PECSI TUDOMANYEGYETEM

Altalanos Orvostudomanyi Kar
Biofizikai Intézet

Dr. Makai Mihaly, az MTA doktora
Titkar

Magyar Tudomanyos Akadémia
Doktori Tanacs

1051 Budapest V. Nador u. 7.

Tel.: 1-411-6286

Fax: 1-411-6233

Biraloi vélemény

Nagy Péter ,,Az ErbB fehérjék klaszterizaciojanak biofizikai karakterizdlasa és
bioldgiai jelentosége”
cimi MTA doktori dolgozatarol

Orémmel olvastam végig Nagy Péter dolgozatat. Nem is feltétleniil azért, mert szakteriiletem lenne
az ErbB fehérjék vizsgalata, hanem sokkal inkabb azért, mert egy koncepcidzusan, nagy
alapossaggal és szakértelemmel, és szellemesen kutatdo kolléga munkéjaba és gondolkodasaba
nyerhettem bepillantast.

A palyazonak 2012 decemberéig 45 kozleménye jelent meg, melyek Osszesitett impakt faktora
171,797, és a rajuk kapott fiiggetlen hivatkozasok szama 1581 volt (H index 20). Ezek az értékek
tobbszorosen meghaladjak mind a Bioldgiai Osztaly, mind az osztalykozi Biofizikai Bizottsag altal
tamasztott hivatalos minimum kovetelményeket.

Nagy Péter ,,Az ErbB fehérjék kiaszterizaciojanak biofizikai karakterizdalasa és biologiai
Jjelentésége” cimmel nytjtotta be az MTA doktori dolgozatat. A dolgozat alapjaul 12 kozlemény
szolgal. Ezek koziil a palyazo 11-ben termindlis szerzd. A szerzd kutatasi teriilete, amellett, hogy 6t
magat is lekoti immar két évtizede, jelentds hagyomanyokkal rendelkezik a DE Biofizikai és
Sejtbiologiai Intézetében is. A dolgozat 132 oldalon ismerteti a szerz6 eredményeit, a kotet végén a
dolgozat alapjaul szolgaldo kozlemények masolatait talalhatjuk. Az olvas6 egy gondosan
Osszeallitott, logikusan felépitett, érthetden ¢€s helyes magyarsaggal megirt munkat tarthat a
kezében. Nem talaltam benne betiihibat, és az iras nyelvezete és stilusa is példaértékii. Formai
tekintetben egy ponton érzem meég javithatonak a dolgozatot, az abrék sok esetben tul kicsik (pl.
49., 51., 52., 70., 74. oldalakon). A rajtuk bemutatott informacié kényelmesebb atadasahoz ezen
abrakat érdemes lett volna nagyobbra tervezni. A dolgozat elején a szerz6 ismerteti az ErbB fehérje
csalddokat, az ErbB fehérjek alapvetd szerkezeti elemeit, és részletesen leirja a funkcidjukkal
kapcsolatban eddig megismert részleteket is. Mar itt vilagossa valik, hogy a sejtmembranon torténd
a szabalyozasukban is. Ezt kovetden szamos megfigyelést ismerhetiink meg az ErbB fehérjék
mikodése és szabalyozdsa kapcsan. A dolgozat ugyancsak tartalmaz egy érdekes ¢és
forrasmunkaként is remekiil hasznalhato szakaszt, amelyben bemutatja a szerzé vonatkozo mérési
eljarasokat.

A dolgozatban a szerz6 részletesen leirja azokat a kisérleteket, amelyeket az ErbB fehérjék
megismerése érdekében végzett. Ezek a fehérjék fontos szerepet jatszanak szamos jelatviteli
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folyamatban, és funkciojuk a daganatos betegségekben kimutatott 6sszefiiggéseken keresztiil fontos
orvosi jelentdséggel is bir. Tekintve, hogy a bioldgiai szerepiik megvalositasa soran, elsdsorban is a
szabalyozasuk révén, a klaszterképzésiik kozponti szerepet kap, a szerzd szellemes kisérletei
hatékony eszkoznek bizonyultak a kozponti jelentdségii biologiai kérdések tisztazasara. Az
elvégzett kisérletek bemutatasa pontos €s jol érthetd, az eredmények értelmezése szabatos.

A dolgozat elsé felében, a korabban alkalmazott modszerek leirasbol kideriil az is, hogy ezen
modszerek korlatai, valamint a felvetett tudomanyos kérdések természete miatt sziikségessé valt 0j
eljarasok kidolgozasa is. A szerz6 kiilon fejezetben mutatja be azon moédszertani fejlesztéseit és
eredményeit, amelyek segitségével a sejtfelszini klaszterek jellemzése kvantitativva, pontosabba és
részletesebbé valik. Az ebben a részben bemutatott eljarasok értelemszeriien nem ErbB
specifikusak, azaz mas fehérjerendszerek vizsgalata soran is jol alkalmazhatoak lesznek.

A dolgozat megismerése utan a szerzd sajat tudomanyos eredményeit a kdvetkezdkben latom:

1. A szerz6 fontos megfigyeléseket tett az ErbB receptorok lokalizacidjat és mitkodését
illetéen. Igazolta, hogy az ErbB fehérjék lipid tutajokban helyezkednek el, és hogy a

2. Megmutatta, hogy az ErbB 1 ligand indukalta internalizacidjat az ErbB 2 gatolja, mig ezen
folyamatra az ErbB 3-nak nincs hatasa.

3. Ismertette a trastuzumab rezisztencia egy j mechanizmusat (MUC4 ¢és hialuronsav
vizsgalatok), amely az ErbB maszkirozasan keresztiil valosul meg.

4. lgazolta, hogy az ErbB 1 expresszid gatlasa apoptozishoz vezet a receptort fokozottan
kifejezd sejtekben.

5. Megmutatta, hogy az elisidepsin hatdsat a sejtek ErbB expresszidja nem befolyasolja, €s
hogy ez a hatéanyag lipid tutajokon keresztiil fejti ki a hatasat.

6. Specialis —a FRET jelenségének alkalmazasan alapuld — citometriai eljarasokat dolgozott ki
a sejtfelszini Klaszterek tanulmanyozasara.

A dolgozat olvasasa sordn a kovetkezd kérdések mertiltek fel bennem:

1. A dolgozat megismerése utdn az mindenképpen vildgossa valik az olvasoé szdmara, hogy
mind a klaszterképzOdés kinetikaja, mind a kialakult klaszterek mérete fontos biologiai
funkcioval rendelkezik. A klaszterek ilyen tekintetben torténd jellemzésére a palyazo
szamos ¢rdekes és hatékony, sokszor FRET alapi moddszert ismertet és hasznal. Az
alkalmazott logika szerint (pl. a homotranszfer mérésekben) a donorral és akceptorral
megjelolt szomszédos fehérjék fluoroforjai kozott energia transzfer jon 1étre, ami aztan
lancszertien is terjedhet. Az alkalmazott modell szerint a kozvetlen szomszédokon talra mar
nem transzferalnak a donorok. Ez nyilvéan igaz is lehet az adott R értékének ismeretében. A
FRET ugyanakkor — ellentétben a dolgozatban tobbszor felbukkand allitassal — nem
feltétleniil a 2-10nm tavolsag tartomanyban hatékony. Sokkal inkabb érdemes a
hatdtavolsagot az adott Rg-hoz viszonyitva meghatarozni (pl. annak a fele és masfél szerese
kozott, bar még ez is nyilvan csak kozelito allitas). Ennek megfeleléen egy nagyobb Ro-al
rendelkez6 rendszerben elvégzett mérés értelemszerin mas adatok ad, mint egy rovidebb
Re-al Kivitelezett vizsgalat. Erzésem szerint a kétféle mérés eredményeinek eltérése
informaciot hordoz mind a klaszter méretét, mind a klaszter Osszetételét illetéen, azaz a
latszolagos tavolsageloszlasok meghatarozasaval jellemezhetéek a klaszterek. Van-e
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1étjogosultsdga egy olyan FRET alapi mikroszkopiai eljarasnak, amelyben a sejtfelszini
klaszterek jellemzéséhez az alkalmazott fluorfor parok R értékeinek az eltérése szolgal
alapul? Esetleg torténtek-e olyan vizsgalatok, ahol az Ry értékének kiilonbozo
megvalasztasaval, de egyébként azonos kisérleti elrendezésben mért a palyazo?

A homotranszfer mérések soran — felételezve a FRET-el szétterjedd energiat — a méréseket a
fluoreszcencia emisszios anizotropia meghatarozasaval valdsitottak meg. Nem értettem meg
ebben a szakaszban, hogy a fluoreszcencia ¢€lettartam miért nem alkalmas a kialakulo FRET
hatasfokanak a meghatdrozasara (az intenzitds mérés esetében a hasonld allitast érteni
vélem). En tugy latom, hogy ebben az esetben is rovidiilnie kellene a donorok
¢élettartamanak. Hol tévedek?

Erintélegesen a szerzé is foglalkozik azzal, hogy a sejtfelszini ErbB klaszterizacioban, és
talan a lipid tutajok szervezddésében is szerepe van vagy lehet a citoszkeleton egyes
elemeinek (pl. 18 oldal 4. pont). Mennyiben ismertek ezek a szabalyozasi kapcsolatok?
Milyen citoszkeletalis komponensek jatszanak szerepet abban, hogy a sejtfelszini fehérje
asszociatumok kialakulnak, méretiik valtozik, illetve hogy ezek mozognak és kdolcson
hatnak egymassal és mas komplexekkel? Itt elsdsorban a citoszkeletalis filamentumok,
esetleg membran asszocidlt citoszkeletalis fehérjék, vagy motor fehérjék szerepe
domborodik ki? Milyen mérések vezethetnének a hattérben htzoddé molekularis
mechanizmusok és kdlesdonhatdsok pontosabb megértéséhez?

A 41. oldalon a 21. képlet nem egy egyenlet. Hogyan tortént ezzel az Gsszefiiggéssel az
illesztés?

Az Eredmények fejezet elején a szerz0 ismerteti azokat az eljarasokat, amelyekkel a
citometridls FRET modszerek alkalmazasdt megbizhatobba és pontosabba tette. A 49.
oldalon bemutatott eredmények CFP-YFP fuzids fehérjékre vonatkoznak. A vonatkozd
kérdésem technikai jellegii: ezekben a mérésekben megkapnank a nulla energia transzfert
abban az esetben, ha a YFP-t és CFP-t pusztan Osszekevernénk, mindenféle molekularis
kapcsolodas nélkiil?

A jeldlt esetenként olyan kiilonb6z6 hosszusagli peptideken mért FRET-et, amelyekhez
donor és akceptor is kapcsolodott (tipikusan CFP és YFP). Volt-e olyan peptid konstrukcio,
vagy lenne-e értelme a hasznalatanak, amelyben a két fluorofor kozott még egy enzimatikus
hasitd hely is beépiilne, és a mérések soran igy a két fluorofor egymastol eltavolithatova
valna?

Kifejezetten elgondolkodtatonak taldltam az 52. oldalon a 6. dbrat. Az abra szép mérési
eredményeket mutat be, és alatamasztja a szerz0 azon kovetkeztetését, hogy a donor
abran ugyanakkor értelmezésem szerint az izo-FRET vonalak a FRET hatasfok eloszlasat is
bemutatjak. Ezek szerint a kisebb donor intenzitdsokon, azaz kisebb donor koncentraciod
mellett mérve a FRET hatasfok eloszlasa viszonylag széles, mig a magasabb koncentraciok
mellett az eloszlas kifejezetten keskennyé valik. Ezt jol latom? Mi ennek az oka? Hogyan
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esetleg a klaszterek stiriisége is? Altalanosabban fogalmazva, milyen folyamatok jatszodnak
le a koncentracié emelésével a FRET hatasfok novekedése, illetve csokkenése iranyaban?

8. A klaszterek méretének karakterizalasakor a szerz6 felteszi, hogy az ErbB vagy monomer
allapotaban van jelen, vagy egy adott méretii klaszterben helyezkedik el. Ez egy kozelités,
ami gondolom elsésorban azért volt fontos, hogy a kiértékelés ne bonyolddjon nagyon el.
Ugyanakkor a valdsagban a klaszterek mérete inkabb egy folytonos eloszlast mutatna. Lat-e
a szerzo lehetdséget a modell ilyen iranyban torténd bovitésére, kiterjesztésére?

9. Nem talaltam olyan fejezetet a dolgozat végén, ahol a kutatisok jovojét egyfajta
kitekintésképpen a jelolt ismertetné. Kivancsi lennék ugyanakkor arra, hogy ez a remek
kutatassorozat milyen irdnyban fog tovabbfejlddni, milyen aspektusok modszerfejlesztések
¢s biologiai vizsgalatok jelentik majd a tovabblépést.

Mindezen kérdéseim és felvetéseim pusztan azt tiikkrozik, hogy az olvasmany magéval ragadott és
tovabbgondolasra késztetett. Nagy Péter eddigi munkdassagat, céltudatos, alapos és Otletes kutatasait
nagyra értékelem. A sajat eredményekként bemutatottakat elfogadom jelent6s 0j tudomanyos
eredményeknek.

A nyilvanos vita kitlizését és az MTA doktori cim Nagy Péter szamara valo megitélését javasolom.

Pécs, 2013. aprilis 6.
Dr. Nyitrai Miklos
Egyetemi tanar, az MTA doktora
PTE AOK Biofizikai Intézet



