Nagy Péter MTA doktori értekezésének biralata

Nagy Péter disszertacidja kétarci md: valahol a részletes doktori értekezés és a tézisek kozott
helyezhet6 el. Az atlagosnal jéval tobb kisérleti eredményt ismertet részletesen, ugyanakkor a
moaddszereket nem mutatja be, Iényegében terjedelmi korlatokra hivatkozva. Mdarpedig a médszertani
repertoar igen széles: reakcidkinetikai, gyorskinetikai, mdszeres analitikai kémiai metodikakat éppugy
alkalmaz, mint a molekularis bioldgia vagy a sejtbioldgia eszkoztarat: legyen az sejttenyésztés, fehérje
izolalas, pontmutansok klénozdsa, PCR elemzés, ligand dokkoldsa fehérjéhez, vagy proteomikai
analizis. (A felsorolas kordnt sem teljes.) Ugyanakkor az adatok kiértékeléséhez és modellalkotashoz
részben sajat fejlesztés(i programokat haszndlt. Az opponens természetesen nincsen otthon
mindezen mddszerek haszndlataban, még kevésbé kritikai értékelésiikben, ezért munkamat nagyon
megnehezitette, hogy a maddszerek leirdsat még vdzlatosan sem lehetett a disszertacidban
megtaldlni. Megkdnnyebbilésemre szolgalt az az informacid, hogy a disszertaciot Nagy Péter az MTA
kémiai osztdlyahoz nyuljtotta be, igy a munkanak a kémiai tudomanyok teriletére tartozd részét
nalam lényegesen avatottabb szakért6k biralhatjak el.

Az értekezés témdja fontos és id@szerl: bioldgiai rendszerekben lejatsz6dd redox folyamatok
szubmolekularis mechanizmusat vizsgalja, igen széles skaldn, kis molekuldktdl fehérje oldallancokig,
arra torekedve, hogy a lehetS legteljesebben megértett reakcidk bioldgiai jelent&ségére is
ravildgitson. Munkaja soran tobb kordbban nem ismert, vagy az irodalomban pontatlanul leirt
folyamatot sikerilt felderitenie. E tekintetben kiilondsen fontosnak tartom a H,S-nek és a
perszulfidoknak a jelatviteli folyamatokban jatszott szerepének a tisztdzasaban elért eredményeket.

A disszertacio érdemi része (az irodalomjegyzék és a kdszonetnyilvanitas nélkal) 129 oldalt tesz ki,
aminek az alapjat 35 eredeti kozlemény és 3 6sszefoglald cikk adja. Utdbbiak mindegyikében els6
(vagy egyetlen) szerzd Nagy Péter, mig az eredeti kozlemények kozil kilencben levelezé szerz6 és
tovabbi tizenharom koézlemény elsd, vagy utolsé szerzGje. Ezek a cikkek mind jelentés nemzetkozi
folydiratokban jelentek meg. A beadas idejében a fliggetlen hivatkozdsok szama 605, mig az
Osszesitett impakt faktor 176,8. Megallapithatd tehat, hogy Nagy Péter tudomanyos munkdssaga
kiemelkedd, amit egyébként a nagyszamu meghivott el6addként tartott el6adas is aldtdmaszt.

A dolgozatban ismertetett tudomanyos eredmények hatterében igen sok munka all, amit a kovetkezé
egyszer(i statisztika tanusit: a disszertacio 106, tobbségében Osszetett dbrat, 19 reakciésémat és 6
tdblazatot foglal magaba. Az dltalam legfontosabbnak tartott Uj tudomanyos eredményeket
szakterdileti csoportositasban sorolom fel. Ezek a kbvetkezdk:

A) Reakcidkinetika — reakcié mechanizmus

1. Peptidekben |évé tirozin odallancok szuperoxid anionnal gyorsan reagalnak biciklusos
tirozin hidroperoxid szdrmazékok képzddése kozben. Ezt tobb modell peptiden is
bemutatta. (Itt, és a tovabbiakban, bar az eredményt eléré team szamos tagbdl allt, az
egyszerliség kedvéért, a munkatdrsak kontribucidjat nem vitatva — valéjaban
jelentdségét nem ismerve — egyes szam harmadik személy(i igealakot hasznalok.)

2. A fehérjékben taldlhatd tirozin oldallancok is szamos kémiai reakcidba vihet6k oxidald és
redukald szerek jelenlétében. Erre az ambras cet mioglobin Y151 oldalldncat, az inzulin 4
tirozinjat és a human apolipoprotein Al tirozinjait hozza fel példanak.

3. Bebizonyitotta, hogy az SCN® enzimatikus reakciékban OSCN®-na oxidalddik és részletes
reakcidmechanizmus sémat dolgozott ki az OSCN® cisztein SH-val valé reakcidjanak az
értelmezésére.

4. Tanulmanyozta a cisztein H,0,-dal valé reakciéjanak mechanizmusat. Jellemezte a
reakcio soran keletkez6 szulfénsav és ciszteintioszulfinat észter egyes reakcidit.

5. Kidolgozta a cisztin és az oxidalt glutation HOCI-lel valé reakcidjanak kinetikai modelljét.
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6.

Részletesen elemezte a H,S HOCI-val vald reakcidjat és javaslatot tett annak
mechanizmusara.

B) A peroxiredoxin fehérjecsalad tagjainak reakcidi peroxidokkal

1.

Modellt allitott fel a Prx enzimcsaldd H,0,-vel valéd kiemelked6 reaktivitdsanak
értelmezésére

Bebizonyitotta, hogy Prx képes aminosavak, peptidek és fehérjék peroxid szarmazékait
redukalni. Ennek a kérdéskodrnek a vizsgalata soran Uj mdodszert dolgoztak ki a sebességi
allandék meghatdrozasara.

Bebizonyitotta, hogy a doxorubicin kezelés hatdsara a vorosvértestekben képzédé H,0,
k6zombdsitésében a Prx2-nek kulcsszerepe van.

C) Redoxi reakcidk szabalyozo szerepe

1.

Azonositott egy H-hid kotés rendszert a GAPD enzim aktiv centrumaban, ami a H,0,-vel
szembeni nagy reaktivitast okozza. Bebizonyitotta, hogy az enzim katalitikus aktivitdsaért
és az enzimmUkodés szabalyozasdért ugyanaz a C152 aminosav felel6s, azonban ennek
feltételezést javasolta, hogy a GAPD emelkedett H,0, szint melletti aktivitds vesztése
hozzajarul az oxidativ stressz elleni védekezéshez feltehet6en a pentdz-foszfat ciklus
aktivalasa és ezen keresztiil a NADPH termelés fokozdddsa révén.

D) A H,S és perszulfidok szerepe a jelatviteli folyamatokban.

1.

Ravilagitott arra, hogy a bioldgiai rendszerekben mért és kiilonb6z6 laborokbdl publikalt
szulfid koncentracidk értékei kozott feszilé ellentmondasok annak a kdvetkezményei,
hogy ezekben a rendszerekben a szulfidok nagy része kotott formdban taldlhatd, amibdl
konnyen felszabadulhat a szabad szulfid a pH, vagy a redox potencidlok valtozdsanak
kovetkeztében. A biomolekuldakban kétott szulfid mennyiség ezaltal mintegy pufferként
viselkedik.

Megmutatta, hogy a PTEN fehérje a H,S oldatokban nyomokban jelenlévé poliszulfid
szennyezés hatdsara reverzibilisen inaktivalodik.

kvantitativ meghatdrozasara, amely alkalmas izolalt rendszerekben és sejten belil is a
fehérje perszulfidok mérésére szabad SH csoportok, diszulfidok és oxidalt kéntartalmu
csoportok jelenlétében is.

Megmutatta, hogy a tioredoxin és a GSH enzimrendszerek meghatdrozé szerepet
toltenek be a fehérje cisztein oldallancok perszulfidokbdl térténé regeneralasaban.
Kinetikai modellt dolgozott ki a H,S MPO-zal vald reakcidinak magyarazatara.

Igazolta, hogy a H,S hatékonyan redukdlja a hemoglobin toxikus oxidalt ferrilszarmazékait
szulfhemoglobin képz6dése kdzben.

Mechanizmus javaslatokat tett a H,S és a NO a&ltal vezérelt jelatviteli folyamatok
kolcsonos kapcesolatara.

Kritikai megjegyzéseim elsésorban a dolgozat felépitésére és szerkesztésére vonatkoznak:

A mddszerek ismertetésének teljes hidnya, amint azt mar a bevezet6ben is emlitettem, a dolgozat
értékelését jelentdsen neheziti, kiilonds tekintettel arra, hogy az eredeti kozleményeket nem kell
benydjtani a disszertacio mellé, tehat adott esetben azokat kiilon kellett megszereznem.

Ezt a hibat kiléndsen sulyosnak kell értékelnem a fent emlitett perszulfid meghatdrozdsi médszer
esetében, amit Nagy Péter és munkatarsai dolgoztak ki és allitdsa szerint validaltak. A moddszer
fontossagara vald tekintettel a validalas részleteit hozzaférhet6vé kellett volna tenni a birdldk
szamara. Az irodalomjegyzék szerint a dolgozat beaddsakor a vonatkozé koézlemény még meg sem

jelent.



Szerkesztési probléma tovabba a kovetkezd: az abrak alairasait folytatdlagosan és a torzsszéveggel
azonos méretben és stilusban gépelte a szerz6, azok sok esetben két oldalon helyezkednek el és a
torzsszoveggel Osszeolvadva jelennek meg. Ez rendkivil zavaré. Mindkét fenti hidnyossag
valészinlileg abbdl fakad, hogy a szerz6 lényegében minden eredményét be kivanta mutatni, azonban
nem léphette tul a megszokott terjedelmi korlatokat.

Megitélésem szerint szerencsésebb lett volna vdlogatni az eredmények kozott és csak a
legfontosabbnak itélteket bemutatni, elkerilve a fenti buktatdkat.

Kérdéseim:

1. A dolgozat 4.2.2 és 4.2.3 fejezete részletesen foglalkozik a hipohalogénessavak
képz6désével és reakcidival, ezek kozott kulon részletesen a HOSCN-nel is. Ennek
képz6dése rodanid ionok jelenlétét feltételezi. Van-e a hipotiocianat reakcidinak
tényleges bioldgiai jelent6ségik? Milyen korilmények kozott jelennek meg, vagy
képzédnek rodanid ionok a neutrofil fagocitdkban, ahol a 3. séma szerint bel6lik
mieloperoxiddz enzimmel, pontosabban az dn. Compound I-gyel reagalva HOSCN
keletkezhet?

2. Toébb helyen wutal arra, hogy a szulfidok jelatvitelben jatszott szerepe révén
tultermelésiik, vagy hianyuk is szerepet jatszhat igen kiilonb6z6 betegségek
patomechanizmusaban. Kovetkezésképpen szulfidok bevitele, vagy forditott esetben
szintézislik gatldsa Uj megkodzelitést jelenthet a terdpiaban. Szabd Csaba mar 2007-es
kozleményében 4 preklinikai, illetve klinikai fazis I.-ben 1év8 gydgyszerjeldltre utal. Nagy
Péter dolgozatanak zaré fejezetében a CBS/CSE enzimeket mint a rakkutatas potencialis
gyogyszercélpontjait emliti. Ismeretes-e olyan, a szulfid szint szabalyozdsan keresztil
hatd gyodgyszerjelolt, ami jelenleg is fejlesztés alatt all? Ha igen, a fejlesztés melyik
fazisdban van a leginkabb el6rehaladott molekula és mi a megcélzott indikacié?

3. A GAPD enzim milkodését 2 mM H,0, jelenlétében 60 percen at inkubalva

megdllapitotta, hogy a NADPH/NADP" arany lényegében nem csékken vad tipusi GAPD-t
expresszald éleszt6ben, mig C156S, vagy Y314F mutans esetében, amely mutansok
glikolitikus aktivitasa érintetleniil megvan, ez az arany jelentGsen lecsokken. Ebbdl arra a
kovetkeztetésre jutott, hogy a GAPD ,redoxi kapcsold”-ként miikodik abban az esetben,
ha az oxidativ terhelés egy bizonyos szintet meghalad. Modellje szerint ilyen
kortilmények kozott az aktiv centrumban elhelyezkedé C152 oxidalédik, aminek
kovetkeztében a glikolizis leall, helyette a pentdz-foszfat dtvonalon keresztll bomlik le a
glikéz NADPH termelés mellett, segitve az oxidativ stressz elleni védelmet. Ezt a
gondolatmenetet az élesztd névekedési gorbéje is alatamasztja.
Megallapitom azonban, hogy a fenti mechanizmus merében szokatlan, nemcsak amiatt,
hogy ugyanazon cisztein oldallancnak igy kett6s funkciondlis szerepe van, amint arra
Nagy Péter kovetkeztet, hanem sokkal inkdbb azért, mert a glikolizisnek és a pentdz
foszfat datvonalnak is egyébként jol ismert szabalyozd enzimei vannak: a glikolizis
szabalyozd enzime a foszfofruktokinaz, tehat nem a GAPD, a pentdz foszfat utvonalé
pedig a glikdz-6-foszfat dehidrogendz, amit a NADPH gétol, a NADP" pedig aktival. Kissé
hosszasan el6vezetett kérdésem most mar a kovetkez6: Nem gondolja-e Nagy Péter,
hogy kisérleti eredményeit inkdbb a kisérlet korilményei, azaz a viszonylag magas H,0,
koncentracidé, és a valasztott inkubdcids id6 magyardzza, esetleg az az éleszté torzs,
amiben a NADPH/NADP" ardny alapéllapotban 1-hez van kézel (legaldbbis ez latszik a 75.
D dbran), mig példaul patkany mdjban ett6l tobb nagysagrenddel eltér?



A metodikai részletek ismertetésének a hidnya minden olyan kérdést és kritikai észrevételt merében
foloslegessé tesz, ami az egyes kisérletek konkrét adataira, megbizhatdsagukra, a médszerek adekvat
voltanak elemzésére vonatkoznanak. Ezért ilyesmivel nem prébdlkoztam. Megnyugtatonak tartom
azonban ebbdl a szempontbdl, hogy lényegében minden egyes abrandl igen szinvonalas nemzetkozi
folydiratban megjelent, tehat tobbszorésen alaposan megvizsgalt kozleményeire hivatkozik a szerz6.
Biralatom végén egyértelmlen kijelentem, hogy kifogdsaim természetesen nem érintik a munka
Iényegi értékeit. A felsorolt tudomanyos eredményeket fontosaknak és valésaknak tartom, és a
disszertacio nyilvanos vitdra bocsatasat tamogatom.
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