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Valasz Dr. Vasarhelyi Barna opponensi véleményére

Nagyon koszonom Vasarhelyi Barna Professzor tUrnak a doktori értekezésem gondos
attanulméanyozasat, munkam eredményeinek kiemelését, azok elfogadasat és elismer6 szavait.

Megjegyzéseire, kérdéseire az alabbiakban szeretnék tisztelettel valaszolni:

1) A BMS és a DES indikacios teriilete kissé eltér (BMS-t akkor alkalmaznak, ha a tartos
anti-aggregacios kezelés kontraindikalt). Ez elméletileg azzal jart, hogy a két betegcsoport
klinikai jellemzodi eltértek egymassal. Mi a véleménye, befolyasolhatta-e ez az

eredményeket?

1) A tanulmany megtervezése soran figyelembe vettiik a Professzor ur éltal is emlitett klinikai
koriilményeket. A két kohorsz kozott a szikiilet stilyossagaban és a vaszkularis 1€zid tipusaban
(A/B1/B2/C) tapasztalt kiilonbségek (P=0,06) magyarazzak meg, hogy a betegek miért kaptak
végiil DES-t BMS helyett. A sztent tipusatol fuiggetleniil minden beteg 100 mg aszpirint kapott
az operacio elétt, amit 600 mg clopidogrel és 100 IU/ttkg nem-frakcionalt heparin kezeléssel
egészitettek ki az operacid alatt. A sztentelés utan volt kiilonbség a gydgyszerelésben: a 100
mg/nap aszpirin mellé a betegek 75 mg/nap clopidogrelt kaptak a BMS beiiltetés esetén 1
hoénapon keresztiil, mig DES esetén 1 évig, ez a kiilonbség az 1. honap végéig tarto
betegkovetést nem befolyasolta. A betegcsoportok dsszeéllitdsakor torekedtiink még arra, hogy
a betegek korban és nemben illesztettek legyenek és nem volt kiilonbség a tarsbetegségek (pl.
DM2, magasvérnyomas vagy hiperkoleszterinémia) jelenlétében, tovabbad a dohanyzasi
szokasokban sem (6. tablazat). A két csoport kozott nem volt jelentds kiilonbség a felhasznalt
sztentek szamaban, hosszaban és atmérdjében. A két eltérd koronariasztent-beiiltetés hatasanak
Osszehasonlitasahoz, bar szamos gyarto altal készitett sztenttipus 1étezett mar akkor a vizsgalat
idépontjaban, ugyanolyan BMS (Integrity®), illetve everolimus gydgyszerrel bevont DES
(Xience®) sztentet kaptak a bevont betegek és ugyanaz a kardiolégus végezte a

beavatkozasokat.

2) A betegek akut infarktus kapcsan kaptik-e a sztentet, vagy pedig ’prevenciés’ céllal?
Ha keverten, akkor volt-e Kiilonbség a kétféle indikacié esetében kapott eredmények

tekintetében?
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2) A betegek stabil anginaban szenvedtek mindkét betegcsoportban, a sztentbeiiltetés
prevencios céllal, tervezett iddpontban tortént a kardioldgiai statusz javitasa érdekében. Az akut
myocardialis infarktus a kizardsi kritériumok kozott szerepelt a hematologiai betegség,
daganatos korkép, korabbi sztentelés és egyéb kronmikus gyulladésos, illetve autoimmun
kérképek mellett. Részben ennek is kdszonhetd, hogy a majd’ kétéves bevonasi idGszak alatt
egy mérsékelt betegszamot sikeriilt elérni, ugyanakkor alkalmas volt kell6 statisztikai erd

mellett szignifikans kiilonbségek kimutatasara.

3) A DES sztenteknek csak egy része bocsat ki everolimuszt, masik része mas szereket, pl.

paklitaxelt ad le. Miért pont az everolimuszos DES vizsgilata mellett dontott?

3) A vizsgalatunk idészakaban a DES sztentek koziil az everolimust kibocsatd sztenteket
hasznéltak a Debreceni Egyetem Kardioldgiai Intézetében a legtobbszér, amennyiben nem
BMS-t kapott a beteg, ezért az ilyen beavatkozasban részesiilt beteg korében lattuk azt
biztositva, hogy kelld nagysagu mintaszdmot eltudunk émi a BMS betegekkel szemben.
Raékeresve a mads, citotoxikus gyogyszerrel bevont DES tipusokra €s azok Gsszehasonlitd
vizsgélataira, a 3 évig tartdé un. SPIRIT-tanulmény az everolimust kibocsato sztentet jobbnak
taldlta a mortalitds €s sztenttrombdzis riziké tekintetében, mint a paclitaxellel bevont sztentet
(Dangas GD, et al. JACC Cardiovasc Interv. 2013;6:914-22.). A human vizsgalatok mellett
taldltam egy malacmodellen végzett kisérletsorozatot is, amelyben a diabeteses allatok
paclitaxellel (PES), illetve everolimusszal bevont sztentet (EES) kaptak. Azt tapasztaltak, hogy
a PES-sel tortént beavatkozas utan fokozottabb gyulladas, tobb nekrotikus érteriilet, nagyobb
mértékl endothelsejt/simaizomsejt apoptdzis €s tartosabb fibrinlerakodas latszodott, mint a

EES-t kévetéen (Sheehy A, et al. Cardiovasc Diabetol. 2012;11:75.).

4) A szepszis altaldban valamilyen alapbetegség talajan jon létre, erre pedig gyogyszert
kapnak a betegek. A szeptikus vizsgilat esetében milyen gyogyszerek alkalmazasa volt
megengedett? A szeptikus, gyoégyszer-naiv betegeknek mit lehet tudni az

alapbetegségérol?

4) Bar a Debreceni Egyetem intenziv osztalyain tobb szaz szeptikus beteget kezelnek évente,
az életveszélyes klinikai allapot kialakuldsdnak hatterében kiilonb6z0 alapbetegségek allnak. A

tanulmanyunk tervezése soran torekedtiink arra, hogy minél homogénebb beteganyagot
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dolgozzunk fel a thrombocyta RNS expresszid vizsgalatokhoz. A bevalogatas sordan a 21 beteg
koziil 18 szenvedett stlyos tidogyulladassal jar6 szepszisben, 3 pedig uroszepszisben. A
szepszis kialakulasat megel6zden 9 f6 mar per os antibiotikum kezelésben részesiilt haziorvosi
eldirasra, mely nem bizonyult hatékonynak é&s végiil szepszisbe progredialodott.
Alapbetegségiiket illetden a 21 szepszises betegbdl 14 beteg kronikus obstruktiv
tildébetegségben (COPD), mig 5 masik f6 2-es tipust diabetes mellitusban szenvedett, s oralis
antidiabetikumot szedtek. Kiemelendd, hogy a szepszises €s a kontroll csoport kz6tt nem volt
kiilonbség a vérlemezkefunkciét gatlo gyogyszerek hasznalata tekintetében, ami

befolyasolhatta volna az eredményeket.

5) Szepszist kiilonboz6 tipusi kérokozok okozhatnak, ez a szisztémas LPS expoziciot
eltéré6 mértékben befolyasolhatja. A klinikai vizsgilat soran megfigyeltek-e eltérést a

Gram pozitiv és a Gram negativ szepszisben szenvedd betegek esetében?

5) A szeptikus betegmintakb6l a Gram pozitiv baktériumok (n=6) koziil a Streptococcus
pneumoniae és Staphylococcus auerus, a Gram negativ baktériumok (n=12) koziil az
Escherichia coli és Haemophilus influenzae baktériumokat tenyésztették ki, mig 3 6 esetén
nem volt beazonositott baktérium, de a szepszis klinikai kritériumai megvoltak. Utdlagos
ellenérzés alapjan eredményeinket a baktériumok tipusa jelentésen nem befolyéasolta: hasonld
mértékii szisztémas gyulladas mellett statisztikailag nem szignifikans kiilonbséget talaltunk a
felszini P-selectin expresszidban, a thrombocyta miR-26b, valamint a SELP mRNS szintekben.
Tekintettel arra, hogy a bevont betegek tobb, mint felének Gram-negativ fertdzése volt, ezért

az in vitro vizsgalatokat L PS-sel modelleztiik mint fontos TLR4 receptor stimulator.
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6) A betegek jelentds részénél az anyagcsere-kontroll szuboptimalis volt (a HbAlc
medidnérték joval a célérték felett volt). Mi a véleménye, a T2DM betegek esetében
alkalmazott Kkezelés (pl. oralis antidiabetikum és/vagy inzulin) o6nmagiban
befolyasolhatta-e a trombocitikon tett megfigyeléseket? Megjegyzés: Ugyanebben a
csoportban a koleszterinszint joval a magyar atlag alatt volt, de sztatinkezelést nem
emlitett. (Erdekes jelenség, hogy rossz vércukorkontroll mellett a vérzsirszintek nem

voltak emelkedettek).

6) A DM2-s betegek bevalogatasa soran torekedtiink olyan betegektdl mintat venni, akiknek az
oralis antidiabetikum kezelés ellenére tovabbra is magas volt a HgAlc értéke. Igy a tartosan
fennallé hiperglikémia direkt hatasat meg tudtuk vizsgalni a thrombocyta funkciora
vonatkozdan, mig a gydgyszerhatas véleményem szerint kevésbé volt befolyasold tényez6. A
jol beallitott oralis antidiabetikum (pl. metformin) - megfelel6 beteg ,,compliance” mellett - a
vércukorszint normalizalasa révén jelentdsen csokkentheti a thrombocyta aktivacié mértékét
(Formoso G, et al. Diabetes Metab Res Rev. 2008;24(3):231-7.). Az ujtipusu készitmények, pl.
a natrium-gliilkdz kotranszporter 2 (SGLT2) gatlok (pl. apagliflozin) szintén kedvezden

befolyasoljak az atherotrombotikus rizikét: LDL-receptor hianyos (hiperkoleszterinémias)
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egerekben jelentdsen csokkent a thrombin generacio €s kevesebb P-selectin pozitiv vérlemezke
volt mérhet a keringésben mar 8 hetes kezelés utan (Kohlmorgen C, et al. Diabetologia.
2021;64(8):1834-1849.). Az 6ssz koleszterin és az LDL-koleszterin koncentracioban nem volt
szignifikdns kiilonbség az obez kontrollok és a DM2-csoport kozott, mivel valoban mindkét
csoportban sztatin kezelésben részesiiltek a résztvevok, ugyanakkor a DM2 és az obez kohorsz
meglehetésen magas BMI értékiikkel jelentdsen eltértek a normal kontrolloktdl, igy

lehetdségiink nyilt a sulyos elhizas hatasanak vizsgalatara is egészséges személyekkel szemben.

Mivel kiegészit6 inzulin kezelés a mintavétel el6tt nem allt fenn egyik DM2 beteg esetén sem,
igy annak befolyasold hatdsarél ezen betegek korében nem tudok beszamolni. Korabban
megallapitasra keriilt, hogy az inzulin normal koriilmények kozott mérsékli a vérlemezke
aggregaciot a P2Y12 tutvonal gatlasan keresztiil. DM2-ben az inzulin hatasanak fokozatos
elvesztése miatt megnd ezen receptor-medidlta szignalizacié mikodése, fokozodik a
vérlemezkék reaktivitasa €s egyuttal csokken az ADP-receptor gatld gyogyszerek hatékonysaga
(Ferreira 1A, et al. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2006;26(2):417-22.). Ugyanakkor az exogén
inzulin kezelés utan ellentmondasos eredményeket publikaltak: mig voltak olyan tanulmanyok,
ahol az inzulin protektiv hatdsat igazoltdk a mikrovaszkularis eltérések jelentds csokkenése
révén (Muis MJ, et al. Diabet Med. 2005;22(2):118-26.), addig masok az ADP-indukalta
thrombocyta aggregaciot inkabb fokozottabbnak talaltak inzulin mellett, mint a nem inzulin
kezelésben részesiilt diabeteses betegekben (Angiolillo DJ, et al. J Am Coll Cardiol.
2006;48(2):298-304.).

7) Volt egy kiilon obez csoport, amelyiknek nem volt vércukor-haztartasi zavara és nem
volt tarsbetegsége sem. Milyen moédszerrel zartak ki az esetiikben a csokkent

gliikoztoleranciat? A tarsbetegséget hogyan definialtak?

7) Ebben az obez kohorszban a csékkent glitkztolerancia az éhomi gliik6z szint (< 7,0 mmol/L)
és az oralis gliikéz tolerancia teszt (OGTT) 120. perces eredménye (< 7,8 mmol/L) alapjan
keriilt kizarasra. Tarsbetegségnek tekintettiik ebben a vizsgélatban a magasvérnyomas

betegséget, a DM2-t és a diszlipidémiat.

8) A 93. oldalon az obez (4tlagosan 37 kg/nmtf) tarsbetegség nélkiili 56 beteg egyikének

sem volt dyslipidemidja. Mi a véleménye, ez mennyire altalinos ebben a populaciéban, ill.
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az ebben a dyslipidemia nélkiili csoportban kapott eredményeket mennyire lehet
altalanositani? Ugyanitt: vannak adatok a cigarettizasra vonatkozéan is. Mi a
tapasztalata, mennyire lehet a dohanyzisra vonatkozé adatokban megbizni, ill.

rakérdeztek-e a passziv dohdnyzasra is?

8) Valdban nem nevezhetjiik altaldnosnak ezt a populaciét €s egyben kissé ,,mesterkélt” is. A
tanulmany tervezése soran ugyanis igyekeztiink az obez kohorszon beliil 2 alcsoportot
létrehozni, hogy a diszlipidémia/hipertonia/elérehaladott IMT kozvetlen hatasat vizsgaljuk a
thrombocyta aktivacidra hasonlé BMI és haskortérfogat értékek, valamint dohanyzasi szokasok
mellett. A betegek a bevalogatasukkor egy részletes adatlapot toltottek ki, akik donkéntesen
nyilatkoztak a dohanyzasi szokasaikrol. A passziv dohanyzasra kiilon nem kérdeztiink ra, mert

nehezen ellendrizhetd informacio.

9) A HE4 szintet tobbek kozott az életkor és a taplaltsagi allapot (BMI) is befolyasolja.
Hogyan valtoznak az értékek, ha a HE4 szintet a BMI-re korrigalja? (Megjegyzés: CF-
ben a BMI célértéke férfiak és nok esetében 23, ill. 22 kg/nmtf. A betegek kozel felénél

kezelés elott is magasabb volt a BMI-je a célértéknél, ami optimalis kezelést jelezhet.)

9) A plazma HE4 szintek és a BMI nem korrelalt egymassal ebben a beteganyagban. Ez azt
jelentheti, hogy bar a taplaltsagi allapot javulasa a gydgyulast elore jelzi €s jobb 1égzésfunkcids
statuszt feltételez, mégis a kapcsolat a két paraméter (abszolut és delta formaja) kozott csak
attételes. A betegek kezelés elotti allapotarol tobb részletet nem tudok megosztani, mivel egy
korabbi nemzetkozi tanulmany (PROSPECT-study) részeként voltak ezek a kiilfoldi CF-es
betegek bevalogatva, akiknek a fagyasztott mintdit retrospektiv médon mértikk le HE4-re,
viszont a lumacaftor/ivacaftor kezelés hatdsara mar 3 honap utan szignifikans BMI emelkedés

(+0,52 kg/m?) volt mérve.
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10) A HE4-et az epitelidlis sejtek termelik. Mi a véleménye, a HE4 emelkedésnek a CF-
ben gyakori pancreas-érintettség is lehet-e az oka? Ha CF-s beteg pancreas enzimet kap

(és ezzel a pancreasra harul6 teher csokken), akkor csokkenhet-e a HE4 szint?

10) Tekintettel arra, hogy CF-ben a tiidén kiviil a hasnyalmirigy exokrin (és endokrin) funkcidi
kérosodhatnak, ezért valoban felmeriil annak lehetésége, hogy a pancreas eredetii HE4 is
hozzéjarulhat a keringésben mérheté magasabb fehérje koncentracidhoz. Bar az egyik
vizsgaltunkban a hasnyalmirigyelégtelen CF-es betegekben a HE4 szérumkoncentracidk
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) hasonl6 légzésfunkcid
mellett, mégis direkt in vitro evidenciank jelenleg nincs arra vonatkozdlag, hogy a CFTR-
csatorna diszfunkci6 a hasnyalmirigy ductalis sejtjeiben mennyivel jarulhat hozza a CF-es
vérmintakban mérhetd magasabb HE4 szintekhez. Béar nincs adatom arr6l, hogy a pancreas
enzim kezelés moduldlna-e a fokozott HE4 szekrécidt, azt feltételezem, hogy maga az
enzimpdtlas talan nem, inkabb ductalis sejtekben a CFTR-specifikus kezelés jarulhat hozza a

HE4 expresszid csokkenéséhez.

11) A 2-es tipusi DM egyik integrans eleme a magas gliikkézszinten til az inzulin
rezisztencia. Mi a véleménye, az in vitro kisérletekben magas gliikézszintnek Kkitett
MEGO01 sejtvonal (melyeknél az inzulin rezisztencia nem feltétleniil van jelen) mennyire

jol modellezi ezt az allapotot?

11) A MEG-01 sejtkulturan végzett in vitro kisérletek soran a médiumba magas

koncentracioban hozzaadott gliik6zzal (33 nM) valdban csak a hiperglikémias koriilményeket
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biztositottuk, hasonléan, mint egy korabbi tanulmanyban tették (Westerweel PE, et al. PLoS
One. 2013;8:¢60357.). Ugyanakkor az inzulinrezisztencia additiv hatasat ily modon nem
modelleztiik, pl. exogén inzulin hozzdadasaval, ami szintén hozzajarulhat a thrombocytak
tulzott aktivalodasahoz és a megakaryocytak abnormalis miikkodéséhez. Ugyanakkor DM2-ben
elsésorban a kéros glikémids allapotnak koszonhetd, hogy akar alacsonyabb koncentracidju
agonista hatdsara is bekovetkezhet a thrombocyta aggregacid, ami megnovekedett TXA»
szintézishez vezet (Ferroni P, et al. J Thromb Haemost. 2004;2:1282-91.). A diabeteses
vérlemezkékben kimutathaté tovabba nagyobb ic. Ca?" mobilizacid, fokozott tirozin kinaz
foszforilacid, kevesebb NO és tobb reaktiv oxigéngyok (ROS) termelédése, mig a felszini
glikoproteinek nem enzimatikus glikacidja is bekovetkezik. A magas Ca*" koncentracié szimos
thrombocyta aktivaciés mechanizmust indukal, tobbek k6z6tt bizonyos PKC izoenzimek
funkcidjat. A ROS termékek felszaporodasa vérlemezkefehérje nitracichoz vezet, ami
inaktivalja a sarcoendoplazmaticus reticulum Ca**-ATPéaz enzimét, €s ez még magasabb ic.
Ca?" szintet okoz fokozott calpain aktivacidval, ami felelds szamos thrombocyta fehérje
proteoliziséért (Ferreiro JL, et al. Diab Vasc Dis Res. 2010;7:251-9.). A thrombocyta
aktivaciojatol fiiggd gyulladasos mediatorok, pl. CD40 ligand (CD40L), P-selectin, és a
nemrégiben leirasra keriilt LIGHT protein fokozott expresszidja még t6bb heterotipikus
aggregatum és mikropartikula termel6dését segiti eld, ami jol érzékelteti a trombo-inflammaciod
kialakulasanak a veszélyét (Kahn SE, et al. Lancet. 2014;383:1068-83.). Koros
szénhidrathdztartasban a vérlemezkék RNS expresszidja is jelentdsen megvaltozik, ami szintén
hozzéjarulhat a kéros vérlemezke reaktivitishoz. Hu és munkatirsai a miénkhez nagyon
hasonl6 hiperglikémids koriilmények kozott vizsgaltak a MEG-01 sejteket in vitro, illetve
diabeteses patkanyokbol izolalt megakaryocytékat in vivo, hogy a P2Y 12 expresszio mRNS és
fehérjeszinten valoban fokozodik, amiben a magas gliik6éz koncentraci¢ altal indukalt NF-xB
utvonalnak van jelentdsége (Hu L, et al. Circulation. 2017;136:817-33.). Szintén ilyen
hiperglikémias endothelsejt kultiraban az endothelsejtek miikddése is jelentdsen eltért, amikor
a koros gliik6z szint altal lecsokkentett miR-24 szint emelkedett vVWF expressziohoz és

szekrécidhoz vezetett (Xiang Y, et al. Blood. 2015;125:3377-87.).

12) A megakariocitak komplex csontveldi kornyezetben miikédnek. In vivo egy adott

stimulusra (pl. LPS) adott valaszukat nemcsak a stimulus maga, hanem a stimulus altal a
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A

kornyezet altal adott reakcié is befolyasolhatja. A szeptikus megakariocita in vitro

modellt milyen egyéb jatékosokkal javasolna kiegésziteni, vannak-e erre prébalkozasok?

12) Az elobb emlitett hiperglikémias kondicidkhoz hasonléan ez esetben is egy konkrét
agonista hatasat vizsgaltuk, hogy feltérképezziik, bakterialis szepszis esetén az LPS képes-e
hasonlé TLR4-medidlta szignalizaciét és RNS szintli valtozdsokat eldidézni a
megakaryocytdkban, mint a vérlemezkékben (Beaulieu LM, et al. Thromb Res.
2010;125(3):205-9.). Valodban ilyenkor in vivo szamos mas citokin/kemokin is felszabadul, ami
mas receptorokon keresztiil tovabbi aktivaciés mechanizmusokat indukalhatnak, pl. a TNF-a a
TNFRI1 receptoron, vagy a thrombopoietin a THPO receptoron keresztiil, amik szintén
megtaldlhatok a megakaryocytdk felszinén. Raadasul mas TLR-en keresztiil is
stimulalédhatnak a megakaryocytdk, pl. Gram-pozitiv baktérium eredetli peptidoglycan altal
TLR2-n keresztiil (Beaulieu LM, et al. Blood. 2011;117(22):5963-74.). Jelenleg nem ismert
olyan irodalom, amely szerint egy ,citokin-koktélt” hasznaltak volna a szeptikus
megakaryocytdk modellezésére. Inkabb az tin. coecum ligacids és punkcios (CLP) szepszises
egérmodellt alkalmazzak ilyen célra. Egyik ilyen vizsgalat szerint az LPS is képes penetralni
az éallatok csontveldjébe és a megakaryocytdk fokozott IL6 mRNS expressziot mutattak

(Shannon O. Res Pract Thromb Haemost. 2020;5(1):27-37.).

13) Egyes adatok szerint az antibiotikumok, pl. penicillin befolyasolhatjak a trombocita-

funkciét. A MEG-01 sejtvonalas kisérletben ez a hatas jelen lehetett?

13) A MEG-01 sejteket a forgalmazé ajanlasa szerint tobbek kozott 100 U/mL Penicillint is
tartalmaz6 RPMI-1640 médiumban tenyésztettiik 37 °C-on, 5%-0s CO2 és 95%-o0s relativ
paratartalom mellett. Ez biztositja azt, hogy az uszésejtek €letben maradhassanak, in vitro
stimuldlhatok legyenek, igy ezzel a technikai koriilménnyel sajnos szamolni kell. Ugy
gondolom, hogy mivel a kontroll mintakban is egységesen ugyanolyan médiumot hasznaltunk,
¢és az LPS hatédsa ehhez képest kertilt értékelésre, ezért, ha tortént is kis mértékii sejtaktivacio,

ez érdemben nem befolyésolta az erds agonistanak szamité LPS mellett kapott eredményeinket.
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14) A sejtvonalakon alapul6 kisérletekben FBS-t hasznalt. Az FBS mindenféle novekedési
faktort tartalmaz. Mi a véleménye, ezek per se hatast gyakorolhattak-e az eredményekre?
Ha igen, akkor pl. mennyire lehetett a 10%-0s FBS-t alkalmazé Kisérleteknek az

eredményére alapozni a 15% FBS-t alkalmazo kisérletek soran?

14) Az el6z6 vélaszban megfogalmazott hasonlé okokbol voltunk kénytelenek FBS-t is
hasznélni. A korabbi protokollok szerint a MEG-01 sejtek esetén a 10%-os FBS (Lépez E,
Berna-Erro A, et al. Thromb Haemost. 2015;114(5):969-81.), a HUVEC sejteknek a 15%-os
FBS az optimalis (Sun X, et al. J Clin Invest. 2012;122:1973-90.). Mivel két kiilonb6z6
vizsgélatsorozatrdl van sz6, ezért nem érzem aggalyosnak, hogy eltér6 FBS koncentraciot
hasznaltunk. A transzfektalas hatékonysagat ugyanakkor befolyasolhatta az FBS tartalom és a

sejtek novekedése, ezért a transzfekcidt csokkentett FBS tartalmu (2-3%) médiumban végeztiik.

15) A miRNS vizsgalatok egy részénél az RNU-43 gént hasznaltak referencia génként. A

szakirodalom szidmos egyéb gént emlit; miért pont ezt valasztottak?

15) Erre vonatkozdlag az irodalomban nincs egyértelmii javaslat, hogy a sok referenciagén
koziil melyik a legalkalmasabb. A f6 kritérium a génnel szemben, hogy az adott experimentalis
koriilmények kozott stabil expresszidt mutasson, amit a mérések beallitdsakor mindig
teszteltiink. Az RNU-48 olyan kis nuklearis RNS, ami szdmos betegség, illetve koriilmény
kozott is stabilan expresszalddik, ezért alkalmas a miRNS eredmények normalizalasara.
Kiprobaltuk az U-6 és U-18 referencia géneket is, amelyek a MEG-01 sejtekben szintén
alkalmasnak bizonyultak, de a thrombocyta mintdkban kevésbé expresszalddtak, ezért végiil az
RNU-43-at valasztottuk. A TagMan Open array mérésekhez a normalizalasahoz a thrombocyta
mintdkhoz RNU-48-at (ez volt gyarilag a lemezen), a plazma mintdkhoz expresszids valtozast
nem mutaté miR-24-et, mig a miRNS specifikus qPCR vizsgalatokhoz RNU-43-t hasznaltunk
(Czimmerer Z, et al. PLoS One. 2013;8:€55168.). Extracellularis miRNS vizsgalatokhoz
ujabban maér ,,spike-in” kontrollt hasznalunk, ami egy exogén miRNS (cel-miR-39) mintakhoz

val6 hozzaadasar és kvantalasat jelenti.
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Végezetiil még egyszer nagyon koszondm Professzor ur gondos munkajat, elismerd véleményét
és szamos érdek16d6 kérdését. Tisztelettel kérem, hogy a kérdéseire adott valaszaimat elfogadni

sziveskedjen.
Debrecen, 2024. szeptember 10.

N

Dr. Nagy Béla
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