Valaszok Dr. Vékey Kéaroly opponensi véleményére

Tisztelt Professzor Ur!

Kdszdndm szépen biralatot és a méltato szavakat! A feltett kérdésekre a kovetkez6 valaszokat

adnam:

Kérdés:

Proteinhaldzatok vizsgélata fontos bioinformatikai feladat, mely sok fehérje kozotti
kapcsolatot értelmezésére szolgél. Tipikus hal6zati modell példaul a 46. abra, melyen ca. 100
fehérje szerepel. A dolgozatban bemutatott méas esetekben azonban csak néhany, 5-10-15
fehérjébol alkotott hdlozatok szerepelnek (pl. a 27,28, 29 abrdk esetén). Ilyen kevés fehérje

esetén mennyire jogos a statisztikai elemzéseken alapul6 proteinhalézati modell hasznalata?

Vaélasz:

A protein hél6zatok esetében, teljesen jogos a felvetés, ugyanis a kis elemszamu
halézatokban a statisztikai analizis nem adna valds eredményt, ezért nem is hasznaltuk. Egyes
esetekben a haldzatokat azért rajzoltuk meg, hogy a fehérjék funkcidjarol, illetve a fehérjék
egymas kozotti interakcidirdl kapjunk képet. Nagyon sok olyan szoftver all rendelkezésre,
amelyek segitségével a fehérjék funkcidi vizsgalhatok, viszont a STRING DB, amellett, hogy
informéciot nyQjt az egyes fehérjék kozotti kapcsolatokrdl, egy konnyen hasznélhatd
kornyezetet biztosit a funkcionalis vizsgalatokhoz is. Ez volt az egyik ok, amiért gyakran
hasznaltuk a STRING DB halozatrajzolo és funkcionélis elemzd tulajdonsagait vizsgalataink
sorén. llyen esetekben nem végeztiink statisztikai elemzést a halézaton, hanem a statisztikai
elemzés eredményeként kapott fehérjék hal6zatat rajzoltuk meg.

Statisztikai elemzést csak olyan halozatokon végeztiink, ahol az elemszam ezt lehetdvé

tette, igy csak a HIV-1 transzdukcio vizsgalata soran kapott adatokat elemeztiik ily médon.

Kérdés:

Defenzinek kvantitativ vizsgalatara a jeldlt MRM alapu témegspektrometrias modszert

fejlesztett, és az ezzel kapott eredményeket ELIZA mddszerrel hasonlitotta ¢ssze. Irodalmi
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eredmények alapjan az MRM joval specifikusabb (kevesebb hamis pozitiv talalat), sok (akar
tobb sz&z) komponens vizsgélatara alkalmas, azonban sokkal dragébb, mint az ELIZA. Ezek
miatt az MRM-et legtobbszor akkor haszndljak, ha az ELIZA nem ad megfelelé eredményt. Mi
errél a véleménye? Jelen esetben ,,csak” 4 komponens vizsgadlatdrol volt szo. Miért volt szikség

az MRM alkalmazdsdra, ill. mi volt az elénye az ELIZA-val szemben?

Vélasz:

Az MRM-alapu analizisek az esetek nagy részében mddszerfejlesztést, de legalabb
modszeroptimalizalast igényelnek. Figyelembe véve ezt a tényt, valamint azt, hogy az antitest
alapi. modszerek  altaldban  érzékenyebbek, mint a rutinszerien alkalmazott
tomegspektrometrids modszerek, amikor van lehetdség antitest hasznalatara, mindenképp az a
javasolt modszer. Gyorsabb, sokszor egyszeriibb a Kivitelezése, és ar-érték aranyban felulmulja
a célzott tomegspektrometrias vizsgalatot. Ez vonatkozik arra az esetre, ha egy vagy ket analit
mennyiségét vizsgaljuk. Azonban olyankor, amikor ugyanabbdl a mintabdl tobb fehérje
mennyiségét kivanjuk meghatarozni, olyan modszer alkalmazésa sziikséges, amely lehetoséget
biztosit tébb fehérje egyuttes vizsgalatara. Erre is vannak antitest alapt mddszerek, viszont ott
a gyarto altal elére meghatarozott és optimalizalt fehérje listdkbdl lehet valogatni. Ha nem a
kindlt fehérjéket, vagy nem az 0Osszes kinalt fehérjét szeretnénk vizsgalni, akkor
kompromisszumra kényszeriilink vagy az ar, vagy a vizsgéalt fehérjéket illetden. Ilyen
esetekben, vagy amikor nincs megfeleld mindségii antitest, akkor jelent oOridsi segitséget az
MRM-alapt médszerek alkalmazasa. Ez jelent6s flexibilitast biztosit, mert egyenként lehet a
kivant fehérjékre madszert tervezni, azt optimalizalni és egy analizis soran tébb, MRM-el kb.
20, PRM-el akar 100 (vagy tobb) fehérje vizsgalatat is elvégezni.

A defenzinek vizsgalata soran az volt a cél, hogy olyan célzott proteomikai mddszert
fejlesszlink ki, amely alkalmas az Osszes defenzin egyidejii vizsgalatara. Sajnos ebben a
kérdésben nem jartunk teljes sikerrel, ugyanis az alfa defenzinekre nem sikerilt megfeleld
modszert tervezni; nem talaltunk megfeleld specifikus szekvenciat, amelyet felhasznalhattunk
volna az alfa defenzinek egyértelmii azonositaséara. Igy ,,csak” a béta defenzinek vizsgalatara
alkalmas mddszert hoztunk létre; modszeriinkkel a béta defenzin 1, 2, 3 és 4 mennyisége
egyszerre vizsgalhatd. A modszer kifejlesztésekor rendelkezesre allt ELISA a vizsgélt
defenzinekre, viszont ar-érték aranyban és erdforras-raforditas szempontjabdl jobbnak
bizonyult az MRM modszer. A masik elony az volt, hogy mig pl. sejtkulturas vizsgalatoknal

elegendd minta all rendelkezésre tobb, egymast koveté ELISA Kivitelezésére, addig mas
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esetekben (pl. kdnny, verejtek stb.) a mintamennyiség limitalt, és nem teszi lehetévé az ismételt
ELISA vizsgalatok kivitelezését. llyen esetekben a célzott proteomikai mddszerek biztositanak
alternativat az antitest-alapu vizsgalatokkal szemben.

Még egyszer kdszondm dolgozatom biralatat és a feltett kerdeseket!

Debrecen, 2021. méjus 31. Tisztelettel,

Dr. Csosz Eva

jelolt



