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a Prof. Dr. Bagyinka Csaba

a Szegedi Bioldgiai Kutatokézpont nyugalmazott tudomanyos tanacsaddja
altal készitett opponensi véleményre

Tisztelt Professzor Ur!

Koszonom, hogy elvallalta a doktori értekezésem birdlatat! Koszonom az értekezésem gondos
atnézésére szant idejét, a véleményében megfogalmazott észrevételeket és konstruktiv kritikat,
ami lehet6séget adott arra, hogy Uj szempontokat is atgondoljak, és mélyebben foglalkozzam a
dolgozatban targyalt kérdésekkel.

Az opponensi véleményben szerepld észrevételekre és kérdésekre az aldbbiakban valaszolok.

Az egyszer(ibb kovethet6ség érdekében valaszaimat kozvetlenul az opponensi vélemény szovege
(kék szinnel kiemelve) utan adtam meg.

Bizva a valaszaim pozitiv elbiralasaban, maradok tisztelettel:
Lo e [,
*jm ‘”mr ) -:3{"-% ré?\

Dr. Bugyi Beata
Pécs, 2025. 09. 22.

1/50



Altalanos megjegyzések

Altalanos hiba, hogy a szerzék hibaznak a hibak megadésakor! Szamértékek hibdinak
megadasardl van szo. Ez itt is elé6fordul. Az els6 hiba, hogy nem adnak meg hibat (pl. 3. tablazat).
Mas alkalommal pedig rosszul adjak meg a hibakat, ez a dolgozat szinte minden kisérlettel
megallapitott adatanal igy van. Vegyuk pl. a 11. tadblazatot, ahol az IC50 értékeket adja meg a
szerzd. Itt szerepel egy 345.9+27.60 érték. Ez egy hibas adat megadas. Azért hibas, mert ha a hibat
szazad pontossaggal (2 tizedes jegyre pontosan) meg tudja adni a szerzd, akkor mi indokolja, hogy
a mért értéket ennél sokkal pontatlanabbul adja meg? Az miért nem 2 tizedes jegy pontos? A
helyes érték megadas 350+30 lenne. A kiszamolt (vagy szamitogeép, kalkulator altal megadott)
hibat fel kell kerekiteni egy értékes szamjegy értékre (nagyon kivételesen 2 szamjegyre), majd a
meért értéket Ugy megadni, hogy az utolso értékes jegye megegyezzen a hiba értékes szamjegyével.

Az Opponens megjegyzése jogos, azt elfogadom. A dolgozatban a szamértékek hibainak
megadasakor korultekintébben kellett volna eljarni.

A dolgozat 3. tablazataban (9. oldal) szereplé adatok nem a sajat méréseink eredményei, hanem
a dolgozat [59] szamu irodalmi hivatkozasanak Figure 2. jelolésl abraja alapjan kerultek
megadasra, amiben nem szerepeltek hibak [1]. Az egyértelmliség miatt célszer(i lett volna a
forrasmegjelolést nemcsak a szovegben, hanem az dbraalairasban is megtenni.

Sok abran szerepel a *s-1 egység. Ezt sokkal egyszer(ibb lett volna /s-nek irni!

A xs? jelolést a publikacidinknak megfeleléen hasznaltam a dolgozatban. A két jelolés
matematikailag egyenértékl és mindkett6 hasznalata elfogadott a szakirodalomban.

Az abrakon a ,t.e.” mit jelent? Mert a ,tetszéleges egység” helyett az ,0nkényes egységet”
javasoltam volna.

Az abrakon a ,t.e” rovidités ,tetszlleges egység”-et jelent, a rovidités felsorolasra kerilt a
dolgozat ,,8. Flggelék”, ,Roviditések és jelolések jegyzéke” részben (105. oldal). A kifejezést az
angol nyelvi szakirodalomban hasznalt ,a.u.” ,arbitrary unit” magyar megfeleldjeként
hasznaltam. A magyar nyelvi tudomanyos munkakbol, PhD és MTA doktori értekezésekbdl
tajékozodva ugy talaltam, hogy mind a ,tetszéleges egység”, mind pedig az ,,0nkényes egység”
hasznalata el6fordul és elfogadott.

Miért vannak a PhD megirasa szerint csoportositva a sajat publikaciok?

A dolgozat formai kovetelményeivel kapcsolatban elézetesen tajékozédtam. Az ,,MTA VIIL.
Bioldgiai Tudomanyok Osztalyanak a doktori eljarasra vonatkozé kovetelményei”' kozott nem
talaltam a dolgozat Osszeallitasara vonatkozé formai szempontok kapcsan Utmutatast (pl.
terjedelem, fejezetek cime/sorrendje, kozlemények feltiintetése, tézisek terjedelme...). A Doktori
Tanacs Titkarsaganak segitékész kollégai tampontként az ,,MTA Doktora cimben részesiltek”?

1 Az MTA VIII. Biolégiai Tudomdanyok Osztalyanak a doktori eljardsra vonatkozd kdvetelményei | MTA
2 MTA doktora cimben részesiiltek (2011-t61) | MTA
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https://mta.hu/doktori-tanacs/a-viii-osztaly-doktori-kovetelmenyrendszere-105436
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https://mta.hu/doktori-tanacs/mta-doktora-cimben-reszesultek-2011-tol-105292

menudpont alatt elérhetd korabbi palyazatok formai sajatossagainak attekintését javasoltak. A
dolgozatom 0Osszeadllitasat a korabbi palyazatokat attekintve, azok formai megoldasaibdl
inspiralédva végeztem. Megjegyzendd, hogy ezek a palyazatok jelentés formai valtozatossagot
mutatnak, példaul az oldalszam, a fejezetek sorrendje, valamint a publikaciék felsorolasanak
modja tekintetében. A sajat publikaciék PhD dolgozat szerinti csoportositasa tobb korabbi
palyazatban is megjelent. En magam is logikusnak tartom ezt a szempontot az 6nélléan végzett
kutatomunka elkulonitése érdekében.
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Kérdéseim és konkrét megjegyzéseim

8. oldal: A szerzd a legfels6 bekezdésben alegységnek hivja a G-aktint az F-aktinban, a dolgozat
késbbbi részében meg monomernek. Szerintem a monomer a jobb kifejezés.

Az Opponens megjegyzése jogos. Az ,,alegység” a tobb polipeptidlancbol allé fehérjék esetében
értelmezett fogalom (pl. [2]). Az aktin monomer egy polipeptidlancbdl all, a filamentumban Lévd
monomerek ebben az értelemben nem tekinthet6k alegységeknek. A dolgozatban az ,alegység”
hasznalata az F-aktinban lévé monomerekre az angol nyelv(i szakirodalomban hasznalt ,,subunit”
kifejezés forditasabodl ered (pl. [3-6]). A magyar szakszékincsnek valé megfelelés miatt ugyanakkor
helyesebb lett volna a ,,monomer” kifejezés hasznalata.

ﬁ (lasd a jelen dokumentum 37. oldala)

Az ,alegység” hasznalatara vonatkozo kérdés az Opponens egy késdbbi megjegyzésében is
felmerull. Az egyszerlség kedvéért a valaszt itt adom meg mindkét kérdésre.
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8. oldal: ,Az aktin 6ssze-, és szétszerelb6dési folyamatai és ATPaz aktivitasa az alabbi ciklus szerint
kapcsolodnak [39].” Ez egyszerlien csak a katalitikus ciklus leirasa. Nincs minden egyes lépésnek
kulon ATPaz aktivitasa!

8. oldal, az aktin ATPaz aktivitasanak leirdsa: Ez egy autokatalitikus enzimreakcionak tlnik.
Mekkora (hany G-aktint tartalmazd) F-aktinra van ehhez szlikség? Elég, ha a reakcié soran csak
két G-aktin kapcsoladik?

Az aktin polimerizacioval 6sszeflggd ATPaz aktivitasa korai felfedezés, amit Straub F. Bruné és
Feuer Gyorgy irtak le elészor [7, 8]. Ugyanakkor a kapcsolodd mechanizmusok napjainkban is
aktiv kutatas targyat képezik [3, 9-11]. A polimerizaciot kisérd szerkezeti valtozasok - az aktin két
nagy doménjének egymashoz képesti rotacidja és a molekula kilaposodasa [10, 12, 13] -
jelentésen, mintegy 42 000-szeresére novelik az aktin ATPAz aktvitasat (Knirolzis(G-aktin) ~ 7x10% s
1, Knigroizis(F-aktin) ~ 0.3 s [3, 14-17].

Az aktin ATPaz aktivitasa és a polimerizacié kozotti kapcsolat magyarazatara két f6 modellt
javasoltak (az irodalmi hivatkozasokat 0sszegyUjté munkak: [18, 19]):

(i) A véletlenszeri (random) modell szerint minden, a filamentumba épult monomeren azonos
valdszinlséggel torténik az ATP hidrolizis, fuggetlenil a szomszédos monomerek nukleotid
allapotatol.

(ii) A vektoridlis (szekvencialis) modell szerint a szomszédos monomerek nukleotid allapota
befolyasolja a reakcid sebességét, az ATP hidrolizis els6sorban az ATP és ADP-Pi tartalmu
monomerek hataran torténik a filamentumban.

Afilamentum sokasagon végzett bulk mérések nem szolgaltattak egyértelm( kisérleti bizonyitékot
a két modell kozotti kulonbségtételre. A mikrofluidika mddszere jelentett lényegi elbérelépést, ami
lehet6veé teszi az egyedi filamentumokon végzett kinetikai vizsgalatokat és ezaltal a polimerizaciot
jellemz6 asszociacios és disszociacids sebességi allanddk meghatarozasat kiilonb6z8 biokémiai
kornyezetben [9]. A kisérleti eredmények a véletlenszer(i modellel vannak 6sszhangban és azt
tamasztjdk ala [3, 9].

Az autokatalizis jelenségének részletes ismerete és vizsgalata nem tartozik a szakterliletemhez.
Irodalmi forrdsok alapjan egy reakcio akkor tekintheté autokatalitikusnak, ha legalabb az egyik
termék el6segiti sajat maga képzddését, azaz katalizatorként viselkedik (autokatalizator) [20]. Az
autokatalizator koncentraciéjanak idébeli valtozasat abrazolva szigmoid gorbe figyelhetd meg,
amely a folyamat egyik jellemzdje lehet. Ugyanakkor ez nem sziikséges és nem elégséges feltétele
az autokatalitikus mechanizmusnak [20]. Bioldgiai rendszerekben az autokatalizis tobbféle
forméja is el6fordul, amelyek kiildnb6zé mechanizmusokon alapulnak [20, 21]. Ertelmezésem
szerint az aktin ATPaz aktivitdsa akkor lenne autokatalitikus enzimreakcié, ha a keletkez6
termékek elbsegitenék tovabbi képz&désiket. Az aktin esetében azonban kozvetlenil nem a
termékek, hanem a polimerizaciéval jard szerkezeti valtozasok fokozzak az ATPaz aktivitast.

Nem ismerek olyan publikaciét, amiben a nukleacidés intermedierek (dimer és trimer) ATPaz
aktivitasat vizsgaltak volna. A kisérleti megkozelités nem trividlis, hiszen ezek az intermedierek
instabilak (Kaisszociacis ~ 108-10%2 s7), igy a koncentracidjuk rendkivil alacsony a polimerizacio soran
[3, 22]. A dimer forma példaul kovalens keresztkotéssel stabilizalhato (pl. [23, 24]). A Korn labor
korai munkaja alapjan a kovalensen keresztkotott aktin dimer ATPaz aktivitasa kortlbelll
hétszerese a monomerének (Table Il jelolési tablazat: [24]). A publikaciéban nem szerepel adat
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a meérés hibajara vagy az F-aktin ATPaz aktivitasara vonatkozéan. Az sem tisztazott, hogy a
keresztkotés milyen hatassal van a fehérje szerkezetére és mikodésére. Mindazonaltal a dimer
esetén meért hétszeres ndvekedés elenyészéen kicsinek tlinik a fent ismertetett sebességi
allandokhoz és a mintegy 42 000-szeres valtozashoz képest.
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9. oldal: ,Egyensulyban a monomer:filamentum arany allandd. Az egyensulyi szabad G-aktin
koncentracio a kritikus koncentracio (cc),” Ha a cc allandd (kuldnben miért lenne a 3. tablazatban
megadva), akkor ez a két mondat 6nellentmondast rejt magaban. Ha az elsé mondat igaz, akkor a
cc nem lehet allandé, hanem fligg a kezdeti G-aktin koncentraciétol. Mivaldjaban a cc?

Az Opponens észrevétele jogos. A hivatkozott mondat félreértelmezhetd, egyértelmlbb
megfogalmazasa szerencsésebb lett volna. A kritikus koncentracid (c.), mint az egyensulyi nem
polimerizalt, szabad aktin monomerek koncentracidja allandd, nem flugg a kezdeti G-aktin
koncentraciotol ([A]). Egyensulyban a filamentumban lévd, polimerizalt aktin koncentracidja flugg
[A]-t6l. Ha [A] meghaladja a kritikus koncentraciot, akkor a filamentumban lév6, polimerizalt aktin
koncentracidja nullatél kiléonbozé és linearisan né [A] novelésével. Az egyensulyi
monomer:filamentum arany tehat fugg [A]-tol, ilyen tekintetben nem allandd. Ugyanakkor adott
[A] mellett egyensulyban a monomer:filamentum arany allandd, bar folyamatos kicserélédés
zajlik a monomer és filamentum készlet kozott, azok mennyisége nem valtozik. A dolgozatban
szerepld allitas erre vonatkozik.

A kritikus koncentracio

A kritikus koncentracié (c.) az egyensulyi nem polimerizalt, szabad aktin monomerek
koncentracidja. A kifejezést eredetileg Oosawa Fumio és Asakura Sho javasolta a helikalis
polimerek tulajdonsagainak vizsgalataval kapcsolatos munkajukban [25]. A monomerek
filamentumvégekhez torténd reverzibilis kotédését leird reakcioséma és sebességi egyenlet [17,
26, 27]:

F,+A=KtF, 4

dr
= = v =k [A][F] = k_[F]
A: G-aktin

Fn: n db monomerbdl allé F-aktin

Fn+1: n+1 db monomerb6l allo F-aktin

k.: asszociacios sebességi allando

k.: disszociacids sebességi allandé

t:idé

dF/dt: a filamentumban lévé aktin mennyiségének valtozasi sebessége
[A]: a monomerek koncentracidja

[F]: a filamentumvégek koncentracidja

Tekintslink el egy pillanatra az aktin ATPaz aktivitasatdl; tegyuk fel, hogy a disszociacié pontosan

az asszociacio forditottja, valamint a szoges €s a hegyes vég ekvivalensek.
Az egyensulyi allapotra:

v=0—>k+[A][F]—k_[F]=0—>[ =
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Ebbdl adédik, hogy:

= Az egyensulyi nem polimerizalt aktin monomerek koncentracidja a disszociacids és az
asszociacios sebességi allanddk hanyadosa, a kritikus koncentracio.

= Akritikus koncentracié a monomerek filamentumvégekhez torténd reverzibilis kotédését
jellemzé disszociacios egyensulyi allando [28, 29].

= Ha[A]>c., akkor a filamentumban lévd aktin mennyisége novekszik (v > 0; polimerizacio,
o0sszeszerel6dés), ha [A] < c., akkor filamentumban lévé aktin mennyisége csdkken (v < 0;
depolimerizacio, szétszerelédés).

= Av([A]) fUggvény linearis (1. abra), a vizszintes tengellyel valé metszéspontja adja a kritikus
koncentraciot.

A szoges (b, barbed) és a hegyes (p, pointed) vég sebességi allandoit figyelembe véve az egyes
végek kritikus koncentracidjara vonatkozd 6sszefliggések:

b
k= _ o
b — ~C
K2
p
kP
+

A szoges és hegyes vég egylttes dinamikajat jellemz6 kritikus koncentracid [26, 271]:

‘Zi—’; = v = (K}[A][F] — k2[F]) + (kP [AI[F] = kP[F]) = (k} + K)[AI[F] = (k2 + kP)[F]
v=0- (k2 + k®)[A][F] — (k2 + kP)[F] =0

[Al[F] K2 +KP
[F] kb +kP

n kb + kP
= =

K2+ kP °
Bar az aktin ATPaz aktivitasanak figyelmen kivil hagyasa jelentds egyszerisitésnek tinik, a fent
bemutatott 0sszefliggés kisérleteink szempontjabodl kielégitéen alkalmazhatd. Ha az aktin ATPaz
aktivitasat is figyelembe vesszilik, akkor a kritikus koncentracié az eltérd nukleotidallapotu
allanddk alapjan szarmaztathatd. Az ATPaz aktivitds miatt a filamentumba épulé és az arrél levald
monomer nukleotidallapota eltérhet, igy a kritikus koncentracié nem feleltethetd meg a
disszociaciés egyensulyi allandénak. Az Osszefliggések teljesebb bemutatasara hivatkozom
Albrecht Wegner klasszikus munkajat [27] és egy kozelmultbeli tanulmanyt [30].
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A kritikus koncentracid kisérleti uton torténé meghatarozasara példaként hivatkozom a sajat
kutatasainkhoz kapcsolédé publikaciokat: Figure 5.F jelolés(i dbra: [31]; Figure 4.A jelolési abra:
[32].

5 I

n

X 4r

=

23}

>
2+ ATP, szbges

ATP, hegyes

1 ADP, heg‘yes
0 “-.—__’_.______-.-

-1
, [A] (uM)
0 utop 2 3 4
i Ce .
Céa.TP, b — C;mP, p

1. abra A filamentumban lévé aktin mennyiségének valtozasi sebessége (v) a szoges (b, barbed) és a hegyes
(p, pointed) végen, ATP-aktin (sotét szinek) és ADP-aktin (halvany szinek) esetén az aktin koncentracio
fuggvényében ([A]). A sebességet a v = k:[A] - k- 0sszefliggés szerint hataroztam meg a szoges €s a hegyes
vég kinetikai paramétereit felhasznalva (dolgozat, 3. tablazat, 9. oldal). A v([A]) fuggvény vizszintes tengellyel
valé metszéspontja adja a kritikus koncentraciot (c.). Az abrat a [5] publikacidkban kdzolt sajat készitésu
Figure 2.B jel6lésu abra nyoman készitettem. A treadmilling-nek megfelel6 aktin koncentraciétartomanyt
szlrke téglalap jeloli (lasd 3. abra).
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11. oldal: ,,Az aktin halézatok geometriai sajatsagai (pl. elagazé/egyenes, parallel/antiparallel
orientacio, kotegelési tavolsag), az aktin filamentumok mechanikai sajatsagai (pl.
rugalmas/mereyv, rugalmassagi modulus, perzisztenciahossz) [63-67].” Ez a mondat teljesen
értelmetlen, nincs allitmanya. Vagy azt akarja mondani, hogy a geometriai sajatsagok azonosak a
mechanikai sajatsagokkal? Kétlem! Az ezutan kovetkez6 (1a) és (1b) sorok is értelmetlenek, nem
lehet tudni, mit akar a szerz6 mondani!

12. oldal: Nemvilagos, a (2a), (2b), (2c) ami vagy felsorolas, vagy alcim, vagy bekezdések (???) mit
is jelentenek.

A (2a) rész alatt a szerz6 0sszevegyiti az AA szekvenciat a mRNS szekvenciakkal, de a szandék
értelmezhetetlen. Ha a kddolé génszekvenciaban pontmutacioé van, akkor az nem jelenik meg a
fehérjében??

A (2b) sor mire vonatkozik?

A (2c) részben varatlanul megjelenik a tropomiozin, amirél eddig nem hallottunk, csak a 6. oldalon
egy felsorolasban, mint aktin kot6 fehérje (talan) ami valamiféle izoformakat alkot, de hogy ezek
az izoformak az tropomiozinhoz tartoznak-e vagy az aktinhoz, s hogy miért van nekik azimutalis
poziciojuk, azt csak talalgathatjuk (sikertelenul ebben az olvasasi fazisban).

A 3. alrész is teljesen értelmetlen, az olvasdét semmiféle informacidval nem latja el.

Mindez ,,Az intracellularis aktin haldzatok funkcionalis polimorfizmusa” fécim alatt helyezkedik el,
tehat az olvas6 azt gondolna, hogy erre vonatkozik, de akkor a ,,polimorfizmus” hogyan kerul 6ssze
a ,Biokémiai szabalyokkal”? A polimorfizmusnak lennének biokémiai szabalyai??

A dolgozat ,,Az intracellularis aktin halézatok funkcionalis polimorfizmusa” cim fejezete (10-12.
oldal) és a 4. abraja (11. oldal) foglalja 6ssze roviden, vazlatpontokba szedve azokat a sejtszinti
mechanizmusokat, amelyek az aktink6td fehérjék szegregacidjaban (sorting) és az eltéré
funkcidju aktin halézatok kialakitasaban szerepet jatszanak. A dolgozatban nem volt célom a
mechanizmusok atfogd bemutatdsa, ezért azok ismertetése tomoren, vazlatos formaban tortént.
Ez a szakasz tulajdonképpen egy részletesebb abramagyarédzatként szolgal a 4. abrahoz. Az
opponensi észrevétel és kérdések nyoman az alabbi kiegészitésben torekszem a részletesebb
kifejtésre. Az egyszerlbb attekinthet6ség kedvéért a dolgozat 4. abrajat is masolom a valaszban.

Kiegészités az ,,Az intracellularis aktin halézatok funkcionalis polimorfizmusa” fejezethez
Az aktin halézatok molekularis identitdsanak kialakitdsaban és az aktinkotd fehérjék
szegregacidjaban (sorting) tobb mechanizmus is szerepet jatszhat [33]. Ezek a mechanizmusok
nem egymast kizar6 modon, hanem egymast kiegészitve és egyuttmikodve jarulnak hozza a
funkcionalisan eltérd filamentum-kompartmentek kialakitasahoz.

1. Biomechanikai szabalyok (2. abra (1))

Az aktin halézatok mechanikai jellemzdit a filamentumok geometriai szervezédése (pl. eldgazd
vagy egyenes lefutds, parallel vagy antiparallel orientacio, kotegelési tavolsag) és mechanikai
tulajdonsagai (pl. rugalmas vagy merev) hatarozzak meg. Az aktin halézatok mechanikai
sajatsagainak kialakitdsaban szerepetjatszanak az 6sszeszereld faktorok: az NPF:Arp2/3 komplex
fehérjerendszer (2. dbra (1a)) és a formin fehérjecsalad (2. abra (1b)) tagjai. A PhD munkam egyik
meghatarozé eredményeként leirtuk, hogy a forminok (pl. mDia1) komplex médon befolyasoljak a
filamentumok mechanikai tulajdonsagait [34, 35]. Az ennek nyoman felallitott hipotézisunk
szerint az Osszeszereld faktorok meghatdrozé szerepet jatszanak az aktinkoté fehérjék
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szegregacidjaban és ezaltal az aktin halézatok funkcionalis specializacidjaban. Az 6sszeszereld
faktorok altal vezérelt sorting mechanizmus azon alapul, hogy ezek a faktorok aktivitasuk
természetéb6l adododan els6ként lépnek kolcsdnhatasba a képz8d6 filamentumokkal. A
filamentumok geometriai és mechanikai jellemzéin keresztul befolyasolhatjak a tovabbi fehérje-
fehérje kapcsolédasokat, igy iranyitva az aktinkété fehérjék aktin haldézatokhoz valo
hozzarendelését és hozzajarulva azok funkcionalis diverzitasanak kialakitasahoz. Ezt a sorting
mechanizmust hasadd élesztében, valamint tisztitott fehérjerendszerekben végzett, egyedi
filamentumok vizualizacidjan alapuld kisérletek is alatamasztjak [36].

2. Filamentum identitas (2. dbra (2))

Az aktin haldzatok jellemzéit és aktinkotd fehérjékkel valé kolcsdnhatasait a filamentumok
szerkezetében és felszini tulajdonsagaiban megjelené arnyalt kiilonbségek is befolyasolhatjak
[33].

Az eukaridéta élévilag sokféleségében az aktin az egyik legkonzervaltabb fehérje. A sejtek a
filamentumok diverzitasat/eltéré identitdsat igy az aktin fehérje kilonb6zd izoformainak
expresszidjaval (2. abra (2a)) [37], illetve poszttranszlaciéos maddositasaival (2. dbra (2b)) [38]
biztosithatjak. Az aktin izoformait kulonb6zé gének kédoljak, ugyanakkor a fehérjék egymas és a
fajok kozott is nagyfoku aminosav-szekvenciabeli hasonlésagot mutatnak (dolgozat, 102. oldal,
F1. abra). A nem-izom [B-aktin és y-aktin példaul minddsszesen 4 aminosavban tér el az N-
termindlisukon. A két aktin izoforma mRNS kddold szekvenciaja azonban nagyobb mértékben,
kozel 13%-ban kilonbozik csendes (silent) mutaciok miatt [39]. Ez a két aktin izoforma eltéré
transzlacids dinamikajat és poszttranszlacids modositasat eredményezi; a B-aktin arginilalodik,
mig a y-aktin nem [40]. Az aktin izoformak szabalyozasa tehat eltér6 mdédon térténhet az mRNS
kédolo szekvencian keresztil, ami hatassal lehet a transzlaciéra, a poszttranszlaciés
modositasokra és ez altal a funkciodra is.

Alternativ stratégiaként, a filamentumokhoz eltéré identitds rendelése specializalt aktink6té
fehérjék révénis megvaldsithatd, anélkil, hogy magat az aktint médositani kellene. llyen aktinkotd
fehérje példaul a tropomiozin (Tpm) (2. dbra (2c)). Osszehasonlité genomikai elemzés ramutatott
arra, hogy az eukariéta fajokban az evolucio soran az aktin izoformak szama csdkkent (pl. human
nem-izom aktin izoformak szama = 2), mig a Tpm izoformak szaéma novekedett (human nem-izom
Tpm izoformak szama >20) [33]. A negativ korrelacié alapot ad annak a feltételezésnek, hogy
alacsonyabb rendi fajokban a kilonb6z6 aktin izoformak szolgalnak eltéré szubsztratként az
aktinkoté fehérjék szamara. Ezzel szemben magasabb rend( fajokban, ahol az aktin izoformak
szama korlatozott, a kulonbozé Tpm izoformakhoz valdé asszociacidjuk révén jonnek létre
funkcionalisan eltéré aktin szubsztratok. A hipotézis szerint a Tpm izoformak kulcsszerepet
jatszanak az aktin sejtvaz funkcionalis diverzifikacidjanak kialakitasaban [41]. A Tpm izoforma
specifikus szabalyozas szerkezeti alapjat jelentheti, hogy a kiilonb6z6 Tpm izoformak kotédése és
pozicidja a filamentumon eltér6 [41-47].

3. Biokémiai szabalyok (2. dbra (3))

Az aktinkot6 fehérjék eloszlasa az aktin halézatokban a sejt 0sszetett biokémiai egyensulyanak
eredménye. Ebben szamos kulonb6zé aktinkoté fehérjecsalad vesz részt, amelyek kooperativ (2.
abra (3a)) vagy kompetitiv médon (2. dbra (3b)) kotédnek az aktinhoz ezaltal befolyasolva egymas
kolcsonhatasait [36, 48, 49].
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(1a) elagazd  (Ib) egyenes
Arp2/3 komplex formin

2 ktin izof Ak
(2a) aktin izoformé (3a) kooperativitas

W (2¢) Tpm izoformak /vl

b:' 3b) kompetici6
(1) halézat geometria (2) filamentum identitas (3) biokémiai szabalyok

filamentumok
mechanikai sajatsagai

fehérjeszegregacidé/molekularis mintazat
funkciondlis specializacié/polimorfizmus

2. abra Az aktin halozatok funkcionalis specializaciéjanak mechanizmusai a dolgozatban bemutatott abra
szerint (4. dbra, 11. oldal).
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12. oldal: ,, A vezeté élen a lamellipodium, az aktin filamentumok polarizalt dinamikaja altal
vezérelt vékony, lemezszeri membrankitiremkedés a migralo sejtek egyik fémjele.” Varatlanul
megjelenik a ,vezet6 él” fogalma, amirél nem tudjuk micsoda.

Az Opponens megjegyzése jogos. A ,vezetd él” kifejezés nem kerllt kifejtésre a dolgozatban. A
wezetd él” (leading edge) a mozgo sejt haladasiiranyaba esf ,,oldala”, ahol az aktin filamentumok
polimerizacidja és a kapcsolodo erbkifejtés membrankituremkedéseket eredményez. A kifejezés
hasznalatara magyar nyelvl( példaként emlithetd az alabbi tankonyv és PhD dolgozatok [50-53].

A ,fémjele” sem igazan szerencsés kifejezés. Talan inkabb jellegzetessége? Vagy a migralo
sejteket féemjelzi?

Az Opponens megjegyzése jogos. A ,fémjel” fénév helyett a ,fémjelez” ige megfeleld alakjanak
hasznalata lett volna helyes.

Ugyanakkor a lamellipodium meghatarozasa az ,, 7. Lamellopodium” alfejezet elétt talalhato.
Miért nem az alfejezet elején?

A dolgozat ,,A sejt motilis sajatsagaiban meghatarozé citoszkeletadlis polimer rendszerek”
fejezetének (12-13. oldal) bevezet§ szakaszaban a sejtmozgasban szerepet jatszd aktin alapu
strukturak - igy a lamellipodium is — réviden, 6sszefoglalo jelleggel kerlilnek emlitésre. Ennek a
bevezetdnek a célja a fébb strukturak elézetes kontextusba helyezése volt. Arészletes bemutatas
és a funkcionalis jellemzések ezt kovetden, tematikusan tagolt alfejezetekben kerulnek kifejtésre
(»1. Lamellipodium”, ,2. Lamella”, ,3. Filopodium”, ,4. Az aktin és mikrotubulus sejtvaz
funkcionalis koordinacidja”).
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13. oldal: ,,A lamellipodium egy gyors és a taposomalom egyensulynak (treadmilling) megfelel6en
iranyitott dinamikaju halozat [94, 95].” Szegény olvasdt mar megint egy ujabb, ismeretlen
fogalommal (treadmilling) zaklatjak.

Az Opponens észrevétele jogos, a dolgozat nem targyalja a taposdmalom-egyensuly
(treadmilling) jelenségét. A treadmilling részletesebb kifejtése nem volt célom a dolgozatban.
Ugyanakkor elfogadom, hogy annak atfogobb bemutatasa jobban szolgalhatta volna az olvasé
szamara a téma megértését. Az opponensi észrevétel nyoman az alabbi kiegészitésében
torekszem a fogalom részletesebb bemutatasara.

A taposomalom egyenslily (treadmilling)

A treadmilling jelenség eredete az aktin ATPaz aktivitdsaban keresend6. Az ATP-aktin
polimerizacidja esetében a filamentumok szoges (b, barbed) és hegyes (p, pointed) végének
dinamikajat jellemz6 kritikus koncentraciok (c.) eltérnek (dolgozat, 3. tablazat, 9. oldal), mégpedig
ugy, hogy:

ATPp _ _ATP,
P < et

Ennek az aszimmetridnak a kovetkezménye a treadmilling. A treadmilling egy meghatarozott
koncentraciétartomanyban figyelhetdé meg, amikor az aktin koncentracioja ([A]) a két vég kritikus
koncentracidja kozott van (1. és 3. abra, szlirke téglalap), azaz:

cATPP < [4] < PP

A kritikus koncentracio értelmezésénél leirtak alapjan® ebben a koncentraciotartomanyban a
szoges végen nettd polimerizacio (0sszeszerelédés, hosszabbodas), mikdzben a hegyes végen
netté depolimerizaciod (szétszerelé6dés, roviduilés) zajlik. Ez a filamentum iranyitott, a szoges vég
felé torténd transzlaciés mozgasat eredményezi (3. abra). Ha az aktin koncentracié éppen
megegyezik a szoges €s a hegyes vég egylittes dinamikajat jellemzé kritikus koncentraciéval (c.),
akkor a szoges végen a ndvekedés sebessége (v?) megegyezik a hegyes végen a rovidiilés
sebességével (VP) (3. dbra):

igy a filamentum hossza allandé, mikozben a két végén folyamatos asszociacids és disszociacids
események torténnek.

ADP-kotott aktin esetén a két vég kritikus koncentracidoja megegyezik (dolgozat, 3. tablazat, 9.
oldal), igy a filamentum mindkét végen hosszabbodik vagy rovidul, treadmilling ebben az esetben
nem figyelhetd meg. A treadmilling mechanizmusanak részletesebb leirdsara példaként az alabbi
tanulmanyt hivatkozom [18].

3 Lasd ,,A kritikus koncentracié” részt korabban.
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A treadmilling jelenségét elészor Albrecht Wegner irta le (head-to-tail assembly [27]), majd
sejtmentes rendszerekben, egyedi filamentumokon is igazoltak [54]. A mechanizmus tetten
érheté a lamellipodium dinamikajaban [55, 56] és sikeresen rekonstrualtak biomimetikus modell
rendszerekben is [57-59]. A treadmilling az intracellularis aktin halézatok megujulasanak
(lebomlasanak és ujraépulésének, turnover) alapveté mechanizmusa [28]. Egyrészt lehetbveé teszi
a halézatok atszervez8dését és az aktintartalmuk Ujrahasznositasat anélkul, hogy a
filamentumokat teljesen szét kellene szerelni. Masrészt biztositja a filamentumok iranyitott
elmozdulasat a szoges vég iranyaba.

1.5 / 'y f"___'
=~ | treadmilling R 2 %R \
" széges treadmilling
x 1.0+ hegyes
=
=
> 05+

vl —
0.0 .
vP
05" NP
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-1.5 — ' ‘ ! Al 01 ) S5 ADP-actin
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L ]
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3. abra (bal oldali panel) A filamentumban lévé aktin mennyiségének valtozasi sebessége (v) a szoges (b,
barbed) és a hegyes (p, pointed) végen, ATP-aktin esetén az aktin koncentracio fliggvényében ([A]). A
treadmillingnek megfelelé koncentracidtartomanyt szurke téglalap jeloli. A sebességet a v([A]) = ki[A] - k.
Osszefliggés szerint hataroztam meg a szdges és a hegyes vég kinetikai paramétereit felhasznalva (dolgozat
3. tablazat, 9. oldal). A v([A]) fliggvény vizszintes tengellyel valé metszéspontja adja a kritikus koncentraciot
(cc). Az Abrat a [5] publikacidkban kozolt sajat készitési Figure 2.B jelolésl dbra nyoman készitettem. (jobb
oldali panel) A treadmilling ciklus sematikus abrazolasa. Az id6ébeli sorozat egy filamentum allapotat
szemlélteti hdrom egymast kévetd idépontban (t,, t,, t,). A szaggatott kék vonal meredeksége a treadmilling
sebességének felel meg. Az abra forrasa: [28].
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13. oldal: Mi a kuilonbség a filamentum, a lamella és a filopodium kozo6tt? A leirasbdl csak annyi
derul ki, hogy mennyiségi a kilonbség, de a lamella és a filopodium igy is azonosnak tlnik.

A dolgozat ,Az aktin szerkezeti sajatsagai” fejezete (6-8. oldal és 2. abra) mutatja be az aktin
filamentumok jellemzéit, a ,,1. Lamellipodium?, ,,2. Lamella” és ,,3. Filopodium” fejezetek (12-13.
oldal és 5. abra) targyaljak a kulonbo6z6 aktin halézatok sajatsagait. Az Opponens észrevétele
nyoman az alabbiakban kiegészit6 médon tisztazom a fogalmakat.

A filamentumok (F-aktin) az aktin monomerek polimerizacidja révén jonnek létre. A filamentumok
kuléonb6z6 haldzatokba szervezédhetnek, mint példaul a lamellipodium, a filopodium és a
lamella. Ezek a strukturak eltér6 szerkezeti felépitéssel, dinamikai sajatsagokkal és molekularis
Osszetétellel rendelkeznek, és kilonb6z6 funkcidkat latnak el példaul a sejtvandorlas soran vagy
a kornyezeti jelek érzékelésében. A témat tobb 6sszefoglald tanulmany is targyalja: [59-62].

A lamellipodium sajatsagai viszonylag jol ismertek, mig a filopodium és a lamella eredete és
kialakuldasanak mechanizmusai még nem teljesen tisztazottak. A lamellipodium elagazé
filamentumokbdl alld, dendritikus haldzat. A filopodium és a lamella egyenes, elagazasoktol
mentes filamentumokat tartalmaznak. Ugyanakkor a filopodium és a lamella nem azonos
strukturak. Afilopodium a lamellipodium el6tt talalhaté aktin halézat, a sejtfelszinen kitliremkedd
nyulvany. A lamella a lamellipodium mogott, a sejttest iranyaban helyezkedik el. A filopodium egy
vékony (hossz~1-10 ym, atmérd ~ 0.1-0.3 ym), ujj-szer(i, membrankitiremkedés, parhuzamos
lefutasu, keresztkotd fehérjék altal kotegekbe rendezett filamentumokat (10-30) tartalmaz. A
konvergens elongacié modell szerint a filopodium filamentumai a lamellipodium halézatabadl
kotegekbe rendezdéddnek. Alternativ mechanizmusként a filamentumhalézat de novo mddon is
kialakulhat a forminok altali nukleacio és processziv elongacio révén (de novo nukleacié modell).
A filopodiumképz&dés soran tobb, egymastél eltéréd molekuldris mechanizmus mdkodhet egyltt,
amelyek jelentfsége sejttipusonként és élélényenként valtozhat. A lamella egy széles (~ 10-15
pum), egyenes filamentumokbél allé halézat, ami a lamellipodium mogott, a sejttest irdnyaban
helyezkedik el. A lamella filamentumai szarmazhatnak a lamellipodiumbodl az elagazasok

elongacio révén.

A dolgozatban bemutatott eredmények az alabbiak szerint kapcsoldédnak a kérdéskorhoz:

(i) filopodium

Eredményeink a filopodium kialakulasdban a forminok szerepét hangsulyozzak. A forminok
antagonisztikus médon mukoédnek egyutt a sapkafehérjével és de novo nukledcids aktivitassal
rendelkeznek. Ezek az aktivitdsok 6sszhangban allnak mind a konvergens elongacid, mind a de
novo nukleacio modelljével.

(ii) lamella

Eredményeink a lamella kialakulasaban a lamellipodiumbél ered6 onszervez6d8, morfoldgiai és
dinamikai gradienst mutaté rendszer szerepét hangsulyozzdk. A mechanizmus szerint a
tropomiozin és az NPF:Arp2/3 komplex, valamint a tropomiozin és az ADF kompetitiv
antagonisztikus hatasai elegendének bizonyulnak a lamellipodium és a lamella szegregacidjahoz.
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16. oldal: ,,Milyen mechanizmusok hatarozzak meg az aktinkoto fehérjék szegregaciojat és ez altal
az aktin halézatok molekularis identitasat és funkcionalis sajatsagait?” Eddig még nem esett sz6
a szegregaciorol.

A dolgozat ,,Az intracellularis aktin haldézatok funkcionalis polimorfizmusa” fejezete (10-12. oldal)
és a 4. abraja (11. oldal) foglalja 6ssze roviden azokat a sejtszintl mechanizmusokat, amelyek az
aktinkotdé fehérjék szegregaciojaban (sorting) és az eltérd funkcidju aktin halézatok kialakitasaban
szerepet jatszanak. A dolgozatban nem volt célom a mechanizmusok atfogé bemutatasa, ezért
azok ismertetése tomoren, vazlatos formaban tortént.

19. oldal: ,, 1. Az aktinkété fehériek milyen aktivitasai allnak a tropomiozin protruzios
fenotipusanak a hatterében?” Ez a mondat értelmetlen. Eddig arrél volt szo, hogy a tropomiozin
egy aktinkotd fehérje. Masrészt a tropomiozinnak midta van fenotipusa (ez utébbi megfogalmazas
aztan tobbszor is visszatér)? Fenotipusa nem egy élélénynek van?

Az Opponens észrevétele jogos, azt elfogadom. A ,fenotipus” egy él6 szervezet megfigyelhetd
tulajdonsagainak 6sszessége. A dolgozatban szerepld megfogalmazas; ,,a tropomiozin protruzids
fenotipusa” pontatlan és félreérthetd lehet. Helyesebb lett volna olyan megfogalmazast
hasznalni, amely egyértelmivé teszi, hogy nem a tropomiozinnak van fenotipusa, hanem a
tropomiozin mikroinjektalasat kovetéen a sejtekben megfigyelheté morfolégiai valtozasok
értelmezhet6k fenotipusos valaszként.
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20. oldal, 4. sor: Az Arp2/3 itt , katalizal”. A 12. oldalon a Lamellopodium alfejezet elsé soraban
meég csak inicializal. Most akkor melyik?? Egyaltalan mit csinal az Arp2/3?7 Ugyanebben a
bekezdésben ,,pirén tranziens”-nek nevezi a fluoreszcencia id6fliggését. Miért?

20. oldal 1. egyenlet: A Michaelis-Menten egyenlet egy, igencsak leegyszerUsitett enzimreakciéra
felirt egyenlet. Az Arp2/3 miért lenne enzim? Az alfejezet elején ugyan az Arp2/3 ,katalizal”, de, a
birald szerint, ez téves (lasd el6z6 megjegyzés és a dolgozat 9. dbraja). De ha katalizalna is, akkor
sem az skTpm lenne a szubsztratja, hanem az aktin, ami még nem kotott a polimerhez (G-aktin).
Masrészt, az eredeti MM egyenletben nem szerepel vmin. Milyen elvi alapon lett a vmin az
egyenletbe beleirva?

21. oldal, 2. egyenlet: Itt a vmin mar hianyzik, pedig elvileg ez az (1) egyenletbdl lenne
szarmaztatva. Hova lett?

Az alabbi megjegyzést is ide veszem

26. oldal, (4.1) és (4.2) egyenletek: A gyongymozgas sebességének mi koze van a Michaelis-
Menten kinetikdhoz? Miért ezzel az egyenlettel kellett illeszteni? S honnan kerul bele a vmin?? S
ha mégis MM kinetikak lennének, miindokolja, hogy a két MM egyenlet kiilonb6z6?7?

Az Opponens észrevétele jogos, azt elfogadom. Az Arp2/3 komplex miikodésének részletesebb
bemutatasa jobban szolgalhatta volna az olvasé szamara a téma megértését. Koszonoém tovabba
a kisérletes eredményeket leir6 modellre vonatkozé megjegyzést is, ami lehetéséget adott arra,
hogy Ujragondoljam és korultekintébben értelmezzem a kérdéskort és az analizisiinket.

Az Arp2/3 komplex mukodésével a dolgozat ,,A sejt motilis sajatsagaiban meghatarozo
citoszkeletalis polimer rendszerek”, ,1. Lamellipodium” (12. oldal) és ,A lamellipodium
szerkezeti, dinamikai és molekularis sajatsagait rekonstrualéd biomimetikus modell” (22. oldal)
fejezetei foglalkoznak. Az opponensi észrevételre reflektdlva az alabbiakban kiegészit6 mddon
torekszem az Arp2/3 komplex mikodésének atfogdébb bemutatasara.

Az NPF*“Arp2/3 komplex fehérjerendszer az aktin filamentumok képzédését (de novo
nukleaciojat) segiti elé ugy, hogy egy meglévé (anya) filamentum oldalarél egy uj (leany)
filamentumot nukleadl (branching) (4. abra). Az NPF:Arp2/3 komplex altal létrehozott
filamentumhalézat karakterisztikus eldagazé mintazatot mutat. A branching modelljére
vonatkozbéan az Annual Reviews in Biophysics-ben megjelent 6sszefoglald tanulmanyunkat
hivatkozom [5]. Szerkezeti és biokémiai vizsgalatok igazoltak, hogy az Arp2/3 komplex Gnmagaban
inaktiv. Aktivacidja egy osszetett, tobb lépésbbl alld folyamat, amiben szamos tényezd egyuttesen
jarul hozza az eldgazas kialakulasahoz [1, 5]. Ezek kozé tartozik a nukleaciot elésegité faktor (pl.
N-WASP, WAVE) VCA régidja*, a G-aktin, egy meglévé (anya) filamentum, az Arp2/3 komplex altal
kotott nukleotid, valamint szerkezeti atrendez8dések. A branching folyamatanak egyes lépéseihez
tartozd asszociacios és disszociacids sebességi allandok teljes korld meghatdrozédsa révén
azonosithato a legvaldszinlbb utvonal (4. abra) [63]. A G-aktin az NPF WH2 doménjéhez (V), az
Arp2/3 komplex az NPF CA doménjéhez kotddik. igy egy VCA:G-aktin:Arp2/3 harmas komplex jon

4 A dolgozatban definidltam az NPF és VCA roviditéseket (22. oldal). , A nukledciét el8segits faktorok (nucleation
promoting factor, NPF) koz0s sajatsaga egy C-terminadlis VCA régid, ami egy aktinkoté Wiskott-Aldrich szindroma
homoldg domén 2 szakaszt (Wiskott-Aldrich syndrome homology domain 2, WH2, V), valamint az Arp2/3 komplex
kotéséért felel&s bazikus centralis (central, C) és savas (acidic, A) szegmenst tartalmaz.”
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létre, ami még nem képes elagazas létrehozasara. A harmas komplex az Arp2/3 komplex
kozvetitésével kapcsolédik egy meglévd (anya) filamentum oldalahoz. Az Arp2/3 komplex Arp2 és
Arp3 alegységei a filamentum kis menetemelkedésl hélixét mimikaljak (lateridlis, short-pitch
dimer) és az NPF WH2 doménje altal szallitott G-aktinnal, mint harmadik monomerrel egyltt egy
trimert képeznek, ami nukleuszként alapot szolgaltat az uj (leany) filamentum novekedéséhez. A
branching folyamataban meghatarozé tovabba az Arp2/3 komplex Arp2 és Arp3 alegységei altal
kotott ATP, valamint szerkezeti atrendezédések is. Egyrészt az Arp2 és Arp3 filamentumszer(
konformacidja, ami az Arp2/3 komplex anya filamentumhoz valé kétédése soran bekdvetkezd
szerkezeti valtozasok eredményeként alakul ki, masrészt az anya filamentum
konformacidvaltozasa, ami stabilizalja az elagazasi csomdpontot. A branching mechanizmusarol
részletesebb képet adnak a kézelmultban publikalt nagyfelbontasu szerkezeti adatok, tobbek
kozott tisztitott fehérjéken végzett krio-elektronmikroszkopiai vizsgalatok [64-67] és fibroblasztok
lamellipodiumanak krio-elektrontomografias vizsgalatai [68].

Arp2/3 G-aktin
Arp3 Arp2 N
ARPCS \ e
VCA b M ‘. ARPCI @
:’v ARPCS
o ARPCZ  arpca
T cA
inaktiv led
Arp2/3 eany
filamentum

Arp2-Arp3
lateralis dimer Y i |

elagazas
\4

/ Y
. IS - Y ) -
nincs aktiv anya ¢ “&e széges vég

névekedés Arp2/3 filamentum aktivacio < anya névekedés

harmas komplex filamentum
VCA:G-aktin:Arp2/3 VCA:G-aktin:Arp2/3:F-aktin

reakcio ks k-
1 VCA:G-aktin 42.9 uM's™ 25.7 s
2 VCA:G-aktin:Arp2/3 komplex 0.4 uM-'s™ 0.74 s
3 | VCA:G-aktin:Arp2/3 komplex:F-aktin 1.5x10* uM-'s™ 0.2x103 s
4 aktivacio 0.15s™ -
5 | szbges vég nbvekedés, elongacio 11.6 uM's” 1.4

4. abra A elagazas kialakuldsahoz (branching) vezeté molekularis események és kinetikai paramétereik. Az
abrat a [5] publikacidkban kozolt sajat készitésl Figure 3. jelolés( abra nyoman készitettem. A tdblazatban
szerepl6 asszociacids és disszociacids sebességi dllanddk forrasa: [69].

Az Arp2/3 komplex NPF aktivatorat egyes szakirodalmi forrasok enzimszerld szabalyozd
fehérjeként irjak le, mivel mikodése tobb szempontbdél is hasonldésagot mutat az enzimekével [5,
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60, 70]. Az NPF ,,enzimként” mlkodve szubsztratként koti az Arp2/3 komplexet, a G-aktint és az
anya filamentumot és a ciklusa soran egy elagazé filamentumot hoz létre (branching). A branching
modellezésére a szakirodalomban taldlhaték példak a Michaelis-Menten tipusud megkozelités
alkalmazasara [71-73]. Az enzimek definicio szerint kémiai reakciokat katalizalnak [2, 74]. A
klasszikus értelmezés szerint az NPF nem tekinthetd valddi enzimnek. Tovabba az NPF-Arp2/3
komplex rendszer miikodése és a branching folyamata ¢sszetettebb, mint a Michaelis-Menten
kinetikai modell altal leirt enzim-szubsztrat kélcsdnhatas.

A tropomiozin (skTpm) Arp2/3 komplex altal létrehozott filamentumelagazasok dinamikajara
gyakorolt hatasat a fehérje-ligandum kotédés keretében irhatjuk le [2, 75, 76]. A dolgozatban
alkalmazott matematikai leirasmoéd és Osszefliggések 0Osszhangban vannak ezzel a
megkozelitéssel, utalas torténik erre a vonatkozé publikacidom ,,Materials and Methods” részében
[77]. A dolgozatban sajnalatos moédon tévesen jelenik meg a Michaelis-Menten modell
hasznalatara vald hivatkozas, az nem tukrozi az alkalmazott elméleti keretet. A két megkozelités
formalizmusa hasonlo; az enzimkinetikai modell egy része, ami az enzim és a szubsztrat kozotti
kolcsonhatast, illetve az enzim-szubsztrat komplex kialakulasat irja le a fehérje-ligandum
kotédési modell alapjan értelmezheté [76]. A dolgozatban alkalmazott modell részletesebb és
koriltekintébb bemutatasa indokolt lett volna; Ugy vélem, hogy ezaltal elkeriilheté lett volna a
téves hivatkozas. Az opponensi észrevételre reagalva az aldbbiakban kiegészit és tisztazé médon
ismeretem az analizis f6bb pontjait.

Az Arp2/3 komplex és a tropomiozin (skTpm) aktin polimerizacidra gyakorolt hatasait a kompetitiv
(versengd) kotédési séma szerint irhatjuk le (5. abra) [2, 75]. A modell alapjan az aktivalt Arp2/3
komplex és az skTpm egymassal versengve kotédnek az aktin filamentumokhoz. Ez a kot6dési
verseny hatarozza meg a polimerizacio sebességét: az Arp2/3 komplex a branching révén fokozza
a sebességet (5. abra 1), mig az skTpm a spontan polimerizacidra jellemzd sebességet (5. abra -)
tartja fenn (Supplemental Figure 1. jelolési dbra: [77]).

Arp2/3:aktin kotodés Arp2/3-skTpm kompetitiv kot6dés
E+AofEAS polimerizacié T Ka L
branching E + A < EA — polimerizacié T
B branching
skTpm:aktin kotédés )
Ks gp
E + B &8 EB - polimerizacié — l

polimerizacié —

5. abra Az Arp2/3 komplex és az skTpm aktin kdlcsénhatasai.

Az dbran és a szovegben hasznalt jelolések magyarazata:

E = aktin, A= Arp2/3 komplex, B = skTpm

EA: Arp2/3:aktin komplex, Ka: az Arp2/3:aktin komplex disszocidcids egyensulyi allandéja
EB: skTpm:aktin komplex, Kz: az skTpm:aktin komplex disszociacids egyensulyi allanddja
[I: molaris koncentracio

E, A, B: szabadallapotu fehérje

EA, EB: komplexben lévé fehérje
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Eo, Ao, Bo: Osszes fehérje

Feltételezzlk, hogy a fehérje koncentracidja joval kisebb, mint a ligandumé. Ezért a komplex képz&dése
nem csokkenti jelentésen a szabad ligandum koncentracidjat, nincs ligandum deplécié. igy a szabad
ligandum koncentracidja jo kozelitéssel azonosnak tekinthet6 a hozzaadott 0Osszes ligandum
koncentraciojaval [2, 76].

(i) fluoreszcencia spektroszkodpiai kisérletek

A kompetitiv kotédési modell alapjan a dolgozat 7. abrajan (20. oldal) és 8. abrajan (22. oldal)
bemutatott kisérleti adatok illesztése az alabbi megfontolasok és matematikai 6sszefliggések
alapjan végezhetd el.

A dolgozat 7. abrajan bemutatott kisérletben Arp2/3 komplexet ([A]=allandd) tartalmazo
rendszert titraltam tropomiozinnal ([B]). A v([B]) fliggvény meghatarozasa céljabodl az skTpm kotott
hanyadara vonatkozo 6sszefliggés az alabbi formaban irhato fel (dolgozat, 9. egyenlet, 81. oldal):

V=VUmax [EB] [B]

Vmin — Vmax  [Eo] K +[B]

v: a polimerizacio sebessége egy tetszbleges skTpm koncentracion
Vmin: @ polimerizacié sebessége telitési skTpm koncentracion
Vmax: @ polimerizacio sebessége skTpm hianyaban

K=Kg(1+ %): latszélagos disszociacids egyensdlyi allando
A

Atrendezéssel adddik a v([B]) fiiggvény a dolgozat 7. abrajanak jobb oldali paneljén bemutatott
adatsor illesztésére:

K [B]

K+ B8] " "™nK 1 [B]

U = Vmax

A dolgozat 1. egyenlete (20. oldal) a masodik tag vonatkozasaban eltér. A két osszefliggés
[Bl/(K+[B])~1 esetén lenne ekvivalens, ami [B]>>K kozelitéssel adodik. Ez az adatok
illesztésében és a dolgozat kovetkeztetéseiben lényegi eltérést nem eredményez (6. abra).

0.040 ‘ i Model dechypv1 (User)
= =v=v_max K/(K+[B])+v_min ([B])/(K+[B]) | Equation y=ymax*K/(K+x)+ymin*x/(K+x)
——v=v_max K/(K+[B])+v_min Plot slope, auxs-1
0.035 - I K 0.29469 + 0.13052
ymin 0.00874 + 0.00321
ymax 0.03692 + 0.00208
0030 Reduced Chi-Sqr 5.07269E-6
R-Square (COD) 0.96801
Adj. R-Square 0.94669
<70.025
@ Model dechypv2 (User)
x. 0 020 N Equation y=ymax*K/(K+x)+ymin
o . Plot slope, auxs-1
-— K 0.29469 + 0.13052
N
ymin 0.00874 + 0.00321
> 0.015 ymax 0.02818 + 0.0033
Reduced Chi-Sqr 5.07269E-6
L R-Square (COD) 0.96801
L Adj. R-Square 0.94669
0.005
0.000

00 04 08 12 16 20
[skTpm] (M)
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6. abra A dolgozat 7. dbrdjanak jobb oldali paneljén bemutatott adatsor illesztése.

fekete szaggatott vonal: a dolgozat 1. egyenlete szerinti illesztés

i . K [B]
pirosvonal: a v = Uy, pav + Vpmin P

egyenlet szerinti illesztés

A dolgozat 8. dbrajanak bal oldali paneljén bemutatott kisérletben tropomiozint ([B] = allando)
tartalmazo rendszert titraltam Arp2/3 komplexszel ([A]). A méréseket tobb kilonb6zd skTpm
koncentracion is elvégeztem. A v([A]) flUggvény meghatarozasa céljabol az Arp2/3 komplex kotott
hanyadara vonatkozo 6sszefliggés az alabbi formaban irhato fel (dolgozat, 9. egyenlet, 81. oldal):

V= VUnmin _ [EA] [A]
Umax — Vmin [EO] K+ [A]

v: a polimerizacié sebessége egy tetszéleges Arp2/3 komplex koncentracion
Vmax: @ polimerizacio sebessége telitési Arp2/3 komplex koncentracion
Vmin: @ polimerizacié sebessége Arp2/3 komplex hidnyaban

K=K,(1+ ?): latszolagos disszociacios egyensulyi allandoé
B

A kisérletekben alkalmazott korlilmények mellett az Arp2/3 komplex jelenlétében a
polimerizaciés sebesség (v) értékei a kovetkez6 tartomanyba estek: Vmin~0.009t.exs
T - Vmax~ 0.6 t.exs™ és jellemzden meghaladtak a vmin értéket (7. dbra). Ennek alapjan a v >> v, €s
Vmax >> Vmin kOzelitést alkalmaztuk és a vmi, tagot elhanyagoltuk. A vnin elhanyagolasa az adatok
illesztésében és a dolgozat kovetkeztetéseiben lényegi eltérést nem eredményez (7. abra).

v [4]

Atrendezéssel adddik a kettés-reciprok (1/v, 1/[A]) dbrazolasnak megfeleld fiiggvény a dolgozat 8.
abrajanak bal oldali paneljén bemutatott adatsor illesztésére:

1 K 1 1

= +
v vmax [A] vm ax

Ez a dolgozat 2. egyenletének (21. oldal) megfelelé6 Osszefliggés. Sajnos a dolgozat 2.
egyenletében eliras talalhaté; a tropomiozin koncentracidja szerepel benne, holott az Arp2/3
komplex koncentracidjat kellett volna feltintetni. Ez egyértelmlien kovetkezik a dolgozat 8.
abrajanak bal oldali paneljén (22. oldal) bemutatott adatokbol.
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7. abra A dolgozat 8. abrajanak bal oldali paneljén bemutatott adatsor v([Arp2/3]) fuggvény szerinti

A iz A K o . -
abrazolasa. A szaggatott vonalak a v = v, #[]Aﬂ + Vin Kol egyenlet szerinti illesztést mutatjak.

(ii) biomimetikus motilitas kisérletek

Az aktin haldzatok polimerizacidja altal hajtott mozgasok értelmezésére a szakirodalom két
egymast kiegészité elméleti megkozelitést is javasol; (i) mikroszkopikus értelmezés: elasztikus-
panyvazott kilincskerék modell (,racsni”), valamint (ii) mezoszkopikus értelmezés: elasztikus
aktin gél (,,csuzli”) [78-80]. Emellett egy, a két megkozelitést 6tvoz6 hibrid modell is kidolgozasra
kerult [81]. A modellek alapjan kvantitativ 0Osszefliggések szarmaztathaték az aktin
polimerizaciéja altal hajtott mozgasok sebességére, ami komplex mdédon fligg a rendszer
jellemzéitél (a témat atfogdan bemutatd doktori disszertacio: [78]). A modellek egzakt
matematikai 0sszefuggéseinek alkalmazdsa tulmutat a munkank célkitiizésein. Egyszer(isitett
leirasként a fluoreszcencia spektroszkdpiai kisérletekben alkalmazott megfontolasok alapjan
végeztuk el az adataink illesztését.

(lasd a jelen dokumentum 27. oldala)
Az aktin halézatok polimerizacidja altal hajtott mozgdsok leirasara szolgalé modelleket az
Opponens egy kés6bbi megjegyzése nyoman részleteseb is bemutatom.

A dolgozat 11. abrdjanak C paneljén (25. oldal) bemutatott kisérletben Arp2/3 komplexet
([A] = alland6) tartalmazé biomimetikus rendszert titraltam tropomiozinnal ([B]), alacsony
(d=6nm) és magas (d=3nm) N-WASP gyongyfelszini slrliség estén. A v([B]) fliggvény
meghatarozasa céljabodl az skTpm kotott hanyadara vonatkozd dsszefliggés az alabbi formaban
irhaté fel (dolgozat, 9. egyenlet, 81. oldal).

d =6 nm esetre

V—VUmax _ [EB] [B]
Umin — Vmax [EO] K+ [B]
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v: a gyongymozgas sebessége egy tetszbleges skTpm koncentracion
Vmin: @ gyOngymozgas sebessége telitési skTpm koncentracion
Vmax: @ gyONngymozgas sebessége skTpm hianyaban

K =Kz(1+ E;i]): latszélagos disszociacios egyensulyi dllando
A

Atrendezéssel adddik a v([B]) fliggvény a dolgozat 11. dbrajanak C paneljén bemutatott ,,d =6 nm”
adatsor illesztésére:

K [B]
V="Vnmax 757 T Vmin o7

K + [B] K + [B]
d =3 nm esetre

V= Vnmin [EB] [B]

VUmax — Vmin  [Eo] K +[B]

v: a gyongymozgas sebessége egy tetszéleges skTpm koncentracion
Vmax: @ gyOngymozgas sebessége telitési skTpm koncentracién
Vmin: @ 8yOngymozgas sebessége skTpm hidnyaban

K=Kg(1+ %): latszélagos disszociacids egyensdlyi allando
A

Atrendezéssel adddik a v([B]) fiiggvény a dolgozat 11. dbrajanak C paneljén bemutatott ,,d =3 nm”
adatsor illesztésére:

[B] K

VT me 1 [B] T MK+ [B]

A dolgozat 4.1. és 4.2 egyenletei (26. oldal) a masodik tag vonatkozasaban eltérnek. Az eltérés a
4.1. egyenlet esetén a [B]/(K+[B])~1, [B]>>K, a 4.2. egyenlet esetén pedig a Vmax >> Vmin
feltételezésb6l adddik. Ez az adatok illesztésében és a dolgozat kovetkeztetéseiben lényegi
eltérést nem eredményez (8. abra).
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8. abra A dolgozat 11. dabrajanak C paneljén bemutatott adatsor illesztése.
fekete/szlirke szaggatott vonal: a dolgozatban szerepld 4.1 és 4.2 egyenletek szerinti illesztés
piros vonal: a fent bemutatott egyenletek szerinti illesztés

A fenti modell a legegyszerlibb megkozelitést alkalmazza a fehérje-ligandum kolcs6nhatas
leirdsara; a fehérje egyetlen specifikus kotéhellyel rendelkezik a ligandum szamara [2, 75]. ATpm
esetén ez egyszerUsités [82]. A Tpm esetén a molekulak parhuzamos dimerként tekercselédnek
Ossze egy szuperhélixet (coiled-coil) alkotva. A Tpm dimer hét szomszédos monomerhez kotédik
a filamentum nagy menetemelkedési hélixe mentén egy 385 A hosszu szakaszon. Az egyedi Tpm
molekulak kis affinitdssal kotédnek a filamentumhoz (Ka~10°M"). A Tpm affinitdsa
nagysagrendekkel névekszik, amikor a szomszédos Tpm dimerek a kozottik kialakuld kollektiv
kolcsonhatas, az N-, és C-terminalis végek kozotti vég-vég kapcsolddas (head-to-tail) révén egy
folytonos, hézagmentes lancot képeznek a filamentum mentén (K,~10°M7). A Tpm F-aktin
kotédése pozitiv kooperativitdst mutat. A kolcsdnhatds pontosabb leirasdahoz a kooperativ
kotédési modellnek megfeleld Hill-egyenletet alkalmazhatjuk [2, 83-85]:

(EB] __[B"

[Eo] K +[B]"

n: Hill-egyutthaté
K: disszociacios egyensulyi allando

A vazizom eredetl tropomiozinnal kapcsolatos eredményeinket kozl6 eredeti publikacioban [77]
nem vettik figyelembe a Tpm F-aktin kot6désének kooperativ természetét, a dolgozatban célom

az ott alkalmazott megkdzelités bemutatasa volt.

Az Opponens észrevétele jogos; a ,pirén tranziens” kifejezés helyett megfelelébb lett volna a
»pirén fluoreszcencia emisszi6 id6fliggése” kifejezés hasznalata.
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21. oldal: ,,Az ellentmondast feloldja, hogy abban a munkaban lényegesen alacsonyabb Arp2/3
komplex koncentracion térténtek a mérések (10-60 nM).” Szemben melyik munkaval? Mert a
dolgozat 7. abrajan az Arp2/3 koncentracié 50 nM-nak van megadva, ami a biralé szerint beleesik
a megadott (s alacsonyabbnak mindsitett) 10-60 nM koncentracidtartomanyba.

Az Opponens altal idézett mondatban a dolgozat [55] szamu irodalmi hivatkozasanak Figure 3.
jelzésl abrajan kozolt adatokat és kisérleti korilményeket [86] vetettem Ossze a dolgozat 8.
abrajan (22. oldal) bemutatott sajat kisérletes eredményeimmel, nem a 7. abran szerepld
adatokra hivatkozok. Az [55] szamu irodalmi hivatkozas Figure 3. jelolésl abrajan az Arp2/3
komplex koncentraciéja 10, 20, 40 és 60 nM volt. A dolgozat 8. dbrajan az [Arp2/3] reciprok értékei
szereplenek. Ennek megfeleléen a kisérleteimben alkalmazott Arp2/3 koncentraciok az alabbiak
voltak: [Arp2/3] ~ 25, 33, 50, 101, 168, 253, 505 és 840 nM.
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22. oldal ,,A lamellipodium szerkezeti, dinamikai és molekularis sajatsagait rekonstruald
biomimetikus modell” alfejezet: A birald a dolgozatbdél sajnos nem értette meg, hogy a
mikrogyongyok miért mozognak egyenletes sebességgel a rendszerben, s az a gyanuja, hogy a
mozgas létrejottét a jelolt sem érti. Ezt a megértésta 9. és a 10. dbra sem segitette. Egyik dbra sem
értelmezhet6. Némely jel nincs elmagyarazva, vagy olyan kicsi, hogy nem jol lathaté. A 9. abra
egyes részeinek kapcsolata homalyos, a feliratok semmitmonddak, a folyamatot nem
magyarazzak. Homalyos tovabba, hogy a gydongyfelszinnek miért csak az egyik pdlusan alakul ki
aktin halézat, miért nem a gyongy teljes felszinén. Ezt is el kellene magyarazni!

41. oldal: Nem a gyongyok aktivitasat, hanem a gyongyok mozgasat figyelte meg.

43. oldal: A 23. abra majdnem teljesen ugyanaz, mint a 9. abra, csak lamellipodium szer( aktin
haldzat helyett filopodium szer(i aktin halézat van az abran a gyongyokhoz kdtve. A 23. abra viszont
ugyanugy érthetetlen, mint a 9. abra. Amennyiben a piros fél ellipszisek jelzik a forminokat, akkor
kérdés, hogy a forminok az egyes filamentumokhoz vagy a filopodiumokhoz (lamellakhoz??7?),
mint egészhez kotédnek-e? Az abran egy eddig nem ismert fogalom a ,,cséva” is megjelenik.

Az Opponens észrevételét elfogadom. A nagyobb méret( és részletesebb jeloléssel ellatott abrak
jobban szolgalhattak volna az olvasé szamara az értelmezést. A dolgozatban szereplé 9. abra (23.
oldal) és 23. abra (43. oldal) korabbi publikaciékban megjelent sajat készités( abraimon
alapulnak (Figure 1. jelolést abra: [59], Figure 4. jelolésU abra: [5]). Az eredeti abrakat a
dolgozatban tovabbfejlesztettem; kiegészitettem azokat az oldat fehérjerendszerét bemutaté
sematikus résszel (,biokémiai kdrnyezet”), valamint a gyongyrél és az aktin halézatrol készilt
faziskontraszt és fluoreszcencia mikroszkodpiai felvételekkel (,,mezoszkoépikus sajatsagok”). A
dolgozat 10. dbraja (24. oldal) az Alex Mogilner és George Oster altal jegyzett publikacidéban kozolt
dbra adaptacidja (Figure 1. jelolésU abra, dolgozat [116] szamu irodalmi hivatkozasa).

Az Opponens azon észrevételét is elfogadom, hogy a biomimetikus mddszertan részletesebb
bemutatasa jobban szolgalhatta volna az olvas6 szamaéra a téma megértését. A dolgozatban a
modszertan alapelveinek és a molekularis kdlcsonhatasok értelmezése szempontjabél relevans
elemeinek az ismertetésére torekedtem. A biomimetikus megkozelités teljes korl, minden
aspektusara (bioldgiai, fizikai és matematikai) kiterjedé leirdasa interdiszciplinaris eszkoztarat
igényel, ami tobb esetben tulmutat a szaktertiletemen. Ezeket az aspektusokat tobb kivalé
Osszefoglald tanulmany targyalja; a teljesség igénye nélkil a tématerilet aldbbi publikacidira
hivatkozom: [78-80, 87]. Az opponensi észrevételre reflektdlva az aldbbi kiegészitésében
torekszem a moédszertan részletesebb bemutatasara.

(lasd a jelen dokumentum 23. oldala)

Az aktin halézatok polimerizacidja altal hajtott mozgasok

Az aktin halézatok polimerizacidja altal hajtott mozgasok értelmezésére a szakirodalom két
egymast kiegészité elméleti megkozelitést is javasol; (i) mikroszkopikus értelmezés: elasztikus-
panyvazott kilincskerék modell (,racsni”), valamint (ii) mezoszkopikus értelmezés: elasztikus
aktin gél (,,csuzli”) [78-80]. Emellett egy, a két megkozelitést 6tvoz6 hibrid modell is kidolgozasra
keralt [81].

(i) mikroszkopikus értelmezés: elasztikus-panyvazott kilincskerék modell
(,racsni”, dolgozat, 10. dbra, 24. oldal)
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Ez a megkozelités az aktin halézatot alkotd egyedi filamentumok polimerizaciéja és mechanikai
sajatsagai alapjan értelmezi az erékifejtést és a mozgast (a dolgozat [116], [117] és [118] szamu
irodalmi hivatkozasai). A modell f6bb elemei a dolgozat 23-24. oldalan és a 10. abran (24. oldal)
kerultek bemutatasra. Torekedtem azoknak a részleteknek a kiemelésére, amik a megfigyeléseink
és atropomiozin hatdsainak értelmezése szempontjabol lényegesek.

(ii) mezoszkopikus értelmezés: rugalmas aktin gél

(,csuzli”, 9. abra)

Ez a megkozelités az aktin haldzatot kollektiv filamentum sokasagként, folytonos kozegként
feltételezi és annak rugalmas tulajdonsagai alapjan értelmezi az erékifejtést és a mozgast [79, 87].
A modell szerint a gyongyfelszinen, mint nukledld fellleten torténd polimerizacié a
filamentumhalozatnak, mint folytonos, rugalmas kdzegnek a deformaciojat idézi el6: az ujonnan
keletkezd aktin réteg elmozditja és deformalja a korabban létrejott rétegeket, ami nyoman
mechanikai feszlltség ébred az aktin halézatban. Ez szimmetriatorést idéz eld és a gyongyok
mozgasat eredményezi.

A modell szerint az Arp2/3 komplex aktivatoraval bevont gyongyok esetén a szimmetriatorés és a
mozgas az alabbi szekvencia szerint kovetkezik be (9. abra, 10. abra).

(1) gbmbszimmetrikus aktin haldzat kialakulasa (9. abra (1))

A funkcionalizalt gyongyfelszinen az aktin halézat, mint egy burok egyenletesen,
gombszimmetrikusan alakul ki és ndvekszik a gyongy korul. A gyongyfelszinen djonnan keletkezd
aktin réteg deformalja a korabbi rétegeket (9. dbra (1)), a kilonb6z6 arnyalatu piros szinek az aktin
rétegek keletkezési sorrendjét jelolik (sotét = uj, vilagos = régi)). A deformacid kovetkeztében
mechanikai feszultség ébred az aktin halézatban (9. abra (1)), kék nyil = normal (radidlis)
feszliltség, fekete nyil = tangencialis (nyird) feszlltség).

(2) az aktin halézat spontan szimmetriatérése (9. dbra (2))

Lokalis inhomogenitas kovetkeztében az aktin réteg vastagsaga csokkenhet. A tangencialis
feszliltség okan az aktin halézat a kiilsé felszinén lokalisan elvékonyodhat, ,,repedés” alakul ki,
ami a gyongy felszinéig terjed. Ez a szimmetriatorés kezdetét jelzi.

(3) aszimmetrikus, csovaszerl aktin haldzat kialakulasa (9. abra (3))

Az aktin gél spontdn szimmetriatorése révén a halézat aszimmetrikussa valik. A repedés
kovetkeztében az aktin halézat polarizalddik és egy csdvaszer(i (Ustokosszer() struktira alakul ki
a gyongy ,,repedéssel” atellenes oldalan.

(4) a gybngy mozgasa (9. abra (4))

A gyongy mozgdsat az aktin haldézatban, mint rugalmas gélben ébredé mechanikai feszultség és
az aktin haldzat:gyongyfelszin hatarfellileten fellép6 surldédas miatti er6hatasok hatarozzak meg
[80, 88].

Az NPF:Arp2/3 komplex rendszer sajatsaga, hogy kolcsonhatasa a nuklealt filamentummal
tranziens; az erékifejtést a disszocialt, szabad filamentumvég termikus fluktuacioi altal vezérelt
novekedése biztositja. Ebben a modellben a filamentum ugy novekszik, hogy a szoges vége
szabadon fluktual a gyongyfelszin vagy a membran kézelében. A formin mikoédési mechanizmusa
ettél eltér: a formin egy filamentumvéggel lép kdlcsdnhatasba, és processziv tulajdonsaganak
koszonhetben tobb monomerasszociacios és -disszociacidés eseményen keresztul kapcsolatban
marad azzal (processziv végkovetdé fehérje). A formin vezérelt polimerizaciéhoz kapcsolédd
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erOkifejtést leiro modell részletes bemutatasa megtalalhatd példaul az alabbi publikaciékban:
[89, 90].
(1) gombszimmetrikus halézat

gyongy tangencialis (nyiro)

feszlltség

l Uj aktin réteg

normal (radialis)
feszliltseg

(2) spontan szimmetriatorés (3) aszimmetrikus halézat
(4) mozgas

Friction gel/bead

Lrepedés”
szimmetriatorés

mozgas

aktin haldzat (csova) gyongy

9. abra Az aktin halézatban, mint elasztikus aktin gélben ébredd mechanikai fesztiltség és kdvetkezményei:
szimmetriatorés és gyongymozgas — sematikus abra. Az dbra a [79] publikacié a Figure 1. jelzés(i abraja
alapjan készllt. A részletes magyarazatot a szoveghen adtam meg.

(1) gdmbszimmetrikus halézat (3) aszimmetrikus halézat
(2) spontan szimmetriatorés (4) mozgas

10. abra Az aktin halézatban, mint elasztikus aktin gélben ébredé mechanikai feszlltség és
kovetkezmeényei: szimmetriatorés és gyongymozgas - biomimetikus modell, fluoreszcencia mikroszképiai
felvételek. (bal oldali panel) A gyongyok altal létrehozott aktin halézat szimmetrikus, burokszeri
megjelenése a gyongy korul és a halézat spontan szimmetriatorése (kezdete t =24’-nal, nyil jelzi). (jobb
oldali panel) Az aktin halézat aszimmetrikus, csévaszer(i megjelenése és a gyongy egyenletes mozgasa. Az
abra a [91] publikacio Figure 1. jelzés( abraja alapjan készilt.
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29. oldal, (5) egyenlet: Ez az egyenlet mibdl kovetkezik?

A dolgozat 5. egyenletét (29. oldal) a reverzibilis fehérje-ligandum kdlcsonhatas modellje alapjan
szarmaztattam. A levezetés soran alkalmazott megfontolasok megtalalhato példaul a kvetkez6
publikacidkban: [92-95]. A lényegi pontokat az alabbiakban mutatom be. A mennyiségi elemzés
soran feltételeztem, hogy a jelolt fehérje fluoreszcencia intenzitasa aranyos a koncentraciojaval.

A fehérje (E) és a ligandum (L) reverzibilis kotédését leird reakcioséma és sebességi egyenlet:

E+L=KEL

Jelolések:

E: aktin, L: skTpm

kq: asszociacios sebességi allandé

ka: disszociaciods sebességi allandd

t:id6

[]: molaris koncentracio

E, L: szabadallapotu fehérje/ligandum

EL: komplexben szereplé fehérje/ligandum
Eo, Lo: O0sszes fehérje/ligandum

A [EL](t) fuggvény a sebességi egyenlet, mint kozonséges differencidlegyenlet megoldasaként all
eld, az alabbi megfontolasok felhasznalasaval:
=  Atdmegmegmaradasra vonatkozo 0sszefliggeés szerint:
[Eo] = [E] + [EL]
= Feltételezziik, hogy a fehérje koncentracidja ([E,]) joval kisebb, mint a ligandumé ([L,])-
Ezért a komplex képzédése nem csokkenti jelentdsen a szabad ligandum koncentracidjat
([L]), nincs ligandum deplécio. A szabad ligandum koncentracidja j6 kozelitéssel
azonosnak tekintheté a hozzaadott 6sszes ligandum koncentracidjaval [2, 76]: [Lo] =
[L] + [EL] ~ [L]. igy [L]-t idében &llandénak tekintjik.
=  Akezdeti feltétel szerint:
t =0esetén [EL](t) =0

[Eol[L]ks

Dk + &, (1 —exp(—=([L]k; + k2)t))

[ELI() =

[Eo][L]k1

TR kops = [L1ky + k, jeloléseket, a hattérfluoreszcencia korrekcidjara
1 2

VezesslUk be azY =

M2 . 1 ssszefiiggést (t, ,: felezési id6 [92, 95].

vonatkozé y, offset tagot, valamint a ks = " ;
1/2 1/2

A megoldas az alabbi alakban irhaté fel [95]:

[EL](t) =yo +Y <1 —exp <—i>>
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Az id6t az aktin haldézat hosszan (1) keresztlil mérve, a gyongy egyenletes (v = allandd) mozgasara

vonatkozé kinematikai 6sszefliggés szerint: v = % — | = vt. Ennek alapjan jutunk a dolgozatban
hasznalt 6sszefluggéshez

[ELI(D) = yo + Y <1 — exp <— ﬁ))
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36-38. oldalak: Mindent megtudunk a formin fehérjecsaladrél, csak azt nem, hogy mi az élettani
szerepe, mit csinal, mi célt szolgal. Annyit azért megtudunk, hogy a forminok konzervativ FH1-FH2
modulja aktin polimerazként mdkodik. De maga a formin mit csinal? Ugyanezt? Vagy mast is?
Mindez bocsanatos lenne, ha arrdl érteslilnénk, hogy esetleg errél nincs még informacio, s éppen
ebben a dolgozatban vizsgaljuk, hogy mi célt is szolgalhat. De ez sincs kijelentve. Honnan
szarmazik az a hipotézis, (valéjaban a dolgozatban ez egy hipotézis elétti kijelentés) hogy ,,A DAAM
meghatarozd szereppel birhat az aktin sejtvaz szabalyozasaban, azonban a fehérje ezen
funkciojanak fiziko-kémiai hatterét nem vizsgaltak”

A hipotézisinket megalapozé tudomanyos eredmények elsésorban az egyuttmidkodd partnerink,
Mihaly Jozsef kutatdécsoportja (Szegedi Bioldgiai altal Drosophila
modellrendszerben veégzett in vivo vizsgalatokbdl szarmaznak. A DAAM élettani szerepére

Kutatékozpont)

vonatkozoé ismereteket a dolgozat ,,A Dishevelled-associated activator of morphogenesis formin”
fejezete (37-38. oldal) foglalja 0ssze a dolgozat [132], [133], [135] és [142] szamu irodalmi
hivatkozasai alapjan. Az in vivo vizsgalatok célja a DAAM kifejez8dési mintazatanak és funkcidinak
genetikai mdédszerekkel torténé feltérképezése volt. A dolgozatban hivatkozott publikacidokat és
azok f6bb megallapitasait az egyszer(ibb kovethetfség érdekében az aldbbiakban is bemutatom.

lokalizacio funkcio
[132] | tranchearendszer a légcsbrendszer belsé felszinét boritd kutikula fejlédése; a
[142] | apikalis aktin kotegek kutikula bordamintazat kialakitasahoz szliikséges apikalisan
elhelyezkedé aktin vaz (aktin kabelek) kialakitasa

[135] | szivizom, harantcsikoltizom szarkomerikus vékony filamentumok Osszeszerel6dése; a
szarkomerikus vékony | filamentumok hosszanak és rendezettségének kialakitasa
filamentumok

[133] | kdzpontiidegrendszer embriondlis és feln6tt kozponti idegrendszeri axonok
aktin gazdag filopodialis | noévekedése; a novekedési kup periféridlis régidjaban
nyulvanyok elhelyezkedé filopodiumok képzédése

[132]. Matusek, T., et al., The Drosophila formin DAAM regulates the tracheal cuticle pattern through organizing the actin
cytoskeleton. Development, 2006. 133(5): p. 957-66.

[133]. Matusek, T., et al., Formin proteins of the DAAM subfamily play a role during axon growth. J Neurosci, 2008. 28(49):
p. 13310-9.

[135]. Molnar, I., et al., DAAM is required for thin filament formation and Sarcomerogenesis during muscle development
in Drosophila. PLoS Genet, 2014. 10(2): p. €e1004166.

[142]. Barkd, S., et al., Characterization of the biochemical properties and biological function of the formin homology
domains of Drosophila DAAM. J Biol Chem, 2010. 285(17): p. 13154-69.

Az in vivo eredmények alapjan egyértelm(, hogy a DAAM meghataroz6 az aktin sejtvaz
szabalyozasaban, ezt fogalmaztuk meg hipotézisunkben. Tekintettel arra, hogy ezt a fontos és
bioldgiai szempontbdl érdekes fehérjét korabban nem, vagy csak korlatozottan jellemezték fiziko-
kémiai szempontbdl, célul tiztik ki a DAAM és az aktin kozotti kolcsonhatds molekularis szint(
jellemzését. A forminok in vitro sajatsagai mellett tobb esetben ismert a fehérjék klinikai
relevanciaja is (dolgozat 8. tablazat, 36. oldal). Az viszont nem tisztazott, hogy a forminok
mukodése milyen molekularis mechanizmusokon és Utvonalakon keresztlil kapcsolédik az egyes
betegségekhez, ebben milyen szerepe van az aktinhoz kapcsolédé funkcidknak és az FH1-FH2
modulnak. A kérdéskor egy jelenleg kevéssé feltart és vizsgalt terlilet, ami egy kiuilonalld kutatasi
irdny és tanulmany alapjat jelentheti.
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37.oldal: A 18. abran nem szerepel DAD jeltl domén. AD jelli lenne az?

A séma egyébként annyira egyszerUsitett, hogy a biraldo nem érti, hogyan aktivaldédik a fehérje?
Talan az ,,inaktiv’-nak jelolt dabrarész két felrajzolt fragmentje a bal oldalukon hurokban 6sszeér?
De haigy lenne, miért nem igy van rajzolva? S ha nem igy van, akkor hogyan?

Az Opponens megjegyzése jogos. A 18. abran (37. oldal) a DAD doménnek a ,,D” jeli szakasz felel
meg. Az abraaladirasbél sajnos kimaradt a ,,D” jelolés magyarazata. A 18. dbran nem volt célom a
Drf forminok szabalyozasara vonatkozé molekularis részletek bemutatdsa, az ebben a
tekintetben szandékosan egyszer(sitett. Az Opponens észrevétele nyoman az alabbi
kiegészitésben torekszem a Drf formin alcsalad aktivaciés mechanizmusanak részletesebb
bemutatasara.

Teljes hosszusagu Drf formin inaktiv-aktiv allapotanak atomi felbontasu szerkezete nem ismert.
Ugyanakkor elérhet6 a teljes hosszusagu, inaktiv mDia1 formin alacsony felbontasu szerkezete
(24A; [96]), valamint tobb izolalt formin domén (pl. FH2, DID, DD, DAD) és komplexeik (pl.
FH2:aktin, DID:DD:DAD) nagyfelbontasu szerkezeti adatai is ismertek rontgendiffrakcid és krio-
elektronmikroszkoépiai vizsgalatok alapjan [97-100]. A Drf forminok inaktiv-aktiv allapotanak
szabadlyozasara vonatkozd modell ezekre a szerkezeti adatokra épul.

(i) inaktiv allapot: DID:DAD autoinhibiciés komplex
A Drf formin inaktiv allapotat az N-terminalis DID és a C-terminalis DAD doménje kozotti
intramolekularis kélcsonhatas tartja fent (77. abra).

(ii) aktiv allapot: Rho GTPaz-fiiggd aktivacio

A Drf forminokat a Rho szupercsaladba tartozo kis GTPazok aktivaljak ([101], a Rho GTPazokat és
formin effektoraikat a publikacié Table | jelzés(i tablazata mutatja be). Az aktivacié a Rho GTPaz
és a formin N-termindlisa kozotti intermolekularis kdlcsonhatas révén valdsul meg (77. dbra). A
Rho GTPaz switch | régidja a formin GTPaz-koté doménjéhez, mig a switch 1l régié a GTPaz-kotd
domén mellett a DID doménhez is kotdédik. Az aktivacio kétlépcsés modellje szerint els6ként a
Rho GTPaz kis affinitassal kotédik a formin autoinhibiciés komplexhez a GTPaz-koté doménen
keresztiil. A Rho GTP4z és a DAD domén kétéhelye részlegesen atfed a DID doménen. igy a Rho
affinitdsanak novekedését eredményezi.

Fontos megjegyezni, hogy a Rho GTPazok csak részlegesen aktivaljak a forminokat, ami mas
cellularis faktorok szerepére hivja fel a figyelmet [96, 101, 102].

(iii) tovabbi szabalyozasi utvonalak

= Az anillin fehérje az mDia2 N-terminalisahoz kétédve gatolhatja annak DAD doménnel
vald kolcsonhatdsat, igy a formin aktiv allapotat stabilizalhatja [103].

= Az altalunk is vizsgalt Flightless-l az mDia1 és a DAAM C-terminalis DAD doménjéhez
kotédve befolyasolja a forminok aktivitasat [104, 105].

= Az FH2 doménnel hat kdlcs6n a Dia-interacting protein 1 (DIP-1, [106]) és az altalanos
formin kismolekula inhibitor az SMIFH2 (small molecule inhibitor FH2, [107]). ADIP és a
SMIFH2 az aktivitds negativ szabalyozéiként gatoljak a formin kozvetitett aktin
polimerizaciot.
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= A forminok funkciondlis formadja dimer. A forminok két ponton dimerizalédnak a formin
homoldgia 2 (FH2:FH2) és a dimerizaciés doménen (DD:DD) keresztuil.

INAKTIV allapot
DID:DAD

DL,

diaphanous
inhibiciés domén

(DID)
N % FH1-FH2
o
=
@ e T
° =
& dimerizaciés
domén (DD)
_____ AKTIVACIO
switch 11:DID
AKTIVACIO Y AKTIVACIO
switch I:G switch II:G
GTPaz-kété

domén (G)

Drf formin

11. abra A Drf forminok Rho GTPaz altali szabalyozdsanak modellje. Az dbra a [99] publikacié Figure 4.
jelolésl abraja alapjan készilt. Az abra magyardzatat a szovegben adtam meg. A modell az alabbi szerkezeti
adatokon alapul: mDia1 N-termindalis:DAD komplex (PDB 2F31 [100]), mDia1l N-terminalis:aktiv RhoC
komplex (PDB 1Z2C [99]), mDia1 DID:DD komplex (PDB 2BNX [98]).
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38. oldal: ,,Munkank sordan a DAAM rekombindns uton eléallitott, nativ, trunkalt és mutaciot
hordozo fragmentumait vizsgaltuk in vitro.” Mi az a ,,trunkalt fragmentum”??

A ,trunkalt” kifejezés az angol ,truncated” szé forditasabol ered. Az Opponens altal kifogasolt
HLtrunkalt fragmentum” helyett szerencsésebb lett volna a magyar tudomanyos szakszékincshez
jobban illeszked® kifejezés, pl. a ,,csonkolt valtozat” vagy a ,,csonkolt forma” hasznalata.

39. oldal: Miaz oka, hogy az FH1 fragmentumot dnmagaban nemvizsgaltak meg, haaz FH2-tigen?

A DAAM izolalt FH1 doménjének vizsgalata negativ kontrollként szolgalhatott volna a DAAM
domének aktinnal valé kdlcsOnhatasanak feltérképezése soran (FH1-FH2, FH1 és FH2 domének
o0sszehasonlitasa), illetve kozvetlen mddon igazolhatta volna a profilinnel valé interakciot. A
projekt tervezésekor azonban - figyelembe véve az elérhet§ human, pénzigyi és idébeli
er6forrasokat - ugy dontottlink, hogy ebbe aziranyba nem inditjuk el a vizsgalatainkat. Az elvégzett
kisérleteink alapjan ezekre a kérdésekre kozvetett médon vontunk le kovetkeztetéseket.

43. oldal: ,,Ugyanakkor eredményeink egyértelmuien alatamasztjak, hogy a DAAM DID és DAD-CT
régioi egy viszonylag nagy affinitasu (KD ~ 1 nM-10 nM) kdlcsbnhatast alakitanak ki, ami az FH2
domén aktin aktivitasanak negativ szabalyozdja, azaz igazoljak a DAAM Drf természetét.” A 8.
tablazatban a DAAM eleve Drf forminnak van definialva. Szerencsésebb lenne az ,igazoljak”
helyett a ,,megerdsitik” kifejezést hasznalni.

Az Opponens észrevételét elfogadom és egyetértek vele, pontosabb lett volna az ,igazoljak”
helyett a ,,megerésitik” kifejezés hasznalata. A dolgozat 8. tablazata (36. oldal) a human formin
fehérjékre vonatkozé irodalmi adatokat foglalja 0ssze. A szekvenciahasonldésag és in vivo
vizsgalatok alapjan [108, 109] feltételezhet6 volt, hogy a Drosophila DAAM is Drf tipusu formin. A
DID és DAD domének kozotti kozvetlen kdlcsdnhatasra, valamint az affinitds meghatdrozasara
vonatkozéan a munkdnkat [31] megeléz6en nem alltak rendelkezésre kisérletes adatok az
irodalomban.

46. oldal, 27. abra: ,,A DAAM konstruktok aktin aktivitasainak 6sszehasonlito vizsgalata: egyedi
polimeren végzett TIRFM tanulmanyok.” értelmetlen mondat. Mi az az ,aktin aktivitas” ami a
DAAM konstruktoknak van? Az aktin aktivitas az ATP>ADP+Pi reakcio katalizalasa (jelen dolgozat
8. oldal), ennek semmi koze a biralé szerint a ,,DAAM konstruktokhoz”. A konstruktok helyett is
jobb lenne egy magyar kifejezés! Talan jobb lenne: ,,A DAAM fragmentumok hatasa az aktin
polimerizaciora” cim, vagy valami hasonlo!

Az Opponens észrevételét elfogadom az ,aktivitas” és ,konstruktok” kifejezések hasznalatara
vonatkozdan. Az Opponens a birdlatdban megjegyzi, hogy ,,...az aktivitas az egy foglalt kifejezés.
Aktivitasa katalizatoroknak van...”. Az ,,aktivitas” kifejezés a bioldgiai és biokémiai kontextusban
olyan 6sszefliggésekben hasznalatos, mint példaul ,enzimaktivitas”, ,katalitikus aktivitas” vagy
»ATPaz aktivitas” [2]. A DAAM esetében az ,,aktin aktivitas” kifejezés a fehérjének a filamentumok
képzddésére (de novo nukleacid) és ndvekedésére (elongacio) kifejtett hatasara vonatkozik [110].
A ,konstrukt” helyett a magyar szakszékincshez vald illeszkedés miatt helyesebb lett volna a
»fragmentum” hasznalata.
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46. oldal: ,,Az a/B heterodimer sapkafehérje (capping protein, CP) nagy affinitassal (KD ~ 0.1-1 nM)
Ez a capping protein mindkét véget egyforman zarja le? A megadott [151]-es hivatkozasban
ugyanis csak a szoges vég lezarasat irjak, ezért a birald véleménye szerint inkabb csak a
polimerizaciot gatolja.

Egyébként milyen alegységekrél esik itt sz6?

Az a/B heterodimer sapkafehérje (capping protein, CP) az aktin fillamentumok szdges végét zarja
le, a hegyes véghez nem kotédik. A hegyes véget (specifikusan) koté sapkafehérje a tropomodulin
(Tmod) [111]. A sapkafehérje a szdoges véghez vald kotbdése révén gatolja a monomerek
»Capping protein (CP), a ubiquitous a/f heterodimer in eukaryotes, tightly caps (Kq~ 0.1-1 nM)
the barbed end of the actin filament (the end favored for polymerization), preventing actin subunit
addition and loss [2]” [112], tovabba: ,,Capping protein (CP) binds the fast growing barbed end of
the actin filament and regulates actin assembly by blocking the addition and loss of actin
subunits” [113].

ﬂ (lasd a jelen dokumentum 4. oldala)

Az ,alegység” kifejezés az F-aktinban lévé G-aktinra vonatkozik. Az ,alegység” hasznalatara
vonatkozé kérdés az Opponens egy korabbi megjegyzésében is felmerul. Az egyszerliség kedvéért
avalaszt ott adom meg mindkét kérdésre.

66. oldal: ,,A Flightless-I aktin kblcsOnhatdsa €és aktivitasa kalciumfliggetlen és a GH13
doménekhez kothet6”. A GH13 jelolés (és a GH16, GH46 jelolések is) a GH1 GH2, stb. jelolések
utan félrevezet6. Célszerlbb lett volna a GH(1-3).

Az irodalomban a gelsolin homoldég domének jeldlésére nincs konszenzusos rendszer, tobbféle
rovidités is eléfordul (pl. G, GH, GLD). A teljesség igénye nélkil néhany példat felsoroltam az
alabbiakban. Az egységes jelolés hianyaban a dolgozatban a munkacsoportunk altal hasznalt, a
publikacidinkban is kovetett elnevezéseket alkalmaztam. A dolgozat 40. abraja (66. oldal)
egyértelmlien definidlja a GH16, GH13 és GH46 jeloléseket a Fli-l GH doménjeinek
vonatkozasaban.

jelolés irodalmi hivatkozas
G1-G3 [6, 114, 115]

G4-6 [116]

GH1-GHS3 [117]

GH1-3 [104, 118]

GLD [119, 120]
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66. oldal 40. abra: A HsGSN miért van balra kizarva az abra tetején? Nem jobbra kellene, hogy
fedésben legyen a DmFLI-1el? Az aminosav szekvencia is ezt sugallja, mert GSN szekvenciak 1-
t6l, az FLI szekvenciak meg 460-470 kozott kezdddnek. Miaz ,,Mm” jelolés és ez a szekvencia miért
kerult be az analizisbe? Az dbraaldiras szinte olvashatatlan a sok rovidités és zardjelezés miatt.
Talan tablazatos formaban olvashatobb lenne. Tobb jelolés feloldasa nem szerepel az
abraalairasban.

Az Opponens formai észrevételét elfogadom, szerencsésebb lett volna a Hs GSN és a Dm
Flightless-l doménszerkezetének abrazolasat ugy igazitani, hogy a gelsolin homolég doméneket
tartalmazo szakaszok kezd6poziciéja egymashoz illeszkedjen.

Az ,Mm” rovidités a Mus musculus-ra (hazi egér) utal. A dolgozat 40. abrajanak (66. oldal)
alairasabol ennek a roviditésnek a magyarazata sajnos kimaradt. Ugyanakkor a roviditések
jegyzékében (105. oldal) megtalalhaté. A munkank sordan a Flightless-l fehérje Drosophila
valtozatat vizsgaltuk. A human fehérjével valé hasonldosagok és kiilonbségek elemzése logikusan
adédik. Az egér Flightless-I fehérjét kisérletesen nem vizsgaltuk. Ugyanakkor az irodalomban tobb
olyan tanulmany is elérhetd, ami egér modellben vizsgalja a Flightless-l szerepét példaul a
sebgydgyulasban és kapcsoléddd korképekben (epidermolizis bulléza) [121-124]. Ezért tartottuk
relevansnak az egér fehérjét is bevonni az 6sszehasonlito elemzésbe.
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70. oldal: ,,A pirén aktin alapu kinetikai vizsgalatainkban a Fli-1 viszonylag nagy koncentraciéban
([Flil] > ~100 nM) elbsegitette a polimerizaciot. Ez kisebb affinitasu kdlcsbénhatast feltételez,
aminek funkcionalis kimenetele a filamentumok fragmentacidja (severing) és/vagy a de novo
nukleacio lehet.” Ez az okfejtés igy nem érthetd. Mi az ami ,kisebb affinitasu kolcsonhatast”
feltételez? Az, hogy az FLI-I elOsegitette a polimerizaciot? Akkor miért fragmentalédna a
filamentum? Nem arrél van szé, hogy mivel CSAK nagy koncentraciéban segitette elé a
polimerizaciot ezért kicsi az affinitas? (Egyébként minél , kisebb” az az affinitas?) S mit jelent a
»Lfunkcionalis kimenete” kifejezés? Minek a funkciodjardl van itt sz6? S a ,,kisebb affinitasbél” miért
kovetkezik a fragmentacio és/vagy a de novo nukleacié?? Arrél mar nem is beszélve, hogy mit
jelent a ,pirén aktin alapu” kifejezés, de ehhez a trehany kifejezéshez az olvasé eddig jutva a
dolgozatban talan mar hozzaszokott, s tudja, mit akar ezen érteni a szerzd, holott mint
kifejezésnek nincs sok értelme.

A dolgozat ,, A Flightless-I multifunkcionalis sajatsagokkal bir az aktin dinamika szabalyozasaban”,
»AFlightless-l gatolja az aktin filamentumok szoges vég novekedését: sapkazo (capping) aktivitas”
és ,A Flightless-| el8ésegiti a nukleacids intermedierek kialakulasat: de novo nukleacios aktivitas”
fejezetei (68-71. oldal) egy gondolatmenetet részét képezik, igy egy tematikai egységet alkotnak.
Az els6 fejezet bemutatja a bulk filamentum sokasagon végzett fluoreszcencia spektroszkopiai
meéréseinket, amik ramutatnak a Flightless-| kétfazisu hatasara. Az ezt kovet6 két fejezet ennek
nyoman, az egyedi filamentumokon végzett TIRFM kisérletek eredményeit targyalja, amelyek célja
a Flightless-I kétfazisu hatdsanak hatterében allo aktivitdsok azonositasa volt.

Az Opponens altal kiemelt mondat a masodik fejezetben talalhatd, annak értelmezése a
megeldzb és kovetd részek kontextusaban valik teljessé. Az opponensi észrevételt ugyanakkor
elfogadom; a hivatkozott fejezet részletesebb kifejtése jobban szolgalhatta volna az olvaso
szamara a gondolatmenet kovethetfségét. Ennek megfeleléen az alabbi kiegészitéseket teszem
az okfejtés részletesebb bemutatasara.

A dolgozatban bemutatott bulk filamentum sokasagon végzett fluoreszcencia spektroszképiai
méréseink alapjan (42. abra, 68. oldal) ,a Fli-l GH16/GH13 hatdsa kétfazisu: alacsonyabb
koncentracion ([Fli-l]<10nM) a polimerizacié gatlasa, mig magasabb koncentracion ([Fli-
I]>25nM) annak elésegitése volt megfigyelhetd”. Az affinitdsok kozotti relaciéra a
koncentracidtartomanyok O0sszehasonlitasa alapjan kovetkeztettlink: a polimerizacié gatlasat
eredményez6 Flightless-l:aktin kdlcsonhatas nagyobb affinitdsd, mig a polimerizacié fokozasat
eredményezd Flightless-l:aktin kolcsonhatas kisebb affinitasu. A Flightless-| az aktin
monomerekhez és filamentumokhoz is kotédhet, a kdlcsonhatas fliggvényében a polimerizaciot
gatld/elésegitd hatas hatterében kilonbozé aktivitdsok allnak. Ezekre utal a ,funkcionalis
kimenetele” kifejezés. Az aktinkotd fehérjék aktin kdlcsonhatasait és a kapcsolddd aktivitasokat
az alabbi tablazatban foglaltam ©ssze (7. tablazat) a [125] publikdcidban megjelent sajat
készitési Figure 1. jelolésl abra alapjan.
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aktin hatas a L megjegyzés
kélcsonhatas polimerizaciora aktivitas a spontan polimerizacidhoz képest
a filamentumok képz&désének eldsegitése
G-aktin de novo révén tobb elongaciora képes filamentum
nukleacio keletkezik
pozitiv [F]
elésegitd a filamentumok daraboldsa révén tobb
F-aktin fragmentacié | elongaciora képes filamentum keletkezik [F]®
oldalkotés severing
a monomer kotése révén annak filamentumba
. . .. | épulése gatolt
G-aktin szekvesztracio
[A]V
negativ
gatlo a filamentumvég kotése révén a monomerek
F-aktin sapkazas filamentumba épulése gatolt
végkotés capping [F]v

1. tablazat Az aktinkotd fehérjék aktin kdlcsbnhatasai és a kapcsolédo aktivitasok. A bulk filamentum
sokasagon végzett mérésekben a polimerizacids sebesség az alabbi 6sszefluggés szerint adddik. A dolgozat
12. egyenlete (86. oldal) az 6sszefliggés egy filamentumra vonatkozé valtozata.

v = k.[A][F] - k.[F]

[A]: G-aktin koncentracié

[F1: filamentumvég koncentracio

k.: asszociacios sebességi allando

k.: disszociacids sebességi allando

A ,,pirén aktin alapu” kifejezés olyan kisérletet jelol, amiben az N-(1-pirén)-jddacetamiddal jelolt
aktin fluoreszcencia emisszidjanak id6beli valtozdsa alapjan vizsgaltuk az aktin és az aktinkotd
fehérjék kolcsonhatasait. A kifejezés hasznalatanak célja a technikai részletek egyszerisitett
megjelolése volt. Az irodalomban ugyanakkor nincs egységes terminoldgia, tobbféle elnevezés is
elé6fordul. A dolgozat ,Kinetikai vizsgalatok” részében (84-85. oldal) részletesen bemutatom a
modszertan hatterét és a kisérleti megfontolasokat. Ezek segitik és tdamogatjak a hasznalt
kifejezés értelmezését. Természetesen mas rovid jelolés/megnevezés is alkalmazhatd lett volna.
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70. oldal, 44. abra: A t=-1 és t=5 kettéosztas, jelolés zavard, mert nem értheté. A t=-1 egyszerlien
a kontrollt jeloli, a t=5 pedig magat a hatast, amita GSN, illetve az Fli-l fragmentumok hozzaadasa
utan 5 perccel mértek. Miért kell ennyire bonyolultan jel6lni?

A bulk és a TIRF mérésekben az aktin koncentraciok kozott 10-szeres kulonbség van, ugyanakkor
a tobbi koncentracid azonos. A steady-state mérésben viszont az aktin a bulkhoz képest 400-
szoros, az Fli-l pedig ~8-szoros mennyiségben van jelen. Tehat az aktin/Fli-l arany minden
meérésben mas. Miért lehet ezeket mégis 0sszehasonlitani?

A dolgozat 44. abraja (70. oldal) a publikacionkban kdzolt abra alapjan készult (a dolgozat [194]
szamu irodalmi hivatkozasanak Figure 6. D jelolésl abraja).

Az dbran bemutatott kisérletekben két kontroll korilmény is értelmezhetd:

(i) a,,t=-1"jelolésl: a filamentumok szétszerelédésének indukalasa elétti allapot,

(i) az ,,aktin” jelolésl: a GSN/Flightless-| fehérjéket tartalmazoé puffer hozzdadasa utan 5 perccel
fennallé allapot.

A két kontroll egyértelm( megklilonboztetése érdekében az abra jeloléseiben az idépontokat is
feltintettlk. Természetesen mas, szintén egyértelm( jelolési mod is alkalmazhato lett volna.

A dolgozat 44. abrajan (70. oldal) bemutatott mérésekben a Flightless-l hatasat vizsgaltuk a
filamentumok szétszerel6édésére bulk fluoreszcencia spektroszkopiai és TIRFM kisérletekben
(fragmentacio vizsgalata), illetve a filamentumok egyensulyi szamat hataroztuk meg TIRFM
mérésekben (de novo nukleacid vizsgalata). A kisérletekben alkalmazott fehérjekoncentracio
megvalasztasanal tobb szempontot vettlnk figyelembe:

(i) a szétszerelédés vizsgalatahoz a filamentumokat a szoges vég kritikus koncentracidja ala kell
higitani,

(i) ha a Flightless-l rendelkezik fragmentalé aktivitassal, az magasabb Flightless-I
koncentraciékon ([Fli-1]> 25 nM) varhaté (dolgozat, 42. abra, 68. oldal),

(iii) ha a Flightless-I rendelkezik nukleacids aktivitdssal az monomerkotést feltételez, a Fli-1:G-
aktin komplex disszociaciés egyensulyi dllanddja K4~ 500-600 nM (dolgozat, 41. abra, 67. oldal).

Az aktin:Fli-l arany a kisérletekben eltéré volt. Ez egyrészt a vizsgalati modszertanok és vizsgalt
aktivitasok kulonboz8ségébdl adddott, masrészt abbdl, hogy a kisérletek kvalitativ jellegliek
voltak. Célunk a Flightless-I fragmentaciot és nukleaciot elésegitd hatdsainak kimutatasa volt,
nem torekedtlink a kiildnb6z6 aktivitasok kvantitativ 6sszehasonlitasara.
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71. oldal: ,,Az aktin polimerizacid kompetens formaja intracellularis kbrnyezetben a G-aktin
profilinnel alkotott komplexe.” Mit jelent az, hogy ,,kompetens formaja”?

A ,kompetens forma” kifejezés az aktin olyan formajara utal, ami képes polimerizaciora,
filamentumokba szervezédni. A kifejezést az angol nyelvd szakirodalomban hasznalt
»polymerization competent” magyar megfelel§jeként hasznaltam [126]. A sejtekben a nem
polimerizalt aktin koncentracidja megkozelitéleg 25-100 uM [3], ami nagysagrendekkel
meghaladja a kritikus koncentraciot (c.~0.1-0.6 uM, [1]. Ez a polimerizacionak kedvezd
korilmény kontroll nélkuli, filamentumképzdédéshez vezet, ami az aktin sejtvaz szervez6dése és a
sejt mldkodése szempontjabdl nem célravezetd. Az intracellularis kdrnyezetben a filamentumok
Osszeszerelédésének térbeli és iddbeli szabalyozasa kell megvaldsuljon. A szabalyozast egyrészt
aktin monomerkoté fehérjék biztositjak [3, 28]. Meghatarozé ebben a profilin és a thymosin-B4
(TB4) fehérje, amelyek viszonylag nagy mennyiségben fordulnak el (~100puM) és G-aktin
affinitasuk nagysagrendje Kq~0.1-1 uM [3]. A sejt aktin monomer készletének jelentds része a
profilin vagy a TPp4 fehérjével alkot komplexet. A TB4 szekvesztralja a G-aktint, azaz gatolja a
monomerek filamentumba szervez6dését. A profilin gatolja a nukleaciét és a monomerek hegyes
végen torténd filamentumba épullését, ugyanakkor tamogatja azok szoges végen torténd

Osszeszerelédésben az aktin meghatarozo formajanak tekintheté [3, 28, 102, 127].
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(6sszeszerel6dés), illetve 50% (szétszerel6dés) volt, ami nem befolydsolta szignifikansan a
filamentumok spontan 0ssze-, és szétszerel6désének kinetikajat.” Honnan lehet tudni, hogy a
kinetikat nem befolyasolta?

A fluoreszcencia spektroszképiai kisérletekben a pirén jelolt aktin mennyiségének beallitasa az
altalunk végzett kontroll mérések és irodalmi adatok alapjan tortént. A kinetikai méréseinkben a
pirén jelolt aktin aranya az in vitro aktin kutatassal foglalkozd laborok esetén rutinszer(en
alkalmazott korilmeénynek felelnek meg [128-130]. A jelolt aktin aranyanak validalasat az alabbiak
szerint végezhetjuk el.

(i) bulk filamentum sokasagon torténé meérések, fluoreszcencia spektroszkdpiai kisérletek
Ajeloletlen aktin 6ssze-, és szétszerelédésének kinetikaja fényszérasméréssel kovethetd nyomon
[27, 129] és Osszevethetd a kulonb6zd koncentracioju pirén jelolt aktint tartalmazé mintak mérési

adataival. A monomerek filamentumba éplilését jellemzé asszocidcids sebességi allando

szoges vé hegyes vé
(k g g’ k+ gy .9)

¥ fluoreszcencia spektroszkopiai kisérletekben meghatarozhaté a szoges

vég koté gelsolin fehérje (gelsolin:aktin seed - k°97% %) vagy a hegyes vég kétd spekirin fehérje

(spektrin:aktin seed > k57°9%° "9) alkalmazasaval. A kiilénbézé koncentracioju pirén jelélt aktint

tartalmazo mintak esetén meghatarozott k. értéket az irodalmi adatokkal vetjuk 6ssze (dolgozat,
3. tablazat, 9. oldal). Példaként hivatkozom az altalam végzett és publikalt kisérleteket: Figure 3.
C, D és Figure 4. C, D jelolésU abrak, Table 1. jelolési tablazat a [131] publikacidban.

(ii) egyedi aktin filamentumokon torténé mérések, TIRFM kisérletek

Az egyedi aktin filamentumok novekedésének, hosszvaltozasdnak alapjan meghatarozhaté a

monomerek filamentumba épiilését jellemzé asszociacios sebességi allandé (k579 V%), A

szUukséges megfontolasokat a dolgozat ,Az aktin filamentumok de novo nukleaciéjanak és
elongacidjanak vizsgalata” fejezete (86. oldal, 12. egyenlet) mutatja be. A kilonbozé
koncentracioju pirén jelolt aktint tartalmazé mintak esetén meghatarozott k. értéket az irodalmi
adatokkal vetjik 0ssze (dolgozat, 3. tablazat, 9. oldal). Példaként hivatkozom a dolgozatban
bemutatott vizsgalatokat: 21. dbra, 40. oldal és 43. abra, 69. oldal.
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84. oldal: ,A G-aktin (2.5 uM, 2-5% pirén jelolt) polimerizaciojat 1T mM MgCI(2 és 50 mM KCl
hozzaadasaval indukaltuk.” Ez azt jelenti, hogy a fluoreszcencia mérésekben a t=0 a sok
hozzaadasa volt? Eddig err6l nem esett szd, a 9. oldalon éppen ellenkezéleg azt olvastuk, hogy:
»Az aktin sejtmentes kdrnyezetben és aktinkotd fehérjék hianyaban is képes filamentumokba és
filamentumokbol allé magasabb rendd strukturakba szervezddni (3. abra).” Sorol, sokrol nem esik
sz6! Ha igy van, akkor minek kellenek a s6k?

Az Opponens altal hivatkozott mondat ,,Az aktin sejtmentes kdrnyezetben és aktinkotd fehérjék
hianyaban is képes filamentumokba és filamentumokbdl alldé magasabb rendl strukturakba
szervez6dni (3. abra).” ,Az aktin 6nszervezddésének mechanizmusai” fejezet (9. oldal) bevezet6
mondata. A kdvetkezé mondat utal a sok szerepére: ,,Az aktin filamentumok kialakulasa megfeleldé
biokémiai kornyezetben (pl. ionerésség, aktin koncentracié) spontan modon végbemegy.” A sok
szerepének részletesebb kifejtése nem volt célom a dolgozatban. Az opponensi észrevétel
nyoman az alabbi kiegészitést teszem a kérdéskor kapcsan; példaként kivalé osszefoglalo
tanulmanyokat hivatkozok: [29, 132, 133].

Az ionok, sk szerepe sokrétl az aktin szerkezeti és funkcionalis tulajdonsagainak kialakitasaban.
Az aktin tobbféle kationkotéhely-tipussal rendelkezik, amik széles affinitastartomanyt fednek le
(Kg~10°=10"M). A dolgozat targyalja (,,1. G-aktin” fejezet, 7. oldal), hogy ezek kozul egy nagy
affinitast (K~ 10° M) kétértékii kationkotéhely, amit in vitro rendszerint Ca*, in vivo pedig Mg>*
foglal el a kotott nukleotidhoz kapcsoldodva. Emellett az aktinon tobb kisebb affinitasu kotéhely is
taldlhatd, amiket mono- vagy divalens kationok (pl. Na*, K*, Ca**, Mg®*) foglalhatnak el. Az aktin
altal kotott kationok tipusa és a kotbhelyek telitettsége hatassal van az aktin szerkezetére és
mechanikai tulajdonsagaira (pl. perzisztenciahossz), a polimerizaciés sajatsagaira (pl. kritikus
koncentracid), valamint az aktinkot6 fehérjékkel valé kdlcsonhatasaira.

Az aktin kritikus koncentracioja fligg a nagy affinitasu kotéhely altal kotott kétértékd kationtol és a
kisebb affinitdsu kot6helyek telitettségétdl is. Ennek megfeleléen az aktin polimerizaciéjat
befolyasolja az oldatban jelen [év6 ionok tipusa és koncentracidja. A sék csokkentik a kritikus
koncentraciot, ezaltal segitik el a filamentumképzédést. Az irodalom ezt monomer aktivaciénak
nevezi [133], aminek hatterében az alabbi mechanizmusok allthatnak:

(i) a monomer felszini toltéseinek semlegesitése, ami révén csokken a monomerek kozotti
elektrosztatikus taszitas,

(i) a monomer konformacids valtozasainak eléidézése, ami révén a filamentumnak megfelelé
szerkezethez kozelebbi allapotba kertil a molekula.

Az aktin polimerizacidjat jellemzéen 1 mM MgCl, és 50-100 mM KCU/NaCl hozzdadasaval
indukaljuk, ami az in vitro aktin kutatassal foglalkoz6 laborok esetén rutinszerlien alkalmazott
korilménynek felel meg [128, 130]. A filamentumok Ossze-, és szétszerel6dését jellemzd
sebességi allanddk és kritikus koncentracié értékei is ennek megfeleléen vannak megadva
(dolgozat, 3. tablazat, 9. oldal).

Az aktin filamentumok 0sszeszerel6édésének fluoreszcencia spektroszképiai vizsgalata soran a G-
aktint tartalmazdé mintahoz adtuk a polimerizaciét indukalé oldatot (0sszetételét lasd a dolgozat
78. oldalan) egy lépésben egy Eppendorf-csében. A higitast kovetéen a teljes térfogatot pipettaval
atvittuk a méréshez hasznalt klvettaba, majd a klvettat a mlszerbe helyeztliik. Ez a folyamat
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jellemzéen néhany masodpercet vett igénybe. A t=0 id6pontot a minta fluoreszcencia
emisszidjanak mérésének megkezdése definialta. A mUiszer beallitasai szerint az adatgy(jtést
mar a kuvetta (minta) mlszerbe helyezése elétt elinditottuk, igy a kuivetta (minta) behelyezését
kovetéen azonnal kovetni tudtuk a jelet. A kisérleti kortilmeényeket (pl. fehérjekoncentracid) ugy
valasztottuk meg, hogy a vizsgalt folyamat kinetikajat tekintve a mérés technikai kivitelezése —
beleértve a minta atvitelét és a klivetta behelyezését — ne eredményezzen érdemi adatvesztést. A
reakcié kezdeti szakasza a mérés inditasanak idépontjatél megbizhatdéan kdvethet6 volt.

85. oldal: ,(at =0 s iddpillanatban mért emisszio értékével)” Mi definialta a t=0 iddpillanatot?

Az aktin filamentumok szétszerel6désének fluoreszcencia spektroszképiai vizsgalata soran az F-
aktint tartalmazé mintat F pufferrel higitottuk egy Eppendorf-csében (az F puffer 6sszetételét lasd
a dolgozat 78. oldalan.). A higitast kovetéen a teljes térfogatot pipettaval atvittuk a méréshez
hasznalt kuvettaba, majd a kuvettat a mlszerbe helyeztik. Ez a folyamat jellemz6éen néhany
masodpercet vett igénybe. A t=0 id6pontot a minta fluoreszcencia emisszidjanak mérésének
megkezdése definialta. A mUszer beallitasai szerint az adatgy(jtést mar a kuvetta (minta)
mulszerbe helyezése el6tt elinditottuk, igy a kuvetta (minta) behelyezését kovetéen azonnal
kovetni tudtuk a jelet. A kisérleti korilmeényeket (pl. fehérjekoncentracid) ugy valasztottuk meg,
hogy a vizsgalt folyamat kinetikajat tekintve a mérés technikai kivitelezése — beleértve a minta
atvitelét és a kuvetta behelyezését — ne eredményezzen érdemi adatvesztést. A reakcid kezdeti
szakasza a mérés inditasanak idépontjatdl megbizhatdan kdvethetd volt.

85. oldal: ,,A minta F-aktint (7 uM, 10% TAMRA jel6lt),” Mit jelentitta 7 uM érték? Mi lenne az Faktin
molekulatomege? Eddig nem esett szé arrél, hogy a polimernek meghatarozott monomerszama,
s igy konkrét molekulatomege lenne.

A 7 UM az aktin koncentraciéjat jeloli monomer formara vonatkoztatva. Az F-aktint tartalmazo
mintakat G-aktin polimerizaciojaval allitottuk eld. Ennek részleteit a dolgozat ,Altalanos kisérleti
korilmények” fejezete (78. oldal) ismerteti. A G-aktin koncentraciéjat UV-Vis abszorpcios
fotometria segitségével hataroztuk meg az aminosav-osszetétel alapjan szamitott extinkcids
koefficiens (€280 nm=1.11 mlxmg'cm™, €350 nm = 0.63 Mlxmg'’cm™”) és molekulatomeg (42.3 kDa)
alapjan (Expasy Protparam?®). A filamentumokat alkotdé monomerek szamat és a filamentum
molekulatdémegét nem hataroztuk meg. Nehézséget jelentene, hogy a filamentumok hossza nem
azonos. Amennyiben ilyen adatra lenne szikség, becslést lehetne végezni példaul a
filamentumok hosszeloszlasa alapjan, felhasznalva azt, hogy 1 pm-nyi filamentum koérulbelil 370
monomert tartalmaz (dolgozat, ,Az aktin filamentumok de novo nukleacidjanak és
elongacidjanak vizsgalata” fejezet, 86. oldal).

5 https://www.expasy.org/resources/protparam
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