Valasz Prof. Dr. Klebovich Imrének, a MTA doktoranak
a ,,Korszeri analitikai médszerek alkalmazasa a peptid és
fehérjekutatasban” c.,

a MTA doktori értekezésemrol irt biralatara

Engedjék meg, hogy el8szor is koszonetet mondjak Prof. Dr. Klebovich Imrének,
hogy kiilonds odafigyeléssel, nagy gonddal tobbszor is 4ttanulmanyozta doktori
értekezésemet. Kiilon oriilok, hogy a Birdlé is hasonléan litta az utobbi évtizedek
tudomdnyos fejlodését, a multidiszciplinaritds sziikségszertiségét és annak is, hogy az
értekezésem legkiilonb6zObb témakoreiben nem a heterogenitdst, hanem a (bizonyos médon)
rendszerbe foglalt soksziniiséget vette észre. Orom szdmomra, hogy véleménye szerint
munkdm sordn egyesiteni tudtam a ‘“vizsgdlatokhoz sziikséges biologiai, bioanalitikai
fejlesztési és az uj vizsgdlati modszerek egyiittes szellemiségét és komplexitdsdat’. Ez persze
nem jelenti azt, hogy a bemutatott bioldgiai, biokémiai, orvostudomdanyi stb. problémak
minden részletét bioanalitikai vonatkozésain tdl tokéletesen ismerném.

A Birdlonak az értekezésr6l formai vonatkozdsdban két megjegyzése a volt, mely
szerint terjedelme meghaladja az idedlis nagysdgot, ill., hogy néhdny fejezet tirgyaldsa til
részletesnek bizonyult. Az értekezés hosszi id6 utdni ismételt elolvasdsa utdn nekem is volt
ilyen érzésem, ezért a Birdlé mindkét kifogdsaval egyetértek. Prof. Dr. Kremmer Tibor

birélata is kitér az értekezés terjedelmére, ezért részletesen ott valaszolok ré.

Prof. Dr. Klebovich Imre szakmai Birdl6 megjegyzéseire és kérdéseire az aldbbiakban

valaszolok:

1. Lucernasejtek homogenizatumdnak ioncserés kromatografidval elvdlasztott frakcidi
kozott egyikben ciklinfiiggd kindz inhibitor aktivitdssal rendelkez6 fehérjét mutattunk ki. A
frakcié Osszetételét forditott fazisi LC-MS mddszerrel tovabb vizsgaltuk (36. dbra) és szamos
fehérjét taldltunk benne. Koziliik egyediil az 5,3 percnél eludlédd 8526 Da molekulatomegt
fehérjét mutatott ciklinfiiggd kindz inhibitor hatdst, ezért proteomikai médszerekkel csak azt
az egy fehérjét azonositottuk.

A fehérje redukdldsa, alkilezése majd tripszines hidrolizise utdn LC-MS mddszerrel “peptid
tomeg térképezés”-t végeztiink és a SwissProt adatbazisban 72%-os szekvencialefedettséggel
(2. tablazat) ubiquitinnek azonositottuk. A “peptid tomeg térképezés” eredményét két peptid

tandem-MS-sel végzett szekvenciameghatarozassal erdsitettiik meg.



2. A trifluorecetsav erdsen kotddik peptidekhez, ami erdsen bdzikus peptid vizsgilata
esetén megneheziti annak azonositisdt, amint az az intézetiinkben eldallitott
VEPKVKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR, 15  bdzikus  aminosavat
tartalmaz6 peptid ESI-MS spektrumén ldthaté (45A. édbra). A kapillaris elektrokinetikus
kromatografids tisztitdst kovetd MS spektumban ay elddllitani kivant peptid mellett egy
szennyezgst is ki lehetett mutatni, amit az 3667,5 molekulatomegli ion 2-9-szeres toltésii
ionjainak sorozatdval bizonyitottunk (45B. &dbra). Egy dbrdnak (az aldirdssal egyiitt)
Onmagaban is elegendd informéciot kell tartalmaznia a mondanivalé megértéséhez. A pirossal
jelzett peptid a fotermék melletti szennyezése volt, igy szdmunkra sziikségtelen volt annak
szekvencidjait meghatdroznunk. A f6- és melléktermékek molekulatomegének kiilonbsége
alapjan annyi volt megdillapithatd, hogy a pirossal jelzett peptid egy Lys amindsavval

kevesebbet tartalmazé tn. delécids peptid volt, de pontosabb szerkezetét nem hatdroztuk meg.

3. A proteomikai fehérjeazonositis a tomegspektrometrids mérések eredményeinek
fehérje és nukleotid adatbazisokban, kiillonb6zd algoritmusok szerint torténd keresésén alapul.
Igy a fehérjeazonositis minésége a mérések megbizhatsigan til fiigg az algoritmusok
tipusatél és nagy mértékben az adatbdzisokban 1évé fehérjék szamatdl, ill. adatainak
mindségétol. A fehérjeazonositds josdganak megitélésére az egyes adatbaziskeresd programok
(MASCOT, ProteinLynx Global Server, Protein Prospector, Spectrum Mill, Phoenix, stb.)
mds-mas értékeld rendszert (scoring) fejlesztettek ki. A proteomika kezdeti szakaszéban
elerjedten haszndlt “peptid tomeg térképezés” (Peptide Mass Fingerprint, PMF) mddszer
hasznélatakor a vizsgdlt fehérjébdl proteolitikus hasitdssal képzO8dott peptidek tomegét
hasonlitottdk (hasonlitottuk) dssze az adatbdzisban szerepld 6sszes fehérje in silico, hasonld
paraméterek melletti hasitdsi peptidfragmenseinek tomegeivel. A tomegek egyezésének foka
és a fehérje szekvencialefedettsége voltak az azonositds megbizhatésdganak f6 mérdszamai és
altalaban a 10% feletti szekvencialefedettséget vették a megbizhatd fehérjeazonositds alsé
hatdrdnak. A szekvencialefedettség kisérleti szempontbol fiigg a fehérje mennyiségétdl,
aminosavszekvencidjatol, gélfestés moddjatdl, az enzim tipusitdl, a tomegspektrométer
tipusatdél stb. Ha a PMF mérésekbdl sziarmaz6 eredményeket tobb, egymdstdl eltérd
algoritmussal mukoddé keresOprogrammal is megvizsgdljuk, egyezés esetén nd a
megbizhatosdg. Jelentdsen noveli a fehérjeazonositds josdgat, ha egy-két peptidfragmensnek
MS/MS moédszerrel meghatarozzak a szekvencidjat. Korai proteomikai vizsgdlataink sordn mi

is PMF mddszert alkalmaztuk fehérjék azonositdsdra, de az MS adatokat minden esetben két



adatbéziskeres6 programmal analizéltuk és minden fehérjéb6l minimum egy peptidnek
meghatdroztuk a szekvencidjat. Igy a 6%-os szekvencialefedettség is elegendé volt a fehérjék
nagy biztonsdggal torténd azonositdsdhoz (kiilonosen akkor, ha a meghatdrozott
peptidszekvencia csak egy fehérjétdl szdrmazhatd, Un. proteotipikus peptid volt). A nagyobb
szekvencia lefedettség nem elsdsorban a fehérje azonositdsdnak megbizhatobba tétele miatt
lehet indokolt, hanem az adott fehérje kiillonb6zé homoldg €s alternativ hasitdasi formdinak,
poszttranszlacids és kémiai mddositdsainak azonositdsa miatt. Ezen feladatok azonban kiviil
estek a munkdm célkittizésein.

A disszertdcidban szerepld vizsgdlatok tobbségénél a fehérje szekvencialefedettségnek a
fehérje-azonosositds megbizhatdsdga szempontjabol kisebb a jelentdsége, mivel az azonositas

az enzimatikus lebontds sordn Iétrejott peptidek MS/MS fragmentdcidjan alapult.

4. A HSP90 egy 90kDa tomegli, ATP-fligg6 molekuldris chaperon (dajkafehérje),
melynek f6 feladata a sejtek fehérjehomeosztidzisdnak fenntartdsa, az djonnan képzddd
fehérjék érett, aktiv formdjanak eldsegitése, feltekerése, stabil dllapotban tartdsa, ill. stressz
hatdsara “elromlott” szerkezetli fehérjék helyredllitdsa. Tumorsejtekben a HSP90 termelddése
megnd, tdmogatva az tdltermel6d6/mutdns/transzlokdlt onkoproteinek aktivélt, metastabil
formdjanak kialakuldsdt és fenntartdsat, el@segitve ezdltal a sejtek rosszindulatd
transzforméciéjat és a daganat ndvekedését. Azok a kis molekulatomegli természetes és
szintetikus molekuldk, amelyek erdsen kapcsolédnak a HSP90 ATP-k6td helyeihez (HSP90
inhibitorok), megvéltoztatjdk azok konforméciéjat és a HSP90 “folding” képességének
gdtlasan keresztiil csokkentik a daganatsejt tilélésének, progresszidjanak esélyét, el0segiti az
onkogén fehérjék proteoszéma 4ltali lebontésat, ezért a HSP90 idedlis célpont tumorellenes
vegyiiletek fejlesztéséhez (Scaltriti et al., 2012, Travers et al., 2012). Tumorellenes hatésu,
természetes antibiotikumokkal és szintetikus analégjaikkal (geldanamycin, 17-AAG, radidicol,
novobiocin, purin, pirazol, triazol szdrmazékok stb.) szdmos klinikai vizsgalat tortént,
azonban a klinikai gyakorlatban még nincs HSP90 inhibitor daganatos betegségek kezelésére
(Neckers et al., 2012).

A daganatsejtek tilélését és burjinzdsit az onkogén fehérjék segitik eld, melyek
hatdsukat mds fehérjékkel, kofaktorokkal torténd kolcsonhatdsok sorozatdban fejtik ki. Ezen
kolcsonhatdsok gatldsa, megsziintetése visszaszorithatja a koros szignalizéciés és
transzkripcids folyamatokat, Gjraprogramozhatja a tumoros sejtet normdlis sejtfunkciok (mint
sejthaldl, differencidlédéas és oregedés) végrahajtdsara. A folyamatokban résztvevd fehérjék

feliilete komplex sruktdrdval és specifikus szerkezeti elemekkel rendelkezik, melyeken



keresztiil akar tobbszords intermolekuléris kapcsolddas bekdvetkezik. Felmeriilt a gondolat,
hogy a fenti folyamatok alkalmas peptidekkel hatékonyabban gétolhatdk, mert azok akar tobb
ponton keresztiil, nagyobb érintezési feliileten kapcsolddhatnak a fehérjékhez.
Ilyen irdnyd kutatdsok eredményei a HSP90 és a survivin fehérje kdlcsonhatdsdnak gatldsara
tervezett shepherdin peptid (Plescia et al. 2005), az aktiv multichaperon komplex
kialakuldsdnak megakadalyozdsara fejlesztett a Antp-TPR hibrid peptid (Horibe et al., 2011)
és a Wu és mtsai (2012) 4ltal eldallitott PIER peptidek.
Kordbban sokan szkeptikusak voltak a peptid-gydgyszerekkel szemben, mert a szérum és
intracelluldris protedzok kdnnyen és gyorsan lebontjdk azokat. Ennek megakadélyozdséra a
hidrolizisnek ellendllé D-aminosavakat, ill. redukélt peptidkotést és aminosavszdrmazékokat
szokds beépiteni a peptidekbe. Ezeket figyelembevéve egyiittmiikodd partnereim (Orosz
Antal és mtsai., 2006) kordbbi, daganatellenes hatdsi substance P analdgjaikbdl
molekuladinamikai szdmitdsokkal olyan 4-5-tagi peptidomimetikumokat terveztek, melyek
gitoltdk a HSP90 ATP-kotését (a HSP90 fehérjét mi azonositottuk) és citotoxikusnak
bizonyultak kissejtes tiid6karcindma, eml6 és vastagbélcarcindma sejtvonalakon, tiidétumor
xenograftokon. Néhdny vegyiiletiik egér limféma tumorsejteken fiiggesztette fel a multidrug
rezisztencidt és ami a tovabbikra nézve biztatd, szinergikus kolcsonhatdsban megnovelte a
tradiciondlis tumorellenes szer (epirubicin) antiproliferativ hatisat (Szabé J. és mtsai., 2007).
Ujabb vizsgélataik szerint egyik 4ltalunk is analégjuk (TCBL-145) hélyagos autoimmun
betegségben (autoantitestek kialakuldsa a VII tipust kollagénnel szemben) a HSP90 gétldsan
keresztiil visszaszoritotta a T-sejtek szaporoddsat, mig a normaél és autoreaktiv plazmasejtekre
nem volt hatdssal (Kasperkiewicz et al., 2011).

ij tipusu, peptid alapi HSP90 inhibitorok ugyan még nincsenek klinikai kiprébaldson,

de igy gondolom, hogy igéretes vegyiiletek bizonyos tumoros betegségek kezelésére.

Még egyszer megkoszonom Prof. Dr. Klebovich Imre alapos Birdlé munkdjat, azt,
hogy eredményeimet hitelesnek, komoly elméleti és gyakorlati haszninak, kiemelkedd
jelentdséglinek taldlta és az értekezés nyilvanos vitdra valé bocsatdsat, sikeres védés esetén az

MTA doktori fokozat odaitélését javasolta.
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Dr. Jandky Tamaés
a kémiai tudoményok kandidatusa
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