Véalasz Dr. Kiss Csongor, az MTA doktora, egyetemianar opponensi véleményére

Kdszénbém Kiss Csongor professzor arnak, hogy dokentekezésemet részletesen
attanulmanyozta, kész6nom méeltatd szavait é$ ggllegi megjegyzeéseit és eszrevételeit.
Kialén koészoéndm kérdéseit és felvetéseit, amelyekalidsi munkainkat (] adatokkal
bovitették, és kdszondm, hogy az ertekezés nyilvéitdsa bocsatasat és az MTA doktora
cim odaitélést javasolta. Megjegyzéseire és kéndegalaszaim sorrendben a kovetkez
Roviditések jegyzéke A latinos helyesirassal leiterminus technicusok a magyar nyelv
szabalyai szerinti ragozasara jobban fogok figyelni

Bevezetés, irodalmi attekintésAz értekezésben — lehet, hogy nem teljesen egyéreel - a
Hodgkin lymphoma (HL) kezelésére vonatkoz6 tortdmiehdatok ismertetése kapcsan
jelentem ki, hogy DeVita és mtsai 1970-ben beméitattz el§ polikemoterapiat (MOPP).
Jol ismert, hogy az dissikeres polikemoterapias kezelések ALL-ben gyehmelatologusok
munkassagahoz kotldet

Mobdszerek:

LMP1 — EBNA2 fehérjék kimutatdsa: A CD15, CD20, CD30, CD45 kimutatdsakor
(DAKO), EMA kimutatasakor (Biogenex), BCL-6 kimuéaiakor (Novocastra), ALK1 esetén
(DAKO) gyarto altal forgalmazott kitek kertiltek alknazasra, az eljaras soran szigortan az
antitest gyart6janak protokolljat kovették, a sats® metszetek immunhisztokémiai
revidealasa minden esetben a DEOEC Patholdgiazdtében tortént. Az értekezésben az
LMP1, EBNA2 fehérjék detektalasa valoban nem kedsrzletezésre, a metodikat a zardjelbe
tett DAKO (protokoll) révidités jelezte, az Acta Matologicaban megjelent cikkben is ennyi
a vizsgalat metodikai leirasa. A részletes leia®avosi Hetilap kdzleményében szerepel,
melyet terjedelmi okokbol nem részleteztiink. A &k megfeléen potoljuk: Az LMP1,
EBNAZ2 fehérjék kimutatasahoz biotinalt poliklonadistiegér ellenanyagot és streptavidinhez
kotott tormaperoxidazt tartalmazo LSAB kitet (DAK®@psznaltunk. A formalinnal fixalt,
paraffinba &agyazott anyagbol készilt metszetekgbamddfinaltuk, dehidraltuk, 3%-o0s
hidrogén-peroxidba helyeztik 10 percre, majd PBSisktettik. Ezutan a lemezekre 10D
primer antitest oldatot pipettaztunk, és 15 pertgaibalas utan TPBS-ben mostuk. A
metszeteket streptavidin-peroxidaz oldattal fedjabli 15 perces inkubalas és 2x5 percig
tart6 TPBS mosas kovetkezett. Véglul a metszetekmhdgén-szubsztrattal inkubaltuk 5
percig, s desztillalt vizben mostuk. A hattérfelsezs metilz6ld magfestést hasznaltunk. A

vizsgalat pozitiv kontrollja olyan paraffinos szttemi blokkbol készilt, ami ISH vizsgéalattal



EBER pozitiv, PCR vizsgalattal EBV pozitiv volt. §&iv kontrollként olyan anyagbodl
készult metszetet hasznaltunk, melynek eseténtiréakciok negativak voltak.

In situ hibridizacio: E soran pozitiv kontrollként olyan szovettani ib&l késziilt metszetet
hasznaltunk, ami mind PCR, mind immunhisztokémizsgalattal egyarant EBV pozitiv volt.
Negativ kontrollként olyan szovettani blokkbol kékzmetszet szolgalt, ami PCR és
immunhisztokémiai vizsgalattal egyarant EBV negatilt. (A PCR vizsgalat soran negativ
kontrollként Burkitt-lymphomabdl szarmazé EBV ndygddG-75 jelzéé sejtvonal szolgalt.)
Aramlasi cytometria: Az intracellularis cytokinek meghatéarozasa sordynghocytakat 25
ng/ml koncentraciéju PMA-valphorbol 12-myristate 13-acetate) (Sigma-AldrichyGany)
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intracellularis jeloléséhez a Beckman Coulter adéigaPrepTM (Beckman Coulter, France)
kitjet hasznaltuk. A jeldlést a gyartdé utasitaskimaegfeleben végeztik. Réviden, ennek
soran, a sejtfelszini jelolést kogen a vorosvertesteket lizaltuk, majd a lymphocytaka
permeabilizaltuk. Ezt kdvette az intracellularigatynek jeldlése a megfetelmonoklonalis
antitestekkel. A sejteket 1%-o0s paraformaldehidbeiituk.

Eredmények:

1. EBV fertézés és HL asszociacidjaAz EBV kimutatasat célzo retrospektiv vizsgalatunk
soran azokat a klinikank altal gondozott betegekdiik be a vizsgalatba, akinek a szovettani
blokkja feldolgozasra alkalmas mennyiségben fedtllvolt, semmi egyéb szempont nem
szerepelt a kivalasztasuknal. Nyilvantartasunkbiérdestiik a gondozott betegek szovettani
szamat, majd a DEOEC Pathologiai Intézetében emtajan megkeresték a szovettani
blokkokat. Az altalunk megadott szovettani szamékesak mintegy 50%-nal talaltdk meg a
szovettani blokkot. Ennek tobb oka lehetett. A bekeegy részénél a HL nem a DEOEC
Patholdgiai Intézetében kerllt diagnosztizalasemem mas kérhazakban. Korabban, egy
masik munkacsoport altal végzett lymphomas vizégstaan HL-es szoOvettani blokkok is
kikerultek a Patholdgiai Intézeth melyek oda nem kerultek vissza, és sajnos nivelseneg.
Mésrészt a Patholdgiai Intézetben is voltak olylkorabban készilt szovettani blokkok,
amelyek mar nem voltak fellelligk. A debreceni Kenézy Gyula Korhazbdl és a szalnok
Hetényi Géza Korhazbdl kértik meg még a szovettbokkokat. A szdvettani blokkokbol
ezek utan metszetek késziltek a HL immunhisztokiémnadealasara, mely minden esetben a
DEOEC Patholégiai Intézetében tortént. Némelyik vetiani blokk olyan kevés tumor
szoOvetet tartalmazott, hogy feldolgozasra alkalamatolt, ezek a betegek a vizsgalatbdl

kiestek. A PCR vizsgalathoz a DNS kinyerésére harBppendorf-cébe helyezett,



csovenkeént 3-5 darab, 5-10 um vastag parafinoszetetshasznéltunk. A DNS intaktsagat
globin gén amplifikalasaval ellériztiik, a tovabbi vizsgélatokhoz (igy az LMP1 kimtdtsa
immunohisztokémiai vizsgalattal, EBER RNS kimutatd®s az EBV kimutatasa PCR
vizsgalattal) csak B globin pozitiv mintakat haszndltuk, igy Ujabb lgetemintak estek ki a
vizsgalatbol. A Gyermekklinikan gondozott betegeiedintve, szovettani blokk szamokat és
beteg neveket kértiink a munkank soran veliink kébp@lah Eva professzor asszonytol, aki
akkor a Gyermekklinika igazgatoja volt. A kapottatakhoz mintegy 40%-ban tarsult
feldolgozhatdo mennyiségszovettani anyag. Emiatt nem is vizsgaltuk, hagyrezentaljak-e
a vizsgalatba bevont betegek epidemiologiai adakat klinika valamennyi betegét, mivel ez
a rendelkezésinkre allé6 szovettani blokkok menggsés mitiségén, vagyis a kivitelezlget
vizsgalatokon nem valtoztatott. A Gyermekklinikatdgei kozul is azok kerlltek be a
vizsgéalatba, akiknek volt feldolgozhaté anyagmeséget tartalmazé szovettani blokkja,
semmilyen mas szempont nem szerepelt.

2. A betegek ,roma” identitasat gondozott betegeinknél abban az esethapitottuk meg,
ha ezzel a besorolassal a beteg is egyetértettnAyitien mar korabban meghalt illetve a
vizsgalatakor. A szocialis korilmények megitélésszacialis anamnézis, a csaladban egy
fére jutd jovedelem, s tekintve, hogy éveken kerdsgtindozott betegekl van sz6, a
személyes benyomasok (6ltdzkddés, beteggel theszélgetés, személyes problémainak
megismerése) alapjan tortént.

3. Mondatkezdé szokent szereg szamnevetezen tul helyesen nem szammal, hanem
betivel fogjuk irni.

4. Regulativ T (T, sejtek vizsgélata: A HL-es betegek CD€LD25™"" T sejtjeinek
vizsgalata 2003-ban keddott. Az ekkor kaphaté FoxP3 antitest klon, amélymi is
alkalmaztunk, sok esetben mutatott nem-specifikogdést. Egy ekkoriban bekildott
kézleményilinkben a biralok kifogasoltak is ennelaatitestnek a hasznéalatat. Mivel igy a
HL-es betegek vizsgalatanak kezdetén, a megfdielxP3 elleni antitest klon nem Aallt
rendelkezésre, ezért ekkor még FoxP3 jeldlést nedtunk hasznélni. A kébbiekben
megjelent Uj PCH101-es klén felhasznalasaval azaomdroltuk, hogy az altalunk kapuzott
CD4'CD25™" lymphocytak, jelerits részben (90% folotti aranyban) FoxP3 pozitivesejt
A kapuzast nagybanddegiti, hogy a human CD@D25" sejtpopulacio két részre kilonil el.
A CD4'CD25™"9" sejteknél CD4 expresszié kicsit kisebb, ezért erjcsoport kissé balra
tolodott a cytometrias képen (amennyiben az X tgngeCD4, az Y tengely a CD25),
szemben a CDJ8' és CD25sejtekkel. Ezen okbdl, valamint azért, mert a Ct¥%sejteken

a CD25 expresszid fokozottabb, a CB¥8 és a ,normal” helyzét CD25"™ csoportok



kozott, a cytometrias abran, jol észletheéarok” huzédik. Méréseink alapjan a COZ8™
sejtek 90-96%-a FoxP3 pozitiv regulativ T sejtredkrithet. Ezt, az Gjabb méréseink soran,
a CD4CD25™"" sejtek CD127 negativitasa is meggitette. A CD127 expresszié csokkent
volta, szintén széles korben elfogadott, mint allady T sejtek egyik jellemizsajatsaga.
Minthogy a cytometrias analizis soran a CPY2% és CD28™ populaciok jol elkiilonithék
(szemben az egérkisérletekben kimutatott egysed@#2b (hopulacioval), hibat kodvettliink
volna el, ha a sejtcsoportokat egy fix atlagosriisacencia intenzitas (MFI) értékhez kotve
kulonitjuk el, s nem vesszik figyelembe az egyéastikvariabilitdst. A méréseink soran
egyébként a CD28' és CD28"" sejteket elkiilonét fluoreszcencia intenzitds értéke
nagyjabol 100-200 kozeé esett, Becton Dickinson FE&®ur tipusa aramlasi citométert és a
CellQuest software-t hasznalva.

HL orszagos adatainak felméréseA legalabb 14 évet betdltétt HL-es betegek 20003200
kozotti felmérését Magyar Hematoldgiai és Transpldgiai Tarsasag Lillaftiredi
Konferencigjan kapta feladatul a Hodgkin-kér Munkaktsag, ezért hasznaltam - lehet nem
helyesen - a ,felit” jelzét a 13 évnél iflsebbek jeldlésére. Ennek a felmérésnek az
eredmeényei is inicidltdk azt az dsszehasonlitoItadwoyt, melyet Muller Judit és mtsaival
2006-ban kezdtink el, melyben 6sszevetettik a gglerds feldtt intézmények 14-21 éves
HL-es betegeinek kezelési (1990-2004) és tuléléstdraényeit. Az Orszagos Onkoldgiai
Intézet és a DEOEC lll. sz. Belklinika 14-21 évesegei mindkét tanulmanyban szerepeltek,
de a vizsgalt idtartam mas. A kérdésnek megfékah bontva az orszagos 2000-2003-as
adatokat a 14-18 éves, vagy 14-21 éves, valaminidésebb betegekre, élskezelésre
sorrendben 94% és 83% vagy 93% és 83,6%-ban KekKiRebe. A teljes és eseménymentes

tuléléseket a fenti korcsoportok szerinti megosasa kovetkgz abrakon mutatom be.
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A korcsoportok szerinti tulélések kdzott nincsemgsifikans kilonbség, a fiatalabbak mégis
.kedvezbb” tulélése nem meglép Megjegyzem, hogy a Miller-féle 14-21 éves HL-esek
felmérésében a gyermek intézetekben kezelt betégektt a 14-16 évesek, a féth
intézetben kezelteknél a 17-21 évesek voltak tobNem vitatom, hogy nemzetkdzi adatok
is ismertek, amelyek az adolescens HL-es betegeakelbb kezelési eredmeénysir
szamoltak be, ha gyermek KT-s protokollokat alkaitak.

HL-es betegek kezelése soran szerzett tapasztalat@k20. abra alapjan valéban a talélések
kozott a kidlonbség nem szignifikdns, de j6l észnee ezért hasznaltam a szbveges
megfogalmazasban azt, hogy az ABVD kezelémygsebb volt. A taléléseket 2006-ban
vizsgaltuk, most az opponensi biralat kapcsan agbatatokat frissitettik és ez alapjan
Ujraszamoltuk a tuléléseket. A kilonbség megmaatovabbra sem szignifikans, de jobb
az ABVD-t kapdknal. A COPP/ABV mellett a betegek Bo-a, mig az ABVD mellett 63%-
a kapott RT-t is, tehat hasonlé aranyban. Megjegydz hogy a COPP/ABV mellett
nagyobb volt a kiterjesztett mé&z RT aranya.

Refrakter és relabalt HL-es betegek vizsgalata:Az adott szévegkornyezetben azt
gondoltam, hogy egyértelim hogy az 1997-2006 kozott felismert és kezelt ésddL-es
beteg teljes- és relapszusmentes tulélése volt &)%1% (25A 4bra), mely tulélést lebontva
refrakter, relabalt és a remisszibban marad6 cs@p@25B abra) lathatd - és igy bontva
O0sszevethétis-, hogy a refrakter betegeinknek a legrosszalpoognozisa. A refrakter és
relabdlo betegek atlagos talélési idejét nem érdesaeel dsszevetni, hiszen az 6sszes beteg
tulélési gorbéje csak azt mutatja, hogy az ebbenl@zakban kezelt betegeink 90%-a van
életben 10 év mulva, de nyilvan a kezelés kezdetglkeomég nem tudjuk megmondani, hogy
az adott beteg ebbe a 90%-ba fog-e kerulni.

Az aHSCT-ben részesilt betegeinknél BEAM kondiciénkéezelés, egy esetben TBI is
tortént. Transzplantacioval 6sszefidwlalozas betegeink kdzo6tt eddig nem volt.



A remisszidban &y, de egyéb okbdl meghalt 4 beteg halalokai a k@#kk voltak: 1
postirradiaciés fibrosarcoma, 1 mesopharynxtumorpneumonia és 1 beteg 81 évesen
otthonaban ,elaludt”.

A myocardium késsi karosodasa: A vizsgalt 76 HL-es kozil 42 esetében észleltlink
perfuziés és/vagy metabolikus myocardialis karosb@dSA vizsgalattal, 34 betegnél nem
talaltunk szivizom karosodast ezzel a modszerreDISA pozitivak kozott dsszesen 25
(59,5%) beteg kapott anthracyclin tartalmu KT-t elg- vagy masodvonalbeli kezelések
soran, akik kozul 21 betegnél alkalmaztunk cyclgpti@midot is. Ifosfamidot nem kaptak. A
kumulativ anthracyclin dézis 75-300 (atlagosan 25pmg/nf volt. A 34 DISA negativ beteg
kozil Osszesen 23 (67,6%) beteg kapott anthracythrntalmia KT-t, 20 beteg
cyclophosphamidot is, ifosfamidot ezek a betegak $&aptak. A kumulativ anthracyclin
doézis 50-390 (atlagosan 140,75) m@/molt. A két csoport kozott a cardiotoxikus
citosztatikumok aranyat illéen eltérés nem volt. Dexrazoxane-t a betegek kezedéran
nem alkalmaztunk, sok beteglink kezelése soran eragsvolt elérhét

Gyogyult HL-es betegek:A 11 éves beteg &zor a Radioldgiai Klinikdn mantle tipusu
irradidcidban részesilt, majd relapszus miatti CKBRelése 16 évesen mar a mi klinikankon
tortént. Esetét a ,Rare, late complications in teepa with Hodgkin’s disease. Haematologia,
2002, 32: 509-518.” kdzleménytnkben ismertettik

Tekintettel arra, hogy itt gyogyult (tehat legalaib éve komplett remisszidban tgv
betegség- és tlinetmentes) betegek vizsgalata vo#l,aezért az 1975-1994 kozott kezelt
betegeket vizsgaltuk. Természetesen az igy kapsetesitett tllélési adatok rosszabbak, mint
a 1995-2004 (19, 20. abra), 1990-99, 2000-2008 #P8a), 1997-2006 (25A &bra) kozotti
idészakokban. Azonban ha a 23. abran bemutatotisadkkal hasonlitjuk 6ssze lathato az is,
hogy 1980-89 kozott a betegek 10 éves teljes wdehdindossze 42% volt, melysskzak
feldleli a gyogyult betegek jelefg részének a kezelésiograkat is. Nemzetkdzi adatok
szerint az 1960-63 kozo6tt kezelt betegek 5 évedése is csak 40% volt, mely a kezelési
lehetiségek fejpdésének kdszonhin 1989-1993 kdzott mar tdbb mint 80%-ra emelkedett
(Quddus F, Armitage JO: Cancer Journal 2009; 1%:168). Sajat anyagunkban 1990-1999
kozott a 10 éves teljes tulélés 76% volt. Gyogydtegeink vizsgalata soran ébla két
idészakbdl adodott 6ssze ezen betegek 65%-0s tulélése.

Megbeszélés

HL és EBV fertézés asszociacidjaAz egészségesek szeropozitivitasa soran kiul@nBax/
ellenes antitestek mutathatdk ki, amely arra tiadyy az egyén atférz6dott mar az EBV-vel,

A népesség mintegy 90%-a atesik ezen az infeksialdszirileg a kéébb HL-essé valo

betegeknél az EBV infekcidé mellett egyéb HL-re aajbsitd tények is szerepet jatszanak a



betegség kialakulasaban. HL-es betegeink 43%-0s R8Valenciaja, nem erre a szérumbdl
kimutathatd szeroprevalenciara vonatkozott, hanemsgalatainkban a Hodgkinos
nyirokcsomokban, a daganatos Hodgkin/Reed-Sternbejtgkben IHC és ISH mddszerrel
mutattuk ki az LMP1-et és EBV RNS-t. Az EBV genonHRS sejtekben klondlisan van
jelen, amely arra utal, hogy a tumorsejtek egyet®V fertzott sejtlél szarmazhatnak.
Korabban -1997-ben - ezek alapjan az Agency foe&ef on Cancer kimondta, hogy ,az
EBV szerepet jatszik a HL kialakulasaban”. Ez betelg 43%-nal volt valosziisithet. Az
EBV asszociaciot HL-ben mi is csak akkor fogadtukha a HL-es szévettani mintdban az
EBV infekcié kimutathatd volt. Irodalmi adat szdrifJarrett RF: Leuk Lymphoma 44:
Suppl3, S27-32, 2003; Andersson J: Herpes 13:122086) az EBV pozitiv HL-es
betegeknél az EBV a vérben, a memoria B sejtekbamagyobb mennyiségben van jelen,
mint az EBV negativ HL-eseknél ill. az &tlagpopidaél, emellett az oropharynxban is
kimutathat6. Szabadon I@\EBV DNS-t is leirtak EBV pozitiv HL-esek plazméagb91%-
ban, HIV és EBV pozitiv HL-esek plazmajaban az EBWS 100%-ban volt jelen
(Musacchio JG: Sao Paulo Med J 3:154-157, 2006jalkova és mtsai munkaja alapjan
(Blood, 117: 5790-91, 2011) az EBV infekci6 hatasfirtMP1 hatasa a TNF receptorra) a
PRDM1 gént kédolé BLIMP4A transzkripciés faktor down-regulaciéja jon létrepamer
germinalis centrum B-sejtieiben. A PRDM1 gén atcidust gatolja, s a B-sejtek
plazmasejtekké valo differencialodasat iranyitjagé@n gatlasaval az EBV fédott sejtek
terminalis differencialédésa karosodik. A BCR négatjtek életképesek maradnak az EBV
infekci6 nyoman (Lindsay C: Adv. Hematol., 2011)gelyn tobb tényednek kdszénhét
Foként az LMP1 hatasanak tulajdonithatéan bcl2 hogiofgrotein terméidik, az
apoptozisban kozrejatszd BAX ill. BAK mitokondriglmembran proteinek géatoltak, a p53
p21l-et indukalé hatdsa blokkoltt4 valik. Huang Xn#tsai szerint (Blood, 118: 5211-7, 2011)
a HL-eseknél az atlagpopulacidhoz képest szigmifiké gyakoribb volt a HLA-A68, HLA-
DR11 ebfordulasa. Az EBV negativ HL-eseknél a HLA-DR15 kgabb, a HLA-DR4 és a
HLA-DRY ritkabb volt. Az EBV pozitiv HL-eseknél allA-Al, HLA-B37, és a HLA-DR10
szignifikansan gyakoribb volt, mig a HLA-A2 szigkédnsan ritkabban fordult & mint az
atlagpopulacioban. Az EBV pozitiv ill. negativ Heeknél a HLA-A*01 és HLA-A*02
antigének tekintetében talaltak szignifikans kuk#det, nem az egyedi nukleotidoknal.
Osszességében elmondhatd, hogy az apoptézis sz@moedban megvalosulé gatlasaval
(egyéb tumorok keletkezéséhez hasonldéan) a gesatikkarosodott sejtek tovabb élnek, a
mutaciok akkumulalédnak, megfedeltaptalajt nydjtva a tumor, jelen esetben a HL

kialakulasahoz.



HL és reaktiv fehérvérsejtek kapcsolata a nyirokcsmokban és a periférids vérben:
Kdszonom a felvetést és kiegészitést. A Hodgkingeokcsomoban az elmult évtizedben
szamos olyan sejt, sejtalkotérész, fehérje, satubéceptor, citokin, kemokin biomarkert
azonositottak a HRS vagy kornyezeti sejtekben, neddyszerepe lehet a HRS sejtek
tulélésben, apoptdzis gatlasdban, a hatékony imélasw gatlasaban és a betegség
kimenetelében. Az opponens altal emlitett autokzabalyozé hurok egyik ilyen tényez
lehet a HRS és kornyezeti sejtek kommunikaciojdmiszabalyozasaban. A sejtes hattér és
daganatos mikrokornyezet Osszetételének vizsgakacsak prognosztikai jeldisedi, és
Ujabb biomarkert jelenthet, hanem Gjabb célzo&ipiéik megismeréséhez vezethet (Aldinucci
D és mtsai: JPathol, 221:248-263, 2010)

Késoi mellékhatasok: Az adatok valéban nem zarjak ki, mi is 0gy fogaltmak, hogy
egyértelnti anthracyclin toxicitasbdl eréd cardiomyopathiat, szivelégtelenséget nem
talaltunk

Irodalomjegyzék: Néhany témajaban atfédde nem azonos magyar é€s angol nyeikket
valéban lehetett volna egy opus két alpontjakéfeligintetni, de erre a hivatalos listakban és

mas tudomanyos értekezésekben is ritkan latturdapél

Végezetll elnézést kérek a hosszabb valaszért (aibem lehet, roviditeni fogom a szébeli
valasz kapcsan, esetleg a modszertani részekgipanens engedélye esetén kihagynam), de
a kérdések jellege ezt igényelte, masrészt mégegkeszondm Kiss Csongor professzor ur

munkajat, érdekidésébl ereds kérdéseit és elism@&bsszegé véleményeét.

Debrecen, 2012. januar 11.

Dr. lllés Arpad



