Nagy Judit Professzor Asszony,

Koszondm az alapos munkat, amit disszertaciom biralata soran végzett és a mélyen szantd €s igen
hasznos észrevételeket.

Valaszaim az észrevételekre:

A tézisflizet ¢és az értekezés Osszeallitasanal a kettdt funkciondlis egységnek tekintettem, igy
igyekeztem keriilni az atfedéseket. Az értekezés alapjaul szolgaldo 32 kozlemény szerepel a
tézisfiizetben, ezért ezt a felsorolast nem ismételtem meg a disszertdcioban, ahol csak 26
kozlemény tartalmat targyalom részletesen, a maradék 6 kozlemény esetében csak a tobbihez
képest 1j informaciét emlitve. Az impakt faktorokrol és hivatkozasokrdl részletes kimutatast
kellet készitenem és jova-hagyatnom, ezért ezek megismétlésére a disszertdcioban, vagy a
tézisflizetben nem keriilt sor.

K6sz6ndm nagyra becsiilt Professzor Asszony szakmai tartalommal kapcsolatos elismerd szavait!

Valaszaim a kérdésekre:

Az LPS prekondicionalas hatasa az ischemia-reperfuzids karosodasra:

1. Az LPS prekondicionalas elonyeit ismerteté vizsgalati eredményekbdl kitiinik, hogy a
vesékben csak a citokinek mRNS expressziojat mérték, a fehérje expressziot nem.
Kérdésem: mennyiben relevans kizarolag a mRNS expressziojabol kovetkeztetni a
citokinek fehérje expressziojara? A mRNS expresszié biztosan korreldl az aktiv fehérje
szintézisével?

Koszonom a kérdést, a felvetés teljesen helytallo. Az mRNS szintje nem feltétleniil korrelal a
fehérje szinttel szdmos post- transzkripcios és transzlaciés modositasnak koszonhetden. Egy
2008-as vizsgalat soran emberi monocitdkban vizsgaltak 71 géntermék esetében az mRNS fehérje
szint korrelaciot tomegspektrografiaval kombindlt 2D-ELFO ¢és Affymetrix gén-chip
segitségével. Ezen vizsgalat szerint a fehérje ¢s mRNS szintek pozitiv korrelaciot mutattak, de a
korrelacio mértéke valtozo volt és kdzepes erdsségli (Guo Y: Acta Biochim Biophys Sin (2008)).
Jelenlegi kutatasaink {6 irdnya is a fehérje szintézis post-transzkripcids szabalyozasara fokuszal.
Az endotoxin prekondicionélassal kapcsolatos kisérleteink idején az Esseni Laborban az RNS
meghatdrozas volt a rutinszerlien bedllitott (slager) metodika, akkoriban 10 és széles korben
elfogadott modszer, melynek eldnye volt pontossaga szemben a teljes szovet homogenizatumbol
rendelkezésre 4116 fehérje meghatarozasra alkalmazott semi-quantitativ western blottal. Ujabb
vizsgalatainkban a vérbol ELISA-val mérjiik a citokinek szintjét (Racz: Oligonucleotides —
elfogadva), szerv-homogenizatumbdl azonban tovabbra is az mRNS detekticié a pontosabb az
olcson hozzaférhetd semi-quantitativ western-blottal szemben.



2. Milyen tipusu leukocitak infiltracidjat észlelték az ischemia-reperfuziot kovetéen?

Az egyes sejtek (makrofagok/limfocitak) azonositasa tovabbi magyarazattal szolgalhatna az
LPS hatasara kialakult I1L-6 és TNF-alfa mRNS expressziora. A szerzo felveti a TNF-alfa
receptorok downregulaciojat is. Erre vonatkozo konkrét vizsgalatokat is végeztek?

Reperfizid soran eldszor granulocitak jelennek meg a postischemias szervben, majd hamarosan
egyre tobb limfocita és makrofdg infiltrdlja az interstitiumot. A limfocitdk és monocitak okozta
beszlir6dés: kis nagyitassal mononuklearis gyulladasos infiltraci6 fokozatosan atveszi a korai
polimorfonuklearis (PMN) granulocitas infiltracio helyét. Ebben a kisérletben a szdvettani
infiltracidt pedig szamszertien is értékeltiik: a neutrofilek szamolasaval latoterenként 400x-os
nagyitds mellett. A gyulladdsos infiltraci6 tovabbi mindségi vizsgalatira immunfestést is
végeztiink. A Th sejteket CD4 a makrofagokat CD11b antitesttel detektaltuk. Ezen eredmények
az (igy is terjedelmi hatarok felsé részébe keriilt) disszertaciobol kimaradtak, de a kozleményben
szerepelnek.
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LPS eldkezelés hatasa Th (a, CD4) és makrofag (b, CD11b) infiltracidra kezelés elétt (0), 15
perccel, 1,8, és 16 oraval kezelés utan. A sejteket immunhisztokémiai festést kovetden 400x-os
nagyitas mellett szamoltuk latoterenként (Heemann: Am J Pathol, 2000).

TNF-alfa receptor vizsgalat nem tortént de a dolgozat f6 megallapitasa, mely szerint az IL-6 az
LPS indukalta prekondicionalasban kdzponti szerepet jatszik akkoriban ujdonsag volt, azdta
viszont szadmos tanulmany, tobb szervben megerdsitette, hogy a prekondicionalasban az IL-6 a
JAK/Stat 0t aktivalasaval kozponti szerepet jatszik (Teoh NC: J Gastroenterol Hepatol, 2003;
Boengler K: Pharmacol Ther. 2008).



3. Mivel magyarazza szerz6, hogy bar az LPS el6kezelés hatasara a leukocitas infiltracio
csokkent, mégsem volt kiilonbség az iNOS mRNS expresszioban? Ismert, hogy a vese
gyulladasos vagy fibrotikus elvaltozasaiban megfigyelhet6é iNOS szint emelkedés f6 forrasai
a makrofagok.

A kutatas f0 megfigyelése az volt, hogy LPS elokezeléssel az egerek kozel 100%-a taléli a
placebo elokezelés esetén kozel 100%-os letalitasi ischemiat. Az NO rendszer nehezen
vizsgalhat6 preciz, megbizhatdé mddszerekkel, mert az NO nagyon reaktiv, nem stabil, ezért nem
mérhetd kozvetleniil, megbizhatdéan, csak bomlastermékei (peroxinitrit, nitrotyrosin) illetve az
NO termel6 enzimek szintjébol probalnak kovetkeztetéseket levonni, melyek koziil a vesében is
fellelhetdé nNOS ¢és a makrofagok f6 NO termel6 enzime az iNOS ellen szamos cég antitestje
kozott sem sikeriilt megbizhatot talalnunk.

Az eredendden hatékony értagitoként leirt (Ignaro L: PNAS 1987), de azdta szdmos funkcioval
felruhazott (erektilis dysfunkcié (Rajfer, Ignaro: NEJM 1992), angiogenezis, trombocita adhézid
gatlas, horgé tonus szabalyozas, inzulin szekrécid, perisztaltika, idegrendszer fejlodése,
glomerularis filtraci6 szabalyozasa (Baylis C: Kidney Int, 1995) nitrogén monoxid (NO)
szintézisét az NO szintaz (NOS) enzim harom izoforméja katalizalja. Ezek: a kordbban
neurondlisnak (nNOS) nevzett NOS-1 az indukalhaténak (iNOS) nevezett NOS-2 és az
endothelilalis eNOS (NOS-3). Az 0 szdmozott elnevezést az tette indokoltta, hogy az eredeti
leirasoktol eltérd helyeken €s sejttipusokban is kimutattak az adott izoenzimeket.

Valoban érdekes, hogy kisérletiinkben nem volt Osszefiiggés a postischemias vesét infiltrald
makrofagok szadma ¢és a veseszovet homogenizatumbdl detektalt iINOS mRNS mennyisége kozott
a csoportok kozotti 0sszehasonlitdst vizsgalva. Tovabba, bar a makrofadg infiltracié az id6
fiiggvényében fokozodott a vizsgalati idészakban, az iNOS mRNS szint 8 oraval a kezelést
kdvetden alacsony volt.
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A gorbébe nem illeszkedd 8 oras értéktodl (esetleg INOS PCR mérés hibaja) eltekintve az idében
fokozddd mértékli makrofag infiltracionak megfelel a mért iNOS mRNS expresszio hasonld
kinetikaja fokozodasa. Ugyanakkor a két csoport kozotti makrofag infiltracioban mutatkozo
kiilonbséget nem kovette iNOS expresszid kiilonbség. Ezek alapjan az LPS eldkezelés jelentdsen
gatolta a makrofag infiltraciot, de ez nem mutatkozott a veseszdvet homogenizatumbol detektalt
iINOS mRNS expresszidjaban. A megfigyelés egy lehetséges magyarazata, hogy az iNOS-nak bar
fontos, de nem kizarolagos forrasai a makrofagok. Jelentds iNOS expresszié van mezangialis és



érfali endothel (Szab6é C.: New Horiz. 1995) és simaizom sejtekben, cardiomiocitakban is
(Ungureanu-Longrois D: J Mol Cell Cardiol. 1995). Az érfalban termelddé NO elsé sorban
értagitod funkcidju. A mintakbol nem végeztiink NOS fehérje kimutatast, ami segithetne a kérdést
tisztazni.

A vesetranszplantalt betegek korlapjainak retrospektiv analizise

1. A transzplantalt betegeket szerzo két csoportra osztotta:

- elso csoport tagjaiban a graft > 15 évig miikodott

- masodik csoport tagjaiban a graft 1 héonap-10 év alatt tonkrement. Kérdésem: miért
maradtak ki az analizisb6l azok a betegek, akikben a graft 10 - 15 évig miikodott?

A kozleményben €és a miiben is az 0sszes beteg adatai szerepelnek a grafikonokon (Isd. M/7-9.
abra). A betegek korlapjaibol nyert adatokat szamitogépre vittiik, majd sokféle statisztikai
analizis (Cox-prognoézis modell, linedris-regresszid, cut-off pontok vizsgalata) segitségével
kerestiik a hossza tavu tuléléssel 0sszefiiggésbe hozhaté klinikai adatokat. A statisztikai analizist
tobb 1épcsOben végeztiik: A graft tulélésének Kaplan-Meier vizsgélata soran kerestiik a hosszi-
tava tulélésre jellemzod vizvalaszto tulélési idét. A Kaplan-Meier gorbén 15 évvel az atiiltetés
utédn talaltunk egy kisebb csticsot, ezért itt hliztuk meg a hosszu-tavu talélés hatarat. Ezt kovetden
a graft késoi elvesztéséhez kapcsolodo rizikd faktorok megallapitasara tobb valtozos ANOVA-t,
majd az egyes rizikotényezok fiiggetlen prognosztikus értékének meghatdrozasara cox-analizist
végeztiink. A statisztikai algoritmus kovetkezo 1€épésekként regresszios analizissel ezen faktorok
a graft talélésre kifejtett hatasat vizsgaltuk. Végiil két csoportra osztva és csoportok kozotti
Osszehasonlitasokat végezve probaltuk megerdsiteni a statisztikai algoritmus soran kapott
eredményeket.

Az Esseni Egyetemi Klinikan statisztikai tanszék segitette a kutato-munkat. Kérésre minden
projekthez kirendeltek statisztikus tanacsadot. TémavezetOm javaslatara felkeresett statisztikus
segitségével dolgoztuk ki ezt a statisztikai vizsgalati algoritmust.

Serum creatinine levels 6 months after transplantation
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Egy eredeti xls grafikon a kutatdsbol mely a szérum kreatinin és a talélés kozotti dsszefiiggést
vizsgalja — 6 honappal az atiiltetést kovetden.



2. A 4. tablazatban (Metabolikus paraméterek a transzplantacio elétt és utin) a szérum
kreatinin szintje mellett fel kellett volna tiintetni a becsiilt GFR értékét is, mely
pontosabban adja meg a vesefunkciot, mint a szérum Kkreatinin. A tablazatban egyébként a
szérum kreatinin mmol/l (!?) - ben van feltiintetve, mely valosziniileg a mikromol/l elirasa, a
szovegben pedig szerzé kovetkezetesen mg/dl-es mértékegységrol beszél és a szérum
kreatinin mg/dl-ben van megadva pl. a 9. abraban is. Hazankban az elfogadott
mértékegység a mikromol/l, ezért célszerii lett volna a mg/dl-ben mért adatokat erre
atalakitani.

A kozlemény 1997-ben jelent meg. Akkoriban eGFR-t még nem hasznaltdk, nem volt olyan
széles korben alkalmazott, mint ma. Bar a Cockroft-Gault formulat 1976-ban irtak le (Cockcroft
DW, Gault MH: Nephron, 1976), az eGFR széles kort klinikai bevezetésére csak az MDRD
1999-es leirasat (Levey AS: Annals of Internal Med 1999) kdvetden kertilt sor. A vizsgalatok
(1995-6) és a kozlemény elfogadasanak idején nem volt rutin adat az Esseni Klinikan az eGFR.
Kreatinin mértékegységgel kapcsolatosan a valtészam: 1 mg/dl kreatinin = 88,4 umol/l. A
disszertacioban szereplo tablazatba a kozlemény forditadsa soran csuszhatott a hiba. K6szénoém az
¢szrevételt. Az elirds oka, hogy a word szovegszerkesztében a magyar ,,m” betli gorog
,»szimbolum”-nak formatalva adja a p : mikro jelet. Az ilyen formatalasok sajnos idonként
elvesznek, kiilondsen a tablazatok ,,masolds-beillesztés™ segitségével torténd mozgatdsa soran.
Az eliras oka a tablazatban tehat formatalési hiba.

A vizsgalatokat Német orszagban, az Esseni Egyetem Vesetranszplantalt betegeinek
belgyogyaszati utokezelését ellatdé ambulancidjan nyilvantartott és kezelt betegek adatainak
elemzésével végeztilkk. A kreatinin adatok mg/dl-ben szerepeltek a korlapokon és
kozleményiinkben. Koszondm szépen, hogy Nagy Judit professzor Asszony felhivta erre a
figyelmemet, mivel én nem vagyok klinikus, Korélettanbol a mg/dl-es (referencia érték: < 1,2
mg/dl) és a pumol/l-es (referencia érték: < 120 umol/l ) értéket is oktatjuk. Ezért nem
modositottam a kozolt eredményeket a disszertacidban.

3. A 36. oldalon olvashaté6 megbeszélésben szerzo kihangsilyozza, hogy ,,a kezdeti szérum
kreatinin szint (> 4 mg/dl) az elorejelzés szempontjabol igen értékes adat”. Sajnalatos
moédon azonban a kezdeti szérum Kkreatinin szinteket sem a metodikiban, sem az
eredményekben nem talaltam és csak az 5 és 10 évvel a transzplanticio utani értékek
vannak feltiintetve a 4. tablazatban.

Az Esseni Klinika transzplanticiés ambulancidjan a kreatinin szint folyamatos, szoros
monitorozasa része volt a betegek rendszeres kovetésének. Igy minden beteg esetében igen sok
kreatinin adat allt rendelkezésiinkre, amit tobb statisztikai modszerrel is elemeztiink pl. 1-3-és 6
hoénappal 1-5-és 10 évvel atiiltetés utan. Ezen vizsgalatok soran azt tapasztaltuk, hogy a szérum
kreatinin szint szignifikdnsan alacsonyabb volt az egész kovetési iddszakban, azokban a
betegekben, akiknél a graft hosszl ideig miikodott. A tobblépesds statisztikai analizis soran a cox
prognosztikai tényezoket keresO vizsgalatban az atiiltetés utan 1 honappal mért szérum kreatinin
szint volt a korai graft vesztés legegyértelmiibb jelzdje. Ezen cox analizis alapjan kerestiik az
atliltetés utani 1 honappal mért kreatinin szint osztopontjat. Azt talaltuk, hogy 4 mg/dl (4*88,4 =
353,6 azaz 354 mikromol/L) feletti értéknél 4,1+1 év, mig 4 mg/dl (<354 pumol/l) alatti 1
hoénapos kreatinin esetén 6,7+0,5 év volt az atlagos graft mikodés ideje. Ezen eredmény (a mitét
utan 1 honappal mért kreatinin szint) a 9. grafikonon lathaté a disszertacioban. A csoportok



szerinti Osszehasonlitas eredményét a cikkben azért nem kozoltik, mert a korai kreatinin
prognosztikai jelentdségét nem a két csoport Osszehasonlitdsaval, hanem a cox és regresszids
analizis soran talaltuk. Ezért nem szerepel a két csoport korai kreatinin szintjének szamszert
atlaga a dolgozatban sem. A kért adatok: hosszu tavu talélés: 150 + 24 umol/I (1,7 + 0,3 mg/dl),
kontrol: 230 + 9 umol/L (2,6 = 0,1 mg/dl) (p=0,018).

4. Végiill opponens oOrommel olvasta volna a német betegekben talalt eredmények
osszevetését a magyar transzplantalt betegek adataival.

En is. Els6 hosszabb esseni tartozkodasom utan egyik elsé didkkords hallgatom segitségével
elkezdtiik Gsszegytijteni és feldolgozni a Budapesti Transzplantacios Klinikai beteganyaganak
adatait. Az alapvet6 kiilonbség az esseni €s a budapesti rendszer kozott, hogy Essenben a miitétet
kovetéen a betegek kovetése a Belklinika kiilon részlegén, a Transzplantidciés Ambulancian
torténik, mig nalunk a sebészeti transzplanticios részleg mellet nincs hasonld belgyogyaszati
részleg (a Transzplantacios Klinika alkalmazasaban all 1-2 belgyégyész). igy kérlap analizisiink
nem vezetett hasznalhaté eredményekhez, mert nagyon hidnyosak volt a rendelkezésre allo
adatok (alap adatok: kreatinin, vérnyomads), csak akkor szerepeltek a betegek anyagaban, ha
valamilyen panasz (akut kilokddés gyant) indikalta a mérést.

Halasan koszonOm a faradtsadgos és alapos munkat és a j6v6 kutatdsai szempontjabdl is hasznos
és utmutato jellegti biralatot !

Budapest, 2011. aprilis 18.

Dr. Hamar Péter



