Valasz Dr. Miseta Attila, egyetemi tanar biralatara

Ezuton is szeretném megkoszonni professzor r faradozasat, a biralatra szant idejét, a
részletes értékelést és az MTA Doktori értekezés pozitiv biralatat.

A felvett kérdésekre, problémakra a valaszaim a kovetkezoek:

21. oldal 2. bekezdés. ,, Az akut fazis fehérjék a majban termelédnek...” Nyilvan nem mind...
Erre késobb a szerzo is ramutat pl. a PCT-re.

Vilasz: A biradlo megjegyzése teljesen helytallo, az akut fazis fehérjék jelentds része a majban
termelddik, de tobb olyan fehérje is van, amelyek forrdsa extrahepatikus (is) lehet; elsésorban
epithelialis és endothel sejtek, valamint egyes kotoszoveti elemek jelentik az eredetét ezeknek
a molekulaknak (S. Jain et al., J Pharm Bioallied Sci, 2011, 3:118-127). A teljesség igénye
nélkil ide sorolhato a Disszertacioban emlitett PCT, de ide tartozhat a szérum amyloid A (N.
Upragarin et al., Histol Histopathol, 2005, 20:1295-1307), egyes komplement komponensek
(Naughton et al., J Immunol, 1996, 156:3051-3056; Naughton et al., Eur J Immunol, 1996,
26:2108-2112), valamint a ceruloplasmin és az al-protease inhibitor (J.G. Raynes, Biochem
Soc Transact, 1994, 22:69-74) is.

1. Mi magyardzza a két sCDI14 forma igen jelentés méretbeli eltérését. Ez kizarolag poszt
transzldcios modosuldsoknak tudhato-e be? Milyen funkciondlis eltérések vannak emiatt?

Valasz: A szérumban kimutathato két szolubilis CD14 (sCD14) izoforma egyértelmiien
posztranszlaciés modifikacié eredménye. Harom fliggetlen publikacio is bemutatta in vitro
kisérletekben a membran-expresszalt CD14 lehasadasaval 1étrejovo kisebb, 48 kDa-0s sCD14
keletkezésének mechanizmusat, illetve a poszttranszlacios modifikaciot (GPI-farok
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1993, 23:2144-2151; JJ. Durieux et al., Eur J Immunol, 1994, 24:2006-2012; P. Bufler et al.,
Eur J Immunol, 1995, 25:604-610). A két izoforma aranyat szérumban tobb betegcsoport
esetében is tesztelték, de igazan komoly vizsgalat a két varians funkcionalis kiilonbségeinek
felderitésére nem tortént. A CDI14 molekula legfontosabb biologiai tulajdonsaga az LPS
molekulak kotése. Miutan az LPS kot6 rész a molekula N-terminalis kb. 100 aminosavat
felolelé régioban talalhato (SL. Kelley et al., J Immunol, 2013, 190:1304-1311), a mCD14
enzimatikus hasitasa pedig a CD14 C-terminalis végét érinti, igy a f6 funkcidt illetéen nem
valdszinii, hogy nagy kiilonbség lenne a két izoforma kozott.

Az, hogy a két CD14 varians nem volt kiterjedt kutatas targya, azzal is Osszefiigghet, hogy
bar hosszu ideig a legfontosabb LPS kotd receptornak tartottuk, de 1999-ben ismertté valt,
hogy az "igazi" LPS recepor a Toll-like receptor 4 (TLR4) molekula, és a CD14 ennek inkabb
csak koreceptora. Ett6l kezdve az innate immunitast érintd kutatdsok a TLR csalad felé
fordultak, és a korabban sokat vizsgalt CD14 molekula kikertilt az érdeklédés fokuszabol.



Az sCDI14 mérésre beallitott daramlasi cytometrias mérés valoban olcsobb, mint az
immunometrids modszerek. Ezzel egyiitt nehezen hihetd, hogy a modszer analitikai képességei
osszevethetdk. Tovabbd a FACS modszerek munkaerd igényesebbek is.

Valasz: A sCD14 mérésére alkalmas aramlasi citometrias modszer beallitasa 2000-2001-ben
tortént. Ekkor sCD14 ELISA mar kereskedelmi forgalomban elérhetd volt, ugyanakkor - az
akkor rendelkezésre allo kutatasi tAmogatasaimhoz mérten - €z rendkiviil kdltségesnek tiint,
kiilonosen nagyobb szamt minta tesztelése esetén. Ezért dontottiink egy sajat modszer
fejlesztése mellett, és ezért valasztottunk kompetitiv immunoassayt. Ehhez ugyanis csak
egyetlen anti-CD14 antitestre volt sziikség, amit a hollandiai kooperald partneriink bocsajtott
rendelkezésiinkre, a mintaban 1évé sCD14 pedig az izolalt monocitak felszinén 1évé mCD14
molekulakkal versengett az antitesthez valo kotddésért. A modszer fejlesztését egy akkoriban
egyre népszeriibbé valé 1j technika is inspiralta. Ebben az idében keriiltek az érdeklddés
kozéppontjaba a bead alapt, aramlasi citometrias immunoassay-k, amelyek szolubilis
fejlesztett rendszer ezekhez is mutatott hasonlosagot.

A teszt analitikai képességei azonban valoban elmaradtak a gyari, SCD14-et mér6
immunnoassay-kétél, és a munkaigényiik is jelentds volt. Igy a késSbbiek soran, a kutatasi
tamogatasok boviilésével és az ELISA-k ardnak csokkenésével mi is attértiink ezekre a
modszerekre, és a kés6bbi vizsgalatainkban mar sCD14 ELISA rendszereket hasznaltunk.

2. Az immunmetrias mérések kozott szamos olyan van, melynek a diagnosztikus szenzitivitasa
és specificitasa kivannivalot hagy maga utan. Lasd pl. a CDI4 méréseket az atopids
dermatitises valamint a poly-és dermatomiosytises betegekben. Mi a véleménye a cost/benefit
aranyokrol, a mérések alkalmazhatosaganak a korlatozasarol?

Valasz: A Disszertacidbban bemutatott tobb biomarker klinikai hatékonysdga meglehetdsen
szerény. Leginkabb ide sorolhat6 a biralo altal emlitett mebran-expresszalt €s szolubilis CD14
mérés atopias dermatitises (AD-s) és poly-dermatomyositises (PDM-es) betegekben. Az AD-s
csoportban az optimalis cut-off mellett sem volt magasabb a szenzitivitas mint 70-75%, mig a
specificitas 60-80% kozott mozgott. A PDM-es betegek esetében a szenzitivitas 50-60%, a
specificitas 60-80% kozott volt a tesztelt paramétertdl és alcsoporttol fiiggden. Valamivel
hatékonyabbnak bizonyult a CD14 mérés az SLE-s betegekben (80% koriili szenzitivitas és
specificitds), és kiilondsen a steroid terapia hatasiara kovetkezett be jelentds valtozas a
MCD14-expresszidjaban. Igazan hatékonynak tekintheté markerek azonban a CRP és PCT
voltak a cirrhosishoz tarsul6 infekcid kimutatasaban, valamint a tiidérakos betegek esetében a
HE4-bol, CEA-bol és CA125-bdl, illetve a QP markerekbdl képzett composite score-ok
(ezekkel akar 90-95%-os specificitas és szenzitivitas is elérhetd volt).

Azt, hogy egy 1j teszt bekeriil-e a rutin diagnosztikai vizsgalatok repertoarjaba tobb
tényez6 is befolyasolja. Nagyon fontos a klinikai alkalmazéas célja. Példaul egy olyan
betegség esetében, ami stlyos, de jol kezelhetd, és a fals pozitiv eredmények nem vezetnek
komoly fizikai, pszichés vagy anyagi karhoz/hatranyhoz egy nagyon magas szenzitivitasu, de
alacsonyabb specificitasu teszt is megfeleld lehet, illetve ugy lehet beallitani egy adott teszt
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cut-off értékét, hogy 90-95% szenzitivitast biztositson alacsonyabb specificitds mellett.
Természetesen az alkalmazott cut-off valtoztatasaval javithatd az adott teszt szenzitivitasa a
specificitis rovasara és vica-versa. Ertelemszerfien komoly elény lehet egy teszt
kivéalasztasanal, ha a magas szenzitivitds magas specificitassal is tarsul. Egy 10j teszt
favorizalasanal és rutin diagnosztikus bevezetésénél fontos szempont az is, hogy a mar
meglévo és széleskorben hasznalt teszteknél hatékonyabb legyen. Az egészségiigyi ellatas
anyagi forrésai is jelentenek jelenleg egy szlik keresztmetszetet, igy fontos elvaras az is, hogy
az 0j teszt olcsobb legyen, mint a mar meglévoek.

Mindezek alapjan egy 1j teszt akkor keriilhet be a napi klinikai gyakorlatba, ha az adott
diagnosztikai feladat megvaldsitasaban a hatékonysdga jobb, és nem keriil szdmottevéen
tobbe a jelenleg alkalmazott vizsgalatokndl, vagy ha a hatékonysdga hasonlo, de
szignifikansan olcsobb. Ez a gondolatmenet befolyasolja az utdbbi iddben egyre népszeriibbé
valdo composite score-ok alkalmazasanak elterjedését is, amit a laboratoriumi diagnosztika
fejlédésében én magam is egy fontos utnak tartok. A két-harom-négy markerbdl képzett
score-ok megalkotasanak koltsége tobbszordse lehet egy-egy egyedi marker mérésének, ¢€s
csak akkor van létjogosultsaga a rutin diagnosztikaban, ha ezekhez képest szamottevéen
nagyobb a klinikai informdcidtartalma.

3. A sclerostin és egyéb paraméterek korrelacioi meglehetosen laza oOsszefiiggéseket
mutatnak, melyek statisztikailag gyakran mégis szignifikansak. Mivel magyardzza ezeket?

Valasz: Az emlitett munkéban egy oszteocitak altal termelt, csontképzddést gatld fehérje, a
sclerostin szérum szintjének valtozésait és Osszefiiggéseit vizsgaltuk meg 50 év feletti férfiak
mintdiban. J6 néhany valtozoval kaptunk szignifikans Osszefiiggést - Pearson-féle linearis
korrelacids analizist hasznalva -, melyek koziil a legjelentdsebbnek az életkorral, eGFR-rel és
a kreatininnel, illetve cystain C-vel vald korrelacio bizonyult. A teljes populacid esetében
ezek az Osszefiiggések valoban alacsonyabb korrelacios koefficiens értékeket mutattak
(R=0,160-0,250). Az életkorral vald valtozast figyelembe véve 2 csoportra osztottuk a
vizsgalt egyéneket (59 ¢év feletti és alatti populacio), és az 1désebbek esetében mar joval
erosebb Osszefliggéseket kaptunk a sclerostin €s a fent emlitett paraméterek kozott (R=0,39-
0,52). A sclerostin szint és a vese funkcio kozotti 0sszefliggés mar ez alapjan is egyértelmii
volt, de amikor egy linearis regresszios modellbe épitettilk be a cystatin C-t és az életkort,
akkor csak a cystatin C bizonyult a sclerostin szint fliggetlen eldrejelzéjének. Ez az analizis is
mar magasabb standardizalt regresszids koefficienst mutatott (f=0,487, p<0,001). Mindezek
alapjan a publikdci6 f0 lizenete az, hogy a szérum sclerostin szintet a vese funkcio
ismeretében kell értékelniink, és erre idealis a cystatin C mérése, hiszen ez fiiggetlen a nemtdl,
az ¢letkortol és az izomtomegtdl. A sclerostin és az egyéb csontmarkerek Osszefliggése is
leirasra keriilt a kozleményben és a Disszertacioban, de ezeknek a relevancidja - részben a
lazabb Osszefliggések miatt - egyértelmiien nem volt megitélhetd, nagyobb populacion kell a
méréseket megismételni.

Azt, hogy egy R érték milyen erdsségli korrelaciét mutat tobb tényezd is befolyasolhatja.
Konvencionélisan ha R>0,8 nagyon erdés, ha 0,8>R>0,6 erds, ha 0,6>R>0,4 kozepes, ha
0,4>R>0,2 gyenge mig ha 0,2>R nagyon gyenge 0sszefliggésrol beszéliink (KH. Zou et al.,
Radiology, 2003, 227:617-628). Ugyanakkor az R értékét és a korrelacid szignifikanciajat
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befolyasolja tobbek kozott pl. a korrelaltatott adatok mennyisége, azok fajtaja, megoszlasa,
variabilitasa, illetve kiesd értékek jelenléte. Ha pl. 10 adatpar kozott vizsgaljuk meg az
Osszefliggést az R értéke akkor lehet szignifikdns ha nagyobb, mint 0,63; mig 100 par
esetében mar R>0,20 esetén lehet szignifikans az 6sszefliggés. Az adat tipus hatasara jo példat
jelentenek a pszichiatria vizsgalatok (pl. depresszids allapot stilyossaga vs. vizsgalt marker),
ahol a nagy individualis variabilitas miatt 0,5-nél nagyobb R érték mar nagyon jonak szamit.
Végiil minél nagyobb - pl. a mérés bizonytalansaga miatt - valamelyik adatsor szorasa ez
szintén eredményezheti az R érték csokkenését, annak ellenére, hogy a két adatsor kozotti
Osszefiiggés valojaban szoros.  (LD. Goodwin et al., J Exp Educat, 2006, 74:251-266;
http://www.healthknowledge.org.uk/e-learning/statistical-methods/specialists/linear-
regression-correlation;  http://blog.minitab.com/blog/adventures-in-statistics-2/regression-
analysis-how-do-i-interpret-r-squared-and-assess-the-goodness-of-fit).

4. A QP300 kit vizsgalata kapcsan, de dltalaban is felmeriil, hogy a kutato nem végzett igazi
alapkutatdasokat, altaldban megelégedett a rutin vagy bevezetés eldtt allo paraméterek
Osszeméréseivel és ezek statisztikai analiziseivel. Miért nem haladt tovabb az ok okozati
osszefiiggések elemzésivel legalabb néhany a szamara érdekesebb esetben?

Vilasz: A biral6 észrevétele az MTA doktori disszertacioban bemutatott eredmények alapjan
valoban helytallo. A teljes tudomanyos munkassagomat altalaban is dominaljak a klinikai
jellegi kutatdsok, de a disszertacid anyaganak Osszedllitdsakor kiilondsen azokat a
tanulmanyokat szedtem csokorba, ahol valamilyen biologiai marker klinikai
alkalmazhatdsagat vizsgaltuk; ez jelentette a dolgozat egyfajta "kdtdanyagd"-t.

A Disszertacidban bemutatott projektek kozott is van ugyanakkor olyan, ahol probaltunk
bizonyos alapkutatasi kérdésekre is valaszt adni. A Journal of Hepatology-ban megjelent
kozleményilinkben (M. Papp et al, Journal of Hepatology, 2013, 59:457-466) példaul, a
cirrhosist kiséré anti-neutrophil citoplazmatikus antitestek (ANCA) kimutatasan tal az IgA
ANCA-k kialakuldsanak mechanizmusat is vizsgaltuk. Az IgA molekulan jelenlévo
szekretoros komponens és az IgA2 izotipus aranyanak novekedése ezen antitestek mucosalis
eredetére utalt. Ezt a vizsgalatot azota mar folytattuk is. Egy nemrégiben elnyert OTKA
palyazat (szam: 115818, témavezetd Dr. Papp Maria) keretében cirrhosisos betegek
bélbiopszids mintdiban immunhisztokémiai vizsgalattal értékeljiik az IgA-t szekretadldo B és
plazmasejteket, illetve izolalt B limfocitak in vitro IgA ANCA termelését teszteljiik
kiilonbozd bakterialis termékekkel (LPS, FimH, CpG-ODN) tortént stimulalast kovetden.

A masik Disszertacioban is szerepld projekt, amelyhez tovabbi jelentds kisérletes anyag is
tarsult mar a QuantiPlasma kitek fejlesztése. A betegpopulaciok vizsgalata mellett a kitekben
szerepld antitestek antigénspecificitasa is karakterizalasra keriilt. Immunprecipitaciot kovetd
gélelektroforézis utdn az antitest altal megkotott fehérje(ék) azonositdsa tomeg-
spektrometriaval tortént. Fag-display technika és az ellenanyagok varidbilis régidinak
szekvenalasaval pedig epitop szinten is sikeriilt ezeket az antitesteket karakterizalni. Nagyon
érdekes megfigyelésiink, hogy a chipeken jelenlévd, ugyanazon fehérje kiillonb6zo epitdpjait
felismerd antitestek eltéré modon viselkednek. Bizonyos antitestek jol hasznalhatok egyes
betegek és az egészséges kontrollok megkiilonboztetésére, mig ugyanazon antigén madsik
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epitopjat felismerd antitestek nem hatékonyak. Ez azt jelzi, hogy a plazma proteom
feltérképezése mellett a plazma epitom vizsgalata még hatékonyabb biomarkerek azonositasat
eredményezheti. Ebben az esetben a technologia fejlesztése ami jelentds, és fontos az is, hogy
hipotézis nélkiili vizsgalatokrol van szo; ez is tekinthetd bizonyos szempontbol
alapkutatasnak, de az emlitett célzott hipotézisvezérelt vizsgalatok is elkezdddtek. Fontos azt
is megjegyezni, hogy ezen vizsgalatok finanszirozasa kifejezetten ipari jellegii. A QP Kitek
szabadalmi bejegyzése egyébirant rovid idon beliill megtorténik, és reményeink szerint, ezt
kovetden tobb jelentds publikacidban tudunk majd beszdmolni ezekrdl az eredményekrol.

Ugyanakkor a Disszertacioban bemutatottakon tul tobb olyan kutatasi témam is volt, ahol
nem deskriptiv jellegli klinikai kutatast végeztem, hanem bizonyos sejt szintli alapfolyamatok
mechanizmusat kutattam. A teljesség igénye nélkiil ide sorolhat6 pl. a monocitakon beliil a
CD14-kotott LPS internalizacié folyamatanak vizsgalata (P. Antal-Szalmas et al., Cytometry,
2000, 41:279-288) vagy a sejtfelszini CD14 receptorszam ¢s a sejtaktivacid kozotti
Osszefiiggések tanulmanyozasa (P. Antal-Szalmds et al., Immunology Letters, 2004, 93:11-
15).

Kiilon fejezet volt a kutatdmunkdm sordn a legkiilonb6zdbb autoimmun betegségek
kialakulasat befolyasoldé Thl1/Th2 egyensuly valtozasanak vizsgalata, amely alapvetéen
betegség patomechanizmus vizsgalatot jelentett (B. Irinyi et al., Acta Dermatology and
Venereology, 2002, 82:249-253; M. Aleksza et al, British Journal of Dermatology, 2002,
147:1135-1141; E. Bodolay et al., Journal of Rheumatology, 2002, 29:2136-2142; A. Szegedi
et al., Immunology Letters, 2003, 86:277-280).

Az alapkutatasi projektek ko6zé sorolhaté még egy innovativ munka is, ahol
mintazatfelismer6 receptorok (CD14, RNase7) és az IgG molekula Fc részét fuzionaltattuk
molekularis biologiai modszerekkel, és az igy kapott fizids fehérje tulajdonsagait (kotddés
baktériumokhoz, fagocitézis és a baktériumok elpusztitdsanak segitése) vizsgaltuk, mely
potencialis antimikrobialis molekulak létrehozasat eredményezte (A. Vida et al., Immunology
Letters, 2012, 146:31-39).

Osszegezve tehat, a Disszertacidban bemutatott munkék valéban alapvetden biomarkerek
azonositasdnak ¢és klinikai alkalmazéasanak kiilonb6zd aspektusait mutatjdk be, azonban
jonéhany olyan projekt volt és van jelenleg is folyamatban, ahol alapkutatis jellegii
vizsgalatokat végziink.

M¢ég egyszer szeretném megkdszonni professzor Ur részletes értékelését, és az MTA Doktori
értekezés pozitiv birdlatat.
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