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Tisztelt Hunyady Professzor Ur!

Elészor is szeretném megkoszonni Professzor Urnak, hogy szamos teenddje mellett elvallalta

disszertaciom biralatat. K6szondm az alapos biralatot és az elismerd szavakat.

Az altalanos megjegyzésekben a Professzor Ur altal emlitett roviditések és teljes kiirasok néhol vegyes
hasznalata helyett valoban helyesebb lett volna konzekvensen az egyiket vagy masikat hasznalni. A teljes

kiirasokat olyan helyeken hasznaltam, ahol nyomatékositani szerettem volna a tartalmat.

A 150. oldalon emlitett mondatban valoban eliras talalhato, a mondat helyesen a kovetkez6: ,,Masfeldl a
claudin-7 is szignifikansan emelkedettebb volt a HCV fertézott cirrhotikus majakban a HCV fert6zott

nem cirrhotikus majakhoz képest. ”. Elnézést kérek az elirasért.

Az abraknal torekedtem az angol roviditések atirdsara, azonban tobb angol rovidités esetében a magyar
forditas roviditését inkabb éreztem zavardnak és ezért inkabb az abramagyarazatban tiintettem fel a

roviditések feloldasat.

A formai megjegyzések tekintetében az egyes abrak méretét illetd kritika jogos. Magyarazatként, illetve
mentségként azt tudom felhozni, hogy a dolgozat terjedelmét az abrakat illeten is probaltam bizonyos

hatarokon beliil tartani.

A disszertaci6 alapjaul szolgald kozleményekben valoban részletesen feltiintetésre keriiltek a Professzor
ur altal hianyolt részletesebb informaciok, az attekinthetoség miatt nem tiintettem ezeket fel, de érthetd
Professzor ur kifogasa, hogy a pontosabb értelmezhet6ség miatt mégis érdemes lett volna feltiintetni
ezeket. A kvantitativ képanalizisek esetében egységes modszert alkalmaztunk, melyet az ,,111.2.2.
Immunhisztokémiai vizsgalatok” fejezetben, az ,, Az alkalmazott immunreakciok kiértékelése”
alfejezetben részleteztem és ebben leirasra keriilt, hogy esetenként tiz-tizenot véletlenszertien kivalasztott,
nem atfedd latoteret fotdztunk. le, majd az immunhisztokémiai reakcid pozitivitdsanak, intenzitasanak

meghatarozasara digitalis morfometridt végeztiink ¢és reakciok kiértékelésekor az esetenként vizsgalt
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latoterek értékeit atlagolva minden mintahoz atlag-teriilet szazalék értéket rendeltiink (Gyongyosi,2014;
Holczbauer,2013; Holczbauer,2014; Korompay,2012; Torzsok,2011).

Az abraknal sokszor torekedtem, hogy az oszlopdiagramok mellett a ,,dot plot” abrak is fel legyenek
tiintetve, mivel igy az egyes esetek mért értékei konkrétan szerepelnek. A Kaplan-Meier gorbék konkrét
esetszdmai a publikdciokban vannak részletezve, de az egyes vizsgalatok sordn elemzett csoportok
esetszamat az ,,Anyagok és modszerek™ fejezetben a ,,Vizsgalt betegcsoportok™ alfejezetben Osszegeztem.

Ez gyakorlatilag megegyezett a vizsgalt betegek szamaval.

Kérdések

1. ,, Volt-e valamilyen pre-szelekcios szempont abban a vonatkozdasban, hogy miért éppen a

munkaban szereplo tight junction alkotorészeket és mikroRNS-eket vizsgaltdk? ,,

A tight junction fehérjék vizsgalatdba nem sokkal a molekulacsalad felfedezése utan kapcsoldodtam be.
Erthetd médon, elészor az elséként megismert és elérheté fehérjéket vizsgaltam, fokozatosan bovitve a
sorozatot, hiszen ma mar 27 claudin altipust ismeriink. A tight junction fehérjék és ezen beliil a claudinok
sejt- és szovetspecifikusan is jellemz6 expresszids mintazatot alkotnak. Az irodalmi adatok alapjan,
koztiik munkacsoportunk adataival, az egyes szovetekre, sejttipusokra legjellemzobb claudin profilt
igyekeztik vizsgalni, Osszevetve a normalis és koros — elsdsorban daganatos — szovetek claudin
expresszios mintazatat. A mikroRNS-ek (miR) tekintetében a tanulmanyozott miR-k egyrészt a
nemzetkozi irodalomban ko6zolt, az altalunk vizsgalt majbetegségekben fontos szereppel biro miR-ek,
mint példaul a miR-122 a HCV virus replikacidjaban. Masrészt a lehetséges szekvencia homologia és
tobb mikroRNS adatbazis segitségével Tombol és munkatarsai methodikaja alapjan (Tombol Z, Szabo
PM, Molnar V et al.: Integrative molecular bioinformatics study of human adrenocortical tumors:
microRNA, tissue-specific target prediction, and pathway analysis. Endocr. Relat.Cancer 2009; 16: 895—
906.) keriiltek a miR-ek kivalasztasra. Ennek soran tobb adatbazis is dsszevetésre keriilt: TargetScan 6.0
(http://www.targetscan.org), PicTar (http://pictar.mdc-berlin.de), és MicroCosm Targets Version 5

(http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm/htdocs/targets/v5/), masfelél a miRBase (www.mirbase.org)

¢s a heidelbergi miRWalk (http://zmf.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk2/) adatbazisok


http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm/htdocs/targets/v5/
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Osszehasonlitasdval hataroztuk meg az altalunk vizsgalt majbetegségekben a Iényeges fehérjék

expresszios szabalyozasaban negativ regulacios szerepet jatszhatd miR-eket.

2., Van-e arra adat, hogy nem csak a mikroRNS -ek, hanem a primer mikroRNS -ek vagy a pre-

mikroRNS-ek is modosithatjak egyes gének expressziojat?”

Az érett mikroRNS-k a génexpresszid negativ szabalyozasat a messenger RNS-ek (mMRNS)
mennyiségének lebontas altali csokkentésével, illetve a fehérje transzlacio gatlasaval érik el. A human
genomban tobb mint 2000 mikroRNS (miR) talalhat6. Az érett miR keletkezésében elészor a primer
transzkriptumok (primary transcripts: - pri-miR) atirasat féleg az RNS polimeraz Il.enzim végzi, majd a
tovabbi miR biogenezis a primer transzkriptumok processzalasat jelenti. A pri-miR forma a sejtmagban
mar pre-miR-¢ alakul a Drosha ribonukleaz altal, majd a citoplazmaban a mikroRNS-ek tovabbi hasitasat,
az érett forma kialakitasat a Dicer ribonukledz végzi. Az irodalom nem utal arra, hogy akar a pri-, akar a
pre-miR-ek az érett miR-hez barmiben is hasonld szabalyozé szerepet jatszananak. Mind a pri-miRNS,
mind a pre-miRNS ehhez a funkcidhoz relative hosszii molekulak és 6nmagukkal részlegesen kettdslanct
szerkezetet alkotnak, amely a végsé funkcid kivitelezését nem teszi lehetdvé. A miR-eknek a
citoplazmaban kell aktivnak lenniiik, hogy a génexpressziora gyakorolt negativ hatasukat kifejtsék.
Ugyanakkor a Drosha és a Dicer enzimek altal végzett hasitas heterogenitasa miatt ugyanazon mikroRNS
esetében is eltérd primer €s pre-mikroRNS varidnsok keletkeznek. A varidnsok érése kiilonbozo lehet és
prognosztikus dsszefliggést is leirtak mar egyes varidnsok és a betegség kimenetele kozott, igy példaul
tidérakban (Shin KM et al: The pri-let-7a-2 rs1143770C&gt; T is associated with prognosis of surgically
resected non-small cell lung cancer. Gene. 2016 Feb 15;577(2):148-52., van den Berg FT et al.: Design
of Effective Primary MicroRNA Mimics With Different Basal Stem Conformations. Mol Ther Nucleic
Acids. 2016 Jan 12;5:e278)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26625972
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26625972
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26756196
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26756196
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3., A vizsgadlatok egy része kemoterdpia/neoadjuvans kezelés utan eltavolitott szévetmintakbol
tortént. Megvaltoztathatta-e ez az elozetes kezelés a daganat vagy éppen a daganat mellett
reszekalt ép szovet tight junction alkotorészeinek és/vagy mikroRNS expressziojanak a

mintazatat?”

A Sorafenib kezelt hepatocellularis carcinomaban (HCC) szenvedd betegek az aspiracios citologiai
vizsgalat utan részesiiltek célzott kezelésben, igy ez a kérdés nem meriilt fel. A HCC, a colorectalis
carcinomak majattétjei, valamint a pancreas ductalis carcinomak majattétjeinek rezekciés mintainak
tanulmanyozasa soran a tumor koriili tumormentes majszoveteket €s majbetegségtél mentes normal
majmintakat is vizsgaltuk és ebben az Osszevetésben nem talaltunk kiilonbséget egyik claudin

expresszioja tekintetében sem.

A hepatoblastomak tanulményozasa sordn a betegek rezekcios miitétjére a SIOPEL protokoll szerint
keriilt sor, kemoterapiat kovetden és ezen miitétek rezekatumaibol szarmaztak a vizsgalati blokkok. A
tumormentes, kornyezé majszovet TJ fehérje €és mikroRNS expresszidjat hasonlitottuk Ossze a
tumorsejtekével, tehat igy mind a tumorszdvet, mind a tumormentes szdvet érintett volt ugyanattol a
hatastol. A mért miR expresszios valtozasok tehat nem a kezeletlen hepatoblastomara, hanem a SIOPEL
protokoll szerinti kemoterapids kezelésen atesett hepatoblastomara vonatkoznak. Gyermekkori tumorrol

1évén szd, korban megfeleld normal majszévet mintak nem alltak rendelkezésre.

A biral¢ altal feltett kérdés nagyon fontos aspektusat érinti tumorokkal kapcsolatos vizsgalatoknak, mivel
a kemoterapids szerek hatnak a nem daganatos szovetekre is, ahogy a mellékhatdsok mutatjak. A
megvaltozott nem daganatos szoveti expresszid és a daganat kozti kolcsonhatas vizsgalata fontos teriilet

lesz a jovében, mint ahogy az attétképzés soran is a ,,host faktorok” szerepe is bebizonyosodott.

A kemoterapias kezelések alatt feltehetéen valtozik a nem tumoros szovetek expresszids mintdzata is,
azonban ennek mértékérdl nincsenek pontos adatok. Sok esetben a proliferacids aktivitds befolyésolja,
hogy milyen gének expresszidja lehet érintett. A kemoterapids kezelések a tumorsejtek miR expressziojat
is valtoztatjak (Li WG, Yuan YZ, Qiao MM, Zhang YP. High dose glargine alters the expression profiles
of microRNAs in pancreatic cancer cells. World J Gastroenterol. 2012 18:2630-9.; Phuah NH, In LL,

Azmi MN, Ibrahim H, Awang K, Nagoor NH Alterations of microRNA expression patterns in human
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cervical carcinoma cells (Ca Ski) toward 1'S-1'-acetoxychavicol acetate and cisplatin. Reprod Sci. 2013
20:567-78.). A SIOPEL szerint a cisplatin DNS keresztk6téseket okoz és apoptozist indukalhat (Zhang G,
Sun L, Lu X, Chen Z, Duerksen-Hughes PJ, Hu H, Zhu X, Yang J. Cisplatin treatment leads to changes in
nuclear protein and microRNA expression. Mutat Res. 2012a 746:66-77.). Ennek ellenére RNS-sel is
kolcsonhathat. Kis RNS-ek platinalasa (pl.: siRNS) hatassal van ezeknek a kis RNS-eknek a
processzalasara és biologiai aktivitasara (Drayton RM. The role of microRNA in the response to cisplatin
treatment. Biochem Soc Trans. 2012 40:821-5.). Ezen tilmenden a kezdeti miRNS-szint is hatassal lehet
a ciszplatin hatékonysagara, ahogy miR-21 talzott expresszidja ciszplatin-rezisztens gyomorrak
sejtvonalban jelentdsen csokkentette a ciszplatin antiproliferativ hatasat. (Yang SM, Huang C, Li XF, Yu
MZ, He Y, Li J. miR-21 confers cisplatin resistance in gastric cancer cells by regulating PTEN.
Toxicology. 2013 306:162-8.). Tovabba a miR biogenezis mar akar kiilonbozé stresszes kortilmények
kozott megvaltozhat, ideértve a DNS kdarosodast, gyulladdsos valasz aktivalodasat és hdmérséklet
ingadozasat (Zhang X, Li W. 5-Fluorouracil in combination with cisplatin alters the microRNA expression
profile in the CNE nasopharyngeal carcinoma cell line. Mol Med Rep. 2012b 6:303-8. ). Osszességében
barmilyen kezelés vagy behatds eltérést okozhat a miR expresszioban, és a sejtek molekularis
Osszetételében is, amely betegenként eltérd lehet. A claudinok tekintetében ilyen tipusu, a kemoterdpia
hatdsat felméré Osszehasonlitdsok a normal szdvetek tekintetében csak korlatozottan szerepelnek az
irodalomban, mivel a biopszids lehetdségek korlatozottak, kiilonosen a maj esetében. A szajnyalkahartya
esetében egy friss kdzlemény a standard dézisu kemoterapidk utan vizsgalta a claudin-1 és az occludin
expressziojat. Bar a nyalkahartya atrofiat mutat a kezelések kovetkeztében, azonban a fenti két tight
junction komponens esetében nem talaltak szignifikdns expresszios eltérést a kemoterapiat megel6z8sen
¢s azt kovetden. Az endothel ZO-1 expresszidja csokkent le a kezelés hatasara (Wardill H.R. et al.: Tight
junction defects are seen in the buccal mucosa of patients receiving standard dose chemotherapy for
cancer. Support Care Cancer. 2016 Apr;24(4):1779-88).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26441079
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26441079
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26441079
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4.  , Varatlannak tarthato, hogy az diszkriminancia analizis alapjan az ép epehodlyag hamja, az
extrahepaticus epeutak hamja és az intrahepaticus epeutak hamja eltéro claudin expresszios

mintdzatot mutat. Vajon mi okozhatja a kiilonbozoséget?

Az érett epetti rendszer kiilonb6zd szakaszain és az ezekben fejlodd epeuti tumorokban érvényesiilo
eltér6 génexpresszids mintazat bioldgiailag nem varatlan. Ez a jelenség tetten érhetd a maj kifejléddése és
ezen beliil az epelt rendszer kiilonboz6 részeinek kialakulasa folyaman. A folyamat tobb 1épcsés,
melynek soran a fejlodési szakaszok soran, majd az egyes betegségek kialakulasaban is a miR -ek szintjén
eltéré expresszios mintazatok jatszanak szerepet (Finch M.L. et |:.Regulation of microRNAs and their role
in liverdevelopment, regeneration and disease. Int J Biochem Cell Biol. 2014 Sep;54:288-303). A
claudinok komplex mintazatat a maj fejlédéstanaban ilyen részletességgel nem vizsgaltak, bar a maj
progenitor sejteket emberben claudin-3, mig patkanyban claudin-7 expresszio is jellemzi (Schmelzer E. et
al.: The phenotypes of pluripotent human hepatic progenitors.Stem Cells. 2006 Aug;24(8):1852-8. |,
Yovchev MI et al.: Novel hepatic progenitor cell surface markers in the adult rat liver. Hepatology. 2007

Jan;45(1):139-49.).

Az eltéré szovetek és az azokbol kialakulo daganatok is jellegzetes claudin expresszidés mintazattal
rendelkeznek, mely mintdzatok mennyiségi és mindségi OsszetevOikben is eltérnek. Munkacsoportunk a
maj sejtszintli differenciacioja és annak modellezése soran is vizsgalta a claudinok expresszigjat.
Embrionalis 6ssejtek maj iranyu differencialédasa soran a claudinok expresszidja szignifikansan valtozik,
a claudin-1-¢ csokken, mig a claudin-4-é né (Erdélyi-Belle B. és mtsai: Expression of Tight Junction
Components in Hepatocyte-Like Cells Differentiated from Human Embryonic Stem Cells. Pathol Oncol
Res. 2015 Sep;21(4):1059-70.) A jov6ben érdemes lesz megvizsgalni, hogy az eltérd claudin expresszios
mintazatnak az epeit rendszer kiilonb6zd szakaszain kifejlédé cholangiocarcinomaiban van-e

prognosztikus vagy prediktiv szerepe, illetve adott esetben célterapias horgonyzohely lehet..


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Finch%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24731940
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Finch+M+AND+Marquardt
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16627685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17187413
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25845432
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25845432
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5. A Megbeszélés fejezetben a szerzé bemutatja, hogy eredményeik néhany vonatkozasban nem
mindig egyeznek meg mas kutatocsoportok eredményeivel, arra is emlit példat, hogy sajat
korabbi eredményeiktol is eltérést talaltak. Mi okozhat ilyen diszkordanciat, illetve hogyan

oldhato fel az eredményekben mutatkozo alkalmankénti kiilonbozoség?”

Leggyakrabban a mintaszdm emelésével juthatunk megbizhatobb eredményekhez, amennyiben a
modszerek, beleértve a metodikakat és illetve a kiértékelést standard modon torténik. A mintak
bevalogatasa és elézetes leletezésében is lehetnek eltérések. A diszkordancia nagyon sok tényezén
mulik, alapvetéen azon, egy dinamikusan valtozo bioldgiai rendszert szeretnénk megismerni, leirni és
megérteni €s ebben a rendszerben egy adott behatds nem mindig ugyanazt a valaszt indukalja. Ez
nyilvan fligg az egyéni diverzitasunktol, amelyet alapvetéen a genetika és az epigenetikus modosulasok
hataroznak meg. Ez utobbiak szintén dinamikusan, a kornyezeti hatasokra megvaltoznak. A vizsgalhato
mintdkban a makromolekulak meg0Orzottsége is fligg az Oket ért kezelésektdl, beleértve a formalin
fixalas hatasat is, illetve hogy a beteg milyen gyogyszeres, célzott terapias kezelésen, sugarterhelésen
esett keresztiil. Mindezen variabilitds okozta bizonytalansdg az eredmények interpretalasanak
tekintetében akkor csokkenthetd, ha nagy mintaszammal dolgozunk. Ennek kivitelezhetésége egyfeldl a
ritka betegségek, masfeldl az egyes vizsgalatok koltségessége miatt korlatozott. Az eredmények
eltérésének természetesen az is oka lehet, hogy egyre kisebb mennyiségeket, egyre korabban tudunk

detektalni, és ami korabban egységesnek tiint az ma mar heterogén képet mutathat.

6. , Alkalmazzak-e Pathologia Intézetiik napi gyakorlataban az adltaluk megfigyelt claudin-4

expresszios kiilonbozoséget a  hepatocellularis carcinoma és a cholangiocarcinoma

differencialdiagnosztikajaban?”

Igen, a cholangiocarcinomak diagnosztikaja soran a claudin-4 immunhisztokémiai reakciot, illetve a
cervix carcinomak esetén a claudin-1 immunhisztokémiai reakciot, valamint a fibrolamellaris majrak

esetén a claudin-5 reakciot alkalmazzuk.
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7.  , Kutatasi eredményei alapjan lat-e a szerzé lehetéséget a hepatitis C virus fertozés
megelozésére és/vagy kezelésére akar a tight junction alkotorészek, akar a mikroRNS -ek utjan?

Van-e esetleg tudomasa ezzel kapcsolatos gyogyszerfejlesztésrol?”

A 2010-s Science cikk kozlés utan (Lanford RE et al..: Therapeutic silencing of microRNA-122 in
primates with chronic hepatitis C virus infection. Science. 2010 Jan 8;327(5962):198-201.), mely
allatkisérletben, csimpanz modellen bizonyitotta, hogy az RNS interferencia jelenségét felhasznalva, a
mMiR-122-vel komplementer oligonukleotid intravénasan beadva igen hatékony volt. A hepatitis C virus
replikacidjahoz sziikséges miR-122 szintjének hepatocytdkban vald csokkentésével a virusszam is
jelentdsen és egyelére ngy tlnik, rezisztencia mentesen csOkkenthetd. A target miR-122 adja a
hepatocytakban levé miR-ek tobb, mint 2/3-t. A kifejlesztett gydgyszer, a MIRAVIRSEN, igen rovid id6
alatt keriilt klinikai fazisba és jelenleg igen elérehaladott klinikai vizsgalatok vannak folyamatban (van
der Ree MH et al.. Miravirsen dosing in chronic hepatitis C patients results in decreased microRNA-122
levels without affecting other microRNAs in plasma. Aliment Pharmacol Ther. 2016 Jan;43(1):102-13. ;
Sanchez-Nisio MD, Ortiz A.: HCV infection and miravirsen. N Engl J Med. 2013 Aug 29;369(9):877-8. ;
Janssen HL, Kauppinen S, Hodges MR: HCV infection and miravirsen. N Engl J Med. 2013 Aug
29;369(9):878; Janssen HL et al.: Treatment of HCV infection by targeting microRNA. N Engl J Med.
2013 May 2;368(18):1685-94. )
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