EOTVOS LO’RAND TUDOMANYEGYETEM
TERMESZETTUDOMANYI KAR
BIOKEMIAI TANSZEK

Valasz Prof. Dér Andras biraloi véleményére

Koszo6ndm a birdlonak dolgozatom gondos és preciz biralatat. A biralatban feltett kérdések a
dolgozatban targyalt probléméak tovabbi alapos végiggondolasidra 0Osztondztek, ¢€és a
kozeljovore tervezett munkdinkhoz is hasznos kiinduldopontokat adtak. A feltett kérdésekre
adott valaszaim a kovetkezok:

1. 30. oldalon lathato séma jol leirja a kiilonbozo aktomiozin formak kinetikai jeleit annak
ellenére, hogy gyakorlatilag csak a legfontosabb kémiai lépéseket (asszocidcios-disszociacios
folyamatok, ATP-bontas) tartalmazza. Ez - tekintettel arra, hogy a séma bonyolultsigdbol
adodoan sok kinetikai paraméter szerepel - nem tulsagosan meglepo, de felveti a kérdést,
hogy a valamely ,,belsé” (konformdciovaltozasos) lépés elhanyagolasa nem modosithatja-e
jelentésen az egyszertisitett séma illesztésével meghatarozott kinetikai paramétereket, illetve,
hogy mekkordra becsiili az illesztésbol meghatdrozott kinetikai paraméterek hibajat?

A kérdés rendkiviil fontos — és a kinetikai mechanizmus-vizsgéalatokban kiilondsen gyakran
elotérbe kertilo — kisérlettervezési és adatértelmezési problémat vet fel; nevezetesen azt, hogy
milyen részletességig sziikséges (illetve lehet) elmenni a molekularis miikodés vizsgalataban
ahhoz, hogy a bioldgiai folyamatokat ,,megfelelé mélységben” atlassuk, megértsiik. A 16.
abran bemutatott séma — ahogyan arra a biralo ravilagitott — az egyes ligandumok
(nukleotidok, aktin) kotése illetve az ATP hidrolizise révén bekdvetkezd valtozasokat és az
igy létrejovo kémiai ,,Species”-ek kozotti atmeneteket tiikrozi, és (a 2. 1épés kivételével) nem
tiinteti fel az ezekhez kapcsolodd konformacio-valtozasokat. A dolgozatban az egyszerisitett
altalanos séma haszndlatdt az indokolta, hogy az abban szerepld események sorrendisége
illetve halozata valamennyi vizsgalt miozin esetében azonos, igy a hasznalt keret modszeres
Osszehasonlitast tett lehetdvé. A feltiintetett 1épésekhez kapcsolodd konformacio-valtozasok
kinetikdja, energetikaja és komplexitisa (az elkiilonithetd részlépések szama) jelentds
kiilonbségeket mutat az egyes izoformak esetén. A 16. abran és az 1-2. tdblazatokban ,,nettd”
sebességi illetve egyensulyi allandokat tiintettem fel, amelyek sok esetben részletesen
felderitett, tobb részlépésbdl allo folyamatok egyetlen szamértékkel torténd jellemzését teszik
lehetové. Fontos hangstlyozni, hogy az egyes részfolyamatokat vizsgald kisérleteinkben nem
hasznaltunk egyszerisitett sémakat a priori, hanem azokat minden esetben az Occam-elv
szerint, az ésszerlien legkisebb szdmu eseményt tartalmazo modell segitségével értelmeztiik.
Az igy illesztett kinetikai paraméterek standard hibaja kiilonb6z6 preparatumok és kisérleti
elrendezések Osszehasonlitasakor jellemzden a 10-30 % tartomanyba esett, mig az egyes
adatsorok illesztési standard hibaja ennél alacsonyabb (jellemzden 2-10 %) volt.

Az aktomiozin-miikkodés tobb kulcsfolyamatat a dolgozatban részleteiben nem targyalt
tobblépéses sémakkal irtuk le. Ennek példai a katalitikusan aktiv enzimszerkezetet 1étrehozd
konformécio-valtozas és kémiai ATP-hidrolizislépés egyiittese (18. cikk), a miozin
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aktinkotése altal indukalt konformacios illeszkedés (2., 26., 27. cikkek), illetve az ADP-kotott
allapotban megvalosulo, az erdtartd képességet befolyasold konformacios egyensuly (7. és 17.
cikkek).

2. A 49. oldalon targyalja, hogy vak dokkolasos elemzései szerint a blebbistatin a miozin
aktinkoto arkaba kot (33. abra). Vannak-e molekuladinamikai modellezési eredményei arra
nézve, hogyan egyeztetheté ez Ossze azzal a kisérleti ténnyel, hogy a blebbistatin ADP
jelenlétéeben egy aktint erdsen koto intermediert stabilizal?

Mi is vératlannak talaltuk, hogy képzddhet erds aktinkotdé miozin.blebbistatin komplex annak
ellenére, hogy az ATPaz ciklus gatlasa kozben 1étrejové miozin.ADP.P;.blebbistatin
komplexben — mind sajat dokkolasos eredményeink (6. cikk), mind masok
rontgenkrisztallografids adatai (190. hivatkozas) szerint — a blebbistatin a miozin aktink&td
arkaba kot. Malnasi-Csizmadia Andras kutatocsoportjaval kapott elézetes eredményeink azt
mutatjak, hogy ATP tavollétében, a miozin.ADP.blebbistatin harmas komplexben a
blebbistatin mashova — mégpedig a miozin erdkar kiinduldpontjanak kozelébe — kot, mint a
fenti, kordbban leirt termékkomplexben. Ez az eredmény nem befolyasolja a 23. cikkben
kozolt felfedezésiink jelentdségét; nevezetesen azt, hogy a miozin.ADP.blebbistatin harmas
komplex egy eddig ismeretlen, felhtizott erékaru, de erds aktink6td koztidllapotot képvisel.

3. Az 55. oldalon a 38. dbra, és a hozza tartozo 3. tabldazat szévegében taldlhato szamértékek
nem tinnek konzisztensnek. Pl a kétfejii NM2A ADP-disszocidciojat jellemzo k. az dbra
szovegében 0,86 st a tdblizatban viszont 0,59 s értékkel szerepel, tovabbda az NM2B
hasonlo reakcidjaban a k. és k. sebességi allandok értéke az abraaldirasban 0,59 stés 0,021
s, a tablazatban ugyanezek 1,1 s illetve 0,023 s értékekkel szerepelnek. Némileg zavaré,
hogy az elsé nukleotidcsere-reakciora vonatkozo sebességi dllandot az ,,ATP-,, és az ,,ADP-
chase” dgon ugyanugy jeldli (k+), valamint, hogy a ko, sebességi dallando jelentését nem

definidlja.

Az emlitett kiilonbségek a sebességi allandok értékeiben abbol adddnak, hogy a 38. abra
szOovegében a bemutatott kisérletben kapott egyedi értékeket tiintettem fel, mig a 3.
tablazatban a kiilonboz6 fehérjepreparatumokkal és kiilonb6zd kisérleti modszerekkel kapott
Osszes érték atlaga szerepel.

A 37B abran az ,,ATP-” illetve ,,ADP-chase” agakon szerepld elsd nukleotidcsere
kinetikdjat elvben ugyanaz a biokémiai folyamat — az ADP-nek a hatso fejrél torténd
feleslegben adott ATP illetve ADP ,,chaser” kotése az ADP-disszocidciot kovetden, annal
sokkal gyorsabban torténik, ezért nem befolydsolja a tranziensek lefutdsat.)

A 3. tablazatban szerepld, kiilon nem definialt Ko, atp illetve konapp elnevezések az ATP-
illetve ADP-kotés masodrendii sebességi allandoit jelolik.

4. A dolgozatban ismertetett kutatasi eredmények szamos érdekes, uj probléemat vetnek fel (pl.
a RecQ helikaz hibajavito miikédésének vizsgalatara vonatkozoan), amelyeket a jelolt a
dolgozat végen talalhato ,, Tervek és perspektivik™ c. fejezetben foglal 6ssze. Kérdezem, hogy
a dolgozat beadasa ota eltelt idoben mennyiben sikeriilt elorelépni a tervek
megvalositasaban?
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A nem-izom miozin 2 (NM2) ¢lettani szerepével kapcsolatban Robert Adelstein
kutatoécsoportjaval (NIH) egylittmiikodve meglepd (még publikalatlan) felfedezésre jutottunk.
Korabban ismeretes volt, hogy a NM2 kiiitése illetve blebbistatinnal torténd gatlasa
meggatolja a citokinézist, és sokmagvu sejtek kialakulasat eredményezi. Ez alapjan tankonyvi
ismeretté valt, hogy a NM2 motoraktivitisa sziikséges a normalis sejtosztodas lezajlasahoz.
Mi viszont azt talaltuk, hogy olyan NM2 mutansok, amelyek aktin-kdlcsonhatasanak
mechanikai terhelés-érzékenysége megegyezik a vad tipuséval, motoraktivitidsa viszont
elveszett, a fehérjemennyiség fiiggvényében kozel teljes mértékben képesek a normalis
citokinézis helyreallitasara. Eredményeink alapjan azt javasoljuk, hogy a sejtosztddas soran a
NM2 {6 funkcidja nem az aktiv mozgatas, hanem az aktinszalak rendezése és az iranyfiiggd
erOtartas.

Egy, a dolgozat beadasa 6ta vizsgalt miozin 5 mutans esetében azt talaltuk, hogy arrol az
ATP-hidrolizist kdvetéen — az izom miozin 2-héz hasonléan és a vad tipusi miozin 5-t6l
eltéréen — a foszfat felszabaduldsa lassan, az ADP-felszabadulas pedig gyorsan torténik.
Ennek ellenére ¢ mutans nagyrészt az erés aktinkoté allapotokat foglalja el a steady-state
miikodés soran, illetve egyedimolekula-vizsgdlatokban a vad tipusii enziméhez hasonld
processziv futdshossz megtételére képes. E publikalatlan eredményeink azt sugalljak, hogy a
mutacid6 megvaltoztatta a miozin mechanokémiai kapcsolasat, és igy a poszt-hidrolitikus
(potencialisan felhuzott erdkartl) M.ADP.P; komplex erésen kotddik az aktinhoz. Tovabbi
vizsgalatoktol azt reméljiik, hogy az er6generdlds sokak altal keresett, a vad tipusu fehérjén
rovid élettartama miatt nem vizsgalhatdo koztiallapotat sikeriil stabilizalni. E témahoz
kapcsolodik, hogy a miozin.ADP.blebbistatin komplex szerkezet-vizsgdlatdban &ttorést
jelenthet a Malnasi-Csizmadia Andras kutatocsoportjaban eléallitott azido-blebbistatin
szarmazEk, amelyrdl kimutattuk, hogy UV-megvilagitas alkalmazasaval mind in vitro, mind
in vivo kovalensen a miozinhoz kdthetd (publikalatlan adatok).

A human BLM helikdznak a dolgozatban ismertetett miikodési mechanizmusan tulmenden
azota elvégeztiik az E. coli RecQ helikaz hasonlé vizsgalatat is (publikalatlan adatok). A két
enzim mitkddésének dsszehasonlitasa érdekes kiilonbségekre deritett fényt. A human fehérje
ADP-kotott  allapotban  lezajld, sebesség-meghatarozd szerkezetvaltozasahoz hasonlo
eseményt a bakteridlis enzimben nem talaltunk; ez esetben az ATP-hidrolizis kémiai 1épése
bizonyult sebesség-meghatarozonak. Az E. coli enzim az ATP-hidrolizist kovetéen rendkiviil
erds DNS-kotd allapotot vesz fel, ami jelentdsen hosszabb processziv futashosszot —330
nukleotidegység varhato értéket — eredményez, mint a mintegy 50 nukleotid-egységet
megtevéd BLM helikdz esetében. Egylittm{ikodo partneriinkkel, Keir Neuman-nel (NIH)
végzett magnescsapdas egyedimolekula-vizsgalatainkkal kiegészitve vizsgaljuk mindkét
enzim esetén az egyszalt DNS-en torténé transzlokacio és a kétszalu DNS szalszétvalasztasa
soran megvalosuldo mechanokémiai kapcsoltsagot.

A BLM helikaz hét doménbdl 4ll6, bonyolult szerkezeti enzim, amelynek ,,funkciondlis
anatomiajat” roviditett konstrukciok sorozatdnak mechanizmus-vizsgalataval deritjiik fel.
Meglepetésre azt talaltuk, hogy egy olyan — korabban vizsgélt és miikodésképtelennek talalt
csonka enzimeknél 1ényegesen rovidebb — konstrukcio, amely mindossze a RecA illetve Zn**-
kotd doménekbdl allo6 magot tartalmazza, a teljes hosszusagu enzimmel megegyezd
transzlokacios, szalszétvalasztd ¢€s szalparositd aktivitdsokat mutat, illetve még
hatékonyabban tavolit el mas fehérjéket (Rad51 rekombinazt, SSB egyszala DNS-kotd
fehérjét) a DNS-szalakrol (Gyimesi et al., Nucleic Acids Res. 2012 Jan 16, Epub ahead of
print). A felfedezés érdekességét noveli, hogy a mas RecQ-csaladbeli helikazok DNS-
szalszétvalasztasahoz elengedhetetlennek bizonyult, ,.toldlapatként” miikodé szarnyas hélix
(winged helix) domén teljesen hianyzik ebbdl a konstrukciobol.
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Tovabbi, részletesebb vizsgalatainkban viszont azt kaptuk, hogy a ,zabolatlan”
minimalmotor kevésbé hatékonyan és rendezetten bontja szét a bonyolultabb D-hurok
szerkezeteket, mint a teljes hosszisagh enzim (publikalatlan adatok). A motormagon kiviili
domének ezek szerint a bonyolultabb aktivitasokhoz sziikséges koordindciot biztositjak.
Ehhez kapcsolddd kozponti jelentdségli, am felderitetlen probléma, hogy a BLM helikaz
(illetve mas RecQ-csaladbeli helikdzok) milyen oligomerizacios allapotban végzik ezen
aktivitasokat. Ezt vizsgalva azt az érdekes eredményt kaptuk, hogy a teljes hosszsagia BLM
enzim egyszalu DNS és ATP jelenlétében monomerként transzlokal, bonyolultabb (Holliday-
illetve D-hurok-szerkezeti) DNS-szerkezetek viszont oligomerizaciot idéznek eld
(publikalatlan adatok). Az oligomerizacid vélhetden allosztérikus hatasok révén valosul meg,
amit az mutat, hogy a motormagba nem tartozd N-terminalis domén hianyaban az enzim
valamennyi DNS-szubsztrathoz kotédve monomer allapotot vesz fel.

A RecQ-csaladbeli helikazok genomkarbantartdé funkcidikat in vivo partnerfehérjékkel
egylittmikodésben latjak el. llyen egyiittmiikodést vizsgalunk az E. coli RecQ helikaz és az
SSB fehérje kozott. Eldzetes eredményeink azt sugalljak, hogy az SSB a RecQ helikaz
mechanokémiai miikodését kozvetleniil nem valtoztatja meg, hanem egyes DNS-szerkezeti
elemek felismerését, és ezen keresztiil a bonyolultabb DNS-struktarak hatékony atalakitasat
segiti eld (publikalatlan adatok).

Ismeretes, hogy szamos kiillonbozé helikaz képes a Rad51 rekombindz nukleoprotein
szalak lebontasara (pl. Wu et al. (2001) J. Biol. Chem. 276:19375, Krejci et al. (2003) Nature
423:305). Ezt a folyamatot jelenleg a rekombinacid mindségellenérzésének egyik
kulcseseményeként tartjdk szamon. Jelenlegi vizsgdlatainkban forditott iranyu hatast is
sikertilt kimutatnunk: azt talaljuk, hogy a Rad51 fehérje jelenléte jelentdsen megnoveli a D-
hurok-szerkezetek helikazok altal katalizalt lebontasanak hatékonysagat.

A biokémiai-molekularis biofizikai kisérletekben megfigyelt molekularis torténéseket és a
mutaciok hatasat E. coli lambda fag-rekombinacion alapuld vizsgalattal, az egyedfejlodésre
gyakorolt hatast pedig C. elegans fonalféreg genetikai rendszerben vizsgaljuk, amely
rendszerek jelenleg beallitas alatt allnak.

Budapest, 2012. januar 25.

Kovéacs Mihaly
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