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Biralat

Nagy Péter:
Az ErbB fehérjék klaszterizacidjanak biofizikai karakterizdldsa és biologiai
jelentosége
cimi MTA doktori értekezésére

Nagy o0rom ¢és megtiszteltetés, hogy Nagy Péter "Az ErbB fehérjék klaszterizaciojanak
biofizikai karakterizalasa és biologiai jelentosége” cimli MTA értekezését biralhattam. A
birdlonak konnyli dolga van a kivald disszertacio értékelésekor, mert az egy
koncepcidzusan felépitett, kurrens tematikat felvonultato ¢és rendkiviil igényesen
Osszeallitott mii, amelynek hatterében komoly hazai és nemzetk6zi tudoményos aktivitas és
iskolateremtd teljesitmény huzodik.

crer

fehérjék) tulajdonsdgait ¢és milkddési mechanizmusait vizsgalja, fokuszilva a
receptormolekuldk klaszterképzésre illetve azok bizonyos citosztatikumokkal szembeni
érzékenység ¢és rezisztencia kialakitasaban betoltott szerepére. Az ErbB fehérjék komplex,
multidomén szerkezetli transzmembran fehérjék, amelyek ligandumkotés hatasara
bonyolult, elsdsorban az extracelluldris molekularészt érintd szerkezeti atrendezddésen
mennek at, dimerizalédnak és komplex asszocidtumokat képeznek, végiil aktivalodik az
intracellularis kindz doménjiik amely szertedgazo jelatviteli folyamatokat indit el. Az ErbB
fehérje biologiai és orvosi jelentdsége abban van, hogy jelatviteli utak kozponti eleme, a
sejtndvekedés €s proliferacid szabdlyozasaban - és igy tumoros allapotok kialakitasaban -
igen fontos szerepet jatszik, és ezért a tumorterapia egyik célpontjava valt. A jeldlt
témavalasztasa ezért nemcsak iddszerli, hanem kozvetlen orvosi jelentdsége is van. Az
értekezésen két, egymassal szoros kapcsolatban allo logikai iv vonul végig: az elsé azon
modszerek fejlesztésével, standardizalasaval és tesztelésével foglalkozik, amely az ErbB
fehérjék asszocidcidinak egzakt mérését teszik lehetdvé, megalapozva ezzel bonyolult
sejtbioldgiai kisérletek elvégzését; a masodik az ErbB fehérjék antitumor terapia hatisara
fellepd valtozésait vizsgalja. Kutatdsa részeiben és egészében is alaposan atgondolt és
kidolgozott elméleti alapokon nyugszik. A felhasznalt mddszerek a kurrens biokémiai-



biofizikai és sejtbiologiai tudomanyok élvonaldba tartoznak, sét, a jeldlt fejlesztdmunkéja
nagyban hozzéjarult j, modern metodikak kidolgozasahoz.

A jelolt téziseit elfogadom, Uj és jelentds tudomanyos eredményeit a kdvetkezdkben
tudom Osszefoglalni:

1. Kifejlesztett két aramlasi citometrids modszert, melyek a fluoreszcens fehérjékkel
végzett kvantitativ FRET méréseket, illetve a fluoreszcens antitesttel jelolt fehérjék
homoklaszterizacidjanak ugyancsak kvantitativ jellemzését teszik lehetdvé.

2. Leirta a receptor asszociacido dimernél magasabb hierarchikus szintjeit. Bizonyitotta
a haromszintli receptor klaszterizacid6 modell 1étjogosultsagat. Kimutatta, hogy az
ErbB1 ¢és ErbB2 fehérjék jelentdsen kiilonboznek klaszterizacids tulajdonsagaik
szempontjabol.

3. Bebizonyitotta, hogy az ErbB2 a lipid tutajokban helyezkedik el, és a tutajok lipid
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lokalis expresszios szintje szintén csokkenti az ErbB2 homoasszocidcié mértékét.

4. Kimutatta, hogy az ErbB1 ligand-indukalt internalizacidjat az ErbB2 gatolja, mig az
ErbB3-nak erre nincs jelentds hatasa.

5. Leirta, hogy a MUC4 transzmembrdn mucin fokozott expresszidja gatolja a
trastuzumab citosztatikum kotédését az ErbB2-t fokozottan kifejezd emlétumor
sejtekhez, és ennek hatterében az antitestkotd epitop maszkirozasa all. Ugyancsak
kimutatta, hogy a pericellularisan elhelyezkedd hialuronsav szintén maszkirozza az
ErbB2 fehérjét. A molekularis maszkirozds tehat a trastuzumab rezisztencia
kialakulasanak egy uj mechanizmusa.

6. Kimutatta, hogy a CD44 funkcionalis molekularis komplexet képez az ErbB
receptorokkal, és mind ligandumjaik, mint a hozzajuk kot6doé antitestek az egész
komplex miikddését befolyasoljak. Ezért az ErbB ellenes antitestek kozvetetten
befolyasoljak a cellularis motilitasi folyamatokat.

7. Megéllapitotta, hogy az ErbBl expresszi6 RNS interferencidval torténd gatlasa
apoptozishoz vezet a receptort fokozottan kifejez6 sejtekben.

8. Bebizonyitotta, hogy az elisidepsin hatdsat a sejtek ErbB expresszigja nem
befolyasolja, és hogy a gydgyszer a lipid tutajokon keresztiil fejti ki citotoxikus
hatésat.

9. A tudomanyos eredmények mellett feltétleniil fontosnak tartom megemliteni a jelolt
fejlesztd munkajat, amellyel megalapozta szdmos modern modszer kidolgozasat. Ez
a fejlesztémunka nem csupan elméleti alapok kidolgozasara és metodikak
tesztelésére szoritkozik, hanem szamitogépes programok megirasat is jelenti (pl.
Matlab és LabView programmodulok).

Az értekezés alapjaul 12, nemzetkozi folyodiratokban megjelent kdzlemény szolgal, melybdl
a jelolt 11-ben terminalis szerzd. A cikkek mindegyike rangos nemzetkdzi folyoiratban
jelent meg. A cikkek rangjat jelzi, hogy a folyodiratok kozott talalhatd a Nature
Biotechnology, a Journal of Cell Science, a PNAS és a Cancer Research is. Az utobbi
né¢hany év kozleményeiben kiérzédik, hogy azokban a meghatirozo kisérletezési szerep
mar a tanitvanyoknak jut, amely aldhtizza a jelolt iskolateremtd torekvését ¢&s
teljesitményét.



A disszertacid rendkiviil gondosan szerkesztett, sszeéllitott és kivitelezett mii. Az egész
értekezésen az az igényesség, alapossag, koriiltekintés és kiegyenstlyozottsag vonul at,
amely Nagy Péter tudomanyos hozzaallasat 6sszességében jellemzi. Dicséretes és élvezetes
a racionalis, de nem excessziv magyarsagra torekvés. A rendkiviil lelkiismeretes és
szabatos anyagban csupan elvétve fordul eld eliras, szakmai nomenklaturalis hiba pedig
szinte egyaltalan nem.

A disszertacid Bevezetés fejezetében lényegretdrd Osszefoglalast olvashatunk at ErbB
fehérjékrol, azok szerkezetérdl és ligandum-indukalt konformacios valtozasairdl. A jelolt a
Bevezetésben ugyancsak atfogd képet ad arrol, hogy milyen kisérleti kihivasokat és
problémakat jelent a sejtfelszini molekuldk kozotti asszociaciok vizsgalata, és hogy a
mérésekre milyen moédszerek allnak rendelkezésre. A Célkitlizések Osszhangban all az
alaptematikaval és a logikai ivvel. Az Anyagok és modszerek fejezet részletes, de nem
elaprozott modon targyalja az alkalmazott metodikakat. Ebben a fejezetben egy igen
képzett, koriiltekintd és alapos kutatd képe bontakozik ki. Az Eredmények és megbeszélés
fejezet ugyancsak a logikai iv mentén, és a sajat kdzlemények egymadsra épiilé rendszerében
diszkutdlja a felfedezéseket. Az egyes alfejezetek végén feltiintetett Osszefoglald
bekezdések dicséretesen allitjdk perspektivaba az elért részeredményeket €s konnyedén,
logikusan vezetnek 4t a kovetkezd alfejezetbe.

Megjegyzéseim ¢és kérdéseim kizarolag az értekezés nagyszeriiségébdl és gondolatébresztd
jellegébdl taplalkoznak:

Altaldnos megjegyzések:

1. A jelolt jelentés mértékben jarult hozza az ErbB fehérjék miikodésének
megértés¢hez vagy a réluk alkotott korabbi modellek modositasahoz. Ezért hasznos
lett volna latni egy olyan modell 4brat, amelyen Osszefoglalja az ErbB fehérjék
mikodését, a  sejtfelszini  molekularis interakciés  rendszerekbe  vald
bekapcsolddasat, €s terapias ligandumokkal vald kolcsonhatasat. Szivesen lattam
volna egy ilyen Osszefoglald abrat és rovid fejezetet az Eredmények és megbeszélés
fejezet végén.

2. A dolgozatban szamos kivalé mindségli konfokalis mikroszkopos felvétel szerepel
kiilonb6z6  moddszerrel  fluoreszcensen  megjelolt  sejtekrél.  Ugyanakkor
skalabeosztast csak a képek toredékén lehetett latni. Ez azért kiilondsen zavaro, mert
a mikroszkopos nagyitds meglehetdsen széles skalajat alkalmazta a jelolt, és
bizonyos felvételeken sok sejtet atfogod, nagy teriiletek latszanak, masokon pedig
csupan a sejtfeliilet részletei. Kiilondsen az utobbi esetekben lett volna hasznos, ha
tajékozddni lehet a megjelenitett mérettartomanyon.

Részletes megjegyzések és kérdések:

1. Az ErbB fehérje inaktiv formdja zart allapotban van, melyet a Il-es és IV-es
domének kozotti intramolekularis hid stabilizal (7. oldal). Milyen kodlcsonhatas ez
az intramolekularis hid? A zart-nyitott atmenet (fluktuacid) hasonlit-e egyéb
fehérjék, pl. motorfehérjék, G-fehérjék vagy bizonyos enzimek hasonlo jellegii
"hinge-bending" mozgasdhoz? Mit lehet tudni az aktiv (nyitott) allapot
¢lettartamarol, azaz egy aktiv ErbB fehérjemolekula atlagosan hany foszforilacios
1épést tud katalizalni?

2. Az ErbB3-4 fehérjék a sejtmagban is el6fordulnak (p. 11). Mit lehet tudni a
nukleéris ErbB fehérjék szerepérdl?



10.

11.

Az ErbB fehérjék sejtmotilitast befolyasold hatasardl mind a Bevezetésben (p. 13),
mind az Eredmények és megbeszélés fejezetben (p. 105-106) olvashatunk. Hogyan
kapcsolodik be az ErbB fehérjerendszer a cellularis motilitasba? Els6sorban mely
citoszkeletalis rendszereket érintd motilitas jatszik itt szerepet? Azért is kiilonosen
érdekes ez az aspektus, mert bizonyos mérések eldtt igen eltérd hémérsékleten
tortént a sejtek kezelése, és az alacsony hémérséklet hatasara (pl. jégen kezelés, p.
102) a mikrotubuléris rendszer depolimerizalodik.

Az ErbB fehérjék és bizonyos ligandumaik polarizalt eloszlast mutatnak a sejt
feliiletén (apikalis vs. basalis domének, p. 13). Mire vezethetd vissza ez a polarizalt
eloszlas és mi tartja fenn? A jelolt altal alkalmazott monolayer sejtkulturdkban
megfigyelhet6-e hasonld polarizalt lokalizacié? Ha igen, az modosithatja-e az ezen
rendszereken mért eredmények értékelését?

A jelolt Singer-Nicholson membranmodellrél megfogalmazott allitdsai (p. 16)
tudomanyfilozofiai kérdéseket is felvetnek. Ha a modell alaptételei (lasd
tengerszeri lipidek €s benne szabadon diffundélo fehérjemolekuldk) nem tarthatoak,
akkor a modellt el kellene vetni és nem azt revidealni, nemde?

A FRET eredetileg a Forster Rezonancia Energia Transzfer roviditése - ellentétben a
22. oldalon olvashatokkal -, és csak abban az esetben jelenti a fluoreszcencia
rezonancia energia transzfert, ha a résztvevd molekulapartnerek mindegyike
fluorofor.

A "pixelben levé molekuldk" kifejezés a dolgozatban tébbszor eléforduld (pl. pp.
27, 29, 72) érdekes ¢és talan szerencsétlen megfogalmazas, hiszen a pixel sikban
értendd, a molekulasokasagnak pedig térbeli kiterjedése van. Nem volna
szerencsésebb a voxel kifejezést alkalmazni? Tovabbmenve, az egy voxelbe esd
fluoreszkald molekuldk szamat befolydsolja a diffrakciolimitalt optikai leképezés,
vagyis a point spread function (PSD) térbeli mérete ¢és alakja. Ezt az alkalmazott
hullimhossz ¢és a numerikus apertura hatdrozza meg. Mas szoval, az egy pixel
mogott felsorakozott fluoreszkald molekuldk szama a PSD z-irdnyu kiterjedésétol is
fiigg. Tortént-e erre korrekcid az egyébként rendkiviil koriiltekintd mérések soran?

A 7.B abran feltiintetett, 100%-o0s akceptor jeldlésnél fellépd ~0.3 FRET hatasfok
mire enged kovetkeztetni az ErbB2 szerkezetével kapcsolatban? Mi az oka a 7.B
abran feltiintetett 0.3, illetve a 6.B abran lathaté 0.5 intramolekularis FRET
hatasfokok kozotti kiillonbségnek?

A homo-FRET mérések soran fellép-e sotét komplex képzddés (self-quenching)?
Tortént-e mérés ennek tesztelésére?

A FRET és egyéb fluoreszcencias mérések soran a leggyakrabban alkalmazott
jelolés a fluoreszcens festékekkel elére megjeldlt monoklonalis antitestek
hasznalata. A jelolt meglehetdsen sziikszavli az antitest-molekuldk fluoreszcens
jelolésével kapcsolatban, és gyari protokollok akalmazésara hivatkozik (p. 34).
Lehet-e tudni, hogy egy-egy antitest-molekula hany fluorofért hordoz, azaz,
mekkora a jelolési hatasfok? Ha a jelolési hatdsfok nagyobb mint 1
fluorofor/antitest (feltehetéen igen), akkor ezt figyelembe kell-e venni a
szamitasoknal?

A tumor téfogatot a jeldlt tolomérdvel mérte (p. 34). Mennyire pontos ez az eljaras?
Hogyan tud korrigalni a tumor alakjara?



12. A FRET hatasfok alapjan szamitott 6.29 nm R tavolsag (p. 59) Gsszevethetd-e az
ErbB molekularol alkotott szerkezeti modellekkel?

13. A 12. ébra diszkusszidja elmaradt. Mi tehdt a szérum ¢Eheztetés jelentdsége a
klaszterképzddésben? A szérum éheztetést a jelolt altalanosan alkalmazza kisérletei
soran. Mit lehet tudni arrél, hogy ez az empirikus hatds mire vezethetd vissza ¢és
milyen folyamatokat indit el egy sejtkulturaban?

14.Mi az oka annak, hogy a BCF (bleaching corretion factor) értéke antitestenként
valtozott? Lehetséges, hogy ennek hatterében a fentebb is emlitett valtozo jeldlési
hatasfok all?

15. A fluorofor pislogas (blinking) hogyan sz6l bele a mérési eredményekbe, kiilondsen
alacsony klaszterméret esetén?

16. A formalin fixalas jelentés mértékben (55%-r6l mintegy 93%-ra) novelte az ErbB1-
eGFP immobilis hanyadat (p. 65), azaz jelentds mértékben limitalta a lateralis
diffuziot és mintegy befagyasztotta a molekularis rendszert. Ilyen koriilmények
koz6tt az orientacios faktor (x°) értékére tovabbra is helyes a 2/3?

17. Az ErbB fehérjék sejtfeliileti szamaval kapcsolatban tobb helyen is hasznos adatokat
olvashatunk (4.7 fejezet). Az egyetlen sejtre esd receptorszam nagyjabol a tobb
szazezertdl a néhany millidig terjed. Honnan szarmaznak és mennyire megbizhatoak
ezek a szamadatok? Ismerve az ErbB fehérje méretét és igy az 4ltala a membranban
lefedett feliiletet, tovabba a sejtfeliilet nagysagat, a receptorfehérjék egy-egy sejt
feliiletének hanyad részét boritjak? Figyelembe véve, hogy egyéb transzmembran
fehérjék is benépesitik a sejtmembrant, valdjaban a membranfeliilet mekkora
hanyada lehet fehérjével fedett? Az igy kialakuld sejtfeliileti bezartsag
(confinement) vagy tomoriilés (crowding) mennyiben jarulhat hozzd egy
fenomenologiai klaszterképzddéshez? Madas szoval, lehetséges, hogy az ErbB
fehérjék részben csak azért allnak egylitt mert a rendelkezésre allo tér limitalt, de
egyébként nem kapcsolodnak egymashoz, és igy a klaszterképzddés sem valodi?
Ugyancsak elgondolkodtatd, hogy milyen a klaszterképzddés dinamikaja, tehat
iddbeli viselkedése. Mekkora az élettartama egy-egy klaszternek? Nem lehetne az
¢lettartam alapjan azonositani a klasztereket, és ezaltal kizarni azokat a
molekulakomplexeket, amelyek csak egy-egy véletlenszerli iitkdzés idejére
tartozkodnak egytitt?

18. Miért van az, hogy az ErbB2 heteroasszociacid mérésében (18. 4dbra) csak a sejtek
sz¢lei, azaz az a sejtfeliiletek (als6 és felsd) athajlo élei vesznek részt? Mi a pontos
magyarazata annak, hogy a sejtek ¢élein nagyobb a fluoreszcencia (és FRET)
intenzitas? A sejt egyéb feliiletén elhelyezkedd, de az analizisbdl kizart molekulak
mekkora hibat okozhatnak a mérésben?

19. A 21. abran hogyan kell értelmezni a klasztereket? Mi szdmit egy klaszternek?

20.A 22. abran igen nagy szamu szabad ErbBl-eGFP (z6ld folt) taldlhato, és
megkockaztatom, hogy ezen tisztan zold képfoltok szdma meghaladja a sarga
képfoltok, tehat klatrinnal asszocialt molekuldk szamat. Mi ennek a magyarazata? A
22.B abran a fehérjék mely paraméterei keriiltek abrazolasra és mi a magyarazata az
igen eltérd skalabeosztasnak? A klatrin paraméter eloszldsdra még inkéabb jellemz6
az aszimmetrids hisztogram mint az ErtbB1-eGFP-ére. Erre is illeszthet6 tobb Gauss
gorbe?



21. A jelolt az ErbB fehérjék klaszterizacios modelljének targyaldsa soran megemliti a
nagyméretli, tobbszaz fehérjét tartalmazo asszociatumokat (p. 77), amelyek mar
"fénymikroszkoppal is lathato objektumok". Nincs itt valami ellentmondéas? Nemde
maga a jelolt végzett fluoreszcencia mikroszkdpos méréseket ennél joval kisebb
meéretll asszociatumokon?

22. A Laurdan generalizalt polarizacioja (p. 88) a jelolt bemutatasa szerint tobbek
kozott a membran hidrataltsdgar6l ad informaciot. Mit jelent a membran
hidrataltsag?

23. A 35. abran bemutatott, térben differencialt szegmentacios eljaras valoban elegans
modszer arra, hogy a membranban illetve a membran kornyezetében (pl.
belfeliiletén) jatszodd folyamatokat elkiilonitsiik. Az konnyen belathatd, hogy a
modszer remekiil alkalmazhat6 olyan sejtek esetében, amelyek gomb alaktak, és az
analizis a gdmb kozéppontjat metsz6 sikra vonatkozik. Meglatadsom szerint azonban
ez az analizis csak fenntartdsokkal alkalmazhato olyan esetekben, amikor a sejt
alakja jelentdsen eltér a gombtdl, igy példaul monolayer sejtkulturaban, ugyanis
ilyenkor a membran alatti pixelsorokba beleeshetnek jelentds méreti
membranfeliiletek is. Milyen és mekkora mérési hibak jelentkezhetnek az utdbbi
esetben?

24. A 37. abra szerint jelentés mennyiségii MUC4 halmozddott fel egyes sejtek
citoplazmajaban. Mi lehet ennek a magyardzata?

25. A jelolt remek kisérletekben mutatta be, hogy a hialuronsav szintézis gatlasa
jelentdsen hozzajarult a JIMT-1 xenograftokkal oltott egerekben kialakult tumor
méretének csokkenéséhez, és felvetette a moddszer klinikai alkalmazhatdsagat.
Figyelembe véve a hialuronsav rendkiviil fontos szerepét elsdsorban a
kotdszovetekben, nem volna til nagy a moédszer alkalmazési kockézata?

26. A "scratch assay" moddszere csak az Eredmények és megbeszélés fejezet legvégén
keriil megemlitésre, és az Anyagok és modszerek fejezetben errél nem olvashatunk.
Mi a modszer 1ényege, és hogyan szdrmaztathatd ebbdl a mérésbdl kovetkeztetés a
sejtmotilitasra?

A fenti kérdések ¢€s megjegyzések természetesen mit sem vonnak le azon
meggy0zddésembdl, hogy Nagy Péter -elsérangli, nemzetkoézi vonatkozasban is
meghatdroz6 jelentdségli és fontossdgu tudomanyos teljesitményt foglalt Gssze

crer

tovabba a mi elfogadésara teszek javaslatot.

Budapest, 2013. majus 26.

Dr. Kellermayer Miklos
Egyetemi tanar, az MTA doktora



