BIRALOI VELEMENY
Fuxreiter Monika ,,A specifikus DNS felismerés molekularis mechanizmusai”
c. MTA doktori értekezésérol

Fuxreiter Monika doktori értekezésének targya a DNS szekvenciak specifikus felismerésében
szerepet jatszd molekularis tényezOk feltérképezése, a molekularis dinamika funkcionalis
tulajdonsagokra gyakorolt hatasanak feltarasa. A DNS-hez specifikusan kapcsolodo fehérjék alapvetd
bioldgiai folyamatokban jatszanak meghatarozo szerepet. Rendkiviil fontos minden olyan 0j eredmény
¢s felismerés, amely hozzdjarul DNS — fehérje kolcsonhatas molekularis mechanizmusanak jobb
megértéséhez. Nyilvanvald tehat, hogy a valasztott kutatasi téma id6szer(i és jelentés tudomanyos
érdeklddésre tart szdmot. A szerzé vizsgalatait elsdsorban szamitdogépes modszerekkel végezte,
korszerdi és sokrétli metodikai repertoart alkalmazott, mint pl. ab initio kvantumkémiai szamitasok,
molekula dinamikai szimulaciok, nagykanonikus Monte Carlo mddszer, alacsony felbontasu fehérje-
feltekeredés szimulacio, valamint kiilonféle bioinformatikai eljarasok. A disszertacid magas

szinvonalu kutatomunkat tiikroz, amelyet a kreativitas és magabiztos szakmai tudas jellemez.

A doktori mii nem hagyoményos formaban irodott, hanem a tézisfiizet anyagat és a hozza
szorosan kapcsolodo kozlemények masolatat tartalmazza. Téziseket irni nehéz mesterség, nem konnyt
jol eltalalni az Osszhangot a tomorség, a vilagos, de ugyanakkor tudomdanyosan is preciz
megfogalmazas kozott, s mindemellett {igyelni kell arra is, hogy az igazan fontos felismerések kiemelt
hangsulyt kapjanak. Kér, hogy ezeket a kdvetelményeket a Jeloltnek sem sikeriilt maradéktalanul
kielégitenie. Az 6sszefoglalot elolvasva a biraloban a katarzis élmény elmaradt, pedig lehetett volna,
hiszen vannak nagyszerii eredmények, de ezek elsikkadnak a kevésbé jelentdsek kozott. Szerencsésebb
lett volna a disszertacioban bdvitett formaban bemutatni a tézisfiizetben leirtakat. Ez segithetett volna
az arnyaltabb értelmezésben, az igazdn fontos ¢és kevésbé lényeges felismerések
megkiilonboztetésében, az eredmények jelentdségének és a tudomanyos gondolkodasra gyakorolt

hatasanak elemz6 bemutatasaban.

Az értekezés alapjat 15 rangos nemzetkozi folydiratokban publikalt tudomanyos kdzlemény
képezi, amelyek zomében a Jelolt terminalis szerzé. Erdemes megemliteni, hogy még 13 masik
kapcsolodo kozleménynek is tarsszerzdje, amelyek olyan neves folyoiratokban jelentek meg, mint pl.
a Journal of the American Chemical Society, Journal of Molecular Biology, vagy Biochemistry. Az
impozans publikacios lista is jelzi, hogy Fuxreiter Monika nemzetkozi szinten is jelentds
eredményeket ért el a DNS felismerés molekuldris alapjainak tisztazdsaban, s tudomanyos
munkassaganak eredményessége messzemenden megfelel a doktori kdvetelményeknek. Legfontosabb
eredményei a kovetkezok:

Szamitasai alapjan értelmezte a PD..D/ExK tipust restrikciés endonukledazok Kkatalitikus
oldallancainak illetve az aktiv centrumban elhelyezkedé fémionok szerepét, és ennek alapjan modellt
dolgozott ki a katalitikus reakcid mechanizmusanak leirasara. 4b initio kvantumkémiai szamitasok
segitségével magyarazta a kétértékii fémionok szerepét a specifikus DNS felismerésben. Monte Carlo
szamitasokkal jellemezte a kotott vizmolekuldk eloszlasat a BamHI enzim hasitasi helye koriil a DNS
célszekvencidban, amelynek alapjan javaslatot tett a ,hidraticiés ujjlenyomat” modelljének

bevezetésére. Molekularis dinamikai szimulaciok segitségével Osszehasonlitva az ép és a hibas



bazispart tartalmaz6 DNS lancok dinamikus tulajdonsagait megmutatta, hogy a sériilt szekvenciak
konnyebb deformalhatosaga megndveli a hibas bazis kiforduldsanak valosziniliségét. Ennek alapjan
modellt dolgozott ki a DNS hibak felismerésének altalanos mechanizmusara. Alacsony felbontasu
szerkezeti szimulacio alkalmazasaval kovetkeztetett a rendezetlen N-terminalis régidé szerepére a
homeodomének szerkezetének kialakitasaban és specifikus DNS felismerésben. A szakirodalomban
rendelkezésre all6 adatok alapjan a bolyhos fehérje-DNS komplexek sajatsagait elemezve javaslatot
tett a kotddés lehetséges mechanizmusaira, amelyek révén a tavoli rendezetlen régiok befolyasolhatjak
a DNS kotés affinitasat és specificitasat, s ramutatott, hogy a rendezetlen régiok modositasaval a DNS
kotés finomhangolasat lehet elérni, valamint jellemezte a bolyhos komplexek szdvet-specifitasban
jatszott szerepét. Javaslatot tett a ,,Dinamikus DNS olvasas” modelljére, ami felhivja a figyelmet a
tavoli, dinamikus fehérje szakaszok szerepére a specifikus DNS felismerésben, és lehetové teszi

szamos korabbi kisérleti tapasztalat molekularis értelmezését.

A felsorolt eredményekkel a Jeldlt jelentdsen gyarapitotta az altala miivelt tudomanyteriiletet.
A dolgozattal kapcsolatban az alabbi kritikai észrevételeim és kérdéseim vannak:

= A ,Célkitlizések” rész elég eklektikus, amely meglehetdsen eltérd sulya és jelentdségi
feladatok kavalkadjat tartalmazza. Hianyzik egy egységes keretbe foglalas. Bar clég
nyilvanval6, hogy a célkitiizések az eredmények alapjan lettek megfogalmazva, olykor még
sincs megfeleld dsszhang a célkitlizések €s az elért eredmények kozott. Pl. a 4. célkitiizés: ,, 4
katalizis és a DNS-kotés kapcsolata, szerepe a restrikcios enzimek szelektivitasaban”. Ez egy
nagyon altalanos célkitlizés, ami 4. tézispontban leirt specialis egyedi eset vizsgalata alapjan
aligha teljesitheto.
Hasonloképpen a 7. célkitlizés: ,, 4 hatarfeliileti viz szerepének magyardzata a specifikus DNS
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felismerésben”. Az erre reflektald 7. tézispont teljesen altalanosan fogalmaz, holott a csatolt
cikk szerint csupan a BamHI esetében tortént a szimulacio, s ott is csak egyetlen szekvencia
varians lett 0sszehasonlitva a specifikus szekvenciaval. Kérdéses, hogy egyetlen egyedi eset
vizsgalata alapjan mennyire megalapozott altalanos kovetkeztetést levonni és modellt

felallitani. Jo lett volna tobb példaval és kisérleti eredményekkel is alatdmasztani a hipotézist.

Kérdés: Vajon egyéb restrikcidos enzimek esetében is igaz-e, hogy a hasitohely kornyékén
lazabban ¢és ritkabban kotddnek a vizmolekuldk a nemspecifikus régiokhoz képest?
Rendelkezésre allnak-e ezt alatamaszto kisérleti megfigyelések?

= A Jelolt munkdjat elsésorban elméleti modszerekkel, szamitogépes eljarasokkal végezte. Ezek
a modszerek azonban természetiiknél fogva szamos leegyszerlisitést és kozelitést
tartalmaznak, ezért a kapott eredmények értelmezésénél fontos a kelld elévigyazatossag ¢€s a
kisérleti megerésités. A birald tobb helyen is 6vatosabb fogalmazast tartott volna indokoltnak:
az igazoltuk/megallapitottuk/megmutattuk helyett inkdbb az eredményeink azt valosziniisitik,
illetve a szamitdasaink arra utalnak kifejezések hasznalata helyesebb lett volna.
Pl. a 12. tézispontban az all, hogy , 4 rendezetlen N-vég jelenléte csokkenti a kotési
szabadentalpiat. A teljes, valamint az N-veg nélkiili homeodomén kotodésének

termodinamikdjat elemezve kimutattuk, hogy ezért nagyrészt a hidrofob effektus a felelds.”



Valojaban az elvégzett szimulaciok a teljes és az N-vég nélkiili homeodomén esetén a
szabadentalpiaban csupan minimalis kiilonbséget mutattak, ami azért sem tekinthetd nyomos
érvnek, mert a szamitasok alapjan kapott szabadentalpia értékek (-1.7/1.8 kcal/mol) a kisérleti
adatoktdl (-11.4/13.0 kcal/mol) drasztikusan eltérnek. A ko6tdédés soran a vizmolekulak
felszabadulasabol eredd hidrofob effektus becslés révén torténd figyelembevételével
jelentésen kisebb (-23.0/26.0 kcal/mol) szabadentalpia értékeket kaptak, ami egyértelmiien
jelzi a hidrofob effektus fontos szerepét. De a Privalov és munkatarsai altal kalorimetridval
meghatarozott kisérleti adatok (Téth-Petroczy és mts., 2009; Table 1) azt mutatjak, hogy a
kotési szabadentalpia csokkenéséért alapvetden az entalpikus jarulékok (-2.9 vs. -1.7 kcal/mol)
felelosek, ellentétben a tézispont allitasaval. Ez az eset is azt mutatja, hogy az elméleti
szamitasok segithetnek a kotodés hatterében allo molekularis folyamatok azonositasaban, a

tendenciak felismerésében, de a kapott eredmények értelmezése fokozott dvatossagot kivan.

Keérdés: A hidrofob effektus figyelembevétele soran a vizmolekuldk DNS felszinérdl valo

eltavolitasanak entalpia jaruléka miért nem tiikr6z6dik a Toéth-Petroczy és mts. (2009) cikk 1.

tablazatanak adataiban?

Aprobb hianyossagok:

Az értekezés alapjat 15 kozlemény képezi, a tézisflizetben mégis 16 keriilt felsorolasra.

Jelentdsen megkdnnyitette volna az olvaso tdjékozodasat, ha a disszertacid végén talalhato

kozlemények legalabb a felsorolasuk sorrendjében lennének csatolva.

Helyenként a disszertacié nem kelld koriiltekintéssel megfogalmazott kijelentéseket tartalmaz:
2. oldal kdzepe: ,,... a fehérje eltavolitja a partnert a kotézsebbdl.”

2. oldal alja: , Mivel a linedris diffizio Brown mozgas jellegii és igy kitiintetett
iranyultsaga nincs, a fehérje nem tud a teljes DNS szdl mentén végighaladni.” A fehérje nem
azért nem tud a teljes DNS szil mentén végighaladni, mert a Brown mozgasnak nincs
kitlintetett iranyultsaga. A kolcsOnhatas energetikai viszonyai szabjak meg, hogy atlagosan
mennyi ideig van a fehérje a DNS-sel kontaktusban. Iranyitott mozgas esetén nyilvan jéval
hosszabb lenne a végigpasztazott szegmens, de még ebben az esetben sem volna arra esély,
hogy a fehérje a teljes DNS szal mentén végighaladjon.

15. oldal: ,,A hibds DNS megndvekedett flexibilitasa kévetkeztében a bazis kifordulasanak
gadtja a hibas szekvenciak esetében annyira lecsokken, hogy dsszemérhetové valik a feherje
haladasi sebességével a DNS-en.” Egy energiagatat nyilvan nem lehet kozvetleniil a fehérje
haladési sebességével Gsszevetni.

Sokszor zavaré a (szak)szavak egybe- és kiilonirdsaval kapcsolatos bizonytalansag. PI.
ilymddon (helyesen: ily modon), alap-pillér (alappillér), rak-ellenes (rakellenes), szerkezet-

meghatarozas (szerkezetmeghatarozas) stb.

Egyeb kerdés:

A bolyhos fehérje-DNS kolcsonhatds esetén javasolt lehetséges mechanizmusok megfigyelhetok-e a

bolyhos fehérje-fehérje kdlcsonhatasok esetén is? Esetleg ismertek voltak-e ezek mar korabban is?

A fenti észrevételek a dolgozat 1ényegi részét érdemben nem befolyasoljak.



Osszefoglalva:

A disszertacid magas szinvonalil kutatomunkat takar, a kovetelményeknek mind tartalmi,
mind formai szempontbol megfelel. A Jelolt szamos teriileten jarult hozza a specifikus DNS felismerés
molekuldris mechanizmusanak jobb megértéséhez. Kiilondsen figyelemre méltdé a dinamikus DNS
olvasas modellje, ami 0j alapokra helyezi a DNS fehérje kdlcsonhatas értelmezését. Az értekezést a
benne foglalt eredmények alapjan nyilvanos vitara alkalmasnak tartom, az MTA doktora cim

odaitélését javaslom.

Veszprém, 2013. augusztus 6.

Vonderviszt Ferenc
az MTA doktora



