Valasz Prof. Dr. Gyorffy Balazs biralatara

Koszondm Professzor Ur részletes, alapos birdlatat. A biralatban megfogalmazott kritikat
elfogadom. Az alabbiakban egyenként valaszolom meg Professzor Ur kérdéseit.

A GASG6 detektdlasdra kidolgozott médszereknek mekkora az érzékenysége?

Vizsgalataink soran a Gas6-et immunblotting, tomegspektrometria €s ELISA modszer
segitségével detektaltuk. A Gas6 mérésére szolgalo modszerek kidolgozasahoz sziikség volt a
Gas6 moldris extinkcids koefficiensének meghatdrozasdra, mert abszolit mennyiségi
meghatarozas ennek ismerete nélkiil nem lehetséges. Ezt tisztitott rekombinans Gas6
felhasznalasaval allapitottuk meg, 83676L x mol-lcm™'-nek adodott. A plazma Gas6-et el8szor
immunprecipitacio-SDS-PAGE-immunblotting modszerrel detektaltuk. A detektalas soran is
hasznaltunk jelerésitést, streptavidin-biotin rendszer és biotinalt tormaperoxidaz formajaban.
A modszer érzékenységét nem kalkulaltuk, de 120 pL plazma Gas6 tartalmat, ami ~2 ng,
kimutatni volt képes. A Gas6 plazma jelenlétének bizonyitasa tomegspektrométerrel tortént,
cbben az esetben is mindségi analizist végeztiink, célunk a protein detektdldsa volt. A
kifejlesztett ELISA rendszer kimutatdsi hatara 0,4 ng/mL Gas6 volt, azaz a teszt képes
kimutatni 0,04 ng Gas6-et a 100 pL-es teszt térfogatban.

Tortént-e BLAST keresés a primerkotédések igazoldsara?

Tudoményos kutaté, valamint diagnosztikai munkdmban tobb szdz esetben terveztem PCR
reakciéban hasznalatos oligonukleotidokat. Kezdetben kézzel, a GC=4, AT=2 fok 6kolszabaly
szerint, a régodta ismert alap kritériumoknak megfelelve (keriilendok: repetitiv szakaszok,
masodlagos struktirdk, homolég, GC gazdag, purin gazdag szakaszok stb.). Mivel ez a
tevékenység feldleli az elmult tobb, mint 20 évet, igy nehéz szamot adni retrospektiven az
aktualisan hasznalt modszerrél. Ami bizonyos, hogy minden esetben a kornak megfelel6
elérhetd legbiztosabb modszert vélasztottam, amibe a BLAST analizis is beleértend6. Minden
primer kombinacié éles hasznalata el6tt kontroll kisérletben DNS szekvenaldssal igazoltuk
annak specificitdsat. A Primer3 online eszkoz hasznalata 6ta, valamint az évek soran nagyon
megbizhatova valt oligonukleotid szintetizalé cégek okan ma mar nincsenek primer
problémaink, rendkiviil ritka a nem miik6d6 primerpar.

A Roche 454 technoldgia mdra mdr elavult és a birdlé nem tud réla, hogy még elérhetd lenne.
Mennyire érvényesek az eredmények a ma is elérhetd kovetkezégenerdcids szekvendldsi
mdodszerek esetén?

Professzor Ur fontos kérdést tett fel. Mit ér egy kisérletsorozat, egy eredmény, ha mar kozlése
idején is elavult, mert a modszer, amit elemez, mar nem elérhet6? Meglehet6sen sok almatlan
éjszakat okozott nekem ez a publikaci6, mert ezeket a kérdéseket én is feltettem magamnak. A



Roche 454 technolbgia, illetve a DNS szekvenal6 (GS Junior) analitikai teljesit6képességének
kisérletes vizsgalatat a diagnosztikai felhasznalas igénye hivta életre. A megbizhatatlan,
bizonyos szekvencia kornyezetben genotipizalni képtelen technoldgia korlatait ismerntink kell
ahhoz, hogy megfeleld diagnosztikai stratégiat alakithassunk ki, ugyanis diagnosztikai
szempontb6] a minél homogénebb munkamenet kialakitasa a cél, de nem mindenaron. Ebben
az esetben azt talaltuk, hogy a homopolimerek a piroszekvenalds modszerével nem
genotipizalhatok pontosan bizonyos szam felett, igy az adott exonokat Sanger szekvenalassal
kell vizsgalnunk. Ez a pontatlansig nem kezelhetd informatikai modszerekkel, mert a kémia
inherens hib4ja. A Roche 454 technolégia kivonulasaval azonban ez a potencialis hibaforras
nem tlint el, ugyanis a révid szakaszok szekvenalasa teriiletén a lényegesen robosztusabb és
pontosabb Illumina és BGI mellett még mindig a piacon van az adott bazis(ok) beépiilésekor
felszabadulé protont méré ion félvezetd technologia a Thermo Fisher Scientific két miiszerével
(Ion GeneStudio S5 System és lon Torrent Genexus System). Figyelembe véve, hogy ez a
kémia homopolimer szempontbol pontosan ugyantigy viselkedik, mint a piroszekvenalds, a
munkank mondanivaldja ma is aktudlis.

A génpolimorfizmusok vizsgdlata sordn csak egyszer emliti a Hardy-Weinberg equilibriumot.
A tébbi csoportban sem volt eltérés?

A genetikai asszociacios vizsgalatokban a kontroll csoport kivalasztasa kritikus fontossagu. A
kontroll csoport az éltaldnos populéciot kell hogy reprezentalja, mely tagjai azonos etnikai
hétter(i, az adott betegségtsl mentes, rokoni kapcsolatban nem allo személyekbdl kell alljon.
Nem minden esetben van azonban lehetéség mélyrehatd klinikai vizsgalatok elvégzésére a
kontrollok kozott. A fenti kritériumok - azaz a kontroll populacié homogenitisa ¢s
reprezentativitdsa - tesztelésére szolgdl a Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) vizsgalat.
Meglepd, de a genetikai eset-kontroll vagy prospektiv tanulmanyok harmadéban nem keriil sor
HWE analizisre. A két molekuldris, idéskori macula degeneraciét (AMD) vizsgalo molekularis
epidemiolégiai analizistinkben fenti kritériumoknak tobb modon prébaltunk megfelelni: a
betegcsoport tagjainal szandékosan idésebb kontrollok bevalasztasa (AMD-ben nem, de minor
refraktiv hibaban szenvedék, mely myopia, hypermetropia vagy presbyopia volt) klinikai
vizsgélatot kovetden tortént. fgy a betegségtél mentességet a klinikai vizsgalattal igazoltuk,
mig a klinikai egymés utdni megjelenés segitette a megfeleld kontroll- és betegesoport
kialakitasat. A Losonczy et al (doi: 10.1111/5.1755-3768.2009.01687.x) publikdcioban
elvégeztiik a Hardy-Weinberg equilibrium analizist a kontroll és beteg csoportban. A kontroll
csoportban nem volt eltérés a CFH genotipusok, mig a betegekben a LOC387715 esetén - igy
pontositva a disszertacioban irtakat. A Losonczy et al (doi:10.1371/journal.pone.0050181)
publikacioban vizsgdlt sszes 12 polimorfizmus esetén elvégeztik a Hardy-Weinberg
equilibrium analizist a kontroll csoportban - eltérés nem volt.

A klinikai eredmények feloltésre keriiltek-e valamelyik nemzetkozi mutdcids adatokat
tartalmazo adatbazisba?

A diagnosztikai eredmények széles korben torténé megismertetése tobb tton lehetséges, ezek
kiilonboz6 szintli minéségi kontrollt jelenitenek meg. Els6dleges célunk a nemzetkodzi
publikacié volt, mely a legmagasabb ellendérzési szintet jelenti. A klinikai laboratériumi
genetika egyik 4ltalanosan hasznalt adatbazisa a Human Gene Mutation Database Professional



(HGMD). Ez az el6fizetéses adatbazis a publikalt variansokat veti al4 kritikai analizisnek és
teszi ezt kovetben hozzaférhetévé az eldfizetdk szamdra. Megvizsgaltuk a disszerticioban
szereplé kozleményekben leirt genetikai varidnsok HGMD reprezentaciojat és azt talaltuk,
hogy a HGMD 2020.4 verziészamu adatbazisban 25 altalunk vagy altalunk is leirt genetikai
eltérés szerepel (F5, KCNJ11, DHCR7, DMD, PKHDI, PKDI, FBNI gének). A masik
lehetdség a 16kusz-specifikus adatbazisokban tortend depozicid, ezt a DMD ¢.227A>T,
p.Asn76lle eltérés esetén tettik meg (LRG_199tl: ¢.227A>T, LRG 199pl: p.Asn76lle;
https://databases.lovd.nl/shared/variants/0000171133). A harmadik, egyre nagyobb
jelentdségii adatbazis az NIH ClinVar adatbdzisa. Ebbe professzionalis genetikai elldtohelyek
tolthetik fel eredményeiket megfeleld regisztraciot kovetoen. A korabbiakhoz hasonldan,
szintén mindségi kontrollal rendelkezd adatbazis, nagy elénye, hogy a bizonytalan klinikai
jelent6ségli variansok feltdltése is lehetséges. A ClinVar adatbazisba regisztaltunk ¢&s
megkezdtiik a variansok feltoltését.

Végiil, szeretnék Professzor Ur szovegben megjelenitett kritikdjara is regalni:

vérdemes lett volna néhdny technikai pontot kilon is megmagyardzni (csak példaként
kiragadva: a misszensz és nonszensz mutdciok kozotti kiilonbség, illetve a kis és nagy deléciok
illetve inzercick kozotti killonbség médszertani detektdldsdnak érzékenysége eltérhet az
alkalmazott mddszerek fiiggvényében)".

Munkam sordn mindvégig megprobaltam megteremteni az egyensilyt a formai €s tartalmi
elemek kozott. Egyetemi oktatoként gyakori kérdés, amit felteszek magamnak, hogy "hol
kezdjem?". Ebben az esetben taldn ez nem sikerdilt, de mentségemre sz6ljon, hogy a genetikai
variansok detektalasat altaldban mindségi analizisként végeztiik, és abban az esetben, ahol
menniységi analizis volt a cél (Koczok et al, doi.org/10.1002/pd.5319) ott a leiras részletezobb
volt.

Még egyszer koszondm Professzor Ur kérdéseit.

Tisztelettel kérem valaszaim elfogadasat.
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