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Tisztelt Sapi Professzor Ur!

Halasan koszonom Séapi Professzor Urnak, hogy altaltisszertaciom biralatat és kilon készénom a
részletes birdlatot és az 6sszességében pozidimeaist.

Megjegyzések, kérdések és a rajuk adott valaszok:
1. »Mind a CC, és a CCC révidités is a cholangiocarcinomdra vonatkozik. A CCC révidités valdjaban
cholangiocellularis carcinomdt jelent, amit ma mdr nem haszndlunk, ezért célszer(ibb lett volna

az egész disszertdcioban a CC roviditést alkalmazni.”

A megjegyzés teljesen megalapozott, ma mar val@eholangiocarcinoma a hasznalt terminoldgia és
ennek a CC rovidités felel meg jobban. A régebbegjetent cikkeknél a CCC roviditést hasznaltuk és
mivel az eredmények fejezetben tobbszér ennél aiditégnél maradtam, mivel az eredeti

kozlemeényekben ez lett hasznélva, de valoban redyelett volna egységesen CC-keént réviditeni.

2. ,25 oldal; a pancreas endocrin tumoraindl benignus, borderline és malignus daganatokat
kilbnbéztet meg a jeldlt, ami végigvonul az egész disszertdcion. Mindez a régi
némenklaturdnak felel meg, és bdr az eredményeket egydltaldn nem befolydsolja, de
helyesebb lett volna a neuroendocrin tumor grade |, I, és lll-at haszndlni, hiszen ma mdr

tudjuk, hogy mindegyik neuroendocrin daganat potencidlisan malignus.”

A megjegyzés ismét megalapozott, mivel az (] Kiéi&szié szerint a grade-eket kell hasznalni, mely
egyben a daganatok prognozisara is nyujt felvildges The ENETS and AJCC/UICC TNM
classifications of the neuroendocrine tumors of gastrointestinal tract and the pancreas: a statetne
Kloppel G, Rindi G, Perren A, Komminoth P, Klims®&. Virchows Arch. 2010 Jun;456(6):595-7.;
Pancreatic endocrine tumors: improved TNM stagimgl &istopathological grading permit a clinically
efficient prognostic stratification of patients,&ga A, Mod Pathol. 2010 Jun;23(6):824-33., Progto

validity of a novel American Joint Committee on Gan Staging Classification for pancreatic
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|
neuroendocrine tumors. Strosberg JR, J Clin On20L1 Aug 1;29(22):3044:9 A publikacio idején az
angol nyeha cikk bekuldésekor még a régi nomenklatira volzhakatban, eszerint lettek csoportositva

az anyagok, illetve az eredmények, melyet a putitkkdiraloi sem kifogasoltak. A disszertaciéban
érdemes lett volna egy mondatban tisztazni ezt men&laturak kozti valtozast, mely azonban az
eredmények érdemi részét nem érintette, de az érggrk arnyaltabb és pontosabb interpretéciojat tett
volna lehebveé.

3. A 33. oldalon az immunreakciok kvantitativ elemzésének leirdsdt taldljuk, mely képanalizissel
és szoftver értékeléssel torténik. Kérdéseim: Mennyiben taldlta jelolt szenzitivebbnek a
képanalizist ésszehasonlitva a tébbnyire szokvdnyos ,,szemi-kvantitativ” elemzéssel (szabad
szem és scoring- rendszer)? Volt-e olyan eset, amikor nehezen volt hihet6 a szoftveres elemzés

eredménye dsszevetve a szabad szemmel térténd vizsgdlattal?”

A gyakorl6 pathologus szamara a jelenlegi morforaetszoftverek és képi informéacidval valo
feltoltésuk, illetve a bedllithsi paraméterek staddaldsa tulzottan digényes folyamat. A
szemikvantitativ kiértékelés viszont magaban hadoznagyobb aranyu tévedés Idiséget,
mindazondltal a vizsgalando terulet kijelolésegtile a latoterek kivalasztasa még ha random mddon
torténik is hordoz magéban szubjektivitdst. A ka&tkmérés maga viszont nem mutat szubjektiv
elemeket. Olyan eset nem volt, ahol az egyik maddamagaban nem lett volna alkalmazhat6, azonban
szempont volt, hogy a nekrotikus, illetve bevérzetiiletek ne keriljenek elemezésre. A tudomanyos
megkozelitées megbizhatébbnak fogadja el altalabamogometriai eredmeényeket, ugyanakkor egyes
eredmények rutinban valo alkalmazhatésagat jobHagasljak, ha szemikvantitativ modszeren alapul a
kiértekeles. Ha mdd nyilt ra, mindkét kiértekel®dsmutattuk és az eredményeink szerint mindkét

maodszerrel ugyanarra a kovetkeztetésre jutottunk.
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4, ,37. oldal; a referencia miR-ek kéziil az U6-al szemben a miR-140 bizonyult a legstabilabbnak.
Irodalmi adatok szerint és sajat tapasztalatunk is az, hogy az U6 igen megbizhatd referencia
miR. Vajon mi lehetett az oka, hogy ezekben a vizsgdlatokban az U6 nem volt elég stabil, illetve
a miR-140-en kiviil haszndlt-e mds referencia miR-t, valamint a normdl mdj mellett volt-e mds

normdl referencia szévet?”

A mikroRNS-ek (miR) expresszigjat kilonkbdetegcsoportokban, mintacsoportokban vizsgalva a
mintak agy valnak dsszehasonlithatova, ha van agusekeeping” jelleég miR vagy kis mérét RNS,
melynek expresszidjat a legnagyobb mértékben &laaki gondoljuk. A miR-k sejt, szdvet szinten is
specifikus, mennyiségi és ndiségi Osszetétel szempontjabdl is egyedi mintazaatatnak. A maj
vizsgalata sordn érdemes a majban leirt referemui@-t valasztani. Az U6 tobb nemzetkozi
publikacidban is szerepel, mint referencia miR. éhlazonban, hogy egy adott vizsgalatban valéban
elfogadhat6-e referenciaként, célszerzsgalni, hogy a expresszidja a mintak 6sszesstiéntve
valéban a legkisebb standard eltérést vagy starfubéd mutatja-e ? A kilonbézorojektjeink esetében
nem ez volt a helyzet. A miR expresszio tanulmaagakor a NormFinderAfidersen C.L. et al.:
Normalization of real-time quantitative reverse rigaription-PCR data: a model-based variance
estimation approach to identify genes suited famaization, applied to bladder and colon cancetala
sets. Cancer Res 2004 ;64:5245-535pplikaciot alkalmaztuk a stabil referencia nikegédtasahoz. A
hepatocellularis carcinoméban szenvedtegek Sorafenib kezelésének tanulmanyozasa, s@amint a
hepatoblastomas betegek vizsgalatandl is a miRblzlihyult a legstabilabb expresszioju miR-nek. A
nemzetkdzi irodalomban is kdzéltek mar vizsgalatakazel a referenciaval, ahol HCV talajan kialakult
HCC-s mintakon alkalmaztak/érnholt H. et al.: MicroRNAgene expression probifehepatitis C virus-
associated hepatocellular carcinoma. Hepatologyp&047:1223-123R2 Ezekben a vizsgalatokban
normal kenetet, illetve majszévetet nem hasznaltkoktrollként, mivel el8dlegesen az onkoldgiai
kezelés hatdsat vizsgaltuk. A transzplantalt maalkbHCV rekurrencia kapcsan és a steatosis vatsgal
soran alkalmaztunk normal majszovet kontrollokabeéltetett maj beultetéskor vett kiindulasi biagasz
mintait bevonva a vizsgéalatba. A HCV rekurrencikéselés kapcsan sem az U6 bizonyult a legstabilabb
expresszioju RNS-nek, hanem a miR-23a és miR-3k@aatvolt a legjobb referencia, mig a HCV

hepatitisben a steatosis tanulmanyozasakor a rsispactokban a miR-96 és a miR-125b atlagat tatalta
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legstabilabb referencianak a NormFinder alkalmagaen miR-k eredetileg vizsgalando célpontok lettek
volna. A jelenségre egyértelimmagyarazatot nem adhatd, oka feltételemrettobb tényeis: szoveti
faktorok éppugy szerepet jatszhatnak benne, mintelativ expresszid6 szamolési algoritmusok
bizonytalansaga. Az irodalom szerint szamos viagbah az U6 alkalmas referencia volt, de ezt minden
projekt esetében egyedileg kell megvizsgalni. Az Kis mérei magi RNS. Eppen ezért a megitélése,
mint referencia RNS ellentmondasos, mert nem ,igaER, génexpresszids szabalyozé szerepe a tobbi
miR-hez képest nincs. Az alabbi cikkben sem jayakplde természetesen sok egyéb kdzleményben
alkalmaztédk és adott esetben megtelehet. Peltier HJ, Latham GJ.: Normalization of microRNA
expression levels in quantitative RT-PCR assayentificationof suitable reference RNA targets in
normal and cancerous human solid tissues. RNA. R9814(5):844-52.)

5, »38. oldal; a statisztikai feldolgozds részben, a homogenitds vizsgdlata utdn jéttek a kiilbnbézé
probdk és tesztek, de el6tte még normalitds vizsgdlat is sziikséges. Megtérténtek ezek a

normalitds vizsgdlatok?”

Igen, ezeket minden esetben elvégeztik, hogy agalizesoportok normal eloszlast mutattak-e és
amennyiben nem, akkor az ennek megéetthtisztikai teszteket végeztiik el. igy ha az @ktsn normal
eloszlas volt tapasztalhatd, akkor T-tesztet és XN végeztink, mig ha az adatok nem mutattak

normal megoszlast, akkor Mann-Whitney U-tesztidtvie Kruskal-Wallis H-tesztet alkalmaztunk.
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6. ,40.o0ldal; a 10. dbra dbra aldirdsdban jelzett nyilak nem lathatok.”

Elnézést kérek, a nyomtatasban lemaradtak a nyftaigtolom a nyillal ellatott abrat.

1. dbra Claudin-1 és claudin-7 fehérje expresszitetektalasa immunhisztokémiai vizsgalattal normal rajban, cirrhosisban és HCC-
ben. a, claudin-1 reakcié normal majban, d, claudif7 normal majban: az epeutakban eés expresszié lathat6 (BD), mig a
hepatocytak gyenge fed$idést mutatnak (nyil). Nagyitds: 600x. b: claudin-lexpresszié cirrhosisban; e, claudin-7 reakcié
cirrhosisban: a cirrhotikus nodulusokban a hepatogtak helyenként eds reakciot mutatnak, mely egyes majsejtekben a balsperalis
felszin felé is kiterjed (nyilak). c, claudin-1 fesidés cirrhotikus majban kialakult HCC-ben. A tumorsejtek claudin-1 expresszidja a
cirrhotikus nodulusok méjsejtjeinél is erésebb (nyil). f, claudin-7 reakcid cirrhotikus majban kialakult HCC-ben. A tumorsejtek
claudin-7 expresszi6ja a cirrhotikus nodulusok hepicytainal gyengébb, és dleg az alveolaris struktirédk apikalis felszinére
lokalizalt (nyil). Nagyitas: 600x.
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7. ,66. oldal; jelélt a mdsodik sorban azt irja, hogy , az immunhisztokémiai vizsgdlat eredményeit

az 1. tablazatban foglaltuk 6ssze”, ami valdjagban a 12. tdbldzat.”

Elnézést kérek az elitésért, a 12. helyett elithlilazat elnevezés valoban a 12. tablazatra utal.

8. ,81. oldal; Tricellulin pozitivitds sem a normdl endocrin pancreasban, sem a pancreas
neurendocrin tumoraiban sem volt. Ezen eredmény ujnak szdmit, sok tekintetben teljesen
logikus, ugyanakkor a tricellulin definiciéjat tekintve nehezen elképzelhetd, hogy az endokrin
sejtek csak kettesével taldlkozndnak és nincs hdrmas sejtkapcsolat. Nem lett volna-e érdemes
a normdl pancreas vizsgdlata sordn laser-capture microdisszekciot végezni és ugy hatdrozni

meg a Langerhans szigetek tricellulin mRNS-ét?”

Sapi professzor ur felvetése teljesen megalapo&dthrolamellaris carcinoma projektben préobalkadtu
kis szadmu sejt laser capture microdisszekcidjadal, Western blot analizishez nem volt eleriged
mennyiség izolalhaté fehérje. A Langerhans szigetek azoniveimetiknél fogva alkalmasak lehettek
volna a lézer microdisszekciora és Western blolizieee, azonban mivel az immunhisztokémiai reakcio
nem mutattak protein expressziot, ezért nem végedtia professzor Gr altal felvetett vizsgélatat, a
biztonsag kedvéért érdemes lett volna kiviteleAas.irodalmat atnézve nincs adat a tricellulin norma

vagy daganatos pancreas endokrin szovetekben xjatéssziojara.

9. ,91. oldal; a 69. dbrdn a tricellulin molsulydt figyelembe véve a 60 és 50 kDa-os csikok

érthetéek, de milehet a 80 kDa-os csik? ”

A pancreas ductalis carcinomakban 64 kDa mérettemyban detektaltunk tricellulin elleni antitesttel
reaktivitast ado fehérjét és ez a HCC-ben és CCib&mutathato volt . Az egyes HCC-kben és a CC-
ben megjelet 80 kDa-s fehérje tricellulin splice varianskéntdvaléfordulasa is széba jon, adott esetben

heterodimerként valé &lordulasa is @fordulhat.
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10. ,97. oldal;, a 75. dbra b, ¢ és d képeihez tartozé dbraaldirds nem stimmel, mert az
dbraaldirdssal szemben a HSA, valamint a claudinl és 2, nem pozitiv mind a két

komponensben (fetalis, embryonalis).”

Elnézést kérek a 75. abra alairdsaban szefretelen fogalmazasért, a szvegben helyeseesaéer
hogy a ,a CLDN-1 (75. 4bra C.) és a CLDN-2 (75.a&l.) reakciok a hepatoblastoma fetalis
komponensében egyértdlen ebsebb fehérje expressziot jeleztek a szérvanyodipitastol eltekintve
negativ embryonalis komponenshez képest.” A HSAadiéapedig valoban negativ volt az embryonalis
komponensben. A helyes abraaléiras a kovétkeandat lett volna: ,A HSA (B) és a CLDN-1 (C) &5 -
(D) immunhisztokémiai reakciok pozitivitast muttia fetalis sejtekben, azonban a HSA az embryonalis

sejtekben negativnak bizonyult és a CLDN-1 és €3&k szOrvanyos pozitivitast adott.”

11. ,99. oldal; a beta catenin mutdcidjanak vizsgdlata sordn négy esetbdl (melyek magi
pozitivitdst is mutattak) csupdn egyben sikeriilt igazolni mutdciot, mely pontmutdcio volt. A
mdsik 3 eset nem mutatott eltérést, de kérdésem, hogy nagyobb delécidkat, esetleg teljes

exonkiesést vizsgdltak-e mds modszerrel mint a Sanger szekvendlds, pl. MLPA-val?”

MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplifigah) médszert az esetleges deléciok, exonkiesések
kimutatdsara nem hasznaltunk, csak Sanger szekstradkalmaztunk a pontmutaciok detektalasara. Az
irodalom szerint a magi és/vagysrcytoplasmg-catenin immunhisztokémiai pozitivitds altaldbamabe
catenin pontmutécié miatt tapasztalhatbarfaka Y. et al.. Frequent beta-catenin mutationd an
cytoplasmic/nuclear accumulation in pancreatic dgdseudopapillary neoplasm.Cancer Res. 2001 Dec
1;61(23):8401-4.; Curia MC et al..: Sporadic chilbibd hepatoblastomas show activation of beta-
catenin, mismatch repair defects and p53 mutatidzd Pathol. 2008 Jan;21(1):7-14.de egyéb -
catenin ubiquitindcidjaban részt\efehérjék, igy az axin, vagy APC mutacioja is okatph Gupta A. et

al.: Multifocal hepatic neoplasia in 3 children WitAPC gene mutation. Am J Surg Pathol. 2013
Jul;37(7):1058-66. Emellett poszttranszlaciés modifikacié is alllaatassubb lebontas hatterében. Ujabb
irodalmi adatok alapjan 0j generécids szekvendlaseg tObb wnt jelatviteli mutacié mutathato ki
hepatoblastomabanli@ D et al.: Exome sequencing of hepatoblastomeaals novel mutations and
cancer genes in the Wnt pathway and ubiquitin Bgesmplex. Hepatology. 2014 Nov;60(5):1686).96.
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12. ,118-119. oldal; a mindennapi gyakorlatban haszndlt CK20-at és Ki67-et a jeldlt ugyan olyan
jol haszndlhaténak taldlta az urothelidlis papilloma, a PUNLMP, az invertdlt papilloma illetve a
low grade urothelialis carcinoma elkiilénitésében mint a claudin 1-et. Erdemes-e mégis

haszndlni a claudin 1-et, jelent-e valami plusz informdcidt a mindennapi diagnosztikaban?”

A CK20 pozitivitas kevésbéiinik megbizhatonak az egyes entitasok elkilonitéséife a LG-UCC-ben

a kozépé sejtrétegekben megjeléndezorganizalt feétlés segitséget adhat. A claudin-1 basalis
rétegekben vald pozitivitdsa segithet az invepatiillomak azonositdsaban. Ezen talf@na claudin-1
alacsony expresszidja PUNLMP-ben szignifikansatklsit recidiva mentes tuléléssel jart egyitt. Ennek
rutin pathologiaban vald felhasznélasa a modszsrdardizalasat igényelné. Ahogy a pathologia mas
terlletein is, a ki-67 proliferaciés index emelkselgelzi a rosszabb differenciaciot, igy a LG verkiG
UCC kozott is Torzsok P. és mtsai: Claudins and ki-67: potentiakkers to differentiate low- and high-
grade transitional cell carcinomas of the urinarkatdder.J Histochem Cytochem. 2011 Nov;59(11):1022-
30.). Erdekes modon az alacsony versus magas ki-67 indexjelezte a klinikai viselkedést LG-UCC-
ben, azonban az alacsony claudin-4 expresszio &losszidiva mentes tuléléssel jart egyutt. Jelealeg
rutin diagnosztikdban a ki-67 index meghataroz&salitas, adott esetben a claudinok vizsgélata
lokalizaci6juknal fogva segithet egyes entitasdii@nitésében, illetve nagyobb mintaszamon igazolva

és standardizalva a modszert alkalmas lehet pragkas illetve prediktiv markerek.

13. ,124-127. oldal; jelélt igazolja a claudinok differencidlt expresszidjat a kiilbnbéz4 dysplasidk és
az in situ carcinoma tekintetében. Kérdésem, hogy a claudinok szenzitivitdsa hasonlé-e a
manapsdg haszndlatos P16 érzékenységéhez, illetve képes-e kiilénbséget tenni a gyulladdsos
Latypia” és a valodi atypia kézétt, ahogy ezt a p16 teszi (block pozitivitds)?”

Munkacsoportunk részt vett a kdzelmultban egy magytaszamon torténvizsgalatban és validalasban,

ink4a
melynek soran a CINTEC-PLUE«t6s jelolés: pl6  ciklindependens kinazinhibitor + Ki-67 ) teszt €s

a claudin-1/ki67 ketts immunhisztokémiai reakcié 6sszehasonlitdsa tttdatp mint 1300 liquid based
keneten és az az eredmény sziletett, hogy laadia-1+Ki-67:Specificitasa: 84,9 % , mig

szenzitivitasa:64,9 % volt, a CINtecPLUS: 79,9 %-os specificitasahoz ¢s 68,5 %-s szenzitivitasahoz
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képest. Osszességében tehat az eddigi eredmények alapjan a teszt egyenértékii a CINTEC-PLUS

rendszerrel.

14. ,145. oldal; a hepatoblastomdk microRNS vizsgdlata sordn a magas miR-21 és az alacsony
miR-222, 224 expresszio szignifikdnsan hosszabb tuléléssel tdrsult (fliggetleniil az epithelialis
komponens tipusdtdl). Ugyanakkor jel6lt csak tisztdn epithelialis tipusu hepatoblastomdkat
vizsgdlt. Minthogy feltételezhetd, hogy a kevert epithelialis és mesenchymalis (MEM) tipusban
is az epithelialis komponens hatdrozza meg a progndzist, és hogy a MEM mintegy 45%-ot
reprezentdl, nem lett volna-e érdemes néhdny kevert mesenchymalis epithelialis

hepatoblastomdt is megvizsgdlni?”

Kdszondm Professzor Ur javaslatat. Ritka tumogdéh szd, bar nemzetkdzi vizsgalatok sszevetésében
is jelents szadmu hepatoblastomat vizsgéaltunk, de mivel gyelativ kevés szamu (20 eset) allt
rendelkezésre, ezért nem akartuk a statisztikairtékiélhetséget, illetve az eredmeények
interpretalhatésagat megzavarni. Azonban feltételben a kevert tipusokban is az epithelidlis
komponens a kulcsszerépMikrodisszekcidval és nagyobb szamu kevert dséttiemes lenne a kérdeést
tovabb vizsgalni.

15. ,184. oldal; az 5-6s pontban ezt a megdllapitdst taldljuk: ,A pancreas exocrin ductalis
adenocarcinomdk és a cholangiocarcinomdk tricellulin  expresszidja a daganatok
differencidltsagdval egyiitt csékken”. Minthogy az eredmények alapjan egyértelmiien
dedifferencidciordl van szé (magasabb grade), szerencsésebb lenne igy fogalmazni: A pancreas
exocrin ductalis adenocarcinomdk és a cholangiocarcinomdk tricellulin expresszidja a

daganatok dedifferencidldddsdval egyiitt csékken.”

Kbszondm a megjegyzést, egyetértek Professzor, iwgly egyértelribb lett volna ez a megfogalmazas.
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