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Valasz Dr. Zimanyi Laszlo, MTA Doktora biralatara
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disszertaciom biralatat, a disszertacid6 alapos atolvasasat. Halas vagyok a kritikai
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Biralat Lukacs Andrasnak az MTA doktora cim elnyerésére benyujtott, ,,Fotoaktiv
flavoproteinek funkcionalis fehérjedinamikajanak vizsgalata ultragyors spektroszképiai
modszerekkel” cimi disszertacidjarol

Lukacs Andras 168 oldalas, terjedelmes dolgozatban foglalta 6ssze a PhD megszerzése ota
elvégzett tudomanyos munkajat, pontosabban annak egy tematikailag jol koriilhatarolt, 6sszefiiggd
részét. A szerzO az ultragyors optikai technikak fejlesztésének és biofizikai alkalmazasanak egyik
vezetd személyisége Magyarorszagon. A bemutatott munka egy része Franciaorszagban, illetve
Anglidban késziilt, az ijabb eredmények pedig mar Pécsett, a szerz6 altal felépitett femtoszekundumos
optikai laboratoriumban sziilettek. Fontos, hogy Lukacs Andras a kiilfoldi munkahelyein is tevékenyen
részt vett a mérérendszerek tervezésében ¢és megépitésében, és folyamatosan fenntartja és béviti
kilfoldi egytittmikodéseit. Ennek szép példai a ,Kitekintés” ciml fejezetben bemutatott, ill.

megeldlegezett idofelbontasos rontgen-szorasi és rontgenkrisztallografias vizsgalatok.

Ahogy a dolgozat cime is mondja, a szerzé kiilonb6z6 fotoaktiv flavoproteinek fizikajaval, az
eltéré funkciok bemutatasaval és megértésével foglalkozik. Noha a flavin adenin dinukleotid (FAD)
vagy a flavin mononukleotid (FMN) aktiv részei gyakorlatilag minden targyalt fehérjében azonosak,
mégis, a fehérjekornyezetiik kiilonbozdsége valtozatos UV-lathatd-infravords spektralis valaszokat
eredményez, ¢és az esetek tobbségében legalabb részben magyarazatot ad a nagyon kiilonbozé biologiai
funkciokra is. Ezek a fobb funkciok a DNS javitas a fotoliazok altal, a cirkadian ritmus szabalyozasa
vagy a fold magneses terének érzékelése kriptokromokkal, illetve transzkripcios szabalyozas a
fotoszintézisben vagy a fototaxis szabalyozasa BLUF domén fehérjékkel. A szerz6 a dolgozataban
bemutatja a sajat, nemzetkozileg nagyra értékelt hozzajarulasat ehhez a teriilethez.

A disszertacio felépitése nem koveti teljesen a hagyomanyos szerkezetet. Ennek az az
eredménye, hogy pl. ugyanazon fehérje vagy modszer bemutatasanak tobbszor fut neki a szerzé.
Példaul a fotoliazok bemutatasa szerepel az 1.2 pont alatt (12. oldaltdl), aztan a 34. oldalon, majd a 4.
fejezetben a 48. oldaltol. Ennek eredményeként nemcsak a kapott informacié ismétlédik, hanem az 1.2
abra, ami a fotoliaz flavin koriili szerkezetét mutatja, azonos a 4.4 abraval és a 4.5 abraval, csak az
utobbiak feliratozva is vannak. Megjegyzem, két abra is megkapta az 1.2 szamozast... Masik példa,
hogy az 1. fejezetben a szerz6 elészor a BLUF domén fehérjéket mutatja be, aztan a fotoliazokat és a
kriptokromokat, viszont a sajat eredmények részletes targyalasakor a sorrend forditott. Ez a nem
konzekvens szerkesztés megneheziti az olvasast és a gondolatmenet kovetését. Ugyancsak
feleslegesen neheziti a megértést az, hogy tobb jelolést alkalmaz ugyanarra a molekulara: A triptofan
hol Trp, hol W, a tirozin pedig Tyr vagy Y. Mivel ezeknek az ionos és a gyokos formait is feltiinteti a
szerzO, mindkettd otféle jelolésben szerepel. Ugyanakkor a TrpOH®* jelolés hibas is, a proton
nitrogénhez kapcsolodik. A roviditések jegyzéke egyébként nem teljes.

A palyazathoz tartozik egy tézises dsszefoglalo is. Amennyiben a biralo feladatai k6zé tartozik
ennek ellendrzése is, akkor meg kell allapitanom, hogy ez a 63 oldalas dokumentum nem egyéb, mint



a teljes palyazatbol atmasolt fejezetek, szovegek, abrak gyiijteménye. Ennek ilyen formaban nem
latom értelmét, viszont hianyolom a szerz6é altal megfogalmazott, egyes szam elsé személyben irt
tézisek, azaz sajat tudomanyos eredmények ennél joval révidebb terjedelmii felsorolasat. Mas széval
egy rovid bevezetd utan a teljes terjedelmii dolgozat 149-150. oldalat kellett volna atmasolni.

Sajnos ezek a hibak védhetetlenek, elnézést kérek az olvasoktol.

A szovegszerkesztés sajnos sok hibat hagyott a dolgozatban. Szavak ismétlédnek vagy
hianyoznak a mondatokbdl. Tobb esetben ez a hiany értelemzavard is tud lenni. Tébb esetben baj van
az abrak szamozasaval, nem konzekvens az abrak szerkesztése. Hianyos vagy hibas az abrak alairasa.
Néhany példa:

A 18. oldalon hivatkozik a szerz6 egy abrara, ami a pumpa-proba rendszer elvét mutatna be,
de nincs ilyen abra. A késobbi, 2.3 abra részben ezt mutatja, de hianyoznak rola a pumpa és a proba

eldallitasara szolgdlo blokkok.

A biralonak igaza van.
A 20. oldalon egy (5) szamu 6sszefiiggésre hivatkozik a szerz6, de nincs ilyen képlet.

A biralonak igaza van.

A 2.12 abra bal oldali sémaja nem az infravords abszorpciot és annak valtozasat demonstralja,

hanem a lathato tartomanybeli abszorpciot és a fluoreszcenciat.

A biralonak igaza van.

A 3.5 abra also két paneljéhez nincs abraalairas. Az N5-metil FMNH (FADH) hibas jelolés, a
hidrogént helyettesiti a metil csoport. Ha jol gondolom, N5-metil FMN (FAD) lenne helyes. Jobb lett
volna a 3. panelben ezt a spektrumot kékkel rajzolni, hiszen ugyanaz, mint a 2. panel kék szini
spektruma.

A biralonak igaza van.

A 4.2 abran a FAD kofaktor az abraalairassal ellentétben nem piros, hanem zold.

A biralonak igaza van.

Az 5.6 abra B paneljén az x tengely szamozasa és a beosztasa nem felelnek meg egymasnak.
fgy nehéz leolvasni a csticsok helyzetét.

A biralonak igaza van.
75. oldal utolso sor: rosszul vannak a frekvencidk azonositva.
Az észrevétel jogos.

76. oldal, alulrol 5. sor: ,lecsokkentette a ... hidrogén kotéseket” helyesebben: lecsokkentette

a kotések erdsségét.

A biralonak igaza van.

Az 5.7 abra B paneljén a forditott szinezés felelne meg az A panelnek. Mind a négy panelen
jobb lett volna nyilakkal megjeldlni a szovegben targyalt csucsokat. Ugyancsak jo lett volna az 5.14
abra két paneljén ugyanazt a szinkodot hasznalni ugyanazokra a spektrumokra.

Az észrevétel jogos.



Az 5.28 abra B és C paneljei az abraalairashoz képest fel vannak cserélve.

A 108. oldalon ¢és az 5.31 abran ellentmondas van A FAD C,=0 oxigénhez kapcsolt triptofan

szdmozasaban.
A megjegyzés jogos, nem a 69-es pozicidoban levd aszpargin, hanem a 63-as pozicidban levd
arginin (R69) alkot H-kotést a C2=0 csoporttal.

Az 5.49 abra A paneljében az X tengely feliratozasa nyilvan nem lehet hullamhossz.

A biralonak igaza van.

A 135. oldal utols6 soraban ,,a mutans a varakozasoknak megfeleléen fotoaktiv” szerintem
helyesen ,,nem fotoaktiv”.

Ez val6ban igy van



A dolgozat olvasasa kozben felmeriilt inkabb szakmai kérdéseim ¢s megjegyzéseim az
alabbiak:

A 14. oldalon olvashatjuk, hogy ,fiziologias koriilmények kozott a fotoliazban nagy
valosziniiséggel nem keriil sor fotoaktivaciora”. Mashol viszont azt, hogy a fotoaktivacio, tehat a
FADH" kétszeresen redukalt, anionos forma megléte feltétele a hibas DNS redukalasanak. Ugyanakkor
a 13. oldalon, alulrél az 5. sorban ezzel szemben az all, hogy a FADH?®, tehat a semleges gyok a
javitashoz sziikséges allapot. Ezeket kérem tisztazni.

A megjegyzés jogos €s tisztdban vagyok vele, hogy a 13. és 14. oldalon leirtak konfiznak
hatnak. Ennek a legfébb oka, hogy nincs egyetértés abban, hogy vajon mi a javitashoz sziikséges
allapot. Aziz Sancar a nyolcvanas években jelentette ki, hogy a javitashoz a fotolidznak teljesen
redukalt alakban kell lennie: G. Payne, P.F. Heelis, B.R. Rohrs, & A. Sancar. The active form of
Escherichia coli DNA photolyase contains a fully reduced flavin and not a flavin radical, both in
vivo and in vitro. Biochemistry 1987, 26, 7121-7127. Az ember batortalanul szall vitaba egy Nobel-
dijassal, de akkor itt 0sszegezném, amit a sajat kisérleteim illetve Pavel Miiller kollégam kisérletei
igazolnak.

1) A cikk cimével szemben in vitro esetben E. coli fotoliazban a FAD semleges gyok FADH®

allapotban van.
2) A javitashoz valdban sziikséges, hogy a FAD teljesen redukalt (FADH") allapotban legyen.

3) Az altalunk (Marten Vos és Klaus Brettel altal) fotoaktivacionak nevezett folyamat soran a FAD a
semleges gyok allapotbol (FADH?®) teljesen redukalt allapotba (FADH") keriil.

4) Pavel Miiller néhany évvel ezelott két szenzacios felfedezést tett. Az egyik felfedezése, hogy a
Xenopus laevis-ben talalhatdo fotolidz egy negyedik triptofant tartalmaz, ami sziikséges a
javitashoz. A masik felfedezés, hogy ebben a fotolidzban a FAD oxidalt allapotban van és a
javitashoz fotoaktivacio sziikséges, ezzel jut ugyanis a teljesen redukalt allapotba (FAD— FADH®
— FADH"). Mindezekbdl az is kovetkezett, hogy a Xenopus fotolidzban a javitashoz két fotonra
volt sziikség (Yamamoto et al., Biochemistry, 2017, 56, 5356—5364).

5) Sajat javitasi kisérleteink azt mutattak, hogy az oxidalt allapotban 1évé N378D és N378C mutansok

is alkalmasak a javitasra. (Még nem ko6zolt adatok, ezért nincsenek benne a disszertacidoban).

A 2.7 dbran A FAD abszorpcidvaltozasat latjuk 2D 1d6- és spektralis felbontasban. Kérdésem,
hogy a legrovidebb idétartomanyban 410 és 490 nm kozott, fokozatosan eltolodva, milyen pozitiv
csticsok jelennek meg?

A fokozatosan eltolddd csucsok azért jelennek meg, mert a 0-hoz kozeli idépontban egy
ugynevezett cross-talk jelenik meg a pumpa €s a proba interakcidja miatt. Ez altaldban olyan nagy,
hogy elnyomja magat a jelet. A fokozatos eltolddas a diszperzi6 miatt van. Ha nem lenne diszperzio,

akkor ez csak egy id6pontban jelentkezne, €s jobban is lehetne korrigalni. Az alabbi dbran latszik,



ahogy ez a zaj az id6ben terjed és fokozatosan mozdul el a hosszabb hulldmhosszak felé.
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A 2.8 abra a Kerr-kapuzott fluoreszcencia berendezés elvi rajzat mutatja. Egyrészt nekem gy
tlnik, hogy a leirassal ellentétben nem az a helyzet, hogy ,,a fluoreszcencia egy része athalad a P2-es
polarizatoron, ezt a fényt gyijtjikk be az O3-as Cassegrain objektivvel”, hanem el6bb van az O3-as
objektiv és utana a polarizator (vagy nem jo a rajz). Kérdésem tovabba, hogy mire val6 a bal oldali
fényut az SP2 detektorral?

A megjegyzés jogos, az abran valoban elkelt volna egy részletesebb magyarazat. A fluoreszcens
fény utja S-O1-F1-P1-02-K-03-P2-F2-L2-SP1. Az SP» egy diddasoros Ocean Optics detektor, amit azért

crer

Az 50. oldal bekezdésében a fotoliaz katalitikus allapotarol és az MTHF antenna és a flavin
extinkcidjanak relativ nagysagardl van szo6. Az ezt demonstralo 4.3 abran akkor a katalitikus, teljesen
redukalt flavint latjuk vagy a nem-katalitikus félig redukaltat (ahogy az abraalairas mondja)?

Az abran a FAD félig redukalt allapotban (FADH®) van, de valoban latszik az MTHF

abszorpcidja is.

Az 52. oldal masodik bekezdésében olvashatunk a (gerjesztett) flavin triptofan lanc altali
redukcidjanak 1épéseir6l. Kérem a jelltet, hogy pontosan mutassa be a kialakuldé ionparokat,
gyokoket, gyokparokat, a Wc, azaz a 306-0s triptofan protonleadasaval, illetve kiilsé redukaloszerrel
valo kolcsonhatasaval kialakulo helyzetet, azaz a FAD és a triptofan elektronallapotat, ill. protonaltsagi
allapotat. Tartok téle, hogy a jelolésekbe zavarod sajtohibak csusztak. A ,,FADH?® stabilizalodik és ujra
elérheté a CPD-k fotojavitasahoz” kitétel ellentmondani latszik annak, hogy a FADH" a katalitikusan
aktiv forma. Ide tartozik, hogy az 53. oldal alulrél 5. soraban is hianyzik a FADH melldl a negativ jel.
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A biralat jogos, ez a rész kissé kaotikusra sikeriilt az elmaradt jelolések miatt (is). Az
abran lathato a fotoredukalodas pontos menete. Az emlitett mondat alatt azt értettem, hogy ha a
flavin visszatért a FADH?® allapotba, akkor az ujabb foton jra tudja redukalni, és a javitashoz
alkalmas allapotba kertil.

A 4.6 abraszamozas kétszer szerepel. Ebbdl a masodik 4.6 abra a polarizaciés mérésekbdl
kapott anizotropia spektrumokat mutatja, amik ismert okokbo6l - de ezeket a szerz6 nem emliti - nem
teljesitik a magyarazatul szolgalo képlet alapjan varhato -0,2 <r < 0,4 kovetelményt. Jobb lett volna,
ha a megfeleld, keverékre érvényes képletet adja meg a szerzo, és a 86. referenciara hivatkozik, nem
pedig a 83.-ra, ahol nincs polarizacios mérés.

A biralat sajnos jogos.

Az 5.4 dbra B paneljén a FAD kofaktorra jellemz6 infravords spektrumokat abrazolta a szerzo,
az AppA fehérjén mérve. Egyrészt az 1650 cm™ -es csticsot a szoveggel ellentétben a C4=0 rezgéshez
rendeli. Masrészt én ennek az eltolodasat joval kisebbnek latom, mint ami az abran be van jeldlve, és
egyben joval kisebbnek, mint a hasonl6 eltolodast riboflavinban, a Cs szén izotopos helyettesitésekor.

Es akkor ez az eltolddas nem nagyobb, mint az 1700 cm™ -es cstics eltolodasa, amit viszont a C4=0O
rezgésnek tulajdonitott.

Az elirdsra vonatkozo megjegyzés jogos, az 1650 cm™ csucs valoban a C2=0O rezgésnek felel
meg. Az izotdpjelolt cstics azonositasa nem teljesen egyszerti. A DFT szamitas alapjan ebben az esetben
mintegy 30 cm-es eltolodast kell latnunk. Véleményem szerint ezt latjuk: az eltolédd 1650 cm™-es
cstics jelenik meg 1615 cm™ kérnyékén, az ~ 1610 cm™-nél megfigyelt tranziens pedig eltolodik 1580
cm™ kornyékére.

A 87. oldal aljan a szerz6 azt irja, hogy feltételezésiik szerint az 6sszes vizsgalt BLUF domén
fehérjében megvalosul az elektrontranszfer, csak kinetikai okokbol nem mindig mérhetd. Tekintve,
hogy a vad tipust fehérjékben a kritikus pozicioban tirozin van, nem inkabb proton kapcsolt
elektrontranszferre gondolt? Elképzelheté-e, hogy a Trpl04-r6l valoésul meg elektrontranszfer, de
szintén kinetikai okokbol nem mérhet6?



A birdlonak igaza van. Valdsziniileg minden esetben proton kapcsolt elektron transzferrdl kell
beszélnlink. A Tpl104-r6] minden bizonnyal torténik elektron transzfer, de az OaPAC esetében
megfigyeltek alapjan ez egy nem produktiv alternativ itvonal, amelynek a funkcié szempontjabol nincs

jelentdsége.

Az 5.20 abran az AppA-BLUF domén aktiv centrumanak szerkezete lathat6 vad tipusu és C20S
mutansban. Mi a mutacio jelent6sége, tekintettel arra, hogy pont ez az aminosav nincs abrazolva a
szerkezetben?

A C20S mutaciot Ilme Schlichting javasolta, mivel azt tapasztaltak, hogy ettdl a mutaciotol
stabilabb volt a szerkezet, konnyebb volt expresszalni majd kristalyositani (Jung et al., J. Mol. Biol.,
2006, 362) a fehérjét. Ezt kovetden gyakorlatilag az 6sszes esetben, ha nincs is kiilon emlitve, a C20S

mutacioé jelen van, akar csak a BLUF régiot, akar a teljes hosszusagt fehérjét expresszaltuk.

cyey

AppA fehérjében, FRET mérések segitségével. Nem vilagos, hogy a 92. oldalon szereplé képlet
alapjan, csak a FRET hatasfok ismeretében hogyan kaphat6 meg a két kromofor R tavolsaga, ha nem
tudjuk az Ro tavolsagot, ahol a FRET hatasfoka 50 % lenne.

Az Ro értékét kiszamoltam késobb, mind a sotét allapot, mind a vildgos allapot esetén. Az Ro

értéke azért kiillonbozik a két esetben, mert abbol indultunk ki, hogy a flavintol tavolabbi helyzetben a

triptofan szabadon mozog, tehat az R, = 9.78 - 103[J(A)r*n"*¢ D]% A képletben a k2 értéke az
ilyenkor alkalmazott 2/3. Ebben az esetben Ro=17.7 A. Azt feltételezve, hogy vildgos esetben a W104
hidrogén kotésben van a FAD-dal, a x?mar nem 2/3. A szerkezet alapjan a két dipolus majdnem
merdleges szdget zar be, igy x2=0.02. Ebben az esetben Ro értéke 8.9 A-re médosul, mikdzben a vildgos

allapot esetén a triptofan és a flavin tavolsaga 9.5 A-nek adodik.

A DNS-hez kotott fotoliaz szerkezete és a flavin és kornyezetének viselkedése kiilonbozik-e
attol, amit tisztitott fehérjében lehet tapasztalni? Van-e valami kiilonbség a fotoaktivacioban DNS

jelenlétében?
Elképzelhetd, hogy van kiilonbség, de azt az esetet nem vizsgaltuk.

A 4.7 abran az elektrontranszfer lanc elemei k6zo6tt van-e fehérjematrix? Ha igen, kiszamoltak-
e a legvalosziniibb elektrontranszfer utvonalat, illetve a matrix stirtiségét, az G.n. packing density-t?
Van-e valahol esetleg vizmolekula ebben a lancban? A mért elektrontranszfer sebességek hogyan
viszonyulnak az elméletileg varhaté (azaz kiszamolt) maximalis sebességekhez aktivaciomentes
esetben?

A matrix slirliséget nem szdmoltuk egyik esetben sem a fotoliazon végzett mérések soran. A
vizmolekula a lanc legvégén (vagy legelején) a W306-os triptofanhoz kozel helyezkedik el, ez segit a

deprotonalodasban.

A mert elektron transzfer sebességek minden esetben kisebbek voltak az elméletileg szamolt értéknél, a
kiilonbség az elsddleges elektron transzfer 1épés esetében volt a legnagyobb, ahol a mért érték (45 ps)™
mintegy 15-szor lassabb volt a tavolsagbol (5.7 A) szamolt elméleti értéknél (3.2 ps)™. A tobbi 1épés

esetében a mért sebesség kozelebb volt az elméleti sebességhez.



Mi a hajtéerd (driving force) a harom triptofanon és a flavinon végigfuto elektrontranszfer
esetében? Tudjuk, hogy a triptofanoknak és a flavinnak mekkora a kézépponti redoxpotencialja? Ha a
végs6 protonleadas lenne a hajtéerd a 306-0s triptofanrdl, akkor amig ez a lassti folyamat be nem
kovetkezik, mi stabilizalja a toltésszétvalasztast?

A folyamat szabadenergiajat kiszdmoltuk minden egyes 1épés esetében (1asd a negyedik oldalon
szerepld abrat), ebbdl latszik, hogy a legnagyobb hajtoerd az elsddleges elektron transzfer 1épéshez
(Trpss2**- FADH") kothetd, az ezt kdvetd 1épések kisebb szabad energiaval rendelkeznek. A triptofanok
és a flavin kozépponti redoxpotencialja ismert: TrpH**/Trp = 1.1 V, FADH*/FADH = - 0.05 V
(Popovic et al., JACS, 2002; Balland et al., JACS, 2009). Az utols6 két triptofan redoxpotencialja az
elméleti szdmolasok és a mérések alapjan is valamelyest eltérmek egymastol. Ennek k&szonhetd
valoszintileg, hogy a deprotonacio 200 ns utan kovetkezik be, szemben a W306F mutanssal, ahol a
Trp359-r6l valdé deprotonacid 1 ns-nél révidebb id6 alatt valosul meg. Ez a kiilonbség valdszintileg

annak is koszonhetd, hogy a Trpaos-os triptofan ki van téve az oldatnak.

Az 5.1, 5.5, 5.32 és 5.50 abran ugyanazt a jelenséget latjuk: BLUF domén fehérjékben vilagos
allapotban a flavin 450 nm-es csticsa par nm-es voroseltolodast mutat. A szerz6 ezt a flavint koriilvevo
hidrogénkotések atrendezddésével magyarazza. Azt javaslom, hogy ugyanezeket a spektrumokat
abrazolja hullamszam vagy energia fiiggvényében. Lehet, hogy igy nemcsak az SO->S1, de az SO->S2
atmenet, azaz a 360 nm koriili cstcs is ugyanakkora eltolédast mutatna. Ebben az esetben talan tovabb
lehetne menni, és elgondolkodni azon, hogy a hidrogénkotések atrendezédése az alapallapot energiajat
noveli meg, de a gerjesztett allapotokét nem. Hatha ebbdl kideriil valami a flavin elektronallapotairdl.
Ugyanakkor az 5.52 abran a Q48E mutacié mintha tényleg csak az SO->S1 atmenet energiajat tolta
volna el.

Nagyon kdszonom az izgalmas javaslatot. Hullamszamban abrazolva valéban mind az AppA
mind az OaPAC esetében nagyon hasonl6 eltolodast kapunk a 360 nm koriili cstcs eltolodasaban is.
A Q48E ¢s a Q63E esetében nyilvan azért nem, mert a glutaminsav karboxil oldalldénca mar a

gerjesztést megeldzéen hidrogén kotésben van a FAD-dal.



Osszefoglalasként Kijelentem, hogy Lukécs Andras alkotd tevékenységét dnallonak és magas
szintlinek ismerem el, amivel hozzajarult egy jelentds fehérjecsalad tobb tagja miikodésének jobb
megértéséhez, és iskolateremté technikai fejlesztést valositott meg az ultragyors biofizikai
spektroszkopia teriiletén Pécsett. A doktori mi hiteles adatokat tartalmaz, amiket Lukacs Andras
rangos folyodiratokban publikalt. A mi Osszes tézisét elfogadom 1j tudomanyos eredményként, és
elegendének tartom az MTA doktora cim megszerzéséhez. Ennek megfeleléen a doktori mivet
alkalmasnak tartom nyilvanos vitara és javaslom a vita kittizését.

Szeged, 2024. jalius 22.

‘Z/)' vw]/» MJ'C”/

Zimanyi Lészlo
az MTA doktora, tud. tanacsadd
HUN-REN SZBK Biofizikai Intézet



