Valaszok Dr. Prohaszka Zoltan opponensi véleményére:

Nagyon koszondom Prohaszka Zoltan professzor ur alapos, részletes biralatat, elédremutatd

javaslatait és tamogato allasfoglalasat. A valaszaimat az aldbbiakban részletezem:

1, Az adatok bemutatdsdval és értékelésével kapcsolatos kérdés:

Obszervdcids klinikai vizsgdlatok esetén megalapozott dontéseket (kapcsolatok, predikciok)
csak kiegyensulyozott vizsgdlati csoportok adataira alapozva lehet hozni. Amennyiben a
vizsgdlati csoportok nem kiegyensulyozottak zavardé- és torzité tényezék szempontjabol,
adjusztalt analizis is célravezetd lehet. Munkdja sordn eset-kontroll, eset-eset és
kohorsz/kimenet tipusi vizsgdlatokat is végzett, ilyen dsszehasonlitdsokat tartalmaz a doktori
mii (SS/SLE/kontroll, SLE/APS+ és SLE/APS-, iziileti betegek kovetése/relapszus), azonban
kovetkeztetéseit nyers (egy szempontos) osszehasonlitdasokra alapozza minden esetben (van
ahol a szérds sincs feltiintetve az dtlag mellett, pl. 5. tabldzat elsé sora). Miért nem tortént
tobb szempontos (adjusztdlt) statisztikai analizis? Mit gondol, befolydsolta volna a
kovetkeztetéseket az ilyen fajta elemzés?

Az eredmények kiértékelése €s publikaldsa soran éltalaban statisztikdban jartas matematikus
segitségét vettem igénybe, illetve a szerzbtarsak és a kéziratok biraloi részérél jovo
kommentarok, tanacsok alapjan is 4tdolgoztam sziikség esetén az analiziseket. Ezen szlir6k
utan, bar biztos vagyok benne, hogy Professzor Ur meglatasa helytalls, de gy vélem, az

eredményeket érdemben befolyasolé eltérés nem volt.

2, A génexpresszios vizsgalatokkal kapcsolatos kérdés:

A glikozildciés mintdzat molekuldris mechanizmusainak vizsgdlata sordn tobb alkalommal is
végzett génexpresszios analizist, azonban a génexpresszios vdltozdsok elemzését és
bemutatdsdat nem egységes modon végezte. Egyes esetekben a referenciaként haszndlt gén
expresszidjabdl levonta a vizsgdlt gén expresszidjat (21., 22. dabrdk), mig a mads esetekben
hdnyadosokat szamolt (14., 24. dbrdk). Mi volt a kiilonboz6 szdmitdsi méd oka?

A kvantitativ valds-idejii PCR egy haztartasi gén kifejez6déséhez hasonlitott, igy relativ
mRNS szint meghatdrozéasaval ad informaciot a vizsgalni kivant génexpressziordl. A relativ
mRNS szint kiszdmitdsi mddja az adott gén kiindulasi mennyiségét jellemzd kiiszobérték
ciklusszamok (Ct-érték) kiilonbségének meghatarozasa (ACt szamitas), mint az a 3.2.1.4.

és 3.2.2.4. fejezetben leirasra Keriilt. A vizsgalt génre és a housekeeping génre vonatkozd
kitevok kiilonbségét abrazoljuk, ami a két érték hanyadosdnak felel meg. Ezt a szamitast
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minden esetben elvégeztiikk és a 14.A, 21. és 22 A abran ezen értékek keriiltek abrazolésra.
Abban az esetben, amikor két mintasor kozti eltérésre vagy valtozasra szeretnénk helyezni a
hangsulyt, akkor ezen ACt értékekkel tovabbi miiveleteket végezhetiink, hogy
szemléletesebbé tegyiik a génexpresszidbeli kiilonbséget. Igy a 24 A abran az egészségesek és
az SLE-s betegek kozti eltérést dbrazoltuk, az arbitralis egységek azt mutatjadk meg, hogy az
SLE-s betegek relativ mRNS expresszids értéke hanyszorosa a kontrollok atlaganak. Ezt fejti
ki felette a szovegben: ,,a TMEM?203 molekula....13,83-szoros upregulaciot észleltiink a
kontrollokhoz képest”, vagyis a két csoport relativ expresszios ratai atlaganak a hanyadosa
13,83. A 22. B ébréan pedig azért alkalmaztuk a ACt értékek hanyadosanak (transzformalt
értékeik kitevdinek a kiilonbségének) abrazolasat, mert azt szerettilk volna lathatova tenni,
hogy az ellentétesen haté enzimek (szialil-transzferazok, illetve szialiddzok) aranya
megvaltozik és ezek egylittes hatdsiara fog az Osszegzett szializacios mintdzat kialakulni,
aminek bioldgiai jelent6séget tulajdonitunk.

A 21., 22. dbrak esetében rendkiviil kis kiilonbségek szerepelnek az dbrdkon, van ahol taldn
csak 1-2 amplifikaciés ciklusszam a kiilonbség a medidanok kozétt, ami igen precizen
standardizadlt és ellendrzott kisérleti koriilményeket feltételez. Milyen, az RNS expresszids
analizis megbizhatésdagaval kapcsolatos mindségi kontrollokat épitettek be a sorozatban,
primer beteganyagon, hosszu id6 alatt végzett kisérletek dsszehasonlithatdsdgdnak
érdekében? Eldfordult, hogy egyes RNS expresszios eredményeket nem tudtak figyelembe
venni mindségi szempontok miatt?

A gPCR méréseket retrospektiven végeztik. Az SLE-s betegek és egészséges kontroll
személyek aktivalt T-sejt mintait az RNS-t prezervalé oldatban -80C-fokon taroltuk
mindaddig, amig a teljes anyag Ossze nem gytlt. Az RNS tisztitdsat, cDNS atirdsat és a
qPCR-t egyszerre, egyidoben végeztiik az Gsszes mintaval éppen annak érdekében, hogy a
technikai hibat ne vigylink bele ebbe az érzékeny modszerbe. Maga a qPCR harom
parhuzamos méréssel készilt és a kisérlet kivitelezésénél kovettik a MIQE ajanlasat a
mindségbiztositast illetden (1). A legtobb glikozilacids enzim egyének kozti szorasa kicsinek
bizonyult, ami lehetévé tette, hogy mar kis ciklusszam kiilonbség is szignifikans valtozast
eredményezzen a Bonferroni post hoc analizis utan is.

A harom péarhuzamos mérés koziil azt nem vettik figyelembe, ahol az olvadasi profil
meghatdrozasa nyoman (melt analizis) egyértelml volt, hogy nem a vart PCR termék
keletkezett. Bar ilyen eset ritkan fordult el és egyik esetben sem érintette mind a harom

parhuzamos mérést.



3, A T-sejtek izoldldsaval kapcsolatos kérdés

A T-sejtek izoldldsat és aktivaldsdt t6bb kisérletnél is alkalmazta, protokolljat tobbszor le is
irja a dolgozatban. Minden ilyen leirds periférids mononukledris sejtek izoldldsat, 72 oras
kultirdban valé aktivdlasat (PHA-nal), majd tovdbbi tisztitas vagy jelolés nélkiili
felhaszndldsat mutatja be. Mit gondol, jelen lehetett-e a szortolds- vagy jelolés majd kapuzas
nélkiil felhaszndlt sejipopuldcickban olyan szennyezés (pl. B-limfocitak, NK sejtek), ami
befolydsolhatta génexpressziés vagy lektinkitési eredményeit? Végeziek az ilyen - lehetséges

sejtszennyezéssel kapcsolatos - ellendrzési vagy bedllitasi kisérleteket?

PHA-val 72 6ran at aktivalt T-sejteket a lektinkk6téses aramlasi citometrids és génexpresszids
vizsgalatokhoz hasznaltunk. Ugyanannak a betegnek a vérébol tisztitott periférids
mononukledris sejteket a 72-0rdas PHA-aktivalas utan szétosztottuk a fent emlitett
kisérletekhez. A kultiraban a T-sejtek aranyat és aktivalt allapotat anti-CD3 illetve anti-CD25
ellenanyag jeléléssel ellenériztiik aramlasi citometriaval. Az €16 sejteken beliil a CD3-pozitiv
sejtek aranya altaldban minden mintdban 90% felett volt és ezeken beliil az aktivalt CD25-
pozitiv sejtek ardnya 85% felett volt, mint azt az aldbbi dbra is szemlélteti, ezért nem
végeztiink tovabbi tisztitdsi 1épéseket. A tovabbi citofluorimetrids vizsgalatokban az aktivalt
T-sejt populaciot CD3+ sejtekre is kapuztuk, igy a T-sejteken kiviil masféle sejtek nem
keriiltek be az analizisbe. A molekularis biolégiai vizsgalatoknal nem volt lehetdségiink
tovabbi tisztitasra, mivel az SLE betegek tobbsége lymphopenias és a levehetd vérmennyiség

limitalt, igy a rendelkezésre 4ll6 sejtmennyiség korlatozott volt.

Festetlen kontroll Anti-CD3 és anti-CD25
minta: ellenanyagokkal jeldlt minta:

0.0% 0.0%




Tovabbi észrevételek
e A 66. oldalon mesenchymalis dssejtek felhaszndldsdrdl ir, azonban a dolgozatban nem

taldltam leirast ezen sejtek eredetével kapcsolatban.

A vad tipusu csontvel6i mezenchymalis Ossejt (BMMSC™) és a galektin-1 génkiiitott
(knockout, KO) mezenchymalis &ssejt (BMMSC&!"") alapkultirat Dr. Uher Ferenc
(Orszdgos Vérellatd Szolgalat, Ossejtbiolégiai Laboratorium) segitségével készitettiik.
Izolalasuk vadtipust (C57BL/6) illetve. Gal-1 génkiiitott egerek (B6.Cg-Lgals/tm1Rob/J Gal-
1-/-) femurjainak és tibidinak veldiiregébdl tortént Peister és mtsai. altal leirt médon (2).
MSC mivoltuk bizonyitdsdhoz zsir- és csontszovet iranyba differencialtattuk Oket, illetve

megvizsgaltuk, hogy hordozzéak-e a CD44, CD73, CD90 és Sca-1 MSC markereket (3).

o A 16. dbra "A" panelje a galektin-1 fehérje expresszidjat mutatia be Western-blot
analizissel. A képen kivagott gél darabokat latunk molekuldris markerek nélkiil. Ez a

fajta bemutatds nem mélté egy doktori dolgozathoz.

Az adott abrazolasi mddot azért fogadtak el a kozleményiinkben (4), mivel a kisérletben
alkalmazott behatdan jellemzett ellenanyagok nem adnak hatteret és aspecifikus reakciot
Western blottingban. A kisérletben természetesen hasznaltunk molekulasuly markert, melyet
transzferaltunk a blotting matrixra. A marker segitségével meg is hatdroztuk a csikok
molekulasulyéat, amely egyezett a Gal-1 (16kDa) és a felviteli kontrollként hasznalt aktin
(42kDa) molekulastilyaval. A gélbdl nem vagtunk ki, vagy le darabot, az egészet
transzferaltuk a blotting matrixra, de valoban a teljes membranképb6l a publikaciéban

kihagytuk a molekulasuly markereket, szandékunk szerint a csikok kiemelése érdekében.
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