krew-moézg [69], jedynie przy bardzo wysokich
dawkach leku bardzo niska aktywno$¢ enzymu moze by¢ oznaczalna w plynie mozgowo-
rdzeniowym (PMR), stanowiac mniej niz 0,2% aktywnosci oznaczanej we krwi [74]. Przypuszcza
sig, ze¢ w przypadku PEG-ASPA wigksza masa czasteczkowa catkowicie uniemozliwia
przemieszczenie si¢ leku przez barier¢ krew-ptyn mozgowo-rdzeniowy, nawet w najmniejszych
ilosciach [76].

Nie ma pewnych danych dotyczacych metabolizmu i eliminacji L-ASPA. Przypuszcza sig,
ze za eliminacj¢ tego leku odpowiedzialny jest uklad siateczkowo-$rodbtonkowy [69, 91].
Badania wykazuja znaczna zmienno$¢ migdzyosobnicza, jesli chodzi o farmakokinetykg. Poza
klasycznymi czynnikami takimi jak masa ciata, czy przyjmowane rownoczesnie inne leki,
znaczacy wplyw na procesy eliminacji moze mie¢ takze supresja uktadu siateczkowo-

srodbtonkowego oraz obecnos¢ specyficznych przeciwciat [97].

1.2.5. Zalezno$¢ skutecznosci terapii od aktywnosci L-ASPA

Skuteczno$¢ leczenia L-ASPA zwiazana jest ze stopniem i czasem trwania deplecji
asparaginy w surowicy 1 w PMR, ktore zaleza z kolei od osiaganej aktywnos$ci enzymu. W 1981 r.
Riccardi na podstawie przeprowadzonych m.in. na zwierzgtach badan ustalit prog aktywnosci
L-ASPA na poziomie wartosci 100 IU/l, powyzej ktorej dochodzi do catkowitej deplec;ji
asparaginy zarowno w surowicy jak i ptynie mézgowo-rdzeniowym [74]. Monitorowanie leczenia
L-ASPA w kolejnych badaniach potwierdzalo to spostrzezenie. Przy aktywnos$ci tego leku
powyzej 100 U/l wykazano peina deplecje asparaginy [47, 76, 78]. Jednakze calkowita deplecje
obserwowano takze u wielu chorych z aktywnoscia L-ASPA ponizej 100 U/l [47, 76, 78]. Rizzari

1 wsp. stwierdzili catkowita deplecje asparaginy w surowicy i w PMR u wszystkich pacjentéw
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leczonych L-ASPA Medac oraz Erwinaza w 8 dawkach po 10000 IU/m?, takze przy aktywnosci
enzymu ponizej 50 IU/1 [78]. W innym badaniu, gdzie stosowano Erwinaz¢ w 9 dawkach po
20000 1U/m?, catkowita lub prawie calkowita deplecje asparaginy wykazywano w 49 z 50 probek
o aktywnosci ponizej 100 IU/1 [90], natomiast Albersten i wsp. stwierdzili catkowita deplecje tego
aminokwasu tylko w 67,3% probek z taka aktywnos$cia [6]. Z kolei w badaniu przeprowadzonym
w Czechach, gdzie stosowano Kidrolazg w trakcie indukcji (protokot I) 8 razy w dawce
5000 1U/m?, w reindukeji (protokét IT) czterokrotnie w dawce 10000 1U/m?, a w przypadku reakcji
alergicznej - Erwinaze w takiej samej dawce, wykazano calkowita deplecje asparaginy w
surowicy w wigkszosci badanych probek (dla Kidrolase 89,6% w protokole 1 92,6% w protokole
I, a dla Erwinase 80% w protokole II), pomimo znacznego odsetka probek o aktywnosci
asparaginazy ponizej 100 1U/l (dla Kidrolazy: 72% w protokole | i 64% w protokole II; dla
Erwinazy 80% w protokole I1) [47].

Tsurusawa zbadal zalezno$¢ pomigdzy aktywnoscia enzymu (takze dla nizszych jej
warto$ci) a poziomem asparaginy w surowicy. Minimalna aktywno$¢ L-ASPA konieczna do
calkowitej deplecji asparaginy wyniosta w tym badaniu 6-180 U/l z mediana 16 1U/I, a w zakresie
2-32 IU/1 stgzenie asparaginy ujemnie korelowalo z aktywnoscia enzymu [89]. Wykazanie
skutecznej deplecji asparaginy przy nizszej niz 100 U/l aktywnosci L-ASPA ma duze znaczenie
kliniczne ze wzgledu na zalezno$¢ migdzy aktywnoscia leku w surowicy a jego toksycznoscia [2,

91, 98].

1.2.6. Dawkowanie asparaginaz
1.2.6.1. Natywne asparaginazy

Na podstawie badan aktywnosci asparaginazy oraz stg¢zenia asparaginy w surowicy 1 ptynie
moézgowo-rdzeniowym stwierdzono istotne roznice pomig¢dzy poszczegdlnymi preparatami
poczatkowo stosowanymi wedlug jednakowych schematow. Istotnych danych dostarczyly badania
przeprowadzone w ramach grupy Berlin-Frankfurt-Miinster (BFM) opracowujacej schematy
protokotow leczenia dla dziecigcej ALL. Trzy dostgpne wowczas w Europie preparaty L-ASPA
(Crasnitin i L-ASPA Medac z E.coli oraz Erwinaza z Erwinia chrysatnemi) stosowane bylty w
dawce 10000 1U/m? i.v., zwykle co 3 dni. Oba preparaty z E.coli prowadzity w trakcie indukcji do
calkowitej deplecji asparaginy w surowicy, ale preparat L-ASPA Medac wykazywat istotnie
wyzsza Srednig aktywno$¢ w surowicy w porownaniu z Crasnitin (475 1U/l vs 74 1U/l). Podobnie
w trakcie reindukcji stwierdzono znaczne roznice w aktywno$ci obu preparatow (528 1U/I dla
L-ASPA Medac vs 49 U/l dla Crasnitin). W przypadku stosowania Erwinazy $rednia aktywnos$¢

byta ponizej progu oznaczalnosci (<20 IU/I). Catkowita deplecj¢ asparaginy w trakcie reindukcji
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obserwowano w 90%, 60% i 26% pacjentéw leczonych odpowiednio: L-ASPA Medac, Crasnitin i
Erwinaza [24]. Stosujac Erwinazg jako lek pierwszego rzutu w dawkach rekomendowanych dla
asparaginazy E.coli w trakcie indukcji stwierdzono pelng deplecj¢ asparaginy w 80% przypadkow,
natomiast w trakcie reindukcji tylko w 25% przypadkow [31]. W innym badaniu poréwnujacym
skutecznos¢ L-ASPA Medac 1 Erwinazy wykazano w grupie Medac aktywnos$¢ enzymu powyzej
100 1U/l w 90% przypadkow w poroéwnaniu z 40% w grupie otrzymujacej Erwinazg. Jednak
w obu grupach u wszystkich pacjentow, w tym z aktywnoscia ponizej 50 IU/I, obserwowano
catkowita deplecj¢ asparaginy zardowno w surowicy, jak i w PMR [78]. Ze wzgledu na wysokie
aktywnosci enzymu uzyskiwane przy leczeniu preparatem L-ASPA Medac przeprowadzono probe
redukcji dawki z 10000 1U/m? do 5000 1U/m? (11 pacjentéw), a nastgpnie do 2500 IU/m?
(15 pacjentow) pod kontrola farmakokinetyczng i farmakodynamiczna. Stosujac dawke
5000 1U/m? uzyskano catkowita deplecj¢ asparaginy w 96% probek, ze $rednia aktywnoscia
enzymu wynoszaca 265 U/, natomiast dla dawki 2500 IU/m? catkowita deplecje asparaginy
stwierdzono w 97% probek, a $rednia aktywnos¢ L-ASPA wyniosta 102 IU/I. Stezenie asparaginy
w PMR oceniono u chorych otrzymujacych L-ASPA w dawce 2500 1U/m?, stwierdzajac catkowita
deplecjg asparaginy we wszystkich badanych probkach. U pacjentow leczonych L-ASPA w dawce
2500 1U/m? stwierdzono istotnie mniejsze zmiany stezenia fibrynogenu [2].

W celu poréwnania efektywnosci leczenia oraz toksyczno$ci L-ASPA pochodzacej
z E. coli oraz z Erwinia stosowanej w tej samej dawce (10000 1U/m? 2 razy w tygodniu) European
Organisation for Research and Treatment of Cancer-Children’s Leukemia Group (EORTC-CLG)
przeprowadzita randomizowane badanie obejmujace 700 dzieci. Stwierdzono, Ze pacjenci
otrzymujacy Erwinaz¢ cze$ciej nie osiagali remisji catkowitej (4,9% vs 2%, p=0,038), czgstos¢
wznow w tej grupie byla wyzsza prowadzac do nizszego odsetka 6-letniego EFS (59,8% vs
73,4%) oraz OS (75,1% vs 83,9%). Badanie to wykazato natomiast, ze stosowanie Erwinazy
wiazalo si¢ z istotnie mniejsza czesto$cia zaburzen krzepnigcia w poréwnaniu z L-ASPA E.coli
(11,9% vs 30,2%, p<0,0001) [27].

Na podstawie przeprowadzonych badan w protokotach ALL-BFM zarekomendowano dla
preparatu L-ASPA Medac dawke 5000 IU/m? stosowana co 3 dni, natomiast dla Erwinazy
20000 1U/m? co drugi dzien [90]. W po6zniejszych badaniach przeprowadzonych w Skandynawii,
gdzie w trakcie indukcji podawano Erwinazg codziennie w dawce 30000 IU/m? obserwowano w
90% przypadkow aktywnos¢ enzymu powyzej 500 IU/I oznaczana przed kolejnym podaniem leku.
Natomiast w trakcie reindukcji, kiedy ta sama dawka podawana byta 2 razy w tygodniu, odsetek
przypadkéw z aktywnos$cia powyzej 100 IU/], oznaczang przed kolejna dawka wynosit tylko 30%,

ale w okoto 65% zbadanych probek stwierdzono catkowita deplecje asparaginy w surowicy [6].
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1.2.6.2. PEG-asparaginaza

Pegylowana asparaginaza r6zni si¢ znacznie farmakokinetyka od form natywnych, dlatego
konieczne byto przeprowadzenie odrgbnych badan w celu ustalenia najbardziej skutecznego
schematu leczenia z zastosowaniem tej formy leku. Porownywano skuteczno$¢ leczenia
pegylowana inatywna asparaginaza. W randomizowanym badaniu, przeprowadzonym przez
Dana-Faber Cancer Institute ALL Consortium, nie stwierdzono istotnej réznicy w 5-letnim EFS
pomiedzy grupa otrzymujaca PEG-ASPA 15 razy co 2 tygodnie w dawce 2500 IU/m? a grupa
leczona natywna asparaginaza stosowang co 7 dni 30 razy w dawce 25000 1U/m? [81]. Podobnie,
badanie Children's Cancer Group pordéwnujace skutecznos¢ pojedynczego podania i.m.
PEG-ASPA w dawce 2500 IU/m? z 9 podaniami i.m. natywnej asparaginazy w dawce 6000 1U/m?
nie wykazalo istotnej réznicy w 3-letnim EFS [19]. Abshire i wsp. poréwnali natomiast
skuteczno$§¢ PEG-ASPA w leczeniu wznowy ALL w zaleznosci od dlugosci czasu (tydzien lub
dwa tygodnie) pomiedzy kolejnymi podaniami leku w dawce 2500 IU/m?. Znaczaco wyzszy
odsetek remisji catkowitych uzyskano w grupie otrzymujacej lek w odstepie tygodniowym [1]. W
innym badaniu, w czasie leczenia wznowy udato si¢ uzyska¢ u 69% badanych pacjentéw
utrzymujaca si¢ przez tydzien aktywno$¢ enzymu powyzej 100 U/l przy uzyciu pojedynczej dawki
500 1U/m? PEG-ASPA [93]. Z kolei w protokole COALL-06-97 w leczeniu konsolidujacym
zastosowano pojedyncza dawke PEG-ASPA 2500 IU/m? i.v. w miejsce natywnej asparaginazy w
dawce 45000 IU/m? z protokolu COALL-05-92, uzyskujac utrzymywanie si¢ co najmniej 5
tygodni mediany stgeZenia asparaginy w surowicy ponizej progu wykrywania u 81% pacjentow w
poroéwnaniu z 65% pacjentow leczonych wedtug protokotu COALL-05-92 [96]. Pomimo duzej
skutecznosci PEG-ASPA w wywolywaniu peinej deplecji asparaginy w surowicy, u wigkszosci
pacjentow nie dochodzi do peinej deplecji tego aminokwasu w ptynie mozgowo-rdzeniowym,
niezaleznie od dawki i drogi podania tego leku [11, 19, 75, 76, 94]. W dunskim badaniu w ramach
programu DCLSG-ALL-9 podawano jednorazowo PEG-ASPA w dawce 1000 IU/m? i.v. 5 dni
przed rozpoczgciem indukcji 1 pomimo utrzymujacej si¢ przynajmniej 10 dni aktywnosci enzymu
powyzej 100 IU/1 1 petnej deplecji (<0,2 uM) asparaginy w surowicy, nie osiagano deplecji
asparaginy w PMR (oznaczenie wykonywano w 5. i w 19. dniu po podaniu leku) [11]. Rizzari
I wsp. stosujacy w trakcie indukcji PEG-ASPA dwukrotnie w dawce 1000 IU/m? i.v. oraz
jednorazowo w trakcie reindukcji, wykazali pelna deplecje asparaginy w PMR tylko u kilku
pacjentow pomimo pelnej deplecji tego aminokwasu w surowicy uzyskanej u wszystkich [76].
Zastosowanie wyzszej dawki leku (2500 1U/m?) w protokole COALL-06-97 takze nie zapewnito
odpowiedniej deplecji w PMR [94]. Podobnie niedostateczna deplecje¢ asparaginy w PMR
stwierdzili Avramis i wsp. stosujacy PEG-ASPA domig$niowo w dawce 2500 IU/m? [19].
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Sytuacja ta moze by¢ tlumaczona wysoka masa czasteczkowa PEG-ASPA, co moze
uniemozliwia¢ przedostanie si¢ leku poprzez barierg krew-mdzg nawet w najmniejszej ilosci [76],
a obserwowana czg¢$ciowa deplecja asparaginy w CSF w trakcie leczenia PEG-ASPA moze by¢
efektem wymiany pomig¢dzy osoczem a PMR. Nie ustalono dotychczas, czy brak petnej deplecji
asparaginy w PMR moze mie¢ wptyw na zabezpieczenie przed wznowa w obregbie osrodkowego
uktadu nerwowego (OUN) [75], zwlaszcza, ze obecnie protokoly leczenia zapewniaja skuteczna
profilaktyke wznowy w OUN przez leczenie dokanatowe oraz stosowanie metotreksatu dozylnie
w wysokich dawkach i w wybranych przypadkach réwniez radioterapii.

Obecnie uznaje sig, ze pojedyncze podanie PEG-ASPA w dawce 500-1000 1U/m? moze
zastapi¢ 4 podania natywnej L-ASPA w dawce 5000-10000 IU/m?®. Poniewaz niezaleznie od
wysokosci dawki PEG-ASPA, aktywnos$¢ tego leku obniza si¢ zwykle po okoto 3 tygodniach od
jego podania, to w przypadkach zwigkszonego ryzyka wystapienia reakcji alergicznej, badz cichej
inaktywacji, bardziej uzasadnionym wydaje si¢ zmniejszenie odstgpu czasowego pomigdzy

dawkami niz zwigkszanie dawki [75, 91].

1.2.7. Reakcje nadwrazliwoS$ci

L-ASPA jako obcogatunkowe biatko moze powodowaé tworzenie przeciwciat, gtdéwnie
klasy IgG. Czgstos¢ wystepowania przeciwcial przeciwko L-ASPA oraz klinicznie jawnej reakcji
nadwrazliwo$ci jest zrdéznicowana w poszczeg6lnych badaniach (45%-70%) [46, 97]. Miano
przeciwcial narasta wraz z liczba podan leku [97]. Reakcja nadwrazliwosci moze by¢ klinicznie
jawna w postaci objawow miejscowych (bol, obrzgk, pokrzywka, rumien, $wiad) lub
uogolnionych (rumien, pokrzywka, §wiad, duszno$¢, goraczka, bol plecow, brzucha, obrzek
naczynioruchowy, utrata przytomnos$ci, wstrzas anafilaktyczny) [63, 64, 97]. Obecno$¢
przeciwcial w surowicy jednak nie zawsze daje objawy kliniczne. W badaniu Woo 1 wsp.
stwierdzono wystapienie reakcji u 56% pacjentow z wykrywalnymi przeciwciatami, a ich miano
korelowalo z ryzykiem wystapienia objawow nadwrazliwosci. W tym samym badaniu u 18%
pacjentow bez wykrywalnych przeciwciat wystapity objawy nadwrazliwosci. Powstanie
przeciwcial moze wywota¢ réwniez tzw. ,,cicha inaktywacjg”, ktorej wynikiem jest zmniejszenie
aktywnos$ci enzymatycznej L-ASPA 1 skrocenie okresu pottrwania leku, przy braku objawow
klinicznych. [31, 63, 64, 91, 97]. Przypuszcza si¢ rdwniez, ze przeciwciala neutralizujace moga
zmienia¢ zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscia L-ASPA 1 st¢zeniem asparaginy w surowicy [42].
Jarrar 1 wsp. nie wykazali zalezno$ci pomigdzy poziomem przeciwciat a aktywnos$cia enzymu, ani
pomigdzy aktywnoscia leku a poziomem asparaginy u pacjentow leczonych PEG-ASPA z powodu

wznowy ALL, u ktorych uprzednio stosowano natywna formg¢ leku. Stwierdzili natomiast
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znamienna ujemna korelacje pomigdzy mianem przeciwciat przeciwko natywnej i pegylowanej
asparaginazie a poziomem asparaginy w surowicy [42]. W tym samym badaniu wykazano
zwiazek pomigdzy poziomem asparaginy (w 14. dniu indukcji) a wynikiem leczenia ocenianym
w 35. dniu [42].

Prawdopodobienstwo wystapienia reakcji immunologicznej zalezy od rodzaju preparatu,
wysokosci dawki, drogi podania leku, liczby podan leku w trakcie jednego etapu leczenia.

Szczegdlnie wysokie ryzyko wystapienia reakcji immunologicznej istnieje po dluzszej
przerwie od podania poprzedniej dawki, na przyktad w trakcie reindukcji lub w leczeniu wznowy
[63, 64, 77, 91, 97]. Wedlug niektorych specjalistow codzienne podawanie L-ASPA moze
skutecznie zapobiega¢ wystapieniu reakcji nadwrazliwosci [6]. Taki schemat stosowany byt
w protokole NOPHO-92 w trakcie indukeji, gdzie podawano Erwinaze w dawce 30000 1U/m?
przez 10 kolejnych dni i nie obserwowano klinicznie jawnej nadwrazliwosci [6].

Sposrod preparatow L-ASPA najmniej immunogenna jest PEG-ASPA, zwlaszcza jesli
stosowana jest jako lek pierwszego rzutu, bez uprzedniego podawania innych preparatow
asparaginazy [19]. Avramis i wsp. oceniali obecno$¢ przeciwcial oraz ich wplyw na aktywno$¢
leku u pacjentow randomizowanych do leczenia PEG-ASPA Iub natywna asparaginaza.
Stwierdzili istotnie nizsze $rednie miano przeciwcial w grupie leczonej PEG-ASPA (1,9 vs 3,0;
p=0,001) oraz rzadsze wystgpowanic wysokiego (>2,5) miana przeciwcial (2% vs 26%).
Dotyczylo to pierwszej op6znionej intensyfikacji. Ponadto w przypadku natywnej asparaginazy
wykazano zwiazek pomigdzy wysokim mianem przeciwcial a niska aktywnoscia leku w surowicy,
takiej zaleznoSci nie stwierdzono w grupie leczonej PEG-ASPA [19].

W przypadku PEG-ASPA istotna rolg¢ w reakcji alergicznej moga odgrywac przeciwciala
skierowane przeciw glikolowi monometoksypolietylenu (anty-PEG). Przeciwciata takie
stwierdzono u 25% zdrowych dawcow krwi 1 u 80% pacjentdow z niska aktywnoscia PEG-ASPA
[12]. Wykazano $cisty zwiazek pomigdzy obecnos$cia przeciwcial anty-PEG a przyspieszonym
klirensem PEG-ASPA u pacjentow leczonych tym preparatem [12]. Nie stwierdzono natomiast
wplywu obecnosci przeciwciat anty-PEG na farmokokinetyke natywnej postaci leku [12].

Istotny wplyw na czgsto$¢ reakcji nadwrazliwosci moze mie¢ droga podania leku.
Stwierdzono istotnie wigksza czgstos$¢ reakcji alergicznych po podaniu dozylnym w pordwnaniu z
domigsniowym podaniem leku [77].

Przy stosowaniu wyzszych dawek L-ASPA istnieje wigksze prawdopodobienstwo
klinicznie jawnej reakcji nadwrazliwos$ci, natomiast przy nizszych dawkach leku, konieczne jest
monitorowanie w kierunku wystapienia cichej inaktywacji [2, 24, 63]. Inne leki stosowane

réwnoczes$nie w protokole moga mie¢ wpltyw na czgsto$¢ pojawienia si¢ reakcji immunologiczne;.
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Na przyktad podawane w trakcie indukcji sterydy poprzez dziatanie immunosupresyjne, moga
zmniejszaé czestos¢ reakcji [26, 29].

Pojawienie si¢ reakcji nadwrazliwosci, a takze cichej inaktywacji najczegsciej wymaga
odstawienia dotad stosowanego preparatu i zamiany go na inny. W przypadku reakcji
w odpowiedzi na natywny preparat pochodzacy z E. coli zalecone jest uzycie PEG-ASPA lub
Erwinazy [63, 64, 93, 97]. Przy niewielkim nasileniu objawoéw nadwrazliwo$ci w niektorych
osrodkach kontynuowano podawanie tego samego preparatu z zastosowaniem premedykacji
(difenhydramina, glikokortykosterydy) [97], jednak w protokole ALLIC-BFM 2002nie jest to
zalecane, poniewaz premedykacja nie zapobiega wystapieniu cichej inaktywacji.

W badaniach in vitro nie stwierdzono dotad reakcji krzyzowej pomigdzy asparaginazami
pochodzacymi z réznych zroédet bakteryjnych, mozliwa jest natomiast krzyzowa reakcja pomigdzy
natywng i pegylowana forma preparatow z E. coli [91, 95]. Wykazano, ze obecno$¢ przeciwciat
IgG przeciw natywnej L-ASPA z E.coli moze by¢ zwiazana ze skroceniem okresu pottrwania
PEG-ASPA [51, 91]. Natomiast Vieira i wsp. nie stwierdzili wptywu na farmakokinetyke
PEG-ASPA uprzedniej reakcji alergicznej na natywna posta¢ L-ASPA z E. coli i na Erwinazg,
W badaniu tym jednak nie oznaczano przeciwciat [93].

Z danych klinicznych wynika, Zze u pewnego odsetka pacjentdw po zmianie preparatu
asparaginazy dochodzi powtornie do reakcji nadwrazliwosci. Wedlug Woo 1 wsp. dotyczy to 14%
pacjentow otrzymujacych Erwinaz¢ po wczesniejszym stosowaniu L-ASPA z E. coli [97].
Natomiast w przypadku PEG-ASPA ostre reakcje alergiczne wystepuja u niewielkiej grupy
pacjentow po wczesniejszej ekspozycji na natywna postac, natomiast szacuje sig, ze u ponad 60%
pojawiaja si¢ przeciwciala, ktore moga spowodowac skrocenie okresu pottrwania leku [19].

Wyniki badan dotyczacych wptywu wystapienia reakcji immunologiczne] w odpowiedzi
na L-ASPA na wyniki leczenia nie sa jednoznaczne. W jednej z prac opisujacej niejednorodna
30-osobowa grupg obejmujaca dzieci 1 dorostych z ALL i AML stwierdzono korzystny wptyw
pojawienia si¢ przeciwcial przeciw L-ASPA na uzyskanie remisji [46]. Inny wynik uzyskali
Cheung 1 wsp., ktorzy wsrod 13 badanych dzieci opisali wigksza czgsto§¢ wznow 1 wyzsza
$miertelno$¢ u pacjentow z wysokim poziomem przeciwciat [26]. Z kolei Zalewska-Szewczyk
I wsp. w 47-osobowe]j grupie dzieci z ALL stwierdzili nizsza aktywno$¢ enzymu w trakcie
reindukcji (mediana 37 1U/l vs 355 IU/I; p = 0,001) oraz wigksza czgsto$¢ reakcji alergicznej na
lek u pacjentow z dodatnim wynikiem przeciwciat w trakcie reindukcji. W badaniu tym wykazano
takze zwiazek pomigdzy obecnoscia przeciwcial w trakcie indukeji, a krotszym EFS 1 catkowitym
przezyciem [99, 100], zaleznos$ci takiej nie stwierdzono w przypadku oznaczeh przeciwcial

wykonywanych w trakcie reindukcji. W ocenianej w tym badaniu grupie chorych wyniki leczenia
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pacjentow z reakcja alergiczna na L-ASPA nie roznity si¢ od wynikdw leczenia pozostatych
pacjentéw. W innych badaniach, nie stwierdzono wplywu pojawienia si¢ przeciwcial oraz
kliniczne jawnej nadwrazliwo$ci na wyniki leczenia zaréwno u dzieci [97], jak i1 dorostych [52].
Skutki uboczne takiej reakcji mogly by¢ tam minimalizowane dzigki szybkiej zmianie preparatu W
przypadku wystapienia nadwrazliwosci, tak, aby ogolna liczba podan (z odpowiednia modyfikacja
uwzgledniajaca odmienna farmakokinetyke poszczegdlnych preparatdow) odpowiadata
protokotowi [97]. W badaniu retrospektywnym wykazano, ze EFS u pacjentow z grupy SR,
u ktorych z powodu powiktan leczenia podano mniej niz polowe przewidzianych dawek L-ASPA,
byl istotnie nizszy w poréwnaniu do chorych, ktorzy otrzymali wigkszos¢ dawek tego leku
(EFS odpowiednio: 74,1% i 92,9%, p=0,025) [68].

W zwiazku ze zwigkszonym ryzykiem wystapienia reakcji nadwrazliwosci przy podaniu
asparaginazy E.coli po dluzszej przerwie, w niektorych osrodkach podjgto probe stosowania
Erwinazy lub PEG-ASPA w trakcie reindukcji [64, 90], a takze przy leczeniu wznowy [32, 93].
W badaniach oceniajacych takie postgpowanie w trakcie reindukcji z zastosowaniem Erwinazy
stwierdzono reakcj¢ nadwrazliwosci tylko u 1 z 21 pacjentdw, a u 2 innych przypuszczalnie
wystapita cicha inaktywacja [90]. W przypadku PEG-ASPA u Zadnego z badanych pacjentéw nie
wystapita nadwrazliwo$¢, natomiast u okoto jednej trzeciej obserwowano szybsze obnizenie
aktywnosci leku (aktywnos$¢ po 14 dniach ponizej 100 1U/I, po 21 dniach nieoznaczalna) [64]. Dla
porownania przy konwencjonalnej terapii reindukcyjnej (natywna L-ASPA w dawce
10000 1U/m?) odsetek reakcji nadwrazliwos$ci wynosil 24%, nie obserwowano natomiast cichej
inaktywacji [63]. W przypadku leczenia wznowy z zastosowaniem PEG-ASPA w dawce
500 1U/m? kliniczne objawy nadwrazliwos$ci stwierdzono u 8 z 28 pacjentow (28,5%), natomiast u
25% pacjentow wystapito gwaltowne zmniejszenie aktywnosci leku po podaniu kolejnej dawki
[93]. Nie stwierdzono wptywu na farmakokinetyk¢ PEG-ASPA uprzedniej nadwrazliwosci na
natywne asparaginazy [93].

1.2.8. Powiklania stosowania asparaginaz
1.2.8.1. Zaburzenia krzepnigcia

U pacjentow leczonych L-ASPA wystepuje zwigkszone ryzyko epizodow zakrzepowych.
Objawowa zakrzepica jako powiktanie terapii tym lekiem stwierdzana jest u 0-11% pacjentow [5,
16, 62, 65, 67, 85], natomiast wiele epizodow zakrzepowych pozostaje nierozpoznanych
Zz powodu braku objawow klinicznych. Mitchel 1 wsp. w badaniu prospektywnym (PARKAA
Study) u wszystkich pacjentéw leczonych L-ASPA przeprowadzali obrazowanie gornej czgsci

ciata za pomoca obustronnej wenografii lub rezonansu magnetycznego (MRI) oraz ultrasonografii,
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a takze wykonywali echokardiografi¢ oraz MRI glowy w celu zdiagnozowania bezobjawowe;j
zakrzepicy. Objawowa zakrzepicg potwierdzano rowniez badaniami obrazowymi. Na tej
podstawie stwierdzono epizody zakrzepowe lacznie u 22 (36,7%) wsrod 60 ocenianych
pacjentow, w tym 3 (5%) osoby prezentowaly objawy kliniczne. W$rod wszystkich epizodow
zakrzepowych 95,5% dotyczyto ukladu Zylnego gornej czgsci ciata. Natomiast w badaniach
oceniajacych objawowa zakrzepice najczestsza lokalizacja (>50%) byt OUN [39, 45]. W badaniu
PARKAA w wigkszo$ci przypadkéw stwierdzano rozlegly zakrzep, w 33% przypadkéw
obejmujacy powyzej 75% najwigkszego wymiaru naczynia. U 60% pacjentow z zakrzepica
wykazano obecno$¢ krazenia obwodowego, co moglo zminimalizowa¢ liczbg¢ 0s6b z obecnymi
objawami klinicznymi [62]. Nie oceniono dotychczas dtugoterminowych skutkéw bezobjawowej
zakrzepicy w populacji dziecigcej, ale wydaje sig, ze moze mie¢ istotny wptyw na chorobowos$¢
przez dtugi okres czasu.

Uwaza sig, ze istnieje wiele mechanizméw odpowiedzialnych za zwigkszone ryzyko
zakrzepicy u dzieci leczonych z powodu ALL, w tym: sama choroba podstawowa, leczenie
L-ASPA, glikokortykosterydami, a takze obecno$¢ innych wrodzonych i nabytych czynnikéw
ryzyka nadkrzepliwosci (mutacje genu protrombiny, czynnik V Leiden, przeciwciata
antyfosfolipidowe, podwyzszony poziom lioprotein) [10, 16, 62, 65, 67]. Na podstawie badan
porownujacych czesto$¢ epizodow zakrzepowych podczas stosowania réznych schematow
leczenia ALL u dzieci stwierdzono, ze stosowanie L-ASPA jednocze$nie z prednizonem
W poréwnaniu z rownowazna dawka deksametazonu istotnie zwigksza ryzyko zakrzepicy (11,5%
vs 2,6%; p=0,005 [67] i 10,4% vs 1,8%; p=0,028 [65]) Znamienne zmniejszenie poziomu
fibrynogenu i aktywnos$ci antytrombiny III (ATIII), plazminogenu i biatka S w okresie
najwigkszej aktywnosci asparaginazy wykazano tylko w grupie leczonej prednizonem [65].

Zmiany poziomu czynnikow krzepnigcia podczas leczenia L-ASPA dotycza najczgsciej
ATIII oraz fibrynogenu [38]. Mechanizm tych zaburzen nie jest do konca poznany. Bushman i
wsp. stwierdzili w badaniach in vitro, ze L-ASPA nie zmniejsza aktywnosci ATIII w surowicy,
natomiast moze mie¢ wplyw na jej wytwarzanie poprzez zaburzenie translacji i/lub sekrecji tego
biatka w komorkach watrobowych [25]. Podobnie, Hernandez 1 wsp. na podstawie badan na linii
komorkowej HepG2 oraz na modelu mysim wykazali, ze L-ASPA nie ma wptywu na konformacjg
1 funkcj¢ dojrzatej ATIII w surowicy, natomiast powoduje wewnatrzkomdrkowa akumulacjg
nowo zsyntetyzowanej ATIII [33].

Wykazano wplyw wysokosci dawki leku na zmniejszenie stgzenia fibrynogenu,
plazminogenu i oa2-antyplazminy [66, 2], natomiast nie stwierdzono bezpos$redniej korelacji

pomigdzy aktywnoscia L-ASPA a poziomem czynnikoéw krzepnigcia [65].
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Opinie na temat profilaktycznego podawania osocza i koncentratow ATIII w zaburzeniach
krzepnigcia towarzyszacych leczeniu L-ASPA sa podzielone [5, 28, 35, 38, 58]. Matsuzaki 1 wsp.
stwierdzili, ze podawanie koncentratu ATIII w dawce 34,5 +/- 7,6 1U/kg zwigksza aktywno$¢
ATIIl w surowicy 0 2+/-0,6% na jednostk¢ ATIII na kg masy ciata, co moze minimalizowac
ryzyko nadkrzepliwosci [58]. Z kolei Hongo 1 wsp. na podstawie wieloosrodkowego badania nie
wykazali istotnych pozytywnych efektow profilaktycznego podawania koncentratu ATIII lub
Swiezo mrozonego osocza w zapobieganiu epizodéw zakrzepowych [35]. Najistotniejsze jest
$ciste monitorowanie parametrow krzepnigcia i wykonanie badan obrazowych przy wystapieniu
nawet tagodnych objawoéw neurologicznych w celu wczesnego wykrycia ewentualnych epizodow
naczyniowo-mozgowych [45].

W przypadku wystapienia zakrzepicy konieczne jest przerwanie terapii L-ASPA
i wprowadzenie leczenia przeciwkrzepliwego [61]. W badaniach in vitro przeprowadzonych
w surowicy dzieci z ALL i niedoborem ATIII spowodowanym leczeniem L-ASPA stwierdzono
lepszy efekt przeciwzakrzepowy w przypadku zastosowania bezposrednich inhibitoréw trombiny
dziatajacych niezaleznie od ATIII w poréwnaniu z heparyna niskoczasteczkowa [50]. Przebycie
epizodu zakrzepowego nie jest przeciwskazaniem do stosowania L-ASPA po catkowitym
ustapieniu objawow zakrzepicy [45].
1.2.8.2. Ostre zapalenie trzustki (OZT)

OZT jest znanym powiklaniem leczenia L-ASPA, stwierdzanym z czgstoscia 2-18%
[7, 80], jednak patomechanizm tego zaburzenia nie zostat do konca wyjasniony. Nie stwierdzono
zwiazku pomigdzy wystapieniem tego powiklania a liczba podan i wysokoscia dawki leku.
Prawdopodobnie znaczenie ma indywidualna wrazliwo$¢ pacjentéw [80]. Postgpowanie lecznicze
jest standardowe jak w OZT wywolanym innymi przyczynami. Wystapienie OZT stanowi
przeciwwskazanie do kontynuowania leczenia jakakolwiek forma asparaginazy [7].
1.2.8.3. Dyslipidemia

Asparaginaza w monoterapii lub w polaczeniu z prednizonem moze powodowac
zaburzenia metabolizmu lipidow, od hipocholesterolemii 1 hipotriglicerydemii  do
hipercholesterolemii 1 hipertriglicerydemii [17, 56, 60, 71]. Zwykle sa to zaburzenia tagodne
I przemijajace, jednakze opisano przypadki cigzkiej hipertriglicerydemii z towarzyszacym
zespotem nadmiernej lepko$ci wymagajace intensywnego leczenia [17]. Parsons i1 wsp.
przeprowadzili seryjnie badania st¢zen lipidow 1 lipoprotein na czczo u dzieci z ALL przed,
w trakcie i po leczeniu L-ASPA. Oceniali réwniez populacje 0s6b po przebytej w dziecinstwie
terapii ALL. Stwierdzono silny czasowy zwiazek pomigdzy leczeniem asparaginaza

I hipertriglicerydemia, natomiast zmiany stgzenia cholesterolu nie wykazywaly zwiazku
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czasowego z terapia L-ASPA. Srednie szczytowe stezenie triglicerydow podczas leczenia
L-ASPA (465 mg/dl) byto istotnie wyzsze (p=0,003) od stezenia przed rozpoczeciem terapii tym
lekiem (108 mg/dl). Podczas tego leczenia 67% nowo zdiagnozowanych pacjentdéw mialo stezenie
triglicerydow na czczo powyzej 200 mg/dl. Czesto$¢ wystgpowania hipertriglicerydemii nie
roznila si¢ w zaleznosci od rodzaju stosowanej L-ASPA. Zaden z 7 pacjentdw ze stgzeniem
triglicerydow powyzej 1000 mg/dl nie rozwinal zapalenia trzustki. W grupie oséb po przebytym
leczeniu ALL nie stwierdzono hipertriglicerydemii. Stezenie lipoprotein o wysokiej gestosci
(HDL) byto istotnie nizsze od wartosci prawidtlowych w obu badanych populacjach (dzieci
w trakcie leczenia ALL oraz oso6b po przebytej w dziecinstwie terapii ALL); 25% oséb z grupy
z przebytym leczeniem ALL miato st¢zenie HDL ponizej 35 mg/dl [71].
1.2.8.4. Hiperglikemia

Leczenie L-ASPA zwlaszcza rownolegle z podawaniem glikokortykosterydow moze
prowadzi¢ do hiperglikemii, a nawet cukrzycy. Powiktanie to wystepuje u okoto 1-2% pacjentow.
Chorzy moga wymaga¢ insulinoterapii, ale zwykle jest to zaburzenie przemijajace.
Patomechanizm hiperglikemii nie zostat do konca wyjasniony [8, 36, 82]. Cukrzyca moze by¢
takze nastgpstwem uszkodzenia trzustki w wyniku polekowego zapalenia [37].
1.2.8.5. Zaburzenia funkcji watroby

Podobnie jak wiele lekow przeciwnowotworowych L-ASPA moze powodowad
uszkodzenie komoérek watroby, objawiajace si¢ podwyzszeniem aktywnos$ci enzymow
watrobowych oraz hiperbilirubinemia. Najczgéciej sa to zaburzenia tagodne i przemijajace, nie
wymagaja przerywania terapii. Opisywane sa jednak pojedyncze przypadki cigzkiego uszkodzenia
watroby, wtedy najcze¢sciej dochodzi do jej stluszczenia [79].
1.2.8.6. Neutropenia

Chociaz L-ASPA jest uwazana za lek stosunkowo mato mielotoksyczny, jednym
z powiktan leczenia L-ASPA moze by¢ neutropenia. Wykazano, ze stopien neutropenii zalezny
jest od aktywno$ci L-ASPA w surowicy. Ylikangas 1 wsp. stwierdzili, Zze neutropenia byla tym
ciezsza im wigksze byto pole pod krzywa wykresu zalezno$ci aktywnos$ci enzymu 1 czasu, jaki
uptynat od podania leku i im wyzsza byta szczytowa aktywno$¢ L-ASPA [98].
1.2.8.7. Hiperamonemia

Amoniak jest bezposrednim produktem rozktadu asparaginy przez L-ASPA. Dotychczas
przeprowadzono nieliczne badania oceniajace wplyw terapii tym lekiem na stezenie amoniaku
W surowicy. Steiner i wsp. ocenili wahania stg¢zenia amoniaku u 10 pacjentéw leczonych L-ASPA,
stwierdzajac w pierwszym dniu po podaniu leku wzrost do st¢zen przekraczajacych 7-krotnie

gorna granicg¢ normy, a nast¢pnie stopniowy spadek do wartos$ci wyjsciowych w ciagu kolejnych
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2 dni [86]. W badaniu tym nie obserwowano toksycznos$ci dotyczacych OUN wywotanych przez
hiperamonemig. Ci¢zka encefalopatie z towarzyszaca znaczna hiperamonemia w nastgpstwie

leczenia asparaginaza opisali Leonard i Kay, ale jest to bardzo rzadko wystepujace powiklanie
[54].

1.2.9. Interakcje

Podanie L-ASPA bezposrednio przed podaniem metotreksatu (MTX) moze zredukowac
tworzenie poliglutaminianu metotreksatu 1 hamowac¢ przebieg cyklu komoérkowego w fazie S,
czyniac w ten sposob komorki mniej wrazliwymi na dziatanie lekoéw. Natomiast komorki
biataczkowe staja si¢ bardziej wrazliwe na MTX, jesli jest on podawany 10 dni po leczeniu
L-ASPA. Zastosowanie tego leku bezposrednio po podaniu MTX jeszcze bardziej zwigksza jego
efektywnos¢ [55].

Réwnoczesne leczenie L-ASPA 1 epipodofilotoksynami (etopozyd, tenipozyd) zwigksza
ryzyko hepatotoksycznosci, cigzkich powiktan infekcyjnych 1 wtornych biataczek.
Prawdopodobnie L-ASPA poprzez zmniejszenie catkowitego poziomu bialek powoduje
zwigkszenie ilo$ci niezwiazanych epipodofilotoksyn, zmniejsza ich systemowy klirens i1 produkcj¢
enzymow naprawczych DNA [73].

Ze wzgledu na dzialanie hepatotoksyczne L-ASPA moze zaburza¢ klirens watrobowy
winkrystyny (VCR). Dlatego, aby umozliwi¢ metabolizm tego leku i zmniejszy¢ ryzyko
neuropatii zwiazanej z VCR, zaleca si¢ podanie L-ASPA nie wcze$niej niz 12 godzin po

zastosowaniu VCR [21].

1.2.10. Monitorowanie leczenia

Ze wzgledu na potencjalne toksycznosci zwiazane z L-ASPA, a takze mozliwosé
wystapienia cichej inaktywacji skutkujacej brakiem wtasciwego efektu terapeutycznego wskazane
jest monitorowanie terapii tym lekiem. Znanych jest kilka metod monitorowania.
1.2.10.1. Pomiar aktywnos$ci L-ASPA w surowicy

Do pomiaru aktywnosci enzymu w surowicy zwykle wykorzystywana jest metoda
spektrofotometryczna (przy dlugosci fali 450 nm) z uzyciem odczynnika Nesslera (dolna granica
oznaczenia — 20 IU/) [2, 47, 63, 78]. Obecnie coraz czgiciej do oznaczen wykorzystuje sig
szeroko dostgpny gotowy test ELISA (test MAAT firmy Medac - granica oznaczen — 30 IU/I,
pomiar przy dlugosci fali 700 nm). Istnieja réwniez dokladniejsze metody (granica oznaczenia
2 1U/1), jednak bardziej skomplikowane i przez to malo przydatne do rutynowych oznaczen

[Tsurusava]. Opisano takze enzymatyczna metodg kinetycznego oznaczania aktywnosci
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L-asparaginazy oraz asparaginy za pomoca elektrody wykrywajacej lotny amoniak [70, 88].
1.2.10.2. Pomiar st¢zenia amoniaku jako produktu rozpadu asparaginy

Gléwnym zrodtem amoniaku krazacego we krwi jest przewod pokarmowy. Zwiazek ten
powstaje w okr¢znicy w wyniku dzialania bakteryjnych proteaz, ureaz i amiknooksydaz, a takze
Z hydrolizy glutaminy zarowno w jelicie cienkim jak i grubym. Stezenie amoniaku w zyle wrotnej
jest 5- do 10-razy wyzsze niz w krazeniu systemowym. W normalnych warunkach wigkszo$¢
amoniaku jest w hepatocytach metabolizowana w cyklu Krebsa do mocznika. Amoniak moze
dyfundowa¢ biernie do tkanek OUN, co przy znacznej hiperamonemii moze doprowadzi¢ do
rozwoju encefalopatii. Wsérod przyczyn hiperamonemii mozna wyr6zni¢ wrodzone (niedobory
enzymow cyklu mocznikowgo) jak i1 nabyte: niewydolno$¢ watroby oraz niewydolno$¢ nerek
(poprzez zwigkszenie stezenia azotu mocznikowego, ktéry nastgpnie dyfunduje przewodu
pokarmowego 1 jest tam rozkladany do amoniaku). Dodatkowo zwlaszcza u pacjentow
Z niewydolnos$cia watroby hiperamonemii moga sprzyja¢: krwawienie z przewodu pokarmowego
(produkcja amoniaku przez rozktad biatek krwi przez bakterie w jelicie grubym), zwigkszenie
zawarto$ci biatka w diecie, zaparcia, zakazenia, zaburzenia rownowagi elektrolitowej i kwasowo-
zasadowej oraz niektore leki [44].

Stwierdzono, ze po podaniu L-ASPA wystepuja znaczne wahania st¢zenia amoniaku,
w zakresie wartos$ci przekraczajacych norme, nawet 7-krotnie [86]. Amoniak powstajacy jako
produkt rozkladu asparaginy przez asparaginaz¢ moglby stuzy¢ do posredniego oszacowania
aktywnos$ci L-ASPA we krwi. Oznaczanie stgzenia amoniaku jest powszechnie dostgpnym,
mozliwie szybkim do wykonania i stosunkowo tanim badaniem. Dotad nie opublikowano jednak
danych opisujacych zalezno$¢ stgzenia amoniaku w surowicy od aktywnoS$ci asparaginazy.
Poniewaz aktywno$¢ L-ASPA i produkcja amoniaku utrzymuja si¢ in vitro, co moze prowadzi¢ do
zawyzenia wyniku [53], bardzo istotna jest standaryzacja procedur przedanalitycznych. Laterza
i wsp. stwierdzili u pacjentow leczonych L-ASPA wzrost st¢zenia amoniaku w probowce $rednio
0 24% w ciagu 12 minut w porOwnaniu z pomiarem wykonanym zaraz po pobraniu materiatu.
Istnieja specyficzne inhibitory asparaginazy (13-semialdehyd asparaginowy - ASA, 5-diazo-4-
okso-L-norwalina — DONV), ktorych uzycie mogloby catkowicie wyeliminowaé opisany wyzej
btad, lecz nie sa dostegpne w komercyjnej sprzedazy [14]. Przed przystapieniem do monitorowania
konieczne jest rowniez oznaczenie wyjsciowego stezenia amoniaku we krwi oraz ocena czynnosci
watroby [53].
1.2.10.3. Pomiar stezenia asparaginy i/lub glutaminy

Metoda stosowana obecnie jedynie do celow badawczych w terapii L-ASPA jest pomiar

stgzenia asparaginy i glutaminy, oraz kwasu asparaginowego i glutaminowego [14, 91].
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Wykazano, ze L-ASPA dziata nie tylko na asparaging, ale roOwniez na inny aminokwas -
glutaming, hydrolizujac ja do kwasu glutaminowego i amoniaku. Pomiar st¢zenia aminokwasow
odbywa si¢ w oparciu o metod¢ RP-HPLC, a kwasu asparaginowego i glutaminowego — HPLC
[24]. Ograniczeniem tych metod jest ciagla hydroliza asparaginy zachodzaca rowniez ex Vivo,
dlatego rowniez przy tej metodzie zaleca si¢ stosowanie inhibitoréw L-ASPA (ASA, DONV)
[14, 24].
1.2.10.4. Oznaczanie przeciwcial przeciw L-ASPA

Oznaczanie przeciwcial przeciw L-ASPA przy uzyciu testu ELISA z wykorzystaniem
poliklonanej antyludzkiej surowicy koziej, najczesciej 1gG, sprzezonej z peroksydza chrzanowa
jest metoda, ktéra moze poméc w wykryciu cichej inaktywacji 1 przewidywaniu reakcji
alergicznych [97].
1.2.10.5. Monitorowanie powiklan leczenia L-ASPA

W celu wczesnego wykrycia dziatan niepozadanych L-ASPA Kkonieczne jest
monitorowanie funkcji watroby, ukladu krzepnigcia, enzymow trzustkowych, poziomu glukozy i
lipidow. Niezbedna jest takze wnikliwa obserwacja pacjentow w kierunku zaburzen
neurologicznych, a w razie ich wystapienia wykonanie badan obrazowych celem wczesnego

rozpoznania ewentualnych powiktan naczyniowo-mézgowych [45].

1.3. Podsumowanie

Pomimo, ze L-ASPA jest od wielu lat jednym z podstawowych lekéw stosowanych w terapii
ALL, nadal prowadzone sa dyskusje na temat optymalnych schematow stosowania
poszczegbdlnych jej preparatow [91]. Nie ma réwniez zadowalajacych standardow monitorowania
terapii tym lekiem. Dotad nie przedstawiono zaleznoSci stezenia amoniaku od aktywnos$ci
L-ASPA, a ocena tego parametru mogltaby by¢ pomocna w szybkim oszacowaniu aktywnosci

leku. Dlatego podjeto badania w tym temacie.
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2. CELE PRACY:

Celem pracy byta odpowiedz na nastgpujace pytania:

1. Czy oznaczanie stezenia amoniaku we krwi moze shluzy¢ do posredniej oceny aktywnosci
asparaginazy?

2. Czy mozna wyodrebni¢ grupy ryzyka wystepowania powiktan leczenia asparaginaza,
szczegoblnie reakcji nadwrazliwosci 1 dzigki temu zminimalizowac ich nastgpstwa?

3. Czy oznaczenia st¢zenia amoniaku i aktywno$ci ATIII moga by¢ pomocne w podejmowaniu
decyzji o konieczno$ci zmiany preparatu L-ASPA celu zapobiegania reakcji alergicznej i
zapewnienia skutecznosci leczenia?

4. Czy obnizenie aktywno§$ci asparaginazy ma wplyw na wyniki leczenia?

L-ASPA jest od wielu lat stosowana w leczeniu ostrej biataczki i1 niektérych postaci

nieziarniczych chloniakow. Pomimo to, nie ma optymalnych standardow monitorowania terapii

tym lekiem, zardwno pod wzgledem jego skutecznosci, jak i bezpieczenstwa stosowania.

Przeprowadzone badania maja umozliwi¢ opracowanie schematu monitorowania terapii

asparaginaza, pozwalajacego na optymalizacje leczenia i zmniejszenie ryzyka powiktan.
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3. PACJENCI | METODY
3.1. Pacjenci

W okresie od czerwca 2005 r. do pazdziernika 2008 r. w Klinice Onkologii 1 Hematologii
Dziecigcej w Uniwersyteckim Szpitalu Dziecigcym (USD) w Krakowie leczeniem wedlug
migdzynarodowego programu ALL IC-BFM-2002 objgto 97 dzieci z ALL. Do badania
dotyczacego oznaczenia aktywnosci L-ASPA wlaczono 87 dzieci.

Kryteria kwalifikacji do badania obejmowaty:

e Rozpoznanie ostrej bialaczki limfoblastycznej z linii prekursoréw limfocytow B

(BCP-ALL) lub limfocytéw T (T-ALL)

e Wiek w momencie rozpoznania powyzej 1 r.z. i ponizej 18 r.z.

e Diagnoza ALL postawiona w oparciu o badanie cytomorfologiczne, cytochemiczne oraz
immunofenotypowe szpiku kostnego, w korelacji z obrazem klinicznym

e Uzyskanie $wiadomej zgody na udziat w badaniu

e Leczenie wedtug programu ALL IC-BFM-2002

e Uzyskanie materialu (krwi obwodowej) przed rozpoczgciem leczenia L-ASPA oraz

24 godziny i 3 dni po kolejnych podaniach leku w trakcie indukc;ji (I protokot).

Przedstawiane badanie jest elementem ,,Programu leczenia dzieci z ostra bialaczka
limfoblastyczna ALL IC-BFM-2002”, uzupelionego o oznaczanie aktywnosci L-ASPA wedlug
metody przedstawionej ponizej. Uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Jagiellonskim w Krakowie (Nr. KBET/393/L/2003 z dn. 27.03.2003 r., z poprawka z dn.
23.06.2005 r.) na przeprowadzenie badan.

Ogolna charakterystyke dzieci przedstawiono w tabelach 1-2. W analizowanej grupie byto
45 chtopcow (52%) 1 42 dziewczynki (48%) w wieku 1,2-17 (mediana: 6, srednia: 7; odchylenie
standardowe /SD/: 4,3) lat. U 71 pacjentow (81,6%) rozpoznano common B-ALL (CALL), u
3 (3,4%) pro-B ALL, u 2 (2,3%) przej$ciowa (transitional) ALL, au 11 (12,7%) T-ALL.

Dzieci klasyfikowano do odpowiednich terapeutycznych grup ryzyka na podstawie
kryteriow programu ALL IC-BFM-2002, uwzgledniajacych wiek chorego, liczbe leukocytow w
krwi obwodowej, obecno$¢ niekorzystnych zaburzen cytogenetycznych oraz odpowiedZ na

leczenie oceniana w 8., 15. 1 33. dniu leczenia.
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Tabela 1. Charakterystyka kliniczna 87 pacjentow ocenianych w badaniu

Parametr cALL proB- | Przejsciowa | T-ALL Razem
ALL ALL
Liczba pacjentow 71(816) | 3(3.4) 2(23) |11(12,7) | 87 (100)
(odsetek)
Wiek: mediana (zakres) 5,5 14 1,5 7,5 6
[lata] (1,7-17) | (3,5-16) | (1,2-1,9) | (2-135) | (1,2-17)
Liczba pacjentow (odsetek)
SRG 25 (35) 1(33) 2 (100) 0 28 (32)
Grupa | IRG 31 (44) 2 (67) 0 7(64) | 40 (46)
ryzyka | HRG 15 (21) 0 0 4(36) | 19(22)
Zespol Downa 4 (5,6) 0 0 0 4 (4,6)
HSCT w pierwszej linii 2(2,8) 0 0 3(27) 5(5,7)
leczenia
Wznowa choroby 4 (5,6) 1(33) 0 0 5(5,7)
Progresja choroby, przed
uzyskaniem | remisji 1(1,4) 0 0 0 1(1,1)
Utrzymujaca sie¢ I 66 (93) 2 (67) 1 (50) 10 (91) 79 (91)
remisja
Utrzymujaca si¢ 11 3(4,2) 1(33) 0 0 4 (4,6)
remisja
Utrzymujaca si¢ 111 1(1,4) 0 0 0 1(1,1)
remisja
Zgony 1(1,4) 0 1 (50) 1(9) 3(3,4)
e zpowodu ALL 0 0 0 0 0
e zpowodu 1(1,4) 0 1 (50) 1(9) 3(3,4)
powiklan
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U 59 chorych (67,8%) w dniu diagnozy liczba leukocytow w krwi obwodowej nie
przekraczata 20 000/ul. Trzynastu (14,9%) pacjentow zle odpowiedziato na profaze sterydowa
(>1000 blastow/ul w krwi obwodowej w 8. dniu leczenia indukcyjnego). W grupie 71 dzieci z
cALL byto 4 pacjentow z zespotem Downa. U 12 chorych stwierdzono nieprawidlowy kariotyp
komorek biataczkowych (tabela 2.). Niekorzystne zaburzenia genetyczne stwierdzono u 7 dzieci
(5 z cALL, 1z przejsciowa ALL i 1 z T-ALL), natomiast korzystne aberracje chromosomalne
(liczbowe) u 5 pacjentow z cALL. W 2 przypadkach z cALL i 21 z T-ALL stwierdzono oprocz
zaburzen liczby chromosomow rowniez dodatkowe zmiany w zakresie rearanzacji genow
(del 12p, t(11;14), t(1;19)). W tabeli niec uwzgledniano t(12;21), poniewaz nie wykonywano badan
w kierunku tej translokacji metoda FISH.

Tabela 2. Obecnos¢ zaburzen cytogenetycznych w komérkach bialaczkowych pacjentow z

badanej grupy

Rodzaj zaburzen CALL | proB-ALL | Przejsciowa | T-ALL Razem
chromosomalnych | (n=71) (n=3) ALL (n=11) (n=87)
(n=2)

Liczba pacjentow (odsetek)
Translokacja 1(1,4) 0 0 0 1(1,1)
BCR/ABL
Rearanzacja genu 0 0 1 (50) 0 1(1,1)
MLL
Hipoploidia 2(2,8) 0 0 0 2(2,3)
Hiperploidia 5(7) 0 0 0 5(5,7)
Inne zaburzenia: 2 (2,8) 0 0 1(9) 3(3,4)
dell2p, t(7;17;19),
t(8;14)

Sposrod 71 badanych pacjentow z cALL 25 zakwalifikowano do grupy standardowego
(SRG), 31 do posredniego (IRG) i 15 do wysokiego ryzyka (HRG). Jedno dziecko z proB-ALL
oraz 2 z przejsciowa postacia ALL nalezalo do SRG, 2 chorych z proB-ALL oraz 7 z T-ALL do
IRG, a4 z T-ALL do HRG (tabela 1.).
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W badanej grupie chorych u 5 dzieci doszto do wznowy, u 1 chorego do progresji choroby
przed uzyskaniem pierwszej remisji catkowitej. Troje dzieci zmarto z powodu powiktan leczenia.

Allo-HSCT przeprowadzono u 5 dzieci w pierwszej remisji (1 z HRG z cALL, 3z HRG z
T-ALL, 1 z cALL z progresja choroby na poczatku leczenia).

Obserwacj¢ pacjentow zakonczono 31.07.2009 roku. Czas obserwacji wynosit 3,5-50
(Srednia: 31, mediana: 32) miesigcy. Biorac pod uwage dzieci zyjace, czas obserwacji wyniost
10-50 (Srednia: 32, mediana - 33,5) miesigcy. W dniu zakonczenia obserwacji 79 dzieci

pozostawato w pierwszej remisji choroby; trwajacej 8-48 (mediana: 29,5) miesigey.

3.2. Charakterystyka metody leczenia wedlug programu ALL IC-BFM-2002

Wszystkie objgte badaniem dzieci byly leczone wedhug migdzynarodowego programu
ALL IC-BFM-2002 (ogolny schemat leczenia przedstawiono na rysunku 1.). W tym protokole
wyroznia si¢ kilka etapéw postgpowania:

e Indukcja (Protokot I) ma za zadanie zniszczenie jak najwigkszej liczby komorek
nowotworowych.

Leki stosowane w indukcji to: prednizon (przez pierwsze 7 dni podawane w monoterapii
jako tzw. profaza sterydowa), VCR, daunorubicyna, L-ASPA, cytarabina (ARA-C),
cyklofosfamid, 6-merkaptopuryna (6-MP), MTX i.th.

e Konsolidacja (Protokot mM lub M) z MTX w postaci dozylnej (w dawce 2 lub 5 g/m?) i
dokanatowej oraz z 6-MP lub bloki HR1, HR2, HRS3.

e Reindukcja (Protokoét 1T lub III, Protok6ét HR1, HR2, HR3) oraz leczenie podtrzymujace
remisj¢ maja na celu usunigcie jak najwigkszej liczby pozostaltych komorek
biataczkowych.

Leki stosowane w reindukcji: deksametazon, doksorubicyna, L-ASPA, cyklofosfamid,
ARA-C, 6-tioguanina, MTX i.th.

e Leki stosowane w trakcie podtrzymywania remisji: 6-MP i MTX w formie doustnej.
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Rysunek 1. Ogolny schemat programu leczenia ALL IC-BFM 2002

vy ¥ ¥ ¥
/ 11 | 6-MP / MTX
SR _ R 12 Gy tylko dla T-ALL
d1 5 d33 W 1 2 IIII 10 tygodni przejsciowego % %
dx ]]I podtrzymywania remisii III GNP MTY
Vi | "
II 6MP /MTX
/ . ,
T #= mMMS |IR-R | 126y tylkodia T-ALL !

MP,/MTX|
IOI |2y mr ) Wl 6-MP/ MTX
I Gy
HR: Allo-5CT
PRED PR H H H AlEoe
IRM3d15 R R R R noe
1(9;22 [ : :
T N II R II 6-MP / MTX §
NRd33 T
H H
ELIELLE I 6-MP / MTX §
= —
B 1 6ye
|y —— L o 1
0 . . 1012 MTX i.th w podtrzymywaniu 51 1047Tyg.
JPunkcja szpiku kostnego remisji * Profilaktyczne napromienianie mézgowia

#Wybrane wskazania do allo-HSCT w HRG

di 5T 2 ientd -
Protokdt I" DNR 30 mg/m”x2 tylko dla pacjentow SRG z BCP-ALL ¥ Bez randomizacji, wybor wg wezesniejszych doswiadczen osrodka

$Dla BCP-ALL: MTX 2g/m*/24 godz. x4, dla T-ALL: 5g/m?/24 godz x4

W trakcie leczenia prowadzone bylo postgpowanie zapobiegajace rozwinigciu si¢ jawnej
biataczki OUN, polegajace na stosowaniu lekow do kanalu rdzeniowego i1 dozylnie MTX
w wysokich dawkach. W przypadku zajgcia OUN oraz u dzieci, u ktorych istnieje wysokie ryzyko
rozwoju wznowy choroby w OUN przeprowadzano napromienianie mozgowia.

W zaleznosci od zakwalifikowania pacjenta na podstawie standardowych czynnikéw
prognostycznych do odpowiedniej grupy ryzyka, okreslajacej zagrozenie wznowa choroby,
prowadzona byta odpowiednio intensywna terapia.

Wszyscy pacjenci niezaleznie od grupy ryzyka otrzymywali 9-tygodniowe leczenie
indukcyjne. Po 2 tygodniach przerwy w leczeniu od 12 tygodnia terapii (78 dzien leczenia)
pacjenci z grup SRG i IRG rozpoczynali leczenie konsolidacyjne (8 tygodni) polegajace na
stosowaniu MTX 5 g/m? i 2 g/m? odpowiednio u chorych z T-ALL i BCP-ALL. U dzieci z grupy
HRG terapia konsolidacyjna sktadata si¢ z 3 blokow wielolekowej chemioterapii. Po 2 tygodniach
przerwy od leczenia konsolidacyjnego wszyscy chorzy z wyjatkiem podgrupy HRG B

otrzymywali podobny schemat leczenia reindukcyjnego (réznice wynikaly z randomizacji do
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odpowiedniej podgrupy ryzyka w ramach programu badawczego ALL IC-BFM-2002
oceniajacego efekt terapeutyczny w zaleznosci od intensywnosci terapii reindukcyjnej w obrgbie
tych samych grup ryzyka). Leczenie podtrzymujace remisjg, identyczne dla wszystkich grup
ryzyka, kontynuowano do 2 lat od poczatku leczenia. Dzieci, u ktorych wykonano allo-HSCT nie
miaty leczenia podtrzymujacego remisjg.

Wskazania do allo-HSCT obejmowaty:

e chorych o stabej odpowiedzi na steroidoterapi¢ u chorych z T-ALL lub proB-ALL, lub ze
wstepna liczba leukocytow powyzej 100 000/ul Iub z obecnoscia genu BCR/ABL lub
MLL/AF4

e chorych o dobrej odpowiedzi na steroidoterapi¢ z obecnoscia genu BCR/ABL

e chorych, ktorzy nie osiagngli z remisji w dniu 33.

Od 2007 roku wskazania do allo-HSCT zostaty rozszerzone.

3.3. Zastosowanie L-ASPA w programie ALL 1C-BFM-2002

L-asparaginaza podawana byla w trakcie leczenia indukcyjnego (protokot 1),
reindukcyjnego (protokoty II i IIT) oraz w blokach HR (tabela 3.).

Pacjenci wstgpnie otrzymywali L-ASPA firmy Medac, w protokole I: 8 podan w dawce
5000 1U/m? i.v., w protokole I, 111(1), 111(2) i 11(3): po 4 podania w dawce 10000 1U/m? i.v. oraz
w blokach HR dwukrotnie w dawce 25000 IU/m? i.v. Protokoty w trakcie, ktorych stosowano
L-ASPA przedstawiono w tabeli 3. W przypadku wystapienia reakcji alergicznej stosowano
posta¢ pegylowana (Oncaspar) w dawce 1000 1U/m?, w protokole I: 1- lub 2-krotnie (w zaleznosci
od momentu wystapienia reakcji alergicznej) zamiast 4-8 podan L-ASPA Medac, w protokotach II
lub III: jednorazowo zamiast 4 podan L-ASPA Medac, w przypadku blokéw HR jednorazowo
zamiast 2 podan L-ASPA Medac. U pacjentéw uczulonych rowniez na t¢ formg L-ASPA
stosowano Erwinaze w dawce 10000 IU/m? w protokole I: 6 podah co drugi dzien zamiast
czterech L-ASPA Medac; w protokotach II lub III: 7 podan co drugi dzien zamiast czterech
L-ASPA Medac; w przypadku blokéw HR: 6 podan co drugi dzien zamiast dwoch L-ASPA
Medac.
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Tabela 3. Protokoly, w trakcie ktérych podawana byla L-ASPA

Metotreksat i.th.

1., 12.,33., 45., 59. dzien (przy zajeciu OUN dodatkowo dzien 18.
i 27.)

Prednizon

60 mg/m?/dobe — 1.-7.7 ; 8.-28.; od 29. dnia ¥

Winkrystyna

1,5 mg/m?/dobe — 8., 15., 22., 29. dzien

Daunorubicyna

30 mg/m*/dobe — 8., 15., 22., 29. dziefi (T-ALL), 8. i 15. dzien (SR

Protokot 1 _BCPALL)
L-asparaginaza 5000 1U/m*/dobe — 12., 15., 18., 21., 24., 27., 30., 33. dzien
Cyklofosfamid 1000 mg/m?/dobe — 36. i 63. dzien
Cytarabina 75 mg/m?/dobe — 38.-41., 45.-48., 52.-55., 59.-62. dzien
6-merkaptopuryna 60 mg/m°/dobe — 36.-63. dzien
Deksametazon 10 mg/m?/dobe — 1.-21. dzien.
Winkrystyna 1,5 mg/m®/dobe — 8., 15., 22., 29. dzien
Doksorubicyna 30 mg/m*/dobe — 8., 15., 22., 29. dzien
. L-asparaginaza 10000 1U/m*dobe — 8., 11., 15., 18. dzien
ProtokOH T I'ov il ofosfamid 1000 mg/mP/dobe — 36. dzieh
6-tioguanina 60 mg/m?’/dobg — 36.-49. dzien
Cytarabina 75 mg/m?/dobe — 38.-41., 45.-48.dzieh
Metotreksat i.th. 38.145. dzien (dla OUN 2/3 — dodatkowo 1. i 8. dzien)
Deksametazon 10 mg/m?/dobe — 1.-14. dzien
Winkrystyna 1,5 mg/m*/dobe — 1. i 8. dzien
Doksorubicyna 30 mg/m%/dobe — 1. i 8. dzien
. L -asparaginaza 10000 1U/m?/dobe — 1., 4., 8., 11. dzien
sl el Cyclofosfamid 500 mg/m?/dobe — 15. dzien
6-tioguanina 60 mg/m*/dobg — 15.-28. dzien
Cytarabina 75 mg/m?/dobe — 17.-20., 24.-27. dzien
Metotreksat i.th. 17.124. dzien (przy zajeciu OUN dodatkowo dzien 1.)
Deksametazon 20 mg/m?/dobe — 1.-5. dzief
Winkrystyna 1,5 mg/m*/dobe — 1. i 6. dzien
Metotreksat 5000 mg/m*/dobe — 1. dzien
Cyclofosfamid 5%x200 mg/m’ co 12 godzin — 2.-4. dzieh
HR 1 Cytarabina 2x2000 mg/m” co 12 godzin — 5. dzien
L -asparaginaza 25000 1U/m*dobe — 6. i 11. dzieh
Metotreksat i.th. 1. dzien
Cytarabina i.th. 1. dzien
Prednizolon i.th. 1. dzien
Deksametazon 20 mg/m?’/dobe — 1.-5. dzief
Windezyna 3 mg/m°/dobe — 1.1 6. dzieh
Metotreksat 5000 mg/m*/dobe — 1. dzien
Ifosfamid 5x800 mg/m’ co 12 godzin — 2.-4. dzieh
HR 2 Daunorubicyna 30 mg/m? co 12 godzin — 5. dzieh
L -asparaginaza 25000 1U/m*/dobe — 6. i 11. dzien
Metotreksat i.th. 1. dzien
Cytarabina i.th. 1. dzien
Prednizolon i.th. 1. dzien
Deksametazon 20 mg/m?/dobg — 1.-5. dzien
Cytarabina 4x2000 mg/m” co 12 godzin — 1. i 2. dzief
L-asparaginaza 25000 1U/m%dobe — 6. i 11. dzien
HR 3 Etopozyd 5x100 mg/m’ — 3.-5. dzief
Metotreksat i.th. 1. dzien
Cytarabina i.th. 1. dzien
Prednizolon i.th. 1. dzien
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3.4. Ocena dzialan niepozadanych

W trakcie realizacji kazdego cyklu leczenia czgstos¢ wystgpowania powiklan po

zastosowaniu L-ASPA oceniano na podstawie objawow klinicznych oraz badan laboratoryjnych z

wykorzystaniem kryteriow stopni toksycznosci WHO (tabela 4.).

Tabela 4. Kryteria stopni toksycznosci leczenia wg WHO

Oceniany Stopien 1 Stopien 2 Stopien 3 Stopien 4

parametr

(zakres

normy)

APPT 1.01-1.66 x GGN | 1.67-2.33x GGN | 2.34 - 3x GGN >3 x GGN

(25-45sek) | (45-75 sek) (75-105 sek) (105-135 sek) (>135 sek)

Fibrynogen 0.75-0.99 X DGN | 0.50 - 0.74 x DGN | 0.25-0.49 x DGN | <0.25 x DGN

(1,8-35¢g/) |(1,35-1849/) (0,9-1,35 g/l) (0,45-0,9 g/l) (<0,45 g/l)

D-dimery 20-40 mg/l 41-50 mg/I 51-60 mg/I > 60 mg/I

AST 1.25-25xGGN |2.6-5xGGN 5.1-10x GGN >10 x GGN

(14-59 1U/) | (75-150 1U/M) (150-300 1U/) (300-600 1U/M) (>600 1UN)

ALT 1.25-25xGGN | 2.6-5x GGN 5.1-10x GGN > 10 x GGN

(11-66 1U/) | (82,5-165 1U/N) (165-330 1U/1) (330-660 1U/M) (>660 1U/)

Amylaza 1.1-15xGGN 1.6-2.0x GGN 2.1-5.0x GGN >5.1 x GGN

(30-110/1) (110-165 1U/N) (165-220 1U/) (220-550 1U/) >550 U/

Bilirubina 1.1-15xGGN 1.6-25x GGN 2.6 - 5x GGN >5x GGN

(3-22 pmol/1) | (24-33 umol/l) (33-55 pumol/l) (55-110 pmol/l) >110 umol/I

Mocznik 1.25-25xGGN |2.6-5xGGN 5.1-10x GGN > 10 x GGN

(2,5-7,1 (8,9-17,7 mmol/l) | (17,7-35,5 mmol/l) | (35,5-71 mmol/l) | >70 mmol/l

mmol/l)

Kreatynina 1.1x15x GGN 1.6 -3.0x GGN 3.1-6xGGN > 6 x GGN
lub
koniecznos¢
dializy

Reakcja Swiad bez wysypki | Zlokalizowana Uogolniona Wstrzas

alergiczna pokrzywka pokrzywka, anafilaktyczny

obrzegk

naczynioruchowy

GGN — gorna granica normy
DGN - dolna granica normy
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3.5. Ocena wynikow leczenia

Wyniki leczenia indukcyjnego oceniano na podstawie odsetka blastow w szpiku kostnym

w 33. dniu protokotu L.

Calkowita remisj¢ definiowano jako:

1. szpik M1: < 5% z prawidtlowa lub tylko nieznacznie zmniejszona komoérkowoscia,

z cechami odnowy hematopoezy

2. brak zlokalizowanych naciekéw biataczkowych w badaniu klinicznym i/lub badaniach

obrazowych

3. brak komorek biataczkowych w PMR uzyskanym w czasie terapeutycznej punkcji w

33. dniu leczenia.

Oszacowano nastgpujace czasy przezycia:

czas przezycia catkowitego (OS - overall survival) — obliczony od daty rozpoczgcia
leczenia do daty zakonczenia obserwacji lub zgonu

czas przezycia wolnego od niekorzystnych wydarzen (EFS — event free survival) —
obliczony od daty rozpoczgcia leczenia do daty zakonczenia obserwacji lub
wystapienie nickorzystnego wydarzenia (wstgpna progresja, wznowa, zgon z
jakiegokolwiek powodu)

czas przezycia wolnego od choroby (DFS — disease free survival) - obliczony od daty
rozpoczgceia leczenia do daty zakonczenia obserwaciji lub wystapienia niepowodzenia
leczenia (wznowa lub wczesna progresja choroby stwierdzona przed uzyskana remisja)
czas przezycia wolnego od wznowy (RFS - relapse free survival) - obliczony od daty
uzyskania remisji do daty zakonczenia obserwacji lub daty wznowy choroby (dotyczy

pacjentdw, ktorzy uzyskali wezesniej remisjg catkowita).

Badania porownawcze wykonano tylko w zakresie wptywu niskich (ponizej 100 IU/I) oraz

nieoznaczalnych (<30 IU/I) aktywno$ci L-ASPA i reakcji alergicznej na DFS.

3.6. Badania laboratoryjne

3.6.1. Oznaczanie aktywnoSci asparaginazy

Krew do oznaczenia aktywno$ci L-ASPA pobierano przed kazdym kolejnym podaniem

leku w I protokole. Zgodnie z programem leczenia odstgpy pomiedzy dawkami wynosity 3 dni. Po

odwirowaniu osocze mrozono w temperaturze —80 °C do czasu wykonania badania. Oznaczenie

aktywnosci L-ASPA wykonywano w Zakladzie Biochemii Klinicznej USD w Krakowie przy

uzyciu testu MAAT (Medac Asparaginase-Aktivitits-Test) firmy Medac.
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Test opierat si¢ na rozktadzie przez zawarta w badanej probce asparaginaz¢ substratu,
analogu asparaginy, do dwoch produktéw. Jeden z produktow po potaczeniu z chromogenem

tworzyt barwny kompleks, ktory byt mierzony spektrofotometrycznie.

W sktad zestawu wchodzity:

1.4. mikroptytka: 6x8 dotkow

1.5. kontrola: 2 fiolki po 0,5 ml kazda, zawierajace liofilizowana Asparaginaze Medac pochodzaca
z E. coli. w surowicy ludzkiej

1.6. kalibratory: po 0,5 ml kazdy, zawierajace liofilizowana Asparaginaz¢ Medac pochodzaca
z E. coli. w surowicy ludzkiej o okreslonej aktywnosci: 600 IU/1, 300 TU/1, 50 1U/1, 0 TU/1

2. rozcienczalnik oznaczanych probek: 110 ml, PBS/TWEEN/BSA, o pH 7,2-7,4, gotowy do
uzycia, zawierajacy ProClin™ 300

3. substrat: 2 fiolki po 0,75 ml kazda, gotowe do uzycia, zawierajace ProClin™ 300

4. chromogen: 2 fiolki po 1 ml kazda, skoncentrowane, zawierajace dwumetylosulfotlenek

5. rozcienczalnik chromogenu: 2 fiolki po 2 ml kazda, gotowe do uzycia.

Wykonanie oznaczenia

Probki osocza rozcienczano w stosunku 1:10 za pomoca zawartego w zestawie
rozcienczalnika. Kontrolg 1 kalibratory przygotowano dodajac do liofilizatéw po 0,5 ml
rozcienczalnika. Do dotkow mikroptytki naktadano pipeta po 20 pl roztworéw kontroli,
kalibratorow 1 badanych probek. Nastgpnie do kazdego dotka dodawano po 20 pl substratu.
Przykryta mikroptytke inkubowano przez 60 minut w temperaturze pokojowej (22°C). Po tym
czasie do wszystkich dotkow mikroptytki dodano po 100 pl przygotowanego przez rozcienczenie
w stosunku 1:2 chromogenu i ponownie inkubowano w temperaturze pokojowej (22°C) przez
60 minut. Po zakonczeniu inkubacji natychmiast dokonywano odczytu za pomoca
spektrofotometru (czytnik ptytek Microplate Manager Version 5.2 User Guide Benchmark firmy
BIO-RAD) przy dlugosci fali 700 nm. Aktywno$¢ L-ASPA odczytywano z krzywej kalibracyjnej.

Zakres oznaczenia aktywnos$ci wynosil 30-600 [U/l. W przypadku aktywnosci powyzej
progu oznaczenia, probke rozcienczano i ponownie oznaczano aktywno$¢. Aktywno$¢ ponizej
progu oznaczalnosci (<30 IU/1) do celow analizy statystycznej traktowano jako 0 TU/L

Aktywno$¢ terapeutyczng L-ASPA przyjeto jako aktywnos¢ powyzej 100 TU/L.

36



3.6.2. Oznaczanie stezenia amoniaku

Poziom amoniaku oznaczano przed kazda dawka oraz 24 godziny po podaniu leku. Krew
pobierano do Kkapilary heparynizowanej (heparyna litowa), transportowano na lodzie do
laboratorium Zaktadu Biochemii Klinicznej USD w Krakowie, gdzie natychmiast wykonywano
oznaczenie (analizator Vitros, metoda suchej chemii), aby zminimalizowaé efekt dziatania

asparaginazy in vitro.

3.6.3. Inne badania laboratoryjne

Badania biochemiczne (aktywno$¢ AST, ALT, stezenie bilirubiny catkowitej, mocznika,
kreatyniny, amylazy i biatka catkowitego) wykonywano w Zaktadzie Biochemii Klinicznej USD
w Krakowie przed kazdym podaniem L-ASPA. Parametry krzepnigcia (APTT, ATIIL fibrynogen,
PT, INR oraz D-dimery) oceniano 24 godziny po kazdej dawce L-ASPA.

3.6.4. Oznaczenie przeciwcial przeciw L-asparaginazie

Badanie stezenia przeciwciat przeciw L-ASPA w klasie IgG, IgM i IgE wykonano metoda
ELISA w Klinice Pediatrii, Onkologii, Hematologii i Diabetologii Uniwersytetu Medycznego w
Lodzi. Ogétem wykonano 35 oznaczen u 21 pacjentow, w tym 15 przed 3. dawka leku 1 20 przed
ostatnia (8.) dawka leku w I protokole. Wynik dodatni definiowano jako st¢zenie przeciwciat
powyzej 31,67 pug/ml dla klasy 19gG, powyzej 4,81 pg/ml dla klasy IgM i powyzej 1,04 pg/ml dla
klasy IgE.

3.7. Ocena przyrostu stezenia amoniaku po podaniu L-ASPA do osocza w badaniu in vitro
Od 2 zdrowych os6b pobrano po 20 ml krwi do probowek heparynizowanych oraz
zawierajacych EDTA. Krew odwirowano odpowiednio natychmiast po pobraniu, 30 minut po
pobraniu oraz 60 minut po pobraniu. Niezwlocznie po odwirowaniu oznaczano poziom amoniaku
nastepnie do 2,5 ml osocza dodawano po 0,025 IU L-ASPA i oznaczano poziom amoniaku w
czasie 0, po 10, 30, 45 1 60 minutach. Porownywano uzyskane wyniki w zaleznosci od
zastosowanego antykoagulantu oraz czasu, jaki uptynal od pobrania krwi do jej odwirowania i

dodania L-ASPA.

3.8. Analiza statystyczna
Analizg statystyczng przeprowadzono przy uzyciu arkuszy kalkulacyjnych Microsoft Excel
(statystyka opisowa) oraz pakietu STATISTICA 8.

Ze wzgledu na brak rozkladu normalnego cech mierzalnych (ocena z uzyciem testu
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Shapiro-Wilka) zastosowano testy nieparametryczne. Ocena wzrostu st¢zenia amoniaku po
podaniu L-ASPA zostala dokonana z uzyciem testu kolejnosci par Wilcoxona. Za pomoca testu
U Manna-Whitneya przeprowadzono analiz¢ pordwnawcza wartosci mierzalnych (parametry
biochemiczne, poziom przeciwcial, ilo$¢ blastow w 33. dniu) w dwoch grupach (m.in. pacjenci
Z terapeutyczng i obnizong aktywno$cia L-ASPA oraz z reakcja alergiczng i bez reakcji
alergicznej). W przypadku analizy warto$ci mierzalnych w wielu grupach (m.in. poszczegdlne
zakresy aktywnosci L-ASPA i ATIII) stosowano test ANOVA rang Kruskala-Wallisa. Zalezno$¢
pomigdzy aktywno$cia L-ASPA a stezeniem amoniaku, innymi parametrami biochemicznymi
oraz stezeniem przeciwciatl oceniono poprzez analizg korelacji Spearmana. Analizy pordwnawczej
cech niemierzalnych wykonano przy uzyciu testu niezalezno$ci chi-kwadrat, w okreslonych
przypadkach stosowano test VV-kwadrat, test chi-kwadrat z poprawka Yatesa lub doktadny test
Fishera. Przyrost st¢zenia amoniaku w czasie w badaniu in vitro oceniono za pomoca uktadu
ANOVA z powtarzanymi pomiarami.

Analize funkcji przezycia przeprowadzono za pomoca oceny krzywych przezycia metoda
Kaplana-Meiera. Dla poréwnania grup uzyto testu log-rank.

Warto$¢ testow diagnostycznych (pomiaru st¢zenia amoniaku oraz aktywnosci ATIII) w
wyodrebnianiu pacjentdw z niska (ponizej 100 IU/1) 1 nieoznaczalna (ponizej 30 IU/1) aktywnoS$cia
L-ASPA oraz zagrozonych wystapieniem reakcji alergicznej oceniono za pomoca analizy
krzywych ROC. Powierzchnia pola pod krzywa ROC okresla trafno$¢ testu (wysoka: >0,9;
umiarkowana: 0,7-0,9; niska: 0,5-0,7; brak przydatnosci testu: <0,5) [4]. Jako optymalny punkt
odcigcia przyj¢to poziom wyznaczony przez wskaznik J Youdena
(J= max {czutos¢ + swoistos¢-1) [4]. Dla wyznaczonego punktu odcigcia okreslono:

o czutos¢ (odsetek wynikow dodatnich wsrdd osob, u ktorych wystgpuje diagnozowany stan)

« swoisto$¢ (odsetek wynikdw ujemnych u osob, u ktorych nie wystgpuje diagnozowany stan)

. wartosci predykcyjne (ang. predictive value — PV) wyniku dodatniego i ujemnego (odsetek
wynikoéw prawdziwych odpowiednio wsrod wynikéw dodatnich lub ujemnych)

« wskazniki wiarygodnosci (ang. likelihood ratios — LR) wyniku dodatniego i ujemnego
(zdolno$¢ wyniku testu do zmiany prawdopodobienstwa obecnosci okreslonego stanu).

Na podstawie nomogramu Fagana (rysunek 2.), postugujac si¢ prawdopodobienstwem a priori

(ang. pre-test probability) wystapienia danego stanu (niskich lub nieoznaczalnych aktywnoS$ci

L-ASPA oraz reakcji nadwrazliwosci) oraz wskaznikami wiarygodnosci testu, okreslono

prawdopodobienstwo obecnosci diagnozowanego stanu po wykonaniu testu [3]. Jako

prawdopodobienstwo a priori uznano czgstos¢ wystgpowania okreslonego stanu w obserwowanej

grupie (aktywno$¢ L-ASPA ponizej 100 IU/1 — 21%; aktywnos$¢ L-ASPA <30 U/l — 8%;
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wystapienie reakcji alergicznej — 48%).
Jako poziom istotnosci przy testowaniu hipotez statystycznych przyjeto 0=0,05. Przy
warto$ci pomigdzy 0,05 a 0,1 wyniki interpretowano jako istnienie trendu.

Rysunek 2. Nomogram Fagana
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4. WYNIKI
4.1. Realizacja protokolu

Sposrod 87 wilaczonych do badania pacjentow 84 zakonczylo wszystkie przewidziane w
programie ALL IC-BFM-2002 cykle terapii L-ASPA. Dwoje dzieci zmarto przed ukonczeniem
leczenia L-ASPA, w trakcie realizacji blokoéw HR. Jeden pacjent, u ktérego po 7. podaniu
L-ASPA z protokotu I wystapito OZT, zostat zdyskwalifikowany z dalszego stosowania tego leku.
U 45 (52%) pacjentow stwierdzono przynajmniej 1 dtuzsze niz 1 dzien opodznienie w podaniu
L-ASPA, u 12 (14%) os6b bylo wigcej niz 1 takie opdznienie. Opdznienia >7 dni wystapily u 19
(22%) pacjentow. Wszystkie opdznienia wynikaly z wystapienia powiktan leczenia, najczgsciej

zakazen.

4.2. Aktywnos$¢ L-ASPA

Obserwowani pacjenci w ramach I protokotu otrzymali tacznie 668 podan L-ASPA Medac.
Wykonano 404 oznaczenia aktywnos$ci L-ASPA, w tym 374 w 3-dniowym odstgpie od podania
leku. Braki oznaczen wynikaly ze wzgledéw organizacyjnych (m.in. podania lekéw przypadajace
na dni wolne od pracy, zbyt mata objetos¢ krwi pobranej od pacjenta). Srednia aktywnos¢
L-ASPA we wszystkich oznaczeniach wynosita 236 (odchylenie standardowe - SD: 173), mediana
227 (zakres: 0-2063) IU/I, dla oznaczen wykonywanych 3 dni po podaniu L-ASPA S$rednia
aktywno$¢ wynosita 257 (SD: 168), mediana — 248 (zakres: 0-2063) IU/1, a powyzej 3 dni (4-19,
mediana 6 dni) $rednia — 62 (SD: 106), mediana — 12 (zakres: 0-572) 1U/I. Nie stwierdzono
istotnych roéznic aktywnosci L-ASPA oznaczanej 3 dni po podaniu kolejnych dawek leku w czasie

realizacji I protokotu (rysunek 3.).
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Rysunek 3. Aktywnos$¢ L-ASPA po poszczegolnych podaniach leku w I protokole
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W 78 % oznaczen przed podaniem L-ASPA stwierdzono aktywnos$¢ leku powyzej
100 1U/1, a w 90% oznaczen powyzej 30 IU/l. Najczestsza przyczyna niskiej aktywnosci L-ASPA
(<100 1U/l) oznaczanej przed kolejna dawka leku bylo opdznienie w podaniu L-ASPA.
W przypadku odstgpu dituzszego niz 6 dni aktywno$¢ byla juz nieoznaczalna we wszystkich
wykonanych badaniach. Biorac pod uwage pomiary aktywnos$ci dokonywane w odstepie 3 dni od
podania L-ASPA aktywno$¢ ponizej 100 [U/1 stwierdzono lacznie w 59 (16%) sposrod 374
badanych probek, u 19 (21%) z 87 pacjentow, u ktérych wykonano oznaczenia aktywnosci
L-ASPA. W 15 (4%) probkach aktywno$¢ byla nieoznaczalna (<30 IU/1). Dotyczylo to 7 (8%)
dzieci. W tabeli 5. przedstawiono charakterystyke pacjentow z niska aktywnoscia L-ASPA. Grupa
ta nie roznita si¢ istotnie pod wzgledem pici, wieku, fenotypu biataczki oraz grupy ryzyka od
grupy pacjentow z terapeutyczng aktywnoscia leku. Znamiennych roéznic nie stwierdzono rowniez
pomigdzy chorymi z nieoznaczalng aktywnoscia L-ASPA w przynajmniej 1 oznaczeniu
wykonanym 3 dni po podaniu leku a chorymi z aktywnoscia powyzej 30 IU/l we wszystkich
oznaczeniach w 3 dniowym odstgpie od podania leku. Pordwnanie grup pacjentow z niska
I terapeutyczna aktywnos$cia L-ASPA przedstawiono w tabeli 6., a w tabeli 7. porownano grupy
chorych z nieoznaczalng aktywnoscia L-ASPA i aktywnoscia leku powyzej 30 1U/I.
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Tabela 5. Pacjenci z niska aktywnoscia L-ASPA

L.p. Pacjent,  Zakres Liczba Liczba Srednie stezenie amoniaku Przeciwciala przeciw = Reakcja
aktywno$ci = oznaczen = opo6zZnien w [pmol/1] L-ASPA alergiczna
L-ASPA L-ASPA @ podaniach .
3dnipo  <100U/l  L-ASPA 24 3dnipo Przyrost Przed3.  Przeds8.
podaniu (<30 1U/l) >1dnia | 9odziny podaniu po podaniem podaniem
leku [1U/] po L-ASPA  podaniu L-ASPA  L-ASPA
podaniu L-ASPA
L-ASPA

1 B.A. <30-298 4/6 (4) 1 42 23,5 31 b.d. b.d. +

2 C.A. |352-263 3/6 - 110 25,9 81,3 b.d. b.d. +

3 G.N. |45-128 5/6 - 70 35 36 b.d. b.d. +

4 G.D. <30-202 417 (2) - 89 27 61,6 b.d. b.d. +

5 L.M. |71-114 4/6 - 43 16 20 b.d. b.d. -

6 StJ. <30-222 4/5 (1) 1 90 27 63,6 b.d. b.d. +

7 D.D. 41-159 213 2 75 33 25,8 b.d. b.d. +

8 S.P. 33-107 3/4 1 113 34 80,2 b.d. b.d. -

9 K.J. <30-659 2/6 (2) - 81 32 454 b.d. IgM(+) +

19G (+)
IgE (+)

10 |Pi.M. |65-291 1/4 - 63 21 16,7 b.d. b.d. -

11 |Po.M. |76-259 1/6 - 62 30 30,8 b.d. b.d. -

12 GM. 51-121 213 1 56 31 17 IgM (+) IgM (+) |+

1gG (+)  19G (+)
IgE () IgE ()

13 SrJ. <30 4/4 (4) 1 46 20 26 IgM (+) IgM (+) +

19G (+) 119G (+)
IgE(+) | 1gE (%)

14 |LJ. <30-69 5/5 (2) - 53 12 42 b.d. b.d. +

15 |SA 72-137 2/4 1 70 10 53 b.d. b.d. +

16 K.D. <30-333 1/2 (1) 3 74 32 35 b.d. b.d. +

17 | B.D. 71-196 1/3 2 91 27 67 b.d. b.d. +

18 W.M. 38-138 3/5 - 84 30 64 IgM (+) IgM (+) |+

19G () 19G ()
I9E () I9E ()

19 |Pa.M. |83-212 1/4 1 69 21 70 b.d. b.d. L-ASPA
przeciw-
wskazana
po OZT

L-ASPA — L-asparaginaza
b.d. —brak danych

OZT - ostre zapalenie trzustki
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Tabela 6. Porownanie grup pacjentéw z niska (<100 U/l) i terapeutyczng (>100 IU/1)
aktywno$cia L-ASPA

Grupa Wiek Pte¢ Fenotyp biataczki Grupa ryzyka
pacjentow [lata]: |M |K |cALL |proB |Przejscio- | T-ALL |SR IR HR
mediana ALL |waALL
(zakres) Liczba (odsetek) pacjentow
Pacjenci z 55 9 10 |14 0 1(5) 4(21) |6 9 4
niska (1-13) | (47) |(53) |(74) (31,5) |(47,5) |(21)
aktywnos$cia
L-ASPA
(n=19)
Pacjenci z 6 (2-17) |37 |31 |57 3 1(1,5) 7(10) |22 31 15
terapeutyczna (54) |(46) |(74) |[(4,5) (32,5) |(455) [(22)
aktywnoS$cia
L-ASPA
(n=68)
p 0,86 0,59 0,51 0,99

Tabela 7. Porownanie grup pacjentéw z nieoznaczalng (<30 IU/l) aktywnos$cia L-ASPA i

aktywnoscia powyzej 30 IU/1L.

Grupa Wiek Ple¢ Fenotyp biataczki Grupa ryzyka
pacjentow [lata]: |M K CALL |proB |Przejscio- | T-ALL [SR |IR HR
mediana wa ALL
(zakres) Liczba (odsetek) pacjentow
Pacjenci z 55 2 5 7 0 0 0 4 2 1
nieoznaczalna | (2,5-8) |[(28,5) |(71,5) |(100) (57) | (29) (14)
aktywnos$cia
L-ASPA
(n=7)
Pacjenci z 6 44 36 64 3 2 11 24 |38 18
aktywnoscia |(1-17) |(55) |(45) (80) [(3,75) |(2,5) (13,75) | (30) | (47,5) |(22,5)
L-ASPA >30
U/l (n=80)
p 0,50 0,34 0,79 0,34
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Stwierdzono, ze w grupie 18 pacjentow z niska aktywnoscia L-ASPA (<100 1U/l) w
przynajmniej 1 oznaczeniu 3 dni po podaniu leku w trakcie indukcji (I protokoét) statystycznie
istotnie czesciej (test V-kwadrat: p=0,007) wystgpowata reakcja alergiczna (u 14 /78%/ dzieci) w
porownaniu do 67 chorych z terapeutyczna aktywnoscia leku (u 28 /42%/ pacjentow) (rysunek 4.).
W analizie nie uwzgledniono pacjentow, u ktérych nie wystapita reakcja nadwrazliwosci, ale nie
otrzymali wszystkich przewidzianych w programie podan L-ASPA (1 dziecko z niska
aktywnoscia L-ASPA zdyskwalifikowane z podawania tego leku po OZT oraz 1 chory z

terapeutyczng aktywnoscia leku, ktory zmart w trakcie realizacji blokow HR).

Rysunek 4. Zalezno$¢ pomigedzy niska (<100 IU/l) aktywnoscia L-ASPA w | protokole a

wystapieniem reakcji alergicznej przy kolejnych podaniach leku

. p=0,007
%

‘.

_ e Y

Niska akt. L-ASPA — grupa pacjentéw, u ktorych przynajmniej w 1 oznaczeniu 3 dni po podaniu L-ASPA
stwierdzono aktywnos¢ <100 1U/I (n=18)

Terap. akt. L-ASPA — grupa pacjentow, u ktorych we wszystkich oznaczeniach 3 dni po podaniu L-ASPA
stwierdzono aktywnosci >100 IU/l1 (n=67)
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Ryzyko wzgledne wystapienia reakcji alergicznej w przypadku wczesniejszego
stwierdzenia aktywnos$ci L-ASPA ponizej 100 IU/l wyniosto 1,86 (95% przedziat ufnosci (CI):
1,22-2,36), pozostale wskazniki oceniajace przydatno$¢ tego parametru w wykrywaniu pdzniejszej

reakcji alergicznej przedstawiono w tabeli 8.

Tabela 8. Niska (<100 IU/l) aktywnos$¢ L-ASPA w przynajmniej 1 oznaczeniu wykonanym

3 dni po podaniu leku w trakcie indukcji a ryzyko wystapienia reakcji alergicznej

Oceniany parametr Warto$¢ parametru (95% CI)
Ryzyko wzgledne 1,86 (1,22-2,36)
Czutosc¢ 0,33 (0,25-0,39)
Swoistos¢ 0,91 (0,82-0,96)
PV+ 0,79 (0,57-0,91)
PV- 0,58 (0,53-0,61)
LR+ 3,58 (1,38-9,91)
LR- 0,73 (0,64-0,92)

Postugujac si¢ nomogramem Fagana, stwierdzono, ze prawdopodobienstwo wystapienia
reakcji alergicznej u pacjenta, u ktoérego stwierdzono przynajmniej w jednym oznaczeniu 3 dni po
podaniu L-ASPA aktywnos¢ ponizej 100, wzrasta z 48% (za prawdopodobiefistwo a priori
uznano czgsto$¢ reakcji alergicznej w badanej grupie pacjentdw) do okoto 75%. W przypadku
stwierdzenia  terapeutycznej  aktywnosci  L-ASPA  we  wszystkich  oznaczeniach
prawdopodobienstwo wystapienia reakcji alergicznej maleje do okoto 30 %.

U wszystkich 7 pacjentow z grupy, w ktérej w przynajmniej 1 oznaczeniu wykonanym
3 dni po podaniu L-ASPA w trakcie indukcji stwierdzono nieoznaczalna (<30 IU/l) aktywnos$¢
tego leku, doszto do reakcji alergicznej. Dla poréwnania wsrod 78 pozostatych chorych, ktorzy we
wszystkich oznaczeniach aktywnosci L-ASPA wuzyskali wynik powyze; 30 IU/l, reakcje
nadwrazliwo$ci obserwowano u 35 (45%) dzieci (test chi-kwadrat z poprawka Yatesa: p=0,016)
(rysunek 5.). Z analizy wykluczono 2 dzieci z aktywnoscia L-ASPA powyzej 30 IU/I, u ktoérych
nie doszlo do reakcji alergicznej, ale nie otrzymali wszystkich przewidzianych w programie
leczenia dawek tego leku. Ryzyko wzgledne wystapienia reakcji alergicznej w przypadku
wczesniejszego stwierdzenia aktywnosci L-ASPA ponizej 30 IU/I wynosito 2,23 (95% CI: 1,38-
2,23), pozostate wskazniki oceniajace przydatnos¢ tego parametru w wykrywaniu pdzniejszej

reakcji alergicznej przedstawiono w tabeli 9.
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Tabela 9. Nieoznaczalna (<30 IU/l) aktywnos$¢ L-ASPA przynajmniej w jednym oznaczeniu

wykonanym 3 dni po podaniu leku w trakcie indukcji a ryzyko wystapienia reakcji
alergicznej

Oceniany parametr Wartos¢ parametru (95% CI)
Ryzyko wzgledne 2,23 (1,38-2,23

Czutos¢ 0,17 (0,11-0,17)

Swoistos¢ 1(0,94-1)

PV+ 1 (0,66-1),

PV- 0,55 (0,52-0,55)

LR+ niemozliwe oznaczenie

LR- 0,83 (0,83-0,94)

Rysunek 5. Zalezno$¢ pomig¢dzy nieoznaczalng (<30 IU/l) aktywnoS$cia L-ASPA w

| protokole a wystapieniem reakcji alergicznej

g p=0,016
-"é
2
WI.'—‘;{-'"
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L-ASPA <30 IU/I — grupa pacjentow, u ktorych przynajmniej w 1 oznaczeniu 3 dni po podaniu L-ASPA
stwierdzono aktywno$¢ <30 IU/1 (n=7)

L-ASPA >30 — grupa pacjentow, u ktorych we wszystkich oznaczeniach 3 dni po podaniu L-ASPA
stwierdzono aktywnosci >30 U/l (n=78)
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4.3. Reakcje nadwrazliwoSci

Reakcje nadwrazliwosci na L-ASPA Medac obserwowano u 42 (49%) sposrod
85 pacjentéw (z analizy wytaczono 2 pacjentéw, u ktorych nie doszto do reakcji alergicznej, ale
nie otrzymali wszystkich przewidzianych w protokole podan: 1 dziecko z powodu OZT, jeden
pacjent zmart z powodu posocznicy w przebiegu neutropenii). U wszystkich 42 dzieci byla to
reakcja uogodlniona, u wigkszosci pod postacia rumienia skoéry, czesto z towarzyszacym
obrzekiem. U 14 oséb wystapily objawy obturacji drog oddechowych, u 9 pacjentow bole w
okolicy ledzwiowej. Obserwowano rowniez wystapienie goraczki, wymiotow, bolu brzucha i
konczyn dolnych. Charakterystyke pacjentow, u ktorych doszto do reakcji alergicznej
przedstawiono w tabeli 10. Stwierdzono, istotny zwiazek pomiedzy picia zenska a wystapieniem
reakcji alergicznej (test chi-kwadrat: p=0,042), niec wykazano natomiast réznic pod wzglgdem
wieku, fenotypu biataczki ani grup ryzyka pomigdzy grupami chorych z reakcja alergiczna i bez

reakcji. Wyniki przedstawiono w tabeli 11.

Tabela 10. Pacjenci z reakcja nadwrazliwosci na L-ASPA w réznych etapach leczenia

programem ALL IC-BFM-2002

Lp | Pacjent | Protokol/ | Objawy AKktywnos$¢ | Przeciwciala | Stezenie Opéznienia |Ilos¢ | Reakcja na
podanie L-ASPAw |przeciw amoniaku w podan | PEG-ASPA
L-ASPA | protokole: | L-ASPA [umol/I] podaniach |PEG- |(objawy)
Srednia — L-ASPA ASPA
(zakres) 24 13dni | [qnj]
[ godz. |po L-
po L- [ASPA
ASPA
1 [CA 11171 Uogolniona 130 (35- b.d. 110 |29 - 3 -
pokrzywka 263)
2 |K.P. 1/3 (op.) |Pokrzywka, 324 b.d. 106 |34 1 2 + (obrz¢k
obturacja twarzy)
3 |L.E 11 Zaczerwienienie | 177 (137- | b.d. 132 |23 1 2 -
twarzy, 159)
niepokoj,
kaszel, wymioty
4 |N.S. /1 b.d. 235 (162- |b.d. 76 35 1 1 -
291)
5 |SD 1/8 b.d. 246 (231- |b.d. 126 |35 2 1 -
262)
6 |P.A /1 Rumien 363 (307- |b.d. 84 48 1 3 -
393)
7 |KK 1/8 (op.) |Pobudzenie, 205 (199- | b.d. 84 38 4 3 -
dusznosé, sinica | 209)
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8 |K.D. /1 Rumien twarzy, | 360 (232- | b.d. 109 |45 -
uszu, drapanie |427)
w gardle
9 |P.K. 1.HR/1 |b.d. 342 (249- |b.d. 123 |37 + (reakcja
430) anafilaktyczna)
10 ([P.M. | 1/6 Obrzek krtani | 143 (112- |b.d. 142 |42 -
168)
11 \B.A. /1 b.d. 94 (<30- b.d. 42 25 -
298)
12 |G.N. /4 Obrzek warg, |74 (45-128) |b.d. 70 35 -
odruch
wymiotny,
tachykardia,
dusznosé, bol
plecow
13 | T.M. 111 Rumien 320 (229- |b.d. 146 |41 -
416)
14 |B.D. /1 Rumien 133 (71- b.d. 91 27 -
196)
15 |S.J. /1 Rumien, 88 (<30- b.d. 91 29 -
duszno$é, bol w | 222)
okolicy
ledzwiowej
16 |[D.D. Il/1 Niepokdj, 95 (41-159) |b.d. 75 |44 -
obrzek,
zaczerwienienie
twarzy
17 | M.K. | 1.111/1 Zaczerwienienie | 406 (373- |b.d. 74 38 +
twarzy, kaszel, [417) (zaczerwienienie
dusznosé¢ twarzy, kaszel,
bol brzucha,
niepokéj)
18 |K.D. 1/6 Rumien 166 (<30- |b.d. 73 32 + (b.d.)
333)
19 | G.D. /1 Rumien twarzy, |83 (0-202) |b.d. 89 29 -
dusznos¢, bol
plecow, brzucha
20 [K.J. /1 Rumien, obrzek | 273 (<30- | Przed 81 41 -
warg, bol w 659) 8.podaniem:
okolicy 19G (+),
ledZwiowej IgM (+), IgE
(+)
21 |S.P. /1 Silny bél 266 (230- |b.d. 115 |36 -
plecow, 283)
dreszcze,
nudnosci
22 (W.K. [Il/1 Obrzek twarzy, | 306 (208- | Przed 3. 145 |59 -
kaszel 365) podaniem:
IgM (+),
19G (-), I19E
Q)
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23

24

B.M.

K.A.

1/5

Plamista
wysypka

206 (180-
237)

Przed 3.
podaniem:
IgM (-), 1gG
(-), 19E (-);
przed 5.
podaniem:
IgM (+),
19G (+), IgE
)

54

29

/1

Rumien,
odruch
wymiotny

409 (320-
591)

Przed 3.
podaniem:
IgM (-), 1gG
(+), 19E ()

67

38

25

26

ZK.

G.M.

1.HR/2
(op.)

Rumien

224 (165-
274)

Przed 8.
podaniem:
IgM (-), 1gG
(-). IgE ()

128

29

+ (obrzek
Quinckego)

LHR/2
(op.)

Rumien,
goraczka

77 (51-121)

Przed 3.
podaniem:
IgM (+),
19G (+), IgE
(-); przed 8
podaniem:
IgM (+),
IgG (+), IgE
Q)

56

30

+ (b6l brzucha,
dreszcze)

27

1.HR/1

Rumien,
dusznos¢

79 (38-138)

Przed 3.
podaniem:
IgM (+),
1gG (-), IgE
(-); przed 8.
podaniem:
IgM (+),
19G (-), IgE
)

76

28

+ (rumien)

28

P.A.

/.1

Dusznosc¢,
rumien, bol
plecow

286 (225-
329)

Przed 8.
podaniem:
IgM (+),
19G (+), IgE
)

109

32

29

S.A.

/1

b.d.

108 (72-
137)

b.d.

70

10

30

P.K.

/.1

Dusznosc¢,
rumien twarzy

549 (485-
582)

Przed 3.
podaniem:
IgM (-), 1gG
(+), 19E (-);
przed 8.
podaniem:
IgM (+),
IgG (+), IgE
Q)

154

68
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31 | G.A. 2.HR/1 |Bél brzucha, 378 (251- Przed 3. 183 |55 -
dreszcze 438) podaniem:
IgM (+),
1gG (-), IgE
(+); przed 8.
podaniem:
IgM (+),
19G (-), IgE
)
32 |S.J. /7 Kaszel, rumien |338 (226- |b.d. 76 39 -
twarzy, 387)
niepokoj
33 |D.I. /1 Obrzek twarzy, | 333 (144- |b.d. 158 |52 -
szyi, duszno$é, |515)
niepokoj, bole
plecow, nég
34 |O.B. /1 Rumien, §wiad |403 (379- b.d. 125 |74 -
427)
35 [B.A. 1.HR/1 |b.d. 288 (196- b.d. 98 45 + (rumien,
349) obrzek twarzy,
hipoksja,
kwasica)
36 | S.J. /1 b.d. <30 Przed 3. 45 20 -
podaniem:
IgM (+),
IgG (+), IgE
(+); przed 8.
podaniem:
IgM (+),
19G (+), IgE
(+)
37 P.G. 1HRA |bd. 249 (140-  |bd. 134 |65 +(b.d.)
314)
38 BW. ll/1 Rumien 327 (323- |b.d. 90 64 -
332)
139 E.P. |3HR/L | Rumien 312 b.d. 221 |49 -
40 [CW. 11 b.d. 364 (163- b.d. 47 14 -
940)
\41 ‘L.J. 2.HR/1 |b.d. 35 (<30-68) |b.d. 53 12 +(b.d.)
42 |K.K. /1 b.d. 390 (340- b.d. 99 72 -
459)

op. — op6znione podanie L-ASPA
b.d. — brak danych

50




Tabela 11. Porownanie grup pacjentow z reakcjq alergiczng i bez reakcji

Grupa Wiek Pte¢ Fenotyp biataczki Grupa ryzyka
pacjentow |[lata]: |[M K CALL |ProB |Przejsciowa |T-ALL|SR IR HR
mediana ALL
(zakres) Liczba (odsetek) pacjentow
Pacjenci |6 (2-16) |17 (40) |25 (60) |35(83) |2(5) |1(2,5) 4(9,5) |12 20 10
reakcja (28) [(48) |(24)
alergiczna
(n=42)
Pacjenci 4,5 27 (63) |16 (37)|35(81) [1(2,5) [1(2,5 6(14) |16 19 8
bez reakcji | (1-16,5) (37) [(44) |(19
alergicznej
(n=43)
p 0,70 0,039 0,87 0,67

W wigkszosci przypadkéw (32 /76%/ z 42 chorych) reakcja nadwrazliwo$ci wystapita w

czasie podawania leku po dluzszej (okoto 3 miesigcznej) przerwie od poprzednich dawek, przy

pierwszym podaniu w II, III protokole lub w bloku HR. Sposréd 10 pozostaltych dzieci u 7

pacjentow reakcja wystapita jeszcze w trakcie realizacji I protokotu, u 1 pacjentki w czasie

czwartego podania L-ASPA w II protokole, u 2 0séb w czasie drugiego podania w bloku HR.

U 4 pacjentodw z tej grupy podanie L-ASPA, przy ktorym wystapity objawy alergii poprzedzata

dhuzsza niz wynika to z protokotu przerwa (10-25 dni) od poprzedniego podania leku, u

pozostatych 6 chorych

takie

opoOznienia

wystgpowalty przy poprzedzajacych

reakcje

nadwrazliwosci podaniach L-ASPA. W 14 przypadkach (33% pacjentow z reakcja alergiczna)

wystapienie objawow nadwrazliwosci w trakcie realizacji II/III protokotu lub bloku HR mogta

poprzedza¢ cicha inaktywacja, stwierdzano bowiem niskie aktywnosci L-ASPA (ponizej 100 1U/I,

w tym u 7 chorych ponizej 30 1U/l) po podaniu tego leku w | protokole. Obserwowano trend w

kierunku nizszej S$redniej aktywnosci L-ASPA u pacjentdéw z reakcja nadwrazliwosci w

poréwnaniu do pacjentow, u ktorych nie doszto do reakcji alergicznej (mediana /zakres/
p=0,08).

U 4 pacjentdéw z reakcja nadwrazliwosci poprzedzona niskimi aktywnosciami L-ASPA o0znaczono

odpowiednio:

201 1UN

(<30 1U/1-549 1U/N) vs 252 U/

(65 1U/1

- 644 1UN),

stezenie przeciwciatl przeciw L-ASPA przed 3. i 8. podaniem leku, stwierdzajac u wszystkich

dodatni wynik w klasie IgM oraz u 3 na 4 chorych w klasie IgG. Wykazano réwniez, ze st¢zenie

przeciwcial klasy IgM i IgG oceniane przed 8. podaniem L-ASPA w tej grupie dzieci bylo
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statystycznie istotnie wyzsze w porownaniu do pozostatych 16 pacjentow, u ktorych takze
wykonano oznaczenia st¢zenia przeciwciat (chorzy bez reakcji alergicznej oraz pacjenci z reakcja
alergiczna, ale terapeutyczna aktywnoscia L-ASPA) (dla klasy IgM: p=0,014; dla klasy IgG:
p=0,047). Wyniki przedstawiono na rysunkach 6. i 7.

Sposrod 42 pacjentéw z reakcja nadwrazliwosci na natywna L-ASPA, 41 byto pdzniej
leczonych PEG-ASPA (preparatu tego nie otrzymywato dziecko, u ktorego reakcja
nadwrazliwo$ci wystapita w trakcie podawania ostatniej przewidzianej w programie leczenia
dawki L-ASPA). Jedenastu (27%) z nich po otrzymaniu od 1 do 5 podan PEG-ASPA uczulilo si¢
roOwniez na ta posta¢ leku i1 otrzymywato nastgpnie Erwinaze, na ktéra w badanej grupie nie

obserwowano reakcji alergiczne;j.

Rysunek 6. Stezenie IgM przed 8. podaniem L-ASPA u pacjentéw z reakcja poprzedzong

niskimi (<100 IU/l) aktywnoS$ciami leku w poréwnaniu do pozostalych pacjentow
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1- pacjenci bez reakcji alergicznej oraz chorzy z reakcja alergiczna nie poprzedzona niska (<100 1U/l)
aktywnos$cia L-ASPA
2- pacjenci z reakcja alergiczna poprzedzona niska (<100 IU/1) aktywnoscig L-ASPA

Grupa pacjentow Stgzenie IgM przed 8. podaniem L-ASPA [pg/ml]
Min Max Kwartyle Mediana
25% 75%
1 (n=16) 2,7 37,4 4,5 12,8 6,9
2 (n=4) 12,2 49,1 17,3 42,4 29,1
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Rysunek 7. Stezenie IgG przed 8. podaniem L-ASPA u pacjentéw z reakcja poprzedzona

niskimi (<100 IU/l) aktywno$ciami w porownaniu do pozostalych pacjentow

100
90
E
S 80
<
o
o)
< 70
—
£
o o
s 60 p=0,047
o
(@]
o
o 50
©
(0]
N
o
o 40
o
o
S 30 o s
N
o
& 1
20
_[ Min-Maks.
10 L1 25%-75%
1 2 0O  Mediana

1- pacjenci bez reakcji alergicznej oraz chorzy z reakcja alergiczna nie poprzedzona niska (<100 1U/l)
aktywnos$cig L-ASPA
2- pacjenci z reakcja alergiczng poprzedzona niska (<100 1U/l) aktywno$cig L-ASPA

Grupa pacjentow Stegzenie IgM przed 8. podaniem L-ASPA [pg/ml]
Min Max Kwartyle Mediana
25% 75%
1 (n=17) 21 72 26 39 30
2 (n=4) 28 87 43 77 63

4.4. Stezenia przeciwcial przeciw L-ASPA

Oznaczenie st¢zenia przeciwcial przeciw L-ASPA wykonano u 21 pacjentow w
35 probkach.

Sposrod 35 badanych probek w 28 (80%) stwierdzono dodatni wynik w przynajmniej
jednej z klas przeciwcial przeciw L-ASPA, w tym w 10 (67%) z 15 probek pobranych przed
3. podaniem leku oraz w 18 (90%) z 20 pobranych przed 8. podaniem. U 19 (90%) z 21
pacjentow, u ktorych wykonano oznaczenia, wykazano przynajmniej 1 dodatni wynik. Biorac pod
uwage klasy przeciwciatl, w oznaczeniach wykonanych przed 3. i 8. podaniem leku dodatni wynik
stwierdzono odpowiednio: dla klasy IgG u 7 (47%) z 151 10 (50%) z 20 pacjentoéw, dla klasy IgM
u7(47%) z 151 16 (80%) z 20 dzieci i dla klasy IgE odpowiednio u 5 (33%) z 151 6 (30%) z 20
chorych.
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W przypadku pacjentow z aktywnos$cia L-ASPA ponizej 100 U/l dodatni wynik
przeciwcial stwierdzono w klasie IgM we wszystkich 3 probkach pobranych przed 3. i wszystkich
4 przed 8. podaniem I protokotu oraz w klasie IgG w 2 (67%) na 3 probki pobrane przed
3. podaniem 1 w 3 (75%) z 4 probek przed podaniem 8. U pacjentdow z terapeutyczng aktywnoscia
L-ASPA dodatnie przeciwciata w klasie IgM stwierdzono w 4 (33%) z 12 i 12 (75%) z 16 probek
pobranych odpowiednio przed 3. i 8. podaniem L-ASPA protokotu I, a w klasie IgG odpowiednio
w5 (42%) z 12 i w 7 (44%) z 16 probek. Przy uzyciu doktadnego testu Fishera nie wykazano
statystycznie znamiennej zalezno$ci pomigdzy dodatnim wynikiem przeciwcial a niska
aktywnoscia L-ASPA, blisko granicy istotnos$ci byta zaleznos$¢ dla przeciwciat IgM oznaczanych
przed 3. podaniem L-ASPA (p=0,076). Stwierdzono, ze st¢zenie przeciwcial w klasie IgM i 1gG
oznaczanych u chorych przed 8. podaniem L-ASPA w protokole I bylo istotnie wyzsze
(odpowiednio p=0,014 i p=0,047) w grupie dzieci z niska (<100 IU/l) aktywnos$cia L-ASPA w
porownaniu do pacjentow z prawidtowa aktywnoscia L-ASPA (rysunek 8. i 9.). Dla oznaczen IgM
i 19G wykonanych przed 3. podaniem L-ASPA oraz dla klasy IgE w obu punktach czasowych nie

wykazano statystycznie znamiennej zalezno$ci. Wyniki przedstawiono w tabeli 12.

Tabela 12. Niskie (<100 1U/l) aktywnosci L-ASPA w | protokole a przeciwciala przeciw

L-ASPA

Punkt czasowy badania i klasa przeciwciat przeciw L-ASPA | Aktywno$¢ L-ASPA p
<100 >100
IgM | Dodatni wynik 3 pacjentéw |4 pacjentow | 0,08
Ujemny wynik 0 pacjentow | 8 pacjentow
Mediana stezenia [pg/ml] | 10,37 4,29 0,11
IgG | Dodatni wynik 2 pacjentow |5 pacjentow | 0,45
Przed 3. podaniem L-ASPA Ujemny wynik 1 pacjent 7 pacjentow
Mediana stezenia [pg/ml] |63,52 30,65 0,56
IgE | Dodatni wynik 1 pacjent 4 pacjentow | 0,76
Ujemny wynik 2 pacjentow | 8 pacjentow
Mediana stezenia [ug/ml] | 0,90 0,86 0,39
IgM | Dodatni wynik 4 pacjentow |12 pacjentow | 0,37
Ujemny wynik 0 pacjentow |4 pacjentow
Mediana stezenia [pg/ml] |29,07 6,89 0,014
IgG | Dodatni wynik 3 pacjentéw | 7 pacjentow | 0,33
Przed 8. podaniem L-ASPA Ujemny wynik 1 pacjent 9 pacjentow
Mediana stezenia [pg/ml] 62,58 30,22 0,047
IgE | Dodatni wynik 2 pacjentow |4 pacjentow | 0,34
Ujemny wynik 2 pacjentow | 12 pacjentdw
Mediana stezenia [pg/ml] | 1,50 1,00 0,85
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Rysunek 8. Stezenie IgM przed 8. podaniem L-ASPA u pacjentow
terapeutyczng (>100 IU/I) aktywnos$cig L-ASPA
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1 - pagend z tergpeutycang akhywnosadg L-ASPA

2 - pagend z niskg akhywnosdg L-ASPA

p=0,014

L MriVeks.
[ ] 25%75%

Nedama

Grupa pacjentow Stegzenie IgM przed 8. podaniem L-ASPA [pg/ml]
Min Max Kwartyle Mediana
25% 75%
1 (n=16) 2,7 37,4 4,5 12,8 6,9
2 (n=4) 12,2 49,1 17,3 42,4 29,1

z niska (<100 1U/1) i
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Rysunek 9. Stezenie IgG przed 8. podaniem L-ASPA u pacjentow z niska (<100 1U/I) i
terapeutyczng (>100 IU/I) aktywnos$cig L-ASPA
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Grupa pacjentow Stegzenie IgM przed 8. podaniem L-ASPA [pg/ml]
Min Max Kwartyle Mediana
25% 75%
1 (n=16) 21 72 26 39 30
2 (n=4) 28 87 43 77 63
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Wykazano, ze stezenie IgM przed 8. podaniem L-ASPA I protokotu w grupie pacjentow, u
ktorych wystapita klinicznie jawna reakcja nadwrazliwosci byto istotnie wyzsze w poréwnaniu z
grupa pacjentow bez tej reakcji (mediana /zakres/ odpowiednio: 15 /3-49/ ug/ml/ 1 6 /3-21/ pg/ml;
p=0,023) (rysunck 10.). Takiej zaleznosci nie stwierdzono dla klasy IgM w o0znaczeniu
wykonanym przed 3. podaniem L-ASPA ani dla klasy IgG ani IgE w zadnym z oznaczen. Przy
uzyciu doktadnego testu Fishera nie stwierdzono znamiennej statystycznej zaleznos$ci pomigdzy
dodatnim wynikiem przeciwciat zadnej z klas a wystapieniem reakcji alergicznej, blisko granicy
istotnosci byly roznice dla przeciwciat IgG oznaczanych przed 8. podaniem L-ASPA (p=0,07).
Wyniki przedstawiono tabeli 13.

Rysunek 10. Stezenie IgM przed 8. podaniem L-ASPA u pacjentow z reakcja alergiczng i

pacjentow bez reakcji nadwrazliwosci
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Min Max Kwartyle Mediana
25% 75%

1 (n=10) 2,7 21 3,4 11,1 5,9
2 (n=10) 2,8 49 7,7 35,7 15,3
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Tabela 13. Zalezno$¢ pomiedzy wystapieniem reakcji alergicznej a wynikiem oznaczenia

przeciwcial przeciw L-ASPA

Punkt czasowy badania i klasa przeciwciat przeciw L-ASPA | Reakcja alergiczna p
+ -
IgM | Dodatni wynik 4 pacjentow | 3 pacjentow | 0,40
Ujemny wynik 3 pacjentow | 5 pacjentow
Mediana stgzenia [pg/ml] | 6,98 3,88 0,56
IgG | Dodatni wynik 4 pacjentow | 3 pacjentow | 0,40
Przed 3. podaniem L-ASPA Ujemny wynik 3 pacjentow | 5 pacjentow
Mediana stezenia [pg/ml] | 34,04 30,65 0,82
IgE | Dodatni wynik 2 pacjentow | 3 pacjentow | 0,57
Ujemny wynik 5 pacjentow | 5 pacjentow
Mediana stgzenia [pug/ml] [ 0,90 0,88 1,0
IgM | Dodatni wynik 9 pacjentoéw | 7 pacjentow | 0,29
Ujemny wynik 1 pacjentow | 3 pacjentow
Mediana stgzenia [pg/ml] | 15,35 5,86 0,023
IgG | Dodatni wynik 6 pacjentow | 4 pacjentow | 0,33
Przed 8. podaniem L-ASPA Ujemny wynik 4 pacjentoéw | 6 pacjentow
Mediana stgzenia [pg/ml] | 38,89 27,67 0,07
IgE | Dodatni wynik 2 pacjentow | 4 pacjentow | 0,31

Ujemny wynik

8 pacjentow

6 pacjentow

Mediana stgzenia [pg/ml]

0,46

0,81

0,17

Nie stwierdzono istotnej statystycznie réznicy pomigdzy Srednia aktywnoscia L-ASPA w

grupach pacjentow z dodatnimi lub ujemnymi przeciwciatami zadnej z klas. Wyniki

przedstawiono w tabeli 14.

Tabela 14. Aktywnos¢ L-ASPA w I protokole w zaleznosci od wyniku oznaczen przeciwcial

przeciw L-ASPA

Punkt czasowy badania i Srednie aktywnosci L-ASPA w | protokole [1U/1] p
klasa przeciwcial przeciw Mediana (zakres)
L-ASPA Pacjenci z dodatnim Pacjenci z ujemnym
wynikiem przeciwciat wynikiem przeciwcial
(n=liczba pacjentow) (n=liczba pacjentow)
Badanie przed IgM | 175 (0-378); n=7 250 (163-549); n=8 0,16
S IgG | 365 (0-549); n=7 195 (79-378); n=8 0,25
3. podaniem L-ASPA - Floem 207 0-378): n=5 223 (77-549); n=10 0,90
Badanie przed IgM | 279 (0-549); n=16 216 (160-236); n=4 0,30
: : IgG | 269 (0-549); n=10 229 (79-458), n=10 1,0
8. podaniem L-ASPA  H e 1 1(0-365): n=6 250 (77-549); n=14 0,56
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4.5. Ocena przydatnosci oznaczenia st¢Zenia amoniaku

U wszystkich pacjentdow po podaniu L-ASPA wystgpowala przemijajaca hiperamonemia.

Stwierdzono statystycznie istotny przyrost st¢zenia amoniaku 24 godziny po podaniu tego leku w

stosunku do st¢zenia oznaczonego przed podaniem (mediana /zakres/ odpowiednio: 88 /5-
491/ pmol/1 1 32 /1-209/ umol/l/; p<0,0001) (rysunek 11.).

Rysunek 11. Przyrost stezenia amoniaku po podaniu L-ASPA
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a
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I —
I Mn\Veks.
L] 25%75%
-0 o Med
Przed L-ASPA 24 goz. po L-ASPA 22
Czas wykonania oznaczenia Stezenie amoniaku [pumol/I]
Min Max Kwartyle Mediana
25% 75%
przed L-ASPA 1 209 20 49 32
24 godz. po L-ASPA 5 491 60 132 88

Stwierdzono rowniez istotne rdznice pomig¢dzy medianami st¢zen amoniaku 24 godziny i 3

dni po podaniu L-ASPA dla poszczegdlnych zakresow aktywnosci L-ASPA oznaczonej 3 dni po

podaniu leku (rysunek 12. i 13.).
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Rysunek 12. Stezenie amoniaku 24 godz. po podaniu L-ASPA dla poszczegolnych zakresow

aktywnosci tego leku ocenianej 3 dni po jego podaniu
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Zakres aktywno$ci L-ASPA [1U/l]

Stezenie amoniaku 24 godz. po podaniu L-ASPA [umol/1]

Min Max Kwartyle Mediana
25% 75%
<30 10 107 14 38 18
30-100 10 183 32 93 61
100-200 5 294 54 123 84
200-300 30 423 69 141 96
300-400 28 296 70 155 98
>400 25 491 80 178 133

60



Rysunek 13. Stezenie amoniaku 3 dni po podaniu L-ASPA dla poszczegdlnych zakresow

aktywnosci tego leku ocenianej 3 dni po jego podaniu
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Zakres aktywnosci L-ASPA [1U/1] Stezenie amoniaku 3 dni po podaniu L-ASPA [umol/1]

Min Max Kwartyle Mediana

25% 75%

<30 1 50 17 26 21
30-100 5 64 12 33 23
100-200 3 135 19 44 29
200-300 10 195 26 51 35
300-400 4 197 30 59 41
>400 12 153 38 63 50

Stgzenie amoniaku 24 godziny i 3 dni po podaniu leku korelowalo dodatnio z aktywnoS$cia
L-ASPA oznaczang 3 dni po jej podaniu (R Spearman odpowiednio 0,34 i 0,44; p<0,0001).
Stabsza korelacje obserwowano pomiedzy aktywnos$cia L-ASPA a przyrostem st¢zenia amoniaku

(R Spearman = 0,19; p=0,001) (rysunek 14.).

61



Rysunek 14. Korelacja pomiedzy aktywnoscia L-ASPA oceniang 3 dni po podaniu a

stezeniem amoniaku 24 godziny i 3 dni po podaniu leku oraz przyrostem stezenia amoniaku

po podaniu L-ASPA

Amoniak Przyrost stgzenia Amoniak
__ 24 godz. po podaniu - 3 dni po podaniu
L-ASPA amoniaku _ L-ASPA
| DDD___ U oe UUOOe—_—
Akt. L-ASPA . . .
3dni po podaniu R=0,34 R=0,19 R=0,44
p<0,0001 p=0,001 p<0,0001

Przy aktywno$ci asparaginazy ponizej 100 IU/l w poréwnaniu z aktywno$cia powyzej
100 [U/1 stwierdzano istotnie nizsze st¢zenie amoniaku 24 godziny (mediana /zakres/
odpowiednio: 52 /10-183/ pmol/l i 93 /5-491/ umol/l; p<0,0001) i 3 dni po podaniu L-ASPA
(mediana /zakres/ odpowiednio: 22 /1-63/ umol/l i 38 /3-197/ umol/l; p<0,0001) oraz istotnie
nizszy przyrost stezenia amoniaku po podaniu leku (mediana /zakres/odpowiednio: 23 (-31-

174/ pmol/1 1 59 /-87—414/ umol/1; p<0,0001) (rysunek 15., 16.1 17.).
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Rysunek 15. Stezenie amoniaku oceniane 24 godziny po podaniu L-ASPA w zaleznos$ci od

aktywnosci leku
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Rysunek 16. Stezenie amoniaku oceniane 3 dni po podaniu L-ASPA w zaleznosci od

aktywnosci leku
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Rysunek 17. Przyrost stezenia amoniaku po podaniu L-ASPA w zaleznos$ci od aktywnoSci

leku
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Zakres aktywnosci L-ASPA [1U/1] Przyrost stezenia amoniaku po podaniu L-ASPA [umol/1]
Min Max Kwartyle Mediana
25% 75%
<100 -31 174 2 49 23
>100 -87 414 25 108 59

Oceng uzytecznosci oznaczenia stgzenia amoniaku (24 godziny 1 3 dni po podaniu
L-ASPA) w wykrywaniu niskiej 1 nieoznaczalnej aktywnosci leku badanej 3 dni po odpowiednim
jego podaniu przeprowadzono poprzez analiz¢ krzywych ROC (rysunek 18. i 19.). Dla obu
punktow czasowych (24 godziny i 3 dni po podaniu L-ASPA) pole powierzchni pod krzywa ROC
byto wigksze od 0,5 (odpowiednio: 0,75; 95% CI: 0,67-0,83; p<0,0001 i 0,76; 95% CI: 0,69-0,83;
p<0,0001 dla aktywnosci L-ASPA<100 U/l oraz 0,87; 95% CI: 0,75-0,99 i 0,76; 95% CI: 0,65-
0,87 dla nieoznaczalnej aktywnosci L-ASPA). Wartosci te odpowiadaja umiarkowanej trafno$ci
testu diagnostycznego. Roznice w powierzchni pol pod krzywa ROC dla obu punktow czasowych
nie byly istotne statystycznie (p=0,91). Dla obu punktéw czasowych wyznaczono punkt odcigcia
stezenia amoniaku dla optymalnych wartosci czutosci 1 swoisto$ci wykrycia niskich aktywnosci

L-ASPA, ktory wynioést dla pomiaru wykonywanego 24 godziny i 3 dni po podaniu L-ASPA
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odpowiednio: 64 umol/l i 29 umol/l. W przypadku aktywnos$ci <30 IU/l prog ten wynidst

odpowiednio: 38 umol/l i 24 pmol/I.

Rysunek 18. Krzywe ROC dla trafnosci pomiaru stezenia amoniaku 24 godziny i 3 dni po

podaniu L-ASPA w wykrywaniu aktywnos$ci L-ASPA ponizej 100 1U/1

Czutosc¢

Wykres ROC poréwnanie

1,0 |

0,8

0,6t

04

Punkt Pole 95% ClI

czasowy pod

badania krzywa
0,2t
24 godziny 0,75 0,67-0,83
3dni 0,76  0,69-0,83
0,0 = . . . . .
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1-Swoisto$¢

— Stezenie amoniaku 24 godziny po L-ASPA
— Stezenie amoniaku 3 dni po L-ASPA
— Linia odniesienia

66



Rysunek 19. Krzywe ROC dla trafnosci pomiaru stezenia amoniaku 24 godziny i 3 dni po

podaniu L-ASPA w wykrywaniu aktywnosci L-ASPA ponizej 30 IU/1
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Parametry oceniajace warto$¢ testow diagnostycznych w wykrywaniu niskiej 1

nieoznaczalnej aktywnosci L-ASPA po danym podaniu leku dla wyznaczonych punktow odcigcia

stezenia amoniaku ocenianego 24 godziny i 3 dni po podaniu L-ASPA przedstawiono w tabeli 15.

i 16.

Tabela 15. Ocena wartosci testow diagnostycznych w wykrywaniu niskiej aktywnosci

L-ASPA dla wyznaczonych punktow odcigcia stezenia amoniaku badanego 24 godziny i

3 dni po podaniu L-ASPA (w nawiasach podano 95% CI)

Oceniany parametr Stezenie amoniaku po podaniu L-ASPA
24 godziny < 64 umol/l 3 dni <29 umol/l
Czutosé 0,64 (0,51-0,76) 0,76 (0,62-0,87)
Swoistos¢ 0,75 (0,72-0,76) 0,65 (0,59-0,71)
PV+ 0,30 (0,24-0,35) 0,27 (0,22-0,30)
PV- 0,93 (0,90-0,95) 0,94 (0,91-0,96)
LR+ 2,54 (1,86-3,25) 2,20 (1,67-2,51)
LR- 0,48 (0,31-0,67) 0,37 (0,23-11,09)
YoudenJ 0,39 (0,24-0,53) 0,41 (0,21-0,58)

67




Przyjmujac, ze prawdopodobienistwo a priori wystapienia niskiej aktywnosci L-ASPA
3dni po danym podaniu L-ASPA wynosi 16% (odsetek wynikow ponizej 100 IU/l w
oznaczeniach wykonywanych 3 dni po podaniu leku w badanym materiale) i postugujac si¢
nomogramem Fagana, ustalono, ze prawdopodobienstwo to zwigksza si¢ do okoto 28% przy
stwierdzeniu st¢zenia amoniaku ponizej 64 umol/l lub ponizej 29 umol/l odpowiednio 24 godziny

lub 3 dni po podaniu leku i maleje do ok. 7% dla stezen amoniaku powyzej tych wartosci.

Tabela 16. Ocena wartosci testow diagnostycznych w wykrywaniu nieoznaczalnej (<30 1U/I)
aktywnosci L-ASPA dla wyznaczonych punktow odcig¢cia stezenia amoniaku badanego 24

godziny i 3 dni po podaniu L-ASPA (w nawiasach podano 95% CI)

Oceniany parametr Stezenie amoniaku po podaniu L-ASPA
24 godziny < 38 pmol/l 3 dni <24 pumol/l
Czulos¢ 0,80 (0,50-0,94) 0,75 (0,47-0,91)
Swoistos§¢ 0,90 (0,89-0,90) 0,74 (0,73-0,75)
PV+ 0,21 (0,13-0,25) 0,09 (0,06-0,12)
PV- 0,99 (0,98-1,0) 0,99 (0,97-1,0))
LR+ 8,03 (4,59-9,93) 2,89 (1,76-3,59)
LR- 0,22 (0,06-0,56) 0,34 (0,12-0,72)
Youden J 0,70 (0,39-0,85) 0,49 (0,20-0,66)

W przypadku nieoznaczalnej aktywnosci L-ASPA prawdopodobienstwo a priori wynosito
4%. Przy stwierdzeniu stgzenia amoniaku 24 godziny po podaniu leku ponizej 38 umol/l i w
oznaczeniu wykonanym 3 dni po podaniu ponizej 24 umol/l prawdopodobienstwo to zwigksza si¢
odpowiednio do 21% i 9%, natomiast dla warto$ci stgzenia amoniaku powyzej ustalonych progow

odcigcia prawdopodobienstwo to maleje do ok. 1%

Stwierdzono istotna korelacj¢ $rednich dla kazdego z pacjentow wartosci aktywnosci
L-ASPA oznaczanej 3 dni po podaniu leku w I protokole a $rednim stgzeniem amoniaku
oznaczanym 24 godziny i 3 dni po podaniu leku oraz $Srednim przyrostem stgzenia amoniaku

(R Spearman odpowiednio: 0,41; p<0,0001; 0,56; p<0,0001 i 0,24; p=0,027) (rysunek 20.).
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Rysunek 20. Korelacja pomiedzy S$rednimi aktywnosciami L-ASPA w | protokole u
obserwowanych pacjentow a Srednimi st¢zeniami amoniaku ocenianymi 24 godziny i 3 dni

po podaniu leku oraz Srednimi przyrostami st¢zenia amoniaku

Amoniak po 24 godzinach Przyrost stgzenia Amoniak po 3
amoniaku 7] dniach
Srednie wartosci u — ]
obserwowanych -
pacjentow ]
|:| L] |:||:|IZIIZI (=1 __|:||:|IZI|:I |:|__|:||:|_|:||:||:|
Akt. L-ASPA ° ° o
3 dni po podaniu R=0,40 R=0,24 R=0,56
p<0,0001 p=0,027 p<0,0001
R
° ay,
|:| El o ° 4 o

W grupie pacjentow, u ktorych wystepowaty niskie aktywnosci L-ASPA w poréwnaniu z
grupa dzieci, u ktorych aktywnos$¢ leku byla terapeutyczna, obserwowano istotnie nizsze $rednie
stezenia amoniaku oznaczanego 24 godziny (p<0,00001) i 3 dni po kolejnych podaniach leku w
| protokole (p<0,00001) oraz nizszy Sredni przyrost stezenia amoniaku po podaniu L-ASPA
(p=0,009) (rysunek 21., 22., 23.).
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Rysunek 21. Srednie stezenia amoniaku 24 godziny po podaniu L-ASPA u pacjentow z niska
(<100 IUAN) i terapeutyczna (>100 IU/1) aktywnoscig L-ASPA

200

§ 180

=

2

2 140

g p<0,0001

8_ N

B .

= 100

3

= 5

g o

R7z]

= T MniVeks.

g ] 25%75%
20 1 2 m} Nedama

1 — pacjenci z terapeutyczna aktywno$cia L-ASPA (>100 1U/l) we wszystkich oznaczeniach 3 dni po podaniu leku
2 — pacjenci z aktywnos$cia L-ASPA <100 IU/l w minimum 1 oznaczeniu wykonanym 3 dni po podaniu leku

Grupa pacjentow Srednie stezenia amoniaku 24 godziny po podaniu L-ASPA [umol/I]
Min Max Kwartyle Mediana
25% 75%
Z terapeutyczng aktywnoscig 45 221 89 130 106
L-ASPA (n=68)
Z niska aktywnoscia L-ASPA 42 113 56 89 70
(n=19)
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Rysunek 22. Srednie stezenia amoniaku 3 dni po podaniu L-ASPA u pacjentéw z niska

(<100 IUAN) i terapeutyczng (>100 IU/I) aktywnos$cia L-ASPA
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2 — pacjenci z aktywnoscia L-ASPA <100 IU/l w minimum 1 oznaczeniu wykonanym 3 dni po podaniu leku

Grupa pacjentow

Srednie stezenia amoniaku 3 dni po podaniu L-ASPA [umol/1]

Min Max Kwartyle Mediana
25% 75%
Z terapeutyczng aktywnoscia 14 129 33 52 42
L-ASPA (n=68)
Z niska aktywnoscia L-ASPA 10 44 21 32 29
(n=19)
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Rysunek 23. Srednie przyrosty stezenia amoniaku po podaniu L-ASPA u pacjentow z niska

(<100 IUAN) i terapeutyczna (>100 1U/1) aktywnoS$cia L-ASPA
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1 — pacjenci z terapeutyczna aktywno$cia L-ASPA (>100 1U/l) we wszystkich oznaczeniach 3 dni po podaniu leku
2 — pacjenci z aktywnos$cia L-ASPA <100 IU/l w minimum 1 oznaczeniu wykonanym 3 dni po podaniu leku

Grupa pacjentow Srednie przyrosty stezenia amoniaku po podaniu L-ASPA [pumol/I]

Min Max Kwartyle Mediana
25% 75%
Z terapeutyczng aktywnoscig -28 172 44 65 65
L-ASPA (n=68)
Z niska aktywnoscia L-ASPA 17 81 26 64 43
(n=19)

Celem oceny trafno$ci oznaczen Sredniego st¢zenia amoniaku w wyodregbnieniu pacjentow
z niska aktywnoscia L-ASPA wyznaczono krzywe ROC (rysunek 24.). Dla obu punktéw
czasowych badania (24 godziny i 3 dni po podaniu L-ASPA) pole powierzchni pod krzywa ROC
wynosito odpowiednio: 0,85; 95%CI: 0,75-0,92; p<0,0001 i 0,85; 95%CI: 0,76-0,92; p<0,0001, co
swiadczy o umiarkowanej trafnosci tych testow diagnostycznych. Roéznice w powierzchni pola po
krzywa ROC dla obu punktow czasowych pomiaru stezenia amoniaku nie byly istotne
statystycznie (p=0,79). Dla obu punktéw czasowych wyznaczono optymalny punkt odcigcia
stezenia amoniaku dla czutosci i swoistosci w identyfikacji pacjentow z niska aktywnoS$cia

L-ASPA, ktory wyniost dla pomiaru wykonywanego 24 godziny i 3 dni po podaniu L-ASPA
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odpowiednio: 91 umol/l i 36 pumol/l. Biorac pod uwage wartosci predykcyjne najkorzystniejszy
punkt odcigcia dla pomiaru stezenia amoniaku 24 godziny i 3 dni po podaniu L-ASPA wyniost

odpowiednio: 46 umol/l i 20 pmol/I.

Rysunek 24. Krzywe ROC dla Srednich wartosci pomiaru stezenia amoniaku 24 godziny i
3dni po podaniu L-ASPA — ocena trafnosci w wyodr¢bnieniu pacjentéw z aktywnoscia

L-ASPA ponizej 100 1U/|

Wykres ROC pordéwnanie

1,0 L : ||J
0,8t
0,6
O
‘N
i)
=}
N
(@]
04+
Punkt Pole 95% CI
czasowy pod
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— Sregjnia stezen amoniaku - oznaczenia 24 godziny po L-ASPA
— Srednia stezen amoniaku - oznaczenie 3 dni po L-ASPA
— Linia odniesienia

W tabeli 17 przedstawiono parametry oceniajace wartos¢ testow diagnostycznych w
identyfikacji pacjentow z niska aktywnoscia L-ASPA dla wyznaczonych punktow odcigcia

stgzenia amoniaku ocenianego 24 godziny i 3 dni po podaniu L-ASPA.
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Tabela 17. Ocena wartosci testow diagnostycznych w identyfikacji pacjentéow z niska
(5100 IU/1) aktywnoscia L-ASPA dla wyznaczonych punktéw odcigcia stezenia amoniaku
badanego 24 godziny i 3 dni po podaniu L-ASPA (w nawiasach podano 95% CI)

Oceniany parametr Srednie stgzenie amoniaku

24 godziny po podaniu L-ASPA 3 dni po podaniu L-ASPA

<46 pmol/l <91 pumol/l <20 pmol/l <36 pumol/l
Czulos¢ 0,17 (0,04-0,41) 0,89 (0,67-0,99) 0,22 (0,06-0,48) 0,89 (0,67-0,99)
Swoisto$é 0,99 (0,92-1,00 0,70 (0,58-0,81) 0,99 (0,92-1,0) 0,70 (0,58-0,81)
PV+ 0,75 (0,19-0,99) 0,46 (0,28-0,63) 0,80 (0,28-0,99) 0,46 (0,30-0,60)
PV- 0,82 (0,72-0,89) 0,96 (0,86-0,99) 0,83 (0,73-0,90) 0,96 (0,89-0,99)
LR+ 11,5 (4,1-32,3) 3,04 (2,40-3,80) 15,33 (6,5-36,4) 2,92 (1,97-3,41)
LR- 0,85 (0,1-6,0) 0,15 (0,04-0,60) 0,79 (0,1-5,6) 0,16 (0,04-0,47)
Youden’s J 0,16 (-0,06-0,41) 0,59 (0,25-0,80) 0,21 (-0,02-0,48) [0,58 (0,34-0,68)

Na podstawie uzyskanych wynikow, postugujac si¢ nomogramem Fagana, stwierdzono, ze
dla danego pacjenta prawdopodobienstwo wystapienia niskich aktywnosci L-ASPA, wynoszace
a priori 21%, wzrasta do okoto 70% w przypadku stwierdzenia $redniego st¢zenia amoniaku
<46 umol/1 (24 godziny po podaniu L-ASPA ) lub <20 umol/l (3 dni po podaniu leku) i do okoto
40% przy $rednim stgzeniu amoniaku <91 umol/l (24 godziny po podaniu L-ASPA) lub
<36 pumol/l (3 dni po podaniu leku). Prawdopodobienstwo to maleje do okoto 2%, jesli $rednie
stezenie amoniaku oznaczane 24 godziny po podaniu L-ASPA wynosi powyzej 91 umol/l, a dla
oznaczeh wykonywanych 3 dni po podaniu leku powyzej 36 umol/l.

Oceniono roéwniez przydatnos¢ pomiaru stezenia amoniaku w identyfikacji pacjentow z
nieoznaczalna aktywnos$cia L-ASPA. Dla obu punktéw czasowych pomiaru (24 godz. 1 3 dni po
podaniu L-ASPA) powierzchnia pola pod krzywa ROC wyniosta odpowiednio 0,84 (95%Cl: 0,74-
0,91; p<0,0001) i 0,82 (95%CI: 0,66-0,97; p<0,0001), co odpowiada umiarkowanej trafnosci
testu. Krzywe ROC przedstawiono na rysunku 25. Réznice w powierzchni pola pod krzywa ROC
dla obu punktow czasowych pomiaru stezenia amoniaku nie byty istotne statystycznie (p=0,74).
Dla obu punktéw czasowych wyznaczono optymalny punkt odcigcia st¢zenia amoniaku dla
czutosci 1 swoistosci w identyfikacji pacjentow z niska aktywnoscia L-ASPA, ktéry wyniost dla
pomiaru wykonywanego 24 godziny i 3 dni po podaniu L-ASPA odpowiednio: 90,5 umol/l i
29 umol/l. Biorac pod uwage wartosci predykcyjne punkt odciecia dla pomiaru stezenia amoniaku
24 godz. i 3dni po podaniu L-ASPA odpowiednio: 53 umol/l i 14 pmol/l. W tabeli 18
przedstawiono parametry oceniajace warto$¢ testow diagnostycznych w identyfikacji pacjentéw z
nieoznaczalng aktywnos$cia L-ASPA dla wyznaczonych punktéw odcigcia st¢zenia amoniaku

ocenianego 24 godz. i 3 dni po podaniu L-ASPA.
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Rysunek 25. Krzywe ROC dla Srednich wartosci pomiaru stezenia amoniaku 24 godziny i

3 dni po podaniu L-ASPA — ocena trafnosci w wyodrebnieniu pacjentéw z aktywnoscia
L-ASPA ponizej 30 1U/|
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Tabela 18. Parametry oceniajace wartos¢ testow diagnostycznych w identyfikacji pacjentow

z nieoznaczalng (<30 IU/l) aktywnoscia L-ASPA dla wyznaczonych punktow odcigcia

stezenia amoniaku badanego 24 godziny i 3 dni po podaniu L-ASPA (w nawiasach podano

95% CI)

Oceniany parametr

Srednie stezenie amoniaku

24 godziny po podaniu L-ASPA

3 dni po podaniu L-ASPA

<53 pumol/l <90,5 umol/l <14 pmol/l <29 pumol/l

Czulos¢ 0,43 (0,10-0,82)  1,0(0,59-1,0) 0,14 (0,01-0,58) 0,71 (0,29-0,96)
Swoistos¢ 0,96 (0,89-0,99) 0,66 (0,55-0,76) 0,99 (0,93-1,0) 0,86 (0,77-0,93)
PV+_ 0,50 (0,12-0,88) 0,21 (0,08-0,38) 0,50 (0,13-0,99) 0,31 (0,11-0,59)
PV- 0,95 (0,88-0,99) 1,0 (0,93-1,0) 0,93 (0,85-0,97) 0,97 (0,90-1,0)
LR+ 11,43 (4,9-26,9) 2,96 (2,5-3,5) 11,43 (1,9-70) 5,19 (3,2-8,4)
LR- 0,59 (0,2-2,1) 0 0,87 (0,1-6,2)) 0,33 (0,09-1,2)
Youden’s J 0,39 (-0,01-0,81) 0,66 (0,24-0,76) 0,13 (-0,06-0,58) 0,57 (0,16-0,89)
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Prawdopodobienstwo wystapienia nieoznaczalnych aktywnosci L-ASPA u pacjenta ze
srednim stgzeniem amoniaku ponizej 53 pmol/l 24 godziny po podaniu L-ASPA lub ponizej
14 pmol/I 3 dni po podaniu leku wyznaczone przy pomocy nomogramu Fagana wyniosto ok. 55%
(prawdopodobienstwo a priori — 8%). W przypadku $redniego stgzenia amoniaku powyzej
90,5 umol/l  w  oznaczeniach wykonywanych 24 godziny po podaniu L-ASPA
prawdopodobienstwo to spada praktycznie do zera.

Pomiar stezenia amoniaku okazal si¢ mniej uzyteczny do wyodrgbnienia pacjentow ze
zwigkszonym ryzykiem wystapienia reakcji alergicznej. Pole pod krzywa ROC (rysunek 26.) dla
oznaczenia wykonywanego 24 godz. i 3 dni po podaniu L-ASPA wynosito odpowiednio: 0,57
(95% CI: 0,45-0,70; p=0,13) i 0,60 (95% ClI: 0,48-0,72; p=0,046), co odpowiada niskiej trafnosci
testu. Roznice w powierzchni pola pod krzywa ROC dla obu punktéw czasowych pomiaru

stezenia amoniaku nie byly istotne statystycznie (p=0,63).

Rysunek 26. Krzywe ROC dla $rednich warto$ci pomiaru stezenia amoniaku 24 godziny i
3dni po podaniu L-ASPA — ocena trafno$ci w wyodrebnieniu pacjentéw zagrozonych

wystapieniem reakcji alergicznej na L-ASPA
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Optymalnym punktem odcigcia ze wzgledu na czuto$¢ i1 swoisto§¢ pomiaru stgzenia
amoniaku 3 dni po podaniu L-ASPA w wyodrgbnieniu pacjentéw ze zwigkszonym ryzykiem
Wystapienia reakcji alergicznej wynidst 37 umol/l.

Parametry oceniajace warto$¢ testu diagnostycznego w identyfikacji pacjentow ze
zwigkszonym ryzykiem reakcji alergicznej dla wyznaczonego punktu odcigcia stezenia amoniaku

ocenianego 3 dni po podaniu L-ASPA przedstawiono w tabeli 19.

Tabela 19. Ocena wartosci testow diagnostycznych w wyodrebnieniu pacjentow ze
zwigkszonym ryzykiem wystapienia reakcji alergicznej dla wyznaczonych punktow odcigcia

stezenia amoniaku badanego 3 dni po podaniu L-ASPA (w nawiasach podano 95% ClI)

Srednie stgzenie amoniaku
3 dni po podaniu L-ASPA

Oceniany parametr

<37 pumol/l
Czutosé 0,56 (0,40-0,71)
Swoisto$¢ 0,67 (0,51-0,80)
PV+ 0,60 (0,43-0,76)
PV- 0,62 (0,47-0,76)
LR+ 1,68 (1,2-2,4)
LR- 0,66 (0,4-1,1)
Youden’s J 0,23 (-0,09-0,51)

Postugujac si¢ nomogramem Fagana, stwierdzono, ze dla pacjentéw ze $rednim stezeniem
amoniaku ponizej 37 umol/l prawdopodobienstwo wystapienia reakcji alergicznej wzrasta z 48%
(prawdopodobienstwo a priori) do okoto 65%, a w przypadku $redniego st¢zenia amoniaku

powyzej 37 umol/l maleje do okoto 30%.

4.6. Dzialania niepozadane
4.6.1. Zaburzenia krzepnigcia
U 77 pacjentow (88%) wystgpowaly zaburzenia w ukladzie krzepnigcia, ale u wigkszosci z
nich bezobjawowe. Objawowa zakrzepicg¢ rozpoznano u 4 (4,6%) dzieci. Najczescie)
obserwowano niskie stgzenie fibrynogenu oraz niska aktywnos¢ ATIII, wtedy u chorych
stosowano §wiezo mrozone osocze (FFP) i w wybranych przypadkach koncentrat ATIIIL
Aktywnos¢ ATIIl mierzona 24 godziny po podaniu L-ASPA korelowata ujemnie z
aktywnoscia tego leku oznaczana 3 dni po jego podaniu (R Spearman=-0,27; p=0,0001), natomiast
w odniesieniu do APTT stwierdzono dodatnig korelacj¢ (R Spearman=0,20; p=0,0004). Wyniki

przedstawiono na rysunku 27. i 28.

77



Rysunek 27. Korelacja pomiedzy aktywnoscia L-ASPA a APTT

Aktywnos¢ L-ASPA

R=0,20
p=0,0004

Rysunek 28. Korelacja pomi¢dzy aktywnoscia L-ASPA a aktywnoscig ATIII

Aktywnos¢ ATIII

EDDDDDDEZ

— Aktywnos¢ L-ASPA
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Stwierdzono statystycznie istotna réznice aktywnosci L-ASPA w zaleznosci od aktywnosci

ATIII. Wyniki przedstawiono na rysunku 29.

Rysunek 29. Réznice aktywnosci L-ASPA w zaleznosci od aktywnosci ATIII
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W grupie 48 pacjentdw, u ktérych przynajmniej w 1 oznaczeniu stwierdzono aktywno$¢
ATIII ponizej 50% normy, aktywno$s¢ L-ASPA byta istotnie wyzsza w poréwnaniu do 39
chorych, u ktorych we wszystkich oznaczeniach aktywnos¢ ATIII byta wyzsza lub réwna 50%
(mediana: 296 IU/I vs 229 TU/1; p=0,0017). W analizie uwzgledniono 83 pacjentéw, u ktorych

wykonywano oznaczenia aktywno$ci ATIII. Wyniki przedstawiono na rysunku 30.
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Rysunek 30. Srednia

aktywnos¢ L-ASPA u obserwowanych pacjentow w zaleznosci od

aktywnosci ATIII
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Grupa pacjentow Srednie aktywnosci L-ASPA
Min Max Kwartyle Mediana
25% 75%
Z aktywnoscia ATIIT >50% we 138 471 231 366 296
wszystkich oznaczeniach (n=39)
Z aktywnoscia ATIII<50% w <30 644 119 327 229
przynajmniej 1 oznaczeniu (n=44)

Przy aktywnoS$ci asparaginazy ponizej 100 [U/l w poréwnaniu z aktywnoscia powyzej

100 U/l obserwowano istotnie wyzsza aktywnos¢ ATIIl (mediana /zakres/ odpowiednio: 80%

/56%-108%/ 1 66% /22%-136%/, p=0,0006) oraz stezenie fibrynogenu (mediana /zakres/

odpowiednio: 1,3 /<0,5-6,2/ i 1,1 /<0,5-7,8/ g/l; p=0,025) . Wyniki przedstawiono na rysunku 31. i

32.
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Rysunek 31. Aktywno$¢ ATIII w zalezno$ci od aktywnosci L-ASPA
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Rysunek 32. Stezenie fibrynogenu w zaleznosSci od aktywnosci L-ASPA
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Objawowa zakrzepica wystapila u 4 (4,6%) pacjentow. U jednego z pacjentow zakrzepica
wystapita po 6. dawce I protokotu, dotyczyta zyty udowej, biodrowej zewngtrznej 1 biodrowe;j
wspolnej prawej. U drugiego z pacjentow powiklanie to pojawito si¢ dwukrotnie. W trakcie
realizacji protokotu I obserwowano bardzo niskie stgzenie ATIII (20% normy), wtedy stosowano
osocze oraz koncentrat ATIIl. W badaniach obrazowych nie stwierdzono cech zakrzepicy. Okoto
jeden miesiac po podaniu ostatniej dawki L-ASPA w ramach I protokolu, w USG wykazano
skrzepling na pograniczu sptywu zyly podobojczykowej prawej oraz zyty szyjnej wewnetrznej 1 w
poczatkowym odcinku zyly ramienno glowowej. Zastosowano dekstran oraz nadroparyng
uzyskujac po 10 dniach regresj¢ zmian oraz normalizacje¢ w uktadzie krzepnigcia. Przed podaniem
kolejnej dawki L-ASPA (blok HR1) w badaniach obrazowych ponownie stwierdzono zakrzepicg
w zyle szyjnej wewngtrzne] prawe] bez towarzyszacych zaburzen w ukladzie krzepnigcia.
Wstrzymano podanie L-ASPA, zastosowano leczenie uzyskujac regresj¢ zmian. Kolejne dawki

L-ASPA podano bez powiklan. U innego pacjenta po 7 dniach po ostatniej dawce L-ASPA z |l
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protokotu wystapity drgawki z utrata przytomnosci, na podstawie badan obrazowych rozpoznano
zawal niedokrwienny, a badania ukladu krzepnigcia wykazaty obnizony poziom ATIII (51,9%).
U czwartego pacjenta po 10 dniach od podania ostatniej dawki L-ASPA wystapity drgawki,
réwniez wynikajace ze zmian niedokrwiennych w OUN.

Pomimo istnienia zalezno$ci pomiedzy aktywno$cia L-ASPA a zaburzeniami krzepnigcia
(obnizenie aktywnosci ATIII i stgzenia fibrynogenu, wydtuzenie APTT), nie stwierdzono rdznicy
w $redniej aktywnos$ci leku pomigdzy pacjentami z objawowa zakrzepica a chorymi, u ktérych nie
wystapito to powiktanie (mediana /zakres/ odpowiednio: 198 /138-366/ i 271 /0-644/ 1U/I; p=0,5).

W grupie pacjentdw, u ktorych wystgpowaly niskie aktywnos$ci L-ASPA wykazano
znamiennie wyzsza $rednia aktywnos$¢ ATIII w pordownaniu do pacjentow z terapeutyczng
aktywnos$cia L-ASPA (odpowiednio mediana (zakres): 82% (54%-100%) vs 65% (33%-95%);
p<0,0001). W analizie uwzgledniono 83 pacjentow, ktorzy mieli oznaczang aktywno$¢ L-ASPA i
ATIII. Wyniki przedstawiono na rysunku 33.

Wykazano réwniez istotna ujemna korelacj¢ $redniej aktywnosci ATIII i $redniej
aktywnosci L-ASPA dla pacjenta (R Spearman: -0,41; p<0,0001).Wyniki przedstawiono

na rysunku 34.
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Rysunek 33. Srednie aktywnosci ATIII u pacjentéw z terapeutyczng (>100 IU/l) i obnizong

(<100 IU/N) aktywnoS$cia L-ASPA
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1 — pacjenci z terapeutyczna aktywno$cia L-ASPA (>100 1U/l) we wszystkich oznaczeniach 3 dni po podaniu leku

p<0,0001

_[ Min-Maks.
] 25%-75%
0  Mediana

2 — pacjenci z aktywnoscia L-ASPA <100 U/l w minimum 1 oznaczeniu wykonanym 3 dni po podaniu leku

Grupa pacjentow Aktywnos¢ ATIII 24 godziny po podaniu leku
Min Max Kwartyle Mediana
25% 75%
Z terapeutyczng aktywnos$cia 33 95 58 73 65
L-ASPA (n=65)
Z niska aktywnoscig L-ASPA 54 100 76 92 82
(n=18)
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Rysunek 34. Korelacja pomig¢dzy Srednig aktywnos$cia ATIII a Srednig aktywnoscia L-ASPA

Srednia aktywno$¢ ATIII

Srednia aktywno$é L-ASPA

R = -0,41; p<0,0001

W zwiazku z wykazaniem tych zaleznosci przeprowadzono analiz¢ krzywej ROC w celu

oceny uzytecznosci pomiaru aktywnosci ATIII w wyodrgbnieniu pacjentdw z niska aktywnoscia

L-ASPA. Powierzchnia pola pod krzywa ROC (rysunek 35.) wynosita 0,87 (95% CI: 0,77-0,96),

p<0,0001), co odpowiada umiarkowanej traftnosci testu. Powierzchnia pola pod krzywa ROC dla

pomiaru ATIII byla wigksza od pdl pod krzywymi ROC dla pomiarow stgzenia amoniaku

24 godziny i 3dni po podaniu L-ASPA, jednak réznice te nie byly istotne statystycznie

(odpowiednio: p=0,507 i p=0,735). Wyznaczono punkt odcigcia wartosci aktywnosci ATIII dla

optymalnej czuto$ci 1 swoistosci pomiaru ATIII w wykryciu pacjentow z niska aktywnos$cia

L-ASPA, ktory wyniost 71% normy. Biorac pod uwage wartosci predykcyjne optymalny punkt

odcigcia wyniost 86% normy. W tabeli 20. przedstawiono parametry oceniajace warto$¢ testow

diagnostycznych w identyfikacji pacjentow z niska aktywnoscia L-ASPA dla wyznaczonych

punktoéw odcigcia aktywnosci ATIII.
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Rysunek 35. Krzywa ROC dla Srednich wartosci aktywnosci ATIII — ocena trafnosci

W wyodre¢bnieniu pacjentow z aktywnoscia L-ASPA ponizej 100 1U/1
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Tabela 20. Ocena wartosci testow diagnostycznych w identyfikacji pacjentow z niska

(<100 IU/M) aktywnoscia L-ASPA dla wyznaczonych punktow odcigcia aktywnosci ATIII

badanej 24 godziny po podaniu L-ASPA (w nawiasach podano 95% CI)

Oceniany parametr

Srednia aktywno$¢ ATIII 24 godz. po podaniu L-ASPA

>71 % normy

\ >86 % normy

Czutosé 0,94 (0,71-1,0) 0,41 (0,18-0,47)
Swoistosé 0,73 (0,60-0,83) 0,98 (0,92-1,00)
PV+ 0,47 (0,29-0,65) 0,87 (0,44-1,0)
PV- 0,98 (0,89-1,0) 0,87 (0,77-0,93)
LR+ 3,45 (2,90-4,20) 27,18 (15,4-48,0)
LR- 0,08 (0,01-0,60) 0,60 (0,08-4,3)
Youden’s J 0,67 (0,31-0,83) 0,39 (0,10-0,47)

Postugujac si¢ nomogramem Fagana, stwierdzono, ze prawdopodobienstwo wystapienia

niskiej aktywnosci L-ASPA dla pacjentow ze srednia aktywnoscia ATIII powyzej 71% normy i

powyzej 86% wzrasta z 21% (prawdopodobienstwo a priori) odpowiednio do okoto 40% i 85%.
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W przypadku $redniej aktywnosci ATIII ponizej 71% normy prawdopodobienstwo to maleje do
1,5%, a dla $redniej ponizej 86% normy prawdopodobienstwo wynosi okoto 10%.

Oceniono réwniez przydatno$¢ pomiaru aktywnosci ATIII w identyfikacji pacjentow z
nieoznaczalna aktywnos$cia L-ASPA. Powierzchnia pola pod krzywa ROC wyniosta 0,92
(95% CI: 0,82-1,0; p<0,0001), co odpowiada wysokiej trafnos¢ i testu. Powierzchnia ta byta
wigksza od powierzchni pod krzywymi ROC dla oznaczen st¢zenia amoniaku 24 godziny i 3 dni
po podaniu L-ASPA, jednak réznice te nie byly znamienne statystycznie (odpowiednio: p=0,373 i
p=0,195). Krzywa przedstawiono na rysunku 36. Wyznaczono optymalny punkt odcigcia
aktywnosci ATIII dla czulosci 1 swoistosci w identyfikacji pacjentow z nieoznaczalna
aktywnos$cia L-ASPA, ktéry wyniost 80,5% normy. Biorac pod uwage wartosci predykcyjne
punkt odcigcia wynidst 94,5% normy. W tabeli 21. przedstawiono parametry oceniajace wartos¢
testow diagnostycznych w identyfikacji pacjentow z nieoznaczalna aktywnoscia L-ASPA dla
wyznaczonych punktéw odcigcia aktywnosci ATIII .

Postugujac si¢ nomogramem Fagana i przyjmujac, ze prawdopodobienistwo a priori
wystapienia u pacjenta niecoznaczalnych aktywnosci L-ASPA wynosi 8%, ustalono
prawdopodobienstwo w zalezno$ci od $redniego wyniku aktywnosci ATIII. Dla pacjentow ze
srednig aktywnos$cia ATIII powyzej 80,5% normy i powyzej 94,5% normy prawdopodobienstwo
to wynosi odpowiednio: okoto 35% i okoto 75%, natomiast w przypadku srednich wartosci ATIII
ponizej 80,5% normy i ponizej 94,5% normy prawdopodobienstwo maleje odpowiednio do okoto

1,5% i 6%.
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Rysunek 36. Krzywa ROC dla Srednich wartosci aktywnosci ATIII — ocena trafnoSci w

wyodrebnianiu pacjentow z aktywnoscia L-ASPA ponizej 30 1U/1
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Tabela 21. Ocena wartosci testow diagnostycznych w identyfikacji pacjentow z
nieoznaczalng (<30 IU/l) aktywnoscia L-ASPA dla wyznaczonych punktow odcigcia
aktywnos$ci ATIII badanej 24 godziny po podaniu L-ASPA (w nawiasach podano 95% CI)

Srednia aktywnos¢ ATIII 24 godz. po podaniu L-ASPA
>80,5 % normy >94,5 % normy

Oceniany parametr

Czutosé 0,86 (0,42-0,99) 0,43 (0,10-0,82)
Swoistos¢ 0,84 (0,74-0,92) 0,99 (0,93-1,0)

PV+ 0,33 (0,13-0,59) 0,75 (0,13-0,99)
PV- 0,98 (0,92-1,0) 0,95 (0,87-0,99)
LR+ 5,43 (4,0-7,50) 32,6 (13,8-76,7)
LR- 0,17 (0,03-1,1) 0,58 (0,07-4,5)

Youden’s J 0,70 (0,16-0,91) 0,42 (0,03-0,82)

Wyznaczono takze krzywa ROC w celu oceny uzytecznosci pomiaru aktywnosci ATII w

wyodregbnieniu  pacjentow ze zwigkszonym ryzykiem wystapienia reakcji alergicznej

(rysunek 37.). Pole pod krzywa ROC wyniosto 0,62 (95% CI: 0,49-0,75; p=0,03) i byto wigksze
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od pola pod krzywymi dla oznaczen st¢zenia amoniaku 24 godziny i 3 dni po podaniu L-ASPA,
réznice te jednak nie byly istotne statystycznie (odpowiednio: p=0,511 i p=0,484). Punkt odcigcia
dla optymalnych warto$ci czulo$ci i swoisto$ci tego testu wynidst 71% normy, natomiast biorac
pod uwage wartosci predykcyjne najkorzystniejszy punkt odcigcia to 84% normy. Parametry
oceniajace wartos$¢ testow diagnostycznych dla powyzszych punktéw odcigcia aktywnosci ATIII

przedstawiono w tabeli 22.

Rysunek 37. Krzywa ROC dla $rednich wartosci aktywnosci ATIII — ocena trafnosci w

wyodrebnianiu pacjentéw zagrozonych wystapieniem reakcji alergicznej na L-ASPA
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Tabela 22. Ocena wartosci testow diagnostycznych w wyodrebnieniu pacjentow ze
zwigkszonym ryzykiem wystapienia reakcji alergicznej dla wyznaczonych punktow odcigcia

aktywnoSci ATIII badanej 24 godziny po podaniu L-ASPA (w nawiasach podano 95% CI)

Oceniany parametr Srednia aktywno$¢ ATIII 24 godz. po podaniu L-ASPA
>70,5% normy | >84% normy

Czulosé 0,57 (0,41-0,73) 0,22 (0,11-0,38)
Swoistosé 0,71 (0,54-0,84) 0,95 (0,83-0,99)

PV+ 0,66 (0,48-0,81) 0,82 (0,48-0,98)

PV- 0,63 (0,47-0,77) 0,56 (0,43-0,68)

LR+ 1,96 (1,4-2,7) 4,61 (2,6-8,2)

LR- 0,60 (0,3-1,1) 0,81 (0,2-3,2)

Youden’s J 0,28 (-0,05-0,57) 0,17 (-0,06-0,37)

Postugujac si¢ nomogramem Fagana stwierdzono, ze u pacjenta ze $rednig aktywnos$cia
ATIII powyzej 70,5% normy prawdopodobienstwo reakcji nadwrazliwo$ci wzrasta z wyjsciowego
wynoszacego 48% do okoto 65%, a dla $redniej aktywnosci ATIII powyzej 84% normy
prawdopodobienstwo to wynosi okoto 80%. W przypadku Sredniej aktywnosci ATIII ponizej
70,5% normy prawdopodobienstwo pojawienia si¢ reakcji nadwrazliwosci wynosi okoto 35%, a
dla sredniej ponizej 84% normy praktycznie nie roézni si¢ od prawdopodobienstwa a priori i

wynosi okoto 45%.

4.6.2. Ostre zapalenie trzustki

OZT wystapito u 4 pacjentéw (4,6%). U 1 pacjenta OZT rozpoznano po 7. dawce L-ASPA
w trakcie realizacji protokotu I, zostal on zdyskwalifikowany z dalszego podawania tego leku.
U innych 2 chorych objawy OZT pojawily si¢ po ostatniej dawce protokotu II i trzeciego
protokotu III, w momencie wystapienie powiktania zakonczyli oni juz wszystkie cykle leczenia
obejmujacego L-ASPA. U czwartego dziecka OZT wystapito po podaniu PEG-ASPA w trakcie
leczenia wznowy, zostat on zdyskwalifikowany z dalszej terapii tym lekiem. U 3 obserwowanych
pacjentow stwierdzono posta¢ obrzgkowa OZT. Stosowano standardowe leczenie, blokery pompy
protonowej, antybiotyk, poczatkowo $cisla dietg, Zywienie pozajelitowe, nastgpnie w zaleznosci
od przebiegu choroby stopniowo rozszerzano zywienie doustne. U wszystkich 3 dzieci z
obrzekowa postaciag OZT uzyskano ustapienie objawow. W przypadku pacjenta z OZT po podaniu
PEG-ASPA w leczeniu wznowy obserwowano cigzka postaé martwicza tego powiktania, z
przejSciowa wtorng cukrzyca, wymagajaca insulinoterapii.

Nie stwierdzono istotnej roznicy w $redniej aktywnos$ci L-ASPA u pacjentow, u ktorych
doszto do OZT w poréwnaniu do pozostatych pacjentow (mediana (zakres): 205 1U/l (138 U/l —
322 1U/) vs 269 1U/1 (0 1U/I — 644 1U/); p=0,53).
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4.6.3. Hepatotoksyczno$¢

U 61 (70%) pacjentow aktywnos¢ enzymow watrobowych w trakcie leczenia L-ASPA
utrzymywala si¢ w granicach normy lub byla nieznacznie podwyzszona odpowiadajac I stopniowi
toksycznosci wg WHO (AST<150 IU/I, ALT<165 IU/1). Aktywnos¢ ALT pomiedzy 165 IU/I a
330 IU/1 (II stopien toksycznosci) w przynajmniej 1 z oznaczen stwierdzono u 21 (24%) chorych
(wtym u 1 dziecka réwnocze$nie aktywno$¢ AST odpowiadata II stopniowi toksycznosci —
150 U/l — 300 TU/), aktywnos¢ ALT pomigdzy 330 IU/l a 600 IU/I (III stopien toksycznosci)
wystapita u 4 (4,6%) pacjentéw, natomiast powyzej 600 IU/1 (IV stopien) u 1 dziecka, u ktorego
rownocze$nie aktywno$s¢ AST odpowiadata III stopniowi toksycznosci (300 IU/I — 600 IU/I).
Poziom bilirubiny u 3 (3,4%) pacjentow przekraczal 55 pmol/l, co odpowiada III stopniowi
toksycznosci wg WHO (55 pumol/l =110 pmol/l). U wszystkich byly to zaburzenia przemijajace.
Podsumowanie wynikow badan oceniajacych funkcj¢ watroby obserwowanych pacjentow w

trakcie leczenia L-ASPA zamieszczono w tabeli 23.

Tabela 23. Parametry oceniajace funkcj¢ watroby u obserwowanych pacjentow w trakcie

leczenia L-ASPA

Oceniany parametr AST ALT Bilirubina
Srednia 341U/ 66 1U/I 15 umol/I
Mediana 28 1U/I 48 1U/I 12 pmol/l
Warto$¢ minimalna 91U/ 81U/l 1 umol/l

Warto$¢ maksymalna 487 1U/I 822 1U/I 82 umol/l
Odchylenie standardowe 25 U/ 61 IU/I 11 pmol/l

Wykazano statystycznie istotna stabo dodatnia korelacje pomiedzy aktywnoscia L-ASPA
badana przed podaniem kolejnej dawki leku a oceniang w tym samym czasie aktywnoscia ALT
(R Spearman=0,16; p=0,0012) oraz st¢zeniem bilirubiny (R Spearman = 0,13; p=0,013). Wyniki
przedstawiono na rysunku 39. Aktywnos¢ L-ASPA w oznaczeniach wykonanych w tym samym
czasie, kiedy stwierdzano aktywno$¢ AST, ALT lub stgzenie bilirubiny odpowiadajace I1I 1 IV
stopniowi toksyczno$ci, nie rdéznila si¢ istotnie od aktywnosci L-ASPA w o0znaczeniach
odpowiadajacych nizszym warto$ciom parametréow oceniajacych funkcj¢ watroby (odpowiednio
mediana /zakres/odpowiednio: 144,5 /80-209/ 1U/l i 229 /0-940/ 1U/1; p=0,39). Poréwnano
rowniez $rednia aktywnos¢ L-ASPA u pacjentéw, u ktérych obserwowano III lub IV stopien
hepatotoksyczno$ci ze $rednia aktywnoscia tego leku u chorych, u ktorych nie wystapito to
powiktanie, nie stwierdzono znamiennych réznic (mediana /zakres/ odpowiednio: 240 /164-423/
U/I'i 249 /0-644/ 1U/1; p=0,75).
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Rysunek 39. Korelacja pomigdzy aktywnoscia L-ASPA a aktywnos$cia ALT i stezeniem

bilirubiny

— ALT Bilirubina
L] |:| e |:| |:| Oe_
Aktywnos¢ L-ASPA QR:0,16 ﬂ R=0,13
p=0,0012 p=0,0013

4.6.4. Nefrotoksycznos¢

Parametry oceniajace funkcje nerek (mocznik, kreatynina) u wigkszosci pacjentow
miescily si¢ w granicach normy lub byty nieznacznie podwyzszone (I stopien toksycznosci wg
WHO), u jednego pacjenta w 1 oznaczeniu stwierdzono st¢zenie mocznika (20,9 mmol/l) i
kreatyniny (121 pmol/l) odpowiadajace II stopniowi toksycznosci wg WHO, u Zadnego z
obserwowanych chorych warto$ci parametrow nerkowych nie osiagngty poziomu
odpowiadajacego III lub IV stopniowi toksycznosci wg WHO. Wykazano statystycznie istotna
stabo dodatnia korelacje pomigdzy aktywnoscia asparaginazy badana przed podaniem kolejnej
dawki leku a ocenianym w tym samym czasie st¢zeniem mocznika (R Spearman=0,25; p<0,0001).
Wyniki przedstawiono na rysunku 40.

Podsumowanie wynikdéw badan oceniajacych funkcj¢ nerek w trakcie leczenia L-ASPA u

obserwowanych pacjentow przedstawiono w tabeli 23.
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Rysunek 40. Korelacja pomi¢dzy aktywnoscia L-ASPA a stezeniem mocznika
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p<0,0001

Tabela 24. Parametry oceniajace funkcje

leczenia L-ASPA

nerek u obserwowanych pacjentow w trakcie

Oceniany parametr Mocznik Kreatynina
Srednia 6,4 mmol/l 37 umol/I
Mediana 6,3 mmol/| 34 pumol/l
Warto$¢ minimalna 1,6 mmol/l 1 umol/l
Wartos¢ maksymalna 20,9 mmol/I 121 pmol/l
Odchylenie standardowe 2,2 mmol/l 14 pmol/1

4.6.5. Zaburzenia gospodarki weglowodanowej

U 1 pacjentki w czasie leczenia L-ASPA obserwowano cukrzyce wymagajaca przejsciowo

insulinoterapii. U innego dziecka wystapila przemijajaca hiperglikemia, chory ten nie wymagat

leczenia. Pacjenci ci nie roznili si¢ od pozostatych pod wzgledem $redniej aktywnosci L-ASPA

(mediana /zakres/ odpowiednio: 274 /180-368/ 1U/l i 266 /0-644/ 1U/l; p=0,73).
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4.7. Ocena wynikow leczenia z uwzglednieniem czasow przezycia
4.7.1. Uzyskanie I remisji calkowitej

U 85 (98%) pacjentéw status szpiku kostnego w 33. dniu indukcji okre§lono jako M1
(<5% blastow), a u 2 dzieci jako M2 (7% i 12% blastow). Pigédziesigciu jeden chorych (59%) w
33. dniu leczenia indukcyjnego osiagng¢to pierwsza RC. U 31 (36%) dzieci w zwiazku z
op6znieniem odnowy hematopoezy pierwsza RC ustalona byta pozniej. W 3 innych przypadkach,
w ktorych status szpiku w 33. dniu okreslono jako M1, w kolejnych punkcjach szpiku po odnowie
hematopoezy odsetek blastow byt wyzszy od 5% (8%; 8,5% i1 9,7% - status M2). U 2 z tych
pacjentow I RC ustalono po przeprowadzeniu bloku HR. W trzecim przypadku doszto do progresji
choroby, u tego dziecka odsetek blastow w kolejnych punkcjach szpiku wynidst 19 1 27%, remisj¢
choroby uzyskano po zastosowaniu leczenia wg protokotu dla wznéw ALL. Pacjenci, u ktorych
status szpiku kostnego w 33. dniu indukcji okre§lono jako M2, uzyskali pierwsza RC przed
zakonczeniem leczenia indukcyjnego (I protokdt). Grupa 5 pacjentow, u ktorych odsetek blastow
szpiku kostnym przekraczat 5 w 33. dniu indukcji, lub poézniej po uzyskaniu odnowy
hematopoezy, nie roznila si¢ istotnie od grupy pozostatych 82 dzieci pod wzgledem Sredniej
aktywnosci L-ASPA (mediana /zakres/ odpowiednio: 224 /94-423/ 1U/l i 269 /0-644/ 1U/I,
p=0,61). Nie stwierdzono rowniez istotnego zwiazku pomigdzy wystgpowaniem aktywnos$ci
L-ASPA ponizej 100 U/l ani ponizej granicy oznaczalno$ci a wynikiem punkcji szpiku (M1 vs
M2) w 33. dniu indukcji lub w kolejnym badaniu po uzyskaniu odnowy hematopoezy (test chi-

kwadrat z poprawka Yatesa - odpowiednio: p=0,60 i p=0,87).

4.7.2. Czas przezycia calkowitego (OS)

Mediana OS w obserwowanej grupie 87 chorych wynosita 32 (zakres: 3,5-50) miesiace.
Prawdopodobienstwo ponad 4-letniego OS wynosito 96% (95% CI: 94%-98%). Sposrod
obserwowanych 87 pacjentow 3 (3,4%) dzieci zmarto. U 2 z nich przyczyna zgonu byta
posocznica w okresie neutropenii w trakcie realizacji blokow HR (3,5 1 6 miesigcy od
rozpoznania, odpowiednio 2,5 i 5 miesigcy od uzyskania IRC). W jednym przypadku przyczyna
zgonu w [ RC byl zespdt hemofagocytarny (HS), ktory wystapit w trakcie podtrzymywania
remisji, 26 miesigcy od rozpoznania ALL. Charakterystyke zmartych pacjentéw przedstawiono w
tabeli 25.

Aktywnos$¢ L-ASPA u pacjentdw, ktorzy zmarli, nie roznila si¢ znamiennie od aktywnosci
tego leku w grupie pozostatych chorych (mediana /zakres/ odpowiednio: 231 /65-312/ 1U/I i 269
10-644/ 1U/l; p=0,38).
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Tabela 25. Charakterystyka zmarlych pacjentow

Pacjent | Rozpoznanie |Grupa |Czas przezycia |Przyczynazgonu |Ilos¢ podan | Aktywno$é
ryzyka | od rozpoznania L-ASPA L-ASPA
[TU/1]: $rednia
(zakres)
L.P. T-ALL HR 3,5 miesiaca posocznica 2 312 (276-382)
S.B. CALL HR 6 miesiccy posocznica 9 231 (160-281)
S.P. przejsciowa |SR 25 miesiecy zespot 12 65 (33-107)
ALL hemofagocytarny

4.7.3. Czas przezycia wolnego od niekorzystnych wydarzen (EFS)

Mediana EFS w obserwowanej grupie 87 pacjentdéw wynosita 32 (zakres: 2 -50) miesiace.
Prawdopodobienstwo ponad 4-letniego EFS wynosito 85% (95% CI: 80%-90%). Niekorzystne
wydarzenia wystapity u 9 pacjentow (3 zgony z powodu powiktan, 5 wznow, 1 wczesha

progresja).

4.7.4. Czas przezycia wolnego od choroby (DFS)

W obserwowanej grupie pacjentow DFS wynosit od 2 do 50 (mediana 32) miesigcy.
Prawdopodobienstwo ponad 4-letniego DFS wynosito 88,5% (95% CI: 84-93%). Niepowodzenie
leczenia (1 wczesna progresja, 5 wznéw) wystapito u 6 (6,9%) sposrod 87 dzieci. U jednego z
chorych do progresji choroby doszto przed uzyskaniem pierwszej RC, w czasie realizacji
| protokotu programu ALL IC-BFM-2002. Pierwsza remisj¢ uzyskano po zastosowaniu protokotu
dla wznow ALL, a nastgpnie przeprowadzono allo-HSCT. W momencie zakonczenia obserwacji
dziecko pozostawato w pierwszej RC. Wznowg stwierdzono u 5 dzieci. U jednego z pacjentow z
proB-ALL (IRG) izolowana wznowg szpikowa rozpoznano 4 miesiagce po zakonczeniu leczenia
(pierwsza RC utrzymywata si¢ 32 miesiace), pacjent ten zyje w drugiej RC po leczeniu wg
programu dla wznow ALL, po allo-HSCT. U jednej chorej z cALL (IRG) wznowe szpikowa
stwierdzono w trakcie badan przed zakonczeniem leczenia (pierwsza RC utrzymywata sig¢ 29
miesigcy), u tej pacjentki zastosowaniu program leczenia dla wznow, osiagnig¢to druga RC, w
momencie zakonczenia obserwacji planowano HSCT. U trzeciego z pacjentéw z cALL (IRG) do
wznowy doszlo w trakcie leczenia podtrzymujacego remisj¢ 15 miesigcy od rozpoznania, 14
miesigcy od uzyskania pierwszej RC, zastosowano leczenie wg programu dla wznéw ALL oraz
allo-HSCT, druga wznowe szpikowa z zajeciem jader rozpoznano 22,5 miesigca po uzyskaniu

drugiej RC, w momencie zakonczenia obserwacji u pacjenta po drugim allo-HSCT od 7 miesigcy

95




utrzymywata si¢ trzecia RC. U kolejnego pacjenta z cALL (IRG) wznowe szpikowa z zajeciem
jader stwierdzono 8 miesi¢cy po zakonczeniu leczenia, 33 miesiace po osiagnigciu pierwszej RC.
W momencie zakonczenia obserwacji pacjent byt w trakcie leczenia wg programu dla wznoéw
ALL, od 5,5 miesiaca pozostawat w drugiej RC. U kolejnego dziecka wznowe (zajgcie szpiku
oraz OUN) rozpoznano 11 miesigcy po zakonczeniu leczenia (pierwsza RC utrzymywata sig
32 miesiace), druga RC uzyskano 2 miesiace przed zakonczeniem obserwacji.

Nie stwierdzono istotnych réznic w prawdopodobienstwie ponad 4-letniego DFS pomigdzy
grupami z terapeutyczng i niska aktywnoscia L-ASPA (odpowiednio: 86% i 90%; p=0,71), z
aktywno$cia nieoznaczalng i aktywnoscia powyzej 30 U/l (odpowiednio 100% 1 86%, p=0,39),
ani pomiedzy grupa pacjentow z reakcja alergiczna i bez reakcji (odpowiednio 89% i 84%;

p=0,88). Krzywe przezycia przedstawiono na rysunku 41., 42. i 43.

Rysunek 41. Czas przezycia wolnego od choroby (DFS) w grupie pacjentow z terapeutyczna
(>100 IU/1) i obnizong (<100 IU/) aktywnoS$cia L-ASPA
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Grupa 1 — pacjenci z terapeutyczna aktywnoscia L-ASPA (n=68)
Grupa 2 — pacjenci z niska aktywno$cia L-ASPA (n=19)
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Rysunek 42. Czas przezycia wolnego od choroby (DFS) w grupie pacjentéw z nieoznaczalng
(<30 IU/1) aktywnoscia L-ASPA i aktywnoscia powyzej 30 1U/1
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Grupa 1 — pacjenci z aktywnoscia L-ASPA powyzej 30 IU/l we wszystkich oznaczenia 3 dni po podaniu leku (n=80)
Grupa 2 — pacjenci z aktywnoscia L-ASPA ponizej 30 IU/l w przynajmniej 1 oznaczeniu 3 dni po podaniu leku (n=7)
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Rysunek 43. Czas przezycia wolnego od choroby (DFS) w grupie pacjentéw, u ktorych

doszlo do reakcji alergicznej i w grupie pacjentow bez reakcji
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Grupa 1 — pacjenci bez reakcji alergicznej (n=43)
Grupa 2 — pacjenci, u ktorych doszto do reakeji alergicznej (n=42)

W grupie pacjentow, u ktéorych doszlo do niepowodzenia leczenia, $rednie wartosci
aktywno$ci L-ASPA nie réznily si¢ znamiennie od tych warto$ci u pozostalych pacjentéw
(mediana /zakres/ odpowiednio: 322 /95-644/ IU/l i 266 /0-549/ IU/I; p=0,34). Nie stwierdzono
zwiazku pomigdzy wystapieniem niskich 1 nieoznaczalnych aktywnosci L-ASPA oraz
pojawieniem si¢ reakcji nadwrazliwos$ci a niepowodzeniem leczenia (test chi-kwadrat z poprawka

Yatesa - odpowiednio: p=0,85; p=0,98 i p=0,74).

4.7.5. Czas przezycia wolnego od wznowy (RFS)

Sposrod 87 obserwowanych dzieci z ALL, pierwsza RC w czasie realizacji protokotu I lub
bloku HR uzyskalo 86 (99%) pacjentow. W jednym przypadku pierwsza RC ustalono po
zastosowaniu protokotu dla wznéw ALL z powodu wystapienia progresji choroby w trakcie
realizacji protokotu I terapii pierwszej linii, jeszcze przed uzyskaniem pierwszej RC. Troje dzieci
zmarto w pierwszej RC z powodu powiklan. Wznowe rozpoznano u 5 pacjentow (tabela 26.). W

dniu zakonczenia obserwacji w pierwszej remisji choroby pozostawato 79 (91%) chorych. RFS
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wynosit od 1 do 48 (mediana 29) miesigcy. Prawdopodobienstwo 4-letniego RFS wyniosto 89,5%

(95% Cl: 85%-94%).

Tabela 26. Charakterystyka pacjentow, u ktérych doszio do wznowy ALL

Pacjent | Rozpoznanie |Grupa |Czas przezycia Lokalizacja | Aktywnos¢ L-ASPA
ryzyka |wolnego od wznowy |wznowy [IU/1]: $rednia (zakres)
P.A. proB-ALL |IR 32 miesiace szpik kostny 364 (308-394)
D.D. CALL IR 29 miesigcy szpik kostny |95 (41-159)
M.W. |cALL IR 14 miesigcy szpik kostny 644 (231-2063)
T.M. CALL IR 33 miesiace szpik kostny, [ 320 (229-416)
jadra
K.S. CALL IR 32 miesiace szpik kostny, 471 (261-558)

OUN

4.8. Ocena przyrostu stezenia amoniaku po dodaniu L-ASPA do osocza in vitro

W wykonanym doswiadczeniu wykazano réznicg wyjSciowego stezenia amoniaku w

zalezno$ci od czasu, jaki uptynat od pobrania krwi do jej odwirowania: natychmiast, 30 minut i 60

minut po pobraniu. Mediana st¢zenia amoniaku wynosita odpowiednio: 18 umol/l, 20 umol/l i

43 umol/l, p=0,02) — rysunek 44. Potwierdza to konieczno$¢ wykonywania oznaczania

niezwlocznie po pobraniu materialu do badania. Nie stwierdzono wplywu zastosowanego

antykoagulantu na wyniki oznaczeh wstepnego stezenia amoniaku.
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Rysunek 44. Zalezno$¢ stezenia amoniaku od czasu od pobrania do odwirowania krwi
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Czas od pobrania krwi do | Min Max Kwartyle Mediana
odwirowania
25% 75%
0 min 11 24,8 11,4 25,7 18,2
30 min 13,4 26,3 14,3 25,6 20,1
60 min 30,5 52,8 33,3 51,1 42,8

Po dodaniu 0,025 IU L-ASPA do 2,5 ml osocza stwierdzono przyrost stgzenia amoniaku.

Przyrost ten byt wyzszy w osoczu krwi pobranej na heparyng w poréwnaniu do osocza krwi

pobranej na EDTA i wynidst po 60 minutach odpowiednio: 239,5-510 umol/l (4-8,5 pmol/l/min) i

135,8-447 umol/1 (2,3-7,4 pmol/l/min). Wykazano wptyw czasu od pobrania krwi do odwirowania

i dodania L-ASPA na przyrost stgzenia amoniaku w czasie dla probek pobranych na EDTA.

Przyrost stezenia amoniaku byl istotnie wigkszy w przypadku osocza krwi odwirowanej po 60

minutach od pobrania w poréwnaniu do osocza krwi odwirowanej natychmiast (p=0,015) i 30

minut po pobraniu (p=0,019) (rysunek 45.). W przypadku heparyny obserwowano podobny trend,

lecz rdznice nie byly statystycznie istotne (rysunek 46.).
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Rysunek 45. Przyrost stezenia amoniaku w czasie w zaleznosci od momentu odwirowania

krwi pobranej na EDTA
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CZAS [min]
EDTA 0 min — krew pobrana na EDTA, krew odwirowano i dodano L-ASPA natychmiast po pobraniu.
EDTA 30 min — krew pobrana na EDTA, krew odwirowano i dodano L-ASPA 30 minut po pobraniu.
EDTA 60 min - krew pobrana na EDTA, krew odwirowano i dodano L-ASPA 60 minut po pobraniu.
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Rysunek 46. Przyrost stezenia amoniaku w czasie w zalezno$ci od momentu odwirowania

krwi pobranej na heparyne
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CZAS [min]
Heparyna O min — krew pobrana na heparyne, krew odwirowano i dodano L-ASPA natychmiast po pobraniu.
Heparyna 30 min — krew pobrana na heparyne, krew odwirowano i dodano L-ASPA 30 minut po pobraniu.

Heparyna 60 min - krew pobrana na heparyng, krew odwirowano i dodano L-ASPA 60 minut po pobraniu.

Wyniki pomiaréw stezenia amoniaku w przypadku EDTA byly istotnie nizsze w
porownaniu z pomiarami wykonywanymi dla analogicznych (taki sam czas od pobrania krwi do
odwirowania i czas od dodania L-ASPA do osocza do wykonania oznaczenia) probek osocza krwi
pobranej do probowek heparynizowanych (mediana odpowiednio: 106 pmol/l 1 192 pmol/l,
p<0,0001). Wyniki przedstawiono na rysunku 47. i 48.
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Rysunek 47. Stezenie amoniaku w zaleznosci od zastosowanego antykoagulantu w

probowkach analogicznych pod wzgledem czasu od pobrania krwi do odwirowania i od

dodania L-ASPA do wykonania oznaczenia
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Rysunek 48. Wyniki poszczegélnych oznaczen stezenia amoniaku w zaleznosci od
zastosowanego antykoagulantu w probkach analogicznych pod wzgledem czasu od pobrania

do odwirowania oraz od dodania L-ASPA do wykonania oznaczenia
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5. DYSKUSJA

L-asparaginaza jest jednym z podstawowych lekow stosowanych w terapii ostrej biataczki
limfoblastycznej. Na podstawie dotad przeprowadzonych badan opracowano schematy leczenia z
zastosowaniem roznych preparatow L-ASPA zapewniajace u wigkszos$ci pacjentow optymalna
skutecznos¢. Jednak, ze wzgledu na zmienno$¢ aktywnos$ci enzymu u poszczegolnych chorych, a
takze ryzyko inaktywacji leku w wyniku reakcji immunologicznej, monitorowanie terapii poprzez
systematyczne oznaczanie aktywno$ci asparaginazy jest niezwykle istotne [76, 78, 91]. Ponadto,
biorac pod uwage ryzyko dziatan niepozadanych, wystepujacych w trakcie terapii L-ASPA,
istnieje potrzeba wykonywania regularnych kontroli parametréw oceniajacych funkcje watroby,
nerek oraz trzustki i ukladu krzepnigcia, konieczna jest takze obserwacja pacjenta w kierunku

ewentualnych klinicznych objawow powiktan leczenia.

5.1. Aktywnos$¢ L-ASPA

Na podstawie obecnie przedstawianego badania stwierdzono, ze w analizowanej grupie
chorych zastosowanie L-ASPA wg protokotu leczenia ALL IC-BFM-2002 zapewnia u wigkszosci
(79%) pacjentow osiagnigcie terapeutycznych warto$ci aktywnosci tego leku. Najczgstsza
przyczyna niskiej aktywnosci oznaczanej przed kolejna dawka leku byto opdznienie jej podania
wynikajace z powiklan leczenia i zwiazane z tym przedluzenie odstgpu pomigdzy podaniami
L-ASPA.

U 19 (21%) z 87 pacjentow uzyskano w co najmniej 1 pomiarze, wykonywanym 3 dni po
podaniu tego leku, wynik ponizej 100 1U/l, w tym u 7 (8%) dzieci aktywnos¢ bylta nieoznaczalna.
Przyczyna niskich aktywnos$ci leku u tych pacjentow mogta by¢ ,,cicha inaktywacja”. Zwiazek
pomigdzy obecnoscia przeciwcial a obnizona aktywnoscia L-ASPA opisywano we
wczesniejszych publikacjach [97, 99, 100]. Zalewska-Szewczyk i wsp. stwierdzili, ze w trakcie
reindukcji u pacjentow z dodatnim wynikiem przeciwcial przeciw L-ASPA aktywnos¢ tego leku
byla istotnie nizsza w porownaniu do pacjentdéw z ujemnym wynikiem oznaczenia przeciwciat
(mediana /zakres/ odpowiednio: 3 /20-180/ IU/l i 355 /141-499/ IU/l, p=0,001), natomiast w
trakcie indukcji roznice te nie byly statystycznie znamienne (p=0,1) [100]. W obecnie
przedstawianej pracy oznaczenia wykonywano tylko w trakcie indukcji i nie stwierdzono istotnej
r6éznicy w Sredniej aktywnosci L-ASPA pomigdzy pacjentami z dodatnim 1 ujemnym wynikiem
przeciwcial, ani znamiennej zaleznosci pomigdzy dodatnim wynikiem przeciwcial a niska
aktywnoscia L-ASPA w dokladnym tescie Fishera, co mogto wynika¢ z matej liczebnos$ci grupy
(35 oznaczen u 21 pacjentow). Wykazano natomiast, ze w grupie pacjentdw z niska aktywnoscia

L-ASPA poziom przeciwciat w klasie IgM 1 IgG, oceniany przed 8. dawka w I protokole, byt
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istotnie wyzszy w pordéwnaniu z grupa pacjentOw z terapeutyczng aktywnos$cia leku
(odpowiednio: p=0,014 i p=0,047) (rysunek 8, 9; tabela 12).

W materiale wlasnym u wigkszosci (78%) dzieci z aktywnoscia L-ASPA ponizej 100 1U/I,
w co najmniej 1 oznaczeniu, wykonywanym 3 dni po podaniu leku, przy kolejnym podaniu
L-ASPA w trakcie II/III protokotu lub bloku HR wystapily objawy nadwrazliwos$ci na ten lek.
Dawka leku w pierwszym protokole (5000 1U/m?) jest nizsza niz w kolejnych etapach leczenia
(IVII protokét — 10000 IU/m? bloki HR 25000 1U/m?%), dlatego jedynym objawem
nadwrazliwosci w trakcie indukcji moze by¢ obnizenie aktywnosci leku. Dopiero podanie
wyzszych dawek L-ASPA, dodatkowo poprzedzone kilkumiesi¢czna przerwa w narazeniu na to
obcogatunkowe biatko, skutkowalo objawami uczulenia. Jest to zgodne z obserwacjami Mullera i
wsp., ktorzy zauwazyli, ze przy nizszych dawkach leku dochodzi raczej do ,,cichej inaktywacji”,
natomiast w przypadku wigkszych dawek reakcja nadwrazliwosci jest klinicznie jawna. [63]

Wartos¢ 100 IU/ jest powszechnie uznana za prog, powyzej ktorego dochodzi do
catkowitej deplecji asparaginy w surowicy [74]. W wielu badaniach wykazano jednak, ze przy
aktywno$ci ponizej tego progu w wigkszosci przypadkow rowniez osiagana jest calkowita
deplecja asparaginy. [47, 76, 78]. W badaniach witasnych wykazano, ze aktywno$¢ L-ASPA
ponizej 100 U/l nie wigzala si¢ z pogorszeniem wynikdéw leczenia (prawdopodobienstwo ponad
4-letniego DFS - rysunek 41), ale stanowilo istotny czynnik ryzyka wystapienia reakcji
nadwrazliwo$ci przy kolejnym podaniu leku. U pacjentéw z aktywnoscia L-ASPA ponizej progu
oznaczalno$ci, w przynajmniej 1 oznaczeniu wykonanym 3 dni po podaniu leku,
prawdopodobienstwo pojawienia si¢ reakcji nadwrazliwosci siggato 100%. Dlatego w tej grupie
pacjentow w celu uniknigcia alergii nalezatoby rozwazy¢ profilaktycznie zmiang preparatu przy

kolejnym podaniu L-ASPA.

5.1.1. Metody posredniej oceny aktywnosci L-ASPA

W przedstawionej obecnie pracy analizowano metody posredniej oceny aktywnosci
L-ASPA. Bezposrednie oznaczenie aktywnosci enzymu jest kosztowne 1 nie wszgdzie dostgpne
(wykonanie oznaczen za pomoca gotowego zestawu MAAT wymaga zastosowania
spektrofotometru wykonujacego pomiaru przy dtugosci fali 700 nm).

Amoniak jest produktem reakcji katalizowanej przez L-ASPA. Steiner i wsp. ocenili
wahania st¢zenia amoniaku u 10 pacjentéw leczonych L-ASPA, stwierdzajac w pierwszym dniu
po podaniu leku wzrost do stezen przekraczajacych 7-krotnie gérna granic¢ normy, a nast¢pnie
stopniowy spadek do wartosci wyjsciowych w ciagu kolejnych 2 dni [86]. Dotad nie

opublikowano jednak danych opisujacych zalezno$¢ stezenia amoniaku w surowicy od aktywnosci
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L-ASPA. Ze wzgledu na niski koszt 1 powszechna dostgpno$¢, oznaczenie st¢zenia amoniaku
mogloby by¢ przydatne do posredniej oceny aktywnosci L-ASPA.W badaniach wiasnych
analizowano pomiary stezenia amoniaku 24 godziny i 3 dni po podaniu L-ASPA oraz przyrost
stgzenia amoniaku po podaniu tego leku (réznica stezenia przed podaniem 1 24 godziny po
podaniu L-ASPA). Stwierdzono istotna korelacj¢ pomigdzy stezeniami amoniaku w obu punktach
czasowych oraz przyrostem st¢zenia amoniaku a aktywnoscia leku. Najwyzszy wspolczynnik
korelacji wykazano dla pomiaru stgzenia amoniaku w 3-dniowym odstgpie od podania L-ASPA
(R=0,44; p<0,0001). Oceniono przydatnos¢ pomiaru stezenia amoniaku badanego 24 godziny i
3 dni po podaniu L-ASPA w wykrywaniu niskich i nieoznaczalnych aktywnosci leku 3 dni po
jego podaniu. Na podstawie analizy krzywych ROC stwierdzono umiarkowana trafno$¢ testu
diagnostycznego dla obu punktéw czasowych oznaczenia (pole pod krzywa ROC dla oznaczen
wykonanych 24 godziny i 3 dni po podaniu L-ASPA odpowiednio: 0,75 i 0,76 dla niskiej
aktywno$ci L-ASPA oraz 0,87 i1 0,76 dla nieoznaczalnych aktywnos$ci leku). Optymalny dla
czutosci 1 swoistosci testu prog stezenia amoniaku dla dyskryminacji pomigdzy terapeutycznag i
niska aktywno$cia L-ASPA wyniést 64 pmol/l i 29 umol/l dla pomiaréw wykonywanych
odpowiednio 24 godziny 1 3 dni po podaniu leku. Przy takich zalozeniach pomiar st¢zenia
amoniaku wykonany 24 godziny po podaniu L-ASPA pozwala na wykrycie niskiej aktywnosci
leku z czutoscia 1 swoistoscia wynoszaca odpowiednio 0,64 i 0,75, natomiast w przypadku
oznaczenia wykonanego 3 dni po podaniu L-ASPA parametry te wynosza odpowiednio: 0,76 i
0,65. W obu przypadkach jednak stosunkowo niskie sa wartosci predykcyjne wynikow dodatnich
(odpowiednio 0,30 1 0,27), co oznacza znaczny odsetek wynikow fatszywie dodatnich. Biorac pod
uwage nieoznaczalna aktywnos$¢ L-ASPA, optymalny dla czutosci 1 swoistosci punkt odcigcia
stgzenia amoniaku wyniést dla pomiaru wykonywanego 24 godziny i 3 dni po podaniu leku
odpowiednio 38 umol/l i 24 pmol/l. Testy te charakteryzuja si¢ stosunkowo wysoka czutoscia i
swoistoscia (odpowiednio: 0,80 i 0,90 dla oznaczen 24 godziny po L-ASPA oraz 0,75 i 0,74 dla
oznaczen 3 dni po L-ASPA), jednak warto$ci predykcyjne wynikéw dodatnich sa niskie
(odpowiednio: 0,21 1 0,09). Aby zmniejszy¢ odsetek wynikow fatszywie dodatnich mozna
przesunaé prog odcigcia stgzenia amoniaku w kierunku nizszych jego wartosci zwigkszajac w ten
sposob warto$¢ predykeyjna wyniku dodatniego jednak kosztem zmniejszenia czutosci testu.

W obecnie przedstawianej pracy wykazano réwniez znamienna korelacj¢ pomigdzy
srednimi dla poszczegdlnych pacjentow wartosciami aktywnosci L-ASPA w trakcie indukcji a
Srednimi stgzeniami amoniaku. Na podstawie analizy krzywych ROC stwierdzono, ze parametr
ten moze by¢ przydatny w wyodrgbnieniu pacjentdéw z niska (pole pod krzywa dla pomiaru w obu

punktach czasowych: 0,85) i nieoznaczalna aktywnoscia L-ASPA (pole pod krzywa dla pomiaru

107



wykonanego 24 godziny i 3 dni po podaniu leku odpowiednio: 0,84 i 0,82). Optymalny dla
czutos$ci 1 swoistosci testu prog odcigcia stezenia amoniaku dla oznaczen wykonywanych 24
godziny i 3 dni po podaniu leku wyniost odpowiednio 91 pmol/l i 36 pmol/l (czutos¢ - 0,89,
swoistos¢ — 0,70, PV (+) — 0,46) dla niskich aktywnosci L-ASPA oraz 90,5 umol/l (czuto$¢ — 1,0,
swoistos¢ 0,66, PV(+) — 0,21) i 29 umol/l (czuto$¢ — 0,71, swoistos¢ — 0,86, PV(+) — 0,31) dla
nieoznaczalnych aktywno$ci leku. Zmniejszenie odsetka wynikéw fatszywie dodatnich mozna
uzyskaé przez obnizenie progéw odcigcia. Srednie stgzenie amoniaku ponizej 46 umol/l i
20 umol/l w oznaczeniach wykonywanych odpowiednio 24 godziny i 3 dni po podaniu L-ASPA
pozwala na wykrycie pacjentow z niska aktywnoscia L-ASPA 2z prawdopodobienstwem
odpowiednio: 75% i 80%, jednak przy takich zatozeniach, czuto$¢ testu spada odpowiednio do:
0,17 1 0,22. W przypadku nieoznaczalnej aktywnosci L-ASPA obnizenie progu odcigcia $redniego
stezenia amoniaku do 53 pmol/l (oznaczenia 24 godziny po L-ASPA) i 14 umol/l (3 dni po
L-ASPA) powoduje zwigkszenie odsetka wynikow prawdziwych wsrdd dodatnich do 50%, przy
zmniejszeniu czutosci testu odpowiednio do: 0,43 1 0,14.

Ze wzgledu na stwierdzenie w badaniu wlasnym znamiennej zalezno$ci pomigdzy
aktywnos$cia L-ASPA a aktywnoS$cia ATIII przeprowadzono analizg¢ krzywych ROC stwierdzajac
przydatnos¢ réwniez tego pomiaru w wyodrgbnieniu pacjentow z niska 1 nieoznaczalna
aktywnoscia leku. Powierzchnie pol pod krzywa ROC dla pomiaru ATIII (0,87 dla niskich
aktywnosci L-ASPA i1 0,92 dla aktywnosci nieoznaczalnych) byly wigksze od pot pod krzywymi
ROC dla pomiardéw stgzenia amoniaku 24 godziny i 3 dni po podaniu leku, jednak roznice te nie
byty istotne statystycznie. Optymalny punkt odcigcia dla ATIII wynidst 71% normy (czuto$¢ —
0,94, swoistos¢ — 0,73, PV(+) — 0,47) dla pacjentow z niska aktywnoscia L-ASPA i 80,5% normy
dla pacjentow z nieoznaczalna aktywnoscia leku (czutos¢ — 0,86, swoistos¢ — 0,84, PV(+) — 0,33).
Podwyzszenie punktow odcigcia aktywnosci ATIII do 86% (niska aktywnos¢ L-ASPA) i 94,5%
(nieoznaczalna aktywno$¢ L-ASPA) pozwala na zwigkszenie odsetka wynikdw prawdziwych
wsrod dodatnich odpowiednio do 87% 1 75%, jednak kosztem zmniejszenia czulosci testu
(odpowiednio do 41% i 43%). W trakcie stosowania L-ASPA konieczne jest kontrolowanie
aktywnosci ATIII ze wzgledu na wysokie ryzyko jej obnizZenia sig¢ i zagrozenia wystapienia
zakrzepicy. Rownoczesne wykorzystanie tego badania do posredniej oceny aktywnosci L-ASPA
mogloby ograniczy¢ koszty monitorowania terapii tym lekiem.

Wyodrebnienie pacjentéw z niska (<100 IU/I), a szczegdlnie nieoznaczalna (<30 1U/I)
aktywnos$cia L-ASPA na podstawie posrednich oznaczen (stgzenia amoniaku, aktywnosci ATIII)
mogloby stuzy¢ podjeciu ewentualnej decyzji 0 zmianie preparatu L-ASPA w celu zapewnienia

skuteczno$ci leczenia. Na podstawie analizy krzywych ROC stwierdzono, Ze trafno$¢ ocenianych
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testow byta porownywalna, jednak aby unikna¢ niepotrzebnej zmiany leku nalezaloby wybra¢ test
0 wysokiej wartosci predykcyjnej wyniku dodatniego, przy zachowaniu réwnocze$nie jak
najwyzszej czutosci testu. Ws$rdod ocenianych testow najwyzsza warto$cia predykcyjna

charakteryzowalo si¢ badanie aktywnosci ATIIIL.

5.2. Reakcje nadwrazliwosci na L-ASPA

W obecnie przedstawianych badaniach reakcja nadwrazliwosci wystapita u 42 (49%)
sposrod 85 pacjentow (z analizy wylaczono 2 pacjentéw, u ktorych nie doszto do reakcji
alergicznej, ale nie otrzymali wszystkich, przewidzianych w programie leczenia, podan L-ASPA),
nieco powyzej gornego zakresu czgstosci przedstawianej w pismiennictwie (0-46%) [63, 77, 95,
97, 99]. W materiale wlasnym do reakcji nadwrazliwosci dochodzito najczesciej po dluzszej
przerwie od poprzednio podanej L-ASPA, w kolejnych etapach leczenia: pierwsza dawka
protokotu I, I1I lub blokéw HR lub jeszcze w trakcie indukcji, w przypadku opdznien w realizacji
protokotu i wydluzenia przez to odstgpow czasowych pomig¢dzy kolejnymi podaniami leku.
Podobna obserwacje¢ opisano w innych publikacjach [63, 64, 77, 91, 97]. Rzadsze wyst¢gpowanie
alergii podczas leczenia indukcyjnego w poréwnaniu z reindukcja moze by¢ wyjasnione nizsza
dawka leku na tym etapie terapii. Uwaza sig, ze przy stosowaniu nizszych dawek L-ASPA
efektem wytworzenia przeciwcial jest raczej cicha inaktywacja, natomiast wyzsze dawki

zwigkszaja prawdopodobienstwo klinicznie jawnej reakcji nadwrazliwoscei [2, 24, 63].

5.2.1 Wskazniki zwi¢kszonego ryzyka wystapienia reakcji alergicznej na L-ASPA

W pracy wlasnej oceniono warto$¢ roznych testow diagnostycznych mogacych stuzy¢ do
wyodrgbnienia pacjentow szczegdlnie zagrozonych wystapieniem reakcji alergicznej, u ktorych
moglaby by¢ wskazana zmiana preparatu L-ASPA w celu zapobiezenia alergii i zapewnienia
skuteczno$ci leczenia.

W dotad przedstawionych publikacjach wykazano, ze do reakcji nadwrazliwos$ci czgsciej
dochodzi u pacjentdéw z obecnymi przeciwciatami przeciwko L-ASPA [95, 97, 99, 100]. Woo
i wsp. opisali reakcj¢ alergiczng u 30 z 54 pacjentow z dodatnim wynikiem przeciwciat
oznaczanych 10 dni po ostatniej 9. dawce L-ASPA w trakcie indukcji, w poréwnaniu do 18 z 98
pacjentéw bez obecnych przeciwciat (p<0.001) [97]. Z kolei Zalewska-Szewczyk i wsp. wykazali
zwiazek pomigdzy wystapieniem reakcji alergicznej a obecnoscia przeciwcial w trakcie
reindukcji, zaleznosci takiej nie stwierdzono dla oznaczen przeciwcial wykonywanych w trakcie

leczenia indukcyjnego [100].
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W badaniach wtasnych, u pacjentow z reakcja alergiczna, stwierdzono istotnie wyzsze
stezenie IgM przed 8. podaniem L-ASPA I protokotu w poréwnaniu z grupa pacjentdéw bez reakcji
(p=0,023). Przy uzyciu dokltadnego testu Fishera nie stwierdzono jednak znamiennej statystycznie
zaleznosci pomigdzy dodatnim wynikiem zadnej z badanych klas przeciwcial a wystapieniem
reakcji alergicznej (blisko granicy istotnosci byta zalezno$¢ dla przeciwciat IgG oznaczanych
przed 8. podaniem L-ASPA), co moglo wynika¢ z malej liczebnosci grupy chorych, u ktorych
wykonano oznaczenia przeciwcial.

Wigksze ryzyko wystapienia reakcji nadwrazliwosci dotyczylo pacjentéw, u ktorych
uprzednio stwierdzano niska aktywno$¢ leku w przynajmniej 1 oznaczeniu wykonanym 3 dni po
podaniu L-ASPA (ryzyko wzgledne: 1,86 (95% CI: 1,22-2,36)). Parametr ten pozwala
przewidzie¢ wystapienie nadwrazliwosci ze swoisto$cia wynoszaca 0,91, czuloscia - 0,33 i
warto$cia predykcyjna wyniku dodatniego - 0,79. Pojawienie si¢ nieoznaczalnej aktywno$ci
L-ASPA w przynajmniej 1 oznaczeniu po 3 dniach od podania leku wiazato si¢ jeszcze z
wyzszym ryzykiem reakcji nadwrazliwosci (w obserwowanej grupie alergia u wszystkich dzieci).
W tym przypadku swoisto$¢ testu wyniosta 1,0; czulos¢ - 0,17, warto$¢ predykcyjna wyniku
dodatniego - 1,0. Dla porownania na podstawie danych z publikacji Woo i wsp. oszacowano, ze
dla oznaczen przeciwcial przeciw L-ASPA parametry te wyniosty: czulo$¢ — 0,62; swoistos¢ —
0,77 [97]. Wyniki badan wlasnych $wiadcza o bardzo wysokim ryzyku wystapienia reakcji
alergicznej w przypadku stwierdzenia w przynajmniej jednym oznaczeniu aktywnosci L-ASPA
ponizej 30 IU/l, co mogloby by¢ przestanka do zastosowania u tych pacjentow w kolejnym
podaniu innej formy preparatu, w celu uniknigcia reakcji nadwrazliwosci i utrzymania
odpowiedniej aktywnosci leku.

Sposréd innych badan w przedstawianej obecnie pracy przydatnos¢ w wyodrebnieniu
pacjentow zagrozonych wystapieniem reakcji alergicznej na L-ASPA oceniono dla st¢zenia
amoniaku 1 aktywnos$ci ATIII. Na podstawie analizy krzywych ROC dla $rednich wartosci stezen
lub aktywno$ci oznaczanych w trakcie indukcji, najwigksza trafno$¢ testu stwierdzono w
przypadku aktywnosci ATIII (powierzchnia pola pod krzywa ROC dla oznaczen aktywnosci
ATIII 0,62 vs 0,57 1 0,60 dla oznaczen st¢zenia amoniaku odpowiednio 24 godziny i 3 dni po
podaniu L-ASPA), chociaz roznica pola pod krzywa pomigdzy oznaczeniami ATIII i amoniaku
nie byla statystycznie istotna. Ustalono, ze przyjmujac prog aktywnosci ATIII 70,5% normy
mozna przewidzie¢ wystapienie reakcji alergicznej z czutoscia 0,57 (95% CI: 0,41-0,73) i
swoistoscia 0,71 (95% CI: 0,54-0,84), warto$¢ predykcyjna wyniku dodatniego wynosi wowczas
0,66. Optymalny dla warto$ci predykcyjnych testu punkt odcigcia wynidst 84% normy, przy takim

zatozeniu parametry testu byly réwne: czutos¢ - 0,22, swoistos¢ - 0,96, PV(+) — 0,82.
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5.3. Dzialania niepozadane L-ASPA

W przedstawionym obecnie materiale zaburzenia w uktadzie krzepnigcia obserwowano u
wigkszosci pacjentow (88%), jednak tylko u 4 (4,6%) dzieci rozpoznano objawowa zakrzepice.
Podobnie jak w innych badaniach, najcze¢sciej stwierdzano niskie st¢zenie fibrynogenu i obnizona
aktywno$¢ ATIII [10, 25, 62]. W przypadku wystapienia zaburzen w ukladzie krzepnigcia
stosowano §wiezo mrozone osocze, a w wybranych przypadkach réwniez koncentrat ATIIL
Wykazano zalezno$¢ pomigdzy aktywnoscia L-ASPA a parametrami oceniajacymi uktad
krzepnigcia (ATIII, fibrynogen, APTT). Szczegdlnie S$cisty zwiazek z aktywnoscia leku
stwierdzono w przypadku ATIII. Pacjenci, u ktorych aktywno$¢ ATIII wynosita ponizej 50%
normy mieli istotnie wyzsza aktywno$¢ L-ASPA (mediana: 296 1U/l vs 229 1U/l; p=0,0017),
natomiast u pacjentdw z niska aktywnoscia L-ASPA aktywnos$¢ ATIII byta znamiennie wyzsza w
porownaniu do pacjentéw z terapeutyczna aktywnoscia leku (mediana (zakres): 82% (54%-100%)
vs 65% (33%-95%); p<0,0001). Zalezno$¢ te¢ wykorzystano w celu zbadania przydatnosci
oznaczenia ATIII w posredniej ocenie aktywnosci L-ASPA i w przewidywaniu ryzyka
wystapienia reakcji alergicznej na ten lek, jak to opisano wyze;j.

Objawowa zakrzepica w obecnie przedstawianym badaniu wystapita u 4 (4,6%) pacjentow.
W innych badaniach powiktanie to wystgpowato z podobna czgstoscia (0-10,9 % chorych) [62, 65,
67, 85]. W badaniu PARKAA stwierdzono, ze znacznie czgSciej pojawiaja si¢ bezobjawowe
epizody zakrzepowe [62], jednak w biezacym opracowaniu nie wykonywano badan obrazowych u
bezobjawowych pacjentdw, wigc nie mozna oszacowa¢ czgstosci takich epizodow u
obserwowanych chorych. Pomimo istnienia zalezno$ci pomigdzy aktywnoscia L-ASPA a
parametrami ukladu krzepnigcia, nie wykazano zwiazku objawowej zakrzepicy z aktywnos$cia
leku. Wystapienie tego powiktania jest najprawdopodobniej zalezne od indywidualnej wrazliwosci
pacjentow. Szczegodlnie narazeni na powiklania zakrzepowe sa chorzy obarczeni wrodzonymi lub
nabytymi czynnikami ryzyka nadkrzepliwosci (mutacje genu protrombiny, czynnik V Leiden,
przeciwciata antyfosfolipidowe) [10, 62, 65, 67], jednak w badanej grupie dzieci nie wykonywano
rutynowo badan w tym kierunku.

W badaniu wilasnym stwierdzono takze zalezno$¢ pomigdzy aktywnoscia L-ASPA a
parametrami laboratoryjnymi oceniajacymi funkcj¢ watroby (ALT, bilirubina) i nerek (mocznik).
Jednakze, wystapienie cigzkich powiktan leczenia L-ASPA (OZT, cukrzyca, znaczne zaburzenia
czynnosci watroby — III 1 IV stopien toksyczno$ci) nie wiazato si¢ z istotnie wyzszymi
wartosciami aktywnosci L-ASPA 1 zalezalo prawdopodobnie od indywidualnej wrazliwosci

chorych.
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5.4. Wyniki leczenia ALL

Wyniki leczenia przedstawianej obecnie grupy pacjentow byly zgodne z danymi
literaturowymi [20, 49, 59]. Sposrod 87 pacjentow u 85 (98%) status szpiku kostnego w 33. dniu
indukcji okreslono jako M1. Osiemdziesigciu szesciu (99%) chorych uzyskato remisj¢ catkowita
w trakcie leczenia indukcyjnego lub konsolidacji (bloki HR) wg programu ALL IC-BFM-2002.
Prawdopodobienstwo ponad 4-letniego OS, EFS, DFS i RFS wynosito odpowiednio: 96%
(95% CI: 94%-98%), 85% (95% Cl: 80%-90%), 88,5% (95% CI: 84-93%) i 89,5% (95% CI:
85%-94%).

Na podstawie oceny punkcji szpiku w 33. dniu leczenia (M1 vs M2) oraz
prawdopodobienstwa ponad 4-letniego DFS poréwnano wyniki leczenia u pacjentéw z niska i
terapeutyczna aktywnoscia L-ASPA oraz w grupach chorych z reakcja alergiczna i bez reakcji.

Pacjenci z niska aktywnoscia L-ASPA w przynajmniej jednym oznaczeniu wykonanym
3 dni po podaniu leku w trakcie indukcji nie rdznili si¢ pod wzglegdem wynikow leczenia od
pozostatych chorych (wynik punkcji szpiku w 33. dniu leczenia - M1 vs M2: p=0,60;
prawdopodobienstwo ponad 4-letniego DFS: 90% vs 86%; p=0,71). Brak wplywu obnizenia
aktywnosci leku na wynik terapii w obecnie przedstawionych badaniach mozna ttumaczy¢ m.in.
mozliwo$cig dziatania leku rowniez przy nizszej jego aktywnos$ci. Prog, powyzej ktorego
aktywno$¢ uznaje si¢ za terapeutyczna, zostat ustalony w 1981 roku [74], natomiast w wielu
pozniejszych  badaniach  catkowita  deplecj¢  asparaginy niezbedna do  dziatania
przeciwnowotworowego obserwowano takze u wigkszosci chorych z aktywnoscia leku ponizej
100 TU/1 [47, 76, 78]. Minimalna aktywnos$¢ L-ASPA konieczna do catkowitej deplecji asparaginy
w badaniu Tsurusawy i wsp. wynosita 6-180 U/l z mediana 16 1U/l [89]. W materiale wtasnym w
grupie pacjentoOw z niska aktywnoscia L-ASPA u wigkszosci chorych (12/19) aktywnos¢ leku byta
powyzej progu oznaczalno$ci, dlatego mogta by¢ wystarczajaca do zapewnienia petnej deplecji
asparaginy. Ponadto niska aktywno$¢ stwierdzana byla tylko w czg$ci oznaczen (Srednio w 68%
oznaczen wykonanych u danego pacjenta). Dodatkowo u 78% chorych z niska aktywnoscia
L-ASPA, ze wzgledu na wystapienie objawdéw nadwrazliwosci w kolejnych etapach leczenia,
zmieniono preparat Medac L-ASPA na PEG-ASPA, co prawdopodobnie (w badaniu nie oceniano
aktywnosci PEG-ASPA) zapewniato utrzymanie terapeutycznej aktywnosci leku.

Niespodziewanie, grupa 7 pacjentow, u ktorych w co najmniej jednym oznaczeniu
stwierdzono nieoznaczalng aktywnos¢ L-ASPA, uzyskata bardzo dobre wyniki leczenia. W 33.
dniu leczenia indukcyjnego u wszystkich chorych z tej grupy status szpiku kostnego okreslono
jako MI1. Czworo dzieci uzyskalo pierwsza remisj¢ calkowita w tym punkcie leczenia,

pozostatych 3 w dalszym etapie leczenia indukcyjnego, po uzyskaniu odnowy hematopoezy. U
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zadnego pacjenta z nieoznaczalna aktywno$cia L-ASPA nie doszto do niepowodzenia leczenia
(wczesna progresja, wznowa choroby) — rysunek 42. W tej grupie chorych nie byto rowniez zgonu
z powodu powiklan terapii. Wsrdéd 7 pacjentdow z nieoznaczalna aktywnoscia L-ASPA w co
najmniej jednym oznaczeniu, dzieci z grupy SR stanowily 57%, w porownaniu do 30% wsrod
chorych z aktywnos$cia L-ASPA powyzej 30 1U/I (tabela 7.). Roznice w rozktadzie grup ryzyka
nie byty statystycznie znamienne, ale mogto to wynika¢ z malej liczebnos$ci grupy z nieoznaczalna
aktywnoscig L-ASPA (7 pacjentéw). Nieoznaczalna aktywnos¢ stwierdzano zwykle tylko po 1 (2
chorych) lub 2 (3 dzieci) ostatnich podaniach leku w trakcie indukcji. Tylko u 2 pacjentow
nieoznaczalna aktywnos$¢ wykazano w wigkszosci wykonanych oznaczen (4/6 1 5/5) (tabela 5.).
U wszystkich 7 pacjentdow, w kolejnym etapie leczenia, ze wzgledu na wystapienie reakcji
alergicznej, stosowano PEG-ASPA, co prawdopodobnie zapewnialo utrzymanie terapeutycznej
aktywnosci leku i miato korzystny wptyw na ostateczne wyniki leczenia.

W badaniu wlasnym nie wykazano réwniez wplywu wystapienia reakcji alergicznej na
uzyskany wynik leczenia. Prawdopodobienstwo ponad 4-letniego DFS w grupie pacjentow z
reakcja nadwrazliwosci 1 bez tej reakcji wynositlo odpowiednio: 89% 1 84%; p=0,88). Jest to
zgodne z wynikami uzyskanymi w innych badaniach [97, 99, 100]. Efekt reakcji nadwrazliwosci
moégt by¢ minimalizowany przez szybka zmiang preparatu w przypadku wystapienia alergii, dzigki
czemu ogodlna liczba podan L-ASPA (z odpowiednia modyfikacja uwzgledniajaca odmienna

farmakokinetyke poszczegdlnych preparatow) odpowiadata protokotowi.

5.5. Przyrost stezenia amoniaku w osoczu po dodaniu L-ASPA w badaniu wykonanym
in vitro

Wykonano wlasne badanie oceniajace przyrost stgzenia amoniaku w osoczu po dodaniu
L-ASPA in vitro. Krew pobierano na dwa rézne antykoagulanty (EDTA i heparyng). Dodatkowo
poréwnywano uzyskane wyniki w zalezno$ci od czasu, jaki uptynat od pobrania krwi do jej
odwirowania i dodania L-ASPA. Stwierdzono, ze wyjsciowe st¢zenia amoniaku (przed dodaniem
L-ASPA) w osoczu krwi odwirowanej natychmiast 1 30 minut po pobraniu nie rdznia si¢ istotnie,
natomiast st¢zenie to jest wyzsze w przypadku odwirowania krwi po uptywie 60 minut od
pobrania. Przyrost stezenia amoniaku w probce krwi moze wynikaé z produkcji tego zwiazku
przez deaminacj¢ aminokwaséw takich jak glutamina. Dlatego zaleca si¢ umieszczanie probki
pobranej krwi na lodzie oraz odwirowanie i wykonanie oznaczenia w czasie nie dtuzszym niz 10-
15 minut od pobrania materiatu [44].

W doswiadczeniu wlasnym dodawano 0,025 IU L-ASPA do 2,5 ml osocza, co powinno

odpowiada¢ aktywnosci 10 IU/l w otrzymanym roztworze i produkcji amoniaku w ilo$ci
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10 pmol/l w ciagu 1 minuty. Stwierdzono, ze przyrost st¢zenia amoniaku byt wyzszy w osoczu
krwi pobranej na heparyng (4-8,5 umol/l/min) w poréwnaniu do osocza krwi pobranej na EDTA
(2,3-7,4 umol/l/min). Nie wykazano réznic w wyjSciowym stgzeniu amoniaku w zalezno$ci od
zastosowanego antykoagulantu. Ponadto stwierdzono, ze przyrost st¢zenia amoniaku byt wigkszy
w osoczu krwi odwirowanej po 60 minutach od pobrania w porownania do osocza krwi
odwirowanej natychmiast i 30 minut po pobraniu. Roznice te byly istotne w przypadku EDTA. Do
oznaczen st¢zenia amoniaku dopuszczalne jest stosowanie obu antykoagulantow, cho¢ wyniki
moga si¢ nieznacznie rozni¢ [44]. Wyjasnienie réznic w przyroscie stezenia amoniaku w

zaleznosci od zastosowanego antykoagulantu wymagatoby dodatkowych badan.

5.6. Podsumowanie

Na podstawie przeprowadzonych badan wilasnych stwierdzono, ze zastosowane leczenie
wg protokolu ALL IC-BFM-2002 zapewnito u wigkszo$ci pacjentow terapeutyczne warto$ci
aktywnosci L-ASPA. Niska a nawet nieoznaczalna aktywno$¢ tego leku nie powodowaty
pogorszenia wynikoéw leczenia. Natomiast niska aktywno$¢ L-ASPA istotnie zwigkszata ryzyko
wystapienia reakcji nadwrazliwosci na ten lek. Nie wykazano zwiazku pomiedzy aktywnoS$cia
L-ASPA a obecno$cia powaznych powiktan terapii tym lekiem (OZT, cukrzyca, nasilona
hepatotoksycznos¢). Prawdopodobnie pojawienie si¢ tych niepozadanych skutkow leczenia zalezy
od indywidualnej predyspozycji pacjenta i wpltywu innych czynnikéw, w tym innych
réwnoczesnie stosowanych lekow. Z tego wzgledu konieczne jest kontrolowanie parametrow
oceniajacych funkcje watroby, nerek, trzustki 1 uktadu krzepnigcia.

Wykazano przydatno$¢ pomiaru st¢zenia amoniaku oraz aktywnosci ATIII w posredniej
ocenie aktywnosci L-ASPA. Im nizsze st¢zenie amoniaku i im wyzsza aktywnos$¢ ATIII u
pacjenta leczonego L-ASPA, tym wigksze jest prawdopodobienstwo niskiej aktywnosci tego leku
1 wystapienia reakcji alergicznej przy kolejnych jego podaniach. U chorych, u ktoérych stwierdza
si¢ niska, a zwlaszcza nieoznaczalna aktywnos¢ L-ASPA, a w przypadku braku mozliwosci
oznaczenia aktywnosci leku, niskie stezenia amoniaku i/lub wysoka aktywnos¢ ATIIL, mozna
rozwazy¢ zmiang preparatu w kolejnych etapach leczenia w celu zapobiezenia reakcji alergicznej i
zapewnienia terapeutycznej aktywnosci tego leku.

Uzyskane wyniki analiz w obecnie przedstawianej pracy wymagaja potwierdzenia w
badaniach obejmujacych wigksza liczbe pacjentow oraz oznaczen aktywnosci L-ASPA 1 stgzenia

przeciwcial u wszystkich badanych.

114



6. WNIOSKI

e Wykazano, ze stezenie amoniaku dodatnio korelowato z aktywno$cia L-ASPA 1 moze
shuzy¢ do posredniej oceny aktywnosci tego leku i wyodrgbnienia chorych z niska

I nicoznaczalna aktywnoS$cia L-ASPA.

e Na podstawie przeprowadzonej analizy stwierdzono ujemna korelacje aktywnosci ATIII z
aktywnos$cig L-ASPA. Pomiar aktywnosci ATIII moze réwniez stuzy¢ do posredniej oceny
aktywnosci L-ASPA.

e Reakcja nadwrazliwos$ci na L-ASPA jest najczgstszym powiktaniem terapii tym lekiem.

W badanej grupie wystapita niemal u potowy pacjentow.

e Istotnymi czynnikami pozwalajacym wyodrgbni¢ grupe pacjentow z duzym ryzykiem
wystapienie objawow alergii sa: niska, a szczegdlnie nieoznaczalna aktywnos$¢ L-ASPA,
wysokie (powyzej 84% normy) Srednie wartosci aktywnosci ATIII i1 niskie (ponizej

37 umol/l) srednie wartosci st¢zenia amoniaku oznaczanego 3 dni po podaniu L-ASPA.

e Sposrod badanych przeciwciat przeciw L-ASPA, najbardziej przydatne w rozpoznawaniu
cichej inaktywacji i przewidywaniu wystapienia reakcji alergicznej moze by¢ st¢zenie
przeciwcial w klasie IgM, oznaczone przed 3. i 8. podaniem L-ASPA, a IgG przed
8. podaniem leku.

e Wiystapienie cigzkich powiktan leczenia L-ASPA (ostre zapalenie trzustki, cukrzyca,
objawowa zakrzepica, znaczne zaburzenia czynnosci watroby — III 1 IV stopien
toksycznosci) nie wiazato si¢ z istotnie wyzszymi warto§ciami aktywnosci L-ASPA i
zalezalo prawdopodobnie od indywidualne; wrazliwosci chorych, dlatego w czasie
podawania tego leku istnieje potrzeba regularnej kontroli parametréw oceniajacych
funkcje zyciowo waznych narzadow oraz uktadu krzepnigcia, a takze wnikliwa obserwacja

pacjentow w kierunku ewentualnych klinicznych objawdéw powiktan leczenia.

e Uzyskane wyniki leczenia sa porownywalne z przedstawianymi w literaturze. ObniZenie
aktywnos$ci L-ASPA, a nawet nieoznaczalna jej aktywno$¢ w przebiegu I protokotu, a
takze pojawienie si¢ reakcji nadwrazliwosci na ten lek nie spowodowaly pogorszenia
wynikow leczenia ALL w obserwowanej grupie chorych, co moglo wynika¢ ze zmiany
preparatu L-ASPA po reakcji alergicznej, ktora dotyczyla wigkszosci pacjentow z niska 1

wszystkich z nieoznaczalna aktywnoscia leku.
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e W celu potwierdzenia uzyskanych wynikow badan i zastosowania ich w praktyce nalezy
wykona¢ analiz¢ obejmujaca wigksza, dtuzej obserwowana grupg dzieci z ostra biataczka

limfoblastyczna.
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7. STRESZCZENIE

Wprowadzenie: L-asparaginaza jest jednym z podstawowych lekéw stosowanych w terapii ostrej
biataczki limfoblastycznej. Na podstawie wynikéw dotad przeprowadzonych badan opracowano
schematy leczenia z zastosowaniem rdéznych preparatow L-ASPA zapewniajace u wigkszos$ci
pacjentow optymalna skuteczno$¢. Jednak, ze wzgledu na zmienno$¢ aktywnosci enzymu u
poszczegbdlnych chorych, a takze ryzyko inaktywacji leku w wyniku reakcji immunologicznej,
monitorowanie terapii poprzez regularna kontrole aktywnoS$ci asparaginazy wydaje si¢ by¢
niezwykle istotne. Dodatkowo, biorac pod uwage ryzyko dziatan niepozadanych, w trakcie terapii
L-ASPA konieczna jest ocena funkcji watroby, nerek, trzustki i ukladu krzepnigcia, a takze
obserwacja w kierunku ewentualnych klinicznych objawow powiktan leczenia.

Celem pracy byla ocena przydatno$ci oznaczania stezenia amoniaku w posredniej ocenie
aktywnos$ci L-ASPA. Kolejny cel to wyodrgbnienie grup ryzyka wystapienia powiktan terapii tym
lekiem, szczegolnie reakcji nadwrazliwosci oraz ocena uzytecznosci oznaczen stezenia amoniaku i
aktywnosci ATIII w podejmowaniu decyzji o konieczno$ci zmiany preparatu L-ASPA w celu
zapobiegania reakcji alergicznej 1 zapewnienia skuteczno$ci terapii. Analizowano réwniez wptyw
obnizenia aktywnosci L-ASPA na wyniki leczenia ALL.

Material i metody: Do badania witaczono 87 sposréd 97 dzieci objetych leczeniem wedlug
migdzynarodowego programu ALL IC-BFM-2002 w okresie od czerwca 2005 r. do pazdziernika
2008 r. w Klinice Onkologii i Hematologii Dziecigcej w Uniwersyteckim Szpitalu Dziecigcym w
Krakowie. W obserwowanej grupie byto 45 chtopcow 1 42 dziewczynki w wieku od 14 miesigcy
do 17 lat (mediana - 6 lat). U 71 pacjentdw rozpoznano CALL, u 3 pro-B ALL, u 2 przej$ciowa
ALL, a u 11 T-ALL. Mediana czasu obserwacji wynosita 32 miesiace. W trakcie indukcji u
pacjentow wykonywano oznaczenia aktywno$ci L-ASPA (test MAAT), stezenia amoniaku oraz
monitorowano parametry oceniajace funkcjg¢ watroby, nerek, trzustki oraz uktadu krzepnigcia, w
tym oznaczanie aktywnosci ATIIL. U 21 chorych wykonano takze oznaczenia przeciwcial przeciw
L-ASPA. Podczas realizacji wszystkich etapow leczenia zawierajacych L-ASPA (indukcja,
reindukcja, bloki HR) obserwowano pacjentdow w kierunku wystapienia klinicznych objawow
toksycznosci L-ASPA, szczegdlnie reakcji nadwrazliwo$ci. Wyniki leczenia indukcyjnego
oceniano na podstawie odsetka blastow w szpiku kostnym w 33. dniu protokotu 1 uzyskania
remisji calkowitej. Obliczono rowniez odsetki ponad 4-letniego przezycia catkowitego (OS),
przezycia wolnego od niekorzystnych wydarzen (EFS) oraz wolnego od choroby (DFS) i wolnego

od wznowy (RFS). Ponadto przeprowadzono do$wiadczenie oceniajace przyrost stgzenia
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amoniaku po podaniu L-ASPA do osocza in vitro. Analize¢ statystyczna wykonano przy pomocy
arkuszy kalkulacyjnych Microsoft Excel (statystyka opisowa) oraz pakietu STATISTICA 8.
Wyniki: Mediana aktywnosci L-ASPA we wszystkich oznaczeniach wyniosta 227 (zakres: 0-
2063 ) 1U/1, dla oznaczen wykonywanych 3 dni po podaniu leku - 248 (zakres: 0-2063) IU/I, a
powyzej 3 dni — 12 (zakres: 0-572) TU/l. W 78 % oznaczen stwierdzono aktywno$¢ leku powyzej
100 IU/1, w 90% oznaczen powyzej 30 IU/I. Najczgstsza przyczyna niskiej aktywnosci L-ASPA
oznaczanej przed podaniem kolejnej dawki leku bylo wydtuzenie odstepu pomigdzy podaniami
L-ASPA, wynikajace z powiktan leczenia. W pomiarach dokonywanych w odstgpie 3 dni od
podania L-ASPA aktywno$¢ ponizej 100 IU/l stwierdzono tacznie w 59 (16%) sposrod 374
badanych probek, u 19 (21%) z 87 pacjentow, u ktéorych wykonano oznaczenia aktywnos$ci
L-ASPA. W 15 (4%) oznaczeniach wykonanych u 7 (8%) dzieci aktywno$¢ byla nieoznaczalna
(<30 1U/l). W grupie pacjentow z niska aktywnoscia L-ASPA statystycznie istotnie czgsciej
(p=0,007) wystgpowata reakcja alergiczna (78% dzieci) w poréwnaniu do pacjentdw z
terapeutyczna aktywnos$cia leku (42%). Reakcja alergiczna wystapita u wszystkich chorych z
nieoznaczalna aktywnoscia L-ASPA. U pacjentow tych mozna podejrzewac “cicha inaktywacje”.
U 4 pacjentow z niska aktywno$cia L-ASPA wykonano oznaczenia przeciwciat przeciw L-ASPA
stwierdzajac u wszystkich dodatni wynik w klasie IgM 1 u 3 dzieci w klasie IgG. Stwierdzono, Ze
stezenie przeciwcial w klasie IgM 1 IgG badanych przed 8. podaniem L-ASPA w protokole I byto
istotnie wyzsze (odpowiednio p=0,014 i p=0,047) w grupie dzieci z niska (<100 [U/I) aktywnos$cia
L-ASPA w poréownaniu do pacjentéw z prawidlowa aktywnoscia leku.

Uogodlniona reakcja nadwrazliwosci na L-ASPA Medac wystapita u 42 (49%) pacjentow. W
wigkszosci przypadkéw (32 /76%/ z 42 chorych) reakcja alergiczna wystapita przy podaniu leku
po dluzszej przerwie od poprzednich dawek (protokot II, III lub bloki HR). W 14 przypadkach
(33%) wystapienie objawow nadwrazliwosci mogta poprzedzaé cicha inaktywacja, obserwowano
bowiem niskie aktywnosci L-ASPA (ponizej 100 IU/l, w tym u 7 chorych ponizej 30 1U/I) po
podaniu leku w I protokole. Przeciwciata przeciw L-ASPA oceniono u 10 pacjentéw z reakcja
nadwrazliwosci. Wykazano, ze ste¢zenie IgM przed 8. podaniem L-ASPA I protokotu w tej grupie
pacjentow byto istotnie wyzsze w pordwnaniu z grupa pacjentow bez reakcji (p=0,023). Jednak w
doktadnym tescie Fishera nie stwierdzono znamiennej statystycznej zalezno$ci pomigdzy
dodatnim wynikiem przeciwcial Zadnej z klas a wystapieniem reakcji alergicznej Czterdziestu
jeden pacjentow po reakcji nadwrazliwosci bylo leczonych PEG-ASPA. U jednego dziecka
reakcja alergiczna wystapila przy ostatnim przewidzianym w protokole podaniu L-ASPA i nie

otrzymywato ono juz tego leku. Jedenastu (27%) z 41 chorych po otrzymaniu od 1 do 5 podan
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PEG-ASPA uczulito si¢ rowniez na ta posta¢ leku i otrzymywalo nast¢pnie Erwinazeg. Nie
obserwowano reakcji alergicznej na ten preparat w przedstawionej grupie pacjentow.

Stwierdzono statystycznie istotny wzrost st¢zenia amoniaku 24 godziny po podaniu L-ASPA w
stosunku do stezenia wyjsciowego (mediana: 88 umol/l vs 32 pmol/l; p<0,0001). Stezenie
amoniaku 24 godziny 1 3 dni po podaniu leku korelowalo dodatnio z aktywnoscia L-ASPA
oznaczang 3 dni po jej podaniu (R odpowiednio 0,34 i 0,44; p<0,0001). Stwierdzono takze
znamienng korelacje $redniej dla danego pacjenta warto$ci st¢zenia amoniaku w I protokole i
$redniej aktywnosci L-ASPA (R odpowiednio: 0,41 i 0,56; p<0,0001). Na podstawie oceny
krzywych ROC stwierdzono przydatnos¢ pojedynczego pomiaru stezenia amoniaku w
wykrywaniu niskiej 1 nieoznaczalnej aktywnosci L-ASPA (pole pod krzywa dla pomiaru
24 godziny i 3 dni po podaniu L-ASPA odpowiednio: 0,75 i 0,76 dla niskiej aktywnos$ci leku i
0,87 1 0,76 dla aktywnoS$ci nieoznaczalnej) oraz $redniej warto$ci st¢zen amoniaku w trakcie
indukcji w wyodrgbnieniu pacjentow z niska i nieoznaczalna aktywnoscia L-ASPA (pole pod
krzywa odpowiednio 0,85 i 0,84). Dla oznaczen po poszczegdlnych podaniach L-ASPA istotny
prog stezenia amoniaku dla dyskryminacji pomiedzy terapeutyczna i niska aktywnoscia L-ASPA
wyniost 64 umol/l 1 29 pmol/l dla pomiaréw wykonywanych odpowiednio 24 godziny i 3 dni po
podaniu leku. Biorac pod uwage $rednia wartos¢ st¢zen amoniaku najbardziej optymalny punkt
odcigcia wyniost dla oznaczenia 24 godziny po podaniu L-ASPA: 91 umol/l (pacjenci z niska
aktywnos$cig L-ASPA) 1 90,5 umol/l (chorzy z nieoznaczalna aktywnoscia leku), a w przypadku
pomiaru 3 dni po podaniu L-ASPA odpowiednio 36 pmol/l i 29 pmol/I.

Nizsza trafno$¢ oznaczen stgzenia amoniaku stwierdzono w wyodrgbnianiu pacjentow
zagrozonych wystapieniem reakcji alergicznej (pole pod krzywa ROC dla Sredniej stgzen
oznaczanych 3 dni po podaniu L-ASPA — 0,60). W tym przypadku optymalny punkt odcigcia
wynidst 37 umol/l.

U 77 (88%) pacjentow wystgpowalty zaburzenia w ukladzie krzepnigcia. Najczescie)
obserwowano niski poziom fibrynogenu oraz obnizona aktywnos$¢ ATIII. Aktywnos$¢ ATIII
korelowata ujemnie z aktywno$cig L-ASPA (R=-0,27; p=0,0001), natomiast w przypadku APTT
stwierdzono korelacje dodatnia (0,20; p=0,0004).

Na podstawie analizy krzywej ROC wykazano, ze pomiar aktywnosci ATIII moze by¢ przydatny
w wyodrgbnieniu pacjentow z niska i nieoznaczalng aktywnoscia L-ASPA (pole pod krzywa
odpowiednio: 0,87 i 0,92) oraz zagrozonych wystapieniem reakcji alergicznej (0,62).
Powierzchnie pol pod krzywymi ROC wyznaczone dla ATIII nie rdznily si¢ istotnie od pdl pod
analogicznymi krzywymi ROC dla pomiaru stgzenia amoniaku. Optymalne punkty odcigcia
srednich wartosci aktywnosci ATIII wyniosty: 71% normy (chorzy z niska aktywno$cig L-ASPA),
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80,5% normy (pacjenci z nieoznaczalng aktywnoscia leku) 1 70,5% normy (dzieci zagrozone
wystapieniem reakcji nadwrazliwosci).

Sposrod powaznych powiktan leczenia L-ASPA objawowa zakrzepica wystapita u 4 (4,6%)
pacjentéw, u 4 (4,6%) dzieci rozpoznano OZT, u 5 chorych (5,7%) stwierdzono w co najmniej
oznaczeniu aktywno$¢ AIAT >330 IU (III stopien toksycznosci wg WHO), poziom bilirubiny u 3
pacjentow (3,4%) przekraczat 55 umol/l (III stopien toksycznosci wg WHO), u 1 pacjentki
rozwingta si¢ cukrzyca. Pacjenci, u ktoérych wystapity te powiklania nie r6znili si¢ od pozostatych
pod wzgledem aktywnosci L-ASPA.

Wyniki leczenia w obserwowanej grupie pacjentow byly poréwnywalne do uzyskiwanych w
wiodacych o$rodkach na swiecie. U 85 (98%) pacjentow status szpiku kostnego w 33 dniu
indukcji okreslono jako M1. Sposrdd 87 badanych pacjentdw remisj¢ catkowita uzyskato 86
(99%) w trakcie leczenia wg programu ALL IC-BFM-2002. Jeden pacjent osiagnat remisje
dopiero po zastosowaniu, ze wzgledu na wczesna progresj¢ choroby, programu dla wznoéw.
Prawdopodobienstwo ponad 4-letniego OS, EFS, DFS i RFS wynosito odpowiednio: 96% (95%
Cl: 94%-98%), 85% (95% CI: 80%-90%), 88,5% (95% CI: 84-93%) i 89,5% (95% CI: 85%-
94%). Sposrod obserwowanych 87 pacjentow 3 (3,4%) zmarto, 2 z powodu posocznicy w oKresie
neutropenii w przebiegu realizacji blokow HR, a 1 dziecko z powodu zespolu hemofagocytarnego
w trakcie podtrzymywania remisji. Niepowodzenia leczenia (1 wczesna progresja, 5 wznow)
wystapity tacznie u 6 (6,9%) dzieci. Na podstawie oceny mielogramu w 33. dniu leczenia (M1 vs
M2) oraz prawdopodobiefistwa ponad 4-letniego DFS nie stwierdzono wplywu na uzyskane
wyniki leczenia wystapienia w trakcie leczenia indukcyjnego niskiej lub nieoznaczalnej
aktywnos$ci L-ASPA, ani pojawienia sig reakcji nadwrazliwos$ci na ten lek.

Whnioski: W analizowanej grupie chorych zastosowany protokét leczenia ALL IC-BFM-2002
zapewnil u wigkszo$ci pacjentow osiagnigcie terapeutycznych warto$ci aktywnosci L-ASPA.
Pojawienie si¢ niskiej a nawet nieoznaczalnej aktywnosci L-ASPA nie wigzato si¢ z pogorszeniem
wynikow leczenia ALL, stanowito to jednak istotny czynnik ryzyka wystapienia reakcji
nadwrazliwo$ci na ten lek. Nie wykazano zwiazku pomigdzy aktywnoscia L-ASPA a
wystapieniem innych powaznych powiktan terapii tym lekiem (OZT, cukrzyca, nasilona
hepatotoksyczno$¢), prawdopodobnie ich pojawienie si¢ zalezy od indywidualnej wrazliwosci
pacjenta. Stwierdzono przydatno$¢ pomiaru stgzenia amoniaku oraz aktywnosci ATII w
posredniej ocenie aktywnosci L-ASPA. Im nizsze st¢zenie amoniaku 1 wyzsza aktywno$¢ ATIII u
pacjenta leczonego L-ASPA, tym wigksze prawdopodobienstwo niskiej aktywnosci leku i
wystapienia reakcji alergicznej przy kolejnych jego podaniach. U chorych, u ktorych stwierdza sig

niska, a zwlaszcza nieoznaczalna aktywno$¢ L-ASPA, a w przypadku braku mozliwosci
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oznaczenia aktywnos$ci leku, niskie st¢zenia amoniaku i/lub wysoka aktywnos$¢ ATIII, mozna
rozwazy¢ zmiang preparatu w kolejnych etapach leczenia w celu zapobiezenia reakcji alergicznej i

zapewnienia utrzymania terapeutycznej aktywnosci L-ASPA.
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8. ABSTRACT

Introduction: L-asparaginase (L-ASPA) is one of the most important agent in the treatment of
acute lymphoblastic leukemia. On the basis of previous studies, application schemes assuring in
most patients clinical efficacy were established for different L-ASPA preparations. However,
taking into account variability of L-ASPA activity in patients and risk of the drug inactivation as a
result of immune reaction, monitoring of the therapy by regular L-ASPA activity determination
seems to be very important. Moreover, there is need of systematic monitoring of coagulation,
liver, kidney and pancreas function, and close clinical observation to assure early diagnosis of the
treatment complications.

The objective of the study was to assess utility of ammonia level determination in indirect
L-ASPA activity evaluation. The second objective was to distinguish risk factors of toxicities of
L-ASPA, especially hypersensitivity reactions, and to analyse the utility of ammonia
concentration and ATIII activity determinations in deciding about necessity of change of L-ASPA
preparation. Influence of decreased L-ASPA activity on clinical outcome of ALL in children was
also analysed.

Material and methods: Between June 2005 and October 2008 ninety seven patients with newly
diagnosed ALL were treated according to the ALL IC-BFM-2002 protocol in the Pediatric
Oncology and Hematology Clinic of the Children's University Hospital in Cracow. Eighty seven
of them were enrolled the study. There were 45 male and 42 female, the age range was 14 months
to 17 years (median 6 years). Seventy one children were diagnosed with cALL, 3 with pro-B ALL,
2 with transitional ALL, and 11 with T-ALL. The median observation time was 32 months.
During induction therapy L-ASPA activity (MAAT test), ammonia concentration and parameters
assessing function of liver, kidney, pancreas and coagulation system were determined. In 21
patients anti-asparaginase antibodies were also measured. All patients were closely observed for
early recognition of clinical signs of L-ASPA toxicities, especially allergic reaction, during
realization of all stages of the treatment protocol comprising this drug administration. Results of
the induction therapy were assessed on the basis of blast count in the bone marrow on the day 33
of the treatment protocol and achievement of complete remission. Overall survival, event free
survival, disease free survival, relapse free survival were analysed. Assay evaluating ammonia
increase in the plasma after adding L-ASPA in vitro was also conducted. Statistical analysis was
performed using Microsoft Excel and Statistica 8.0 software.

Results: Median L-ASPA activity in all samples was 227 1U/l (range: 0-2063 1U/l), in samples
withdrawn in 3-day interval from the drug administration it was 248 1U/I (range: 0-2063 1U/I), and
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for more than 3-day interval — 12 1U/I (range: 0-572 1U/l). In 78% of samples the drug activity
was above 100 1U/I (in 90% above 30 1U/l). Low L-ASPA activity (<100 IU/I) before subsequent
dose of the drug was usually a result of a delay in realization of the treatment protocol and
prolonged interval between administrations of L-ASPA. L-ASPA activity below 100 U/l was
noted in 59 (16%) of 374 samples withdrawn in 3-day interval from the drug administration, in 19
(21%) of 87 patients whose plasma was available for L-ASPA activity determination. In 15 (4%)
samples, in 7 (8%) children, activity was below the detection limit (<30 1U/l). In the patients with
low L-ASPA activity the frequency of allergic reaction was significantly higher when compared
with the children with the therapeutic drug's activity (78% vs 42%, p=0,007). Hypersensitivity
reactions were noted in all patients with undetectable L-ASPA activity. In those patients silent
inactivation can be suspected. Determination of anti-asparaginase antibodies was performed in 4
patients with low L-ASPA activity. All of them were positive in IgG class and 3 out of 4 in IgM
class. The level of antibodies before 8. administration of L-ASPA in the I protocol was
significantly higher in patients with low L-ASPA activity when compared with children with
therapeutic activity of the drug (p=0,014 for IgG class and p=0,047 for IgM class).
Hypersensitivity to L-ASPA was noted in 42 (49%) of patients. In most cases (32 /76%/ of 42
children) it was preceded by long interval from the prior administration of L-ASPA (first dose of
the 11, 111 protocol or HR block). In 14 cases (33%) it could be preceded by silent inactivation,
since low L-ASPA activity (below 100 1U/I, comprising 7 patients with activity below 30 1U/l)
was noted in the | protocol. Anti-asparaginase antibodies were determined in 10 children with
allergic reaction. The level of IgM antibodies before 8. administration of L-ASPA in the | protocol
was significantly higher in that group of patients compared with children without hypersensitivity
(p=0,023). However, in Fisher exact test no association between positive antibodies of any class
and hypersensitivity was found. In 41 patients after allergic reaction the drug was changed to
PEG-ASPA. In one child the hypersensitivity reaction occurred after the last dose of the drug, so
she did not receive any other preparation. Eleven (27%) of 41 patients receiving PEG-ASPA
developed allergy to this preparation after 1 to 5 administrations and enzyme was change to
Erwinase. There was no hypersensitivity to this form of the drug observed.

Significant increase of the ammonia concentration 24 hours after L-ASPA administration with
reference to initial concentration was found (median: 88 umol/l vs 32 pmol/l; p<0,0001). There
was positive correlation between ammonia concentration 24 hours and 3 days after L-ASPA
administration and activity of the drug 3 days after administration (R Spearman respectively: 0,34
and 0,44; p<0,0001). Moreover, significant correlation between mean ammonia concentration in

the | protocol in individual patient and mean L-ASPA activity was found (R Spearman 0,41,
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p<0,0001 and 0,56; p<0,0001 respectively). On the basis of ROC curves analysis usefulness of
ammonia concentration determination in detection of low and undetectable L-ASPA activity was
stated (area under the curves for ammonia determination 24 hours and 3 days after L-ASPA
administration: 0,75 and 0,76 respectively for low L-ASPA activity; 0,87 and 0,76 respectively for
undetectable L-ASPA activity). Mean ammonia concentration during induction was found to be
useful to distinguish between patients with therapeutic and low or undetectable L-ASPA activity
(area under the curves for low and undetectable L-ASPA activity: 0,85 and 0,84 respectively).
Optimal cut-off point for detection of low L-ASPA activity was 64 umol/l and 29 umol/l
respectively for ammonia determination 24 hours and 3 days after L-ASPA administration. To
identify patients with low and undetectable L-ASPA activity optimal cut-off point for mean
ammonia concentration determined 24 hours after L-ASPA administration was 91 umol/l and
90,5 umol/l respectively and for mean ammonia concentration determined 3 days after L-ASPA
administration 36 umol/l and 29 umol/l respectively. Worse accuracy of mean ammonia
concentrations was found for identification of patients endangered with allergic reaction (area
under the curves for ammonia determination 3 days after the drug administration — 0,60), optimal
cut-off point was 37 pmol/Il.

Alterations in hemostasis were observed in 77 (88%) patients. Most often it was ATIII and
fibrinogen deficiency. Negative correlation between ATIII and L-ASPA activity (R=-0,27;
p=0,0001), and a positive correlation between APTT and L-ASPA activity (R=0,20;
p=0,0004).were found. On a basis of ROC curve analysis it was found that ATIII activity
determination can be useful to distinguish patients with low and undetectable L-ASPA activity
(area under the curve respectively: 0,87 and 0,92) and patients at high risk of hypersensitivity
(area under the curve: 0,62). The areas under ROC curves for ATIII did not differ significantly
from curves for ammonia concentration. Optimal cut-off points for mean ATIII activity were 71%
for patients with low L-ASPA activity, 80,5% for patients with undetectable L-ASPA activity and
70,5% for patient endangered with allergy.

Severe adverse reaction related to L-ASPA included: symptomatic thrombotic events (4 (4,6%)
patients), acute pancreatitis (4 (4,6%) children), hepatotoxicity (ALT activity above 330 IU/I - 5
(5,7%) patients, bilirubin concentration above 55 umol/l - 3 (3,4%) children), diabetes (1 patient).
There was no significant difference in L-ASPA activity in those patients when compared with
children without such complications.

The outcome in observed cohort did not differ from literature data. In 85 (98%) patients bone
marrow status in 33. day of induction therapy was M1. Eighty six (99%) of 87 patients achieved

complete remission during realization of the ALL IC-BFM-2002 program. One patients achieved
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remission after therapy for ALL relapse because of early progression of disease. Probabilities of 4-
years OS, EFS, DFS and RFS were: 96% (95% CI: 94%-98%), 85% (95% CI: 80%-90%), 88,5%
(95% CI: 84-93%) and 89,5% (95% CI: 85%-94%) respectively.

Three (3,4%) of 87 children died, 2 of them because of sepsis in neutropenia during HR blocks
realization, one patients died in course of hemophagocytic syndrome during supporting remission.
Treatment failure (1 progression, 5 relapses) occurred in 6 (6,9%) patients. No influence of low or
undetectable L-ASPA activity and allergic reaction to the drug on treatment results assessed on the
basis of bone marrow status on the day 33. of induction (M1 vs M2) and probability of DFS was
found.

Conclusions: In the studied group of patients the treatment protocol ALL IC-BFM-2002 assured
in most patients therapeutic activity of L-ASPA. Occurrence of low and even undetectable
L-ASPA activity had no influence on clinical outcome of ALL in studied group, but was
significant risk factor of hypersensitivity to this drug. No association between L-ASPA activity
and severe adverse reaction to the drug (acute pancreatitis, diabetes, severe hepatotoxicity) was
found. Probably, occurrence of toxicities depends on individual susceptibility of patients. Utility
of ammonia concentration and ATIII activity determination in indirect L-ASPA activity
evaluation was revealed. The lower ammonia concentration and higher ATIII activity the higher
probability of low L-ASPA activity and allergic reaction during consecutive administrations of the
drug. In patients with low and especially undetectable L-ASPA activity or low ammonia
concentration and/or high ATIII activity, change of L-ASPA preparation might be considered to

avoid hypersensitivity reaction and assure therapeutic activity of the drug.
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