Vilaszok Dr. Bogar Ferenc biralatira

Nagyon szépen koszondm Dr. Bogar Ferencnek az MTA doktori dolgozatom pozitiv és

tamogat6 birélatat, s a biralatra forditott energiat.

Kérdéseire adott valaszaim:

A CFTR ioncsatornaval osszefiiggé eredményekhez kapcsol6dé kérdések:

1. A VX809 molekula chaperon-ként viselkedve stabilizalja a CFTR szerkezetét, ami megnoveli
a funkciondlis fehérje mennyiségét. Ismert-e a NBDI-TMDI1/2 interfészt stabilizacicjanak
mechanizmusa, és az, hogy milyen kolcsénhatdsokat alakit ki a VX809 molekula a CFTR

fehérjével a stabilizacié soran?

Erdekes modon ez a molekula nem kdzvetleniil az NBD1-TMD interfészhez ko6todik, hanem a
transzmembran régidban négy darab hélix-vel alakit ki kolcsénhatast (Isd. a kovetkezd oldali

abrat) (Fiedorczuk and Chen, 2022 Cell, https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34995514). A

vegyllet stabilizélja ezeket a régidkat, ami alloszterikusan hat a tavolabbi sériilt NBDI
szerkezetre, NBD1/TMD interfészre. Lukéacs Gergely egyiittmiik6dé partneremmel a
kozelmultban mutattuk ki (kéziratunk mar a biradloknal), hogy a CFTR fehérje kiilénbdz6 régioi
kozott nagyon erds az alloszterikus kapcsoltsag, s egy domén (de)stabilizalasa az dsszes tobbi
domén (de)stabilizaldsat maga utan vonja. Ez azért kiilonosen fontos, mert igy egy adott
doménben egy adott helyre kot3d6 egyetlen alloszterikusan hatd gydgyszer eltéré mutacidval

rendelkez6 betegek kezelésére is alkalmas lehet.

2. A 2013-ban a Nature Chemical Biology folydiratban kozélt vizsgdlataik idején csak
nemspecifikus NBD1 korrektorok voltak ismertek. Milyen eredmények sziilettek az elmult 10

évben a specifikus NBD1 korrektorok kutatdsanak teriiletén?

A fent emlitett cikk levelez6 szerzdje, Lukacs Gergely, a cikkben vazolt 6tlet alapjan probalt
NBD1-en hat6 vegyiileteket azonositani egylittmiikodve a Novartis gyogyszercéggel (Veit et
al. 2018 Nature Medicine, https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30297908). Talaltak egy igéretes

vegyliletet (#4172), amely eredményeik alapjan nagy valOszinliséggel az NBD1-en hat. A
vegyiilet klinikai vizsgélatdra végiil nem keriilt sor, mivel a Novartis fejlesztési preferenciai
id6kozben megvaltoztak. A tobbi ujgeneracids korrektorrdl vagy nem tudjuk, hogy hova kot

(példa), vagy a transzmembran doménekhez (példa), s igy alloszterikusan fejtik ki hatasukat.
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Fontos megemliteni, hogy a Sionna Therapeutics azonositott egy NBD1-en haté molekulat,
amelyet mas gydgyszermolekuldkkal adva teljes mértékben megmentheté a AF508 CFTR
(https://bit.ly/3VPPQDA).

A dolgozat beadasaval egyidejlileg jelent meg egy tanulmanyunk (Padanyi et al. 2022
Comp and Struct Biotechnology J, https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35685375), amelyben az

meghataroztuk a kotShelyét az akkoriban egyetlen olyan vegyiiletnek (5-bromoindole-3-acetic
acid, BIA, in vitro 1-10 mM koncentraciéban hatasos), amelyrdl tudott volt, hogy az NBD1-
hez koét. Eredményeink alapjan nem interferal az ATP kotéssel és NBD asszociacioval, ezért

érdemes lehet fejleszteni és specifikusabba tenni.
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3. A 2019-ben az FDA dltal jévahagyott cisztas fibrozis kezelésére szolgalo Tricaftor egyik
Osszetevdje az ‘“‘Uj generdcios” CFTR modulator az elexacafior (VX-445). Mi a

hatasmechanizmusa ennek a vegyiiletnek?

Ez a vegyiilet is a transzmembran doménhez kotédik, illetve részben az LO/Lasso régiohoz (Isd.

fenti 4bra) (Fiedorczuk and Chen, 2022 Cell, https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34995514).

Azaz hatasat szintén alloszterikusan fejti ki, ami szamunkra nem volt meglepd annak fényében,
hogy az emlitett, birdlat alatt levé kéziratunkban bemutatjuk, hogy az LO/Lasso régio
stabilizalasa alloszterikusan stabilizal tdvoli régidkat (pl. NBD1/TMD interfész) is.

4. A CF1R csatorna Cl- ion transzportjanak aktivalasaban egyes kutatok szerint szerepet
jatszhat a kialakulé ~membran potencidl. Lehet-e szerepe a membranpotencidl

figyelembevételének az iontranszport modellezése soran?
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A csatorna aktivalasdban a membranpotencial nem jatszik kozvetlen szerepet, azonban az
ataramlott kloridionok mennyiségére jelentSs befolyassal van, amit szamos egyedi csatornas
kisérlet is mutat. Ezek alapjan a membranpotencial figyelembevétele a szimuldcié soran
biztosan segitené a klorid atjutasat. Annak, hogy a szimulaciokban nem latunk kloridaramot az
lehet az oka, hogy a szerkezetben a TM8 megtorése akadalyozza a nyitott porus létrejottét, az
ionok  atjutdsanak konformaciés gatja van (Hegedlis er al 2022 CMLS,
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35034173/). Az év elején publikaltak egy olyan MD
szimulaciot tartalmazé tanulméanyt, ahol membranpotencial hatdsira spontdn jutottak &t

kloridionok a csatornan (Zeng et al. 2023 CMLS, https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36694009/),

azonban 6k a fizioldgidsan kialakuld6 membranpotencidlnal joval magasabb fesziiltséget
alkalmaztak (500mV-ot 30-90mV helyett). Szimulacidik alapjan azt gondoljak, hogy az atjutast

a porus kozelében az elektromos mez6 altal megndvelt hidratacio segiti.

5. Homoldgia modellezés és molekuladinamikai szimuldcidk segitségével megmutattik, hogy a
CFTR csatorna falat alkoto TM8 hélix megtort szerkezete kisérleti miitermék lehet.

Megerdsitették-e azota az ujabb szerkezeti adatok ezt a kovetkeztetést?

Nem. Azonban egyre tobb kisérletes CFTR-kutaté is kezdi megkérddjelezni a torés jelenlétét
és kisérletes CFTR szerkezetek figyelembevételét kizaré AlphaFold predikcidk sem mutatnak
torést (Hegediis et al. 2022 CMLS, https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35034173).

ABCG2 transzporterrel kapcsolatos kérdések:

6. Az ABCG2 transzporter térszerkezetének hianya nagyban hatrdltatta a miikodésének
megértésére illetve a miikodeés befolydsolasara iranyulo kutatasokat. Ezt a problémat részben
megoldottak az ABCG5/ABCGS dimer szerkezeten alapulé homolégia modell elkészitésével. A
munka magas mindséget mutatja, hogy az 2017-ben a Nature-ben kozolt krio-EM szerkezet
transzmembradn doménjének és a homologia modell megfeleld tartomdanyanak RMSD-je csupdn
2.2 A-Gs eltérést mutatott a szerzok szerint. Megallapitottak tovabba, hogy lényeges kiilonbség
két helyen mutatkozott az egyik a TM2 és TM5a hélixek egy aminosavval térténd elcsuszasa, a
masik az EL3 hurok szerkezete. Mennyiben befolydsolhatjik ezek az eltérések a homoldgia

modellen alapulo szimulaciokbol levont kdvetkeztetéseiket?

7. 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
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(pl. Kowal és mts. J Mol Biol 433, 166980 (2021)). Hogyan viszonyulnak az Onék szimuldcion

alapulo kovetkeztetései ezen kisérleti vizsgalatok eredményeihez?

A TM5a (TMS5 extracellaris része) allosztérikusan hatassal lehet azokra a folyamatokra,
amelyet jellemeztiink. Azonban a cikk irdsakor végzett szimulacidink rovid idéskaldja miatt
ezeket a hatdsokat elhanyagolhatonak gondolom. A TM2 eltolddas viszont érintette a kozponti
kotdzsebet, ami okot adhatna aggodalomra. Azonban azéta M. Liao csoportja is meghatarozott
ABCG2 szerkezeteket (Orlando és Liao 2020 Nat Commun,
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32385283), amelyek némiképp kiilonbdznek a Locher

laborban meghatérozott szerkezetektdl. Két fontos eltérést emelek ki: ATP nélkiil is zart volt a
TM hélixek citoszolikus része, ami jelentheti azt, hogy a szubsztratok nem csak ugy egyszertien
betsznak egy nagy kotézseb kozepébe, hanem egy sajatos utvonalat kell bejarniuk, mikézben
aminosavakkal kialakitanak és elvesztenek kolcsonhatasokat. Kaspar Locher csoportja a
szerkezetmeghatarozas soran egy extracellularis régiot felismerd antitestet alkalmaz, ami a
kapcsan, hogy vajon fiziologidsan megjelenhet-e ATP nélkiil a befelé nagyon nyitott
transzmembran domén. Ezzel arra szeretnék utalni, hogy a kisérletes szerkezetek kapcsan is
felmeriilnek kritikus kérdések. Tovabba a beliil-zart szerkezetben a TM2 konformaécidja
jelent6sen eltér, a szubsztratkotésben jelentds szerepet jatszo Phe439 nem a szubsztratk6té-zseb
felé néz. Azaz a két szerkezetben a TM2 elcstszott egy kicsit egymashoz képest. Magam nem
tartottam jelentdsnek a homoldgia modellben az elcstszast, mert a kisérletes statikus
szerkezetekkel szemben mi a fehérjét mozgas kozben figyeljiik meg.

Yu és masok is ugy gondoljdk, hogy az R482 nem vesz kozvetleniil részt a
szubsztratkotésben. Az ABCG2 homoldgia modelles publikdcionkban nem zartuk ki annak a
lehetSségét, hogy az R482 nem kozvetleniil hat a szubsztratkotésre, hanem indirekt modon. Bar
az ebben a cikkben bemutatott in silico dokkolasi eredmények meglepden informativak, a
dokkolas ilyen tipusu alkalmazésa nem megbizhaté. Ugyanakkor kés6bbi publikacionk (Nagy
et al. 2021 CMLS) MD szimulacioiban is tapasztaltuk azt, hogy egy szubsztrat (a hugysav), a
centréalis kotShely elérése el6tt meglatogatja az oldalso, R482-et is tartalmazd kotOzsebet, ez
tobbszor is eléfordult a szimulacié soran. Ennek ellenére a biokémiai kisérletes publikéaciok

alapjan inkabb az allosztérikus hatést tartom valdszinlibbnek.



Adatbazisokkal kapcsolatos kérdések:

8. ABCMdb: Disszertacidjaban emliti, hogy a 2012-ben létrehozott, az ABC transzporterek
mutdcioit tartalmazo ABCMdb adatbdzist vj funkcidkkal bévitették 2017-ben. Kérem,

ismertesse ezeket!

Az adatbazis els6 verzidjaban arra fokuszaltunk, hogy in vitro mutagenezises kisérletek adatait
gyljtsiik Ossze az irodalombdl. A betegséget okozd muticidk adatbazisait ekkor inkabb
validéalasra hasznaltuk. A késébbi években, a felhasznalok visszajelzése alapjan sokkal nagyobb
hangsulyt fektettlink a patogén mutdciokra. Ezeket elsésorban a ClinVar adatbazisbél
gyljtottik be. Azonban ez az adathalmaz szamos ABC fehérjére kevés adatot tartalmazott.
Ezért kétféle in silico modszerrel is megjosoltuk az adott mutacidk hatdsait, amit szintén
beillesztettiink az adatbazisba. Fontos kérés volt, hogy ne csak fehérjeszintli adatokat
tartalmazzon az adatbézis, ezért nem-kodold régiokrol is illesztettiink be adatokat az adatbézis

Uj verzidjaba.

9. Conftor: A Pgp-szerii transzporter szerkezetek kisérleti szerkezeteinek kvantitativ éssze-
hasonlitdsa jelentds segitséget ad a névekvd szami kisérleti eredmény, elsésorban krio-EM
szerkezetek kozotti eligazodasban. Ez szorosan dsszefiigg azzal a torekvéssel is, ami a mitkédése
sordn térszerkezeti valtozdson dtesé fehérjék dllapotainak azonositdsat tizi ki célul.
Vizsgalataik sordn bebizonyitottak, hogy a bevezetett térszerkezeti leiré mennyiségek, a
konftorok, jol hasznalhatok a transzporter fehérje dllapotainak elkiilonitése soran. Mennyire
daltalanosithaté ez a megkézelités mds transzporterekre, esetleg mds fehérjékre? Auto-

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

Kis tulzassal kijelenthetjiik, hogy vektorokat minden fehérje-szerkezettel foglalkozé kutatd
hasznal (pl. Gazgalis et al. 2022 1JMS, 3. abra, D panel; https:/www.mdpi.com/1422-

0067/23/18/10820), a szerkezeteket és a trajektoriak konformacidit szogekkel és tavolsagokkal

jellemzik. Azonban, ha pontos szeretnék lenni, akkor ezekbdl pont a konftor lényege hianyzik,
a standardizalas. Az esetek nagy részében minden kutaté mas aminosavak kozotti tdvolsagot
tart fontosnak és mér meg, ezért hidba futtatnak hasonl6 koriilmények kozott szimulacidkat
ugyanazzal a fehérjével, a szimuldciok Osszehasonlitisa nehézkes. Ha nem ugyanazzal a
fehérjével, hanem egy rokon fehérjével végeznek szimulaciot szekvenciaillesztés vagy még
inkdbb szerkezetillesztés segitségével a konftorokat, aminosavakat viszonylag konnyii
automatikusan atvinni egyik fehérjérdl a masikra. Azonban a Biralé kérdésére nincs optimista

valaszom, véleményem szerint nagyon nehezen automatizalhatd az egyes konformacidkra



jellemz6 konftorok definidlasa. Esetleg nagyobb szamu konformer alapjan lehetne automatikus
modszerekkel (Bayes-statisztika, Markov modellek, vagy szimulaciobdl szarmazé nagyobb
szamu konformacié esetén mélytanuldsos mdodszerek) fontosabb tavolsag, szog, és kontaktus
jellemz6ket azonositani, azonban a bioldgiai tudast ehhez jelen pillanatban elengedhetetlennek

érzem.

10. Megmutatték, hogy az AlphaFold2 eljards membranfehérjékre is hasonlé mindségii
szerkezeteket allit eld, mint a szolubilis fehérjék esetében, annak ellenére, hogy a betanitds
soran nem haszndltak ilyen fehérjéket. Mi lehet az oka ennek a szamomra varatlan

eredménynek?

Az AlphaFold2 membranfehérje joslasokkal kapcsolatosan az a meglepd dolog, hogy a
tanuléhalmazban a TM fehérjék aranya szdmottevGen alacsonyabb volt a szolubilis fehérjékhez
képest. Az RCSB adatbazisban jelenleg 201885 fehérje szerkezete taldlhatdo meg, mig
transzmembran fehérje szerkezetbdl csak 8475 (<5%). A joslas mindsége engem is meglepett,
mert a membranfehérjék nemcsak kisérletes, hanem in silico modszereknek is ellendllnak. Egy
fizikus baratommal, Csikor Ferenccel beszélgettem errél a napokban. A konkluzidja az volt,
hogy még a matematikusok sem értik teljesen, hogy a megszokott méretii adatainkhoz képest
mi térténik viszonylagosan kis tanulohalmaz és a nagy paraméterhalmaz esetén, mi az az uj
jelenség, ami elkeriili a tulillesztést, és amit az atlagos szamu linedris egyenletekhez szokott
gondolkoddsmodunkkal nem tudunk megmagyardzni. Azaz a mesterséges intelligencia
mindenhatdsagéaval szemben felhozni azt az érvet, hogy ,,csak sok linearis egyenlet”, nem

teljesen allja meg a helyét. Az igazsagot valoszinileg a kettd allaspont kozott kell keresntink.

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

és az MTA doktora cim odaitélésének tdmogatasat.

Budapest, 2023. majus 9.
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