Vilaszok a Dr. Ferenczy Gyorgy birdlatdban feltett kérdésekre

Mindenekel6tt szeretném megkdszonni birdlom alapos munkdjat €s a dolgozatra adott értékelését. Az
alabbiakban igyekszem megvdlaszolni az éltala feltett kérdéseket.

1. A mesterséges intelligencidn alapulo szerkezet elbrejelzés mindségi ugrdst jelent a szekvencia-
szerkezet kapcsolat feltdrdasaban. Az dttorést ebben az AlphaFold eljdrds kidolgozdsdahoz kothetjiik,
amelynek megjelenését megeldzték a doktori miitben ismertetett kutatdsok. Indokolt ezért a kérdés, hogy
az AlphaFold minden kordbbindl jobb mindségii szerkezet elbrejelzé képessége milyen hatdssal van a
vizsgadlt modszerek jovobeni fejlesztésére és alkalmazdsdra, igy példdaul az alacsony komplexitdsi
szekvencidk detektdldsdra? Milyen erre vonatkozo tapasztalat van, és hogyan befolydsolhatja ez a
dolgozatban tdrgyalt magdnyos alfa-helikdlis, funkciondlisan rendezetlen és fibrilldris
fehérjeszakaszok detektdldsdra kidolgozott eljdrdsok fejlesztésének és alkalmazdsdnak irdnydt?

A teriilet fejlédésének iiteme miatt nem konnyd erre a kérdésre kellden éltaldnos vélaszt adni, az
alabbiak a 2025 elején dltalam ismert kutatdsokra és trendekre vonatkoznak. Az AlphaFold2 eljarast
elsGsorban globuldris, monomer fehérjék szerkezetpredikcidjara tervezték, és ezen a teriileten
kiemelkedSen teljesitett. Ugyanakkor igen kordn felismerték, hogy mads tipusi szerkezetek, pl.
membranfehérjék predikcidjara is sok esetben haszndlhaté eredményt ad (Hegedlis et al. 2022),
valamint kideriilt, hogy szdmos olyan szakasz, amelyet az AlphaFold2 sajat becslése alapjan alacsony
megbizhatdsaggal modellezett, j61 megfeleltethetd funkciondlisan rendezetlen szakaszoknak (Zhao et
al. 2023). Fontos megjegyezni, hogy mér kordbban is jelen voltak gépi tanuldson alapuld, kifejezetten
rendezetlen szakaszokat felismeré modszerek is (pl. SPOT-Disorder, Hanson et al. 2019). A nem-
globuldris szakaszok predikcidjdnak pontosabbd tétele, illetve az erre vonatkozd, gépi tanuldst
felhasznal6 eljardsok fejlesztése kiemelt prioritds a szerkezetkutatok korében, és ennek elémozditdsara
jott 1étre pl. az MLANGP COST egyiittmiikddés (https://ml4ngp.eu). Itt mar nem csupan az a cél, hogy
ezeket a szakaszokat felismerjiik, hanem az is, hogy konkrét szerkezetbecslést kapjunk ezekre, aminek
nehézsége, hogy ezekben az esetekben sokasdgalapt leirdsra lenne sziikség. A gyakorlati megvaldsitas
szlik keresztmetszete a kell6 mennyiségli kisérleti adat, illetve az ezekb8l meghatdrozott szerkezeti
sokasagok elérhetGsége, az elmult két évtizedben elért attorések ellenére az adatok mennyisége €s
diverzitisa még mindig messze alatta marad pl. a globularis fehérjékre vonatkozd szerkezeti
adatokénak. A f6leg, nem kizarélag rendezetlen fehérjék sokasdgait gyijté Protein Ensemble Database
jelenleg mintegy 500 rekordot tartalmaz, sokszor ugyanazon fehérje kiilonboz6 éllapotait
(https://proteinensemble.org, Ghafouri et al. 2024). Ezzel egyiitt mér 1éteznek olyan gépi tanulds alapu
modszerek, melyek képesek szerkezeti sokasdgokat 1étrehozni (Janson et al. 2023)

A magényos alfa-hélixek esete kiilondsen érdekes, mert az AlphaFold2 sok esetben helyesen
ismeri fel ezen szakaszok hatdrozott helikdlis szerkezeti preferencidit, nem ritkdn hosszd, “semmibe
16g6”, egyébként magas megbizhatdsdgiinak becsiilt helikdlis szegmenseket modellezve. Magukra a
modellekre tekintve azonban nem egyszerli a SAH és a coiled-coil szakaszok elkiilonitése, illetve az
esetleges predikcids hibdk kisziirése. Az AlphaFold2 modellekben megtaldlhaté ilyen helikélis
szakaszokra egyébként felfigyeltek mar kutatok, és ezeket elemezve mintegy ,.ujra felfedezték” a SAH
szerkezeti elemet (Triandafillou et al. 2023).



Az altalam kivanatosnak tartott predikciés munkafolyamat dgy nézne ki, hogy egy kezdeti
modellbdl azonositja a globuldris, fibrilléris, transzmembran és funkciondlisan rendezetlen szakaszokat,
és ezek felismerése utdn ezek mibenlétét és hatdrait iterativ médon finomitja, adott esetben akér kiilon
megbecsiilve az egyes régiok mobilitdsat, vagy explicit médon szerkezeti sokasdgot adva kimenetként.
Természetesen felmeriil a multimerizdcié lehetésége is, erre a 4. kérdésre adott vdlaszban még
visszatérek.

2. A fehérjeszerkezeti sokasdgok elddllitdsa néhdny replika néhdny 10 nanoszekundumos
szimuldciojdval tortént. Mint azt emliti is a 3.5.1 fejezetben, ennél ma lényegesen hosszabb szimuldcick
is rutinszeriien végezhetok, bdr — amennyiben jol értem — ennek korldtia a MUMO eljardas CPU-hoz
kotott implementdldsa. Kérdésem, hogy ldtja-e értelmét és lehetéségét hosszabb szimuldciok, és mds
mintavételezést javito eljdrdsok bevezetésének és alkalmazdsdnak a sokasdgok elédllitdsban?

Valéban, az dltalam implementdlt eljards a CPU-alapi parhuzamositds miatt nem profitdl az utébbi
években tortént, GPU-alapu gyorsitasra iranyuld fejlesztésekbdl, és tobb replika esetében a GPU-alapu
megoldds implementdldsa tdlmutat a jelenlegi lehet6ségeinken. A megkotéseket haszndld, sokasag-
alapi megolddsok esetében nagyrészt igaz az, hogy a bejart konformécids teret elsGsorban a
megkotések jellege hatdrozza meg, bar természetesen itt is tapasztalhatd, hogy a hosszabb szimulécids
id6 javithatja a mintavételezést. A kisméreti, globuldris domének esetében ezzel egyiitt a CPU-t
haszndl6 sokasdgalapd szamitdsok véleményem szerint az esetek tobbségében megfeleldek, hiszen itt
igaz az a kozelités, hogy egy jol definidlt atlagos szerkezet koriili, a szerkezet nagymértéki
megvéltozasit nem okozo6 fluktudcidkat vizsgalunk. A helyzet azonban megvaltozik, amikor olyan
szakaszokat modelleziink — hosszabb funkciondlisan rendezetlen szakaszok vagy tobbdoménes,
flexibilis linkerekkel 0sszekotott rendszerek —, amelyekben a konformécids tér ennél joval nagyobb.
Ezek esetében a jelenlegi szimuldcids eszkozok mellett elsGsorban nem a szimuldciés id6 minél
hosszabba tételében, hanem inkdbb a kezdeti szerkezetek konformacios valtozatossdganak novelésében
és tobb szimulédci6é futtatdsidban litom a megolddst. Ennek oka, hogy a tipikus erSterek sokszor a
kompakt szerkezeteket részesitik elényben, igy — sajat tapasztalatink alapjan — kb. 100 ns nagysagrend
utdn a kialakult kolcsonhatdsok miatt mar nem feltétleniil varhat6 egy, az addigra felvett térszerkezettSl
drasztikusan eltérd allapot mintavételezése egy flexibilis rendszer esetében. A ma maér elérhetd,
kifejezetten rendezetlen fehérjékre fejlesztett erdterek (Mu et al. 2021) javithatnak ezen a helyzeten, de
véleményem szerint ezzel egyiitt kérdéses, hogy egy moduldris, rendezett és flexibilis szakaszokat
egyarant tartalmazo rendszer modellezése esetében elkeriilhetd-e egy Osszetett munkafolyamat
kialakitdsa a hatékonyabb mintavételezéshez. Osszességében tehdt igen, fontos és kivédnatos a
szimuldciés 1d6 novelése, azonban ezt véleményem szerint leginkdbb tobb roévidebb, 100 ns
nagysdgrendet feloleld, kiillonboz6 kezdeti feltételekbdl inditott szimuldcidval érdemes megvaldsitani.
A teljesség kedvéért megemlitem a coarse-grained szimuldcidk lehetGségét, melyek
természetesen nagymértékben megnovelik a mintavételezés hatékonysagat és szamos esetben, mint pl.
fazisszeparacidval 1étrejott kondenzatumok vizsgédlata (Dignon et al. 2019), megfelel6 eszkozt
jelenthetnek. Az altalam leirt kutatdsokban ezek hasznalatanak korlatja, hogy tapasztalataink szerint



nem ftrividlis egy ilyen szimuldciobdl a megfeleld lokalis geometridval rendelkezd atomi szinti

modellek el6allitdsa, amelyek pl. az NMR-paraméterekkel val6 kvantitativ egyezések megéllapitdsahoz
feltétleniil sziikségesek lennének.

3. A 71. oldalon tdrgyalja, hogy azokat a predikcios eljdrdsokat tartja értékesnek, amelyek a
fiziologidsan relevdns szerkezeteket képesek eldrejelezni, és ezzel kapcsolatban megjegyzi,  hogy az
AlphaFold fiziologidsan irrelevdns monomer szerkezeteket javasol az emberi  vdzizomban taldlhato
miozin Il-re. Ezzel kapcsolatban dltaldnosan is szeretném kérdezni, hogy véleménye szerint mi okozza,
hogy az AlphaFold fiziologidsan nem relevdns szerkezeteket javasol, és hogyan tudjuk azonositani
ezeket, illetve mennyire lehetiink biztosak abban, hogy egy javasolt szerkezet fiziologids koriilmények
kozott nem valosul meg?

Az AlphaFold2 esetében a dolgozatban bemutatott predikcid elsGsorban azért nem megfeleld, mert az
AlphaFold2 alap verzidja nem tud multimer szerkezeteket kezelni. Ez természetesen nem probléma egy
hozzaértd kutaté szdmdra, az én fenntartdsom, hogy amennyiben az ilyen, a fiziol6gids dllapotot nem
tikroz6 modelleket nagy szdmban tessziik elérhet6vé, mint ahogyan az most pl. az UniProt
adatbézisban is megfigyelhetd, akkor az torzithatja az adatbazist haszndlokban ezen fehérjék nagyobb
1éptékii szerkezeti szervezddésérdl kialakult képet. Az AlphaFold-Multimer, és kiillondsen a 2024-ben
bemutatott AlphaFold3 (Abramson et al. 2024) kifejezetten képes multimerek, fehérjekomplexek
modellezésére, és megfeleld bedllitdsok mellett hasznos €s relevans eredményeket adnak.

A fiziol6gidsan relevdns szerkezet megdllapitdsa természetesen nem egyszerdi feladat, a
bemutatott predikci6 esetében a kritika a miozin II molekuldk kisérletesen meghatdrozott szerkezetei, a
coiled coil szerkezetek jellemzdi, illetve a motorfehérje miikodési mechanizmusdnak ismeretében
fogalmazddott meg. Ebben még a specializdltabb predikciok sem mindig nydjtanak timpontot, pl. a
drebrin esetében a kutatok szamara meglepd volt, hogy a fehérje monomerként viselkedett a predikcidok
alapjan benne megtaldlhaté coiled coil motivum ellenére — a feloldds, hogy ez a coiled coil valdjdban
egy SAH (Peckham & Knight 2009).

A kérdés madsik oldala, hogy egy becsiilt szerkezet ténylegesen megvaldsul-e fizioldgids
koriilmények kozott. Egy coiled coil motivum segitségével dimerizal6dé fehérje esetében
természetesen elvben el6fordulhat, hogy a riboszéman torténd keletkezése utdn egy ideig monomer
formaban van jelen a sejtben. Az dltalam ismert j eredmények azonban arra utalnak, hogy szdmos
stabil komplex 0sszeszerelddése mar a transzlacié sordn megkezd6dik (Badonyi & Marsh, 2023), igy a
monomer allapotok életideje a sejtben elhanyagolhatonak tekinthetd ezekben az esetekben.
Osszefoglalva, ha egy fehérje az in vitro kisérletek és a rendelkezésre 4116 in vivo funkciondlis adatok
alapjan is multimerként viselkedik, akkor egy monomer allapotot tiikkr6z6 modell relevancidja még
akkor is megkérddjelezhetd, ha a feltekeredése sordn esetlegesen felvesz ehhez hasonlé dllapotot.



4. A dolgozatban jelentés hangsilyt kapnak az alacsony komplexitasu régiok, azok detektdldsa,
szerkezetiik eldrejelzése és az ilyen szakaszokat tartalmazo fehérjék dinamikus szerkezeti sokasdgainak
elédllitasa. Ugyanakkor a fehérjék mitkodésének elemzésében (4.5 fejezet) a hat alkalmazdsbol csupdn
egy, a miozin VI (4.5.6 fejezet), amely kifejezetten ehhez kapcsolodik. Az ardny eltoloddsdnak
modszertani oka van, nevezetesen, a sokasdagok hatékonyabb elédllitdsa globuldris fehérjékre, netdn a
kisérleti adatok eltérd hozzdférhetdsége, vagy egyéb szempont?

A dolgozatban bemutatott példdk esetében az ok elsGsorban moddszertani, a globuldris domének
vizsgdlata a stabil szerkezet és igy a korlatozottabb konformécids tér miatt egyszertibben kivitelezhets.
Masodsorban igaz az is, hogy tobb adat volt ezekhez elérhetd: az adott kérdések vizsgalatakor a NOE
tdvolsdgok és S° rendparaméterek meghatdrozdsa sokkal inkdbb szdmitott rutinszertinek, mint a
rendezetlen fehérjék globdlis szerkezeti jellemzéséhez sok esetben elengedhetetlen RDC, PRE vagy
SAXS mérések — jelenleg ezek koziil leginkdbb a SAXS mérések vannak terjed6ben az egyszeriibb
mintael6készités miatt. Bevallom, hogy sajat tapasztalataim is befolydsoltak, az dltalam sokasdgalapu
megkozelitéssel megoldani probalt elsd probléma esetében annak komplexitdsa miatt nem jartam
sikerrel egy adott rendezetlen szakasz modellezésével, ezért a késSbbiekben egy ideig inkdbb globularis
fehérjékkel foglalkoztam. A dolgozat leaddsa 6ta kutatdcsoportunkban meghataroztuk a drebrin fehérje
SAH régidjanak szerkezeti sokasdgit is, és tervben van tobb tovdbbi nem-globuldris vagy ilyen
szakaszokat is tartalmaz6 rendszer jellemzése.

Ezuton is még egyszer koszonom Ferenczy Gyorgynek a dolgozat birdlatat és a kapcsolodo kérdéseket,
bizom benne, hogy sikeriilt ezek kapcsan érdemi valaszokat adnom.

Kerepes, 2025. 02. 13.

Gaéspari Zoltan
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