07. avgust 2014, Novi Sad
Poštovani uredniče,

Zahvaljujemo Vam se na sugestijama koje je dao recenzent A. Nakon konsultacije sa svim kolegama koji su učestvovali u izradi studije, napravili smo izmene koje je recenzent tražio. Smatramo da su ove ispravke značajno doprinele kvalitetu samog rada - jasnijem objašnjenju metodologije i boljoj prezentaciji rezultata.

Odgovori na primedbe recenzenta:

Deo rada koji se odnosi na molekularnu dijagnostiku je napisan sazeto, ali previse sazeto. Detaljnije je opisana izolacija i merenje koncentracije DNK, nego metode utvrdjivanja broja kopija. 
Potpuno uvažavamo Vašu sugestiju da je potrebno detaljnije opisati molekularnu dijagnostiku. U korigovanoj verziji rada je ovaj deo u celini napisan ponovo (označeno žutim).
Tacan naziv Real-Time aparata je ABI Prism 7000 Sequence Detection System,

 Opcijom ‘’Absolute quantification’’ u Applied-ovom softeru se osim ekspresije radi i odredjivanje broja kopija i polimorfizmi nukleotidne sekvence, SNPs, sto je navedeno u uputstvu za koriscenje aparata, cime se delom jednog softvera pokriva vise analiza. To ne znaci da je u pitanju metod apsolutne kvantifikacije. Da su u ovoj studiji istrazivani polimorfizmi opet bi se islo preko ove opcije, ali se sigurno ne bi navodilo da je koriscena apsolutne kvantifikacija. Termin apsolutna kvantifikacija se odnosi isključivo na analizu ekspresije gena nakon izolacije ukupne RNK (ili iRNK) i sinteze cDNK, nakon cega se koriscenjem specificnih prajmera i proba umnozava deo sekvence. Za metod koji je radjen u ovoj studiji termin je Copy Number Variation, a eseji koji se koriste su TaqMan Copy Number Assays.
Potpuno se slažemo da u radu nije korišćen metod apsolutne kvantifikacije, nego metod Copy Number Variation. Zbog činjenice da se u datom momentu nisu proizvodili eseji na SMN1 i SMN2 gen (TaqMan Copy Number Assays), u radu su korišćeni parovi prajmera i probe za umnožavanje SMN1 i SMN2 gena, čije su sekvence navedene u referentnom radu (Passon et al, 2009).
Statistička analiza bi mogla biti dopunjena, čime bi rezultati i rad mogli biti dodatno unapređeni. 
Statistička analiza je dopunjena prema sugestijama recenzenta, uz određene korekcije koje su morale biti napravljene s obzirom na strukturu podataka o našim SMA bolesnicima. U skladu sa izmenama, korigovan je deo o statističkoj metodi i sekcija Rezultati.
Analizom količnika šansi (Odds Ratio) bi se moglo pokazati koliko puta imaju veći rizik da razviju teži oblik bolesti osobe koje imaju određen broj kopija, u odnosu na one koje imaju jednu kopiju.
S obzirom da u našoj kohorti nije bilo bolesnika sa jednom kopijom SMN2 gena a da su dve kopije bile prisutne kod samo jednog bolesnika (videti pasus 4 u poglavlju Rezultati), računali smo rizik poredeći bolesnike sa 3 i 4 kopije i 3 i 5 kopija. Šest kopija je takođe imao samo jedan bolesnik te ovo nismo mogli uključiti u analizu. Dobijeni rezultati su prikazani u pasusu 4 poglavlja Rezultati.
Osim toga i analiza preživljavanja Kaplan-Meyer metodom i Cox-ova regresija bi mogla da pokaže povezanost broja kopija i dužine preživljavanja, kao i rizik od smrtnog ishoda, HR (hazard ratio).
S obzirom da su svi naši bolesnici u trenutku ispitivanja bili živi, sproveli smo Kapplan-Meierovu analizu posmatrajući nemogućnost hoda kao ishod. Pomoću log-rank testa smo uporedili preživljavanje do nemogućnosti hoda kod bolesnika sa 3 u odnosu na bolesnike sa 4 ili 5 kopija SMN2 gena. Sproveli smo i odvojeno poređenje kod bolesnika sa 4 i 5 kopija, ali razlike nije bilo što je u tekstu navedeno. Kako je bio samo po jedan bolesnik sa 2 i 6 kopija SMN2 gena, ovi podaci ponovo nisu mogli biti uključeni u analizu. Novi rezultati su prikazani u pasusu 5 sekcije Rezultati i na Grafikonu 2. 
Izvinjavamo se zbog dosadašnjih neprijatnosti. Nadamo se da je rad sa traženim dopunama prihvatljiv za publikaciju u VSP.

Srdačno,

Prof. dr Marija Žarkov
