Valaszok Dr Erdddi Ferenc biralatra:

Kosz6nom Erdddi Ferenc tamogat6 biralatat és a feltett kérdésekre az alabbiakban valaszolok:

1) A disszertdcioban dltaldnos dllitasként fogalmazédik meg, hogy a vdzfehérjék szabdlyozo
szerepet jdtszhatnak a MAPK-ok dltal kézvetitett jeldtviteli folyamatokban. A diszkusszioban
azonban maga a Jelolt mutat rd, hogy pl. a JIP1-JNK kapcsolatban a JIP1 vdzfehérjének nincs
hasonld szabdlyozo szerepe. Kérdezem, hogy a kisérletek ota dsszegylilt adatok alapjdn mennyire
dltalanos a MAPK-okkal kélcsénhaté vaz- vagy mas kolcsonhato fehérjék élesztoé Ste5 fehérjéhez
hasonlé ,,allosztérikus” hatasa? E kérdéskérhdz van eqgy mdsik megjegyzésem/kérdésem. A Ste5
vdzfehérjét a Jelolt ,,koenzimként” aposztrofdlja a tézisekben, amely elnevezést tiszteletteljesen
vitatnék és varom a Jelolt megjegyzésemre adott ellenvetését vagy egyetértését.

A JIP1 allvanyfehérje tultermeltetése emlds sejtekben noveli a JNK aktivaciojat (Whitmarsh et al.
1998), tehat fontos szabalyzo szerepe lehet sejten beliil, de in vitro tisztitott fehérjéket hasznalva az
allvanyfehérjének mar nincs ilyen hatdsa a JNK foszforilaciéval végz6d6 MAPK modulra
(MEKK3-MKK?7-JNK) (Alex A és Reményi A, nem publikalt adat). A JIP1 tehat nem egy Ste5-
szerll ,.biokémiai” allvanyfehérje. A Ste5 allvanyfehérje ugyanis in vitro is néveli a Fus3 MAPK
modul aktivitasat (Stell-Ste7-Fus3) (Good et 2009). Utdbbinak sikeriilt megfejteni a
mechanisztikai okait: A Ste7 a Fus3 MAPK szubsztratjat csak Ste5 jelenlétében tudja foszforilalni,
mert a Fus3 csak a Ste5-hoz kotddve keriil olyan allapotba, ami altal rajta a Ste7 enzimként
miikodhet. Ezek alapjan a Ste5 - bar elismerten csak feliiletesen - tlinhet a Ste7 koenzimének is,
mert az enzim (Ste7) csak egy masik, enzimatikus aktivitas nélkiili faktor (Ste5) jelenlétében tolti
be a foszforilacids aktivitasan alapul6 jelatviteli szerepét. A két fehérje tehat mindenképpen
kooperal egy produktiv jelatviteli esemény létrejéttében. Valoban szabatosabb lenne talan a kofaktor
sz0 vagy egyszerlien az ,aktivator fehérje” szoosszetétel haszndlata, mert a koenzimnek a
klasszikus biokémiaban torténetileg mas értelme van: Ott olyan reverzibilisen k6t6d6 kis méretii
molekuldra haszndljak, amely az enzim aktiv részét képezi és valamiféle csoportot, hidrogént vagy
elektront visz at a szubsztratra.

Véleményem szerint a JIP1 tipusu ,sejtes” allvanyfehérjék, melyek valésziniileg csak a
sejten beliili lokalis koncentraciok modulalasa révén érik el a MAPK jelpalya aktivitast néveld
hatasukat, sokkal elterjedtebbek emldstkben, bar ez nem jelent azt, hogy allosztérikus modon
miikodé modulator fehérjék itt egyaltalan nem léteznének (Brennan et al 2011). Az éleszt Ste5-re
vald odsszehasonlitdsok viszont azért voltak fontosak, mert sokdig ez az éleszté fehérje élt ugy a
koztudatban, mint a jelatviteli jelpalyakat szervez6 allvanyfehérjék prototipusa (Choi et al, 1994).
Béar szerintem a Ste5-szer(i allosztérikus aktivaciora is képes allvanyfehérjék nagyon specifikus
funkciora evolvalodtak és ritkabbak, mig a JIP1 tipustiak inkabb vannak t6bbségben. De ez csak
egy szubjektiv véleménynek tekinthet6, az allvanyfehérjék mechanisztikai miikodésére vonatkozo
ismereteink korlatai miatt a kérdésben egy kiegyenstlyozott kép még nem adhato.
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2) Ertelmezésem szerint a dokkolé peptidek és a MAPK-ok réntgendiffrakciés elemzése inaktiv
MAPK-peptid komplexen tortént. Kérdésem, hogy az aktivdcidés hurokban torténd foszforildcié nem
befolydsolja-e a MAPK-dokkol6é peptid kdlcsénhatdst? Tudjuk, hogy e vizsgdlatok foszforildlt
enzimekkel valosziniileg nem lehetségesek. Feloldhato-e a probléma foszforildciét mimikdlo
mutdnsok alkalmazdsdval és van-e sajdt vagy irodalmi adat ilyen kisérletekre?

A MAPK-dokkol6 peptid komplexek esetén a szerkezeti analizis valoban foszforilalatlan (azaz
inaktiv) MAPK-okkal tortént. A laborban azonban az enzimek aktiv, foszforilalt formajat is el6
tudjuk allitani. Utobbiakkal is végeztiink fehérje-peptid kolcsonhatas affinitds méréséket, de nem
talaltunk eltérést az inaktiv vagy aktiv MAPK peptid kotésében. A szerkezeti analizis azonban



egyszerlibb az inaktiv MAPK-dokkol6 peptid komplexekkel.

3) Van-e a MAPK-okat defoszforilalo foszfatdazoknak a szubsztrdatokhoz hasonlé dokkolé motivuma,
azaz a modularitds kiterjed-e a kindz defoszforildcioval torténd inaktivdldsi folyamatokra is?

A foszfatazok a MAPK-okhoz kot6dé fehérjék egyik legfontosabb fajtdja, és a MAPK-okat
kikapcsolé foszfatazokban a legtobb esetben taldlhaté dokkolé motivum (Reményi et al, 2006;
Garai et al 2012). Tobb ilyen mar munkank el6tt is ismert volt, s mi magunk is jé par ilyen foszfataz
rekrutaciot el6segité motivumot talaltunk (Zeke et al 2015). Véleményem szerint, a MAPK aktivitas
szabalyzas egy érdekes dinamikus aspektusat veti fel az a tény, hogy a MAPK-okat aktival6 MAPK
kinazok, szubsztratok, allvanyfehérjék és foszfatazok ugyanazért a kolcsonhatd felszinért
versenyeznek, hogy hatasukat kifejtsék. Ez egy érdekes, a sejtben a mindenkor elérhetd fehérje
mennyiségek szintjén zajlé szabalyozasi mechanizmus lehet6ségét veti fel, amit a jovOben a
rendszerbiologia eszkodztaraval fogunk majd megkozeliteni.

4) A dokkoloé motivumok feltart kotddési sajatsdgai lehetoséget teremtenek-e kiilonb6z6 MAPK-ok
specifikus gdtldsdra szubsztrdtanaldg peptidekkel? Fellelhet6k-e az irodalomban kisérletek ilyen
farmakologiai jelent6séggel biro peptidekkel és alkalmazhatok-e ezek terdpids célokra?

A dokkolé motivumok kotddési sajatsagai valoban lehetGséget teremtenek alternativ fehérje kinaz
gatlo stratégiak kidolgozasara. Sejt-penetrald cimkék segitségével a szintetikus peptideket sejtekbe
juttatva a MAPK jelatvitel specifikus modon gatolhato (Borsello et al, 2003). Ez az irodalombél
mar ismert, de mi magunk is kisérleteztiink mar ilyen sajat fejlesztésti peptidekkel. Tovabba, a JIP1-
bdl szarmazd JNK kot peptid D-aminosavakat tartalmazo verziéjat a klinikumban bizonyos akut
sejthaldlt kivalto folyamatokbdl valé gyorsabb felépiilés miatt tervezik hasznalni.
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