Valaszok Dr. Pap Jézsef Sandor biralé kérdéseire

Mindenekeldtt meg szeretném készénni Dr. Pap Jézsef Sandornak a dolgozatom alapos
attanulmanyozasat. A felmeriilt eliitésekkel kapcsolatos kritikai megjegyzését
maximalisan elfogadom.

1.15. o.: "Furthermore, the enhancement of this phenomena with an increasing excess of EGCg
mimics the increase of mucin concentration in an EGCg-free system as well [23][25].”

Nem viladgos, hogy ez az 4llitds mibdl kovetkezik?

McColl és munkatdrsai irtdk le még meg nem jelent publikiciéjukban, hogy a mucin a
koncentracié novelésével aggregatumokat képez, és a mucinhoz hozzaadott EGCg el8segiti ezt
az aggregacios folyamatot. Tehdt a fenti kissé félreérthet6re sikeriilt mondat lényegében arrél
sz0l, hogy a mucin aggregdciét el lehet idézni a mucin koncentracié névelésével, de ugyanazt
az aggregacios effektust lehet elémi a mucin koncentrdcié fixen tartdséval, az EGCg
koncentracié névelésével.

2. 21. o. tablazat: a kiilonbozé kisérletek nagyon meggyézdek arrdl, hogy az EGCg valéban
sok sejttipus mozgékonysagdt csokkenti. Ugyanakkor az is val6sziniinek tiinik, hogy ez egy
Osszetett hatds eredménye, taldn csak kisebb-nagyobb mértékben a sorolt inhibitor hatasoknak
koszonhet6. A kovetkezé fejezetben részletesen beszdmol olyan eredményekr6l, ahol rakos
sejtek apoptézisdnak kapcsan a kutaték a direkt/indirekt hatasok mélyére astak. Kiilonésen
ennek fényében mi a jelglt véleménye: az egyes esetekben specifikus ténvezék jatszanak
szerepet a migraciés tulaidonsdgok megvaéltoztatdsdban, vagy az EGCg egy altalanos
tulaidonsdgdrol lehet sz6, mint pl. a gyokkeltés, amely a barmely sejt migraciéiat kozvetett
modon befolydsolia?

Véleményem szerint az EGCg egy Osszetett hatdsarél van szé, ami bizonyos esetekben
tartalmazhat molekuldris szinti adott sejtre specifikus elemeket (bizonyos sejt adott
szignalizacios ttvonaldra gyakorolt specifikus hatéds). Az EGCg-hez kétheté mechanizmusok
komplexitdsa miatt a fenotipusban megfigyelt valtozas pontos okainak molekuléris szint{i
elkiilonitése nehézkes.

3. 33. 0.:,,The fact, that not just nanoparticles, but also clusters can be applied in carrying
EGCg and curing illnesses, is just a possibility at this moment. Nobody studied nanoparticle
clusters and EGCg together yet.”

Mi a klaszterek el6nye az egyedi nanorészecskékkel szemben?

(Megjegyzés: az arany nanorészecskék mérete alapian ezek aerob oxidacidra képesek lehetnek,
amellyel elméletileg csokkenthetik a rajtuk kotott antioxidansok élettartamat.)




A klaszterek el6nye véleményem szerint az lehet, hogy még nanoméretii objektumokrél van
520, ugyanakkor egy klaszter j6 eséllyel konnyebben tehet§ multifunkciéssa, mint egy egyedi
nanoreszecske. P1. t6bb hatéanyagot/tobb fajta hatoanyagot tudhat egy klaszter széllitani. A
klaszterek kialakitasdban is tobb lehetéség, potencial rejlik.

A késdbbiekben valdszintileg majd biokompatibilis anyagokbdl is létrehozhatéak lesznek. A
klaszterekben uralkodé koriilmények természetesen befolyasolhatjak a hatéanyagok
élettartamat, igy azokat mindenképp meg kell vizsgdlni és tesztelni ilyen nanoméretii
rendszerek megalkotasakor, hasznédlatakor. Az arany nanorészecskék mérete alapjan ezek
aerob oxidécidjat is figyelembe és szamitasba kell venni. Ugyanakkor a vizsgalataim alapjan
az mondhato el, hogy az oxidalt EGCg-nek drasztikusabb gatlé hatdsa (adhézi6, életképesség)
volt a rakos sejtekre nézve, igy lehet, hogy az emlitett tényezd terapids szempontbdl
elényosebb is.

4. 44. o.: ,The EGCg powder (from Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Munich, Germany) was
solved in 10 mM HEPES at pH 7.4, or in assay buffer (20 rnM HEPES in HBSS, pH 7).
Oxidation process happens if simply the created EGCg solutions are exposed to light and higher
temperature (for example room temperature), and as a result, we get brown, oxidized liquids
[11][14][15].”

Miért 10 az egyik és miért 20 mM-os a méasik HEPES puffer, van ennek jelentGsége?
Ellendrizték, hogy az oxidalt forma az irodalom altal emlitett termékeket tartalmazza, vagy
elfogadtdk az ott leirtakat?

A protokollok szerint a PP és PPR porokat 10 mM Hepes (mQ vizben) pufferben kell feloldani,
a sejtes méréséket azonban 20 mM Hepest tartalmazé HBSS pufferben végeztem, mert ez a
puffer el6nyGsebb a sejtek szdmara. Amikor nem sejtes méréseket csindltam, akkor a 10 mM
Hepes puffert hasznaltam (OWLS mérések), hogy ugyanaz legyen a puffer a beoldott poroknal,
es a mérés soran is. Az eredményeket nem befolyasolta a pufferek eltérg Hepes koncentraciéja.

Elfogadtuk a szakirodalomban leirt oxidalt EGCg termékek létezését, mivel ezek jol
dokumentéltak.

5. I used oppositely charged gold nanoparticles (average metal core diameter 5.5 nm and
standard deviation 15%) stabilized with self-assembled monolayers of N,N,N -trimethyl(11- -
mercaptoundecyl)ammonium chloride (TMA, positively charged) and mercaptoundecanoic
acid (MIJA; negatively charged and fully deprotonated at pH 11).”

Hogyan kapcsolddhat az EGCg ilyen nanorészecskékhez?

Hong és munkatarsai 2014-es publikéciéjaban a kitozan és aszparaginsav nanorészecskékhez
adszorpciéval stabilan kétstt az EGCg (EGCg-CS-PAA), és a pH megviltoztatdsaval az EGCg
le tudott valni.

Landis-Piwowar és munkatarsai 2013-ban publikalt cikkében az oligomerizalt EGCg esetén
kovalens rogzitést alkalmaztak, és kiaknazdsra is keriilt az EGCg széllitdsaban (PEG-OEGCg).

Shukla és munkatarsai (2012) tigy hoztak létre Au-EGCg nanorészecskét, hogy NaAuCls-et
(Na-tetrakloroaurat) ioncserélt vizben tsszekeverték az EGCg-vel. Az EGCg erés redukald
hatdsa miatt az arany s6bél arany nanorészecske lett,



Ezen lehet8ségek éllnak rendelkezésre az TMA, MUA arany nanorészecskék esetén is, a
kezdeti kisérletekben a legegyszer{ibbnek mondhaté adszorpciéval prébalkoznék.

6. 46. 0.: A 3.3. fejezetben részletesen ir az MTT redukciés kisérletekrdl, ahol a tetrazolium-
so redukcidja formazénnd szolgaltatja a spektrofotometridsan mérhets jelet. Az EGCg
tulajdonsagai kozott kordbban emliti, hogy részt vehet ROS gyckkelts folyamatban, pl. SO
gyokaniont generalhat. Az SO ismert redukaldszere a tetrazolium-séknak.

Nem okozhat az EGCg és MTT egyiittes jelenléte ilyen kozvetett keresztreakciot? Miért két
hulldmhosszon mért?

Véleményem szerint az EGCg és az MTT egyiittes jelenléte okozhat keresztreakciGt. Wang és
munkatdrsai (2010) is megemlitik, hogy az MTT-vel végzett teszteknél az EGCg-vel torténé
kezelés fokozza a mitokondridlis dehidrogendz aktivitésat, valamint az EGCg redukalja az
MTT-t, és fokozza a formazanna alakulast. Ezek a miitermékek is rémutatnak a jel5lésmentes
vizsgalatok fontossagara.

A két mért huldmhossz az 540 nm és a 620 nm. A 620 nm referencia hulldmhossz. A leolvasas,
referencia hullimhossz fiigg a keletkez6 formazan szinétél, pl. MTT esetén: 570/30 nm vagy
690 nm lehet. A referencia hullimhosszon mér a formazannak és az MTT-nek nincs jele, a
turbiditds, sejttormelék, karcolasok stb. okozta hibat "simitja".

Megfelel6 kontrolok esetén (csak oldat, sejtmentes, sejtes oldat, DMSO stb.) akér el is
hagyhatd, de sokkal kisebbek a tapasztalt szérasok referencia hullamhossz alkalmazésa esetén.

7. 58. 0. Fig4.5¢c, a motility speed-ben bekovetkezd és narancssirga vonallal jelzett valtozas
szignifikans?
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A motilitas sebessége megkozelitéen 35%-kal csékkent, igy jelentésnek mondhaté, azonban
korrekt szignifikancia analizishez nem &ll rendelkezésre a motorizalt, mozgathat6 asztal,
amivel tobb pdrhuzamos mérést tudnank végezni. igy az emlitett eredmény a jelenség
demonstralasanak tekinthetd.

8. Jol értelmezem. hogy a sejt adszorpcidja osszevetheté mértékben kovetkezik be ,lres”
feliiletre és EGCg(OX)-szal kezeltre? Ez reverzibilis adszorpciot jelent csupan. tehat a sejtes
oldat kioblitése utdn ezek nem maradnak a feliileten? Szamomra ez a 4.7. abrarél nem dertilt
ki.

Az lires feliileten és az ox. EGCg-vel kezelt polimer feliileten a sejtek kitapadasa adszorpciés
jellegi kinetikdt mutatott, a bioldgiai jel altal indukalt szigmoid jellegli gorbét nem
tapasztaltam ezeken a feliileteken. Adszorpciés jellegii gorbéket olyan esetben lehet tapasztalni,
amikor a sejtek kitapadnak ugyan a feliiletre, de a kitapadds nem biolégiai kotések révén jon
létre (nem receptor-ligandum kélcsénhatéson keresztiil). Hasonl6 gorbe figyelheté meg az
erbsen pozitivan t61t6tt PLL filmen. Ezekben az esetekben a sejtek nem moshatéak le kénnyen
a feliiletrdl.



9. 65. o.: Fig.4.9 D) és H) esetében mi lehet az oka a nagyon eltér$ bizonytalanségnak?

Tapasztalatunk szerint az egyedi mérési pontok szérdsa nagymértékben fiigg attdl, hogy az
optimalis sejtszamot mennyire sikeriilt elérni a kisérletben (Ez 384 lyukii plate esetében 12000
sejt/well). A 4.9 D dbran megfigyelhetd kiilonbségnek ez az oka.

10.70. o. Fig.4.11.: én inkabb él6-€lettelen parhuzamos folyamatok burkol6gorbéjeként latom
a 20 gg/ml EGCg koncentracio folotti eredményeket.

Elképzelhetd ilyen pdrhuzamosség?

Igen, ez egy nagyon j6 megfigyelés, mivel csak az €16 sejtre jellemz6 a szigmoid kinetikéju
sejtadhézios gorbe.

11. 71-72. o.: ,Note, that negative cytotoxicity values can be occured, if there are higher OD
values in several wells, than in control wells. This is most probably due to the inhomogeneous
distribution of cell number between the wells and to the low values of signals.”

1) A fentiek alapjan tehat az inhomogén sejtszdm-eloszlés latszélagos negativ sejthalélt
mutathat. Ennek ellenkez6je nem fordulhat el6? Persze mindez épp a dolgozat Gjdonsagértékét
ad6 mérések el6nyét emelné ki a klasszikus MTT mddszerrel szemben, amit a jelolt
ellen6rzésképpen végrehajtott.

Igen, a sejtszam fluktudcidja mind negativ, mind pozitiv irdnyba torzithatja az eredményeket.

2) A 4.13 és 4.14 dbrdkon milyen gorbét illesztett és ebbl hogyan szamitotta az IC50 értéket?

Citotoxicitas/citosztazis (%)= [ 1-(ODkezet/ ODkontrol) X 100

Ezeket az értékeket dbrdzoltam a koncentréciék logaritmusanak fiiggvényében. Az illesztés
alapvetden tobbféle lehet, a lényeg, hogy legyen a gorbének egy alapvonal része (ahol nincs
hatds), masrészt pedig egy maximalis (telitési) szakasz. Az illesztésnél téreksziink szigmoidra,
ez akkor lehetséges, ha van IC50. Ha nincs IC50, tehét az anyag nem éri el a 90 vagy 100%
gatlast, akkor altaldban exponencialis gorbét lehet illeszteni, mivel nincs felsd platé. Ha az
anyag nem éri el a teljes gdtldst, nem adunk meg IC50 értéket, csak annyit, hogy az IC50
nagyobb, mint a kiprébalt legmagasabb koncentracié. Tehat a két emlitett mérésnél a 4.13.
abra (citotoxicitas) esetében exponencilis gérbe lett illesztve (Origin: ExpGrol. Képlet: y=
Al*exp(x/t1)+y0), a 4.14. dbra esetén (citosztazis) szigmoid gorbét illesztettem (Origin:
Growth/sigmoidal, Boltzmann. Képlet: y= A2+(A1-A2)/1+exp((x-x0/dx)) ). A gorbéken
behtizott vizszintes vonal jelzi/jelezné az IC50 értéket.



12.77. o.: A 4.18 ébra alapjan nekem tgy tiinik, hogy a pozitiv AUTMA csak jéval kisebb
mértékben épiil ki a felilletre, mint a negativ téltési AuMUA. Ez netin az eltérd
toltés/nanorészecske ardnyukkal magyarazhat4?

A TMA és MUA nanorészecske oldatokat Dr. Lagzi Istvant6l (BME) kaptam. Ezek tomény
oldatok voltak, igy a legelsé kisérletek arra vonatkoztak, hogy az OWLS szamaéra melyik
koncentracié az optimalis, ezért 10x-es, 100x-o0s és 1000x-es higitasokat készitettem az eredeti
tomeény oldatokbdl. Az 1000x-es higitds bizonyult az optimalisnak, ami az MUA esetében

2,5X.1.O“6 mM, mig TMA esetében 1.,58X1()'6 mM volt. Az eltér6 nanorészecske-oldat
koncentrécick egyrészrél okozhattdk ezeket az eltéréseket. Masrészrél a biralénak igaza van,
eltérd toltés/nanorészecske arany is tapasztalhaté volt. Az oldatok titralasaval fény deriilt arra,
hogy a TMA esetében 30-40%-kal nagyobb volt a t6ltéssiirliség a MUA nanorészecskékhez
képest. Igy ahhoz, hogy a bioszenzor feliileten a toltések kiegyenlitsék egymast, kevesebb
mennyiség kellett bel6le. Ezenkiviil az oldatok kb. 11-es pH-n stabilak, azonban az OWLS-sel
torténd mérések miatt a pH-jukat le kellett csokkentenem (maximum pH=10 lehetett). A MUA
nanorészecskék funkciés csoportjai érzékenyebbek erre a pH valtozasra, és ez is okozhatta az
eltérd toltés/nanorészecske aranyt a két nanorészecske oldat esetében.

. |
1€ s ?D ¢ AONX



