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Hivatalos biralat

dr. Kovacs Gabor ,, Prognosztikai faktorok és a kezelés soran fellépé mellékhatasokat
befolyasolo tényezok vizsgalata gyermekkori akut lymphoid leukémiaban és
oszteoszarkomaban” cimmel

az MTA Doktori Tanacsanak benyujtott doktori értekezésérél.

A doktori értekezés a gyerekkori akut lymphoid leukémia (ALL) és az oszteoszarkéma
(OSC) prognosztikai tényezdit és a kezelés soran fellépd mellékhatasokat befolyasolo tényezdket
vizsgalo, értékeld oridsi, igen alapos munka, a klinikai munkéval €s ezzel parhuzamosan kutatéassal
eltoltott évtizedek gytimdlese.

Az értekezés terjedelme 187 oldal, az irodalomjegyzék 496 irodalmi hivatkozast tartalmaz, a
munkat 56 abra. 27 tablazat.
A munka nyelvezete jol érthetd, kovethetd. a szerkesztés igen gondos.

A bevezetés jol tiikrozi, hogy a tudomanyos munkassag egyik {0 célja a gyerekkori
hematologiai malignitasok miatt kezelésben részesiilt és gyogyult betegeken a sokféle lehetséges
szervkarosodas megeldzése, felismerése, gondozasa. A masik f6 cél, hogy a kezelés valdban
személyre szabottan torténjen és a kezelések szovodményeit azaltal eldzzék meg, hogy a terdpias
protokollok alkalmazasakor individualis toxicitasi profilokat hatdrozzanak meg.

Az irodalmi dsszefoglalasban az ALL. majd az OSC prognosztikai tényezdit elemzi (9-14.
oldal). Az ALL prognosztikai tényezoi tekintetében sorban értékeli az életkorra, a kezdeti fvs.-
szdmra, a maj- lép nagysagra, a meningealis érintettségrr ¢s a leukémia immunfenotipusara
vonatkoz6 adatokat és hangsulyozza, hogy mind a napig az egyik legfontosabb prognosztikai
marker a kezdeti prednisolon kezelésre adott valasz: a periférids blasztok abszolut szama a 8.
napon. Elemzi a flow citometriaval végzett minimalis rezidualis betegség meghatarozast, a PCR —
MRD jelentéségét és a daganatsejtek genetikai eltéréseinek klinikai kovetkezményeit. A
farmakokinetika, ill. toxicitas fejezetben csak azon citosztatikumok jellemz6it mutatja be
részletesebben, amelyek a dolgozatban vizsgalt is (MTX, antracyclinek és glucocorticoidok). (14-
31 oldalak). A vilagos megfogalmazasu, kitling attekintdi abrait Kovacs Gabor dr. iskolateremtd
munkdssaganak jeleként az altala vezetett PhD értekezésekbdl szarmazo és ekként jelolt abrakkal
szemlélteti. A farmakogenetika fejezetben azokat a tényezOket mutatja be, melyek az 4ltala
vizsgalat citosztatikumok (MTX, antraciklinek, glukocorticoidok) farmakogenetikajaban szerepet
jatszanak, igy az ABC tranporterek. a metothrexat hatdsmechanizmusaban szerepet jatsz6é enzimek
és génjeik, tobbek kozt az MTHFR szerepét. Vizsgalja egyes genetikai polimorfizmusok szerepét
az antracyclin  okozta cardiotoxicitasban és  Osszefoglalja a  glukocorticoid  receptor
polimorfizmusokkal kapcsolatos ismereteket. (32-47. oldal)
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A célkitizések fejezetben harom 6 pontba csoportositia. Célul tizte ki a prognosztikai
tényez6k vizsgalatat gyerekkori ALL-ben és oszteosarcomaban, az MTX farmakokinetikdjanak ¢s
toxicitasanak vizsgalatat gyermekkori malignitidsokban és farmakogenetikai vizsgalatokat vegzett
gyerekkori ALL-ben és oszteosarcomaban. Szamos genetikai polimorfizmus és a kemoterapias
toxicitas kozti asszociacio lehetdségét vizsgalta.

Az ALL prognosztikai tényezoit 2002 december ¢s 2011 janius kozti idészakban a
Semmelweis Egyetem II. sz. Gyermekgyogyaszati Klinikdjan ALL 1C BFM 2002 protokoll szerint
kezelt 133 gyermek adatait elemezve vizsgalta. A betegek 82%-ka esetében a B-lymphocita
sejtvonal, 17,3 % esetén a T-lymphocyta sejtvonal volt érintett, egy esetben bifenotipusos ALL-t
diagnosztaltak. A kockdzati besorolds a BFM munkacsoport ajanldsa alapjan tortént €s lehetséges
Uj prognosztikai markerként elemezték a periférias vérben az abszolut lymphocytaszamot a 8. 15
és 33. napon. Meghataroztak a csontveldbe a 15. ¢és 33. napon a terdpids valasz harom kilonféle
MRD modszerrel is (fénymikroszkopos morfologia, dramlési citometria és PCR). A gyermekkori
OSC esetében az 1987 és 2006 kozt a Semmelweis Egyetem II. sz. Gyermekklinikan kezelt 122
beteg adatait elemezték, a miitét tipusa, a metasztazis léte vagy hidnya, a szdvettani altipus, a
neoadjuvans kemoterdpiara adott szovettani vélasz, az életkor, valamint a COSS protokollok
szerinti rizikocsoportok mentén. A IV/II fejezet részletesen vizsgalja a HD-MTX toxicitasat €s
farmakokinetikdjat gyermekkori ALL-ben és OSC-ben. ALL esetében a HD-MTX
farmakokinetikai paramétereit. Osszesen 153 ALL-es beteg 583 HD-MTX kezelése soran
elemezték, mig az OSC csoportban 98 beteg 765 MTX blokkja (teljes adagi un. szabalyos blokk)
képezte a farmakokinetikai elemzés homogén adatbazisat. Vesetoxicitasi vizsgalatok,szérum ¢€s
liquor MTX mérések torténtek, vizsgaltak a genetikai tényezok hatasat a kezelések
immunszupressziv mellékhatdsaira ALL-ben. MTX farmakogenetikai vizsgdlatok torténtek 118
ALL-es beteg DNS mintdin és 62 OSC-ben szenvedd gyermek adatainak elemzése révén. A
munkéban az ETT-TUKEB engedély szamait is pontosan feltiinteti. Részletesen elemzi azokat a
statisztikai modszereket, amelyeket a munka soran végeztek. (Egyes elemzések a Budapesti
Miszaki Egyetem Méréstechnika- ¢s Informacios Rendszerek Tanszékén torténtek. (Betegek,
modszerek fejezet: 50-69. oldal.)

Az eredményeket hasonld hdrmas csoportositasban a 70-140. oldalon talaljuk. A
prognosztikai tényezékre az MTX farmakokinetikai és toxikogenetikai vizsgalatok és a
farmakogenetikai vizsgalatokra tortént bontds jol kovethetd és a részletes tablazatok mellett
szemléletes abrak mutatjak a lehetséges prognosztikai faktorok szerepét a tulélésre ALL-ben €s
OSC-ben. Kiilondsen szemléletes a 13. abra, amely egy lehetséges 0j prognosztikai faktor, az
abszolut lymphocyta szam taléléssel valo Osszefliggését szemléleti, kilonbozo hatarértékeket
(350/ul, 500/ul, 1000/ul, 1500/ul) alapul véve vizsgaltdk a kezelés hatasat ¢s a tulélést,
megéllapitottak, hogy a 33. napon mért ALC értékek (ALC 33) szignifikans Osszefiiggést mutattak
a betegek tulélésével ALL-ben.

A megbeszélések, kovetkeztetés fejezet (142-182. oldalak) a talalt szamos Osszefligges,
koztiik tobb elsdként leirt Gsszefiiggést irodalmi kontextusba helyezi, a végs6 kovetkeztetés pedig
a szamos ujonnan felismert Gsszefiiggeés ellenére mértéktarto. Megallapitja, hogy egy-egy SNP
terapias szerepe nem lesz atlitd, nem fog tudni segiteni az orvosnak a kezelés helyes
megvalasztasaban, a tovdbbiakban nagylétszamu betegen végzett €s sok SNP hatasat vizsgalo
kutatasokra van szikség A jovében genom szinti elemzések segithetnek a kiilonbozo
farmakokinetikai és farmakogenetikai profilok populacié szintli alkalmazasaban.

A VII. fejezet (osszefoglalas és az eredmények klinikai hasznositasa) tomoren elemzi a
munka f6 eredményeit. Az intenziv kezelés végén (33. nap) mért abszolit lymphocyta szam
gyermekkori ALL-ben egy potencialis (i) prognosztikai faktor, amely egyszerten megjosolhatja a
betegség kimenetelét, valodi gyakorlati haszonnal rendelkezd Gjdonsag. A kutatas soran
informaciokat szereztek az MTX farmakokinetik4jarol, kiemelve pl. a bomlastermék 7-OH MTX
fontos szerepét. Eredményeik alapjan a gyerekek kezelésében t6bb valtoztatast is bevezettek.
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Rendszeresen vizsgaljak az ALL-ben az intenziv kezelés soran az abszolut lymphocyta szamot,
mint a kezelés hatékonysaganak egy potencidlis (j markerét. Ma mar minden gyermek intenziv
hidralast és alkalizalast kap a nagyadagii MTX kezelés soran. hogy a potencialis vesefunkcio
karosodast megel6zzék. Amennyiben a szérum Osszfehérje szint jelentésen alacsony ¢és a HD-
MTX kezelést kovetden a szérum MTX szintek a toxikus tartomanyban vannak, akkor human
albumin infuzioval csokkentik a toxicitast és segitik elé az MTX kitiriilését. A liquor MTX szintek
meghatarozasa céljabol az intratekalis MTX kezelést az infuzid 24. orajaban adjak be rendszeres,
hogy az iv. kezeléssel elért liquor MTX szinteket meg tudjdk hatarozni. Sem a vizsgalati
eredményeik, sem az irodalmi adatok alapjan nem egyértelmiien eldonthetd. hogy bizonyos
diagnozisok esetén milyen adagl és formaju MTX kezelés az idedlis. Ennek eldontésére ALL
betegekben t6bb ezer fos multinacionalis vizsgalat indult az optimalis MTX adag kivalasztasara. A
vizsgalat tervezésében és irdnyitasaban Magyarorszag donté szerepet jatszik: (BFM ALL IC-BFM
2009: A Randomized Trial of the I-BFM-SG for the Management of Childhood non-B Acute
Lymphoblastic Leukemia), Dr Kovacs Gabor pedig a vizsgalat 10 tagu steering committee-jenek
egyikeként a vizsgédlat ezen albizottsagaban képviseli Magyarorszagot. A fenticken tilmenden
egységes orszagos ajanlast dllitottak Ossze a kiilonbozd gyerekkori daganatos betegségbdl
gyogyultak hosszu tavi kovetésére.

A kérelmezd szamos eredménye koziil az alabbiakat emelem ki:

I.  Prognosztikai faktorok gyermekkori ALL-ben és OSC-ban

1. A legijabb nemzetkozi adatoknak megfelelden megerésitették, hogy gyermekkori ALL-
ben a 33. napon mért abszolut limfocita szam egy uj és szignifikdns prognosztikai faktor lehet,
kiilsnosen kdzepes kockazatu (MR) és nagy kockazatu (HR) betegekben. Sajat eredményeik
alapjan a 350 sejt/ul és az 500 sejt/ul feletti ALC értekek voltak a jobb tuléléssel
szignifikansan osszefliggésbe hozhatoak.

2. Az egyéb prognosztikai faktorokat vizsgalva kiemelendd, hogy a kezdeti kemoterapias
kezelési protokollban, féleg az indukcios terapiaban bekovetkezd t6bb mint 5 napos csuszas
szignifikansan rosszabb altalanos tuléléssel jart egyutt a nagy kockazata (HR) ALL-es
betegekben.

[I. MTX farmakokinetika és toxicitas
1. Bebizonyitottak, hogy intenziv hidralassal és alkalizdlassal a HD-MTX kezelések
vesetoxicitdsa OSC-ban és hematologiai malignitasokban egyarant csokkentheto.

2. A kozponti idegrendszerbe az alkalmazott dozistol fliggetlen aranyban jut be a MTX
(kb. 2.5-3 %). A nagyobb gyogyszeradaggal megbizhatobban és nagyobb aranyban
lehet elérni a likvorban a citotoxikusnak (terapiasnak) vélt 1 pmol/l szintet (ALL-ben).

A MTX bomlasterméke, a 7-OH-MTX szérumszintje (gorbe alatti tertilet) korrelaciot
mutat ALL-ben a kiilonbozo toxicitasi (méj, vese) paraméterekkel, igy hasznos
mutatoja lehet a toxicitasnak.

(US)

III. Farmakogenetika
1. Az ABCCIl gén egyes polimorfizmusai szignifikins Osszefliggest mutattak az
antraciklinek altal okozott kardiotoxicitassal ALL-ben. Elséként irtak le, hogy az
rs246221 T allél jelenléte esetén a betegek késoi kardiotoxicitasra vonatkozo
kockazata nagyobb.
2. ALL-es betegekben a vizsgalt membrantranszporterek (MRD1, BCRP) koziil az
ABCBI1 3435TT és/vagy 1236TT-2677TT-3435TT kombinaciok esetén t&bb silyos




fertozés fordult eld, tobb volt a felhasznalt antibiotikumok ardnya és az intenziv
kezelés hosszabb ideig tartott.

3. Szignifikansan tobb sulyos enkefalopatia fordult el6 az ALL intenziv kemoterapids
kezelés alatt az ABCB1 3435 TT genotipus esetén. Ezen kiviil meghataroztak egy kis
betegcsoportot (ABCB1 3435TT és ABCG2 421AA/CA  genotipusuak), akik
idegrendszeri mellékhatas szempontjabol rendkiviil veszélyeztetettek.

4. Elséként igazoltdk, hogy az ARIDSB gén egyes polimorfizmusai (rs4948502,
rs4948496) osszefiiggést mutatnak a szérum MTX és 7-OH-MTX szintekkel
gyermekkori ALL-ben.

S. Tobbféle statisztikai modszert, koztikk Bayes-i elemzést hasznalva, vizsgaltak 12 gén
29 relevans polimorfizmusat OSC-ban. A nemzetkézi irodalomban elsoként
Osszefliggéseket talaltak a MTX farmakokinetikai paraméterei. valamint a kovetkezd
SNP-k kozott: ABCBI1 1s928256. ABCC3 rs4793065, GGH rs3758149, SXR
rs3814058.

A kérelmez6 muvének ¢és fobb kozleményeinek részletes tanulmanyozasa, elemzése alapjan
megallapitom. hogy a mu hiteles adatokat tartalmaz. A kdvetkezo kérdésekre varok valaszt a
jelolttdl:

1.

A 10. oldalon szereplé megallapitas ,,Magyarorszagon a T-sejtes betegségek tulélése még
szignifikdnsan kissé rosszabb, mint a B-sejteseké”. Kérdésem, hogy melyek az utolso évek,
amelyre vonatkozolag megallapitasat statisztikai adatokkal ald lehet tdmasztani.
Megallapitja (26. oldal), hogy a hosszabb (akar 24-48 oras infuziok a kardiotoxicitas
jelentds csokkenésével jarnak, mig a tumorellenes hatas és a tulélés nem csokken).
Kérdésem. hogy a napi klinikai gvakorlatban milyen hosszi az antracyclin infuziok ideje €s
ezt az ALL miatt kezelt gyermekek ¢letkora befolyasolja-e.

A 30. oldalon szinte altalanossagnak tinhet az a megallapitas, hogy a szteroid kezelés
gastrointestinalis mellékhatasainak megel6zosére sav-csokkentd gyogyszereket €s
nyalkahartya bevonok adésa javasolt. Kérdésem, hogy a savesdkkento szerek koziil melyik
az, amit a vélhetden szamos infekcion és antibiotikus kezelésen atesett betegek esetében a
legbiztonsagosabbnak tart. Lat-e kiilonbséget a H2 blokkolok és a proton-pumpa gatlok
alkalmazasaban pl. Cl. difficile fertozés kialakulasa ill. ennek kockazata tekintetében.

A human ABCG 2G polimorfizmusai kéziil a 421C>A polimortizmusrol Kurose et al.,
2012. dsszefoglalo kozleményét idézi, amennyiben ez a polimorfizmus egyes daganatos
betegségek tulélésében €s bizonyos betegségek kialakulasara valo hajlamaban is szerepet
jatszik (koszvény, vesesejtek rak, diffuz nagy B-sejtes lymphoma). A fenti idézet alapjat
Hu LL és mtsai Carcinogenesis cimii lapban publikalt munkdja képezi (BCRP gene
polymorphisms are associated with susceptibility and survival of DLBCL, 2007, 28: 1740-
4). Ismert, hogy a CD-20 ellenes monoklonalis antitest alkalmaziasa a DLBCL-ben
szenvedd betegek életkilatasat nagymértékben megnodvelte ¢s a DLBCL egyes, genetikailag
killonbozoé  alesoportjai  kozti  kiilonséget  prognozis szempontjabol nagymértékben
tompitotta. Ismer-e olyan adatot. ami a fenti ABCG-2 gén hatdsat. az un. rituximab €raban,
tehat a modern kezelési lehetoségek birtokaban ujravizsgalta volna?

Megallapitja, hogy a 7-OH-MTX szint mérés fontos kiegészitéje lehetne a klinikai
gyakorlatnak, hiszen pl. a nephrotoxicitast valoszintileg pontosabban jelzi, mint a szérum
MTX szint. Hogyan latja ezen modszer bevezetésének lehetdségét a mindennapi klinikai
gyakorlatban?

A dexrazoxan alkalmazasaval sajat klinikai tapasztalata és publikacidja van. Ezt kvetden
az EMA visszavonta a szert a gyermekek kezelésébol. Ennek kapcsan kérdezem, hogy az
altala vizsgalt gyerekcsoport hossza taléloi kozt talaltak-e késoi daganatot.

Megallapitja (163. oldal), hogy Ferrari és mtsai 2014. §sszefliggést talaltak a statinok
mellékhatdsai (creatin-kinase emelkedés, és bizonyos membran transzporterek €s az




8.

SLCO1BI1 genetikai varidnsai kozt). A jelolt és mtsai altal is vizsgalt 2 gén SNP-i pedig
szerepet jatszatnak CMI.-ben a TKI-ra (imatinib) adott terapias valaszban (Au et al. 2014.).
Az imatinib kezelésnek is lehetséges mell¢khatasa a creatin-kinase szint emelkedése
(Gordon JK et al, Elevations of creatine kinase in patients treated with imatinib mesylate
(Gleevec) Leuk Res 2010, 34:827-9). Kérdésem, hogy ismer-e olyan munkat, amely CML-
es betegekben a membran transzporterek és a creatin-kinaz szint koros névekedése kozti
lehetséges Osszefliggést vizsgalna?

Az ALLIC 2009 protokoll megvalositasaban €s vezetésében betoltdtt magyar szerep
valamennyiiinket  biiszkeséggel kell, hogy eltoltson. Kérdésem, hogy interim
munkamegbeszélés formdjaban korvonalazodott-e mar a methotrexat kezelés optimalis
adagjara vonatkozo megfigyelés.

A munka részletes attekintése és értékelése alapjan a nyilvanos vita kitlizését, és a mi

elfogadasat javaslom. Bizonyitottnak latom, hogy a mi a kordbbi tudomdanyos fokozat
megszerzését kovetden jelentds tudomanyos eredményekkel gyarapitotta a tudomany-szakot.
Kiemelem, a jelolt iskolateremtd képességét. a tudomanyos munkaban pedig a laboratoriumi-
kutatasi, és a klinikai-kutatasi eredmények igen kedvezd 6tvozodését. A szamos felismert
osszefliggés és publikalt eredmény ellenére a kovetkeztései mértéktartoak és ezaltal idotalloak is.

—

Dr. Demeter Judit
egyetemi tanar
az MTA doktora

Budapest, 2018. majus 9.




