Valaszok Dr Envedi Agnes biralatara:

Koszénom Enyedi Agnes dolgozatomra vonatkozé elismerd véleményét, biztatd szavait. A
biralatban megfogalmazott kérdésekre az alabbiakban vélaszolok:

1) A MAPK alapu fehérje-fehérje komplexek tanulmdnyozdsa sordn azt tapasztaltdk, hogy az
ERK2 MAPK dokkol6 drkat egy masik ERK2 molekuldbdl szarmazé hidrofob aminosav  toltotte ki.
Nem képzelhet6-e el, hogy ennek a szimmetriaekvivalens tn. , kdros” parkoléddsnak fizioldgids
jelentdsége is van? Elképzelhet6-e pl. dimerizdacié ami akdr hatdssal lehet az ERK aktivdciora vagy
mds fehérjékkel valé kdlcsonhatdsok kialakuldsdra?

A MAPK-ok dokkol6 arka azért tud ,sikeres” fehérje-fehérje kdlcsonhat6 felszinként miikodni,
mert egy kiterjedtebb hidrofob felszint is tartalmaz a dokkolé motivumban 1évé hidrofob
horgonyzopontok szamara. Ez a felszin az evoliicié sordn egyébként valodszintileg tigy jott 1étre,
hogy egy 06si ciklin-dependens kinaz (CDK) elvesztette a C-terminalis régidjat (pl. korai STOP
codon révén) - ami egyébként a MAPK dokkol6 peptidek hidroféb részeivel mutat szerkezeti
analégiat - és igy az oldat fel6l védett hidroféb magot alkoté aminosavak egy része a felszinre
keriilt. A fehérjék felszinén 1év6 hidrofob felszinek azonban hajlamosak az irdnyitatlan ,,tapadasra”
barmilyen mas hidroféb jellegii felszinnel. A kristalyositas soran latott ,karos” pakolddas tehat
véleményem szerint nem fiziol6gias oligomerizaciét tiikkroz, hanem egyszeriien a MAPK-dokkol6
peptid kolcsonhatas természetének az egyik kovetkezménye. Szerkezeti biologiai tapasztalatom
alapjan a fiziolégiailag relevans komplexek altalaban a teljes aszimmetrikus egység elemi alkotoi.
Tovabba, a fehérje-kristalyokban lathato, a pakolddasban résztvevé felszinek oldatbeli
jelentdségének tisztazasa mindig kiilon kisérletes validalast igényel. Inaktiv MAPK-okon végzett
biofizikai karakterizacids kisérleteink azonban nem utaltak arra, hogy az ERK dimerként is létezne
oldatban, nemhogy ebben a dokkol6 arok barmilyen szerepet is jatszana. Az irodalomban azonban
mar régota ismert, hogy aktivalt allapotban az ERK?2 dimerizaciéra hajlamos, de ebben a kinaznak a
dokkold aroktdl teljesen kiilonboz6 részei vesznek részt; ahol ugyanis a foszforilacié hatasara
konformacios allapotot valté un. aktivaciés hurok és a koriilotte 1év6 régiok jatszanak kodzponti
szerepet (Wisbacher et al, 2006).
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2) Az egyensulyi dllandok alapjdn a MAPK komplexekben a fehérjék gyenge kdlcsénhatdsban
vannak egymadssal, kivéve az Mkk5-ERKS5 komplexet, amely az egyenstlyi konstansok alapjdan
sokkal stabilabbnak tiinik. A jelpdlya hatdsossdga érdekében lehet-e ezt tgy elképzelni, hogy egy
gyors és specifikus szubsztrdt felismerést, gyors disszocidcié kévet? Vannak-e olyan vizsgdlatok,
amelyek a kotédés illetve disszocidcié kinetikdjdt mérik, illetve terveznek-e ilyeneket? Erdekes
kérdés lehet, hogyan befolydsolja illetve befolydsolja-e a szubsztrdt foszforildltsdgi dllapota az
egyes kinetikai paramétereket?

Fenti kérdés engem is foglalkoztatott és feliileti plazmon rezisztencia (SPR) alapti késziilék
segitségével mértiik is a MAPK-dokkol6 peptidek kolcsonhatdsanak kinetikai aspektusait. Ezek
alapjan a kolcsonhatasnak egy nagyon gyors asszociacios aga és egy hasonléan gyors leszallo
disszociaciés aga van. A két érték hanyadosa adja a kolcsonhatds viszonylag gyenge, 1-10
mikromolos nagysagrendii egyensulyi allanddjat. Korabbi kisérleteink alapjan azt tudom mondani,
hogy a szubsztratok foszforilaltsagi allapota nem befolyasolja a kolcsonhatas egyensulyi allandéjat,
ami azt valoszinfisiti, hogy a kinetikai paraméterekben sem val6szini szamottevd valtozas (bar
elméletileg nem kizart).



3) A jelatviteli pdlya dinamizmusdt a foszforildciés és defoszforildcios folyamatok egyiittesen
hatdrozzdk meg. Vannak-e elképzelések arra vonatkozdlag, hogy a MAPK felismer6 helyekhez
képest hol és mikor kapcsolédnak be a deaktivdlé MAPK foszfatdzok? Ismertek-e MAPK/MKP
(kinaz/foszfataz) dokkolé6 kélcsdnhatdsok, vannak-e erre vonatkozo szerkezeti adatok?

MAPK-foszfataz dokkolo6 peptidek komplexeirdl is vannak szerkezeti adatok (Garai et al, 2012). A
foszfatazokbodl szarmazé motivumok is egyszertien besorolhatdak az altalunk els6ként katalogizalt
konforméacios megoldasok egyikébe, amiket a partner fehérjék (pl. aktivator kinazok, foszfatazok,
szubsztratok vagy allvanyfehérjék) hasznalnak, hogy a MAPK-okhoz k&t6dhessenek (Zeke et al
2015). A deaktivald foszfatdzok D-motivumai egyéb partner fehérjék D-motivumaival egyiitt
versenyeznek a szabad MAPK kot6helyekért, ami 6nmagaban is okozhat nem-linearis tipusu
viselkedést bemeneti jelintenzitas és MAPK aktivacié viszonydban. MAPK aktivitas ezen feliil
azonban gyakran kapcsol be transzkripcios szintli negativ visszacsatolasi folyamatot is, ahol a
megnovekedett MAPK aktivitds visszaszoritasara D-motivummal rendelkez6 MAPK foszfatazok
expresszidja novekszik.

4) A jelolt a Diszkusszié fejezet végén emliti, hogy patolégids esetekben a fehérje-fehérje
kolcsénhatdsokon keresztiil a MAPK rendszer Osszeszerelodésének befolydsoldsa alternativ terdpids
lehetb6ségeket kindl. Tekintve, hogy a jelenleg alkalmazott kindz aktivitdst célzé terdpids szerek
esetében, az esetek donts tobbségében rezisztencia alakul ki és az immunterdpidnak is komoly
korlatai vannak, valéban érdemes lenne ez iranyban tovabb gondolkodni. Kérdésem, vannak-e
jelenleg ilyen jellegli erofeszitések.

Igen, ebbe az iranyban sok er6feszitést szandékozunk tenni. A természetes megoldasok feltarasa
utdn - mely sordn megértettiik, hogy rovid ,természetes” fehérje szakaszok, hogyan képesek
mikromolos affinitasti, MAPK specifikus kodlcsénhatasokat létrehozni - olyan ,,mesterséges”, nem
feltétleniil peptid alapt, megoldasok kisérletes megvaldsitasat kezdtiik el, mely segitségével a
MAPK dokkol6 arok sekély és kiterjedt felszine is alternativaként szolgalhat a korabban sokkal
nagyobb figyelmet kapott mélyebb ATP kotézseb mellett. Egy Uj fehérje-fehérje kolcsonhato
MAPK felszin farmakolodgiai célzasa ugyanis nagy terapias lehetségekkel kecsegtet. A probléma
ugyanakkor intellektualis kihivasként is nagy horderejli, mert a MAPK dokkol6 arok a sekély,
nehezen célozhato, tranziens fehérje-fehérje asszociaciokban szerepet jatszo fehérje felszinek
allatorvosi lovanak is tekinthet6. Az ilyen felszinek célzdsa azonban a kordbbi gyakorlattol eltérd
kémiai megkdozelitéseket igényel.
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