Valasz Dr. Kellermayer Miklés egyetemi tanar biralatara:

ElGszor kdszonetemet szeretném kifejezni, hogy MTA doktori munkdm biralatat elvallalta és
azt pozitivan értékelte. A konkrét kérdésekre, felvetésekre az alabbi valaszokat adom:
Altaldnos megjeqgyzések:

1.

...modell dbra az ErbB fehérjékrdl:

A dolgozat készitésekor én is terveztem, hogy egy ilyen dabrat belerakok a
bevezetésbe, hiszen szdmtalan vadltozat elérhet6 az irodalomban és sajat
el6addsaimhoz magam is készitettem ilyeneket. Végiil azért dontottem a kihagyas
mellett, mert a dolgozat, ill. a bevezetés mar igy is elég hosszura sikerilt, és ugy
éreztem, hogy a szOveges magyarazatbdl a folyamatok érthetéek lesznek.

...skdla hidnya a konfokdlis mikroszkopos képek tébbségén:

Sajnos a képek tobbségérdl valdban hidnyzik a skdla, amiért elnézést kérek. A
hidnyossag magyarazata az egyes képeknél kiilonb6z6. Van, ahol a dolgozat
szerkesztése kozben bekovetkezett technikai probléma okozta ezt, mas esetben
viszont egyszerlen az, hogy az eredeti kbzleményben sem szerepelt a skala. Ez utébbi
oka vagy az egyszer(i feledékenység vagy pedig az, hogy a dolgozatba illesztett dbra
az eredeti kozleményben vagy egy nagyobb abra vagy abrasorozat részét képezte,
ahol a méret, ill. skdla magatdl értet6dé volt.

Részletes megjegyzések és kérdések:

1.

...milyen kélcsénhatds az intramolekuldris hid, a zdrt-nyitott dtmenet , hinge-bending”
mechanizmussal valdsul-e meg, ill. mennyi a nyitott dtmenet élettartama?

A ll-es és IV-es domének kozott kialakuld intramolekularis hid 2x461 A% oldészer 4ltal
elérhet6 teriiletnek felel meg, ami az antigén-antitest interakciéhoz hasonlé. A
kdlcsonhatds  kialakitdsdban szdmtalan oldalldnc-gerinc  és gerinc-oldallanc
hidrogénkotés vesz részt, s6t, még az extracelluldris doménben el6forduld
oligoszacharid oldallancok is hozzdjarulnak a hidrogénhidak kialakitdsahoz. Az
intramolekuldris hid rontgenkrisztallografids szerkezetét az alabbi abra mutatja (. Mol
Cell 2003;11:507-17.):

A nyitott-zart dtmenet a kovetkezd abran lathatd, mely alapjan nyilvanvald, hogy a
konformaciés datmenetet a |IlI-lll domének kozti jelent6s mértékd elfordulas
eredményezi (Exp Cell Res 2009;315:638-48.):
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A nyitott allapot élettartamaval kapcsolatban tudomasom szerint egy cikk kozolt
adatokat ,single particle tracking” mérések alapjan. Az EGF altal kialakitott ErbB1
dimerek ko értéke 0,27 sec volt, amibél 3,7 sec-os atlagos élettartam adddik (Nat
Struct Mol Biol 2011;18(11):1244-9). Azt, hogy ennyi id6 alatt mennyi tirozin
foszforildlodik, nehéz megmondani, hiszen a kindz aktivitast daltalaban oldatban,
mesterséges szubsztratokkal mérik. A kinazoknal ez az érték nagysagrendileg 10-100
reakcio/sec/enzim. A mérési adatok interpretaldasanak nehézségei ellenére valdszind,
hogy a dimer élettartama alatt a kinaz aktivitas elégséges ahhoz, hogy az 6sszes
foszforilalhato tirozint foszforilalja, azonban sztérikus okok miatt ez valdszinileg nem
kovetkezik be ilyen gyorsan.

...nukledris ErbB fehérjék szerepe

Az ErbB fehérjék kozil elsGsorban az ErbB3-rél és ErbB4-r6l mutattak ki, hogy a
sejtmagban is el6fordul. Eleinte immunfluoreszcens jelzések alapjan, de egy magba
nem vart fehérje magjelolése esetén mindig felmeriil az emberben az aspecifikus
jelol6dés gondolata. Kés6bb azonban tobbféle mddszerrel megeréGsitették, hogy az
ErbB3 és ErbB4 tényleg el6fordul a magban. Bar a teljes hosszisagu fehérjék magbeli
el6fordulasat is leirtak, gyakoribb az a feltételezés, hogy az ErbB3 esetében alternativ
splicing révén (Cell Signal 2012;24(5):1074-85.), mig az ErbB4 esetében
intramembran proteolizis utan (Exp Cell Res 2003;284(1):66-77) keletkez6
intracelluldris fragmentum kerill a magba, amelyben nukledris lokalizaciés szekvencia
is talalhato (Cell Signal 2012;24(5):1074-85.). A magban a transzkripciot aktivaljak pl.
a STAT fehérjék chaperonjaként (J Cell Biol 2004;167(3):469-78.) vagy transzkripcids
koaktivatorként (Cell Signal 2012;24(5):1074-85.).

...ErbB fehérjék kapcsolata a citoszkeletonnal

Az ErbB fehérjék leginkabb a mikrofilamentaris rendszerhez kapcsolédnak. Egyrészt
az ErbB fehérjék aktivacidja befolydsolja az aktin filamentumokat, pl. a PL-Cy-gelsolin
utvonalon keresztdl, ill. a cdc42 vagy Rac — LIM kinaz — cofilin Utvonalon keresztil



(Exp Cell Res 2002;272(2):93-108.). Masrészt a hatas forditott irdnyu is lehet, tehat az
ErbB fehérjék motilitdsat is befolyasolja az aktinhoz valé kotédésik. igy pl.
kimutattak, hogy az aktin altal |étrehozott ,,confinement” zénak korlatozzak az ErbB1
lateralis diffuziéjat (Nat Struct Mol Biol 2011;18(11):1244-9.) és hogy a ligand altal
aktivalt ErbB1 a filopédiumok mentén aktin és miozin fligg6 retrograd transzportot
szenved (J Cell Biol 2005;170(4):619-26.).

A jégen torténd jel6lés potencidlis hatranyaira mi is felfigyeltiink, igy az utébbi id6ben
a 4 °C-on toérténd jelolés helyett a 10-15 fokon térténét részesitjiik elényben, amikor
az endocitdzis gatlasa mellett fontos a sejtek ,életben tartasa” is.

...az ErbB fehérjék polarizdlt eloszldsa

Az ErbB fehérjék eloszlasa valdban polarizalt egészséges hamszovetekben. A legtébb
kozlemény szerint az ErbB fehérjék a hamsejtek bazolateralis felszinén talalhaték, mig
a membranhoz kotott ligandumok (neuregulinok) tobbsége az apikalis doménben,
ami biztositja a tulzott stimuldcié elkertlését (Nature 2003;422(6929):322-6.). Az
ErbB2 esetében a bazolaterdlis transzportot az Erbin, egy PDZ domént felismeré
fehérje biztositja (Nat Cell Biol 2000;2(7):407-14.). A daganatos transzformacié soran
ez a polarizalt eloszlas megsz(inik, és az ErbB2 megjelenik az apikdlis doménben is,
amit tobbek kozott a MUC4 fokozott expresszidja okoz. A daganatos progresszid
soran aztan a membran domének szétvaldsa teljesen meg is szlinik. Ezek a receptor
fokozott stimulaciéjdhoz vezetnek (Sci STKE 2007;2007(381):re3.). Kisérleteinket
daganatos sejtkulturdkban végeztiik, ezért nem tartom valdszinlinek, hogy az ErbB
fehérjék polarizalt eloszlasa szerepet jatszott volna.

...a Singer-Nicolson modell érvényességérél

A Singer-Nicolson modellt egy 1972-ben megjelent cikkben alkottdk meg (Science
1972;175(4023):720-31.), ami azéta tébb maddositason, finomitason ment keresztil.
Erdekes, hogy az eredeti cikk a lipid kett&srétegben Uszkalé fehérjék mellett a
fehérjék specifikus kolcsonhatdsat is hangsulyozta, s6t, még egy olyan
elektronmikroszképos kép is volt a kdzleményben, amelyben a membranfehérjék
klaszterizaciojat expliciten kimondtak, de ezt az utdkor teljesen elfeledte, és a
modellbdl annyi maradt meg, hogy a lipidek tengerében véletlenszerlen eloszld
fehérjék vannak. Ennek ellenére akkoriban sem a lipidekre, sem a
membranfehérjékre vonatkozéan nem volt elfogadott, hogy klasztereket alkotnak,
vagy ha néha lattak is ilyeneket, akkor ezek Osszetartdé erejérél és bioldgiai
funkcidjarol nem tudtak szinte semmit. Az azota eltelt idGben kifejlesztett metodikak
és a felhalmozott informacid alapjan valt egyértelmdvé, hogy a lipid-lipid, fehérje-
fehérje és lipid-fehérje kolcsonhatasok jelentGsen modositjdk a véletlenszerd
eloszlast, és a klaszterek, asszociatumok, szignalizaciés platformok nagyon
elterjedtek. Tehat a modell alapvetéen most is érvényes, csak hangsulyozni kell a
hierarchikus klaszterizacio jelenlétét.

...a FRET révidités értelmezésérdl

A FRET rovidités torténelmileg valdban a Forster tipusu rezonancia energia transzfert
jelenti, de az utébbi id6ben a bioldgiaban szinte kizardlag a fluoreszcencia rezonancia
energia transzfer értelmezés terjedt el, ezért hasznaltam én is ezt a kifogdsolt
cimben. A fluoreszcenciat tartalmazé kifejezés véleményem szerint azonban akkor is



10.

hibas, ill. félrevezet6, ha az akceptor is fluoreszcens, ugyanis maga a transzfer
jelensége akkor sem fluoreszcencia, azaz sugarzasos kélcsénhatas révén valdsul meg.

...a pixelben levé molekuldk kifejezés

A pixel kifejezést a 2D képekkel kapcsolatban szinte kizarélagosan hasznaljak, a voxel
inkabb 3D képek esetében hasznalatos még akkor is, ha tudjuk, hogy egy 2D kép is
egy 3D objektumrdl késziilt. Mivel a munkaban altaldban 2D képekkel kapcsolatban
beszéltem a pixelekrél, ugy érzem, furcsan hangzott volna a voxel kifejezés. Azzal
teljes mértékben egyet értek, hogy a ,pixelben levé molekuldk” kifejezés pontatlan,
hiszen valéban egy pixel intenzitdsat a point spread function (PSF) hatdrozza meg
akkor, ha a pixel méret a PSF-fel 6sszemérhetd vagy kisebb annal. A PSF-fel nem
szamoltam a képek kiértékelésekor, tehat nem tortént vele dekonvolucié és a N&B
méréseknél sem vettem figyelembe. Egyébként még FCS méréseknél is csak ritkan
torténik korrekcio a PSF-re az ,enigmatikus” y faktorral. Mivel méréseim szinte
kizdrdlag membranfehérjéken torténtek, igy a fluoreszcens jel szinte kizarélag a
membranbdél szarmazott. Ez arra utal, hogy a PSF-fel valéd korrekcid hidnya
I[ényegesen nem befolydsolta a méréseket.

...intramolekuldris FRET mérések ErbB2-vel a 7B és 6B dbrdn

Antitestekkel torténé FRET mérések esetében a FRET hatasfok nm-re vald konverzidja
csak korlatozott mértékben végezhetd el, elsésorban akkor, ha az antitest jel6lési
aranya ~1, és minden antitest hordoz jeldlést. Ezt is érdemes azonban kiegésziteni
molekularis modellezéssel (Biophys J. 2005;88(2):1354-63.). Ennek hidnydban inkdbb
csak az jelenthet6 ki, hogy a trastuzumab és pertuzumab koété epitdp viszonylag
kozel, FRET tavolsagon belil talalhatd. A két dbran bemutatott FRET értékek kozotti
kiilonbség abbdl ered, hogy mas antitestekkel voltak jeldlve: egy egyik esetben
donor-trastuzumab+akceptor-pertuzumab pérral, mig a masik esetben forditva. igy
bar a tavolsag a két esetben ugyanakkora, az antitestek jelolési aranyai biztosan nem,
ami magyarazhatja a két mérés kozotti eltérést.

...homo-FRET mérések esetében fellép-e self-quenching?

Elgondolasom szerint ennek valdszinlisége viszonylag csekély ebben az esetben,
mivel az antitestek jeldlési ardnya ~1 volt, igy annak esélye, hogy két festék molekula
kozott statikus vagy dinamikus kioltas kovetkezzen be, elég alacsony. Ezért erre
vonatkozd méréseket mi nem végeztiink. Irodalmi adatok alapjan azonban ismert,
hogy az antitestek fluoreszcencia intenzitdsa nem né linearisan a jeldlési arannyal
(festék molekula/antitest), aminek valdszin(i oka a self-quenching. De ez csak 3-as
jelolési arany felett Iép fel (J Histochem Cytochem 2003;51(12):1699-712.). Amit majd
a modszer tovabbfejlesztése soran figyelembe kellene venni, az a jeldletlen antitestek
jelenléte, hiszen a jeldlési arany Poisson eloszlasa miatt 1-es jel6lési aranynal a
jeloletlen antitestek aranya e'=0,37.

...antitestek jeldlése, ill. a jelélési arany

Az antitestek jel6lési aranyat minden esetben meghataroztuk spektrofluorimetrias
moddszerrel. Ez altaldban 2-3 volt, kivéve a homo-FRET méréseket, ahol az antitesten
bellli homo-FRET elkerilése céljabdl ugy valasztottuk meg a jel6lési kérilményeket,



hogy a jelolési arany ~1 legyen. A FRET mérések sordan nem vettiik figyelembe az
antitestek jelolési aranyat, mivel
e nem kivantuk a FRET hatasfokot nm-re konvertalni (ami 1-nél nagyobb jel6lési
aranynal még a jeldlési arany figyelembe vételével is nehézségekbe utkozik,
mivel a jelolt aminosavak helyzetét ritka kivételektél eltekintve nem ismerjiik)
e az egymassal dsszehasonlitandd FRET méréseknél mindig ugyanazon antitest
parokat hasznadltuk, igy ugyanolyan jeldlési aranynal torténtek a mérések.

11. ...a tumor térfogat mérése toldmérével

A xenograftok vizsgalatakor elterjedt és elfogadott, hogy a tumorok térfogatat
tolémérdvel hatdrozzak meg a forgasi ellipszoid térfogatanak képletével:

i7[01bc :iﬁ(ﬂJzizo.Swzl haa=b,2a=w, 2c=1

3 3 \2)2
ahol a,b,c az ellipszoid tengelyei, w és | pedig a szélessége és hosszlsaga. A tumorok
térfogatat nyilvan pontosabban lehetne képalkoto eljarassal meghatarozni, de mivel
a fenti modszer és képlet megfelel6 pontossagot ad, ezért mi is ezt hasznaltuk. A
tumorok alakjat a szélesség és hosszUsag paramétereken kiviil nem vettik
figyelembe, mivel azok altaldban orsé vagy gomb alaktak voltak.

12. A FRET hatdsfok alapjén szdmitott 6,29 nm tdvolsdg Osszevethet6-e az ErbB
molekuldrdl alkotott szerkezeti modellekkel?
A fenti tdvolsag egy ErbB2 homodimerre vonatkozik, amelynek nincs kristalyositott
megfelelGje. Azonban a 6,29 nm-es tavolsag jol egyezik mind az ErbB1 homodimer
alapjan becsiilt értékkel, mind az ErbB2 homodimer molekularis modellezése alapjan
kapott értékkel (7,1 nm, Biophys J. 2005;88(2):1354-63.)

13. ...a 12-es dbra értelmezésével kapcsolatban

A 12-es dabra els@sorban a modell hasznalhatdsagat és kisérleti adatokra vald
illeszthetGségét volt hivatott demonstralni, és nem elsGsorban a bioldgiai valaszokat,
amelyek a kovetkez6 fejezetekben, a 13-as dbran és a 4. tablazatban keriltek
bemutatasra és megbeszélésre. A sejttenyésztésre hasznalt médium hagyomanyosan
10% szérumot (FCS — fetal calf serum) tartalmaz, ami novekedési faktorok gazdag
forrasa a sejtek szamara. A szérum megvonas, azaz a sejtek 0,1% FCS tartalmu
médiumban vald tenyésztése, a novekedési faktor receptorok és az egész sejt
stimulaltsagat csokkenti. A sejtek osztodasa lelassul vagy megsz(inik, kilapulnak és
tirozin foszforilaltsagi szintjik jelent6sen csokken. Ezért ez jé kiinduld pont a
novekedési faktorok hatasanak vizsgalatahoz.

14. Mi az oka annak, hogy a BCF (bleaching correction factor) értéke antitestenként

valtozott? Lehetséges, hogy ennek hdtterében a fentebb is emlitett vdltozo jeldlési
hatdsfok all?
Igen, elgondolasaink szerint az antitestek eltérd jel6lési aranya, ennek megfelel6en a
fluoroférok eltéré molekuldris kérnyezete allhat a BCF antitestenként eltéré értéke
mogott. A fluoroférok tulajdonsdgainak jel6lési aranytdl, azaz a jel6lt aminosav
molekularis kornyezetétdl valé fliggése ismert (Bioconjug Chem 2000;11(5):696-704.;
J Histochem Cytochem 2003;51(12):1699-712.).



15. A fluorofor pislogds (blinking) hogyan szol bele a mérési eredményekbe, kiilbndsen

16.

17.

alacsony klaszterméret esetén?

A blinking, azaz a reverzibilis, fény indukalta sotét allapotok jelenléte valdszin(ileg
nem befolyasolta eredményeinket, mert a gorbék alapjan a folyamat egyértelmden
irreverzibilis fotoelhalvanyitds volt, hiszen nem tapasztaltunk fluoreszcencia
visszatérést.

...a K°=2/3 kézelités érvényes-e formalin fixdldst kévetSen is?
A fixdlas minden bizonnyal csdkkenti azon feltételezések érvényességét, melyek a
K*=2/3 kozelités igaz voltdhoz kellenek. Véleményem szerint a mérések ennek
ellenére alapvet6en pontosak, mert
e a 1%-os formaldehides fixalas az antitest belsé flexibilitdsat és az antitesthez
kapcsolt fluorofér mozgasi szabadsagat nem csékkenti nulldra
e az 1%-os formaldehides fixalassal és fixdlatlan sejtekkel kapott méréseink
altalaban jo egyezést mutatnak.

...a sejtenkénti ErbB receptorszam és a klaszterek specificitdsanak problémdjarol

e A sejtenkénti receptorszamot Qifikit nevd, antitest kot6dés alapu adramlasi
citometrias kalibracidés kit segitségével hatdroztuk meg. A modszer Adltal
szolgaltatott adatok metodikai hibdja viszonylag kicsi, sokkal jelent6sebbnek
érzem a bioldgiai variabilitast, tehat a sejtvonal valtozasat az egyes mérések
kozott. Az ajanlasoknak megfelel6en nem tul nagy (max. 15-20) passzdzs szamig
fenntartott sejtvonalak esetében is el6fordulhat 20-30%-os variabilitds, de ha
ennél tovabb tartjuk fenn a vonalakat, akkor akar nagysagrendi eltérés is lehet.

e Pontosan nem ismert egy ErbB fehérje altal a membrdanban elfoglalt terllet, mert
nem ismerjik a fehérje viszonyat a membran sikjahoz. Egy atlagos 10-20 um
nagysagu sejt felszine kb. 1000 umz. Egy ErbB fehérjét egy olyan hengernek
elképzelve, amelynek sugara 5 nm, egy protein 7,8-10” umz terlletet foglal el. Egy
millio fehérje ~78 umz—nek felel meg, ami a fenti hipotetikus sejt felszinének kb.
8%-a. Ismert, hogy jelent6s overexpresszié esetén a membranfehérjék jelentds
részét (25-50%) a fokozottan kifejezett fehérje teszi ki. Ezen nagyon egyszerd
szamitas Osszhangban van azzal, hogy a membranok teriletének ~25-40%-at
foglaljak el a fehérjék (Proc Natl Acad Sci USA. 2008;105(8):2848-52).

e A véletlen asszociaciok (,,confinement” vagy ,crowding” indukalta klaszterek) és a

valodi asszociatumok kozotti kilonbségtétel régen ismert probléma. Nagyon
jelent6s overexpresszid esetén el6fordul, hogy a FRET-tel mért asszociacidk
véletlen kolokalizacidk eredményei, de ez véleményem szerint csak millios
expresszids szintnél varhatdo. A véletlen és nem véletlen asszociaciok kozotti
kiilonbségtételre alkalmas a FRET donor és akceptor koncentracidktdl vald
fliggésének mérése (J Cell Biol 1998;142(1):69-84). Ezenkivil SPT moddszerrel
kovetett molekuldk segitségével valéban meg lehet becsiilni a klaszterek
élettartamat, ami EGF-indukalta ErbB1 homodimereknél az 1-es kérdésre adott
valasz szerint ~3,7 s (Nat Struct Mol Biol 2011;18(11):1244-9), MHC-I klasztereknél
~30 sec (Biophys J 2012;102(7):1543-50.). igy valéban elképzelhets a véletlen és
valdodi asszociatumok elkilonitése, hiszen a véletlen asszocidtumok varhatéan
révidebb élettartamuak. igy pl. SPT mérések alapjan a nem ligand &ltal formalt
ErbB1 dimerek k. értéke ~4x nagyobb volt, mint az EGF altal stabilizalt dimereké
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19.

20. ...

21.

(Nat Struct Mol Biol 2011;18(11):1244-9). De megjegyzendd, hogy a véletlen (azaz
nem kozvetlen fehérje-fehérje interakcio altal létre hozott) asszocidtumok sem
tekinthet8k bioldgiailag irrelevansnak, hiszen pl. ezek teremthetik meg a specifikus
asszociatumok l|étrejottéhez az alapot a molekuldris proximitds segitségével. Az
aspecfikus klaszterek keletkezése mogott allhat pl. azonos lipid mikrodoménben
torténd dasulds, ami szintén biolégiailag relevans.

Miért csak a sejtek szélein térténtek a FRET mérések a 18. dbrdn bemutatott
kisérletekben?

Amikor a konfokalis szelet a sejt kozépsd sikjardl késziil, akkor a membranfehérjék
csak a sejt &thajl6 membranfeliletein helyezkednek el. Igy keletkezik a
membranjelolés tipikus gylrl alaku képe. Ebben az esetben a sejtek kdzépsé
horizontalis sikjardl tortént a felvétel, és a vizfeltoltéses algoritmussal a sejtek széleit
azonositottuk, ami a membrdnnak felel meg. Ezért torténtek csak ezekben a
pixelekben a mérések. Elképzelhet6, hogy a membran ezen kivili teriileteiben mas
FRET hatasfok lett volna mérhetd, de errél a mérések nem adtak informaciot.

A 21. dbrdn hogyan kell a klasztereket értelmezni?

Az abran EGF stimulalt sejtek lathatok, ahol az ErbB1 egy része mar a klatrin burku
godrokben van. Ezek mar a nagyméretl klaszter kategdriaba esnek, és ezek felelnek
meg a képen szemmel lathatd klasztereknek. Ezeken kivil az ErbB1l kis méretl
asszocidtumokat is alkot (dimert6l hexamerig), de ezeket csak a N&B analizis oldotta
fel.

a 22., ErbBl-eGFP-klatrin kolokalizéciot bemutaté dbra értelmezésével

kapcsolatban

e Azért taldlhatd nagy mennyiségl szabad, klatrinnal nem asszocialt ErbB1-eGFP
(tehat zold pixel) a képen, mert ezek a receptorok még nem jutottak el a klatrin
burka godrokig. Ill. lehet, hogy a kés6bbiek soran sem fognak, mert ismert
jelenség, hogy a klatrin dependens endocitdzis viszonylag kdnnyen telithetd, tehat
amikor az ErbB1-et telitjik EGF-fel, akkor az aktivalt receptoroknak csak egy része
fog klatrin fliggé endocitozist szenvedni.

e A 22B. abran a pixelek intenzitasait abrazoltam. Azért eltér6 a skalabeosztas, mert
jelent6s kiilonbség volt a két jelolt fehérje fluoreszcencia intenzitasa, ill.
expresszioja kozott.

e Az ErbB1 esetében nem a fluoreszcencia intenzitas hisztogramra, hanem a N&B

modszerrel meghatarozott latszolagos fényesség (,apparent brightness”, 10-es

egyenlet a dolgozatban) hisztogramra illesztettem harom Gauss gorbét, igy ennek

a klatrin intenzitas aszimmetrikus eloszlasaval valé Osszehasonlitdsa irrelevans.

Egyébként a fluoreszcencia intenzitas eloszlasa a legtobb fehérje és sejt esetében

inkabb log-normalis mint normalis eloszlast kovet, igy az aszimmetrikus

megjelenés egyaltalan nem kivételes.

...fluoreszcencia mikroszkopos mérések a nagyméretli klasztereknél kisebb
asszocidtumokon?

Tudomasom szerint a kis és kozepes méretli klasztereken fluoreszcencia
mikroszkdpos méréseket csak indirekten végeztiink, tehat nem koézvetlendl tettik



22.

23.

24.

Sket lathatéva, hanem N&B vagy FRET mérések alapjan kovetkeztettiink rajuk. igy
ezek a klaszterek ténylegesen nem lathatdoak hagyomanyos fluoreszcencia
mikroszképos vagy konfokalis képeken. Félreértésre az ad okot, hogy a nagyméret(
klasztereken beliil kisebb klaszterek is vannak. igy pl. a N&B mérések esetén tobb
esetben beszéltem a nagy méretld klasztereken belll elhelyezked6 dimerekrdl,
trimerekrél, stb. De ezekben az esetekben sem voltak a kis méretl klaszterek
fénymikroszkdéppal vizualizalhatok.

Mit jelent a membrdn hidratdltsag?

A membrdan hidratdltsagat az hatdrozza meg, hogy a vizmolekuldk milyen mértékben
képesek a membran hidrofil részébe, ill. azon is tul, a zsirsav oldalldncok k&zé
hatolni. A vizmolekuldk membranba hatolasat az teszi lehetévé, hogy a lipid
molekuldk tranziensen eltdvolodnak egymadstdl. Ez annal kisebb mértékd, minél
szorosabb a lipidek pakolasi s(rlisége (packing density). Az aldbbi dbran a
membranba épilt Laurdan molekuldk fluoroférjanak hidratacidja lathaté.

...a 35. abran bemutatott szegmentdcios eljdrds megbizhatdsdagdval kapcsolatban

A képek konfokalis mikroszkoppal késziiltek a konfokalitast optimalizalé pinhole
mérettel. Ez csokkenti a fokusszik alatti membranteriiletek hatasat, amit ugy
észleliink, hogy a kizarélag membranfestett sejtek belseje teljesen ires, ha az alsé és
fels6 membranfelszint6l tavol tortént a kép felvétele. Az analizishez ilyen képeket
hasznaltunk. Ennek ellenére nyilvdan a membranon belilli maszk tartalmaz némi
hozzajarulast a fokuszsik alatti és feletti membranoktdl, de mivel az EGF hozzaadasa
utan azonnal felvett képeken tipikusan 0% korili internalizalt hanyadot mértiink a
QD-EGF-re (quantum dot-EGF), a fenti optikai, ill. geometriai artefaktumok hatasa
elhanyagolhaté.

A 37. dbra szerint jelent6s mennyiségii MUC4 halmozddott fel egyes sejtek
citoplazmdjdban. Mi lehet ennek a magyardzata?

A sejtek fixaltak és Triton X-100 kezeltek voltak, mert a MUC4 ellenes 1G8 antitest
csak ilyen korilmények kozott kotédik. Ez tette tehat lehetévé az intracellularis
antigének festését. A MUC4 intracellularis funkciéirdl nincsen tudomasom, de egy
jelent6és mennyiségben expresszalt fehérje egy része mindig intracellularisan
taldlhatd, hiszen a szintézis folyaman, ill. a membranrecirkulacid kozben s
intracellularisan helyezkedik el. Masrészt a felvételek nem konfokalisak, igy a fékusz
sik alatti és feletti membranteriletek is belevetiilnek a képbe.
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25. Lehet-e a hialuronsav szintézist in vivo gdtolni jelentds mellékhatdsok nélkiil?
Meglep6 modon igen. Erre tobb bizonyiték is van. Egyrészt azok az egerek, amelyek
csak 4-MU-t (4-metil umbelliferon) kaptak, a sz6rzetiik megjelenésének eltérésétél
eltekintve nem mutattak mas eltérést, igaz, itt csak viszonylag rovid ideig kovettik az
allatokat. Viszont a 4-MU-val klinikai kisérletek is torténtek, és nincs tudomasom
jelentés toxicitasrol (Drug Discov Today 2008;13(3-4):161-71.;
http://clinicaltrials.gov/ct/show/NCT00225537). Ezenkiviil 4-MU tartalmu
taplalékkiegészité készitmények is kaphatdk (Heparvit, Heparmed, DetoxPro).
Valészinlileg a gydgyszer koncentracidja nem lesz olyan magas in vivo, hogy a
hialuronsav szintézist teljes mértékben meggatolja, de a tumoros sejtek vagy
kot6szovetes kornyezetiik fokozott hialuronsav szintézisének kisebb mértékd gatldsa
is szinergisztikusan fokozhatja egyéb szerek (pl. trastuzumab) hatdsat.

26. Mi a ,scratch assay” lényege?

A moédszer alapja az, hogy ha a konfluens sejtkultiraba egy steril tlivel egy csikot
karcolunk, azaz innen eltdvolitjuk a sejteket. Megmérjik a sejtmentes terilet
szélességét, majd ezt kovetGen fél-egy nap mulva megvizsgaljuk, hogy a sejtek
migrdcidja ezt mennyivel csokkentette. A mddszer egyszerl és olcso, és a Boyden
kamras moddszerek alternativajaként szolgdl. Hatranya, hogy a sejtproliferacio és a
migracido hatasa keveredik, tehat az eredmények csak akkor értelmezhet6ek
egyértelmien, ha a sejtek osztddasa a vizsgalt fél-egy napos intervallumban nem
jelent6s (Nat Protoc 2007;2(2):329-33.). Szerencsére, a vizsgdlt JIMT-1 sejtek
viszonylag lassan osztédnak, igy a proliferdci6 nem eredményezett kisérleti
artefaktumokat.

Végezetll még egyszer szeretném megkdszonni, hogy MTA doktori disszertdciom biralatat
elvallalta és azt kedvez6en értékelte.

Dr. Nagy Péter



