Válasz Prof. Dr. Szalai Csaba opponensi bírálatára
Nagyon köszönöm Szalai Professzor Úrnak, hogy vállalta értekezésem bírálatát, és a disszertációt alkalmasnak találta a nyilvános vitára. 
Válaszok a megjegyzésekre
Szakmai kiértékelésnél a FRET próbákkal kapcsolatos megjegyzés:
Igen, a leolvasás az egyes PCR ciklusok során a hibridizáció, bekapcsolódás után történt. 

„A 28. oldalon leírt génexpresszió mérésnél merült fel bennem, ahol a pontos koncentráció meghatározáshoz ismert DNS tartalmú higítási sor készítését javasolja béta-globin génből. Mivel a génexpresszió mérés mRNS mérést jelent, ezt kicsit pontosítani kéne.” 

Az RNS izolálását a cDNS szintézise követi, minden esetben egy háztartási gént használnak a normalizálásra. A pontos koncentrációt egy kereskedelmi cég által a beta-globin gén-re kifejlesztett kittel is meg lehet határozni, higítási sort készítve a koncentrációk a Ct értékekkel kiszámolhatók. A beta-globin gén háztartási génként is alkalmazható.
A 36. oldalon az STR rövidítés valóban short tandem repeat.

37. oldalon a VEGF-fel kapcsolatos megjegyzés
Köszönöm Professzor Úr észrevételét. Igen, az A-ról van szó, valóban létezik a családban A, B, C, D és a PlGF, a disszertációban megadtam az „rs” számokat, ezek lehetővé teszik a pontos beazonosítást. A klinikai jellegű cikkek zöme nem írja ki az A-t, de a megadott „rs” számok biztosítják a pontos beazonosítást. Az 58. oldalon a 6. táblázatban szerepel az összes vizsgált VEGFA SNP „rs” száma.

Eredmények leírásánál észlelt eltérés a Toxoplasma gondii kimutatásával kapcsolatban:

Összesen 74 várandóst vizsgáltunk, közülük 58 IgM és 2 IgG pozitív volt.

Toxoplasma gondii, Nem tudom, hogy egy módszer bevezetésénél nem kell-e megadni a módszer szenzitivitását és specificitását? Volt-e ilyen vizsgálat erre a módszerre, és ha igen mi volt az eredménye?

 A primer-próbás PCR vizsgálat szenzitivitása 92.2%, specificitása 100% a TibMolbiol (Berlin) adatai szerint.
A 21. kromoszóma SNP észrevételek:

„Én jobbnak tartottam volna, ha az SNP markerek megadásánál, azok hivatalos rs kódja is megadásra került volna. Amikor megpróbáltam a megadott kódok alapján (WIAF 899 és WIAF 2643) utánanézni az SNP-nek…”

Amikor a 21. kromoszóma kimutatásáról szóló közleményünket elfogadták, még nem volt annyira elterjedt az SNP-k azonosítására az „rs” szám (refSNP cluster ID numbers), még a „WIAF”-ot használták (Sherry és mtsai. 1999; Pont-Kingdon és Lion, 2003). Később már minden esetben csak az „rs” szám megadásával tudtunk publikálni, segítette az SNP-k pontos beazonosítását ennek a nomenklatúrának az elterjedése. Ma már a primer-próba megtervezéséhez is meg kell adni az „rs” számot.
A 100% körüli szenzitivitás eléréséhez legalább 6 SNP vizsgálata szükséges. Ez a módszer a klinikai gyakorlatban nem használható, viszont más technológiák kifejlesztése lehetőséget adott arra, hogy a nem-invazív prenatalis diagnosztikában az SNP-ket a triszómiák kimutatására alkalmazzák.

 „A CFTR génben az F508C mutáció egy fenilalanin cisztein csere és szemben a ΔF508-cal, ami a fenilalanin deléciója.” 
Igen, hibásan szerepel, a Δ nem kell (Gundry és mtsai, 1999).

A 17. sz. ábrával kapcsolatos megjegyzés
Ez az ábra elektroforetogramot, a 18. és a 19. sz. ábra a valósidejű PCR eredményeit mutatja.
A 21. sz. ábrával kapcsolatos megjegyzés

Az X tengelyen valóban a hőmérséklet a helyes felirat.
A megbeszélés fejezetben lévő, VEGFA génnel kapcsolatos megjegyzés:
A VEGFA génre a dbSNP adatbázisban jelenleg 781 db szerepel, ebből 63 cSNP (kódoló régióban)(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp?LinkName=gene_snp&from_uid=7422)(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?locusId=7422). Amikor 2008-ban elfogadták a közleményünket, még csak 30 kódoló SNP-t tartottak nyílván. A következő években gyorsult fel az SNP meghatározás.

Válaszok a feltett kérdésekre
 „Elképzelhetőnek tartana-e olyan Toxoplasma gondii detektálási módszert, amely a magzatok fertőzöttségét kevésbé invazív módon vett mintából vizsgálná?”
Napjainkban nem áll rendelkezésre olyan Toxoplasma gondii kimutatási módszer, amely a congenitalis toxoplazmózist kevésbé invazív módon, pl. anyai vérből izolált „szabad” nukleinsavak felhasználásával mutatná ki.

 „Mit gondol, a prenatális diagnózisban mi lesz a jövő módszere genetikai vizsgálatoknál?”
Pillanatnyilag két módszer látszik nagyon ígéretesnek, az array komparatív genom hibridizáció és az újgenerációs szekvenálás.

Az arrayCGH a hagyományos invazív módszerrel nyert magzatvízminták kariotipizálással kapott eredményeinél tudna részletesebb és gyorsabb adatokat nyújtani a szubjektív elemek kizárásával. Nagy előnye a módszernek, hogy nem kell a levett mintákat tenyészteni, gyorsabban lehet eredményekhez jutni, és részletesebb információt kapunk a mintáról.
Az újgenerációs szekvenálással a nem-invazív módon vett mintákból, anyai plazmából, vagy savóból izolált nukleinsavak felhasználásával lehet megbízható eredményeket kapni, jóllehet ezek nem diagnosztikus, hanem szűrőmódszerek.
„Lesz-e újszülötteknél teljes genom szekvenálás? Ha nem miért nem, ha igen, milyen negatív és pozitív következményei lehetnek?”

Véleményem szerint az újszülötteknél egyelőre nem lesz teljes genom szekvenálás. A humán genom megismerésével következtethetünk arra, hogy a genomunk miként befolyásolja a fenotípusunkat. Meghatározhatjuk, hogy milyenek lesznek a fizikai paramétereink, az életkilátásaink, milyen betegségekre leszünk hajlamosak, és az egyes gyógyszerekre hogyan reagálunk. Ezeket a teljes genom asszociációs vizsgálatokkal lehet megállapítani. De továbbra sem tudunk mindent, míg a monogénesen öröklődő betegségekről pontos, addig a multifaktoriális betegségekről csak részleges információkat kapunk (pl. 2-es típusú diabetes, szív- és érrendszeri betegségek, magas vérnyomás), a relatív kockázatot állapítjuk meg. 


Dewey és mtsai 2014-ben számoltak be a teljes genom szekvenálással kapott adatok klinikai interpretálásáról. Az öröklődő betegségekkel kapcsolatos géneket nem teljesen fedte le a teljes genom szekvenálás, és a genetikai variációk kimutatásának alacsony volt a reprodukálhatósága. A kapott információ feldolgozása és az adatok klinikai összefüggéseinek felderítése nagy kihívás. Sokat tudunk, de mégis keveset. Ismereteink naponta bővülnek. A klinikai adatokat össze kell dolgozni a kapott adatokkal. Fölösleges izgalmat okozna a családokban néhány nem kedvező mutáció, vagy eltérés kimutatása. A szabályozási mechanizmusokat nem ismerjük eléggé, nem biztosak a genotípus és fenotípus összefüggések.
„Használják-e a gyakorlatban a ΔF508 mutációra kidolgozott gyors, PCR alapú módszert?”
Természetesen használjuk, ez az egyik leggyakoribb vizsgálat. A disszertációban közölt adatoknál jóval nagyobb számról tudok beszámolni, évente 20-30 ilyen meghatározást végzünk.
„Mi az előnye és hátránya az RhD magzati vércsoport PCR-rel történő meghatározásának? Használják-e a rutinban?”
A nem-invazív módon nyert szabad DNS mintákból az RhD meghatározás klinikai és gazdasági előnyökkel jár. Magyarországon a terhesgondozási gyakorlatban minden RhD negatív várandós esetében négy alkalommal történik vércsoport szerológiai vizsgálat az Rh isoimmunizáció kiszűrésére. Pozitív szerológiai eredmény esetén az anti-D titer szoros monitorizálása és rendszeres ultrahangvizsgálatok elvégzése szükséges.

Nem-invazív módon nyert minták segítségével az RhD negatív várandósok közül kockázat nélkül lehetne azokat kiválasztani, akiknek a magzata is RhD negatív, tehát a sorozatos szerológiai vizsgálatok és az anti-D immunoglobulin alkalmazása szükségtelen lenne. Ezekből adódik, hogy RhD pozitív magzatok esetén a terhesség korai szakaszától kezdve tervezhető a magzat ilyen irányú szoros monitorizálása (titer meghatározás, arteria celebri media flowmetria). 

Fontos kiemelni, hogy a standard szerológiai módszer nem képes kimutatni azokat az eseteket, ahol a D antigén mennyisége csökkent. A DEL variáns, amely nagyon alacsony mennyiségű RhD proteint termel, anti-D termelődést idéz elő RhD negatív recipienseknél. Ezekben az esetekben a molekuláris genetikai vizsgálat megoldást jelenthet. Orzinska és mtsai 2013-ban valósidejű PCR-t vezettek be három RhD markerre (intron 4, exon 7 és 10), így a ritka variánsok is kiszűrhetők. A markerek számának emelésével a módszer pontossága is növelhető, továbbá alkalmas a c, C, e, E vércsoportok meghatározására is.
A mai anti-RhD immunoglobulin készítmények a fertőzések átvitelére már nagyon alacsony rizikót jelentenek, de a kis vírusok és a prion betegség átvitelének az esélye továbbra is fennáll (Teitelbaum és mtsai, 2015).

A módszer hátránya, hogy nagyon kis mennyiségű DNS mintával kell dolgozni, a magzati eredetű rész kb. csak 4-6%. Nagyon ügyelni kell a technikai részletekre, pl. Brojer és mtsai (2005) figyelték meg, hogy a DNS izolálás előtti plazma lefagyasztás növeli az álnegatív eredmények arányát. RhD negatív eredmény esetén további markerek vizsgálatával lehet meggyőződni arról, hogy valóban nem álnegatív eset áll-e fenn, amennyiben a nem- meghatározás leány magzatot mutat. 
A módszert rutinban nem használjuk, bevezetése csak olyan országos szervezet irányításával képzelhető el, mint az Országos Vérellátó Szolgálat. 
Végezetül még egyszer hálásan köszönöm Szalai Professzor Úr bírálatát, észrevételeit, megjegyzéseit, kérdéseit, és azt, hogy az értekezés elfogadását javasolja. Tisztelettel kérem, hogy opponensi véleményére és kérdéseire adott válaszaimat szíveskedjék elfogadni.
Budapest, 2015. március 16.
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