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Biraloi vélemény
Hegediis Tamas

»Membran ABC fehérjék miikodése és gyogyszer-kolcsonhatasai a

3D bioinformatika tiikrében”

cimi MTA doktori értekezésérol

Hegedtis Tamas MTA doktori értekezéseben az ABC transzporterek csalddjaba tartozo két fehérje
modellezési modszerekkel végzett szerkezeti vizsgalatardl szamol be. Ezek koziil az els6 a CFTR,
aminek mutaciok miatt kialakulod csdkkent és/vagy hibas miikodése okozza a cisztas fibrozis néven
ismert megbetegedést. A téma jelentdségét és idOszeriiségét mutatja, hogy FDA 2019-ben fogadta el a
betegség kezelésére alkalmas Osszetett terapiat, ami 3 CFTR modulétor egylittes alkalmazésara épiil, és
javulast jelenthet az ebben a betegségben szenveddk kozel 90 %-anak. A terdpidhoz szamos fontos
felismerésre volt sziikség a vad tipust és a mutans CFTR fehérje szerkezetére, illetve a modulatorok
mikddésére vonatkozdan. Ezen eredmények megsziiletéséhez elengedhetetlenek voltak a kisérleti és a
szamitogépes modellezésen alapuld szerkezetfelderité modszerek. Hegedlis Tamas szimulacios és

bioinformatikai modszerekkel elért eredményei jelentdsen hozzajarultak ehhez a munkahoz.

Az utobbi évtizedben a gyogyszergyartok figyelme is a transzporter fehérjék felé fordult. A motivaciot
nem csak a gyogyszer-rezisztencia megeldzése adja, hanem a kedvezétlen gyogyszerkdlesonhatasok
kiszlirése is. Az érdeklddésre szamot tartd transzporterek kozé tartozik az értekezésben targyalt masik
fehérje az ABCG2 vagy mas néven BCRP, ami mas funkciok mellett fontos szerepet jatszik a kdszvény,
illetve egyes mellrik gyogyszerekkel szembeni rezisztencia kialakuldsaban is. igy a fehérje
mikddésének megértése, illetve a transzport preferenciainak felderitése mindenképpen nagy jelentoségii
¢és széles érdeklodésre szamot tartd kutatasi téma. Ebben a kisérletes megkozelités mellett — az el6z6
teriilethez hasonléan — alapvetd jelentdsége van a bioinformatikai modszereknek, a dokkolasnak és a

kiildonb6z6 molekuladinamikai szimulacioknak is.

A CFTR ¢és az ABCG2 transzporter fehérjékhez kapcsold kutatdsok soran sziiletett modszertani
eredmények, valamint az Osszegyljtott szerkezeti adatokat tartalmazo nyilvanosan hozzéaférheto
adatbazisok ugyancsak komoly érdeklodésre tarthatnak szamot és jelent0s hasznara lehetnek a

szakteriilet kutatoinak.

Az értekezés tézises formaban keriilt 6sszeallitasra, ami a 41 oldalas 6sszefoglalobol és az ehhez csatolt,

az értekezés alapjaul szolgald tiz rangos publikaciobol all, melyekbdl nyolcban Hegedlis Tamas



meghatarozé szerzd. Nyolc publikdci6 a szakteriilti rangsor fels6 tizedébe, a maradék kettd a felsd

negyedébe tartozo folyoiratban jelent meg.

Ertekezés alapvetden aranyos szerkezetii, gondosan Gsszeallitott és szerkesztett, jol érthetd és hiteles
Osszefoglaldja a tézispontok alapjaul szolgalo tiz kézleményben kozzétett kutatasi eredményeknek.
Talan csak az alkalmazott modszerek leirasa tilzottan sziikszavu, amit csak részben kompenzal a csatolt
publikaciokban talalhato részletes modszer ismertetés. Az utolso fejezet kitekintést ad a szerzonek a
disszertacioban ismertetett t¢émakban folyo aktualis kutatasaikra és bemutatja az ezekhez kapcsolodo
nemzetkdzi egyiittmiikodéseket és palyazatokat, ezzel is alatamasztva az eredmények fontossagat és
id6szerliségét. Ezen tal kitér szakteriiletének lehetséges fejlodési iranyaira, felvazolva a mesterséges
intelligencia és a kvantumszamitogépek alkalmazasahoz kapcsolodd lehetdségeket. Altalanossagban
érdemes kiemelni Hegedlis Tamasnak azt — a munkdja soran gyakran tetten érhetd — torekvését, hogy
kutatasaiban a legfrissebb bioinformatikai eredményeket alkalmazza, nem elhanyagolva azoknak a sajat
vizsgalataihoz kapcsolodo validalasat sem. Udvozlendd tovabba a Jeldlt azon szandéka is, hogy az angol
szakkifejezéseket atiiltesse magyarra, bar a forditasok elsé olvasasra meglepdnek tiinnek néhol (ilyen

példaul a 25. oldalon olvashato ,,membranpaca’).

Az eredményeket bemutatd tizenegy tézispont vilagosan és jol érthetden megfogalmazott, ezek

mindegyikét 11 és jelentds tudomanyos eredményként fogadom el.

A szerzo értekezésében kozolt eredményeit az alabbiakban foglalom 6ssze:
1. A CFTR fehérjéhez kapcsolodo eredmények:

a. AF508-CFTR fehérjére hato korrektorok tobbsége az NBD1/CL4 interfészt stabilizalja, de
nem befolyasolja az NBD1 stabilitasat, ami a miikodés szempontjabdl ugyancsak alapvetd.
Az ilyen tipust hatéanyagok vizsgalatara j mddszert javasoltak, aminek lényege, hogy
kisérletekben olyan CFTR fehérjét kell alkalmazni, amelyben az NBD és a TMD
kapcsolatat megfelelé mutacioval stabilizaltak.

b. Felderitették, hogy a AF508-CFTR mutaciot hordozo betegek esetében miért nem hatékony
a VX-809 korrektor és a VX-770 potencidtor egyiittes alkalmazasa. Molekuladinamikai
modellezés segitségével javaslatot tettek a CFTR fehérje ioncsatorndjanak fehérjén beliili
elhelyezkedésére.

2. Az ABCQG2 fehérjéhez kapcsolddo eredmények:

a. Az ABCGS5/ABCGS8 heterodimer kristalyszerkezetének felhasznalasaval —elsdként
modellezték az ABCG2 fehérje szerkezetét. Az ebbdl a szerkezetbdl inditott
molekuladinamikai szimulaciok alapjan meghataroztdk a gyogyszerkutatas szempontjabol
fontos két mutécio szerkezeti hatasait is.

b. Szamitogépes dokkolas és molekuladinamikai szimulaciok segitségével javaslatot tettek a
hugysav molekula transzlokacios titvonalara az ABCG2 fehérjén beliil.

C. A membranba agyazott ABCG2 transzporterrel végzett MD-szimulaciok segitségével



megallapitottdk, hogy a koleszterin a transzportfolyamatot a transzmembran hélixek
intracellularis oldalon torténd zarasanak elésegitésével mozditja elo.
3. Ezen tul a kutatasok soran 0sszegyijtott adatok és az altaluk kidolgozott modszerek felhasznalasaval
Ot internetes adatbazist hoztak 1étre:

a. Az ABCM2 az ABC transzporter fehérjék természetes varidnsait és laboratériumban
eléallitott mutacioit tartalmazza. Az ott elérhetd alkalmazassal Gsszehasonlithatd ezen
fehérjék szekvencialisan homoldg pozicidiban 1évo variansainak szerkezete is.

b. A CONFTORS adatbazis a Pgp-szerti ABC fehérjeszerkezetek kvantitativ §sszehasonlitasat
teszi lehetdvé a specialisan erre a fehérjecsaladra kifejlesztett szerkezeti leiré mennyiségek
a konftorok segitségével.

€. MemBlob internetes oldalon keresztiil elérhet6 sajat fejlesztésii alkalmazassal a krio-EM
stiriségek felhasznalasaval azonosithatok a transzmembran fehérjék lipid kdlcsonhatasai és
igy transzmembran régidja is. A korabbi eredmények a honlapon keresztiil letdlthetdk.

d. Megmutattak, hogy a mesterséges intelligencian alapulé AlphaFold2 program a
membranfehérjékre is hasonlé mindségl szerkezeteket allit eld, mint a szolubilis fehérjékre.
A megfelel6 webalkalmazason keresztiil transzmembran fehérjék szerkezetét allithatjuk elo,
illetve elérhetiink mar elkésziilt szerkezeteket is.

e. A MemMorF a membrannal kolcsonhato rendezetlen fehérjerégiok adatbazisa, amelyek

képesek specifikus, reverzibilis kdlcsonhatdsokat kialakitani a membrant alkot6 lipidekkel.

A szerteagazd eredményeivel és az elérésiikhoz innovativ moédon felhasznalt, Gnalldan fejlesztett
eszk6z0k széles tarhazaval Hegediis Tamas a sajat kivalo kutatoi kvalitasain til igazolja a bioinformatika

nélkiilozhetetlen szerepét is napjaink gyogyszerkutatasaban.
A disszertacioban leirtakkal kapcsolatos kérdéseim és megjegyzéseim:
A CFTR ioncsatornaval dsszefliggdé eredményekhez kapcsolodo kérdések:

1. AVX809 molekula chaperon-ként viselkedve stabilizalja a CFTR szerkezetét, ami megndveli a
funkcionalis fehérje mennyiségét. Ismert-e a NBD1-TMD1/2 interfészt stabilizacidjanak
mechanizmusa, és az, hogy milyen kolcsdnhatasokat alakit ki a VX809 molekula a CFTR

fehérjével a stabilizacid soran?

2. A 2013-ban a Nature Chemical Biology folyodiratban kozolt vizsgalataik idején csak
nemspecifikus NBD1 korrektorok voltak ismertek. Milyen eredmények sziilettek az elmult 10

évben a specifikus NBD1 korrektorok kutatasanak teriiletén?

3. A 2019-ben az FDA altal jovahagyott cisztas fibrozis kezelésére szolgald Tricaftor egyik
Osszetevije az “0Oj generacios” CFTR modulator az elexacaftor (VX-445). Mi a

hatasmechanizmusa ennek a vegyiiletnek?

4. A CFTR csatorna CI" ion transzportjanak aktivalasaban egyes kutatok szerint szerepet jatszhat



a kialakul6 membran potencial. Lehet-e szerepe a membranpotencial figyelembevételének az

iontranszport modellezése soran?

Homologia modellezés és molekuladinamikai szimulaciok segitségével megmutattak, hogy a
CFTR csatorna falat alkoté TMS8 hélix megtort szerkezete kisérleti miitermék Iehet.

Megerositették-e azota az Gijabb szerkezeti adatok ezt a kdvetkeztetést?

ABCQG?2 transzporterrel kapcsolatos kérdések:

6.

Az ABCG?2 transzporter térszerkezetének hidnya nagyban hatraltatta a mikddésének
megértésére illetve a milkodés befolyasolasara iranyuld kutatasokat. Ezt a problémat részben
megoldottak az ABCG5/ABCG8 dimer szerkezeten alapuld homoldgia modell elkészitésével.
A munka magas minéségét mutatja, hogy az 2017-ben a Nature-ben kdzolt krio-EM szerkezet
transzmembran doménjének és a homologia modell megfeleld tartomanyanak RMSD-je csupan
2.2 A-6s eltérést mutatott a szerzok szerint. Megallapitottak tovabba, hogy lényeges kiilonbség
két helyen mutatkozott az egyik a TM2 és TM5a hélixek egy aminosavval torténd elcstiszasa, a
masik az EL3 hurok szerkezete. Mennyiben befolyasolhatjdk ezek az eltérések a homoldgia

modellen alapul6 szimulaciokbdl levont kovetkeztetéseiket?

Az utobbi idében tobb olyan publikacio is megjelent, ami az ABCG2 transzport folyamatanak
részleteit (pl. Yu és mts. Nat Com 12,4376 (2021)), illetve a szubsztrat kotés mikéntjét targyalja
(pl. Kowal és mts. J Mol Biol 433, 166980 (2021)). Hogyan viszonyulnak az Onék szimulacion

alapul6 kovetkeztetései ezen kisérleti vizsgalatok eredményeihez?

Adatbazisokkal kapcsolatos kérdések:

8.

10.

ABCMdb: Disszertacigjaban emliti, hogy a 2012-ben létrehozott, az ABC transzporterek
mutacioit tartalmazo ABCMdb adatbazist uj funkcidkkal bovitették 2017-ben. Kérem,

ismertesse ezeket!

Conftor: A Pgp-szerli transzporter szerkezetek kisérleti szerkezeteinek kvantitativ Ossze-
hasonlitasa jelentOs segitséget ad a ndvekvo szamu kisérleti eredmény, elsésorban krio-EM
szerkezetek kozotti eligazodasban. Ez szorosan Osszefiigg azzal a torekvéssel is, ami a
mikddése soran térszerkezeti valtozason atesé fehérjék allapotainak azonositasat tiizi ki célul.
Vizsgalataik soran bebizonyitottak, hogy a bevezetett térszerkezeti leird6 mennyiségek, a
konftorok, jol hasznalhatok a transzporter fehérje allapotainak elkiilonitése soran. Mennyire
altalanosithatd ez a megkdzelités mas transzporterekre, esetleg mas fehérjékre? Auto-

matizalhato-e a konftorok kivalasztasa egy adott fehérjére/fehérje csaladra?

Megmutattdk, hogy az AlphaFold2 eljaras membranfehérjékre is hasonld mindségi
szerkezeteket allit el6, mint a szolubilis fehérjék esetében, annak ellenére, hogy a betanitas soran

nem hasznaltak ilyen fehérjéket. Mi lehet az oka ennek a szamomra varatlan eredménynek?



Osszefoglalva, a disszertacio igen magas szinvonaly, hiteles, innovativ és produktiv kutatomunkérol ad
szamot. Hegediis Tamas jelentds és fontos eredményeket ért el a transzporter fehérjék szerkezetének és
mitkodésének modellezése és az ahhoz kapcsolodd bioinformatikai vizsgalatok teriiletén. Mindezek
alapjan a disszertacioban bemutatott tudomanyos eredmények kielégitik MTA doktori cim
megszerzésének feltételeit, ezért messzemenden tamogatom a nyilvanos védés kitlizését €s sikeres védés

esetén az MTA doktora cim odaitélését.

Szeged, 2023 aprilis 24.
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