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Bugyi Beata , Az aktin sejtvaz funkcionalis polimorfizmusa:
aktinkoté fehérjék vizsgalata” c. MTA doktori értekezésérdl

Bugyi Beata doktori értekezésének targya az aktink6t6 fehérjék szerepének feltdrasa az aktin
haldzatok funkcionalis specializacidjaban, kiilonos tekintettel az aktin sejtvaz szervezédéséért felelGs
fehérje kolcsonhatasok azonositdsdra, valamint azok szerkezeti aspektusainak és funkciondlis
kovetkezményeinek leirdsdra. Az aktinkot6 fehérjék kozal kiemelt figyelmet forditott a tropomiozin, a
Flightless-I és a DAAM szerepének vizsgdlatara. Tanulmanyozta a kivalasztott aktinkoté fehérjék
szerepét a sejtek motilis sajatossagait meghatarozd protruzids aktin haldézatok szervezédésében,
valamint az aktin és mikrotubulus sejtvaz kdzoétti funkcionalis integracidban. Az intracelluldris aktin
halézatok meghatdrozdak a sejtek motilis sajatsagainak kialakitdsdban és szamos élettani folyamatban
jatszanak fontos szerepet.

Nyilvanvalé tehat, hogy a vdlasztott kutatdsi téma id6szerli és jelentGs tudomanyos
érdekl&désre tarthat szdmot. Az citoszkeleton elemi folyamatait végz6 bonyolult szupramolekuldris
rendszerek megismeréséhez csak a vizsgalati mddszerek széleskorl arzenaljanak bevetésével van
remény. A szerz6 kutatasaihoz korszerl és sokrétli metodikai repertoart alkalmazott, mint pl. a
fluoreszcencia spektroszkdpia, szedimentdcidés analizis, faziskontraszt mikroszkdpia, vagy az egyedi
filamentumok megjelenitésre képes teljes belsd visszaver6désen alapuld fluoreszcencia mikroszképia,
mindezeket kiegészitve biomimetikus modellrendszerek és bioinformatikai mddszerek hasznalataval.

Az értekezés 115 oldal terjedelmdi, szép kivitel(i, elirast csak elvétve tartalmaz. Altaldban
gordilékeny a fogalmazas, bar olykor talan indokolatlanul sok idegen kifejezést (inzertalddik, triggerel,
stb.) hasznal. Nem igazan hangzik szépen pl. a ,human fehérje GH1 trunkalasa” (74. oldal) sz6fordulat
sem. Az értekezés alapjat 18 tudomanyos kozlemény képezi, ezekbdl 8 az eredeti kozlemény, a tobbi
Osszefoglald jellegl cikk, illetve két konyvfejezet is taldlhatd kozottik. Az eredeti kbzlemények szinte
mindegyikében a jel6lt terminalis szerzd, ami jél mutatja meghatarozé szerepét. Tudomanyos
kdzleményei a szakteriilet rangos folyoirataiban jelentek meg, mint pl. a EMBO Journal, a Journal of
Biological Chemistry, a Frontiers in Molecular Biosciences vagy az Annual Review of Biophysics. A
disszertacio alapjaul szolgalo kozlemények kbzé nem volt szerencsés bevalogatni a Barko és mts. (2010)
cikket, mert annak eredményei Mihdly Jézsef MTA doktori értekezésében (2010) bemutatdsra
kerultek, ezért ismételten mar nem felhasznalhatok.

A 12 oldalas bevezetSben olvasmanyos attekintést taldlhatunk az aktinkutatds térténetérdl, az
aktinrél és az aktin magasabb rend( strukturdkba torténé 6nszervezédésérél. Dicséretes a magyar
tuddsok aktinkutatasban jatszott szerepének hangsulyos bemutatasa. Az aktin halézatok funkcionalis
specializacidjanak mechanizmusait ismertetd rész (11-12. oldal) kissé tul révidre sikeredett, holott az
értekezés témakorének megalapozasaban ennek bévebb kifejtése hasznos lett volna.

Az ,Eredmények” fejezet 4 részre tagolddik. Az els6é részben bemutatja a tropomiozin
izoformak jelentGségét a protruzids aktin haldzatok kialakitasaban. A masodik és harmadik rész a
DAAM forminnak az aktin sejtvazdinamika szabdlyozasaban, valamint az aktin és mikrotubulus sejtvaz
Flightless-1 fehérje aktinnal kialakitott kdlcsonhatdsdval és annak sejtvazszabdlyozd szerepével
foglalkozik.



Az ,Eredmények és megbeszélésiik” fejezet utan az alkalmazott modszerek részletes leirasa
taldlhatd, amelynek alapjan elmondhatd, hogy az elvégzett kisérletek alaposan atgondoltak és jol
megtervezettek voltak. A kisérleti technikakat kreativan alkalmazta, szikség szerint médszertani
fejlesztésekkel gazdagitva.

A disszertacié magas szinvonalu kutatdmunkat tikroz, amelyet a kreativitdas és magabiztos
szakmai tudas jellemez. A bemutatott eredmények alapjan megallapithaté, hogy a Jelolt munkassaga
jelent6sen hozzajarult a tropomiozin izoformak szerepének tisztazdsdhoz a protruzids aktin halézatok
morfoldgiai és dinamikai tulajdonsagainak kialakitdsdban. Kutatdsai aldtdmasztottdk, hogy a formin
csaladba tartozé DAAM fehérje fontos szerepet jatszik mind az aktin sejtvazdinamika szabalyozasdban,
mind az aktin és mikrotubulus polimer rendszerek szervez6désének és miikodésének
O0sszehangolasaban. A Flightless-l (Fli-I) fehérje rekombinans Gton elGallitott fragmentumainak
vizsgdlataval rdmutatott a Fli-I alapvet6 aktin dinamikaban jatszott sokrétl szerepére és az aktinnal
kialakitott kdlcsonhatasainak funkcionalis kovetkezményeire.

Amint az el6z6ekbdl is kitlinik, a Jelolt a tudomanyteriilet szempontjabdl szamos fontos
eredményt ért el, amelyeket megfelel6 alapossaggal be is mutat az értekezésben. Ezeket kivaldan
Ossze lehetett volna foglalni néhany koriltekintéen megfogalmazott tézispontban. Sajnos még sincs
konny( helyzetben a birald, amikor a tézispontok elfogadasardl kell nyilatkoznia. Az ,5. Szintézis -
tézispontok, tudomanyos szempontbdl Uj eredmények” fejezetben megadott tézispontok tulsdgosan
altalanosan, a szlikséges konkrétumok mell6zésével, nehezen védhet6en lettek megfogalmazva, ezért
ebben a formaban altaldban nem tartom Sket megfelel6nek és elfogadhatdnak.

Vegylk sorra az egyes tézispontokat. A végérél kezdve:

4. Kiépitésre keriilt egy kétcsatornds teljes belsé visszaverédésen alapulé fluoreszcencia
mikroszkdpiai rendszer. llletve kidolgozdsra keriilt tobb mds, fluoreszcencia spektroszkopidn és
szedimentdcion alapulo mddszertani fejlesztés is az aktin és az aktin:mikrotubulus polimer
rendszerek vizsgdlatdra.

Ezek az értekezés ,Mddszerek” fejezetében az alkalmazott metodikdk kozott valdban emlitésre
kerilnek, de Ujdonsagtartalmuk — a szedimentacids analizis kivételével — a disszertacidban egyaltaldn
nem lett bemutatva. Az értekezésbdsl az sem deril ki, hogy mennyire kotheté ezen mddszerek
kidolgozdsa, illetve az emlitett FRET mérérendszer kiépitése a Jelolt személyéhez.

3. A Flightless-l nagy dffinitdsu filamentumvég kétése révén az aktin sejtvdazdinamika negativ
szabdlyozéja. Ugyanakkor a DAAM C-termindlisdval (DAD-CT) kialakitott direkt kélcsénhatdsa révén
a sejtvaz DAAM kézvetitett szabdlyozdsdban is szerepet jatszhat.

Az els6 altalanos allitas igaz, de mar korabban is ismert volt (Mohammad et al., 2012), és nem kothet6
egyértelmuen a Jelolt munkdssagahoz. A masodik mondat ebben a formaban csupan egy hipotézis.

2. A DAAM C-termindlisa (DAD-CT) az aktinnal kialakitott direkt kélcsénhatdsdaval a formin
homoldgia domének aktivitdsainak pozitiv szabdlyozdja, valamint citolinker funkciot télt be az aktin
és a mikrotubulus sejtvdz miikédésének 6sszehangoldsaban.

Ez a tomor megallapitas tézispontként elfogadhatd, ugyanakkor a Jeldlt eredményei ezen a

tématertleten jéval szertedgazébbak és jelentGsebbek.

1. Azonositdsra keriiltek a protruziés aktin hdlozatok létrehozdsdaban alapveté fehérje:fehérje
kélcsénhatdsok és rekonstrudltuk a vonatkozo fehérjerendszereket.



o Azeltérd szerkezeti és dinamikai sajatsdgokkal rendelkezé kompartmentek, a lamellipodium és
lamella egy aktin hdlézatbdl, a rendszer Onszervezédése révén alakulhat ki. Ebben
meghatdrozdak a tropomiozin fehérjecsaldd izoforma specifikus kélcsénhatdsai.

o A DAAM formin homoldgia domének, az aktin és a profilin tripartit kbélcsénhatdsa meghatdrozo
a filopodiumszerti aktin hdldzat létrehozdsdban.

Az utolsé alpontban megfogalmazott allitds mar Mihaly Jozsef 2010-ben megvédett MTA doktori
értékezésében is szerepelt, ezért itt Uj eredményként nem elfogadhatd. A tézispont elsé felébél éppen
csak a jelolt kutatdsai altal feltart konkrétumok hidnyoznak.

Osszességében tehat a disszertacidban szereplé tézispontok - a masodik kivételével - nem, vagy csak
részlegesen elfogadhatdak. Ugyanakkor az értekezésben az eredményeket bemutato alfejezetek végén
megtalalhatd azok rovid, pontokba szedett Osszefoglaldsa, amelyek alapjan nyilatkozni lehet az
elvégzett munka Ujdonsagtartalmarol.

A munka Uj tudomanyos eredményeiként elfogadhaté megallapitasok:

3.1. A tropomiozin izoformdk a protruziés aktin halézatok, a lamellipodium és a lamella
koordinacidjaban alfejezetben részletezett kutatdsokkal kapcsolatban Uj tudomdnyos eredményként
elfogadom a 34-35. oldalon az 1-6. pontokban 6sszefoglalt eredményeket.

3.2.-3.3. ,,A DAAM formin az aktin sejtvazdinamika szabdlyozasaban” és ,,A DAAM formin az aktin és
Uj tudomanyos eredményként elismerem a 62. oldalon a ,Tudomanyos szempontbdl Uj eredmények”
részben ,A DAAM C-terminalis szakaszanak Uj szerepe az aktin dinamika szabalyozdsaban” és ,,A DAAM
az aktin és a mikrotubulus sejtvaz miikodésének 6sszehangolasaban” témakorokben felsorolt (1-3.ill.1-
2.) eredményeket. Sajnos ,,A DAAM formin homoldgia domének fiziko-kémiai sajatsagai” témakorben
az 1-6. pontokban leirt megallapitdsokat a Jelolt Uj tudomdnyos eredményeiként nem tartom
elfogadhaténak, mert azok Mihaly Jozsef MTA doktori értekezésében (2010) gyakorlatilag azonos
tartalommal mar bemutatasra keriiltek.

3.4. A Flightless-1 gelsolin homoldg fehérje az aktin sejtvazdinamika szabdlyozdsdban” alfejezet 76.
oldalan az 1-6. pontokban 6sszefoglalt megallapitasait is Uj eredményként elfogadom.

A dolgozattal kapcsolatban felmeriilt néhany olyan kérdés, amelyek tisztazasat fontosnak tartom:

(1) A vizsgalatok soran egyes magasabbrend( fajok (Drosophila melanogaster, Homo sapiens, Mus
musculus) kilénféle aktinkot6 fehérjéit (ADF, DAAM, Flightless-I, gelsolin, N-WASP, profilin, SALS,
tropomiozin TpmBr3/Tpm5NM1) E. coli (BL21) expressziés rendszerben termeltették. Altaldnos
tapasztalat, hogy a nagyméretl eukaridta fehérjék funkciondlis formaban torténd el6allitasa
baktériumokban komoly nehézségekbe Utkozik, kiilondsen, ha cisztein oldallancokat is tartalmaznak.
Pl. a Jelolt altal vizsgalt drosophila Flightless-I fehérje GH16 fragmentuma kifejezetten nagyméretd,
795 aminosavbdl all, amelyek kézott nagyszamu (6sszesen 17 db) cisztein talalhato. (De pl. a DAAM,
profilin vagy cofilin fehérjék is tobb ciszteint tartalmaznak). Milyen mddon bizonyosodtak meg arrol,
hogy az elGdllitott rekombindns fehérjék minden részletiikben megfelel6en feltekeredettek-e,

kialakult-e a nativ szerkezetre jellemzd diszulfidhid mintazat, vagy nem jottek-e létre hibas S-S
keresztkotések?

Minden esetben el lettek-e tavolitva a tisztitast elGsegit6 GST vagy His6 toldalékok? Ha nem, akkor
hogyan gy6z6dtek meg arrdél, hogy ezek jelenléte nem befolydsolta-e a vizsgalt kélcsénhatasokat?



Mi a helyzet a poszttranszlaciés mddositasokkal, amelyek az E.coli expressziés rendszerben nem
torténnek meg? A UniProt adatbdazis tanUsaga szerint a vizsgalt aktinkots fehérjék jelentbs része tobb
poszttranszlacios madositast is tartalmaz (rendszerint foszforildltak és acetilaltak), amelyek
befolydsolhatjak szabdalyozé funkcidikat. Mindezek mennyiben érintik a kapott eredmények
relevancidjat? Nem a poszttranszlacidos modositasok hianya okozza-e bizonyos funkcidk elvesztését
vagy médosulasat?

A fentiek tlikrében felmeril az a kérdés, hogy nem lett volna-e célszerlibb eukariéta expresszids
rendszerben elGallitott fehérjékkel végezni a vizsgalatokat?

(2) A Jelolt az aktinkoté fehérjék szerepét az aktin sejtvdz szervez6désében tobbféle
modellrendszerben vizsgdlja. Tobb esetben is azonban az egyes fehérje komponensek eltéré
organizmusokbdl szarmaznak. Pl. a Flightless | aktin sejtvaz dinamikdban betoltdtt szerepének
tanulmanyozasa soran ecetmuslica Fli-I-t hasznalt, az aktin nyul vazizombdl szdrmazott, human
gelsolinnal és egér profilinnel kiegésziilve. Miért feltételezhetjlik, hogy a tavoli fajokbdl szdrmazd
partnerekkel joél reprezentalhatjuk egy adott sejtben beliil mikéds, egylittes evolucid soran
Osszecsiszolédott fehérje komponensek kdlcsonhatdsait?

Ha pl. a Flightless | aktinnal vagy aktin filamentumokkal vald kdlcsonhatasara vagyunk kivancsiak, akkor
nem az volna a logikus, hogy ugyanazon fajbdl szarmazo fehérjékkel dolgozunk? Bar az aktin nagyon
erdsen konzervdlédott fehérje, az aktinkot6 fehérjék mar korantsem annyira azok. (Pl. a drosophila és
a nyul/human Fli-l mar csak 57 %-os aminosav egyezést mutat.) Egy adott fehérjepar esetében
bizonyos koélcsénhatdasok még az ortolégok tekintetében is megmaradhatnak, ugyanakkor masok
elveszhetnek. Ha azt talaljuk, hogy a Dm Fli-I a nyul aktinbdl felépiil6 filamentumok tekintetében nem
rendelkezik fragmentald aktivitassal, abbdl miért kdvetkezne, hogy a nyul Fli-l sem képes szétbontani
a nyul aktinbdl all6 filamentumokat? Nem lehet, hogy csupan arrél van szd, hogy az ecetmuslica Fli-I
fehérje fragmentald aktivitasért felelds kotéfelszine az evollcids valtozdsok miatt egyszerlien mar nem
kompatibilis a nyul F aktinnal, de a Dm F aktinnal az volna?

(3) Mi indokolja az els6rend(i enzimreakciok kinetikajanak leirdsara kidolgozott Michaelis-Menten
modell alkalmazhatésagat az skTpm aktin polimerizdcidra kifejtett hatdsanak leirasdra? Az igy
szarmaztatott féltelitési koncentracionak miért van koze az skTpm:F-aktin komplex disszocidcids
allandéjahoz? Ez a disszociacios allandd egyaltalan jol definidlt-e, és kiilondsen a révid filamentumok
esetében nem fligg azok (atlagos) hosszatol?

A MM modellben az szubsztrat koncentracid fliggvényében vizsgdljuk az enzimreakcid kezdeti
sebességét. Az (1) és (2) egyenletekben az skTpm koncentrécié jelenik meg a klasszikus formalizmus
aktin filamentumok 0sszeszerel6désében az Arp2/3 komplex is szerepet jatszik, s6t az ATP jelenléte és
hidrolizise tovabbi bonyolité tényez6 lehet.

Hasonléképpen, miért alkalmazhatdé a klasszikus kompetitiv gatlds modellje erre a bonyolult
rendszerre? Klasszikusan a szubsztratkoncentracié reciprokdnak flggvényében 3abrazoljuk a
reakcidsebesség reciprokat. A 8. dbran miért az Arp2/3 koncentracié keril a szubsztratkoncentracio
helyére?

(4) 42. abra: Mi lehet az oka annak, hogy magas Fli-l GH13 koncentraciénal (148.4 nM) az aktin
polimerizacid kezdeti sebessége Iényegesen gyorsabb, mint a spontdn polimerizacié esetén, mégis
jelentésen kisebb mértéki filmentum-0sszeszerel6désnél telitésébe megy a folyamat?



(5) A 42. dbra szerint 10nM Flil GH16 vagy GH13 jelenléte kb. 1/5 részére csokkenti a polimerizaciés
sebességet. A 43. dbran miért latunk ennél [ényegesen nagyobb mértékl csokkenést?

(6) A 44. dbra szerint a steady-state TIRFM mérések alapjan 800 nM Fli-I koncentracié hatasara az aktin
filamentumok atlagos hossza kb. 1/30-ad részére csokken, de a filamentumok szdma csak nagyjabol
Otszorosére né. Hova lett az aktin ~80%-a?

(7) Az aktinkot6é fehérjék aktin monomerekkel valé kolcsonhatdsanak fluoreszcencia anizotrépids
vizsgalata sordn Latrunculin A kezeléssel gdtoltdk a G-aktin polimerizacidjat. A LatA kot6dése az
aktinhoz nem befolydsolhatja-e az aktinkoté fehérjékkel kialakitott kdlcsonhatdsokat?

(8) A Jelolt értelmezése szerint a profilin:G-aktin kdlcsonhatas molekularis kapcsoldként m(ikodik a
DAAM, illetve a Fli-I aktin aktivitdsainak szabdlyozasaban. Mit értiink itt molekuldris kapcsolé alatt?
Altaldban a molekularis kapcsoldként miikods fehérjék esetében egy konformacidvaltozas all a jelenség
hatterében. A profilin:G-aktin esetében nem egyszerlien csak egy sztérikus gatlasrél van sz6?

Aprdobb megjegyzések:

o Az értekezés végén talalhaté roviditések jegyzékébdl egyes roviditések kimaradtak (pl. DAD-
CT, cDAAM, GH13, GH16, TpmBr3, Tom5NM1).

e Az elért eredmények targyaldsanal a konnyebb kovethetbség kedvéért hasznos lett volna
direkt médon utalni az egyes eredményeket bemutatd sajat publikacid(k)ra, nem csak a fejezet
végén felsorolni a kapcsolddd kozlemények listajat.

o Feleslegesnek tlinik minden fejezet végén ujra és Ujra teljes részletezettséggel megadni a
kapcsolddo sajat publikacidkat. Szamos sajat publikacio igy 3-4-szeres ismétlésben szerepel
részletes publikacios adatokkal. Elég lett volna az értekezés alapjaul szolgald kozlemények
listdjaban sorszammal ellatni Gket és hivatkozasul azokat megadni.

e 40. dbra: Az 6sszerendezett szekvencidk legfelsé blokkjaban a 3 Fli-l szekvencia hibdsan egy
pozicidval jobbra tolédott.

e A4 3abraleirdsa és szovegbeli magyarazata tulsagosan sziikszavu és nehezen kovethet6.

Osszefoglalva:

A disszertacié magas szinvonald kutatomunkat takar, az MTA doktori értekezéssel szemben
tdmasztott kovetelményeknek megfelel. Eredményeivel a Jeldlt jelentésen gyarapitotta az 3ltala
m(ivelt tudomanyteriiletet. A doktori mlben foglalt eredmények elegend6ek az MTA Doktora cim
elnyeréséhez. Az értekezést nyilvdnos vitara alkalmasnak tartom, a Iényegi kérdések kielégitd
megvalaszolasa esetén az MTA doktora cim odaitélését javaslom.

Vonderviszt Ferenc
az MTA doktora

Veszprém, 2025. januar 20.



