Valasz Prof. Dr Vékey Karolynak, a MTA doktoranak
a ,,Korszeri analitikai médszerek alkalmazasa a peptid és
fehérjekutatasban” c.,

a MTA doktori értekezésemrol irt biralatara

K6szonom Prof. Dr. Vékey Karolynak, hogy nagy gonddal dtolvasta és véleményezte
értekezésemet, ami valéban nem egy kutatdsi téma, hanem az elmdlt 20 év eredményeinek
Osszefoglaldsa. A sajat intézetiinkben végzett kutatdsokon tdlmenden a bemutatott
eredmények jelentdés része peptidkémikusokkal, biolégusokkal, biokémikusokkal,
gyogyszerészekkel, élelmiszerkutatdkkal vald egylittmiikodésbdl szarmazik, amelyekhez mi a
rendelkezésiinkre 4116, ill. dltalunk fejlesztett eszkdzokkel, médszerekkel jarultunk hozza. A
kisérleteket rendszerint kozos megbeszéléseket kovetden végeztiik el, igy az analitika nem
kiszolgélo, hanem egyiittes alkoté tevékenységgé valt.

Oriilok, hogy a birdlé érdekesnek és nemzetkozileg is kiemelkedd jelentdséglieknek
taldlta az utébbi években a proteomikai vizsgdlatok ismételhetdségének, megbizhatésaganak,
ill. a gélelektroforézissel elvdlasztott fehérjék relativ és abszolit mennyiségeinek
meghatdrozasara kidolgozott médszereinket. Ez utébbit az eldadds sordn mar bemutattam és
mivel a birdld mind a két kérdése az elsd témakdrhoz kapcsolddik, ezért egy kicsit
részletezem azt és vélaszolok a kérdésekre.

A bioldgiai, élettani, orvosi és farmakologiai kutatdsok végeredményének mindségét
elsésorban két tényezd: a valasztott dllatmodell tulajdonsdgai (bioldgiai védltozatossig) és a
kisérlet kivitelezésének mindsége (technikai ismételhetoség) hatdrozzdk meg. Felmeriilt
tudomdnyos kérdések dallatkisérletes megvalaszoldsdban alapvetd szerepe van a megfeleld
allatmodell kivédlasztdsdnak, ill. annak, hogy a kisérleti allatok genetikai jellemzdi
megfeleljenek a kisérlet célkitizéseinek. Genetikai tényezOk hatdrozzdk meg az 4dllatok
tulajdonsigait, beleértve a kiillonb6z6 fizikai hatdsokkal, kémiai anyagokkal, kérokozd
mikrobdkkal és idegen, illetve sajat antigénekkel szembeni érzékenységiiket, ill. a kivaltott
reakcié mértékét.

Arra voltunk kivancsiak, hogy dllatkisérletekben az dllatok egyedisége (bioldgiai
véltozatossdg) hogyan befolydsolja az dllatcsoport homogenitdsdt, mert azt mar a kisérlet
megtervezésekor tudnunk kell, hogy egy-egy kisérleti csoportban mi az a minimdlis dllatszam,
ami mellett még értelmes, statisztikailag szignifikdns kiilonbség varhat6 két csoport kozott.
Neurobioldgiai kisérletek végzéséhez ismerniink kell, hogy a genetikai tényez6k hogyan

befolyasoljdk az agy fehérjedsszetételét. A bioldgiai véltozatossdg itt a kiilonbdzd fehérjék



eltér6 mennyiségében jelentkezhet. A 2D-poliakrilamid elektroforézis ma is a legszélesebb
korben haszndlt proteomikai mddszer egy kiils6 vagy belsd hatasra bekdvetkezd fehérjeprofil
globdlis valtozasainak kvantitativ meghatdrozdsdra. A 2D-elektroforézis Osszetett,
munkaigényes, nem automatizalt médszer, amely kdvetkezd 1épésekbdl all: mintaeldkészités,
izoelektromos fékuszélds, SDS-gélelektroforézis, festés és kiértékelés. Egy reprezentativ gél

elektroferogramjit mutatja az aldbbi 4bra.

pH 3-10

r
——"
L
" :
v '_*_,-
. vl =
: : - o
= V.
. N
- ey B o
MW - .
-
- - *
e S
. o o g
- 1@ *
. .
- -
.
- -
. s
A -
- - e

A 2D-elektroforézis eredményeinek megbizhatosdgit sok tényezd befolydsolja, ami az un.
technikai reprodukdlhatésdggal (pl. varidcids koefficienssel) jellemezhetd. Meghatdrozasat
ugyanazon, NMRI egérbdl szdrmazé agyminta 4-4 db poliakrilamid gélen torténd parhuzamos
analizisével végeztiik el. A két sorozatban, kozel 800 fehérjefolt intenzitdsdnak mérésébdl
szamitva a medidn CV% 9,3%-nak adddott, valamint a foltok 95%-énak varidcios
koefficiense 20,5%-ndl kisebb. Ez az eredmény jobb, mint mds laboratériumban hasonld
poszt-elektroforetikusan festett gélek esetében (16,2%), de gyengébb, mint a 2D-DIGE
kisérletekben mért 7%.

Azt taldltuk, hogy a kisebb mennyiségii fehérjék meghatdrozasa nagyobb hibaval jir, azaz a
kisebb foltok mennyiségi mérésének nagyobb a varidcids koefficiense, mint a
nagyobbakénak. Azt nem lehet bizton A4llitani, hogy minden esetben ugyanarra a kis

intenzitdsi fehérjére kapjuk a nagyobb szordst, csak az az d4ltaldnos torvényszerlség



érvényesiil, hogy minél kozelebb vagyunk a kimutatdsi hatdrhoz, anndl nagyobb relativ
hibdval terheltek a mérések.
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A bioldgiai variabilitds meghatdrozdsara kisérletsorozatot terveztiink azonos, ill. kiilon
almokbdl szdrmazé egerekbdl képzett kisérleti allatcsoportokkal. Az azonos koriilmények
kozott elvégzett 2D-elektroforézis kisérletek nyert eredmények variacios koefficiensei 12,1%,
ill. 11,2%, tehat 20-30%-kal nagyobb, mint a technikai reprodukalhatésdg meghatarozasanal
kapott értékek. Kozvetleniil a bioldgiai variabilitdst nem lehet meghatdrozni, mert az itt kapott
értékek tartalmazzdk a 2D-elektroforézis kivitelezésének technikai variabilitasat is. fgy a két

variabilitds 0sszegét, az tin. totdl variabilitds 6sszegét hatdroztuk meg.
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A bioldgiai variabilitdst kordbban nem szdmoltuk ki, csak azt mondtuk, hogy az &ltalunk
végzett kisérletben a totdl variabilitdst a technikai ismételhetdség fogja dontéen meghatirozni.
A birdlé kérésére elvégeztem a hibaterjedés vizsgalatat e két, egymdstdl fliggetlen

kisérleten az aldbbi dltaldnos képletek alkalmazdsdval a hibdk 0sszegzOdését feltételezve.
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(A kovariancia tagot (covap) a fiiggetlen adatok miatt nem vettem figyelembe.)

A bioldgiai variabilitdsra kapott eredményeket az el6z6 dbran z6ld szinnel jelolve az lathatd,
hogy a mérések 95%-ban a bioldgiai variabilitds 5% alatti, tehat kisebb jelentdségii, mint a

technikai variabilitas.

Még szemléletesebben mutatja a technikai variabilitds dominédns szerepét az aldbbi dbra:
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Eredményeink statisztikai értékelésével azt a kovetkeztetést lehet levonni, hogy a mi 2D
elektroforézis kisérleteink koriilményei mellett kétszeres (100 %) fehérjeexpresszio-
kiilonbség megfeleld detektdlasdhoz (p < 0,05 és a statisztikai proba ereje (power) > 0,8) a
vizsgdlati csoportoknak minimum 4 kisérleti allatbdl kell allniuk. Ha kisebb kiilonbségeket

(pl. 50%-os) is detektélni szeretnénk, az dllatszamot legaldbb kilencre kellene ndvelni.

Ebben a témakorben végzett munkdnkat a Journal of Proteomics folydiratban (Vol. 74, 894-
901, 2011) kozoltik és kizardlag 2D-elektroforézissel kapott kisérleti eredményeket

tartalmaz, tomegspektrometrids fehérjeazonositasok nem torténtek.



Ismételten megkoszondm Prof. Dr. Vékey Karolynak, hogy dtnézte és elbiralta értekezésemet.
Koszondm elismerd szavait, megtisztelt, hogy munkdmat szakmai szempontb6l kitiindnek

taldlta és javasolta szdmomra az MTA doktori fokozat odaitélését.
Szeged, 2013, 4prilis 15.
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By Joady Tovunns

Dr. Jandky Tamas
a kémiai tudoményok kandidatusa



