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Vilasz Dr. Prohaszka Zoltan opponensi véleményére

Nagyon koszonom Prohaszka Zoltan Professzor tirnak, hogy doktori értekezésemet részletesen
attanulményozta, halasan koszénom elismerd szavait és segitd észrevételeit. Megjegyzéseire,

kérdéseire az alabbiakban szeretnék valaszolni:

1) A doktori mii nem tartalmazza azokat a cikkeket, amelyek eredményeire kozvetleniil
épiil, az eredmények szakaszban nem taldltam utalast az eredeti munkakra, igy nem volt

vilagosan 6sszekapcsolhat6 az értekezés a cikkekkel.

1) Oszintén sz6lva nem talaltam egyértelmii ajanlast ezekre vonatkozdlag, hogy a disszertacio
alapjat képezo6 cikkeket - hasonléan egy PhD dolgozatba - be kell-e illeszteni, ami az egyébként
kissé hosszura sikeriilt disszertaciom méretét tovabb novelte volna. Nem szerettem volna a
nagyszamu referencia kozé besorolni a sajat cikkeimet, ezért kertiltek kiilon felsorolasra a 10.
fejezetben. Bizom benne, hogy ez érdemben nem befolyasolta a disszertaciom tartalmanak

ellendrzését és értékelését!

2) Jelentés miRNS expresszios eltéréseket észleltek a miR-223, a 26b, a 140 és a 126
expressziéja magasabb volt a kontrollok keringé vérlemezkéiben, mint a DM2
csoportban, azonban az obez-nem DM csoportban még az egészséges kontrollnal is
magasabb expressziot észleltek (23. dbra). A keringé miRNS expresszioval kapcsolatban

diabeteszben hasonld, mig obezitisban eltéré eredményeket taldltak (24. abra). Mit

gondol, technikai oka lehetett-e ennek az eltérésnek (thrombocyta vs. keringé miRNS)?

2) A 2-es tipusu diabetes mellitus (DM2) betegek vérlemezke miRNS expresszidjanak
vizsgalatakor Ggy gondoltuk, hogy a normal kontrollok mellett sziikséges egy masik olyan
kontroll csoport is, amelyben a betegek még nem hiperglikémiasok, de mar egyéb metabolikus
eltéréseket mutatnak. Célunk az volt, hogy a diabeteses thrombocytdk miRNS eredményeit
hozzéjuk is hasonlitsuk. DM2-ben az irodalmi adatok alapjan kivalasztott 4 fontos vérlemezke
miRNS intracellularis expresszidja szignifikdnsan alacsonyabbnak igazolddott nemcsak az
egészséges kontrollok, hanem az obez kontrollokkal szemben is. Ugyanakkor, ha a két kontroll
kohorsz eredményeit egymassal hasonlitottuk Gssze, akkor valoban kitiint, hogy obezekben

ezen cellularis miRNS expresszidk szintje inkabb magasabb volt, mint a normal kontrolloké.
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Erre pontos magyarazatot egyel6re nem tudok adni, feltételezziik, hogy az obez személyekben
a hiperglikémia hidnydban még nem kovetkezett be a Dicerl enzim aktivitas csokkenése, ami
kihat a miRNS-ek érési folyamatara. Elképzelhet6 az is, hogy egyfajta kompenzacioként a még
nem diabeteses vérlemezkékben megné bizonyos miRNS-ek szintje, hogy kivédjék vagy
legalébb is lassitsak a thrombocytak aktivacios allapotanak valtozasat. Obez, de nem diabeteses
betegek thrombocyta miRNS profilja az irodalombdl tovabbra sem ismert, ami alatamaszthatna

ezen eredményeinket.

Mivel az extracellularis miRNS-ek tobbsége a vérlemezkékbdl szabadul ki, ezért megvizsgaltuk
parhuzamosan, hogy vajon miként valtozik a miR-223, miR-26b, miR-140 és miR-126 szintje
a diabeteses plazma mintdkban, mint Ujfajta biomarkerek a vérlemezke funkcié megitélésére.
Azt tapasztaltuk, hogy a keringé miRNS-ek szintje is jelentdsen csékkent DM2-ben szemben
az egészséges kontrollokkal, ami az intracellularis forméanak megfeleld, parhuzamos valtozas.
Ezen eltérések 6sszhangban allnak masok DM2-ben megfigyelt korabbi eredményeivel, amik
egyuttal jol korrelaltak a gyulladas és az atherosclerosis sulyossagaval (Zampetaki A, et al. Circ
Res. 2010;107:810-7.). Ezzel szemben a diabeteses és az obez csoport kozott, valamint a
kontrollok ko6zott sem volt jelentds kiilonbség a legtobb altalunk vizsgéalt plazma miRNS
szintben. Mindez nem technikai hibara, hanem inkabb arra utal, hogy a diabeteses
thrombocytdkban jelent6sen lecsokkent expressziojui miRNS-ekb6l csak kevés jut ki a
keringésbe, igy ezek a keringd markerek a mar kialakult diabetesben tudnak kell6
érzékenységet mutatni a koros vérlemezke aktivacid detektalasara, mig obezitdsban nem.
Diagnosztikus értéke mas keringd miRNS-eknek viszont lehet: a szérum miR-138, miR-376a
és miR-15b hatékonyan kiilonitette el az obez (még nem diabeteses) betegeket a mar definitiv
diabeteses betegektdl (Pescador N, et al. PLoS One. 2013;8(10):€77251.). A m4j eredetii és a
lipid homeosztazist is szabalyoz6é miR-122 keringd formajanak vizsgélata soran Willeit és
munkatarsai azt tapasztaltdk, hogy a miRNS expresszija jelentdsen emelkedett volt
obezitasban, ami a betegek kovetése soran szoros Osszefiiggést mutatott a metabolikus
szindroma (OR: 1,6; P<0,001) és a DM2 (OR: 1,37, P=0,021) kialakulasanak fokozott
valoszintiségével. Raadasul egérmodellben azt is igazoltdk, hogy a 12 hénapos atorvastatin
kezelés jelentdsen csokkentette a miR-122 szérum szintjét (Willeit P, et al. Diabetes.

2017;66(2):347-57.). Olyan vizsgalatrl viszont nincs tudoméasom, amelyben a keringd
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miRNS-eket a thrombocyta aktivacio mértékének Gsszehasonlitasara hasznaltak volna obez

betegek és cukorbetegek kozott.

3) Milyen technikai kontrollokat és milyen minéségbiztositast alkalmaztak az RNS

integritasaval kapcsolatban, az RNS extrakcié el6tt?

3) Valoban létezik néhany olyan fontos preanalitikai koriilmény, amit figyelembe kell venni
akar a thrombocyta, akar a keringé miRNS-ek analizise el6tt. A betegektdl levett és atlagosan
30 percen beliil a laboratériumba érkezett vérmintdkat (amiket nem eljaré vagy cséposta
szallitotta, hanem a klinikussal egyeztetve személyesen hoztuk el) gyakorlatilag azonnal
elkezdtiik feldolgozni annak érdekében, hogy megakadalyozzuk az arteficialis vérlemezke
aktivacié kialakuldsat, ami az intracellularis és a plazma miRNS-ek szintjét is befolyasolta
volna. Keriiltiik a fagyasztott plazma mintak tobbszori kiolvasztasat az RNS analizis eldtt annak
ellenére, hogy a miRNS-ek relative stabil molekuldk. Plazma mintat hasznaltunk a szérummal
szemben, mivel az in vitro lejatsz6dd véralvadas €s a kovetkezményes sejtkarosodas tovabbi
miRNS-ek kijutdsdt vonhatja magéaval. Keriiltik a heparinnal ,,szennyezett” mintak
feldolgozasat, mivel a heparin egyrészt interferalhat a RT-qPCR mérésekkel, méasrészt maga is
fokozhatja a thrombocyta eredetii vezikulak felszabadulasat €s igy kihathat a keringd miRNS
expressziokra. A thrombocyta ¢és plazma mintdk elokészitési koriilményeit korabbi
kozleményekben validalt médszerek segitségével végeztiik (Zampetaki A, et al. Circ Res.
2010;107(6):810-7., Duan X, et al. J Diabetes Complications. 2014;28:705-10.), ezért tovabbi
elozetes tesztelést az RNS integritdsdnak ellendrzésére nem végeztiink. Ami a vizsgalatok
beallitasanal kezdetben nehézséget okozott, az a thrombocytak potencidlis kontaminécidja a
leukocytakkal, ami jelentésen befolyasolhatta volna az RNS mintdk 6sszetételét és a miRNS
expresszios végeredményeket. Ennek érdekében CD45-ellenes antitestet hordozé magneses
gydngyoket (Dynabeads®) alkalmaztunk a fehérvérsejtek hatékony eltavolitisa érdekében.
Tobb elékisérlet soran a vérlemezke mintak tisztasdganak ellendrzése aramlasi citometriai és
RT-qPCR mérésekkel tortént, és a magneses szeparalassal tisztitott mintdkban kevesebb, mint
1 fehérvérsejtet detektaltunk 1 millid thrombocytara vonatkoztatva. Ezzel parhuzamosan a
fehérvérsejt depletalt vérlemezkékben a CD45 mRNS nem volt detektalhat6 (a cycle threshold
értckek 35 felettiek voltak), mely alapjan fehérvérsejt mentes vérlemezkéket sikeriilt

kinyerniink, amelyek alkalmasak voltak a miRNS expressziok meghatdrozasara. Izolalasi
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modszeriink megbizhatosagat transzkriptomikai vérlemezke vizsgalatokhoz megerdsitette az a
kozelmultban befejez6dott nemzetkdzi tanulmany, amelyben a mi munkacsoportunk is részt
vett, mint az egyik kozremik6dd centrum (Banerjee M, et al. J Thromb Haemost. 2024 Jul
3:51538-7836(24)00376-3., Online ahead of print). Az el6készitett vérlemezke és plazma
mintakbol az RNS tisztitashoz a TRI reagens gyartoi ajanlasainak megfeleléen total RNS-t
izolaltunk. Az RNS tisztasagat és koncentracidjat NanoDrop 2000 spektrofotométerrel,
valamint RNS-szekvendlds el6tt (szepszis-study) Agilent BioAnalyzer segitségével
ellendriztiik és a konyvtarkészitéshez a >7 RIN értékili mintakat hasznaltuk, ami lehetévé tette

a mintak megfelel6 feldolgozhatdsagat.

4) Nem taliltam elemzést arra vonatkozo6an, hogy a thrombocyta és a keringé miR szintek

milyen kapcsolatban voltak egymassal a kiilonb6z6 csoportokban/betegekben?

4) A kozlemény megirasakor kiilon nem vizsgaltuk, hogy allt-e fent barmi 6sszefiiggés az egyes
vérlemezke és plazma miRNS szintek kozott. A kérdés kelld megvalaszoldsa érdekében
utdlagosan elvégeztilk ezeket a korrelacios analiziseket Spearman teszttel, mely szerint a
legerésebb kapcsolatot a miR-223 thrombocyta és plazma szintek kozott tapasztaltuk, de
hasonld, bar statisztikailag nem szignifikdns tendenciat lattunk a miR-126 és a miR-26b

(r=0,2152, p=0,1711) esetén is.
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5) Vajon milyen mértékben feleldsek a tiidé epithelsejtek a keringé HE4 (mint biomarker)
szintjéért? Vagyis feltételezve, hogy a CFTR-csatorna diszfunkcié szamos mais
szervet/sejtet is érint, az azonositott szabialyozasi mechanizmusok vajon mennyire
univerzalisak, és miikodhetnek-e mas sejttipusokban is? Van ismert irodalmi adat esetleg

ennek alatamasztasara?

5) Jelen tudéasunk szerint a tiid6 1éguti epithelsejtjei tekinthetdk a CF-re jellemz6 kéros HE4
expresszio legfontosabb forrasanak, mivel minél rosszabb egy beteg 1égzésfunkcidja, valamint
az intrapulmonalis gyulladas mértéke, annal magasabb HE4 koncentraciok mérhetdk a vérben.
Mindezt alatdmasztjdk azok az eddig még nem kozolt adataink is, mely szerint a CF-es
betegekbdl nyert bronchoalveolaris lavage (BAL) mintakban is a HE4 értékek (albuminra

normalva) jol korrelaltak a betegek FEV| %-os értékeivel.
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Ezen tilmenden a HE4 fehérje a CF-es kopetmintdkban - a szérum/plazma mintakhoz képest -
extrém mennyiségben mérheté, mely szoros Osszefiiggést mutatott mas gyulladasos

paraméterekkel.
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A CFTR-csatorna a tiidd epithelsejtjein kiviil a szervezet mas szoveteiben is expresszalodik,
igy a verejtékmirigyekben, a hasnyalmirigyben és az ondévezetékben. A HE4 vagy masnéven
a WFDC2 génrdl expresszalédd fehérje a Human Protein Atlasz alapjan a tiidon kiviil a
pancreasban, emldben, prosztataban, (mellék)herében és a vesében termelddik kiilonbdzd
mértékben. Tekintettel arra, hogy CF-ben a tiidon kiviil a hasnyalmirigy exokrin (¢s endokrin)
funkcidi kérosodhatnak, ezért valoban felmeriil annak lehetésége, hogy a pancreas eredetti HE4
is hozzajarulhat a keringésben mérhetd magasabb fehérje koncentraciohoz. Bar az egyik
vizsgaltunkban a hasnyalmirigyelégtelen CF-es betegekben a HE4 szérumkoncentraciok
szignifikdnsan magasabbak voltak, mint az egészséges pancreas funkcidval bird betegekben
(122,2 [84,1-149,6] pmol/L vs. 96,8 [73,8-108,8] pmol/L; P=0,037) hasonlé 1égzésfunkci6
mellett, mégis direkt in vitro evidenciank jelenleg nincs arra vonatkozélag, hogy a CFTR-
csatorna diszfunkcié a hasnyalmirigy ductalis sejtjeiben mennyivel jarulhat hozza a CF-es

vérmintadkban mérheté magasabb HE4 szintekhez.
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Végezetiil még egyszer nagyon koszondm Professzor Gr munkéjat, elismerd véleményét és

tdmogatasat, tovabba tisztelettel szeretném kérni valaszaim szives elfogadasat.

Debrecen, 2024. szeptember 10.
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Dr. Nagy Béla



