Valasz Dr. Nyitrai Miklds egyetemi tanar birdlatara:

El6sz0r kdszonetemet szeretném kifejezni, hogy MTA doktori munkam biralatat elvallalta és
azt pozitivan értékelte. A konkrét kérdésekre, felvetésekre az alabbi valaszokat adom:

1.

..van-e |étjogosultsdga kiilbnb6z6 Ry-lal rendelkezé fluoroforpdrokkal végzett
mérések 6sszehasonlitasdnak a homo-FRET mérések esetében?

A fluoroférparok Ry értékei tipikusan 4-7 nm tavolsagtartomdanyba esnek. Bar ezen
tartomany szélessége nem tul nagy, ez elvileg lehet6séget teremt arra, hogy a
kiilonb6z6 Ro-lal rendelkezé festékparokat 0Osszehasonlitsuk: a nagyobb Ro-lal
rendelkez6k esetében egymastdl tavolabb levé molekuldk is egy klaszterben levének
szamitanak. gy varhatd, hogy a nagyobb Rg-lal rendelkezd festékparok esetén
nagyobb lesz a kimutatott klaszterek mérete vagy kisebb a monomer hanyad.
Azonban a mérés praktikus kivitelezhet6ségével, ill. az eredmények kvantitativ
interpretélasaval kapcsolatban szamtalan probléma meriilne fel. Ugy gondolom, hogy
a plusz informacié, amit egy ilyen megkozelités nydjtana, a klaszterek nm-ben
kifejezett nagysaga, ill. a klaszterben levd fehérjék nm-ben kifejezett tdvolsaga lenne.
Az N>3 méretl klasztereknél mar a klaszterek geometridja is jelentGs szerepet jatszik
a homo-FRET folyamatokban, gondoljunk pl. arra, hogy egy N=4 elem( klaszternél a
molekuldkat egy rombusz vagy négyzet csucsaira helyezziik, az atlésan elhelyezked6
molekuldk tdvolsaga jelent&sen kilonb6z6. Ezért az 1990-es években Runnels és
Scarlata altal levezetett képletek hasznalhaté formajaban a klaszter minden
molekulapdrja esetében ugyanolyan er6sségli FRET-et tételeztek fel. Bar ez
kétségkiviil jelent6s és talan tulzott mértékld egyszerUsités, ez teszi lehet6vé a
kisérleti paraméterek olyan szintre csokkentését, ami kisérletes szempontbdl
elfogadhaté. A kiilonb6z6 Ro-lal rendelkezd festékparok esetében ezeket az
egyszer(sitéseket feltl kellene vizsgalni, ami a kisérletesen meghatarozandé
paraméterek szamat jelentésen novelné. Ezért bar a mddszer Uj informacidét adna a
klaszterekre vonatkozdan, rendkivil nehéz lenne megvaldsitani.

...miért nem lehet a homo-FRET-et a fluoreszcencia élettartam mérésével mérni?
Minden FRET folyamat sordn a gerjeszt8 fény altal gerjesztett molekuldk élettartama
csokken. Ez hetero-FRET esetében elméletileg konnyen mérhetd, hiszen az akceptor
fluoreszcencia mds hullamhosszon torténik. Homo-FRET esetében azonban a
masodlagosan, homo-FRET altal gerjesztett molekuldk is ugyanazon hulldmhosszon
emittalnak, ezért fluoreszcencidjuk hozzaadddik a ,donor” fluoreszcencidjahoz. A
rendszert leir6 differencialegyenlet-rendszer a kovetkezd:
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ahol pj és py a gerjesztett allapotban levd els6dlegesen gerjesztett és homo-FRET altal
gerjesztett molekuldkat jelenti, T a fluoreszcencia élettartam FRET nélkil, kerer pedig
a homo-FRET sebességi allanddja. Az egyenletrendszer megoldasaval a kovetkezé
kinetikdk adddnak, amibdl jol latszik, hogy bar az els6dlegesen gerjesztett festék
élettartama valdban csokken, ezt kompenzalja a masodlagosan gerjesztett molekula:
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...milyen szerepet jdtszanak a citoszkeletdlis komponensek az ErbB receptorok
klaszterizdcidjaban?

Az ErbB proteinek, és kilénésen az EGF receptor (EGFR) citoszkeletalis asszociacioival
kapcsolatban sok kisérletes eredmény van. Ezeken beliil a 90-es évekbdl
szarmazdakat dvatosan kell kezelni, mert azokban a citoszkeletalis elemek szerepét
ugy vizsgaltak, hogy Osszehasonlitottak a sejt detergens szolubilis és inszolubilis
(citoszkeletonhoz kotott) EGFR frakcidinak EGF affinitasat és kindz aktivitasat.
Azonban ma mar tudjuk, hogy a membranreceptorok nemcsak citoszkeletdlis
kihorgonyzdédasuk, hanem lipid tutaj asszocidcidjuk miatt is lehetnek detergensben
oldhatatlanok, igy ezen régi eredmények interpretacidéja nehézkes (pl. Endocrinology
1995;136(5):2198-205). Ujabb kisérletes médszerekkel is vizsgaltak ezt a kérdést (pl.
Nat Struct Mol Biol 2011;18(11):1244-9). Itt fluoreszcensen jelolt aktint
expresszaltattak a sejtekben és igy figyelték meg a fluoreszcens quantum dot-hoz
kotott EGF-fel jelolt receptorok mozgasat. Az eredmények arra utaltak, hogy az
aktinhalé bezarja a receptorokat (,confinement”) és noveli a receptor dimerek
stabilitasat. Az aktinon kiviil aktinhoz kapcsolt motorfehérjék szerepe is felmerdlt (J
Cell Biol 2005;170(4):619-26.). Bebizonyosodott, hogy az EGF-hez kotott aktiv
receptor dimerek a filopddiumok mentén szallitédnak, amiben valdszinlileg az aktin
filamentumok negativ vége felé szdllitd miozin VI-nak van szerepe. Tehat a
citoszkeletalis komponensek kozil elsGsorban a mikrofilamentumoknak és a hozzajuk
kapcsolt motorfehérjéknek van szerepe az EGF receptor dimerek stabilitasanak
novelésében és membranon térténé mozgatasaban.

...A 41. oldalon a 21. képlet nem egy egyenlet. Hogyan tértént ezzel az 6sszefiiggéssel
az illesztés?

A 21. képlet az egyenlet egyik oldala, a teljes egyenlet a kovetkezd:
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Ezt az egyenletet illesztettiik a mért pontokra (Amert @ koncentracio (c) fliggvényében)
az Amax, Amin €s IC50 valtdzokat hasznalva illesztési paraméterként.

... hulla lenne-e a FRET, ha YFP-t és CFP-t 6sszekevernénk?

Ha a sejtek oldhatd (tehat mas proteinhez nem kapcsolt) YFP-t és CFP-t fejeznének ki,
akkor alacsony expresszids szint esetében varhatdan nulla lenne a FRET értéke, de
magas expresszids szintnél mar a véletlen asszociaciok miatt valdszinlleg nem. Az
eredmények fejezetben ismertetett kisérletekben azért hasznaltunk YFP-CFP fuzids
konstrukcidkat, mert a donor és az akceptor molekulak szamanak ugyanannyinak
kellett lenni a sejtben az o faktor meghatarozasahoz.



6.

...lenne-e értelme egy olyan CFP-YFP konstrukcionak, amelyben a két fluorofor kézétt
egy enzimatikus hasito hely is van?

A harom CFP-YFP konstrukcid kozil az egyik, a 25 aminosavbdl allo linkert tartalmazo,
valéjaban tripszin &ltal hasithaté. Igy tripszin hasitas hatdsara a CFP fluoreszcenciaja
novekszik (tripszin indukalta ,dequenching”), amit a cikkben be is mutattunk, de az
MTA doktori munkabdl kimaradt, mert ott csak az dramlasi citometrids kalibracio
szempontjabdl fontos eredményeket targyaltam.

..mi az oka annak, hogy a FRET eloszlds széles alacsony donor intenzitds esetében és
sokkal keskenyebb magas donor intenzitdsoknadl?

Bar az expresszids szint novelésével altalaban né a klaszterképzédés is a tomeghatas
torvényének megfelel6en, a fenti jelenséget elsésorban méréstechnikai tényez6k
okozzak. Alacsony donor intenzitds esetén a FRET-et megaddé képletbe olyan
intenzitasokat kell helyettesiteni, melyeknek nagy a hibaja a fotondetektalds Poisson
statisztikaja miatt. Ez a hibaterjedés miatt a szamitott FRET értékekben is megjelenik,
és els6sorban ez okozza a nagy intenzitasok felé keskenyedé FRET eloszlast. Annal is
inkabb, mivel az abran intramolekularis FRET mérési eredmények vannak, igy ott nem
varhatd expresszids szinttdl fliggd FRET hatékonysag.

..van-e arra lehetéség, hogy a klaszterméret valdszinlileg folytonos eloszldsdt
beépitsiik a homo-FRET modellbe?

A mi homo-FRET cikklinkkel majdnem egy id6ben megjelent egy olyan kdzlemény,
ami pontosan ezt tételezte fel (Biophys J 2007;92(9):3098-104). A szerz6k azonban a
modell sok szabad paramétere miatt konkrét kisérletes eredmények illesztését nem
végezték el, hanem inkdbb kvalitativ-szemikvantitativ kdvetkeztetéseket vontak le
modellik joslata és az irodalomban mar elérheté kisérleti eredmények
Osszevetésével.

...mi a jelolt elképzelése a dolgozatban ismertetett kutatdsok jovdjét illetéen?

Az ErbB fehérjék klaszterizacidjanak kvantitativ jellemzését eddig csak az ErbB1 és
ErbB2 molekuldkra terjesztettiik ki. Szeretnénk a kés6bbiekben az ErbB3-t, és a
tavolabbi jov6ben az ErbB4-et is bevonni a vizsgdlatokba. Az ErbB3-ra vonatkozd
vizsgalatok mar folyamatban vannak. Szintén vizsgdljuk a membrdan
dipdlpotencialjanak szerepét az ErbB fehérjék klaszterizaciojaban. A receptor
orientalt daganatterapiaval kapcsolatos vizsgalatokban a dolgozat megirasa 6ta mar
megjelent egy Ujabb kozleménylink, amelyben a hialuronsav maszkirozé hatdasat
klinikai eml6tumor mintakon is igazoltuk. Az elisidepsin hatasmechanizmusaval
kapcsolatos projektben jelenleg, ill. a kozeljovGben a hipoxia hatasat vizsgdljuk a
gyogyszer hatdsossagara, hiszen a hipoxia a lipid hidroxilacié csokkentésével
befolyasolhatja a molekula membranhoz valé kotédését. Modszertani téren
tervezzilk a quantum dot-ok (QD), mint fluoreszcens jelz6anyagok szélesebb kord
felhasznalasat. Ezen téren biztatd el6zetes eredményeink alapjan egyedi QD-okat
tudunk vizualizalni, és ezaltal egyedi ErbB fehérjék vizsgalata is lehetévé valik. Szintén
szeretnénk kiterjeszteni ezeket a vizsgalatokat a nagyfeloldasu mikroszkopiak felé,
amelyek az Abbé képlet 4altal meghatarozott hatarnal jobb feloldasu képet
szolgaltatnak.



Végezetil még egyszer szeretném koszonetemet kifejezni a biralonak munkam pozitiv
értékeléséért és a birdlat megirdsaba fektetett munkajaért.

Dr. Nagy Péter



