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Koszdndm Professzor Ur rdszletes, alapos bfufulatat. A birdlatban megfogalmazott kritik6t
elfogadom. Azalilbbiakban egyenk6nt v6laszolom meg Professzor Or k6rd6seit.

A GAS6 detehdldsdra kidolgozott mddszereknek mekkora az Lrzdkenysdge?

Vizsgiilataink sordn a Gas6-et immunblotting, t<imegspektrometria 6s ELISA m6dszer

segitsdg6vel detektrlltuk. A Gas6 m6r6s6re szolg6l6 m6dszerek kidolgozds6hoz sziiks6g volt a

Gas6 mol6ris extinkci6s koefficiens6nek meghatarozdsira, mert abszolirt mennyisdgi

meghataroz6s ennek ismerete n6lkiil nem lehets6ges. Ezt tisztitott rekombin6ns Gas6

felhaszniifus6val6llapitottuk meg,83676L x mol-1cm-1-nek ad6dott. Aplazma Gas6-et el6szdr

immunprecipitaci6-SDS-PAGE-immunblotting m6dszerrel detektaltuk. A detektSl6s sor6n is

haszn6ltunk jeler6sit6st, streptavidin-biotin rendszer 6s biotin6lt tormaperoxidaz fotmalaban.

A m6dszer 6rz6kenys6g6t nem kalkul6ltuk, de 120 trtL plazma Gas6 tartalmdt, anri x2 nE,

kimutatni volt k6pes. A Gas6 plazmajelenldt6nek bizonyit6sa ttimegspektrom6terrel tdrt6nt,

ebben az esetben is min6s6gi analfzist v6gezttink, c6lunk a protein detekt6l6sa volt. A
kifejlesztett ELISA rendszer kimutat6si hatfua 0,4 nglml Gas6 volt, azaz a teszt k6pes

kimutatni 0,04 ng Gas6-et a 100 pl-es teszt t6rfogatban.

Tdrtdnt-e BLAST keresds a primerkatdddsek igazoldsdra?

Tudomanyos kutat6, valamint diagnosztikai munkrlmban tobb sz6z esetben terveztem PCR

reakci6ban haszn{latos oligonukleotidokat. Kezdetben kdzzel, aGC:4, AT:2 fok 6k6lszabdly

szerint, a regota ismert alap kritdriumoknak megfelelve (kertilend6k: repetitiv szakaszok,

m6sodlagos struktur6k, homol6g, GC gazdag, purin gazdag szakaszok stb.). Mivel ez a
tev6kenys6g feloleli az elm.iullt t<ibb, mint 20 6vet, igy nehdz sziimot adni retrospektiven az

aktu6lisan hasznilk m6dszerr6l. Ami bizonyos, hogy minden esetben a kornak megfe1el6

el6rhet6 legbiztosabb m6dszert vilasrtotlam, amibe a BLAST analizis is be1e6rtend6. Minden
primer kombinSci6 6les haszniiata el6tt kontroll kis6rletben DNS szekven6l6ssal igazoltuk

annak specificitiis6t. A Primer3 online eszkozhasznflata 6ta, valamint az 6vek sordn nagyon

megbizhat6vd v6lt oligonukleotid szintetizill c6gek okrin ma m6r nincsenek primer
probl6mdink, rendkidl ritka a nem miik0d6 primerp6r'

A Roche 454 technol1gia mdra mdr elavult 6s a birdl1 nem tud rdla, hogt mdg elLrhetd lenne.

Mennyire drvdnyesek az eredmdnyek a ma is eldrhetd kovetkezfgenerdci1s szekvendldsi

mddszerek esetdn?

Professzor Ur fontos k6rd6st tett fel. Mit 6r egy kisdrletsorozat, egy eredm6ny, ha mrir kdzldse

idej6n is elalult, mert a m6dszer, amit elemez,mdr nem el6rhet6? Meglehet6sen sok 6lmatlan

qszakhtokozott nekem ez apvblkdci6, mert ezeket a k6rd6seket 6n is feltettem magamnak. A



Roche 454 technol6gia, illetve a DNS szekven6l6 (GS Junior) analitikai teljesitSk6pess6g6nek

kisdrletes vizsgillatlt a diagnosztikai felhasnffiils ig6nye hivta 6lete. A megbizhatatlan,

bizonyos szekvencia kdrnyezetben genotipizilbttkeptelen technol6gia korl6tait ismerniink kell

ahhoz, hogy megfelel6 diagnosztikai strat6gi6t alakithassunk ki, ugyanis diagnosztikai

szempontb6l a min6l homogdnebb munkamenet kialakitilsa a c6l, de nem minden6ron. Ebben

az esetben azt tataltl:ir., hogy a homopolimerek a piroszekvenill6s m6dszer6vel nem

genotipiziihat6k pontosan bizonyos sziim felett, igy u adott exonokat Sanger szekven6lSssal

[elll vizsgflnunk. Ez apontatlans6g nem kezelhet6 informatikai m6dszerekkel, mert a k6mia

inherens hib6ja. A Roche 454 technol6gia kivonul5s6val azotban ez a potenci6lis hibafon6s

nem tiint el, ugyanis a rdvid szakaszok szekven6lilsa teriilet6n a l6nyegesen robosztusabb 6s

pontosabb Illumina 6s BGI mellett m6g mindig a piacon van az adott brlzis(ok) be6ptildsekor

felszabadul6 protont m6r6 ion felvezet6 technol6gia a Thermo Fisher Scientific k6t mtiszer6vel

(Ion Genestudio 55 System 6s Ion Torrent Genexus System). Figyelembe v6ve, hogy ez a

k6mia homopolimer szempontb6l pontosan ugyanfgy viselkedik, mint a piroszekvenillfls, a

munkank mondanival6ja ma is aktu61is.

A gdnpolimorfizmusok vizsgdlata sordn csak egtszer eml[ti a Hardy-Weinberg equilibriumot.

A ffibbi csoportban sem volt eltdrds?

A genetikai asszoci6ci6s vizsgalatokban a kontroll csoport kivrilaszt6sa kritikus fontossSgri. A
kontroll csoport az illtalinos popul6ci6t kell hogy reprezentilja, mely tagiai ilzonos etnikai

h6tteni, aa adott betegs6gt6l mentes, rokoni kapcsolatban nem 6116 szemdlyekb6l kell 611jon.

Nem minden esetben van azonban lehet6s6g m6lyrehat6 klinikai vizsg6latok elv6gz6s6re a

kontrollok kOzrit. A fenti krit6riumok - azaz a kontroll popul6ci6 homogenitrisa 6s

reprezentativit6sa - tesztel6sdre szolgal a Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) vizsg6lat.

Meglep6, de a genetikai eset-kontroll vagy prospektfv tanulmdnyok harmad6ban nem keriil sor

HWE analizisre. Akdtmolekuftlris, id6skori maculadegener6ci6t (AMD) vizsgillo molekul6ris

epidemiol6 giai analizisiinkben fenti krit6riumoknak t<lbb m6don pr6bSltunk megfelelni: a

betegcsoporttagSarnal sz6nd6kosan id6sebb kontrollok bev6laszt6sa (AMD-ben nem, de minor
refraktiv hib6ban szenved6k, mely myopia, hypermetropia vagy presbyopia volt) klinikai
vizsgdlatot kdvet6en t<irt6nt. iW u betegs6gt6l mentess6get a klinikai vizsg6lattal igazoltuk,

mig a klinikai egym6s utrlni megfelends segitette a megfelel6 kontroll- 6s betegcsoport

kialakit6s6t. A Losonczy et al (doi: 10.11111j.1755-3768.2009.01687.x) publik6ci6ban

elvfgezti.ik a Hardy-Weinberg equilibrium analizist a kontroll 6s beteg csoportban. A kontroll

csoportban nem volt e1t6r6s a CFH genotfpusok, mig a betegekben a LOC?87715 eset6n - igy
pontositva a disszert6ci6ban frtakat. A Losonczy et al (doi:10.1371/journa1.pone.0050181)

publik6ci6ban vizsg6lt dsszes 12 polimorfi.zmus eset6n elv6geztiik a Hardy-Weinberg

equilibrium analizist a kontroll csoportban - elt6r6s nem volt.

A ktinikai eredmdnyek feldltdsre keriiltek-e valamelyik nemzetkozi mutdci1s adatokat

t art almaz 6 adatb dzi s b a?

A diagnosztikai eredm6nyek szdles kdrben t<irt6n6 megismertet6se tcibb fton lehets6ges, ezek

kiilcinbriz6 szintri min6sdgi kontrollt jelenitenek meg. Els6dleges c6lunk a nemzetkdzi

publik6ci6 volt, mely a legmagasabb ellenorzesi szintet jelenti. A klinikai laborat6riumi

genetika egyik 6ltal6nosan haszniitadatbiz;isaa Human Gene Mutation Database Professional



(HGMD). Ez aze16fizet6ses adatb6zis a publik6lt vari6nsokat veti al6 kritikai analizisnek 6s

ieszi eztk6vet6en hozzdfdrhet}ve az el6fizet6k szirmdra. Megvizsg6ltuk a disszerhlci6ban

szerepl6 k6zlem6nyekben leirt genetikai vari6nsok HGMD reprezerrtSci6jdt 6s uzt 1alfulfik,

hogy a HGMD 2020.4 verzi6sziraladatb6zisban 25 6ltalunk vagy 6lta1unk is leirt genetikai

ettEies szerepel (F5, KCNJll, DHCR7, DMD, PKHDI, PKDI, FBNI g6nek)' A m6sik

lehet6s6g u l6kxr-rpecifikus adatbinisokban t0rt6n6 depozici6, ezt a DMD c.2274>T,

p.AsnT6lle elt6rds eset6n tetflik meg (LRG-19911: c.227A>T, LRG-199p1: p.AsnT6lle;
'https:iidatabases.lovd.nVshared/variants/00001 71133). A harmadik, egyre nagyobb

jelent6s6gri adatbir7is az NIH ClinVar adatb{nisa. Ebbe professzionflis genetikai e1l6t6he1yek

i.ittt.tit fel eredm6nyeiket megfe1el6 regisztr6ci6t kovet6en. A kor6bbiakhoz hasonl6an,

szint6n min6s6gi konirollal rendelkez6 adatbinis, nagy el6nye, hogy abizonytalan klinikai
jelent6s6gri variansok feltolt6se is lehets6ges. A ClinVar adatbazisba regisztaltunk 6s

megkezdttik a variilnsok feltoltds6t.

V6giil, szeretndk Professzor Ur szdvegben megjelenitett kritik6jdra is reg6lni:

,,drdemes lett volna ndhdny technikai pontot ktil\n is megmagtardzni (csak pdldakdnt

kiragadva: a misszensz 6s nonszensz mutdciilk kdzdtti kulanbsdg, illetve a kis 61 nagt deldciik

illeie inzerci1k kazatti killanbsdg mddszertani detektdldsdnak drzdkenysdge eltdrhet az

alkalmazo tt m6 ds z er ek fi ggv dny db en) " .

Munk6m soriin mindv6gig megpr6b6ltam megteremteni az egyensrilyt a formai 6s tartalmi

elemek k6z6tt. Egyetemi oktat6k6nt gyakori k6rd6s, amit felteszek magamnak, hogy "hol

kezdjem?". Ebben az esetben talirr.eznem sikertilt, de ments6geln-re sz6ljon, hogy a genetikai

vari6nsok detekt6l5sSt altalihan min6sdgi analiziskdnt v6geztLik, 6s abban az esetben, ahol

menniys6gi analizis volt a c6l (Koczok et al, doi.org/l0.10021pd.5319) ott a 1eir6s reszletezobb

volt,

M6g egyszer kdszdndm Professzor Ur k6rd6seit.

Tisztelettel k6rem vflaszaim e1fogad6s6t.

Debrecen, 2021.03.

W
Dr. Balogh Istv6n
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