EOTVOS LO’RAND TUDOMANYEGYETEM
TERMESZETTUDOMANYI KAR
BIOKEMIAI TANSZEK

Valasz Prof. Kellermayer Miklos biraloi véleményére

Kosz6ndm a biralonak dolgozatom rendkiviil gondos és preciz biralatat. A birdlatban feltett
kérdések a dolgozatban targyalt problémak tovabbi alapos végiggondolasara 6sztondztek, €s a
kozeljovore tervezett munkdinkhoz is hasznos kiindulopontokat adtak. A feltett kérdésekre
adott valaszaim a kovetkezok:

1. 3.B abrdn a vazlatosan feltiintetett erékar alakja és szinkddolasa sugall-e a papir sikjara
meroleges elmozduldst?

Igen. A feltiintetett orientdcidban, amelyet a szerkezeti elemek lehetd legjobb lathatdosaga
érdekében valasztottunk, az erékar felhuzott allapotban kissé a papir sikja ald mutat, mig
lecsapott allapotban kissé e sik fol¢ emelkedik. A térben mintegy 70°-os elmozduldsnak a
papir sikjara merdleges komponense azonban csekély a papir sikjaban torténd elmozdulashoz
képest.
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random, szinkronizalatlan motorpopulaciora vonatkozik. Egy filamentumba szervezdédott
miozin esetében elképzelheto-e bizonyos foku mechanikai szinkronizacio, amely
megvaltoztatja az effektiv terhelési aranyt?

Izomélettani kisérletekben régota kihasznalt jelenség, hogy az aktivalt izolalt izomrostok
gyors megrantasa illetve a fesziild rostok elengedése (,,L-step” kisérlet) a miozinfejek
részleges szinkronizaciojat okozza. Az ekkor mérhetd tranziens mechanikai valasz elemzése
az egyik legfontosabb eszk6z az izommukodés molekuldris alapjainak kvantitativ
vizsgalataban. E vizsgalatok, illetve a biokémiai és egyedimolekula-biofizikai kisérletek
eredményei alapjan feltételezhetd, hogy in vivo a miozin-filamentumokra hat6 kiilsé erék
nagysaguk fiiggvényében a fejek bizonyos mértékii szinkronizacidjat okozzak. A miozin altal
hajtott elmozduldssal megegyezd iranyl (asszisztald) erd az aktinrol levalt allapotok, mig az
ellentétes irdnyl erd az erdsen aktinkotott allapotok betdltésének iranyaban szinkronizéalhatja
a rendszert.

3. p. 19. Szdl invazio: in vivo koriilmények kozott a karosult kromatid egyik szdala hogyan
talalja meg a testvérkromatid megfelel6 szakaszat?

A felvetett kérdésre vonatkozdéan véleményem szerint azok a vizsgalatok a
leginformativabbak, amelyekben azt hatidroztdk meg, hogy a sejtbeli apparatus milyen
valosziniiséggel valaszt hibajavitasi templatot kiillonbozd eredetii, a sériilt régioval homolog
DNS-szakaszok koziil. G2 fazisban 1év6 diploid sejtekben a homoldg szakasz elhelyezkedhet
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az ¢ép testvérkromatidon, a homoldég kromoszoman, vagy ektopikusan (mas 16kuszon, esetleg
masik, nem-homolog kromoszoéman). Szomatikus sejtekben torténd hibajavitds esetén az
elobb emlitett szakaszok koziil a testvérkromatid a legalkalmasabb templat, mivel ennek
informacio-tartalma egyezik legnagyobb valdszintséggel a sériilt szakaszéval. Ennek
megfelelden megfigyelték, hogy a testvérkromatidrol hatékonyabban torténik hibajavitas,
mint a homolog kromoszomarél (Kadyk & Hartwell (1992) Genetics 132:387). Ezt tiikr6zi az
az eredmény is, hogy a G2 fazisban 1évd sejtek sokkal ellenallobbak a rontgensugérzassal
szemben, mint a Gl-sejtek, amelyekben a hibajavitashoz nem all rendelkezésre
testvérkromatid. Ezen ¢és mas kisérletekben arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
testvérkromatidok fizikai kozelsége, illeszkedése ¢és topoldgiai Osszekapcsoltsaga a
rekombinacid-alapt hibajavitas sikerének donté tényezdje (Lichten & Haber (1989) Genetics
123:261). Nem-meiotikus sejtek nem mutatnak templat-preferenciat a homolog kromoszoma
irant az ektopikus homolog szakaszokkal szemben. Meiotikus sejtekben specialis
mechanizmusok miikddnek annak érdekében, hogy a homoldég rekombinacié a
testvérkromatidok helyett a homolog kromoszomak kozott torténjék. Ezt meidzis-specifikus
rekombinacids fehérjék indukcioja, illetve a homolog kromoszomak kozotti fehérjehidak
1étrejotte szolgalja (Haber (2000) Trends Genet. 16:259, Thompson & Stahl (1999) Genetics
153:621, Grushcow et al. (1999) Genetics 153:607).

A templat-preferenciaval kapcsolatos fenti kovetkeztetésekkel dsszhangban 1évo érdekes
megfigyelés, hogy endogén nukledzok altal indukalt kromoszéma-toréssel szabadda valt
szakaszok hibajavitasahoz a sejt a teljes genombol preferencia nélkiil valaszt rekombinacios
partnert (Haber & Leung (1996) PNAS 93:13949, Richardson et al. (1998) Genes Dev.
12:3831).

4. p. 20. Mi hatdarozza meg, hogy a BLM szamos aktivitasa koziil melyik manifesztalodik?

Jelen ismereteink szerint az enzim altal kotott DNS-szubsztrat szerkezete a dontd tényezd az
aktivitasok kifejezddésében. Egyszalit DNS-szakaszon a BLM 3°-5" iranyl transzlokaciot
végez. Ha a transzlokécié a DNS-hez kotott masik fehérje (pl. Rad51 rekombinaz) illetve a
sinszalhoz kapcsolodé komplementer DNS-szal forméjadban akadalyba iitkozik, akkor az
enzim fehérje-eltavolitod illetve DNS-szalszétvalaszto aktivitidsa manifesztalodik. Mozgathato
elagazast (,hidat”) tartalmazé haromszala ,kappa”, illetve négyszali Holliday-szerkezetii
DNS-szubsztratokon (alabbi 1. abra) szalvandorlast (branch migration) katalizald aktivitas
indul el. Az adatok arra utalnak, hogy az enzim nagy affinitassal kotddik az eldgazashoz, ami
,lelogd” (flap) szalat tartalmazo haromszalti szubsztratok, illetve az elagazashoz hasonld
elemet tartalmazd kétszali, részben komplementer ,,szarnyas” (splayed-arm)-szubsztratok
esettben (1. abra) is megfigyelhetd. A szélvandorlas-katalizalé aktivitas elvben
szétvalaszthatdo egy (illetve négyszalu szubsztrat esetében két) szalszétvalasztd, és a
szétvalasztds nyoméan az 10 szalakat illeszt6 (anelldld) aktivitdsra. Fontos felderitetlen
probléma, hogy ezek az aktivitasok ténylegesen és elkiiloniilten megvaldsulnak-e a
szalvandorlas soran, illetve hogy ekkor torténik-e katalitikus szalillesztés, aminek a
szintézisfliggd szalillesztésnek (synthesis-dependent strand annealing, SDSA) nevezett
rekombinacids utvonalon is kiemelkedd szerepe lehet. Kérdéses tovabba, hogy az ilyen
illesztd aktivitds hogyan fiigg 0ssze a BLM ¢és mas helikdzok ATP tavollétében, magas
enzim:DNS molaranynal megfigyelheté DNS-szalparosodas-gyorsitd sajatsagaval.

A BLM helikdz legfontosabb oOsszetett DNS-szerkezeteket 4talakitd aktivitdsai kozé
tartozik a D-hurok szerkezetek (1. abra) felbontasa, illetve a kettds Holliday szerkezetek
konvergens szalvandorlassal torténd megoldasa is (utobbihoz topoizomeraz Illo és mas
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partnerfehérjék kozremitkodése is sziikséges), amely mikodéseket szintén a DNS-szubsztrat
szerkezete indukalja.

A BLM helikéaz aktivitdsait minden bizonnyal szabalyozza az enzim foszforilacioja, illetve
partnerfehérjék kotddése is. Ezekr6l a mechanizmusokrol atfogd ismerctekkel még nem
rendelkeziink; jelenleg vizsgaljuk a Rad51 fehérjével torténd egylittmitkddés sajatsagait.

\ \ X AN

szarnyas (splayed-arm) lelégd (flap) D-hurok
X X X X
kappa Holliday kettGs Holliday

1. abra: A BLM helikaz néhany kiilonb6z6 szerkezetii DNS-szubsztratja
5. p. 21. Az erdkar hogyan értelmezendo a helikazokban?

A DNS mentén araszoldé mozgast végzé SF1 és SF2 szupercsaladbeli helikdzok
motoregységébdl nem indul ki jelentds elfordulast végzd erdkar. Az elmozdulas elemi [épése,
a munkaiitem (powerstroke) a motoregységen beliil zajlik le ugy, hogy a haladasi irany
szerinti eliils6 RecA-domén el6szor eltavolodik a hatsé RecA-doméntdl, majd a hatsé domén
visszazarasaval fejezOdik be a 1épés. Ezeket a mozgisokat az ATPaz ciklus 1épéseihez
kapcsolt konformacio- és DNS-affinitas-valtozasok koordinaljak (Velankar et al. (1999) Cell
97:75, Lee & Yang (2006) Cell 127:1349). Az ATPaz ciklus és az elemi elmozdulas
koordinacidja igy termodinamikai értelemben analég az erdkart haszndldé miozin-
mechanizmusokkal.

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

A molekula-populaciokkal végzett single-turnover kinetikai kisérletek nem mutatnak nagyobb
elvi hasonlosagot az egyedi molekula kisérletekhez, mint més elrendezésekben végzett oldat-
(,,bulk”) kisérletek. Single-turnover esetben is fennall, hogy térben és iddben a
molekulapopulacié Osszességének viselkedését detektaljuk, és az egyedeknek a sokasag
viselkedéséhez valdo hozzdjaruldsa nem kovethetd, igy azt statisztikusan kezeljik az
eredmények értékelésekor.

7. A stopped-flow kisésletekben injektalt aktin vélhetéen F-aktin volt. Mekkora volt az dtlagos
aktin filamentum hossz? Az injektalaskor fellépo nyiroerd milyen hatassal van az aktin
filamentumokra és az aktomiozin komplexre? Elofordulhat-e aktin filamentum toredezés? Ha
igen, akkor ez milyen hatassal lehet az enzimreakciora, és kiilonosen processziv motorok
esetén a detektdlhato processziv futdsi hosszra?

Az altalunk preparalt aktinfilamentumok elektronmikroszkopos, illetve a fluoreszcensen jelolt
aktinbol felépiilt filamentumok fénymikroszkopos vizsgalatabdl tudjuk, hogy az alkalmazott
kortilmények kozott a filamentumok nagy tobbségének hossza legaldbb egy nagysagrenddel
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meghaladta a vizsgalt miozinok varhatd futdsi hosszat (utobbi maximuma a vizsgalt esetek
kozil 1,3 um-nek adddott vad tipusi miozin 5a esetén; 25. cikk a dolgozatban).

Az aktinfilamentumok toredezése ultrahanggal, illetve erdteljes pipettazéassal eléidézhetd,
¢és igy (mikroszkopos vizsgalatok alapjan) az atlagos filamentumhossz 1 um ala eshet. Az
ilyen szandékosan ,.apritott” filamentumokkal végzett kisérletekben a vizsgalt miozinok
oldatkinetikai sajatsagai megegyeztek a normal hosszeloszlasti aktinfilamentumok
jelenlétében tapasztaltakkal. A gyorskeveréses kisérletekben fellépd nyirderd valdsziniileg
kivaltja az aktin filamentumok egy részének toredezését, ami egyes kisérletekben fényszoras-
illetve fluoreszcencia-tranzienseket eredményez. E mitermékek jellemzden az 1-5 ms kozotti,
illetve 1 percnél hosszabb iddskaldkon jelentkeztek, amelyek koziil a gyors jelenséget a
torésnek, mig a lassabbat a torés altal kivaltott atrendezddéseknek tulajdonitjuk. Minden
esetben miozinmentes kontrollokkal ellendriztiik, hogy az altalunk miozin altal kivaltottként
értelmezett valtozasok nem az aktinfilamentumok téredezésébdl adodtak.

A processziv futdshosszot vizsgald egyedimolekula-kisérleteinkben az olyan, hosszu
aktinfilamentumokon zajlé eseményekre fokuszaltunk, amely filamentumok esetében a futés-
termindciok tilnyomd tobbsége a miozinnak az aktinvég elérése eldtt bekodvetkezd

rrrrrr

8. A NM?2 minifilamentumok (14. abra) hosszat mi szabadlyozza in vivo? Lehetséges eloallitani
NM2 szintetikus filamentumokat in vitro? Ezeknek milyen a hosszeloszldsa?

Niederman ¢s Pollard (133. hivatkozds a dolgozatban) elektronmikroszkopos vizsgalataibol
tudjuk, hogy az izolalt NM2A in vitro szabalyos méreteloszlast, 340 nm koriili hosszusaga
(ellemzéen 25 nm korili S.D. értékkel) ¢és 10-11 nm vastagsagi  bipolaris
minifilamentumokat képez. Modellezés alapjan a szerzék azt javasoltdk, hogy a
minifilamentumok polusonként 14 miozinmolekulét tartalmaznak. Erdekes modon az izolalt
farokrész altal 1étrehozott filamentumok méreteloszlasa kevésbé volt szabalyos, ami arra utal,
hogy a fejek és a farokrész kozotti kolesonhatasok hozzajarulnak a szabalyos
minifilamentumok képzédéséhez. Egy késobbi munkéaban fibroblasztok citoplazmajaban a
Niederman ¢és Pollard altal in vitro megfigyeltekkel megegyez6 méreti NM2
minifilamentumok jelenlétét mutattak ki (Verkhovsky et al. (1995) J. Cell Biol. 131:989).
Mindezek alapjan valoszinisithetd, hogy a szabalyos minifilamentumok in vivo segédfehérjék
nélkiil is képesek kialakulni.

9. p. 37-38. Az ADP koncentracio emelésével az NM2 motor jaro lelassulas jar-e a
processzivitas novekedésével?

Igen, a modell szerint az ADP 4altal okozott termékgatlds az erdsen aktinkotott
aktomiozin.ADP allapotnak mind az életidejét, mind pedig steady-state részaranyat
megnoveli, ami elvben a processzivitas ndvekedését okozza. Ennek mérése technikailag
nehezen kivitelezhetd, de Ronald Rock munkacsoportjdnak egyedimolekula-eredményei (197.
hiv.) is alatamasztjak ezt a feltételezést.

10. A processzivitast valojaban mi hatarozza meg? Bar régota ismert, hogy a magas terhelési
aranyu motorok processzivek és megforditva, azonban ez a tapasztalat nem teljesen fedi fel a
molekularis mechanizmusokat. A processzivitas sinen megtett tavolsag ("processziv futdsi
tavolsag") szerinti definicioja egy élettartam tipusu valtozora emlékeztet. Azonban egy futas
soran szamos, egymast koveto, elso megkozelitésben biokémiailag teljesen azonos egyedi
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mechanokémiai ciklus valosul meg. Mitol és hogyan lép fel a futasi tavolsag utani sinrol valo
levalas? Lehetséges, hogy egy adott motormolekulara nézve az egymast koveto ciklusok nem
teljesen azonosak? Emlékezhet-e a motorfehérje a megtett mechanokémiai ciklusok szamara,
és ilyen értelemben rendelkezik-e memoridaval? Ide tartozik, hogy a miozin 5 esetére,
amelyekben az egyedi fejek terhelési aranya 70% (p. 57), hogyan tortént az latlagos 10
lépésnyi futasi ciklus kiszamitasa?

A processziv futdshossz kisérletesen meghatarozott exponencidlis gyakorisag-eloszlasanak
magyarazatdhoz elégséges egy egyszerll, biokémiailag azonos ciklusok sorozatabol allo
modell, amely a 22. cikkben részletezett szamitasaink alapjaul is szolgalt. E modellben egy
adott mechanokémiai ciklusban a transzlokacié k; sebességi allandoval, a sinrél torténd
disszociacio pedig Kq sebességi allandoval torténik. E két allandd meghatarozza a tovabblépés
valosziniségét (P = ki(kitkg)), amely processzivitasként definialhatd, és a kisérletekben
tapasztalt exponencialis, <n> = P/(1-P) varhat6é 1épésszammal jellemezhet6 futashossz-
eloszlast eredményezi. A jelenleg ismert adatok magyarazatahoz nem sziikséges az egyes

crer
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1épési mechanizmussal irtak le, amelyben egy sebesség-meghataroz6 mechanokémiai ciklust
4-5 (kisérletesen ennél pontosabban nem meghatarozhaté szamu) gyorsabb ciklus kovet (205.
hiv.). Fontos megjegyezni, hogy ez a modell is beilleszthetd a fenti elvi keretbe ugy, hogy két
egymast kovetd sebesség-meghatarozo 1€pés kozotti eseménysorozatot tekintiink egy tun.
,.kinetikai” ciklusnak.

Az 57. oldalon talalhato elméleti megfontolassal azt kivantam illusztralni, hogy a miozin
5a kisérletesen mért, 60 1épésnyi varhato futdshossza joval meghaladja a legegyszeriibb 1épési
modell alapjan, koordinacié hianyaban varhatd értéket. Egy szélsdségesen leegyszerisitett
modellben az egyedi fejek mechanokémiai ciklusa minddssze egy sinkotott és egy sinrdl
levalt allapotbol all, amelyek kozott az atmenetek Kay illetve Kger sebességi allandoval
torténnek a kotés illetve a levalas iranyaba. Ekkor egy adott mechanokémiai 1épés
valoszinliségét kozelitdleg az fogja meghatarozni, hogy az egyik fejjel sinkotott molekula
mekkora valdszinliséggel keriil két fejjel kotott allapotba ahelyett, hogy mindkét feje
disszocialna a sinrél. Ennek valosziniisége P = Ka/(KattKger), ami megegyezik a terhelési
arany (duty ratio) definicojaval. A varhato 1épésszam igy a fentiek alapjan <n> = P/(1-P)
lesz, ami a mésok 4ltal kordbban a csirke miozin 5a-ra becsiilt P = 0,7 esetén 2,3 1épésnek, a
25. cikkiinkben egér miozin 5a-ra becsiilt P = 0,94 alapjan 16 1épésnek adodik. Az 57. oldalon
megadott terhelési arany- és 1épésszam-értékek ezek alapjan nem konzisztensek. K6szoném a
biralonak, hogy kérdésével segitette ennek tisztazasat.

11. p. 37, 24. abra. Az abra alapjan nagy a kisértés, hogy fiiggvénykapcsolatot allitsunk fel a
terhelési arany és a ciklusido kozott. Lehetséges ez? Ha igen, mi az alapja és mi lehet az
értelme?

A miozin 2 osztalybeli izoformak 24. dbran bemutatott adatai valoban azt sugalljdk, hogy a
terhelési ardny pozitivan korrelalhat a ciklusidovel. A szamos miozin osztaly adatait bemutato
28. abran azonban az latszik, hogy — biologiai funkciotol fiiggden — egy adott terhelési
aranyhoz jelentdsen eltérd aktinkotési €letidd (és ezek altal meghatarozott eltérd ciklusidd)
tartozhat a kiilonb6z6 miozinokban. Ugyanezen az 4bran latszik az is, hogy inkabb az aktin-
¢s ADP-kotés kozotti termodinamikai kapcsoltsag mutat negativ korrelaciot a terhelési
arannyal. Ebbdl az a fontos kovetkeztetés vonhato le, hogy a terhelési ardny novelését a
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miozinok leggyakrabban — a ciklusidé hosszatol fiiggetleniil — az ADP-felszabadulas aktin-
aktivacidjanak mérséklésén keresztiil érik el.

12. Az akto-NM2B-HMM komplex ADP chase kisérletében (38. abra, p. 55) hogyan tortént a
két fazis miozin fejek szerinti azonmositisa? Mas szoval, honnan lehet tudni, hogy a gyors
illetve lassu dtmenetek az eliilsé vagy hatso fejre vonatkoznak-e?

Az emlitett munka (17. cikk) kisérlet-sorozataban azt tudtuk megallapitani, hogy a két ADP-
eredményekbdl nem volt lehetséges annak azonositasa, hogy melyik fazis tartozik az eliilsé
illetve hatulso fejekhez. A hozzéarendeléshez azt — a kordbbi lézercsapda-kisérletekbol
szarmaz6 — informaciot hasznaltuk fel, hogy mind az NM2-hoz legnagyobb hasonlosagot
mutatdé simaizom miozin 2, mind pedig a miozin 5a ADP-felszabaduldsat a munkaiitem
(powerstroke) iranyaba haté erd gyorsitja, az ellentétes iranyu er6 pedig lassitja (Veigel et al.
(2003) Nat. Cell Biol. 5:980 illetve 198. hiv.). Ezt a sajatsagot késobbi lézercsapda-
kisérletekben NM2B esetében is igazoltak (197. hiv.).

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

Az NM2 fejeknek a kinetikai kisérleteinkben meghatarozott, kiillonb6z6 iranyu eréhatasok
altal eldidézett ADP-affinitas-valtozdsa érdekes kovetkeztetésekre ad alapot a fej
mechanikajat, illetve a fellépd torzios erdket illetéen. Ha feltessziik, hogy (a) az ADP-kotés
szabadentalpidjdban tapasztalt er6fliggd valtozasok teljes egészében a torzids hatdsbol
erednek, (b) az eliils6 és hatso fejek torzids elmozdulasanak 6sszege 9 nm (Chakrabarty et al.
(2002, PNAS 99:6011) vazizom miozin 2-n végzett FRET mérései alapjan), illetve (C) az
eliils6 és hatso fejek rugodallanddja azonos, akkor NM2A esetében 0,59 pN/nm-nek, NM2B
esetén pedig 0,77 pN/nm-nek adodik a fejek rugdallandodja. Ez alapjan az egyes NM2 fejekre
hat6 torzios erdk értéke 2,5 és 3,9 pN kozé becsiilhetd. Ezek az értékek jol egyeznek mas
miozinokon Kkapott lézercsapda-eredményekkel, amelyek alapjan a vazizom miozin 2 fej
rugodallanddja 0,69 pN/nm (Veigel et al. (1998) Biophys J. 75:1424), a simaizom miozin 2-¢
pedig 0,45 pN/nm (Veigel et al. (2003) Nat. Cell Biol. 5:980). Erdekes modon, a hosszabb és
flexibilisebb nyakkal rendelkezd, 0,20 pN/nm rugéalland6ju miozin Sa esetében is hasonlonak
adodott a mindkét fejjel aktinhoz kotott molekula fejeire hato torzios erd (3,6 pN; 198. hiv.).
krisztallografiai tanulmany szerint a miozinfej flexibilitdsanak f6 forrasa lehet a nyaki
nehézlanc-szegmens C-terminalis részén talalhatd ,,kampot” és a regulacios konnyiilanc egy
a-hélixét tartalmazo régio, amely két kiilonbdzé konformaciot vehet fel, és igy akar 1 nm-rel
modulalhatja a nyak hosszasagat (Brown et al. (2011) PNAS 108:114).

14. p. 47. A miozin mechanokémiai kinetikai utvonalainak kell6 megvalasztasaval elvben
lehetségessé valhat, hogy a nem-processziv izom-miozin 2 egyedi molekula mechanikali
kisérletekben vizsgalhatova valjék? Bdarmennyire hihetetlen ugyanis, az izom-miozin 2 dltal
kifejtett maximalis, egy molekuldra esd izometrias erét mind a mai napig nem ismerjiik.

Mind az egyedi miozinfejek altal kifejtett ,,egységnyi” izometrids erdre, mind pedig az
izometrias terhelési aranyra nézve vannak — ahogyan a biralé is megjegyzi, vitatott — adatok
az irodalomban. Linari et al. (2007, Biophys. J. 92:2476) szerint a nyal m. psoas rostjaiban
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izometrikus kontrakcié soran a miozinfejek mintegy 33 %-a kotddik egyidejiileg erésen az
aktinhoz. Az egységnyi erd nagysagat permeabilizalt rostokon végzett vizsgalatok alapjan
20°C koriili hdmérsékleten 5-7 pN-ra becsiilik kiilonb6zé izomtipusokban (Decostre et al.
(2005) PNAS 102:13927, Linari et al. (2007) Biophys. J. 92:2476), mig egyedi aktomiozin
kolcsonhatasok 1ézercsipeszes vizsgalataiban 1,7 pN-t6l (Molloy et al. (1995) Nature
378:209) a 10 pN-nal nagyobb értékekig (Takagi et al. (2006) Biophys. J. 90:1295) kozoltek
eredményeket.

15. p. 53. Ha a mechanikailag terhelt NM2 molekulaban nincs elmozdulds, és rdaadasul
gvakorlatilag teljesen ledall az enzimatikus ciklus, akkor értelmezhetetlenné valik a
munkavégzés (amely ekkor 0) és igy a fizikai értelemben vett hatasfok is. Nemde egyszeriien
arrol van szo, hogy ilyenkor a molekula egyfajta "lakatként" viselkedik?

Az elmozdulast nem produkaélo, ,erdtarté” vagy ,lakat” lizemmoéddban 1évé NM2 motor
munkavégzése valoban 0. Az ilyenkor fellépd alacsony ATP-fogyasztast mint ,arat” a sejt
azért fizeti, hogy a passziv er6tartd elemek helyett — illetve mellett — a valtozo, fluktuald
sejtbeli kornyezetben autoném mechanikai valaszra €s iranyfiiggod erdtartasra képes, verzatilis,
adott esetben kontraktilis funkciora kapcsolhatdo motorral rendelkezhessen.

16. p. 55-56. 4 NM2 molekulara hato visszahuzo erd hatdasdra az erdsen aktin-kétott allapot
stabilizalodik, és aktomiozin disszocidcio nagymértékben lelassul. Kiilsé mechanikai ero
hatasara a kémiai kotések élettartama rovidiil a kotesi reakcio lassul, és a disszociacio
gvorsul. A predikcioval ellentétes megfigyelésrol van szo tehat. Mivel az aktomiozin
dllapotokban szamos kétés vesz részt, jogosan meriil fel a kérdés, hogy a mechanikailag
torzitott (és stabilizalt) akto-NM?2 dallapotban kialakulnak-e ujabb kotések az aktin filamentum
és a miozinmolekula kézott?

A miozin erdvezérelt szabalyozasanak kulcskérdése, hogy a gyenge és erds aktinkotd
allapotok kozotti atmenet hogyan fligg az erdkarra kifejtett kiilsd er6hatastol. Pontos mérési
adatok erre vonatkozolag nem allnak rendelkezésre, de fontos megjegyezni, hogy ez a hatés
dontden befolyasolhatja a 26. cikkiinkben (és a dolgozat 29. abrajan) vazolt modellben kék és
piros szinnel jelolt alternativ erdgeneralasi utvonalak fluxusait is. E két Gtvonalon az erds
aktomiozin kolcsonhatas 1étrejotte illetve az erdkarlecsapas kiilonb6zd sorrendben torténik. A
jelenlegi adatok alapjan valdsziniisithetd, hogy mindkét utvonal megvalosul, ¢és
valoszinliségiiket a kiilsé er6hatas befolyasolja.

17. A mechanikai erd hatasara fellepé ADP-disszociacio gatlasnak mi lehet a molekularis
mechanizmusa? Elképzelheto, hogy az ATP-kéto zseb geometridgja torzul, és mintegy
mechanikai akadaly lép fel a disszocidcioval szemben?

Maisok kisérleteibdl és sajat munkankbol is vilagosan latszik, hogy az erdtarto illetve
processziv miozinok legalabb két kiilonbozd stabil ADP-kotott szerkezetet képesek felvenni
(Rosenfeld et al. (2005) J. Biol. Chem. 280:6072, Hannemann et al. (2005) Biochemistry
44:8826, illetve 178. és 179. hiv.; valamint 7., 12. és 17. sajat cikkek). Az adatokat magyarazé
legegyszerlibb modell szerint az ADP-felszabadulast meg kell eléznie egy un. ,zart”
szerkezetbdl egy ,nyitott”-ba torténd atmenetnek, amely &atmenet erdfiiggd egyensulyi
allandoja nagyban meghatarozza az ADP-felszabadulas észlelt sebességi allandojat. A két
allapot kozotti erdkar-elmozdulas nagysaga korreldl az atmenet erdfiiggésének mértékével. A
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»zart” allapotban minden bizonnyal ,torzul” a nukleotidkotd zseb szerkezete az ADP-
disszociacid-kompetens ,,nyitott” allapothoz képest.

18. A miozin motorok szerkezetébdl és miikédésébol adodoan az erdhatds nem csak a
csukloponton, hanem a nyak és a rud csatlakozasi pontjan is kell, hogy jelentkezzen. Van-e,
vagy varhato-e barmilyen specialis szerkezeti feltétel vagy tulajdonsag a miozin molekulanak
ezen a pontjan?

A nyak-rad csatlakozas mechanikai sajatsagait valosziniileg jelentésen befolyasolo szerkezeti
sajatsagot irtak le a 13. kérdésre adott valaszban mar emlitett tanulmanyban (Brown et al.
(2011) PNAS 108:114). Eszerint a nyaki nehézlanc-szegmens C-terminalis részén talalhato
»kampot” és a regulacios konnylilanc egy o-hélixét tartalmazo régio lehet a nyak-rad
csatlakozas flexibilis eleme.

A nyak-rad csatlakozas flexibilitasat a rad proximalis részét alkotd S2 szegmens coiled-
coil szerkezetének felolvadasa is dontden befolyasolhatja. Lee Sweeney csoportja
(Chakrabarty et al. (2003) Biochemistry 42:12886) kimutatta, hogy a mindkét fejjel er6sen
aktinkotott miozinszerkezet kialakulasahoz nem sziikséges az S2 olvadéasa. Carolyn Cohen ¢és
Nyitray Laszlo csoportjainak adatai viszont azt jelzik, hogy az egyes miozin 2 formak
szabalyozasaban kulcsjelentdségli aszimmetrikus kikapcsolt allapot 1étrejottét segiti az S2
proximalis részének felolvadasa (Li et al. (2003) Nature 424:341, Brown et al. (2007) J. Mol.
Biol. 375:14349).

19. A hét béta-lancbol felépiilo transzducer domén érdekes lehetoségeket vet fel. Van-e
szerkezeti hasonlosag ezen domén és a hasonloan hét béta-lancbdl felépiilo Ig vagy FN
domének kozott? Lehet-e kovetkeztetni a transzducer domén mechanikai tulajdonsagaira az Ig
és FN domének mara mar aranylag jol jellemzett mechanikai tulajdonsdgaibdl (ldasd pl. titint
felépito domének).

A miozin motordoménjében elhelyezkedd hétszalu B-lemez tobb szubdomén magjat alkotd,
egyarant el6fordulnak, és az egyes széalakat szekvencialisan a rovid hajtiikanyartol a
szubdomén-méretli inszerciokig terjed6 szakaszok valasztjak el. A B-lemez és a kdornyezd
miozinok, kinezinek, G-fehérjék, valamint a RecA-domént tartalmazé DNS-moddosito
enzimek torzsfa-kutatasara is (55. hiv.). Az emlitett fehérjék kozponti B-lemezének sokrétii
kolcsonhatasai és topologiai viszonyai alapvetéen befolyasolhatjdk annak mechanikai
tulajdonsagait, ezért kérdéses, hogy parhuzam vonhato-e a szerkezetileg egyszeriibb,
kozvetlenil 6sszekotott B-szalakbol felépiilo Ig és FN B-szendvics domének jol jellemzett
mechanikai sajatsagaival.

Megjegyzendd, hogy a miozin kdzponti B-lemezének az aktinkotéskor bekovetkezd
torzuldsa érdekes parhuzamot mutat az F1 ATPaz B-alegység nukleotidk6té doménje kdzponti
B-lemezének a nukleotid kotéséhez illetve a termékfelszabaduldshoz kapcsolodd jelentds
konformacio-valtozasaival (Menz et al. (2001) Cell 106:331; 195. hiv.; illetve lasd alabb a 22.
valaszban is).

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

A magnescsapda-kisérletekben altaldnosan alkalmazott DNS-hajtli szubsztratoknak — az
elrendezésbol adodoéan — csak a szalszétvalasztist segitd megnyujtdsa lehetséges, a
szétvalasztas ellen hatd erdk alkalmazasa nem megoldott. Ismeretes viszont, hogy a
helikézaktivitas zart kettdsszali DNS-szubsztrat esetén a halad6 enzim eldtt pozitiv (mogotte
pedig negativ) szuperhelicitdst és topologiai stresszt eredményez, ami topoizomeraz
partnerenzim hidnyaban a szalszétvalasztds korai megallasat eredményezi. A megallashoz
sziikséges erdre lehetne kovetkeztetni a megallas elott szétvalasztott szakasz hosszanak
meghatarozasaval, amely szakaszt egyszala DNS-kot6 fehérjével lehetne stabilizalni. E mérés
azonban valosziniileg technikai nehézségekbe iitkbzne, mivel a szétvalasztott szakasz
vélhetdleg tal rovid lenne ahhoz, hogy stabil komplexet alkosson az egyszalu DNS-koto
fehérjével. A megallashoz sziikséges er6t topolodgiailag korlatozott kettdsszala DNS-
molekulak szétvalasztasanak magnescsapdas mérésével is lehetne vizsgalni. Itt is valdszini
technikai nehézséget jelentene a szétvalasztas korlatozott kiterjedése €s tranziens mivolta.

21. A BLM egy mechanikai ciklusra eso lépéshossza valdjaban mekkora? A disszertacioban
ennek a definicioja az egy ATP-re es6 elmozduds. Azonban nincs itt cirkularis logika? Nemde
arrdl a mdra a molekularis biofizikaban dogmatikus allaspontra vezetheté vissza ez a
definicio, hogy a mechanoenzimekben szoros csatolas (1 mechanika/l enzimatikus ciklus)
miikodik?

A BLM és az azota altalunk jellemzett E. coli RecQ helikaz esetében az 1 nukleotidegységnyi
(nt) elmozdulas per 1 molekula ATP-hidrolizis szoros mechanokémiai kapcsoltsag, illetve a
transzlokacidé monomer formaban torténd megvaldsuldsa alapjan valdszintsitjiik, hogy ezen
enzimek egy mechanokémiai ciklusa sordn 1 ATP-molekula hidrolizise torténik. Fontos
hangsulyozni azonban, hogy analiziseinkben ezt a paramétert nem tekintjilk a priori adott
feltételnek. A 4. tablazatban felsorolt paramétereket egy olyan kiterjesztett modell alapjan
definidltuk, amelyben egy mechanokémiai ciklus — amely definicid szerint két sebesség-
heghataroz6é 1€pés kozotti eseménysorozat — tetszdleges szami ATP-fogyasztasi
részeseménybdl (C paraméter) és tetszéleges, akar c-tdl kiillonbozd szaml mechanikai 1épésbdl
is allhat (m paraméter = egy ciklusban megvalosuld elmozdulds nt egységben). A ¢ és m
paramétereket Fischer és Lohman analizise szerint (204. hiv.) lehetséges meghatarozni abban
az esetben, ha magas jel-zaj arany mellett felvehetk a végiikon fluoreszcensen jelolt DNS-
szubsztratokon torténd transzlokacio tranziensei. A sokparaméteres, komplex modellre
torténd illesztéssel azonban a paramétereket gyakran csak nagy hibaval lehet meghatarozni,
ahogyan azt az emlitett szerzok is elismerik. Ezért dolgoztuk ki a 22. cikkiinkben bemutatott
egyszerisitett modellt, amellyel a ¢ és m paramétereket (azaz a mechanokémiai ciklusok
komplexitasat) elkiiloniilten nem kezeli, hanem arra fokuszal, hogy a transzlokacié vagy
szalszétvalasztas makroszkopikus mechanokémiai paramétereit robusztus moédon meg tudjuk
hatarozni (Kgyans = makroszkopikus haladasi sebesség (nt/s), C = makroszkopikus ,,lizemanyag-
fogyasztas” (ATP/nt), Pmaer = makroszkopikus processzivitas, amelynek segitségével a
mikroszkopikus mechanizmustol fliggetleniil meghatarozhato a futdssorozat varhatd uthossza
(Pmacr/(lfpmacr)/c))-

22. A post-rigor és pre-powerstroke dllapotok kozétti atmenet reverzibilis lépés. Ez felveti
annak elvi lehetoséget, hogy ATP szintézis jojjon létre az ellentétes iranyu reakcioban. Van
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ennek realitisa? Mik volnanak ennek feltételei? Ebbol a szempontbol lehet-e analogiat vonni
az ATP szintézis motor komplexével (F1FO ATPaz)?

Tobben sikerrel kimutattak, hogy megfelelden magas termékkoncentraciok alkalmazasaval a
miozin ATP-hidrolitikus reakcidja visszafordithaté. Goody és munkatarsai (1977, Eur. J.
Biochem. 78:317) azt talaltak, hogy a miozin S1 molekulak 2 %-anak aktivhelyén ATP
szintetizalodik ADP-bdl és szervetlen foszfatbol (P;) a kovetkez6 koriilmények kozott: pH 8,
120 mM ionerésség, 23°C, 86 uM S1, 40 mM P; és 2,5 mM ADP. Sleep és Hutton (1980,
Biochemistry 19:1276) 1.7x10™ s sebességi allandoju ATP-szintézist figyelt meg hasonlo
koriilmények kozott.

Az ATPaz reakcio megforditisa miozinban féleg az enzim igen magas (10 M™
nagysagrendil) ATP-affinitasa miatt nehezebb, mint az F; ATPaz esetében. Emellett az FoFq
rendszer az aktomiozinhoz valé érdekes hasonlosagokat mutat. Ezek kozé tartozik a f-
alegység aktivhelyének nukleotid-allapota és az a illetve P alegységek kozotti kolcsonhatas
erdsségének kapcsoltsaga, a P-alegység 9-szalu B-lemezének a ciklus kozbeni felnyilasa
illetve zarddasa, a kétlépéses (90 plusz 30°-os elmozdulasokbol all6) munkaiitem, illetve a
mozgasi kinetika er6érzékenysége.

23. Az izomkutatas korabban orokzold, mara talan inkabb elfeledett (de megnyugtatoan meg
nem valaszolt) kérdése, hogy az izom-miozin 2 két feje a szarkomérben vajon egyiittmiikédik-
e? A NM2-n szerzett megfigyelések adhatnak-e valaszt erre a kérdésre?

Az NM2 rendszeren gyljtott adatok arra is ravilagitanak, hogy izometrikus vagy erdsen
terhelt allapotban a mindkét fejjel aktinkotott miozin allapot izomban is megvaldsulhat és
erdtartd szereppel birhat.

Az miozin 2 kétfejii felépitése a régota ismert — a miozin Ca?*-kétése vagy foszforilacioja
altal megvalosuld szabalyozésaban kulcsjelentéségli — aszimmetrikus kikapcsolt allapot
létrejottét teszi lehetévé. Emellett a kozelmultban arra is fény deriilt, hogy az aszimmetrikus
szerkezet az izom un. szuperrelaxalt allapotat is eldidézi, amelyben a fejek a vastag
filamentumra visszahajolva annak ,,térzsével” (a farokrégioval) is kolcsonhatasba 1épnek. Ezt
kiilonb6z6 izeltlabl, puhatestii, illetve gerinces izomtipusokban is kimutattak (Craig &
Woodhead (2006) Curr. Opin. Struct. Biol. 16:204, Jung et al. (2008) Mol. Biol. Cell.
19:3234, Zhao et al. (2009) J. Mol. Biol. 385:423, Naber et al. (2011) J. Mol. Biol. 411:943).

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

A motorenzimek erdfiiggé mechanizmusai mellett az is ismeretes, hogy a sejtek és az
extracellularis matrix kozott fellépd er6hatasok — a matrix-, membran- illetve intracellularis
fehérjék szerkezetének befolydsolasan keresztiill — szabalyozzdk a sejt-matrix adhéziok
kialakulasat (Bershadsky et al. (2006) Curr. Opin. Cell Biol. 18:472). Jonhson és munkatarsai
(2007, Science 317:663) kimutattak azt is, hogy a vorosvértestekre hato kiilsé hidrodinamikai
nyirder6 a spektrin vazfehérje szerkezetét jelentésen befolyasolja és azon 1) reaktiv
felszineket exponal.

25. A disszertacio két, talan leggyakrabban eldfordulo kifejezése és szava az ATP és a
hatasfok. A jelolt daltal vizsgalt biomolekularis rendszerek mindegyike ATP felhasznalo. Az élo
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sejtben taldlhato, mara megismert ATP-t hasznadlo biomolekuldak szama szinte megbabondzo.
Altaldnos biolégiai  kérdésként kindlkozik, meg lehet-e becsiilni, hogy az élI6 sejt
biomolekularis folyamatainak fenntartasahoz mekkora mennyiségii steady-state ATP
felhasznalasra van sziikség? Ki lehet-e fejezni egy hatdsfok paramétert ebbol a szempontbol
az élo sejtre nézve?

Az ¢él16 sejtek energiaforgalma — érdekes modon — hasonld nagysagrendii a prokariota és
cukariota szervezetek esetében: koriilbeliil 0.1 pW per g sejttomeg értéknek adodik
(Makarieva et al. (2005) Proc. R. Soc. Lond. B. 272:2219). Ez a teljesitmény ATP-
koncentracid-valtozas egységre szamitva koriilbeliil 3 uM/s reakciosebességnek felel meg,
ami azt jelzi, hogy folyamatos utdnpotlas nélkiil a sejtek ATP-készlete normal
energiafogyasztas mellett néhany perc alatt elfogyna. Az ATP-felhasznalas ,,globalis” fizikali
hatdsfoka nem konnyen definialhatd, és fiigg a vizsgalati szint megvalasztdsatol. Az
mindenesetre ismert, hogy prokariotak esetében az energiaforgalom 2 %-a DNS-replikaciora,
mig 75 %-a fehérjék kifejezésére forditodik.

A kozelmultban jelent meg Lane és Martin (2010, Nature 467:929) érdekes felvetése. A
szerzOk e cikkben — tobbek kozott Vellai Tibor és Vida Gabor (1999, Proc. R. Soc. Lond. B.
266:1571) korabbi meglatasaival 0sszhangban — annak okat firtattdk, hogy a prokariotak
kozott miért nem jelent meg az eukariota szervezetekre jellemzd komplex testszervezddés
annak ellenére, hogy minden mas ,,eukariota jellegzetességnek” tartott sajatsagra talalhatunk
példat a prokariota vilagban. Lane és Martin szerint az eukariota kompartmentalizacio ¢€s a
mitokondriumok egy sejtmagi genomra esd nagy szdma tette lehetdvé a genomméret mintegy
5 nagysagrendnyi novekedését — a tomegegységenkénti valtozatlan energiaforgalom mellett.
A prokariotakra jellemzd 0.1 fW/génkopia fajlagos energiatermeléssel ellentétben az
eukariota szervezddésben sejtenként és magi génkopianként 100 fW-nyi teljesitmény all
rendelkezésre, amely novekedés eldfeltétele annak, hogy a sejt nagysagrendekkel nagyobb
informacio-készletet €s tobbféle szabalyozémolekulat tudjon fenntartani.

Budapest, 2012. januar 25.

Kovéacs Mihaly
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