Valaszok Dr. Kovacs Mihaly biralatara

Nagyon szépen koszoném Dr. Kovacs Mihalynak az MTA doktori dolgozatom pozitiv és

tamogato biralatat, s a biralatra forditott energiat.

Kérdéseire adott valaszaim:

1. Az 1. abran a jeliletlen barna szimbolumok feltehetéen a kozétt nukleotidot jelzik. Az ABC
fehérjékben a transzportszubsztrat kétése illetve a nukleotidkoté doménekhez (NBD) kotott
nukleotid dllapota (nukleotidmentes, pre- illetve poszthidrolitikus stb.) kézotti kapcsoltsdag
milyen mértékben varial az ABC-fehérjék kozétt, illetve milyen mértékben jarul hozza a
transzportszubsztrat-specificitashoz?  Ismert olyan szubsztrat, amely kot wugyan a

transzporterhez, de nem indukalja az NBD-k kolcsonhatasat?

A barna szimbdlumok tényleg az ATP molekulakat jelolik. Sajnalom, hogy a nukleotidra és a
szubsztratra vonatkozé szinmagyarazat kimaradt az abraleirasbol.

Az, hogy a szubsztratkotés €s az NBD-k allapota kozott mekkora a kapcesoltsag, évtizedek
Ota lazban tartja a teriiletet, s még mindig nagyon nehéz a témaban hatarozott valaszt adni.
Sokaig az volt az 4ltalanos nézet, hogy bekot a szubsztrat, majd bekot az ATP, s a kotési energia
hajtja a transzportot, végiil a hasitas allitja vissza a kiindulasi allapotot. Véleményem szerint az
ATP sejten beliili koncentracidja (3-5 mM) és az NBD-k Kmatp (200-400 uM) értéke miatt
nagyon rovid id6t tolt a fehérje ATP nélkiili allapotban. Minden valdsziniiség szerint a TMD-
be bekotott szubsztrat alloszterikus modon jelzi a mar ATP-kotott NBD-knek, hogy itt az id6
zart konformaciot felvenni és ATP-t hasitani. Annak ellenére, hogy évtizedek oOta ismert az
ABC transzporterek szubsztrat-stimulalt ATPaz aktivitasa, molekularis részleteiben csak az
elmult években kezdték vizsgélni, kevés eredménnyel (Clouser and Atkins Biochemstry 2022,
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35384651). Elvileg a krio-EM szerkezetek adhatnanak errdl
hatéarozott és egyértelmii informaciét. A gyakorlatot neheziti, hogy a szerkezetmeghatarozas
sordn altalaban antitesteket (ami a rendelkezésre allo adatok alapjan stabilizalja az NBD-
szeparalodast) és NBD-mutansokat (az ATP-az aktivitas csokkentésére) hasznalnak a
konformaciok stabilizalaséra.

Alapvetden azt gondolom, hogy egy atlagos ABC transzporter esetén a szubsztrat
felismerés a transzmembran doménekben (TMD) torténik, ami jelez az NBD-knek, hogy

asszocialodjanak szorosan. Ennek hatdsdra megvaltozik a TMD-k konformacidja, s
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bekdvetkezik a transzport. Azonban vannak extrém esetek. Az elsé példakat a CFTR esetén
mutatom be, ami bar nem aktiv transzporter, de az ATP kotés és hasitas valtoztatja a TMD-k
(G551D) az NBDI1-ben talalhatd. A fehérje szerkezetét nem rontja el, az a vad tipushoz
hasonléan ott van a sejtek membranjaban, csak nem mikodik. Azt lehetne gondolni, hogy
elromlott az egyik ATP ko6tShely, azonban a kezelésre alkalmazott gyogyszer nagyon tavoli
TM régidba kot, azaz valdsziniileg a mutcié ,,csak” az alloszterikus kommunikaciot tette
megfeleld valtozasahoz elvileg sziikség van a mindkét NBD-t igénylé ATP kotésre/hasitasra,
az NBD2 nélkiili CFTR fehérje is miikodéképes. A legkiilondsebb példat, ami szinte mar
filozofiai problémakat is felvet, egy olyan fehérje adja (SbmA, Ghilarov et al. Sci Adv 2021
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34516884/), amelynek a TMD-je pont olyan mint az
MDR1/Pgp transzporteré (Isd. dbra). Viszont nincs NBD-je - nem kiilon lancon kodolodik az
NBD, hanem NBD nélkiil transzportal. Mivel az ABC fehérjéket a TMD szerkezet alapjan
osztalyozzuk, ezért ezt a fehérjét ABC fehérjének kellene nevezniink, de mégsem hivhatjuk

ABC fehérjének, mert nem rendelkezik a rajuk jellemz6 ATP-koto kazettaval/doménnel.
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2. Az 1-2. tézisek alapjaul szolgalo kézlemények a legidézettebbek a disszertacio alapjaul
szolgalo cikkek koziil. Ezekben a jeldlt tarsszerzoként szerepel. Kérem ismertesse a munkdakhoz

valo hozzajarulasat.

Lukécs Gergely baratommal mar t6bb mint 10 éve szorosabban egyiittmiikodiink. Ezen cikkek
idején a feladatok megosztasa alapvetéen az volt, hogy munkatdrsaimmal in silico
modszerekkel jarultunk hozza a kisérletek atomi szintd értelmezéséhez. Példaul abban, hogy
hova kotédhetnek a gydgyszermolekuldk, mutaciok hogyan valtoztathatjdk meg a fehérje
dinamikéjat. A kérdés talan azért meriilt fel a Biraloban, mert az egyik k6z0s cikkiink gy
végzddott, hogy minden in silico rész a kiegészit6 anyagba keriilt biraldi kérésre és terjedelemi
korlatok miatt. Gergdvel kapcsolatunk mara odaig fejlédott, hogy heti szinten igyeksziink
beszélgetni, Otleteket adni egymas kisérleteihez (az utobbi években mi is ujbol elkezdtiink
kisérletezni - 1sd. CFTR R domén szabalyozéasanak tanulmanyozasa, CFTR NBDI
fel/letekeredés vizsgalata: Padanyi et al. 2022 Computational and Structural Biotechnology
Journal, https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35685375; SERCA/E-fehérje kapcsolata).

3. Kérem roviden ismertesse a DOPA pontszam (7. o.) illetve a pLDDT pontszam (26. o.)

mibenlétét, jelentoséget.

A DOPE (Discrete Optimized Protein Energy; én iitéttem el a dolgozatban az utolso karaktert)
egy statisztikus potencial, amit homologia modellezés soran hasznalunk arra, hogy a Modeller
szoftver altal generélt nagyszamu szerkezeti modellbdl kivalasszuk a lehet6 legjobbat. Ennek
ellenére eléfordulhat példaul, hogy nem a legjobb DOPE pontszammal rendelkez6, azaz nem a
legalacsonyabb energiaju modellt fogjuk kivalasztani, mert az tartalmaz egy olyan szerkezeti
részt, amirdl bioldgiai tudasunk alapjan tudjuk, hogy nem helyes.

Az IDDT (Local Distance Difference Test) egy olyan metrika, amivel két szerkezetet lehet
Osszehasonlitani ugy, hogy nem kell a két szerkezetet illeszteniink (Mariani et al.
Bioinformatics 2013, https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23986568). Ennek olyan esetben van
amelyek eltérnek egymastdl az eltér6 funkcionalis allapot miatt. Leegyszeriisitve, ez a pontozas
azt mondja meg, hogy mennyire hasonlit egy Co atom és a hozza kozeli Ca atomok tavolsaga
egy masik szerkezetben taldlhatd tavolsagokhoz. Szerkezetjoslas tesztelése esetén a
kisérletesen meghatarozott szerkezethez hasonlitunk. AlphaFold szerkezetjoslas esetén nem

ismert a kisérletes szerkezet, nincs mihez hasonlitani, ezért ilyenkor a josolt (predicted) pLDDT
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pontszamot alkalmazzuk. Hogyan lehet josolni ilyet ebben az esetben? Olyan fehérjék
szerkezeteivel, amelyeknek josolt szerkezete mellett ismert a kisérletes szerkezete is,
betanitottak egy neuralis halét pLDDT szdmolaséara. A pontszam jelentGsége abban van, hogy
megbizhatd informaciot ad arrdl, hogy a josolt szerkezet mennyire hihet el (vagy mennyire

rendezetlen).

4. (9-10. 0.) ,,[...] a CFIR fehérje feltekeredését segitG legigéretesebb korrektor vegyiilet, a
VX-809 a AF508-CF1TR sejtfelszini mennyiségét a vad tipus szintjének kevesebb, mint 15%- dra
noveli. ” Kezelés nélkiil a betegekben milyen sejtfelszini mennyiségben van jelen a AF508-CFTR
fehérje?

Betegekben in situ igen nehéz megmérni immuncitokémiaval a sejtfelszini fehérjemennyiséget.
Primer 1éguti és bélhamsejtek organid kulturajaval végzett funkcionalis mérések alapjan széles
hatarok kozott mozoghat a szintje, ami kb. 2-6% a vad tipusi CFTR fehérje szintjéhez képest.
Figyelembe véve a mutans funkcionalis defektusait is, ez megfelelhet 4-12%-0s WT
denzitasnak. Valdszin(sithetd, hogy 25% miikod6képes fehérjeszint elérése elegendd a
betegség gydgyitasdhoz. Ezt a szintet a VX-809 korrektor gyogyszermolekula 6nmagaban nem
valtoztatta meg, hatastalan volt. A VX-661+VX-445+VX-770 (tikafta) kombinaci6 65-70%-ra
javitja AF508 betegek tiid6funkcigjat.

5.(12. 0.) A 4.1.3. fejezetben a jelolt emliti, hogy a relevans, kisérletesen meghatarozott CFTR
szerkezet nem mutat a kloridion vezetésére alkalmas utvonalat. Mennyiben realisztikus illetve
elvarhaté az, hogy az ionvezetés utvonala teljes hosszaban lathatoan nyitott legyen barmely
egyedi konformacioban?

6. (15.0.) ,,[...] atomi szinten azonositottuk és jellemeztiik a kloridionok legvaldsziniibb atjutasi

utvonalat.” A jelolt altal azonositott utvonalra sziiletett késobb kisérletes validacid?

Egyedi-molekula patch clamp kisérletek alapjan a képzeletemben egy csatornafehérje olyan,
hogy nyitas esetén a nyilason at tudnak 6mleni ionok. A Birdlo felvetése teljesen jogos,
kiilondsen egy olyan flexibilis fehérje esetén, mint amilyen a CFTR, s el6fordulhat, hogy egyedi
konformaciokban nem figyelheté meg teljes hosszaban nyitott csatorna. Ugyanakkor szamomra
zavard, hogy csak egy pontban lathaté zéards, s sem MD szimuldciok, sem krio-EM-bdl

szarmazé adatok nem mutatnak olyan konformacidt, amelyik mashol zart illetve nyitott.



Nem, nem sziiletett kisérletes validaci6 szimulacidinkban leirt klorid utvonalra. Egy masik
csoport (Zeng et al. CMLS 2023, https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36694009/) molekula
dinamika szimulaciokkal irt le hasonld atjutast a CFTR fehérjén, 6k hozzank képest
részletesebben jellemezték a folyamatot. Magasabb nyitasi valdsziniiséget lattak és ezzel
egyidében spontén kloridion atjutast. Fontos, hogy ezt olyan membranpotencial alkalmazésa
mellet érték el (500mV), ami jelentdsen magasabb a fiziologids kériilmények kozott
megfigyelheté fesziiltségkiilonbségnél (30-90mV).

Ehhez és a Birdlo ABCG2 fehérjével kapcsolatos kérdéséhez még annyi megjegyzést
fiizok, hogy béar szamos krio-EM szerkezet jelent meg az utobbi hat évben, véleményem szerint
most kezd annyira rutinn valni e nagy ABC fehérjék szerkezet-meghatarozasa, hogy varhatoan
rovid id6n (2-3 éven) belill elegendd adat fog rendelkezésre 4llni ahhoz, hogy a feltett

kérdésekre hatarozottabb és pontos valaszt lehessen adni.

7. (20. 0.) Kérem a jel6lt roviden ismertesse a metadinamikai MD szimuldcick lényegét.

Nagy rendszerek, fehérjék esetén a konformacios tér feltérképezése nagy kihivas molekula
dinamikai szimulaciok sordn. Egyensulyi szimulacioban nagyon kicsi az esélye, hogy egy mély
energiavolgybdl a rendszer atkeriiljon egy masik volgybe, konformdcidba, azaz egy
(konformacid)véltozas megfigyeléséhez rendkiviil sokaig kellene a szimulaciot futtatni. A
metadinimaika mddszer egy kivalasztott reakcidkoordinata mentén elhelyezkedd magas
potencial gat lekiizdését célozza. Ilyen szimuldcié soran adott id6kozonként az algoritmus
ellendrzi, hogy a rendszer elmozdult-e a reakcidkoordinata mentén. Ha nem, akkor elfajult
(eltéritett, biased) potencialt ad a rendszerhez a reakcidkoordinata adott pontjaban. Igy az
energia ebben a pontban folyamatosan novekszik, feltdlti a volgyet, azaz a rendszer athalad a
potencialgaton (lecsiszik a masik oldalan). Példaul ha a reakciokoordinita a fehérje
tomegkdzéppontja és a klorid ion kozotti tavolsag egy membranra merdleges vektor irdnyaban,
akkor a kloridion mozdulatlansaga esetén a potencial novelése abban a pontban, ahol az ion
tartézkodik, az ion kifelé vagy befelé mozdulasat eredményezi. Ez a modszer nem csak arra
alkalmas, hogy a rendszer (konformacids) éllapotait feltérképezziik, hanem az energiagatak
magassaganak a jellemzésére is, ugyanis ismerjiik az altalunk hozzaadott energiamennyiségek
nagysagat (képletesen: hany vodor homokot Ontéttiink a gddorbe ahhoz, hogy a belesett

szamarunk ki tudjon sétalni beldle).



8. (31. 0.) A jelolt a mélytanuldsos eszkozokrdl megjegyzi, hogy ,,ezen algoritmusok egyike sem
képes a dinamikat és a konformdcios sokasdagot jellemezni.” Elképzelhetonek tartja, hogy
mesterséges intelligencia segitségével, a rendelkezésre allo kisérletes molekuladinamikai
adatokbol kiindulva, a fehérjemikodés dinamikus aspektusai is hamarosan hasznalhato

megbizhatésaggal elore jelezhetdk lesznek?

Minden bizonnyal hamarosan az AlphaFold-hoz hasonlé predikcios erejli neurélis halo is meg
fog jelenni fehérjék dinamikajanak joslasara. Probalkozasok mar torténtek. Az egyik
megkozelités egy relative egyszerli autoencoder-en alapuld modszer, ami a fehérje lehetséges
konformAacibit tanulja meg rovid dinamikai szimulacidkbdl (Degiacomi 2019 Structure
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31031199/). Ennek egyik problémédja, hogy a latens térbdl
csak az ismert konformaciok kozelébdl mintvételezhetiink, akkor kapunk megbizhatd
szerkezeteket. Viszont ezek nem térek el jelentSsen a betanitott szerkezetek konformacioitol,
azaz elvész a lényeg, a jelentSsen 1j konforméaciok megismerése. Tovabba ez azt is jelenti, hogy
nem kanonikus sokasagbol torténik a mintavételezés. Annak par éve mar, hogy Boltzman
generatorok alkalmazasat vizsgaljak egyensulyi allapotok vizsgalatdra, azonban ezek csak
nagyon  kis  rendszerekre  alkalmazhatok (Noé¢ et al.  Science 2019,

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31488660). Ezzel kapcsolatos komolyabb &ttdrést korabbi

egyittmikodo partnerem, Nikolay Dokholyan csoportja érte gl
(https://arxiv.org/abs/2302.11430), algoritmusuk nagyobb rendszerekre is alkalmazhato, de

pontossagaval még komoly problémék vannak.

9. A jelolt témdban kozolt publikacidinak megjelenése ota milyen haladds tortént a

cisztdsfibrozis CFTR korrektorokkal illetve potencidtorokkal térténd gyogyitasaban?

A fentebb emlitett G551D funkcionalis mutansra az Ivacaftor gyogyszert mar tobb mint 10 éve
alkalmazzak. Mellékhat4dsai miatt azonban probalkoznak ujabb generacids potenciatorral
kivaltani, mint amilyen a GLPG1837 (Davies et al. J Cyst Fibr 2019
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31147302/). A leggyakoribb AF508 mutéaciora is mar évek Ota
elérhetd egy harmas kombinacioju gydgyszer, ami normalizalja a betegek allapotat.
Tudomasom szerint a legnagyobb amerikai CF kozpontban (Chapel Hill, UNC, NC) a korabbi
40-50 sulyos beteg/év és 10-15 tiidStranszplantacid/év helyett az elmult évben kevesebb, mint
10 stlyos beteg volt korhazban és csak 2-3 tiid6transzplantacidra volt sziikség. Bar ezek az

adatok sokatmonddk, igazan hosszi tavh hatasa ezeknek a gyogyszereknek még nem ismert,
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mert olyan betegek kezdték el szedni, akiknek a tiidészovete mar jelentGsen kéarosodott és

bizonytalan mértéki mellékhatasok is megfigyelhetdk (pl. pszicholdgiai).

Végezetiil ismét k6széndm dolgozatom biralatat, s egyben kérem valaszaim szives elfogadasat

¢€s az MTA doktora cim odaitélésének tamogatasat.

Budapest, 2023. majus 9.

Heged{is Tamas



