.Miivészetben és tudomanyban csaklgy, mint
tetteinkben s cselekedeteinkben mindig az a
lényeg, hogy a térgyat tisztan ragadjuk meg és
természetéenek megféleh kezeljuk.” (Goethe)

Opponensi vélemény
Dr. Nagy Péter
Az ErbB fehérjék klaszterizaciojanak biofizikai kar akterizalasa és bioldgiai jelenisége

Nagy érdekddéssel vettem kezembe Nagy Péter dr. disszertacidggyben nagy
megtiszteltetésnek is érzem, hogy egy biofizikgtibsaogiai akadémiai doktori disszertaciod
véleményezéseére alkalmasnak véltek engem, aki ggakatologus vagyok, €s a malignus
daganatok novekedési faktor receptor expresszibjadedéseit egy egészen mas vetiiletb
latom és ismerem.

Az utdbbi években elmosodik a tudomanyteriletekaaat ezt patologusként magam is
atelem: a patomorfolégia €s a molekularis biologiara szorosan dsszefonddd, el nem
valaszthaté tudomanyteriletté valtak. Ugyanigy,iafizika és a molekularis sejtbioldgia
hatara sem vonhatdé mar meg élesen, 6sszekapcadtGal&ejt funkcidinak magasabb s#int
tudomanyos megkozelitését, a sejt felszinén égjbbkn zajlé folyamatok jobb megértését
teszi lehatvé és vonja maga utan.

Nagy Péter dr. disszertacidja ennek az utobbi éxeldajlé oriasi szemléletvaltozasnak és e
szemléletvaltozas eredmeényességének tanusagtétele.

A disszertacié akar egy teljes kutatéi palya élesnefi 0sszefoglalasa is lehetne, de Nagy
doktor mindéssze #k 10 év alatt végzett kutatasai publikalt eredménfaglalja 6ssze
ebben a munkéban.

Magyar nyelven irt 132 oldalas és 250 irodalmi tkeaast felsorakoztat6 munka, amely
mellett csatolva talaljuk a Jeldlt 12 angol nyelvigien rangos folyGiratokban kozolt, 5 &ls

1 masodik- és 6 utolsé szészkozleményét, amelyek a disszertacio alapjaulgéttak. A
kézleményeket a disszertacioban a megjelenésuinsikirendi sorrendben csatolta.

A disszertacio bevezetésében részletes és plasitikast kapunk az epidermalis névekedési
faktor receptor csalad tagjainakikddésédl, az ErbB csaladba tartozé receptorok homo- és
heterodimereinek pontosiikodésésl, az asszociatumok hatékonysagarol, az altaluivakt
jelatviteli atvonalakrdl, amelyek k6zott a gyakodévosok szamara kevésbé ismert jelatvitel
utvonalak leirdsa is szerepel. Megismerjik ezeeptecok gatlasanak mechanizmusait és
lehetiségeit, onkologiai szerepiket. Kiemelten foglalkoa trastuzumab rezisztencia
kérdésével, hiszen e disszertacio sgérek nevehezikédik human sejtvonalon két fontos
rezisztencia mechanizmus leirdsa is: a Her2 recétsC4 ill. a CD44 ligand hialuronsav
altali maszkirozasa.

A sejtfelszini receptorok komplex ikodésének tovabbi, €lsorban fiziko-kémiai
folyamatokon alapulé mechanizmusait is megismerjélgsorban a sejtmembranokban
taldlhatd un. lipid-tutajok, kisméretaggregatumok és un. ,karok” tulajdonsagait isnterte
Ezen mechanizmusok részletes ismerete szikségex,ahbgy a receptor dimerizacio
nagyon bonyolult folyamatat jobban megérthessiigangkkor ezen a ponton is a SZeegy
nagy jelenisédi felismerését kell hangsulyozni: az ErbBél-korabban mar ismert volt a
lipid tutajokkal val6 kapcsolata, de az ErbBR-e disszertacio szefe mutatta ki, hogy
ugyancsak a membran ilyen nagysagtiemikrodomeénijeivel all kapcsolatban.



A kutatdsok soran a sejtmembranban zajlo fizikoikérfolyamatok mérésének és keépi
megjelenitésének kivételesen széles tarhazat adkédn a molekularis folyamatok és
kolcsbnhatasok szadmos aspektusara kitérj@éd éppen ezért nagyon hiteles modszereket
parhuzamosan alkalmazva jutott el végul igen jéleptedményeihez. A kisérletei soran sajat
fejlesztéd szamitbgépes programokat is hasznalt az 6sszditésotékelésekhez.

Kutatasai soran két nagy célzétt ki maga elé: az epidermalis névekedési fatdoeptorok
klaszterizacigjanak részletes megismerését, bete@iyan Uj modszerek kidolgozasat is e
jelenség vizsgalatara, amelyek segitségével pdmtosa@pet kaphatunk a klaszterizacio
folyamatarol. A masik célkizés pedig a terapias vonatkozasok, részben a cédrapiaval
szembeni rezisztencia, részben a trastuzumabtéb ditatasmechanizmusu célzott szerek
hatékonysaganak elemzése.

A kisérleteket endrak sejtvonalakon és SCID egereken, xenograft tummatellben végezte.
Mint az ebzéekben probaltam érzékeltetni, a vizsgalatokat swksan ismételve, igen
bonyolult modszereket alkalmazva végezte, ugyamaielenséget szamos szemszidgb
szadmos modszerrel kdzelitve meg. A disszertacidkigiil preciz, a bioldgiai folyamatok
Osszetettségét mindig szendtetarto mdodszerek leiraséat, sok esetben a modszenaganak
a kidolgozasét is tartalmazza. Ezért is, adjiwofizikus vagy biologus kutatdéi szamara —
tobbek k6zott - megkerilhetetlen forrdAsmunka.

Eredményeit és ezek rovid diszkussziojat 20 ponibawerteti, itt csak roviden 6sszefoglalva
azokat sorolom fel, amelyek véleményem szeringadgyobb jelerisédiek.

(1) Munkacsoportjaval kidolgozott két aramlasi oitetrias modszert, melyek kvantitativ
FRET méréseket és a fluoreszcensen jelolt fehén@oklaszterizacidjanak kvantitativ
jellemzését teszik lehdté.

(2) Kidolgozta a heteroklaszterizacio kvantitatellgmzésére alkalmas FSAB madszert,
amely konfokalis mikroszkép felhasznaldsaval az negsal kolcsonhaté receptorok
aranyanak meghatarozasat teszi l@net

(3) Uj médszereit alkalmazva leirta az ErbB receptodimernél magasabb szervezettség
hierarchikus klasztereit és ezek pontos biologiarepét e receptorokirtkodéseben.

(4) Elsként irta le a trastuzumab rezisztencia korabbamismert mechanizmusat, az ErbB2
receptor gyogyszer kéitelyének MUC4 és a hialuronsav altali maszkirozasat

(5) Felismerte a CD44 és az ErbB receptorok szbimsgiai kapcsolatat, amennyiben ezek
funkcionalis molekularis komplexeket képeznek, ezertozzajuk kdids ligandumok az
egész komplex fkodését befolyasoljdk. Ezzel az ErbB ellenes celaptogyszerek
hatasmechanizmusanak egy Uj vetiletét tarta fel.

(6) Megallapitotta, hogy ErbB1l overexpressziét rutaejtekben az expresszi6 RNS
interferencia segitségével toréegatlasa apoptozishoz vezet.

(7) Kutatdsi eredményei potencialis terdpias I&degeket vetitenek d@k: i) a fehérje
asszociaciok magasabb szintjeinek strukturdlis wigghtasa megakadalyozhatja a
receptorok aktivacigjat, ii) a trastuzumab reziszia felfliggesztése a maszkirozé molekulak
gatlasa altal, iii) specifikus siRNS felhasznalgsbB1 overexpresszié gatlasara.

Ezek a nagyon réviden felsorolt eredmények véleméagn szerint 5nmagukért beszélnek,
és nem hagynak kétséget af@ll hogy e disszertacid szefije maximalisan érett és
feltétlentl mélt6 az akadémiai doktori cim elnyeréére, ezért a magam részét a
legmesszebbmebkig tAmogatom és javasolom Dr. Nagy Péter doktori értedzésének
nyilvanos vitara bocsajtasat és szamara az akadéennidoktori fokozat odaitélését



Az opponens munkajdhoz hozzatartozik kritika meghogzasa is a munkaval kapcsolatban,
ami jelen esetben komoly nehézségekbe Utkozik,t etéicsak a nagyon kevés, és a
disszertaciéra egyaltalan nem jellehapro pontatlansagokat sorolom fel.

A 44. oldalon a CD 44 intramembran proteolizis Kitativ analizisét leiré szévegrészben a
2.9 pontra hivatkozik vissza, ami helyesen a 31&.po

A 76. oldalon a 25. abran szer@pCLSM és SNOM roviditések a disszertacio elején
megadott Roviditésjegyzékben nem szerepelnek.

A 81. oldalon kevésbe irédott kevésbé helyett.

A 98. oldalon szerepl40. abra alairasabarvstor tévesen hivatkozik az A abrara, ami nem
mikroszkopos kép, hanem a B és C mikroszkdpos kkpeittitativ analizisének eredmeényét
bemutaté grafikon.

A 102. oldalon a 43. abran az als6 grafikonon neariildki a fehér és fekete oszlopok
jelentése az 4bra alairasabdl. Ez az eredeti aikkberepel, és ott teljesen egyértelm

A 103. oldalon a szines abran a képalairasbankioxatt ,lila terilet” nem jol lathato, ez az
eredeti kdzlemény csatolt masolataban viszont éb&sén latszik.

Egy helyen fordul € az angol szovedb kicsit sutan magyaritott kifejezés: ,nem
kompetél6”; ,non-competing” vagy ,nem verseéfikifejezések barmelyike talan értibbb,
kozismertebb.

Az Anyag és Modszer fejezetben folyd szévegbenegmdnek a kisérletekhez felhasznalt
reagensek, anyagok, higitasok. Ugyanugy, ahogytasalak tablazatos formaban keriilnek
bemutatasra, talan ennek a résznek a tdblazatoalan tortéh bemutatasa is attekintideb

lett volna.

Kérdések:

1. A Szerd altal ismertetett mddszereken kivil az utdbbi éeek jelennek meg
kézlemények a Nanopipette, atomic force microscagmanning ion conductance
microscopy, dynamic single molecule co-localisationodszerekil, amelyek
segitségével egyes sejtfelszini molekulak térbelyZetét, nikodésik kozben, ill.
aktivacidjukat kovedten bekdvetkez konformdlis-, vagy kémiai szerkezetiikben
bekovetke# valtozasait lathatéva lehet tenni. A Jel6ltéheson#d celbdl vegzett
vizsgalatok ezekkel az eszkdzokkel vajon mennyibapnzhatnak tovabbi
eredményeket a disszertacioban leirtakhoz képest?

2. Mi az oka annak, hogy intraperitonedlisan oltotdksérleti allatokat trastuzumabbal?
Klinikai koralmények kozott intravénas vagy subcutdadagolast hasznalnak, ezért
felmertl a kérdés, hogy vajon a modellkisérletbenledt hatas mennyire vonhat6
parhuzamba a human gyakorlattal?

3. Huméan embdaganatok vizsgdalatakor az utobbblhen egyre inkdbb é&érbe kertl a
heterogenitas, mint a daganat egyik alapvéioldgiai tulajdonsaga. Ebb a
szempontbdl a 2005-ben publikalt Cancer Resealdh diszkusszidjaban a JIMT-1
sejtekkel kapcsolatban felvetett ,molekularis eeadl, amelynek soran — elvben - a
kezdeti ErbB2 overexpressziét ezen molekula hatgddganak elvesztéséig lehet
kovetni, korat megéké6 gondolat. A heterogenitast €s ennek biologiai
kovetkezményeit mennyire lehet észlelni és vizdgajtvonalakon?

4. A JIMT-1 sejtvonal molekularis genetikai karakt@té@sa ravilagitott arra, hogy
egyidejileg Her2+ és basalis csoportra jellémmolekularis genetikai eltéréseket
hordoz: Her2 gén amplifikacid mellett PIK3CA akii&¢anutacidja, PTEN alacsony
szintje, neuregulinl fokozott expresszidja is jetke Vajon a trastuzumab



rezisztenciaban ezek az eltérések mennyiben jékzotzerepet a MUC4
maszkirozéason kivul?

5. Véleménye szerint a trastuzumab vagy mas hatasmieomasi ErbB2 ellenes
molekuldrisan célzott szer hatasat befolyasoljaze lkaogy az ErbB2 milyen
heteroasszociatumban van jelen a daganatsejtekriéis?

6. Vita targya az irodalomban az efimorok egy részének K-ras mutécié hordozasa. A
Jelolt altal vizsgalt sejtvonalak kozott volt-e aty sejtvonal, amely ezt a mutaciot
hordozta, és ha igen, ez a gyogyszeres kisérlatakdmelt jelenségeket befolyasolta-
e?

Budapest, 2013. marcius 25.

Dr. Kulka Janina PhD
egyetemi tanar



