EOTVOS LO’RAND TUDOMANYEGYETEM
TERMESZETTUDOMANYI KAR
BIOKEMIAI TANSZEK

Valasz Dr. Haracska Lajos biraléi 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. A miozinra mért kinetikai paramétereket mennyire befolydsolhatjik a reakciokoriilmények,
pl. ionerosség vagy pH. Ezzel kapcsolatban felvetodik az a kérdés is, hogy mennyire
osszehasonlithatoak a kiilonb6zo miozin formak kinetikai paraméterei, ha azokat nem teljesen
azonos kisérleti koriilmények kozott allapitottak meg — mint pl. az 1-es tdbldzatban kozoltek,
amelyek egy része tamaszkodik csak sajat mérésekre, mig a tobbi az irodalombdl nyert érték.

Az 1-2. téblazatokban kozO6lt, sajat és mas laborokban meghatirozott adatok a
tudomanyteriileten kialakult altalanos konszenzusnak megfeleld mérési koriilmények kozott
keriiltek meghatarozasra 25°C-on, pH 7-en, 75-125 mM ionerdsségli oldatban. E konszenzus
az élettani koriilmények lehetdség szerinti reprodukalasa, illetve az izolalt fehérjék stabilitasa
altal diktalt gyakorlati szempontok nyoman alakult ki. A 14. cikkiinkben k6zolt temperature-
jump/stopped-flow moddszer alkalmas humén enzimek 37°C-on torténd vizsgalatara is, a
huméan miozinok ilyen koriilmények kozott torténd atfogd jellemzése azonban még nem
tortént meg.

A miozinok ismertetett nagyfoku funkciondlis és biokémiai valtozatossaga ellenére —
érdekes modon — a kinetikai ciklus egyes részlépései jellegzetesen hasonld fiiggést mutatnak a
kiilonb6z6 izoenzimek esetében. Erre példaként hozhato az aktin-affinités jelentds ionerdsség-
fiiggése, foleg az Gn. gyenge aktink6td (miozin.ATP, illetve miozin.ADP.P;) allapotokban.
Ennek jellegzetes kovetkezménye, hogy a miozin Steady-state ATPazanak aktin-aktivalasara
jellemzo, félmaximalis aktivalast el6idézo aktin-koncentracio (Katps,) értéke jelentdsen nd az
ionerd novekedésével, mig a maximalis aktivitds nem vagy joval kisebb mértékben véltozik.
Ennek példajat mutatja két kiilonboz6 miozin esetén az alabbi 1. abra, amelynek adatai a 7.
illetve 10. cikkeinkbdl szarmaznak. A vazizom miozin 2 Karps, értéke is hasonloan kifejezett
ionerdsség-fiiggést mutat. Ennek kovetkezményeként példaul White €s munkatarsai (1997,
Biochemistry 36:11828) a gyengén aktinkotott allapotokban bekdvetkez6 molekularis
eseményeket csak szélsdségesen alacsony (2 mM) ionerdsségii oldatban tudtak hatékonyan
vizsgalni.
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1. dbra: Szarvasmarha miozin 10 (A) és Drosophila melanogaster miozin 5 (B) szubfragmentum-1 konstrukciok
steady-state ATPaz aktivitasanak aktin-aktivacidja kiilonb6z6 ionerésségii (1) oldatban (25°C, pH 7).

Hiperbolikus illesztéssel kapott maximalis aktivitas (K) és Karps, értékek: miozin 10: 4,0 stéss,7 uM (I =
10 mM); 3,0 s és 33 uM (I = 110 mM); Drosophila miozin 5: 13 5™ és 9,9 uM (I = 25 mM), 13 5™ és 19 uM (1
=75 mM). (Forras: 7. és 10. sajat cikkek)

A pH jelentdsen befolyasolja a miozinhoz kototten lezajlo ATP-hidrolizislépés egyensulyi
allandojat (K3 a dolgozat 16. abrajan), amire a quenched-flow mérésekben (pl. 18. abra a
dolgozatban) lathato ,,P; burst” amplitidojanak valtozasabdl kovetkeztethetiink. Bagshaw és
Trentham uttoré cikkében (76. hivatkozas a dolgozatban) a vazizom miozin 2 hidrolizis-
Iépésének egyensulyi allanddja pH 8-on 9-nek adodott, mig késdbbi, alacsonyabb pH-n
végzett mérésekben ez az érték joval alacsonyabbnak mutatkozott (6. sajat cikkiinkben
példaul K3 = 0.35-6t hataroztunk meg pH 7-en).

A magas terhelési ardnyu, processziv vagy erdtartd miozinokban az aktomiozinrol torténd
ADP-felszabadulas, amely a haladési sebesség illetve az erdtartdsi hatékonysag alapvetd
meghatarozoja, NM2 izoformak esetében széles ionerdsség-tartomanyban (10-110 mM)
allando (nem publikalt sajat adatok). Sarlos Kata doktorandusszal a folyamat hémérséklet-
fliggését is megvizsgaltuk a 17. cikkiinkben ismertetett mddszerrel, mechanikailag terhelt
NM2A fejek esetén. E nem publikélt adataink (alabbi 2. abra) azt jelzik, hogy az ADP-
felszabadulési kinetika terhelés-fliggése kis mértékben fiigg a homérséklettol: az asszisztalo
illetve ellenerd hatdsa alatt allo fejekrdl torténd ADP-felszabadulasi sebességi allandok
hanyadosa a 4°C-on tapasztalt 22-r61 26°C-on 14-re csokken, ami a fejek flexibilitdsanak
novekedésére utal.
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2. abra: Aktin-kotott, asszisztald illetve ellenerd hatasa alatt allo NM2A fejekrol torténd ADP-felszabadulas
sebességi allandoinak Arrhenius-abrazoldsa. A folyamat latszolagos aktivalasi energiaja asszisztalo erd esetén
109 kJ/mol-nak, ellenerd esetén 125 kJ/mol-nak adédott. (Nem publikalt sajat adatok)

Altaldnossagban elmondhatd, hogy a dolgozatban hangsiilyosan targyalt, az egyes miozin
izoformak mechanisztikus paraméterei kozotti kiilonbségek 1ényegesen nagyobbak, mint amit
a fiziko-kémiai koriilmények ésszerii mértékii valtoztatasa okoz egy adott izoforma esetében.
Emellett szdmos esetben el6fordult az is, hogy a mérési koriilmények valtoztatasa a mitkodési
mechanizmus valamely fontos vonasat fedte fel. Ennek egyik példdja, hogy a 18. cikkiinkben
vizsgalt Dictyostelium miozin 2 mutansokban a katalitikusan aktiv konformacio
kialakuldsdnak egyenstlyi 4llandoja az ATP-hidrolizis kémiai 1épésével parhuzamos
hémérséklet-fiiggést mutatott, ami a két folyamat kapcsoltagara vilagitott ra. Egy masik
esetben az aktinkdtés soran bekovetkezd szerkezet-véaltozasok kozotti energetikai
kiilonbségeket sikeriilt felfedniink kiilonb6z6 miozinok aktinkotésének homérséklet- illetve
ionerdsség-fliggésének vizsgalataval (27. cikk).

2. A dolgozatbol vilagossa valt, hogy a miozinok aktudlis élettani szerepe jol tiikrézodik
kinetikai jellemzoikben. Felfedezheto-e hasonlo kapcsolat a DNS helikazok kinetikai jellemzoi
és funkcioi kozott. Ha ez még nem ismert, milyen hipotézis lehetne feldllitani erre pl. egy
replikacios és egy rekombinacios helikaz 6sszehasonlitasa kapcsan.

A helikdzok enzimatikus sajatsagai €s biologiai szerepei kozotti Osszefiiggés modszeres
elemzése érdekes modon még hianyzik a szakirodalombol. Harami Gébor doktorandusszal
irando tervezett Gsszefoglald cikkiinkhoz kigytijtottiik annak a tizendt, valtozatos biologiai
funkcidju helikdznak az adatait, amelyek miikodésérdl kvantitativ ismeretekkel rendelkeziink.
Ezek koziil a human BLM és E. coli RecQ enzimek adatai sajat munkankbol szarmaznak. Az
adatoknak mar az eldzetes elemzése is nagy szamu érdekes megfigyelést tesz lehetdve,
amelyek koziil altalanossagban az aldbbiakat emelem ki:

a) A helikazok szalszétvalasztasi sebessége korrelal processziv futishosszukkal. Erdekes
modon azonban, a hibajavitd helikdzok esetében a sebesség kevésbé meredeken né a
futashosszal, mint a replikacios helikdzok esetében (alabbi 3A é4bra).

b) A replikacios helikazok futashossza korrelal a replikalandd genom méretével (3B abra).

C) Az egyszali DNS-en torténd akadalytalan transzlokacio és a kétszali DNS
szalszétvalasztasanak Osszehasonlitasabol az latszik, hogy a hibajavitd helikdzok esetében a
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két aktivitasra jellemzd sebesség- és futashossz-értékek kozel megegyeznek, mig a replikacios
helikazoknal a szalszétvalasztasra jellemzo értékek alacsonyabbak a transzlokacidsaknal. Ez a
viselkedés arra utal, hogy a hibajavitd helikdzok aktiv duplex-destabilizald6 mechanizmust
hasznalnak, mig a replikacios helikazok esetében a mechanizmus részben passziv sajatsagokat
mutat (3C abra).
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3.4bra: Helikdzok biokémiai sajatsdgai és biologiai funkcidja kozotti Osszefiiggések eldzetes elemzése

(publikalatlan &sszefoglalas). A: A kétszala DNS-szalszétvalasztas varhatd processziv futashossza (Py, bp) és a

szalszétvalasztasi sebesség (Ky, bp/s) kozotti 6sszefiiggés. B: A replikalandd genom(szakasz) mérete (Lesr, bp) és

a szalszétvalasztas varhatd futashossza (P, bp) kozotti 6sszefliggés. C: A kétszalu DNS-szalszétvalasztas és az

egyszali DNS-en torténd transzlokacid kinetikai paramétereinek hanyadosai k6zotti 6sszefiiggés a futashossz

(Pu/Py) és a sebesség (ky/ky) Osszevetésével. A biologiai funkcid szerinti szinkdd (A abra) mindharom panel

esetén azonos. Az abran az alabbi helikazok adatai szerepelnek: NS3 (hepatitis C virus), T7gp4 (T7 bakteriofag),

UvrD (E. coli), PcrA (B. stearothermophilus), T4gp41 (T4 bakteriofag), Tral (E. coli), DnaB (E. coli), NPH-II

(vaccinia virus), BLM (human), AddAB (B. fragilis), RecBCD (E. coli), RecG (E. coli), Rho (E. coli), RecQ (E.

coli), RecD2 (D. radiodurans). Forrasok: 24. sajat cikk, publikalatlan sajat adatok (RecQ); illetve 111., 205-207.,
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3. Szamos DNS helikaz in vivo mds fehérjékkel képzett komplexben taldlhato pl. a BLM
helikaz élesztd homologja az Sgsl helikdz a Top3-val mig az Srs2 a SUMO-PCNA-vel formal
komplexet. Mennyiben befolyasolhatjak a helikazok fehérje-fehérje interakcioi kinetikai
tulajdonsagaikat? Alkalmas-e a jelolt jelenlegi kisérleti rendszere az ilyen jellegii kérdések
megvalaszoldsara.

A felvetett kérdés jelenleg folyo, illetve a kdzeljovore tervezett vizsgélataink egyik kozponti
problémdja, amelyet a kutatasi teriileten altalanosan is jelentds érdeklddés kisér. Az altalunk
alkalmazott moddszerek az izolalt helikdzok miikodésének felderitéséhez hasonldan
alkalmasak a fehérjekomplexek miikodésének, illetve az azok tagjai kozotti
egylittmikodésnek a részletes vizsgalatara is.

Az SSB egyszali DNS-kot6 fehérjérdl példaul az a kép van kialakul6félben, hogy DNS-
kotd funkcioi mellett a DNS-modositéd fehérjéket toborzé csomdponti fehérjeként is miikodik.
Mind bakterialis, mind eukariota RecQ-helikdzok esetében kimutattak, hogy azok molekularis
aktivitasait az adott fajbdl szdrmazod egyszali DNS-kotd fehérjék jelentdsen és izoforma-
specifikus modon, kozvetlen fehérje-fehérje kdlcsonhatasok révén befolyasoljak (pl. Brosh et
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al. (2000) J. Biol. Chem. 275:23500, Harmon et al. (2001) J. Biol. Chem. 276:232). A
fehérjék kozotti egyiittmiitkodés mechanizmusa azonban legnagyobbrészt felderitetlen.
Elézetes eredményeink azt sugalljak, hogy az SSB fehérje az E. coli RecQ helikaz
mechanokémiai miikodését kozvetleniil nem valtoztatja meg, hanem egyes DNS-szerkezeti
elemek felismerését, és ezen keresztiil a bonyolultabb DNS-struktirak hatékony atalakitasat
segiti el6. A kozeljovében tervezziik annak vizsgalatat is, hogy az E. coli illetve human
topoizomeraz 3 homologok hogyan befolyasoljak az adott fajbol szarmazé RecQ-helikazok
mechanokémiai mukodését, illetve hogy ez a hatas hogyan jarul hozza a fehérjekomplexek
bioldgiai funkcidinak betoltéséhez.

Ismeretes, hogy szdmos kiilonbozé helikdaz 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 rekombinaci6 mindségellenérzésének egyik
kulcseseményeként tartjdk szamon. Jelenlegi vizsgdlatainkban forditott iranyu hatast is
sikeriilt kimutatnunk: azt talaljuk, hogy a Rad51 fehérje jelenléte jelentdsen megnoveli a D-
hurok-szerkezetek helikazok altal katalizalt lebontasanak hatékonysagat.

Budapest, 2012. januar 25.

Kovécs Mihaly
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