Opponensi Vélemény

Dr. Csész Eva: ,,Kvantitativ proteomikai mddszerek fejlesztése és alkalmazdsa komplex
bioldgiai kérdések tanulmdmyozdsdra és potencidlis biomarkerek azonositdsdra“ c. MTA

doktori értekezésérol

A modern bioldgiai tudomény legutobbi fél évszazadénak torténete a folyamatos médszertani
forradalom torténeteként irhaté le, amely a biolégiai rendszerek tSbbszintl és atfogo,
rendszerszintii tanulmanyozasét tette lehetdvé. A kordbban uralkodo genomikai modszerek
mellett folyamatosan fejlédtek azok a technologiai megoldésok, amelyekkel a proteomikai
valtozasok érzékenyen és nagy pontosséggal nyomon kovethetok.

Dr. Csész Eva akadémiai doktori értekezésében a kvantitativ proteomikai modszerek
kidolgozisaban, tovébbfejlesztésében és proliferativ vitroretinopatia, Candida albicans és
HIV-1 fertézés és killonb6zd biolégiai folyadékok markerkutatasainak alkalmazésaiban elért

eredményeit irja le.
A jelslt fontosabb 1j tudomanyos eredményei a kovetkezok:

1. Moédszert dolgozott ki fehérjék célzott tsmegspektroszkopias elemzésére, és kifejlesztett
egy halézatkészité és elemzé rendszert, amely kvalitativ és kvantitativ informaciot
szolgaltat.

2. Candida albicans specifikus CaPpz1 foszfatdz szubsztratokat azonositott és a foszfataz
hidnyéban bekovetkezd proteom/foszfoproteom valtozasokat, amely a biofilm képzddés
jobb megértéséhez vezetett.

3. A proliferativ vitroretinopatia patomechanizmusahoz kapesolodéan krisztallinok véltozasait
irtak le.

4. T&bb lehetséges biomarkert azonositottak konnyben és nyalban, melyek tovabbi validalas
utén potencialis eszkozok lehetnek az Alzheimer-kor, a trabekulektémia komplikaciok és

széjtiregi laphamrak diagnosztikdjaban.



A jeldlt az értekezésben dsszefoglalt eredményeit 11 nemzetkzi dolgozatban kdzolte, amelyek
Kkoziil 7 elsé és 3 utolsé szerzdés munka. Az eredmények koziil egyik sem kiemelten magas

impakta folyéiratban (IF>8) keriilt kozlésre.

A dolgozat nyelvezete kivalo, kevés, hibat, eliitést tartalmaz, azonban néhany helyen eléfordul
magyartalan sz6, amelynek van haszndlatos magyar megfeleldje: pld: depozitum, interakcids,
total, expresszi6, chaperon, knock-out, stb.

Béar a magyar nyelvben most honosodnak meg azok a szakszavak, amelyek csak néhany
évtizede jelentek meg a nemzetkdzi irodalomban is, fontosnak tartom ezek korai egységesitéseét,
ahol lehet a magyar szakszo hasznélatit. Ezért jegyzem meg az altalam furcsanak vélt
"transzkriptum" vagy tobb helyen hosszii 6-val ,,protedm” kifejezést korrigalni. Ez a mar

elterjedt genom szakszoval egyenrangian proteomként hasznalatosak a rendszerbiologidban.

Az abrak, tablazatok j6 mindségiiek, az dbrafeliratok jol olvashatdak.

Az Irodalmi bevezetés alaposan sorolja fel az egyes proteomikai moddszereket, a
tomegspektrométer felépitését és mitkddeset, biomarkerek azonositasat és fontossagat. A
dolgozat terjedelme megengedte volna, hogy ezt a fejezetet szinesebbé, jobban élvezhetve
tegye tobb abra beépitésével.

Ezek az észrevételek és kritikai megjegyzések természetesen nem érintik a dolgozat és a

palyazo6 tudoményos kvalitdsait.

Kérdéseim elsésorban a jelolt eredményeinek —diagnosztikai alkalmazhatosagéaval

kapcsolatosak.

- Nem deriilt ki a biralé szdmara, hogy az Alzheimer-kor diagnosztikajara tervezett konny
fehérje tartalmanak vizsgdlata pontosan mire iranyult. Bar a Célkitlizés fejezetben
diagnosztikus és prognosztikus biomarkerek azonositidsa volt megjeldlve, ez az
Eredmények részben nem lett kifejtve, a kis mintaszambol valdsziniisithet6, hogy mar
diagnosztizalt betegek elemzése zajlott egy idében.

Ellentmondésosak a kénnymintakkal végzett elokisérleti és a tovabbi gélelektroforézis
soran kapott fehérje koncentraciéra kapott eredmények. Amig a termelédott konny
koncentracioja szignifikinsan magasabb volt a betegek esetében, addig az SDS-PAGE
kisérletben pontosan az ellenkezdje latszik, és pontosan az ellenkez6jét is interpretaljak:

Lkét sav kivételével a betegektdl szdrmazo mintdkban a fehérje savok statisztikailag
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szignifikans médon csékken ...” - 21. dbra. Mindezekb6l az a gyani tdmad, hogy
valamilyen technikai hibarél van sz6 (ranézésre minden fehérj ¢ébol aranyosan kevesebb
latszik, és ahogyan vérhaté egy eltéré mintafelvitelnél a nagyobb koncentraciéban
jelenlévd fehérjéknél kisebb a kiillonbség a telitodés szamitasa miatt), és nem valos
kiilonbségeket detektéltak. Ezek egyike sem specifikus valtozas.

Mivel az Alzheimer-kér komplex betegség, tobb alcsoportra is oszthat6, valamint a
kérlefolyas nagy nemi és korbeli kiilonbségeket mutat, ezért az alkalmazott beteg és
kontrollszam nagyon alacsony, statisztikai elemzésre nem alkalmas. Egy, a
késébbickben is hasznalhaté potencialis biomarker azonositaskor rendkiviil fontos az
eredmények validalasa (lehetSleg kettds-vak kisérleti tervezéssel) nagyobb szamu
betegeken/kontrollokon,  mas  centrumokbol szarmaz6  mintdkon, mads
embercsoportokon. Mindaddig félrevezets €s véleményem szerint nincs értelme ROC
analizist és biomarker kombinaciok eredményeit kalkuldlni. A kezdeti kérdéses
eredmények ellenére a problémafelvetés és a konny, mint potenciélis biomarker forras
a kozponti idegrendszeri megbetegedésekben izgalmas kutatdsi irdny.

- A normal verejték tdmegspektrometrids elemzésekor dsszekeverték az egyes emberek
mintdit, hogy megfelelé mennyiséget kapjanak. Diagnosztikai céli alkalmazéskor
természetesen egyedi mintdkat fognak haszndlni. Sikeriilt-e a modszert olyan
érzékennyé tenni, hogy az egyedi emberek mintdit is lehessen hasznalni? Tervezik-e ezt
a Debreceni Egyetemen adaptélni ezt a modszert? Lehet-e tudni, hogy milyen egyedi

szorasok vannak és hogy a kor és a nem hogyan befolyésolja az egyes fehérjék szintjét?

A jeldlt munkéjabél kiemelendd, hogy nem csupan mar j6l bejaratott modszereket adaptalt,
hanem a kvantitativ proteomikai médszerekhez jelentdsen hozzajarult mind technolégiai, mind
adatfeldolgozas tekintetében. Ezek koziil jelentdsek a trabekulektomia utani sebgyogyulas
soran bekovetkezd fehérje profil valtozasainak hélozati elemzése, mennyiségek hoétérkép
abrazolésa és fehérje-fehérje kolesonhatas vizsgalata, a szdjiiregi laphamrak kisérletekben
kapott fehérje mennyiségek alapjan elkészitett hierarchikus klaszter analizis, halozati, GO
funkcidk alapjan torténd bioinformatikai elemzések.

Kiemelendd a jelslt komplex, rendszerszintli halézatelemzési modszerek kidolgozasa €s
alklamazdsa HIV-1 hatdsira a gazdasejtben létrejévo  proteomikai valtozasok

tanulmanyozasara.



A technikai fejlesztések, a sikeres alkalmazédsok, és az 0j tudomanyos problémak
felvetése alapjan elmondhatjuk, hogy a dolgozat magas tudomanyos értéket képvisel, €s
tartalmi szempontbdl is megfelel a doktori kovetelményeknek. Természetesen a dolgozat célja
a kiilonbozé kvantitativ proteomikai médszerek pozitiv oldalainak és eredményeinek
bemutatisa. A birdlé viszont kivéancsi lenne a technoldgia alkalmazdsainak korlataira és
esetleges bizonytalanségaira is. Ezért kérdezném meg, hogy a jelolt hogyan értékeli az
irodalomban megtallhaté szémos biomarker adat megbizhat6sagat (reprodukalhatsag €s
érzékenység szempontjabdl) és Osszehasonlithatosagat. Milyen stratégidkat, modszereket,
kisérleti tervezést tart elénydsnek a hibdk minimalizélaséra és a megbizhatosag névelésére. Az
utobbi kérdések nem érinti a dolgozat tudomanyos értékét, de a biralé ezt kiilénosen fontosnak
tartja az (i biomarkerek diagnosztikai alkalmazéséra irdnyuld kutatasokban, validalasokban ¢s

végiil azok klinikai hasznalhat6sdgaban.

Biralatomat dsszefoglalva megéllapitom, hogy Dr. CsOsz Eva doktori disszertacidja
mind formai, mind tartalmi szempontbdl teljes mértékben kielégiti, az MTA doktori cim
megitéléséhez sziikséges kritériumokat. Ertekezésében bemutatott munka szamos izgalmas €s
fontos technologiai Gjitast tartalmaz, és egy olyan kutatdsi sorozatot ir le, amelynek
szertedgazéan eredményes szeletei kivaloan bizonyitjak a jelolt munkassdganak széleskorli
alkalmazhat6sagat, és szamos eredeti és tudomanyos eredményhez vezetd eredményességet.

Ezek alapjan javaslom a nyilvanos vita kitiizését, ¢s a sikeres védést kévetden az MTA doktori

cim megadésat.

Szeged, 2021. februar 22.

Dr. Puskés Lés716, az MTA doktora
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