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Valasz

Dr Vonderviszt Ferenc (MTA doktora, egyetemi tanar, Pannon Egyetem) opponensi véleményére

Szeretném megkoszonni birdlomnak, hogy dolgozatomat alaposan tanulméanyozta, és a nyari sziinet
ellenére véleményét rekordidd alatt elkészitette. Kszondm tovabba, hogy formai és szakmai megjegyzéseivel
koriiltekint6bb, pontosabb fogalmazasra, valamint egyes eredmények ismételt atgondolasara Osztonzott.
Kérdéseire és épitd kritikai észrevételeire az alabbiakban valaszolok.

A doktori mi formai részével kapcsolatosan elfogadom, hogy a felsorolt eredmények jelentdsége erésen
eltér. Ezt a publikaciok is jol tikrozik. A dolgozat Osszedllitasakor ugyanakkor az az elv vezérelt, hogy a
specifikus DNS felismerésrél alkotott képet tegyem minél teljesebbé. Sziikségesnek éreztem felsorolni mindazon
pontokat, ahol a klasszikus modellhez képest valtoztatas tortént. Ezek gyakorlati vagy elvi jelentdsége
természetesen erdsen szor. Mindkét szempontbdl a leginkabb kiemelkedd a bolyhos komplexekkel kapcsolatos
utolso rész.

- A, Célkitiizések” rész eleg eklektikus, amely meglehetdsen eltérd sulyu és jelentéségii feladatok kavalkadjat
tartalmazza. Hianyzik egy egységes keretbe foglalas. Bar elég nyilvanvald, hogy a célkitiizések az eredmények
alapjan lettek megfogalmazva, olykor még sincs megfelelS dsszhang a célkitiizések és az elért eredmények kozott.
Pl. a 4. célkitiizés: ,, A katalizis és a DNS-kétés kapcsolata, szerepe a restrikcios enzimek szelektivitasaban”. Ez
egy nagyon dltalanos célkitiizés, ami 4. tézispontban leirt specidlis egyedi eset vizsgdlata alapjan aligha
teljesitheto.

Hasonloképpen a 7. célkitiizés: ,, A hatarfeliileti viz szerepének magyarazata a specifikus DNS felismerésben”.
Az erre reflektalo 7. tézispont teljesen dltalanosan fogalmaz, holott a csatolt cikk szerint csupian a BamHI
esetében tortént a szimulacio, s ott is csak egyetlen szekvencia varians lett dsszehasonlitva a specifikus
szekvenciaval. Kérdéses, hogy egyetlen egyedi eset vizsgdlata alapjan mennyire megalapozott dltalanos
kovetkeztetést levonni és modellt felallitani. Jo lett volna tobb példaval és kisérleti eredményekkel is

alatamasztani a hipotézist.

A célkitlizéseknél az a rendezd elv vezérelt, hogy a specifikus DNS felismerés problémajanak minél
tobb vetiiletét és ezen keresztiil az altalam az utobbi 13 évben végzett kutatomunkat bemutassam. Szamomra az
egységes keret a szelektivitas elérése és az ennek alapjaul szolgald mechanizmusok feltarasa volt. E cél elérése
iranyitotta munkamat is. A célkitlizések tehat a kutatds soran felmeriilt valéos kérdéseket foglaljak ossze.
Sajnalom, hogy nem sikeriilt egységesebb képbe illesztenem ezeket és a biraloban utdlag ,0sszedobalt”, kusza
célok benyomasat keltette. Ez adodhat részben abbol a ténybdl is, hogy a specifikus DNS felismerés egy nagyon
Osszetett folyamat, melynek eddig csak sziik vetiiletei keriiltek részletes elemzésre.

A 4. célkitiizésben felvetett, a katalizis és DNS kotés kapcsolatara vonatkozo kérdést a Pingoud A,
Fuxreiter M, Pingoud V, Wende W (2005) Type II restriction endonucleases: structure and mechanism. Cell Mol
Life Sci 62(6): 685-707 cikkben vetettiik fel (Coupling between recognition and catalysis) és irodalomban kdzolt



kisérleti adatok Osszehasonlito elemzésével kerestiik a valaszt. Célzott kisérleteket és ezt alatimasztd
szamitasokat valoban csak egy rendszeren végeztlink. Ebb6l az II tipusi enzimcsalad 2 tagjara lehetett
kovetkeztetést levonni (EcoRI és Rsrl), melyeket mas enzimekre vonatkozd szerkezeti €s mutacios adatokkal
vetettliink 0ssze. Egyetértek azon kritikai észrevétellel, hogy dolgozatomban a kapott és az irodalomban kozolt
eredményeket kapcsolatat részleteznem kellett volna, megerdsitve a levont kovetkeztetéseket.

A 7. célkitlizésnél ("A hatarfeliileti viz szerepének magyarazata a specifikus DNS felismerésben")
szerencsésebb lett volna kevésbbé altalanos cél megfogalmazasa. Az idézett kozleményben (Fuxreiter M*,
Mezei M, Simon I, Osman R (2005) Interfacial water as a "hydration fingerprint" in the noncognate complex of
BamHI. Biophys J 89(2): 903-911) — a rendszer szamitasigénye miatt- csak a BamHI enzimet vizsgaltuk. Ezért
eredményként , a hidratacids ujjlenyomat” modelljének bevezetésére szOolo javaslat és nem ennek altalanos
igazolasa szerepel.

- Kérdés: Vajon egyéb restrikcios enzimek esetében is igaz-e, hogy a hasitohely kornyékén lazabban és ritkabban
kétddnek a vizmolekulik a nemspecifikus régiokhoz képest? Rendelkezésre dllnak-e ezt alatamaszto kisérleti
megfigyelések?

Nem-specifikus, illetve csillag fehérje-DNA komplexrdl viszonylag kevés szerkezeti adat all
rendelkezésre. Rontgenkrisztallografiaval, valamint NMR-el tanulmanyozott rendszerek: EcoRI, EcoRV,
BamHI, gliikokortikoid receptor, Cro represszor, CAP. Ezen esetekben mind a specifikus, mind az ettdl eltérd
szerkezet a rendelkezésre all, tehat Osszehasonlitd elemzést lehet végezni. A magasabb hdmozgastényezok,
valamint egyéb dinamikai paraméterek minden esetben azt tamasztjak ala, hogy a nem-specifikus komplexekben
a vizmolekulak gyengébben koétédnek, mint a megfeleld szubsztrat szekvencia esetén. Ezt tovabb erdsitik
ozmotikus stressz mérések is (pl. Rau, JMB 2006 vol. 361, 352), melyek a kiilonbozé komplexekben kotott vizek
hékapacitasat hataroztak meg. Erdekességképpen megjegyzem, hogy a gyengén kotott vizek pozicioit fehérje-
fehérje kolcsonhatasi ,hot-spot” meghatarozasra lehet hasznalni és ezt az eljarast az USA-ban egy kollegank
szabadalmaztatta.

- A Jel6lt munkajat elsésorban elméleti modszerekkel, szamitogépes eljarasokkal végezte. Ezek a modszerek
azonban természetiiknél fogva szamos leegyszeriisitést és kozelitést tartalmaznak, ezért a kapott eredmények
értelmezésenél fontos a kelld elévigydazatossag és a kisérleti megerdsités. A biralo tobb helyen is ovatosabb
fogalmazast tartott volna indokoltnak: az igazoltuk/megallapitottuk/ megmutattuk helyett inkabb az
eredményeink azt valosziniisitik, illetve a szamitasaink arra utalnak kifejezések haszndlata helyesebb lett volna.

Pl a 12. tézispontban az dll, hogy ,,A rendezetlen N-vég jelenléte csokkenti a kotési szabadentalpiat. A teljes,
valamint az N-vég nélkiili homeodomén kotédésének termodinamikdjat elemezve kimutattuk, hogy ezért
nagyrészt a hidrofob effektus a felelds.

homeodomén esetén a szabadentalpidban csupan minimdlis kiilonbséget mutattak, ami azért sem tekintheté

”

Valéjaban az elvégzett szimulaciok a teljes és az N-vég nélkiili

nyomos érvnek, mert a szamitasok alapjan kapott szabadentalpia értékek (-1.7/1.8 kcal/mol) a kisérleti adatoktol
(-11.4/13.0 kcal/mol) drasztikusan eltérnek. A kotédés soran a vizmolekulak felszabadulasabdl 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 dltal
kalorimetridval meghatarozott kisérleti adatok (Toth-Petroczy és mts., 2009; Table 1) azt mutatjak, hogy a kotési
szabadentalpia csékkenéséert alapvetéen az entalpikus jarulékok (-2.9 vs. -1.7 kcal/mol) feleldsek, ellentétben a
tézispont allitdsaval. Ez az eset is azt mutatja, hogy az elméleti szamitasok segithetnek a kétédés hatterében dllo
molekularis folyamatok azonositasiban, a tendenciak felismerésében, de a kapott eredmények értelmezése

fokozott dvatossdagot kivan.

Ko6sz6ndm opponensemnek az arnyaltabb megfogalmazasra vonatkozéd megjegyzését. A javasolt
kifejezések hasznalata valoban helyesebb lett volna.

A Toéth-Petroczy, J. Am. Chem. Soc. 2009 cikk értelmezésével kapcsolatban a kovetkezdket kell
végiggondolni. A teljes és az N-vég nélkiili homeodomének kotédésének  kisérletileg meghatarozott
szabadentalpia-értékei kozott a kalorimetrias mérések szerint lényeges kiilonbség mutatkozik: Antp esetén 1.6
kcal/moél, NK2 esetén 2.56 kcal/mol (Dragan és mtsai, Biochemistry 2006, vol. 45, 141; 3. tablazat). A



szamitasok alacsony felbontdsu, uUn. coarse-grained szimulacioval torténtek, melyben Onkényes
energiaegységeket hasznaltunk. A szamitott és a mért adatok ezért kozvetleniil nem vethet6k dssze. A relativ
értékekbdl azonban vilagosan kideriil, hogy a kisérletileg tapasztalt tendencia - a teljes, rendezetlen véget is
tartalmaz6 homeodomén kotédése kedvezobb, mint a csonkolt varidnsé — a hidrofob effektus figyelembevétele
nélkiil egyik homeodomén esetén sem volt reprodukalhatd. Ez mindenképpen arra utal, hogy a hidrofob effektus
lényeges eleme a teljes, valamint a csonkolt homeodomén affinitasa kozotti kiilonbségnek. A hidrofob effektus
fontossagat a keskeny-arokban kot6dé homeodomének esetén tobb kisérletes cikk is megerdsiti (Cell 131, 530;
Nature 461, 1248; Cell, 147, 1270; Ann. Rev. Biochem. 79, 233).

Az 1. tablazatban a kisérleti értékek az entalpikus jarulékok kozott nagyobb kiilonbséget mutatnak,
mint az entropikus tagok kozott. Elfogadom opponensem azon észrevételét, hogy a csonkolt és a teljes
homeodomén kotédése kozotti kiilonbség elsésorban entalpikus eredetl. A kisérletes cikk az affinitas
ionerGsségtol valo fiiggés elemzése alapjan arra a kdvetkeztetésre jut, hogy az altalunk vizsgalt homeodomének
N-terminalis végeinek hozzajarulasaban a hidrofob és nem az elektrosztatikus kolcsonhatasok dominalnak
(ellentétben mas HMG box-okkal). EbbSl az altalunk hasznalt erétérrel a Lennard-Jones, valamint az
elektrosztatikus kolcsonhatasokat szamitottuk a fehérje-fehérje és fehérje-DNS kontaktusokra:
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- Kérdés: A hidrofob effektus figyelembevétele soran a vizmolekulak DNS felszinérdl valo eltavolitasanak

entalpia jaruléka miért nem tiikr6zodik a Toth-Petroczy és mts. (2009) cikk 1. tabldazatinak adataiban?

Az altalunk hasznalt modell — a legtobb coarse-grained modszerhez hasonléan — un. implicit moédon
reprezentaja a biomolekuldkat koriilvevd vizmolekuldkat. Ez azt jelenti, hogy az egyedi vizmolekulak nem
jelennek meg a szimulacié soran, hatasuk elsdsorban az elektrosztatikus tagok skalazasan és a dielektromos
allando értékén keresztiil mutatkozik meg. Emiatt a vizek entalpikus jaruléka a kialakuld fehérje-fehérje és
fehérje-DNS kolcsonhatasokon keresztiil jelenik meg a szamitott mennyiségekben. Ugyanakkor a viz-viz
kolesonhatasokat kdzvetleniil nem szamitjuk a modellben. (Erre torténtek kisérletek pl. PNAS 2002;99;16064-
16068, PNAS 2002;99;685-690, de itt szamos mas probléma vetddik fel). Tehat a felszabadul6 vizek entalpikus
jarulékat csak részben vettik figyelembe, a kisérletileg legfontosabbnak talalt hidrofob kdlcsonhatasokon
keresztiil. Ugyanakkor ez nem volt elegendd a megfeleld, kisérletileg megfigyelt tendencidk reprodukalasahoz.
Ezért a vizek entropikus jarulékat kiilon becsiiltiik az alabbiak szerint.

A hidrofob effektus entropia-hozzajarulasat a cikk kiegészitd részében (Supplementary data) részletesen
leirtuk. Az altalunk hasznalt kozelités a Fuxreiter M, Mezei M, Simon I, Osman R (2005) Interfacial water as a
"hydration fingerprint" in the noncognate complex of BamHI. Biophys J 89(2): 903-911 cikk a els6 koordinacids
szférara vonatkozd eredményein, valamint Jana és mtsai 2006-ban, a J Phys Chem B 110, 19611-8 cikkben
koz6lt szamitasain alapul. Az entropia korrekciét 7 A-6n beliil alkalmaztuk. Ezeket minden &sszegyiijtott
konfiguraciora atlagoltuk és a WHAM analizisbdl nyert szabadentalpia értékhez adtuk.

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

A tézisfiizetben torténd felsorolasban szerepel a 2011-ben szereplé Springer altal kiadott bolyhos
komplexekrél sz616 konyv is.

- Jelentésen megkdnnyitette volna az olvaso tdjékozoédasat, ha a disszertdcio végén taldalhato kozlemények
legalabb a felsoroldsuk sorrendjében lennének csatolva.

A kozleményeket id6rendben allitottam sorba. Valoban szerencsésebb lett volna a felsorolas
sorrendjében csatolni 6ket.



- Helyenként a disszertacio nem kelld koriiltekintéssel megfogalmazott kijelentéseket tartalmaz: 2. oldal kozepe:

., ... a feheérje eltavolitia a partnert a kotézsebbdl.”

Valdban helyesebb lett volna a ,partner tavozik a kotdzsebbol ” kifejezés hasznalata.

- 2. oldal alja: ,,Mivel a linearis diffiizio 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 szdl mentén
végighaladni, mert a Brown mozgdsnak nincs kitiintetett iranyultsiga. A kélcsénhatds energetikai viszonyai
szabjak meg, hogy atlagosan mennyi ideig van a fehérje a DNS-sel kontaktusban. Irdnyitott mozgds esetén
nyilvan joval hosszabb lenne a végigpasztazott szegmens, de még ebben az esetben sem volna arra esély, hogy a

fehérje a teljes DNS szal mentén végighaladjon.

Elfogadom, hogy a dolgozatban hasznalt érvelés nem helyes. A DNS-en linearis diffuziot végzo
enzimek laza asszociaciot képeznek a DNS-el. Ezt a nem specifikus komplexek rontgenkrisztallografiaval
meghatarozott térszerkezetei (pl. Lac represszor, Cro represszor), valamint ozmotikus stressz mérések is
igazoljak. Ennek kovetkeztében a fehérje viszonylag rovid id6t tud a DNS-en tdlteni, restrikcios enzimek esetén
pl. a pasztazott szakasz altalaban 40 bazispar hosszii (Gowers és mtsai Proc Natl Acad Sci U S A. 2005 Nov
1;102(44):15883-8.).

- 15. oldal: ,,A hibas DNS megnovekedett flexibilitisa kévetkeztében a bazis kifordulasanak gdtja a hibas

s

szekvencidk esetében annyira lecsokken, hogy osszemérhetové valik a fehérje haladasi sebességével a DNS-en.’

Egy energiagatat nyilvan nem lehet kézvetleniil a fehérje haladasi sebességével dsszevetni.

A dolgozatban pontatlan a megfogalmazas. A kifordulds enegiagatjabol a bazis kifordulasanak
sebességére lehet kovetkeztetni. A hibas DNS szekvenciak esetén a DNS torzithatdsaga annyira megnd, hogy a
kifordulas gatja 10 kcal/mél ala csokken. Ez a bazis kifordulasinak sebességét 4x10° s noveli a szabalyos DNS
szekvenciakban 16v6 ~107s™ értékhez képest. ECoRV esetén a fehérje 1.6x10° bazispar s sebességgel olvassa a
DNS-t (UDG ¢és EndoV esetén nem all kisérleti adat rendelkezésre). Ez a sebesség Osszemérhetd azzal a
baziskifordulasi sebességgel, melyet a hibas szekvencidkra szamitottunk, de tobb nagysagrenddel eltér az ép
DNS-ben mért sebességtél. Ebbdl az adodik, hogy a hibas szekvencia esetén a javitd fehérjének joval nagyobb
esélye van kolcsonhatasba lépni a kifordulod bazissal. Ezért ez a felismerési mod hatékony megkiilonboztetést
biztosit abban az esetben is, ha a kifordult bazis és a javitd enzim kozotti kolesonhatasok gyengék.

- Sokszor zavard a (szak)szavak egybe- és kiilénirdsdval kapcsolatos bizonytalansdg. Pl. ilymddon (helyesen: ily

modon), alap-pillér (alappillér), rdak-ellenes (rakellenes), szerkezet-meghatdrozas (szerkezetmeghatarozas) stb.

Elnézést kérek a nyelvtani pontatlansagokért, erre igyekszem a jovében jobban odafigyelni.

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

fehérje-fehérje kdlcsonhatdsok esetén is? Esetleg ismertek voltak-e ezek mar kordbban is?

Ezt a Fuxreiter M (2012) Fuzziness: linking regulation to protein dynamics. Mol Biosyst 8(1): 168-177
cikkben elemeztem. Fehérje-fehérje kolcsonhatasoknal sikeriilt olyan példakat talalni, ahol a komplexben is
rendezetlen (bolyhos) szakasz kompetitiv partnerként szolgal a kotédésnél (pl. mielin-aktin komplex).
Bemutattam olyan példékat is, ahol a kotott formaban is rendezetleniil maradé szakasz panyvaként miikodik (pl.
illetve annak flexibilitasat modositja akkor nem akadt példa. Jelenleg folyik egy bdévitett bolyhos komplex
adatbazis épitése, reményeim szerint ennek segitségével  sikeriil kiegésziteni erre vonatkozo eddigi
ismereteinket.

Az éltalam leirt mechanizmusok bolyhos komplexekkel kapcsolatban korabban nem voltak ismeretesek,
ezek rendszerezésére nem tortént kisérlet. Mas rendszerekkel kapcsolatban természetesen hasznalatosak voltak
ezek a fogalmak, amint azt a TiBS 2011 cikkben részletesen megemlitem. A konformacids szelekcio
mechanizmusat rendezetlen fehérjéknél néhany évvel korabban mi irtuk le (Fuxreiter és mtsai 2004).



Még egyszer szeretnék kdszonetet mondani opponensemnek, hogy a nyari sziinetben id6t szentelt
munkam alaposan atgondolasanak és kérdéseivel, kritikai megjegyzéseivel tovabbi kutatasaimat segitette.

Debrecen, 2013. augusztus 28.

Fuxreiter Monika



