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Biralat

Kovacs Mihaly:
Motorenzimek miikodésének sokfélesége
cimiit MTA doktori értekezésére

Nagy orom ¢és megtiszteltetés, hogy Kovacs Mihaly "Motorenzimek sokfélesége" cimil
MTA értekezését birdlhattam. A birdlonak konnyli dolga van a kivalo disszertacid
értekelésekor, mert az egy koncepcidzusan felépitett, kurrens tematikat felvonultatd és
rendkiviil igényesen Osszeallitott mili, amelynek hatterében komoly hazai és nemzetkozi
tudomanyos aktivitds és iskolateremtd teljesitmény htizodik.

crer

arra keresi a valaszt, hogy a diverz eredetli, szerkezetli és funkcionalitdsii motorenzimek
miikddési mechanizmusaiban fellelheték-e hasonlé motivumok. Erre a rendkiviil izgalmas,
¢s szamos tudomanyteriiletet feszitd kérdésre a jeldlt elegans kisérletek soraban igyekszik
megadni a valaszt. Az egész értekezésen végigvonul egy kozos logikai iv, amely jol
megalapozza a koncepciozus iskolateremté munkassagot. Kutatdsa részeiben és egészében
is alaposan atgondolt és kidolgozott elméleti alapokon nyugszik. A felhasznalt modszerek a
kurrens biokémiai-biofizikai tudomanyok élvonaldba tartoznak. A jelolt egész tudomanyos
témavalasztasa és kisérletezése olyan logikai ivet vazol fel, amelynek folyatdsat nagy
kivancsisaggal varom, hiszen a citoszkeletalis motorfehérjék és a biologiai informacid
feldolgozas kozotti kapcsolat mind elméleti, mind gyakorlati szinten izgalmas
lehetdségeket feszeget.

A jelolt téziseit elfogadom, 0j tudomanyos eredményeit a kovetkezOkben tudom
Osszefoglalni:

1. Az aktomiozin motor komplex szdmos 0j mechanizmusat fedezte fel. A mechanizmusok
arra vilagitanak ra, hogy az ¢lettani feladatnak megfelelé adaptaciok torténnek molekularis
szinten.



2. Kimutatta, hogy a nem-izom miozin 2 miikddése soran - a korabbi feltételezésekkel
gyokeres ellentétben - magas terhelési arannyal jellemezhetd, ami azzal magyarazhato,
hogy mindkét miozin fej egyszerre kotddik az aktin fiamentumhoz.

3. Két miozin 5 izoformardl is kimutatta, hogy azok csak nagyobb molekulacsoportokban
képesek processziv haladasra.

4. Kimutatta, hogy a blebbistatin ADP jelenlétében a miozin fejet az erdkifejtd 1épés
kezddallapotaban stabilizalja, és ezaltal eldallitott egy felhuzott er6kart és magas aktin-
affinitasu molekulaszerkezetet.

5. Kimutatta, hogy a miozin fej magjaban elhelyezked6 B-lemez energiatovabbitd rugdként
viselkedik az er6generalds soran.

6. A nem-izom miozin 2-ben torténd nukleotidcsere mechanikai terhelés altali
szabalyozasat irta le.

7. Kidolgozott egy analitikai eljarast, amelynek segitségével a nukleinsavak mentén halado
motorfehérjék  legfontosabb  miikddési jellemzdi  egyetlen tranziens kinetikai
kisérletsorozatban meghatarozhatok.

crer

mechanokémiai mechanizmusat.

Az értekezés alapjaul 27, rangos nemzetkozi folyodiratokban megjelent kdzlemény szolgal,
melybdl a jelolt 18-ban termindlis szerzd. A cikkek rangjat jelzi, hogy a folydiratok kozott
talalhat6 a Journal of Biological Chemistry, a PNAS, a Nucleic Acid Research és a FASEB
Journal is. Az utobbi par év kozleményeiben kiérzddik, hogy azokban a meghatarozo
kisérletezési szerep mar a tanitvanyoknak jut, amely ugyancsak aldhuzza a jeldlt nagyszert
iskolateremtd torekvését.

A disszertacid rendkiviil gondosan szerkesztett, sszeéllitott és kivitelezett mii. Az egész
értekezésen az az igényesség, alapossag, koriiltekintés és kiegyenstlyozottsag vonul at,
amely Kovacs Mihdly tudomanyos hozzaallasat 0sszességében jellemzi. Az egyes fejezetek
elején olvashatd, bekeretezett néhany mondatos Osszegzések az olvasd Oszpontositasat
remekiil segitik. Dicséretes és élvezetes a raciondlis, de nem excessziv magyarsagra
torekvés. Ez alol egy kivétel olvashatd, a furcsan hat6é "emergens" kifejezés (p. 31). A
rendkiviil lelkiismeretes és szabatos anyagban csupéan elvétve fordul el eliras, szakmai
nomenklaturalis hiba pedig szinte egyaltalan nem. Ez al6l csupén az alegység versus domén
a kivétel, amelynek keveredése itt-ott fellelhetd (pl. p. 12). A disszertacid bevezetésében a
célkitlizések vilagos, felvillanyoz6 dsszefoglalasat olvashatjuk. Rendkiviil dicséretesnek és
kovetenddnek tartom azt, hogy a jeldlt egyértelmiien leirja sajat szakmai hozzajarulasat a
kisérletezésekhez és a tudomdnyos eredményekhez. A Tudomanyteriileti hattér fejezet
vilagos ¢és remekiil kovethetd, magédval ragadd olvasmany. A Modszertan fejezet
alkalmazott metodikdk egyszerli, tényszerli és tulzd megnyilvanulasoktél mentes
Osszefoglalasa. A Kutatasi Eredmények fejezet harom témara csoportositva targyalja a
tudomanyos kisérleteket: a) a miozinok miikddési mechanizmusai, b) az erdgeneralés
utvonalai a miozinban, és c¢) nem citoszkeletdlis NTPazok vizsgalata. A disszertacio
tartalmi részét a tézisek dsszefoglalasa és perspektivak felvazolasa zarja.



Megjegyzéseim ¢és kérdéseim kizarolag az értekezés nagyszeriiségébdl és gondolatébresztd
jellegébdl taplalkoznak:

1.

10.

11.

3.B abran a vazlatosan feltiintetett erdkar alakja és szinkddolasa sugall-e a papir sikjara
merdleges elmozdulast?

crer

random, szinkronizalatlan —motorpopulaciora vonatkozik. Egy filamentumba
szervezddott miozin esetében elképzelhetd-e bizonyos fokt mechanikai szinkronizécio,
amely megvaltoztatja az effektiv terhelési aranyt?

p. 19. Szal invazio: in vivo koriilmények kozott a karosult kromatid egyik szdla hogyan
taldlja meg a testvérkromatid megfeleld szakaszat?

p. 20. Mi hatarozza meg, hogy a BLM szdmos aktivitdsa koziil melyik
manifesztalodik?

p. 21. Az er6kar hogyan értelmezendd a helikdzokban?

A single-turnover stopped-flow kisérletek mennyiben veheték analégnak az egyedi
molekula kisérletekkel?

A stopped-flow kisérletekben injektalt aktin vélhetden F-aktin volt. Mekkora volt az
atlagos aktin filamentum hossz? Az injektalaskor fellépd nyirderd milyen hatassal van
az aktin filamentumokra és az aktomiozin komplexre? El6fordulhat-e aktin filamentum
toredezés? Ha igen, akkor ez milyen hatdssal lehet az enzimreakciora, és kiilondsen
processziv motorok esetén a detektalhato processziv futdsi hosszra?

A NM2 minifilamentumok (14. abra) hosszat mi szabdlyozza in vivo? Lehetséges
eldallitani NM2 szintetikus filamentumokat in vitro? Ezeknek milyen a hosszeloszlasa?

p. 37-38. Az ADP koncentracido emelésével fellépd NM2 motor lelassulds jar-e a
processzivitas novekedésével?

A processzivitast valojaban mi hatarozza meg? Bar régoéta ismert, hogy a magas
terhelési aranylt motorok processzivek ¢s megforditva, azonban ez a tapasztalat nem
teljesen fedi fel a molekularis mechanizmusokat. A processzivitds sinen megtett
tavolsag ("processziv futasi tavolsdg") szerinti definicidja egy élettartam tipusu
valtozéra emlékeztet. Azonban egy futds sordn szdmos, egymast kovetd, elsd
megkozelitésben biokémiailag teljesen azonos egyedi mechanokémiai ciklus valdsul
meg. Mitdl és hogyan 1ép fel a futasi tdvolsag utani sinrdl vald levalas? Lehetséges,
hogy egy adott motormolekulara nézve az egymast kovetd ciklusok nem teljesen
azonosak? Emlékezhet-e a motorfehérje a megtett mechanokémiai ciklusok szdmara, és
ilyen értelemben rendelkezik-e memoriaval? Ide tartozik, hogy a miozin 5 esetére,
amelyekben az egyedi fejek terhelési aranya 70% (p. 57), hogyan tortént az atlagos 10
1épésnyi futasi ciklus kiszamitasa?

p. 37, 24. abra. Az abra alapjan nagy a kisértés, hogy fiiggvénykapcsolatot allitsunk fel
a terhelési arany és a ciklusidé kozott. Lehetséges ez? Ha igen, mi az alapja és mi lehet
az értelme?
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Az akto-NM2B-HMM komplex ADP chase kisérletében (38. abra, p. 55) hogyan
tortént a két fazis miozin fejek szerinti azonositdsa? Més szoval, honnan lehet tudni,
hogy a gyors illetve lasst atmenetek az eliilsé vagy hatso fejre vonatkoznak-e?

Ugyancsak az akto-NM2-HMM kisérletekre vonatkozdan, meg lehet-e becsiilni a
fejekre hato torzios erdt a nyaki domén polimermechanikai tulajdonsagai alapjan?

p. 47. A miozin mechanokémiai kinetikai itvonalainak kelld megvalasztasaval elvben
lehetségessé¢ valhat, hogy a nem-processziv izom-miozin 2 egyedi molekula
mechanikai kisérletekben vizsgalhatova valjék? Barmennyire hihetetlen ugyanis, az
izom-miozin 2 altal kifejtett maximalis, egy molekulara esd izometrids erét mind a mai
napig nem ismerjik.

p. 53. Ha a mechanikailag terhelt NM2 molekulaban nincs elmozdulés, és rdadéasul
gyakorlatilag teljesen ledll az enzimatikus ciklus, akkor értelmezhetetlenné valik a
munkavégzés (amely ekkor 0) és igy a fizikai értelemben vett hatdsfok is. Nemde
egyszerlien arrdl van szd, hogy ilyenkor a molekula egyfajta "lakatként" viselkedik?

p. 55-56. A NM2 molekulara haté visszahuz6 erd hatisara az erdsen aktin-kotott
allapot stabilizalodik, és aktomiozin disszociacid nagymértékben lelassul. Kiilsd
mechanikai eré hatasara a kémiai kotések élettartama rovidil, a kotési reakcio lassul,
és a disszociacio gyorsul. A predikcioval ellentétes megfigyelésrdl van sz6 tehat. Mivel
az aktomiozin allapotokban szdmos kotés vesz részt, jogosan meriil fel a kérdés, hogy a
mechanikailag torzitott (és stabilizalt) akto-NM2 allapotban kialakulnak-e ujabb
kotések az aktin filamentum és a miozinmolekula kdzott?

A mechanikai erd hatdsara fellépé ADP-disszociacié gatlasnak mi lehet a molekularis
mechanizmusa? Elképzelhetd, hogy az ATP-k6t zseb geometriaja torzul, és mintegy
mechanikai akadaly 1ép fel a disszociacidoval szemben?

A miozin motorok szerkezetébdl és miikodésébdl adodoan az erbhatds nem csak a
csukloponton, hanem a nyak és a rad csatlakozasi pontjan is kell, hogy jelentkezzen.
Van-e, vagy varhat6-e barmilyen specidlis szerkezeti feltétel vagy tulajdonsag a miozin
molekulanak ezen a pontjan?

A hét béta-lancbol felépiild transzducer domén érdekes lehetdségeket vet fel. Van-e
szerkezeti hasonlosdg ezen domén és a hasonldan hét béta-lancbdl felépiil6 Ig vagy FN
domének kozott? Lehet-e kovetkeztetni a transzducer domén mechanikai
tulajdonsdgaira az Ig és FN domének mara mar ardnylag jol jellemzett mechanikai
tulajdonsagaibol (lasd pl. titint felépitd domének).

A BLM mint helikdz ugyancsak mechanoenzim. Van-e a jeldltnek elképzelése arrdl,
hogy mechanikai erd ellenében hogyan dolgozik ez a molekula, és hogy mekkora lehet
a stall force (megéllashoz sziikséges erd)? Egy ilyen molekulakomplex esetében
egyaltalan milyen kisérletekben lehetne ezt megmérni?

A BLM egy mechanikai ciklusra es@ 1épéshossza valdjdban mekkora? A
disszertacioban ennek a definicidja az egy ATP-re esé elmozduds. Azonban nincs itt
cirkularis logika? Nemde arr6l a mara a molekuldris biofizikdban dogmatikus
allaspontra vezethetd vissza ez a definicid, hogy a mechanoenzimekben szoros csatolas
(1 mechanikai/l enzimatikus ciklus) mikodik?
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A post-rigor és pre-powerstroke allapotok kozotti atmenet reverzibilis 1€pés. Ez felveti
annak elvi lehetdségét, hogy ATP szintézis j6jjon létre az ellentétes iranyu reakcioban.
Van ennek realitdsa? Mik volndnak ennek feltételei? EbbdSl a szempontbdl lehet-e
analogiat vonni az ATP szintézis motor komplexével (F1IFO ATPéaz)?

Az izomkutatds kordbban 6rokzold, mara talan inkabb elfeledett (de megnyugtatéoan
meg nem valaszolt) kérdése, hogy az izom-miozin 2 két feje a szarkomérben vajon
egyiittmiikddik-e? A NM2-n szerzett megfigyelések adhatnak-e valaszt erre a kérdésre?

A jelolt altal tobbszor is felemlegetett mechanobiokémia izgalmasnak kinalkozo
tudomany. Kérdésem, extrapolalhatoak-e az erdOvezérelt (vagy erdnek kietett)
biokémiai folyamatok a motor enzimeken tul egyéb vagy barmely enzimre?

A disszertacio két, talan leggyakrabban eléfordulo kifejezése és szava az ATP és a
hatasfok. A jelolt altal vizsgalt biomolekularis rendszerek mindegyike ATP
felhaszndlo. Az €16 sejtben talalhatd, mara megismert ATP-t hasznalé biomolekuldk
szama szinte megbabonazo. Altalanos biologiai kérdésként kindlkozik, meg lehet-e
becsiilni, hogy az ¢l sejt biomolekularis folyamatainak fenntartdséhoz mekkora
mennyiségli steady-state ATP felhasznaladsra van sziikség? Ki lehet-e fejezni egy
hatasfok paramétert ebbdl a szempontbol az ¢é16 sejtre nézve?

A fenti kérdések mit sem vonnak le azon meggy6z6désembdl, hogy Kovacs Mihaly
elsdrangt, ¢s nemzetkdzi vonatkozdsban is meghatarozd jelentdségli €s fontossagu

crer

¢s a mii elfogadasat feltétlentil javaslom.

Budapest, 2011. december 3.

Dr. Kellermayer Miklos
Egyetemi tanar, az MTA doktora



