Valasz Dr. Puskas Léaszl6 opponensi véleményére

Tisztelt Biralo!

Kdszondm szépen a birdlatot és a megjegyzéseket! Mindvegig térekedtem a megfeleld
magyar nyelvezet hasznélatara, ennek ellenére sajnos nem sikerllt minden esetben a
népszeriibb kiilfoldi eredetli sz6 helyett a magyar forma hasznélata. Teljesen jogos a
megjegyzés, és elnézést keérek a magyartalan szavak hasznalataért!

A protedm és proteom formakat illetéen mindkét forma hasznalatos. Mivel viszonylag
kevés magyar nyelvii munka sziiletik proteomika témakorben nehéz valamelyik forma
dominanciajat megallapitani, gyakorlatilag mindkét forma fellelheté a magyar nyelvi
miivekben. Hosszi tavon azonban, azt hiszem nem kérdéses, hogy a genomhoz és

transzkriptomhoz hasonléan a proteom forma lesz a dominans.

Kérdés:

Nem derdlt ki a biralé szaméra, hogy az Alzheimer-kor diagnosztikajara tervezett konny
fehérje tartalmanak vizsgalata pontosan mire iranyult. Bar a Célkitiizés fejezetben
diagnosztikus és prognosztikus biomarkerek azonositasa volt megjeldlve, ez az Eredmények
részben nem lett kifejtve, a kis mintaszambol valosziniisitheto, hogy mar diagnosztizalt betegek

elemzése zajlott egy idoben.

Valasz:
Elnézést, a nem egyértelmii megfogalmazasért! Munkdm sordn a mér diagnosztizalt
Alzheimer korban szenvedo betegek vizsgalatat veégeztiik. Ez azt jelenti, hogy diagnosztikus és

nem feltétlendl prognosztikus potencialis biomarkereket azonositottunk.

Kérdes:

Ellentmondasosak a kénnymintakkal vegzett elokisérleti és a tovabbi gélelektroforeézis
soran kapott fehérje koncentraciora kapott eredmények. Amig a termelédott konny
koncentracidja szignifikansan magasabb volt a betegek esetében, addig az SDS-PAGE
Kisérletben pontosan az ellenkezdje latszik, és pontosan az ellenkezdjét is interpretadljik: ,, két
sav kivételével a betegektol szarmazo mintakban a fehérje savok statisztikailag szignifikans
modon csékken ...” - 21. abra. Mindezekbol az a gyanu tamad, hogy valamilyen technikai

hibardl van szo (ranézésre minden fehérjébol aranyosan kevesebb latszik, és ahogyan varhato
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egy eltéro mintafelvitelnél a nagyobb koncentracioban jelenlévo fehérjéknél kisebb a kiilonbség
a telitédés szamitasa miatt), és nem valos kiilonbségeket detektaltak. Ezek egyike sem specifikus

valtozas.

Vaélasz:

Igen, ezzel a problémaval t6bbszdr szembesiltiink: annak ellenére, hogy azonos fehérje
mennyiséget viszlnk fel a gélre, a betegmintdk esetében a kontrollok mintaihoz képest a
gélsavok intenzitasa alacsonyabb. Igen valoszinii, hogy peptidek, vagy kis fehérje molekulak
vannak jelen a koénnyben, amelyek az &sszfehérje mérés és az SDS-poliakrilamid
gélelektroforézis eredményei kozotti elterést okozzék. Probalkoztunk a konnyfeherjék meret
szerinti sztirésével, de sajnos igen komoly fehérje veszteségekkel kell szamolni a pér
mikroliternyi konny kihigitasakor, majd a higitott minta szlirését kdvetd beparlas sordn. A
direkt emésztés és tomegspektrometrias analizis szerint a 10%-0s gélen nem detektalhat6 kis
moltdmegl, antimikrobialis és immunmodulator szereppel rendelkezd fehérjék (pl. az S100
fehérje csalad tobb tagja) altalaban nagyobb mennyiségben fordulnak elé a cukorbetegektdl
szarmaz6 kénnymintakban, mint az egészseges donoroktol szarmazd mintakban. Sajnos nem
all rendelkezésre Alzheimer koéros betegtdl szarmazd konny, ezért a birald altal felvetett
kérdésre nem tudok egyértelmii valaszt adni. Azonban a diabéteszes kénnyeken végzett eddigi
vizsgalataink alapjan, ahol az SDS-PAGE soran megfigyelt jelenség ugyanlgy felfedezhetd,
mint az Alzheimer koros betegektdl szarmazo mintak vizsgalatanal, kizarndm a technikai hiba
lehetéségét. A rendelkezésemre allo adatok alapjan ugy gondolom, hogy a gélen nem lathato,
de mennyiségileg tobb kisméretii, féleg antimikrobidlis és immunmodulator fehérje jelenléte

okozhatja a latott jelenséget.

Keérdés:

Mivel az Alzheimer-kér komplex betegség, tobb alcsoportra is oszthatd, valamint a
korlefolyds nagy nemi és korbeli kulonbségeket mutat, ezért az alkalmazott beteg és
kontrollszam nagyon alacsony, statisztikai elemzésre nem alkalmas. Egy, a késébbiekben is
hasznalhat6 potencialis biomarker azonositaskor rendkivil fontos az eredmények validalasa
(lehetdleg kettos-vak Kisérleti tervezéssel) nagyobb szamu betegeken/kontrollokon, mas
centrumokbol szarmazo mintakon, mas embercsoportokon. Mindaddig félrevezeté és
véleményem szerint nincs értelme ROC analizist és biomarker kombinaciok eredményeit

kalkulalni.



Vélasz:

Sajnos igen komoly akadalyokba {itkdztiink a mintagy(ijtés soran, igy annak ellenére,
hogy tervben volt, nem tudtuk kiterjeszteni Alzheimer kérral kapcsolatos vizsgalatainkat a
korai allapotokra, és nem tudtunk nagyobb mintaszdmu betegeket sem bevonni. Erre az egyik
lehetéség a nyugat-eurdpai biobankok anyagénak vizsgélata lenne, de azok nem tartalmaznak
konnymintékat. Teljesen jogos a felvetés a ROC statisztikat illetden; adataink csak tajékoztatd
jellegliek, és azt a célt szolgaljak, hogy felhivjak a figyelmet arra, hogy érdemes ezekkel a
potencialis biomarkerekkel foglalkozni. Tekintve, hogy ez az egyik legdinamikusabban idézett
publikécionk, a szakma nagy érdeklédésére tart szadmot és amint lesz ra lehetdség, mindenképp

szeretnénk validalni, de legalabb ellenérizni eredményeinket.

Keérdés:

A normdl verejtek tomegspektrometrids elemzésekor 0sszekeverték az egyes emberek
mintait, hogy megfelelo mennyiséget kapjanak. Diagnosztikai célu alkalmazaskor
természetesen egyedi mintakat fognak hasznalni. Sikerlt-e a mddszert olyan érzékennyé tenni,
hogy az egyedi emberek mintdit is lehessen hasznalni? Tervezik-e ezt a Debreceni Egyetemen
adaptalni ezt a modszert? Lehet-e tudni, hogy milyen egyedi szérasok vannak és hogy a kor és
a nem hogyan befolyasolja az egyes fehérjék szintjét?

Vélasz:

Biomarkerek vizsgalata soran minden esetben a cél az egyedi mintdk elemzése. Egy
koréabbi kutatds sordn gyljtottiink verejtékmintakat, de az akkor rendelkezésre allo analitikai
rendszeriink nem volt kelléen érzékeny az egyedi mintdk vizsgélatanak kivitelezésére. A
jelenleg rendelkezésiinkre alld nagy érzékenységli tomegspektrometrias rendszer segitségével
megvizsgaltuk a kordbbi mintakat, és az egyedi verejtékmintakban a kiilonb6zé keratin
formakon kivil 43 fehérjét tudtunk azonositani. Vizsgalataink azt mutatjak, hogy az egyedi
verejtékmintdk analizise lehetséges, és hamarosan elkezdjuk a kordbban 1. tipusd
cukorbetegségben szenvedd gyerekektdl gytijtott egyedi mintdk tanulméanyozasat.

Nincsenek sajat adataink a kor és nem fehérje szintre gyakorolt hatasat illetden, viszont
irodalmi adatok alapjan jelent6s kiilonbségek figyelhetok meg a férfiak és nék verejtékfehérjéi
kozott. Egy kutatas 562 verejtékfehérjét azonositott, amely nemtdl fiiggetleniil mindkét csoport
mintaiban jelen volt, mig 298 fehérje bizonyult nem specifikusnak (Yu és mtsai. J Proteomics

2017). A nemhez hasonldan a kor is egy fontos valtozo a verejték fehérje osszetételét illetéen:
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egy kutatds, amely a verejték gyulladdsos markereit vizsgalta azt taldlta, hogy az iddsek
verejtékében nagyobb mennyiségben voltak jelen a vizsgalt citokinek, mint a fiatalok mintaiban
(Hladek és mtsai. J Immunology Methods 2018). Az egyedi szorasok jelentések. Sajat adataink
azt mutatjak, hogy 60-80 % az eltérés (CV%) az egyes donorok mintaiban levé fehérjék

mennyisége kdzott.

Kérdés:

Hogyan értékeli az irodalomban megtalalhaté szamos biomarker adat megbizhatdsagat
(reprodukalhatésag és érzekenyseg szempontjabdl) és 6sszehasonlithatosagat. Milyen
stratégidkat, modszereket, kisérleti tervezést tart elényosnek a hibak minimalizalasdara és a

megbizhatdsag novelésére.

Vaélasz:

Ez egy nagyon fontos, &m ugyanakkor nagyon komplex kérdés. Igen nehéz a biomarker
kutatdsi adatok Osszehasonlitasa, ugyanis a kiilonbozé kutatocsoportok tobbféle startégiat
alkalmaznak a biomarkerek vizsgalata soran, eltér6 a mintagyiijtés, a vizsgalatba bevont
popul&cid stb. Ha nem vért, vagy vizeletet vizsgalunk, akkor figyelni kell a mintagytijtés modja
mellett a mintagyijtés idépontjara is. Mindemellett Ugyelni kell arra, hogy t6bbé-kevésbé
homogén donor csoportokat alkossunk, megfelel6 kontrollokat vonjunk be és mindenek felett
megfelelé legyen a mintaszam. Ha a fenti faktorok figyelembe vételével dolgozunk, altalaban
j6 a reprodukélhatosag, de még ilyen esetekben is eléfordulhat, hogy a vizsgalat elején
igéretesnek tlind fehérje a validalas sordn nem bizonyul megfeleldnek és el kell vetni. Az
irodalomban publikalt sok potencialis biomarker kodzll csak nagyon keveset lehetett validalni,
és még kevesebb felelt meg a kiilonb6z6 hatosagok (pl. FDA) altal tamasztott nagyon szigoru
elvarasoknak.

Ennek egyik oka a Kklasszikus, un. trianguléris stratégia alkalmazésa. Viszonylag kis
csoportonkénti mintaszam vizsgalataval indul, majd a felfedezés tovabbi 1épcséin tobb és tébb
donor bevonasaval szélesitik az analizisek szamat, ezzel parhuzamosan pedig csokkentik a
vizsgalt fehérjék szamat. A probléma kiklszébolésére az utdbbi években az un. rektangularis
stratégiat javasoljak (Geyer és mtsai. Mol.Syst.Biology 2017). Ez a stratégia kétlépcsds, és
mind a felfedezes, mind a validalas stadiumaban nagyszamu donort vonnak be; gyakorlatilag
mindkét szinten megismétlik a vizsgdlatokat més-mas, de kellden nagyszamu donor

bevondsaval. Igy lehetévé valik, hogy kevesebb, de megbizhatobb potencialis markert



azonositsanak. Azok a fehérjék, amelyek mindkét vizsgalatban megfelelonek bizonyultak a
csoportok elkilonitésére, biomarkerként hasznalhatok.

Az irodalomban kozolt adatok dontd tobbsége, akarcsak a mi csoportunk altal publikalt
adatok, triangularis stratégia alkalmazasaval sziilettek, ennek minden elényével és hatranyaval.
Igen valdszintinek tartom, hogy néhany éven beliil triangularis stratégiaval végzett vizsgalatok
eredmeényét nem lehet majd publikalni a rangos szakmai folyoiratokban, és publikalasi elénybe
keriilnek olyan munkacsoportok/szervezetek, amelyek nagymennyiségli (tobb ezres)
mintaszamhoz férnek hozza és azokat tudjak vizsgalni.

Az érzékenység nagyban fiigg attél, hogy milyen tomegspektrometrias rendszeren
torténik a vizsgélat. Az utobbi években elterjedt tomegspektrometrids rendszerek mar
kell6képpen érzékenyek a kiilonb6z6 mintak mélyanalizisére, €s a kis mennyiségben levd
fehérjékrol is gytjthet6 adat.

A mar meglevé eredmények Osszehasonlitasa nem egyszerii. Az egyes Kisérletek
eredményeként kapott biomarkereket el lehet fogadni, bizonyos hatarok kozott lehet hasznalni
— habér a sajat nyalproteomikai eredmeényeink is mutatjak, hogy a tajvani és a hazai vizsgalatok
eredményei eltérék voltak — de a kiilonbdzd kutatdcsoportok altal létrehozott kvantiativ
adatokat is tartalmazo fehérje vagy genlistdkat nem lehet egy az egyben 6sszehasonlitani. Egy
frissen kdzolt tanulméanyunkban Alzheimer kérban elhunyt betegek agyabol szarmazd mintak
vizsgalati eredményeit toltottik le proteomikai adatbazisokbol, de csak az egyes csoportok altal
szignifikansnak itélt fehérjéket vizsgaltuk tovabb, mert nem sikertlt olyan matematikai modellt
talalni, amely képes a kiilonbozo kisérleti beallitasokkal Iétrehozott adatok egyuttes elemzésere.

Osszegezve, a szakirodalomban kozolt biomarker adatok 6sszehasonlitasa nem
megoldott, az d&sszehasonlithatdsag nagymértékben flgg az alkalmazott mddszerek
kompatibilitasatol. A reprodukalhatésag altalaban jo, viszont az érzékenység az alkalmazott
analitkiai rendszertdl fligg. Most mar egyre inkabb elérhetdk a nagy érzékenységii
tomegspektrometrias rendszerek €s a keletkezett adatokat standardizalt és ellendrzott modon fel
lehet t6lteni publikusan hozzaférhet6 adatbazisokba (pl. ProteomeXchange), jelentésen novelve
a keletkezett adatok megbizhatdsagat és Gjrahasznosithatosagat.

Mindent egybevetve, sajnos nem ideélis a biomarker azonositas terlletén jelenleg
uralkodo éllapot. Ugy gondolom, hogy ez jelentésen meg fog valtozni a kozeljovoben: egyrészt
a rektangularis stratégia térhoditasaval, masreszt pedig az adatstandardizalasi programok révén.
Példa erre az ELIXIR-Proteomics altal koordinalt tdbb europai kutatocsoportot - kdztiik a mi

csoportunkat is - magaba foglal6 kozds munka (ELIXIR-Proteomics Community-led



Implementation Study 2019 ,,Increasing the translational value of public proteomics datasets:

Automatic metadata-driven reanalysis in cloud infrastructures”).

Még egyszer készondm a feltett kérdéseket és a dolgozatom biralatat!

Debrecen, 2021. méjus 31. Tisztelettel,

Dr. Csosz Eva

jelolt



