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Dr. Kiss Andras: ,Tight junction alkotdorészek és mikroRNS expresszio vizsgalata human
daganatokban, kiilonos tekintettel a majdaganatokra” cimli MTA Doktora Palyazat
biralata.

Az értekezés megfelel az MTA Doktora Palydzat formai és tartalmi kovetelményeinek.
Tartalomjegyzék, roviditések jegyzéke, bevezetés, célkitlizések, anyag és moddszer,
eredmények és megbeszélés, Uj megallapitasok, sajat kozleményjegyzék és attekinté adatai,
koszonetnyilvanitas valamint irodalomjegyzék fejezetekre tagoldédik, Osszesen 208 oldal
terjedelm(. Az eredményeket kivaldé mindségli abrak, fényképfelvételek illusztraljak, az
adatokat tablazatok foglaljak 6ssze. A fliggetlen hivatkozasok szama 1510, az Osszesitett
impakt faktor 192,9; ami igen impressziv.

Dr. Kiss Andras a magyar patoldgus-tarsadalom, ezen belill is a kutaté-patoldogusok
kiemelkedé alakja, nemzetkozileg elismert maj kutaté-patologus. Diagnosztikus és kutatd
munkajat a Semmelweis Egyetem |. sz. Patoldgiai Intézetében kezdte, de a kiteljesedés és az
eredmények donté tobbségének publikalasa a Il. sz. Patoldgiai Intézetben tortént. A
legkorszerlibb metodikakkal végzett kisérletei, melyek eredményei doéntéen a jobb
diagnosztikus munkat segitik el§, lehet6vé teszik mind a maj, mind az urogenitalis
daganatok pathomechanizmusanak jobb megismerését, és egyben segitséget nydjtanak a
problémds esetek differencidldiagnosztikajdban. A claudinok és az &ket szabalyozd
microRNS-ek vizsgdlata ramutat a hozzajuk kapcsolédd jelut-rendszerek jelentGségére,
valamint a claudinok CPE receptorain keresztiil lehetéség nyilik célzott daganatellenes
kezelésre, mind elméletileg mind a gyakorlatban. Dr. Kiss Andrds a disszertaciéban 13
célkitlizést fogalmazott meg, melyek 3 nagy csoportra oszthatdk:

1) Primer és attéti hepato-pancreato-bilidris daganatok tight junction mintazataval
2) Urogenitalis daganatok tight junction expresszids profiljaval és
3) A hepatitis C, steatosis és HCC asszocialt mikroRNS mintazattal kapcsolatos kérdésekre.

A disszertacidban és a tézisekben szereplé tudomanyos eredmények eredetiek, hiteles
adatokat tartalmaznak, alkalmasak a célkit(izések megvalaszolasara. A disszertacidoban tett
Uj megallapitasokat elfogadom.

A nyilvanos vita kit(izését és a disszertacio elfogadasat javaslom.



Részletes birdlat
Roviditések jegyzéke

Mind a CC, és a CCC rovidités is a cholangiocarcinomdra vonatkozik. A CCC rovidités
valdjaban cholangiocellularis carcinomat jelent, amit ma mar nem hasznalunk, ezért
célszer(ibb lett volna az egész disszertacidban a CC roviditést alkalmazni.

Anyag és mddszer fejezet

25 oldal; a pancreas endocrin tumorainal benignus, borderline és malignus daganatokat
kiilonboztet meg a jelolt, ami végigvonul az egész disszertacion. Mindez a régi
nomenklaturanak felel meg, és bar az eredményeket egydltaldan nem befolyasolja, de
helyesebb lett volna a neuroendocrin tumor grade |, Il, és lll-at hasznalni, hiszen ma mar
tudjuk, hogy mindegyik neuroendocrin daganat potencialisan malignus.

A 33. oldalon az immunreakcidk kvantitativ elemzésének leirdsat taldljuk, mely
képanalizissel és szofver értékeléssel torténik. Kérdéseim: Mennyiben taldlta jelolt
szenzitivebbnek a képanalizist 6sszehasonlitva a tobbnyire szokvanyos ,szemi-kvantitativ”
elemzéssel (szabad szem és scoring- rendszer)? Volt-e olyan eset, amikor nehezen volt
hihet6 a szoftveres elemzés eredménye Osszevetve a szabad szemmel torténd vizsgalattal?

37. oldal; a referencia miR-ek koziil az U6-al szemben a miR-140 bizonyult a legstabilabbnak.
Irodalmi adatok szerint és sajat tapasztalatunk is az, hogy az U6 igen megbizhaté referencia
miR. Vajon mi lehetett az oka, hogy ezekben a vizsgalatokban az U6 nem volt elég stabil,
illetve a miR-140-en kiviil hasznalt-e mas referencia miR-t, valamint a normal maj mellett
volt-e mas normal referencia szévet?

38. oldal; a statisztikai feldolgozas részben, a homogenitas vizsgalata utan jottek a
kiillonb6z6 prébdk és tesztek, de elétte még normalitds vizsgalat is szlikséges. Megtorténtek
ezek a normalitas vizsgalatok?

Eredmények
40. oldal; a 10. 4dbra abraaldirdsaban jelzett nyilak nem lathaték.

66. oldal; jelolt a masodik sorban azt irja, hogy ,az immunhisztokémiai vizsgalat
eredményeit az 1. tdblazatban foglaltuk 6ssze”, ami valdjaban a 12. tablazat.

81. oldal; Tricellulin pozitivitds sem a normal endocrin pancreasban, sem a pancreas
neurendocrin tumoraiban sem volt. Ezen eredmény Ujnak szamit, sok tekintetben teljesen
logikus, ugyanakkor a tricellulin definicidjat tekintve nehezen elképzelhets, hogy az
endokrin sejtek csak kettesével taldlkoznanak és nincs harmas sejtkapcsolat. Nem lett volna-
e érdemes a normal pancreas vizsgdalata soran laser-capture microdisszekcidt végezni és ugy
hatdrozni meg a Langerhans szigetek tricellulin mRNS-ét?

91. oldal; a 69. abran a tricellulin molsulyat figyelembe véve a 60 és 50 kDa-os csikok
érthet6ek, de milehet a 80 kDa-os csik?



97. oldal; a 75. dbra b, ¢ és d képeihez tartozd abraaldirds nem stimmel, mert az
abraaldirdssal szemben a HSA valamint a claudinl és 2, nem pozitiv mind a két
komponensben (fetalis, embryonalis).

99. oldal; a beta catenin mutacidjdnak vizsgalata sordn négy esetbdl (melyek magi
pozitivitast is mutattak) csupan egyben sikerilt igazolni mutdcidt, mely pontmutacid volt. A
masik 3 eset nem mutatott eltérést, de kérdésem, hogy nagyobb delécidkat, esetleg teljes
exonkiesést vizsgdltak-e mas mddszerrel mint a Sanger szekvenalds, pl. MLPA-val?

118-119. oldal; a mindennapi gyakorlatban haszndlt CK20-at és Ki67-et a jel6lt ugyan olyan
jol hasznalhatdnak taldlta az urothelidlis papilloma, a PUNLMP, az invertalt papilloma illetve
a low grade urothelialis carcinoma elkiildnitésében mint a claudin 1-et. Erdemes-e mégis
haszndlni a claudin 1-et, jelent-e valami plusz informaciét a mindennapi diagnosztikaban?

124-127. oldal; jelolt igazolja a claudinok differencialt expresszidjat a kiilonb6z6 dysplasiak
és az in situ carcinoma tekintetében. Kérdésem, hogy a claudinok szenzitivitdsa hasonlé-e a
manapsag hasznalatos P16 érzékenységéhez, illetve képes-e kiilonbséget tenni a gyulladasos
,atypia” és a valddi atypia kozott, ahogy ezt a p16 teszi (block pozitivitas)?

145. oldal; a hepatoblastomak microRNS vizsgalata soran a magas miR-21 és az alacsony
miR-222, 224 expresszio szignifikansan hosszabb tuléléssel tarsult (figgetlenil az epithelialis
komponens tipusatél). Ugyanakkor jel6lt csak tisztan epithelialis tipusu hepatoblastomakat
vizsgdlt. Minthogy feltételezhets, hogy a kevert epithelialis és mesenchymalis (MEM)
tipusban is az epithelialis komponens hatarozza meg a prognézist, és hogy a MEM mintegy
45%-ot reprezental, nem lett volna-e érdemes néhdany kevert mesenchymalis epithelialis
hepatoblastomat is megvizsgalni?

184. oldal; az 5-6s pontban ezt a megdllapitast taldljuk: ,A pancreas exocrin ductalis
adenocarcinomdk és a cholangiocarcinomak tricellulin expresszidja a daganatok
differencidltsdgdval egyutt csokken”. Minthogy az eredmények alapjan egyértelm(ien
dedifferencidciéorél van szé (magasabb grade), szerencsésebb lenne igy fogalmazni: A
pancreas exocrin ductalis adenocarcinomak és a cholangiocarcinomak tricellulin expresszidja
a daganatok dedifferencidlédasaval egyutt csokken.

Osszefoglalva: Az értekezésben dr. Kiss Andras igen alapos és szamos korszer(i metodikat
felmutatd vizsgalatot végzett a tight junction alkotérészek és a hozzajuk kapcsolédd
mikroRNS-ek tekintetében. A vizsgalat f6 iranya a kiilonb6z6 majelvaltozdsok/tumorok és az
urogenitdlis daganatok voltak, de az eredményeket figyelembe véve ezen munka
tovabbvihetd szinte barmely egyéb teriiletre. Az Uj megallapitasok igen értékesek, tovabbi
kutatasokhoz felhasznalhatdk, és a mindennapi rutin diagnosztikdban alkalmazhaték.
Mindegyik Uj megallapitast elfogadom, kiemelve megitélésem szerint a legjelent&sebbeket:

1. A cirrhotikus atalakulas a normal majhoz képest a claudin-1 és -7 szint emelkedésével
jar. Az emelkedett claudin-1 fehérje, mint a HCV egyik sejtfelszini receptoranak fokozott
expresszidja elésegitheti a virus eredményesebb behatoldsat a majsejtekbe, fokozhatja a
reinfekciot és egyben hozzajarulhat a malignus transzformacidhoz.

2. Els6ként mutattak ki, hogy a human epeutrendszer kiilénb6z6 szakaszaibdl szarmazé
biliaris epitheliumban és ezen lokalizaciéju cholangiocarcinomakban a claudin-4 erGsen
expresszalédik, viszont ezzel ellentétben a hepatocellularis carcinoma nem mutat claudin-4



expressziot. Ezen eredmények alapjan a claudin-4 immunhisztokémiai kimutatasa alkalmas
Uj diagnosztikai eszkdz lehet a maj primer daganatain belil az epeuti rendszer
carcinomainak és a hepatocelluldris carcinomdnak az elkiilonitésére.

3. A tricellulint a normal exocrin pancreas, a hepatocytak és az epeuti sejtek termelik,
azonban az endocrin pancreas Langerhans szigetének sejtjei nem expresszaljak. A pancreas
exocrin ductalis adenocarcinomak és a cholangiocarcinomdk tricellulin expresszidja a
daganatok dedifferencidloddsaval egyiitt csdkken.

4, A tricellulin eltéré kifejez6dését a fetdlis és embryonalis hepatoblastoma altipusban
els6ként mutattak ki. Els6ként detektdltdk, hogy a tricellulint magas mértékben termeld
hepatoblastoma esetek szignifikdnsan jobb teljes tulélést mutatnak az alacsony
expresszioval rendelkez6 tumorokhoz képest, mely megallapitasnak igy prediktiv
jelentGsége lehet.

5. Az epithelidlis hepatoblastomaban a szubtipustdl fliggetleniil a magas miR-21 vagy az
alacsony miR-222 és miR-224 expresszio a betegek szignifikdnsan hosszabb teljes tulélésével
asszocialt.

6. A kronikus hepatitis C, a kronikus HCV-asszocialt steatosis, és a metabolikus eredet(
steatosis mikroRNS expressziés mintdzata jellegzetes kilonbségeket mutat és eltér a normal
majban talaltaktdl. A krénikus hepatitis C talajan és egyéb metabolikus okok miatt kialakuld
steatosis nem mutatott lényeges eltérést a mikroRNS expressziéban, ami arra utal, hogy a
normal majhoz képest taladlt miR expresszids valtozasok egy, a steatosis miatt alapvetéen
megvaltozott bioldgiai helyzetet tiikroznek.

7. A sorafenib kezelt HCC-s betegek esetében a kezelés el6tt vett tumormintdban
kimutatott magas miR-224 expresszid szignifikdnsan jobb tlinetmentes és teljes tuléléssel
tarsul, igy a kezelés el6tt vett tumorminta mikroRNS expresszids profiljdnak meghatarozasa
a sorafenib kezelt HCC-s betegek predikciéjat javithatja.

8. A PUNLMP (Papillary Urinary Neoplasia of Low Malignant Potential) hugyhulyag
tumorok esetében az alacsony claudin-1 fehérje expresszidval rendelkez6 daganatokat
rovidebb kiujulds mentes tulélés jellemzi a magas claudin-1 expresszidval rendelkez6khoz
viszonyitva, mig a hugyhdlyag LG-UCC-ben a magas claudin-4 expresszié rovidebb kiujulas
mentes tuléléssel tarsul az alacsony claudin-4 expressziéval rendelkezé tumorokhoz képest.
Az invertalt papillomdkat jellemzé szignifikdnsan nagyobb claudin-1 expresszié segithet ezen
patholdgiai entitdsnak a klasszikus papillomaktol, PUNLMP-kt6l és a nem invaziv LG-UCC-
ktdl valé elkulonitésében.

A nyilvanos vita kit(izését és a disszertacio elfogaddasat javaslom.

Dr. Sapi Zoltan
egyetemi tanar, az MTA doktora

Budapest, 2016. februdr 16.



