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Szeretném megkoszonni biralomnak dolgozatom alapos attanulmanyozasat és a biralat gyors
elkészitését. Kérdéseire alabbiakban, pontonként valaszolok.

Egyetértek biralommal, hogy a dolgozat megértését nagymértékben segitette volna néhany abra
beillesztése. A tézises dolgozat formai kovetelményeivel kapcsolatos bizonytalansagok és ellentmondé
tajékoztatas vezetett oda, hogy eredeti szandékommal ellentétben nem keriiltek abrak a dolgozatba.

1. A bemutatott eredmények olvasata szerint a DNS kotdfelszintdl tavoli fehérje részeknek fontos szerepe
van a DNS kétés szabdlyozdsaban és a kérnyezettdl fiiggd specificitas kialakitisaban. Kérem a jeloltet,
hogy bévebben fejtse ki milyen konkrétabb gyogyszerkutatds szamdra is alkalmazhato vetiilete lehet
ennek és milyen haladasi iranyokat lehet megfogalmazni ennek kiaknazasdra.

Kiilon koszondm biralomnak, hogy lehetdséget adott ennek a gyakorlati perspektivanak a kifejtésére.
Amint a dolgozatban is emlitettem, a DNS célszekvenciaval kozvetleniil kolesonhatd fehérje szakaszok
megvaltoztatasa altalaban sokféle mellékhatassal jar. Ezek koziil leggyakoribb a szerkezetre gyakorolt hatas, a
kotéfelszin torzulasa vagy a kozvetlen kornyezet perturbacidja. A tavoli részek altalaban a rendszer dinamikajat
befolyasoljak és sokkal kisebb a rajuk hato szerkezeti kényszer. Ezt vilagosan mutatjak laboratoriumi evolucios
kisérletek, melyek a DNS specificitds megvaltoztatasat célozzak (pl. Shmuel-Rockah L., Nucl. Acids Res. 40,
11627-37). Ebbdl addédik, hogy lényegesen konnyebb a tavoli, dinamikus részeken a fehérje tobbi, kotés
szempontbol kritikus szegmenseit alapvetden nem modositd valtoztatasokat tenni.

i) Kismolekuldk (gyogyszermolekulak) kotésével a tavoli, esetleg rendezetlen szegmens dinamikai
tulajdonsagait megvaltoztatjuk. Tobb esetben bizonyitott (részben sajat munkak), hogy a fehérje fejlédése soran
a rendezetlen vagy bolyhos szakasz dinamikus allapota megdrzddik és ez vezet a funkcié megmaradasahoz. Ha a
kismolekula kotédésének hatasara a mozgékonysag lecsokken, akkor a rendezetlen szakasz tranziens
kolcsonhatasai nem, vagy csak csokkent mértékben valdsulnak meg. A képlékenység csokkenése szintén
kedvezdtlen a bolyhos szakasz kornyezetében elhelyezkedd rovid motivum(ok) kdlcsdnhatasai szempontjabol.
Ilymodon egy gyogyszermolekula tavoli, rendezetlen részen torténd kotédése elrontja a rendszer természetes
finom-hangolasat. Ezt az elvet hasznaljuk jelenleg a Measles virus nukleokapszidjat alkotd6 N nukleoprotein
elleni inhibitor fejlesztésben.

ii) A természet gyakran hasznalja szabalyozasra a bolyhos részeket pl. poszt-transzlaciés modositasok
révén (Fuxreiter TiBS 2011 és Fuxreiter Mol BioSyst. 2012). A poszt-transzlaciés modosulasok bevitele, vagy
éppen azok kialakulasanak gatlasa is lehetséges ut lehet a fehérjék miikddésének befolyasolasara. Ismeretes,
hogy a rendezetlen részek a 20S proteoszoma altal ubikvitinacié nélkiil is lebomlanak. Fehérjék evolucidja soran
az életidé gyakran a rendezetlen rész hosszan keresztiil szabalyozodik (Intrinsically disordered segments affect
protein half-life and its evolution. Lee, Lang, Kruse, Gsponer, Sanchez de Groot, Huynen, Matouschek,
Fuxreiter and Babu biralat alatt a Cell-ben). Ha tehat a rendezetlen rész hosszat akar kismolekula kotddése révén,
akar egy mas izoforma kifejezésével megvaltoztatjuk, akkor eldsegithetjiik, vagy akadalyozhatjuk a fehérje
lebomlasat.



iii) Szintén a fehérjék életidejének befolyasolasaval kapcsolatos lehetéség, amikor a rendezetlen vagy
bolyhos transzkripcids faktort egy tavoli részen térténd kolcsonhatas védi meg a lebomlastol. Ilyenkor a partner
kifejezddésének gatlasa a rendezetlen fehérje lebomlasahoz vezet (pl. ritmus-szabalyozo fehérjéknél).

iv) Sikeriilt Osszefiiggést teremteniink a szdvet-specifitas €s a kiilonboz6 izoformakban 1év6 bolyhos
szakaszok kozott (Buljan és mtsai Mol Cell 2012). A k6zolt eredmények alapjan a rakos sejtvonalban eléfordulo
izoforma bolyhos szakaszanak megvaltoztatasa (pl. gyogszermolekula kotésével) megsziintetheti a beteg
szovetben fellépd nem kivanatos kdlcsonhatasokat.

A felsoroltakon kiviil szamos lehet6ség van még, melyeket jelenleg kisérletesen vizsgalunk. Remélem,
hogy erdfeszitéseink sikerrel és gyakorlatban is megvalosithato eredményekkel jarnak.

2. Szabadenergia szamitdsok alapjan a dolgozat vilagosan ramutat a DNS sériilések, konkrétan a T-T
dimer és az uracil, javitisa soran annak jelentéségére, hogy a DNS sériilés kovetkeztében bekovetkezd
DNS lokalis meghajlas elésegiti a hibas bazis enzimatikus kiforgatdasat a DNS tengelyébdl. Mennyire
segit megérteni, ill. dltalanosithato-e ez a konklizio mas DNS hibajavito folyamatok esetén, amelyek
nem a baziskivagason alapulnak pl. NER, mismatch hibajavitds.

Kisérleti adatok arra utalnak, hogy minden olyan DNS sériilés esetén, ahol a bazisok kozotti kapcesolat
gyengiil, a flexibilitas lokalis valtozasa hozzajarul a a specifikus felismerés és javitas folyamatdhoz (Bouvier B,
Grubmiiller H Poor base stacking at DNA lesions may initiate recognition by many repair proteins DNA Repair
5: 654-666, 2006)

Ismeretes, hogy a nem megfeleld bazisparokat javité (mismatch) hibajavitas hatékonysaga erésen fiigg
a lokalis szekvenciatél (B. Kramer, W. Kramer, H.J. Fritz, Different base/base mismatches are corrected with
different efficiencies by the methyl-directed DNA mismatch-repair system of E. coli, Cell 38, 1984, 879-887. )
A nem megfeleld bazisparosodasbol adodoé energetikai kiilonbségek ugyanis 100-1000-szeres affinitas-
kiilonbséghez vezetnek az ép bazisparokhoz képest. A mismatch hibajavitais (MMR) esetén azonban a
szelektivitisnak 10° — 10 értéket kell elérni, hogy a normal DNS (helyes bazisparok) ne karosodjanak. Az
MMR/NER hibajavitasban szereplé fehérjéknél a hiba felismerése és kémiai atalakitasa kettévalik. A
felismerésben résztvevé MutS (MMR) és UvrA, XPA and XPC (NER) fehérjéknek széles szubsztrat-
specificitasa van, de nincs katalitikus aktivitasuk, a sériilés eltavolitasat egy nukleazra végzi. Ezért tovabbi, un.
kinetikus ellen6rz6 (proofreading) mechanizmusok sziikségesek a hatékonysag javitasara (Yang W, DNA Repair
(Amst) 5, 2006, 654-666).

A MutS fehérje a mismatch hibajavitas felismeré eleme. Szabad allapotban rendezetlen, csak DNS
jelenlétében vesz fel stabil szerkezetet (G. Obmolova, C. Ban, P. Hsiech, W. Yang, Crystal structures of mismatch
repair protein MutS and its complex with a substrate DNA, Nature 407, 2000, 703—-710.; M.H. Lamers, A.
Perrakis, J.H. Enzlin, H.H. Winterwerp, N. de Wind, T.K. Sixma, The crystal structure of DNA mismatch repair
protein MutS binding to a GXT mismatch, Nature 407, 2000, 711-717.) Ez a fehérje az egyediilalld6 nukleotid
vagy a nem megfeleld bazisparosodas altal meggyengitett DNS szerkezetet ismeri fel és a lehetséges
konformaciok koziil egy kitiintetett allapotot stabilizal. Hasonlé modellt nukelotid kivagasban (NER) résztvevo
fehérjékre is javasoltak (R.J. Isaacs, H.P. Spielmann, A model for initial DNA lesion recognition by NER and
MMR based on local conformational flexibility, DNA Repair (Amst) 3, 2004, 455-464).

3. Kérem, fejtse ki mit tart jelenleg tudomdanyteriilete legfontosabb kérdésének. Lehetségesnek tartja-e, hogy
a fehérjeszerkezet és miikédés tanulmanyozdsaban a fehérjemodellezés dtveszi dominancidajat esetleg
nélkiilozhetévé is teszi a fehérje kristalyszerkezeti vizsgalatokat.

A fehérjék haromdimenzids szerkezetének megismerése nagymértékben segitette megértésiinket a
fehérjék mikodését illetéen és szamos, racionalis uton tervezett gyogyszer kifejlesztéséhez vezetett. Ugyanakkor
az oldatfazisu technikak fejlédésével a 90-es évek kdzepére vilagossa valt, hogy a krisztallografiai eredmények
alapjan nyert kép tal merev, nem tiikrozi a fehérjék valtozatossagat sem funkcionalis, sem szerkezeti értelemben.
Nagyobb fehérjék, komplexek, Gn. fehérje-gépezetek (protein machines) mitkodését nem lehetett igy értelmezni.
Egyre tobb kisérleti adat tdmasztotta ala a fehérje-dinamika kitiintetett szerepét jelatviteli folyamatokban, de akar
enzimeknél is. Mostanra vilagossa valt, hogy a fehérjékrdl alkotott determinisztikus képiink reviziora szorul.
Ehhez egy sztochasztikus modellre van sziikség. A rendezetlen fehérjéknél sokat hangoztatott szekvencia-
rendezetlenség paradigmaval ellentétben az igazi kihivas a klasszikus szekvencia — szerkezet — funkcid




modellt olyan elméletté alakitani, ahol mindharom kulcselemet sokasdggal helyettesitjik.

Jelent6s mennyiségii kisérleti bizonyiték all ugyanis rendelkezésre ahhoz, hogy egy adott funkcié sok
GCN4 és EWS transzkripcios faktorok, Sup35 és Ure2 élesztd prionok). Ugyanakkor szamos kisérlet és
evolucios tanulmany igazolja, hogy a legtobb fehérjének egynél tobb funkcidja van, sét a rejtett (masodlagos)
funkciok viszonylag kevés mutacidval elsédleges miikodéssé tehetok. A kozépso, szerkezeti sokasagokrol sz616
bizonyitas pedig szamos, a dolgozatban idézett cikkben is szerepel. A jelenleg legfontosabb probléma, hogy a
sokasagok kozott kvantitativ, gyakorlatban is hasznalhatd Osszefiiggést teremtsiink. Ennek konkrét kérdései a
kovetkezok:

1) Koriilmények hatasara hogyan befolyasolhatok a szerkezeti sokasagok, hogy a funkcionalis
lehetdségek koziil egy adott mitkodés valosuljon meg?

ii) Milyen mértékii szekvencia valtoztatassal lehet funkcionalis valtozast elérni és ez hogyan
kapcsolodik a kizarolag dinamikus részeket érintd tavoli részekhez?

i) Milyen aminosav-cserékkel lehet egy funkcionalis valtozast egyértelmiien elinditani? Az
oda- és visszavaltoztatas utja mennyire tér el egymastol?

iv) Az él0 sejtben mennyire érvényesiilnek azok a szerkezeti alapu modositod elvek, melyeket in

vitro feltarunk?

Ezt kisérleti és elméleti modszerek egyiittes alkalmazasaval lehet elérni. A nagy méreti vagy
képlékenyebb rendszereknél természetesen el6térbe keriilnek az oldatfazisi vagy az egymolekulas technikak.

Ezek eredményeinek interpretacidjahoz, a sokasag részletes jellemzéséhez azonban elengedhetetleniil
sziikségesek a modellezéshez hasznalt mdodszerek.

Végezetill: a magyarul bolyhossagnak forditott elmélet egy olyan koncepcié (angolul fuzzy concept),
mely szamos tudomanyagban (pl. szamitastudomany, nyelvészet, pszichologia) létezik. Azt jelenti, hogy valami
(fiiggvény, alkalmazas) értéke a kdrnyezettdl lényegesen fiigg és mas koriilmények esetén mas érték valosulhat
meg. Pontosan erre van sziikség ahhoz, hogy egy biologiai rendszer a kdornyezetéhez megfelelden
alkalmazkodjon és tuléljen. Ezt szeretnénk molekularis szinten értelmezni.

Még egyszer szeretnék kdszonetet mondani opponensemnek, hogy a nyari sziinetben id6t szentelt
munkam alaposan attanulmanyozasanak és lehetdséget adott jovébeli terveim kifejtésére.

Debrecen, 2013. augusztus 29.
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