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(1) A vizsgalatok soran egyes magasabbrend( fajok (Drosophila melanogaster, Homo sapiens,
Mus musculus) kulonféle aktinkoté fehérjéit (ADF, DAAM, Flightless-I, gelsolin, N-WASP, profilin,
SALS, tropomiozin TpmBr3/Tpm5NM1) E. coli (BL21) expresszids rendszerben termeltették.
Altalanos tapasztalat, hogy a nagyméret(i eukaridta fehérjék funkcionalis formaban torténd
eléallitasa baktériumokban komoly nehézségekbe Utkozik, kilonodsen, ha cisztein oldallancokat
is tartalmaznak. PL. a Jelolt altal vizsgalt drosophila Flightless-I fehérje GH16 fragmentuma
kifejezetten nagyméretl, 795 aminosavbél all, amelyek kdzott nagyszamu (0sszesen 17 db)
cisztein talalhato. (De pl. a DAAM, profilin vagy cofilin fehérjék is tdbb ciszteint tartalmaznak).
Milyen mdédon bizonyosodtak meg arrél, hogy az eléallitott rekombinans fehérjék minden
részletukben megfeleléen feltekeredettek-e, kialakult-e a nativ szerkezetre jellemzd diszulfidhid
mintazat, vagy nem jottek-e létre hibas S-S keresztkotések?

Mi a helyzet a poszttranszlaciés mdédositdsokkal, amelyek az E.coli expresszids rendszerben nem
torténnek meg? A UniProt adatbazis tanusaga szerint a vizsgalt aktinkoté fehérjék jelentds része
tobb poszttranszlaciés moédositastis tartalmaz (rendszerint foszforilaltak és acetilaltak), amelyek
befolyasolhatjak szabalyozé funkcidikat. Mindezek mennyiben érintik a kapott eredmények
relevanciajat? Nem a poszttranszlacios modositasok hianya okozza-e bizonyos funkciok
elvesztését vagy moédosulasat?

A fentiek tikrében felmerul az a kérdés, hogy nem lett volna-e célszerlibb eukariota expresszios
rendszerben eléallitott fehérjékkel végezni a vizsgalatokat?

Az Opponens felvetése jogos, elfogadom a megfogalmazott észrevételeket. A vizsgalt fehérjék, a
DAAM és a Flightless-I fiziko-kémiai tulajdonsagai alapjan — pl. méret, cisztein aminosavak és
diszulfidhidak, poszttranszlaciéos maddositasok — eukaridta expresszids rendszerben torténd
eléallitasa varhatéan a nativ allapotukhoz kozelebb allé format eredményezett volna. A
modellrendszer kivalasztasakor a bakteridlis expresszidés rendszer (E. coli BL21) mellett
dontottunk, ami — bar rendelkezik korlatokkal — az irodalomban elfogadott és alkalmazott az
aktinkot6 fehérjék eléallitasara (pl. [1, 2]). A prokaridta expresszids rendszerhez szikséges
valamennyi er6forras rendelkezésuinkre all(t). Az eukaridta expressziés rendszereket (rovar-,
emlés-, vagy élesztésejtek) csak jelentés infrastrukturdlis fejlesztést kovetéen tudnank
alkalmazni, ugyanakkor a rendszer hatékony m(ikodtetéséhez sziikséges human eréforras és
szakértelem kialakitasa is befektetést és célzott képzést igényelne.

Akilonbo6z6 génexpresszids rendszerek elényeit/hatranyait 6sszegzi és a gyakorlati szempontokat
figyelembe véve kinal dontési sémat a megfelelé rendszer kivalasztasahoz egy kozelmultban
megjelent tanulmany [3]. A tanulmany a PAEU (Protein Production and Purification Partnership in
Europe) haldzat tagjai korében végzett felmérésen alapul, igy a know-how egyik legértékesebb
forrasat, a fehérjetermeléssel foglalkozd kozpontok tapasztalatait alapul véve mutatja be a
rendszerek alkalmazhatésagat.

Az eukaridta célfehérje baktériumban torténé eléallitasa elsésorban akkor ajanlott, ha a fehérje
kis molekulatomegi (<100 kDa), nem igényel poszttranszlaciés modositast (PTM, elsésorban
glikozilacio) és kevesebb diszulfidhidat (< 3) tartalmaz [3]. Az eukaridta rendszerben torténd
eléallitas ajanlott a nagyobb a molekulatémegi (> 100 kDa), funkcionalis PTM-eket igényld és
tobb (= 4) diszulfidhidat tartalmazé eukaridta célfehérjénél.
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A Flightless-| el6allitdsa az E. coli BL21 torzs alkalmazasaval tapasztalataink alapjan komoly
er6feszitést igényelt. A kihozatal jellemzéen alacsony a vizsgalt fragmentumok esetén. Ennek a
méret mellett lehet az oka a nagyszamu cisztein aminosav és a diszulfidhidak jelenléte. A jov6ben
tervezziik a fehérje eléallitdsanak tovabbi optimalizalasat. A diszulfidhidakat tartalmazé fehérjék
eléallitasahoz hasznalhaték példaul olyan E. coli torzsek, amik elésegitik azok létrejottét. Ilyen a
kereskedelmi forgalomban elérhet6 SHuffle® T7 Competent E. coli torzs (New England Biolabs).
Az E. coli-ban eléallitott fehérjék esetében kulon vizsgalatot nem végeztlink a diszulfidhid-
mintazat ellen6rzésére. Erre vonatkozéan a tomegspektrometriai analizis lehet célravezetd. A
fehérjék eldallitasat kovetden ultracentrifugalassal klarifikaltuk a mintakat a nem oldhatd frakcio
eltavolitasa érdekében. A fehérjék aktivitasat funkcionalis vizsgalatokban ellenériztik, viszonylag
nagy affinitasu (Kq~10°-10° M) kélcsonhatasokat irtunk le. A DAAM és a Flightless-| fehérjék
esetében a poszttranszlaciés mddositasokkal kapcsolatos adatok elérheték példaul a dbPTM
adatbazisban [4]. Az E. coli rendszer nem képes eukaridta tipusu poszttranszlaciés modositasok
végrehajtasara, ugyanakkor a vizsgalt aktinkoté fehérjék esetében ezek a médositasok a bioldgiai
aktivitas és szabalyozas fontos elemei lehetnek. Ez a szempont jelenleg kevésseé feltart és vizsgalt
tertlet, ami egy kulonalld kutatdsi irany és tanulmany alapjat jelentheti.

A mddszertani stratégiank, az E. coli-ban eldallitott fehérjék vizsgalata lehetéséget nyujt a fehérje-
fehérje kolcsonhatasok alapmechanizmusainak feltarasara. Az eredményeink értelmezését a
rendszer korlatainak ismeretében tessziik meg. Fontosnak tartom kiemelni, hogy munkank soran
nem elégedtiunk meg a tisztitott fehérjék aktivitasanak feltérképezésével, hanem minden esetben
torekedtunk az in vitro eredményeink bioldgiai relevanciajanak validalasara és értékelésére.
Ennek érdekében az adatainkat korrelaltattuk in vivo rendszerekbdl szarmazé megfigyelésekkel,
egyrészt irodalmi adatok alapjan vagy egyuttmidkoédé partnerink Aaltal Drosophila
modellrendszerben végzett vizsgalatokkal (Mihaly Jézsef, Szegedi Bioldgiai Kutatékozpont).

Minden esetben el lettek-e tavolitva a tisztitast el6segité GST vagy His6 toldalékok? Ha nem, akkor
hogyan gy6z&dtek meg arrdl, hogy ezek jelenléte nem befolyasolta-e a vizsgalt kolcsonhatasokat?

Az E. coli (BL21) expresszids rendszerben termeltetett fehérjék tisztitasat affinitastag segitségével
végeztuk az alabbiak szerint:

fehéri affinitascimke kromatografias eljaras proteaz
ehérje
J N-terminalison affinitas kromatografia altalunk eléallitott
TpmBr3 hexahisztidin nikkel-nitrilotriacetat Tobacco Etch Virus (TEV) proteaz
Tpm5NM1 (Hise) (Ni-NTA) Hasitasi szekvencia: ENLYFQVG
. . PreScission (human rhinovirus 3C)
DAAM glutathion-S- gluthation 3
. ; proteaz (PSP)
Flightless-I transzferaz (GST) | (GSH) o .
Hasitasi szekvencia: LEVLFQVGP

(i) Hise-tag alkalmazasa

A nem-izom eredetd tropomiozin izoformdk esetében a His,-taget TEV protedzzal torténd
emésztéssel tavolitottuk el, a hasitds a klénozéasi terv szerint kozvetlenll a fehérje
szekvencidjanak elsé metioninja el6tt tortént [5, 6]. A Tpm F-aktinhoz valé kot6dése kooperativ,
amiben meghatarozé szerepet jatszik a szomszédos Tpm molekuldk kozott kialakuld kollektiv
kolcsonhatas, az N-, és C-terminalis végek kozotti vég-vég kapcsolddas (head-to-tail) [7]. Mar
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kisebb szekvenciamoddositds is befolyasolhatia a Tpm m(kodését és a Tpm:F-aktin
kolcsonhatast. Ezért célunk volt, hogy a TpmBr3 és Tpm5NM1 izoformakat az eredeti
szekvenciahoz nem tartozé aminosavak nélkul allitsuk eld. A kisérleteket minden esetben tag
nélkuli, az eredeti szekvencianak megfeleld Tpm izoformakkal végeztik.

(ii) GST-tag alkalmazasa

A DAAM és a Flightless-| esetében GST-taggel ellatott fehérjéket hasznaltunk a kisérleteinkben. A
GST egy viszonylag nagyméretl fuzids tag (26 kDa) [8]. A GST-tag hatasat a DAAM FH2 és a
Flightless-l GH16 fragmentumainak aktivitdsara kontroll kisérletekben ellendriztik. Ennek
érdekében a GST-taget PreScission proteazzal torténé emésztéssel tavolitottuk el. A DAAM FH2
esetében az eredményeket nem mutattam be a dolgozatban és mas formaban sem publikaltuk
azokat. A Flightless-I GH16 esetében az eredményeket nem mutattam be a dolgozatban, de
publikalasra kerultek [9]. A kontroll kisérletekben (pirén aktin alapu polimerizacids vizsgalatok) a
GST-tartalmu és a tag nélkuli fehérjék in vitro tulajdonsagainak 6sszehasonlitasa alapjan kvalitativ
kilénbséget nem, kvantitativ eltérést azonban tapasztaltunk: a tag eltavolitasa az aktin affinitas
csOkkenését eredményezte mindkét fehérje esetében. Ezt magyarazhatja a GST altal el8segitett
dimerizacio vagy a GST kozvetitett fehérjeszerkezet-stabilizacio [8]. Fontos megjegyezni azonban,
hogy tag alkalmazasa nem befolyasolta a munkank fébb kovetkeztetéseit.
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(2) A Jelolt az aktinkoté fehérjék szerepét az aktin sejtvaz szervezddésében tobbféle
modellrendszerben vizsgalja. Tobb esetben is azonban az egyes fehérje komponensek eltérd
organizmusokbdl szarmaznak. Pl. a Flightless | aktin sejtvaz dinamikaban betoltott szerepének
tanulmanyozasa soran ecetmuslica Fli-I-t hasznalt, az aktin nyul vazizombdél szarmazott, human
gelsolinnal és egér profilinnel kiegészulve. Miért feltételezhetjuk, hogy a tavoli fajokbdél szarmazé
partnerekkel jol reprezentalhatjuk egy adott sejtben bellil m(kodd, egylttes evollcié soran
O0sszecsiszolédott fehérje komponensek kdlcsonhatasait? Ha pl. a Flightless | aktinnal vagy aktin
filamentumokkal valé kolcsonhatasara vagyunk kivancsiak, akkor nem az volna a logikus, hogy
ugyanazon fajbdl szarmazé fehérjékkel dolgozunk? Bar az aktin nagyon er6sen konzervalédott
fehérje, az aktinkot6 fehérjék mar korantsem annyira azok. (PL. a drosophila és a nyal/human Fli-|
mar csak 57 %-os aminosav egyezést mutat.) Egy adott fehérjepar esetében bizonyos
kolcsonhatasok még az ortoldgok tekintetében is megmaradhatnak, ugyanakkor masok
elveszhetnek. Ha azt talaljuk, hogy a Dm Fli-1 a nyul aktinbdl feléplld filamentumok tekintetében
nem rendelkezik fragmentald aktivitassal, abbol miért kovetkezne, hogy a nyul Fli-l sem képes
szétbontani a nyul aktinbodl allé filamentumokat? Nem lehet, hogy csupan arrél van szd, hogy az
ecetmuslica Fli-l fehérje fragmentalé aktivitasért felel6s kotéfelszine az evolucids valtozasok
miatt egyszeren mar nem kompatibilis a nyudl F aktinnal, de a Dm F aktinnal az volna?

Az Opponens felvetése jogos, az észrevételt elfogadom. A bioldgiailag relevans kolcsonhatasok
azonositasara megfelel6bb lett volna azonos fajbdl szarmazd fehérjéket alkalmazni. A
vizsgalataink alapjan nem zarhatd ki, hogy a Flightless-lI és az aktin kozotti kdlcsonhatéas
fajspecifikus és a fragmentald aktivitas hianya az evollcids diverzitasboél ered6 inkompatibilitas
kovetkezménye. Munkank soran a tisztitott fehérjék aktivitasanak feltérképezése mellett
torekszunk az in vitro eredmények bioldgiai relevanciajanak validalasara is. A Dm Flightless-I
esetén azonban nem all rendelkezéstinkre a fragmentald aktivitasra vonatkozé in vivo adat.

A fragmentalo aktivitasért felelds kot6éfelszin konzervaltsagat nem vizsgaltuk a Flightless-I
fehérjében. A gelsolin szupercsalad névadé tagjanak, a gelsolinnak a fragmentalé aktivitassal
rendelkezé minimalis egysége a G1' doménbél és a G1-G2 linker régiébdl all, azonban a hatékony
fragmentaciohoz mind a hat gelsolin homolég domén (G1-G6) sziikséges [10, 11]. A gelsolin
szupercsalad tagjai (CapG, adseverin, gelsolin, Flightless-I, advillin, villin, villin-like protein,
supervillin) a fragmentalé aktivitasukban eltérnek [10]. A hat gelsolin homolég domént tartalmazoé
gelsolin, adseverin, advillin és villin fragmentalo aktivitassal rendelkezik. A CapG (a G1-G3
doménekbdl all, nem rendelkezik a G4-G6 doménekkel) és a supervillin (a G1 doménnel nem
rendelkezik) nem fragmental. A Flightless-1 esetén ez az aktivitas vitatott [10].

A kozelmultban publikaltdk a kalcium-aktivalt, aktiv gelsolin szerkezetét, amit kriogén
elektronmikroszkdpidval hataroztak meg az aktin filamentum szoges végéhez kotott allapotban
(7. abra [11]). Ez a szerkezet nemcsak a gelsolin fragmentald és sapkazé mechanizmusanak
pontosabb megértését tette lehetévé, hanem elséként mutatta be a teljes hosszusagu, aktiv
gelsolin térszerkezetét (1. dbra). A gelsolin fragmentald/sapkazo aktivitdsanak szerkezeti alapjaira
vonatkozé sémat az 1. dbra mutatja be, a folyamatot az dbra alairdsa részletezi. Ezeknek az
eredményeknek az alapjan megvizsgalhatjuk, hogy a Flightless-l szerkezete lehetévé tesz-e a

1Az 1. bra jeldlésével sszhangban a gelsolin homoldg domén jeldlésére a G-t hasznéltam.
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gelsolinhoz hasonlé mechanizmust. Az ilyen vizsgalatok hozzajarulhatnak az eredményeink
tisztazasahoz, ezen tulmutatéan pedig a gelsolin szupercsalad tagjai kozotti funkcionalis
kilénbségek jobb megértéséhez. A dolgozatban bemutatott munka soran ez nem volt célunk, de
a kérdéskor jelentéségre valo tekintettel a jovében tervezunk ilyen iranyu vizsgalatokat.

aktiv gelsolin F-aktin 1 2 3 4

linker

aktiv gelsolin

Type 1Ca** (G4)
B-0 G3-G4 linker
Type 1Ca® (G1)

Type 2 Ca™ (G3)
szoges vég kotott
aktiv gelsolin

1. abra A gelsolin fragmentald/sapkazé aktivitdsanak szerkezeti modellje. Az dbra a[11] irodalmi hivatkozéas
Figure 1. és Figure 2. jelolésU abrai alapjan készult. A folyamatot bemutatdé animacio elérhetésége:
Supplementary Video 1 [11].

(i) fragmentacio

1. G2-G3 kotédése

A G2-G3 domének két szomszédos aktin monomer (B-0 és B-2) hataran kétédnek a filamentumhoz.

2. linkerek kotédése

A G1-G2 és a G3-G4 linkerek kotédése a G1, illetve a G4-G6 doméneket a kotéhelyeik kdzelébe pozicionalja
az F-aktin ellentétes oldalain.

3. B-0 rotacidja, G1 kétédése

A B-0 aktin monomer rotacidja elésegiti a G1 domén kotédését a filamentumhoz. A G1 domén kotédése —
ami a gelsolin és aktin kozotti legnagyobb affinitasu kapcsolat — éket képez a B-0 és B+2 monomerek k6zott.
4. G4-G6 kotédése, pincer movement (csipeszmozgas)

A G4-G6 domének kotddnek a filamentumhoz. A G1-G3 és a G4-G6 domének dsszehangolt ,,csipesz”
mozgasa a filamentum fragmentacidjat eredményezi.

(ii) sapkazas

A fragmentaciét kovetdéen a G1 és a G4 domének a B-0, illetve a B-1 monomerek szoges végéhez kotédnek.

stabilizaldsaval a monomerek disszociaciojat is akadéalyozza.
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(3) Miindokolja az els6rendl enzimreakcidk kinetikajanak leirdsara kidolgozott Michaelis-Menten
modell alkalmazhatdsagat az skTpm aktin polimerizaciora kifejtett hatasanak leirasara? Az igy
szarmaztatott féltelitési koncentracionak miért van kéze az skTpm:F-aktin komplex disszociacios
allanddjahoz? Ez a disszociacidos allandd egyaltalan jol definialt-e, és kulondsen a roévid
filamentumok esetében nem flgg azok (atlagos) hosszatol? A MM modellben az szubsztrat
koncentracié flggvényében vizsgaljuk az enzimreakcid kezdeti sebességét. Az (1) és (2)
egyenletekben az skTpm koncentracié jelenik meg a klasszikus formalizmus szubsztrat
koncentracidjanak a helyén? Még tovabb bonyolitja a helyzetet, hogy az skTpm mellett az aktin
filamentumok 6sszeszerelédésében az Arp2/3 komplex is szerepet jatszik, s6t az ATP jelenléte és
hidrolizise tovabbi bonyolité tényez6 lehet. Hasonloképpen, miért alkalmazhatd a klasszikus
kompetitiv gatlas modellje erre a bonyolult rendszerre? Klasszikusan a szubsztratkoncentracio
reciprokanak fuggvényében abrazoljuk a reakcidsebesség reciprokat. A 8. abran miért az Arp2/3
koncentracio kerul a szubsztratkoncentracioé helyére?

Koszonom az Opponensnek a kisérleti eredményeket leir6 modellre vonatkozé észrevételét és
kérdéseit, ami lehetdséget adott arra, hogy Ujragondoljam és korultekintébben értelmezzem a
kérdéskort és az analizisunket.

Az Arp2/3 komplex nukleaciot elésegitd faktor (nucleation promoting factor, NPF) aktivatorat
egyes szakirodalmi forrasok enzimszer(i szabalyozo fehérjeként irjak le, mivel mikodése tobb
szempontbodl is hasonlosdgot mutat az enzimekével [12-14]. Az NPF ,enzimként” mukodve
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
talalhaték példak a Michaelis-Menten tipusu megkozelités alkalmazasara [15-17]. Az enzimek
definicid szerint kémiai reakcidkat katalizalnak [18, 19]. A klasszikus értelmezés szerint az NPF
nem tekinthetd valdodi enzimnek. Tovabba az NPF-Arp2/3 komplex rendszer m(ikodése és a
branching folyamata 0sszetettebb, mint a Michaelis-Menten kinetikai modell altal leirt enzim-
szubsztrat kolcsonhatas.

A tropomiozin (skTpm) Arp2/3 komplex altal létrehozott filamentumelagazasok dinamikajara
gyakorolt hatasat a fehérje-ligandum kotédés modellje alapjan irhatjuk le [18, 20, 21]. A
dolgozatban alkalmazott matematikai leirasmaéd és Osszefliggések 6sszhangban vannak ezzel a
megkozelitéssel, utalas torténik erre a vonatkozé publikdciom ,,Materials and Methods” részében
[22]. A dolgozatban sajnalatos moédon tévesen jelenik meg a Michaelis-Menten modell
hasznalatara valé 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 értelmezhet6 [21]. A dolgozatban alkalmazott modell részletesebb és
koraltekintébb bemutatasa indokolt lett volna; ugy vélem, hogy ezaltal elkertilhet6 lett volna a
téves hivatkozas. Az opponensi észrevételre reagalva az aldbbiakban kiegészitd és tisztazé médon
ismertetem az analizis f6bb pontjait.

Az Arp2/3 komplex és a tropomiozin (skTpm) aktin polimerizacidra gyakorolt hatdsait a kompetitiv
(versengd) kotdédési séma szerint irhatjuk le (2. dbra) [18, 20]. A modell alapjan az aktivalt Arp2/3
komplex és az skTpm egymassal versengve kétédnek az aktin filamentumokhoz. Ez a kétédési
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verseny hatarozza meg a polimerizacio sebességét: az Arp2/3 komplex a branching révén fokozza
a sebességet (2. abra 1), mig az skTpm a spontan polimerizaciora jellemzd sebességet (2. abra -)
tartja fenn (Supplemental Figure 1. jelolés abra [22]).

Arp2/3:aktin kotédés Arp2/3-skTpm kompetitiv kotédés
E + A %4 EA - polimerizaci6 1 Kq
branching E + A o EA - polimerizaci6 T
B branching
skTpm:aktin kotédés )
Ks B
E 4+ B &8 EB - polimerizaci6 — l
polimerizacié —

2. 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 disszociaciés egyensulyi allanddja

EB: skTpm:aktin komplex, Ks: az skTpm:aktin komplex disszociacids egyensulyi allanddja

[1: molaris koncentracio

E, A, B: szabadallapotu fehérje

EA, EB: komplexben lévé fehérje

Eo, Ao, Bo: Osszes fehérje

Feltételezzuk, hogy a fehérje koncentracioja jéval kisebb, mint a ligandumé. Ezért a komplex képzédése
nem csokkenti jelentésen a szabad ligandum koncentracidjat, nincs ligandum deplécié. igy a szabad
ligandum koncentracidja jo kozelitéssel azonosnak tekinthetd a hozzadadott Osszes ligandum
koncentraciojaval [18, 21].

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

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

UV — Umax _ [EB] [B]
Umin — Vmax [EO] K+ [B]

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

K=Kg(1+ 1[:;]): latszolagos disszociacios egyensulyi dllandé
A

Atrendezéssel adddik a v([B]) fliggvény a dolgozat 7. dbrajanak jobb oldali paneljén bemutatott
adatsorillesztésére:
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K [B]

K+[B] " "™ K 1 [B]

UV = Vmax

A dolgozat 1. egyenlete (20. oldal) a masodik tag vonatkozasaban eltér. A két oOsszefliggés
[B)/(K+[B])~1 esetén lenne ekvivalens, ami [B]>>K kozelitéssel addédik. Ez az adatok
illesztésében és a dolgozat kovetkeztetéseiben lényegi eltérést nem eredményez (3. abra). Az
illesztésbdl szarmaztatott féltelitési koncentracié a fenti modell alapjan nem azonos az skTpm:F-
aktin disszociacios egyensulyi allanddjaval (Kgs), hanem azzal aranyos a K=Kg(1+[A]/Ka)
Osszefluiggés alapjan.

0.040 ‘ . 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 - (elBlra K 0.29469 + 0.13052
ymin 0.00874 + 0.00321
ymax 0.03692 + 0.00208
0.030 Reduced Chi-Sqr 5.07269E-6
R-Square (COD) 0.96801
B Adj. R-Square 0.94669
<°0.025
% Model dechypv2 (User)
x- 0 020 Equation y=ymax*K/(K+x)+ymin
(0] ’ 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
0.010 Adj. R-Square 0.94669
0.005
0.000

00 04 08 12 16 20
[skTpm] (M)

3. abra A dolgozat 7. abrajanak jobb oldali paneljén bemutatott adatsor illesztése.

fekete szaggatott vonal: a dolgozat 1. egyenlete szerinti illesztés

. K (B
irosvonal:av = v, —— 4+ V,,;
P max g min 18]

egyenlet szerinti illesztés

A dolgozat 8. abrajanak bal oldali paneljén bemutatott kisérletben tropomiozint ([B] = allandd)
tartalmazo rendszert titraltam Arp2/3 komplexszel ([A]). A méréseket tobb kiilonb6zd skTpm
koncentracion is elvégeztem. A v([A]) fliggvény meghatarozasa céljabol az Arp2/3 komplex kotott
hanyadara vonatkozo 6sszefliggés az alabbi formaban irhato fel (dolgozat, 9. egyenlet, 81. oldal):

V= VUmin _ [EA] [A]

Umax — Vmin [EO] K+ [A]

v: a polimerizacid sebessége egy tetszdleges Arp2/3 komplex koncentracion
Vmax: @ polimerizacidé sebessége telitési Arp2/3 komplex koncentracion
Vmin: @ polimerizacié sebessége Arp2/3 komplex hidnyaban

K=K,(1+ Ef;]): latszolagos disszociacios egyensulyi dllandé
B

A kisérletekben alkalmazott korilmények mellett az Arp2/3 komplex jelenlétében a
polimerizaciéos sebesség (v) értékei a kovetkezé tartomanyba estek: vmin~0.009t.exs
T-Vmax~ 0.6 t.exs™ és jellemzben meghaladtak a v, értéket (4. dbra). Ennek alapjan a v >> vy, és
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a Vmax >> Vmin kOzelitést alkalmaztuk és a vmin tagot elhanyagoltuk. A vmin elhanyagoldsa az adatok
illesztésében és a dolgozat kovetkeztetéseiben lényegi eltérést nem eredményez (4. abra).

v [4]

vmax K + [A]

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

1 K 1 1

v Bl vmax [A] vmax

Ez a dolgozat 2. egyenletének (21. oldal) megfelelé Osszefliggés. Sajnos a dolgozat 2.
egyenletében eliras taldlhatd; a tropomiozin koncentracidja szerepel benne, holott az Arp2/3
komplex koncentracidjat kellett volna feltuntetni. Ez egyértelmiien kovetkezik a dolgozat 8.
abrajanak bal oldali paneljén bemutatott adatokbdl.

0.6
P —
= e
05+ ’,—’ .’/),,”‘
£ T -
04 - I’ ,’/ -7
= ® ° B
1 4 - .
)‘? ,1 /, /,,
. ! s
¢03-/ 8
\":'; ’o // .//
/! 7
> Ay 7
029,
¢ N ,° [skTpm] (uM)
Pe, ® 0
014/ 0.116
Y ® 0.464
005” ® 1.04
0 200 400 600 800

[Arp2/3] (nM)

4. abra A dolgozat 8. abrajanak bal oldali paneljén bemutatott adatsor v([Arp2/3]) fliggvény szerinti

abrazolasa. A szaggatott vonalak a v = v, %[]Aﬂ + Vpin %[Aﬂ egyenlet szerinti illesztést mutatjak.

Az Opponensnek az skTpm:F-aktin disszociacids egyensulyi allandéjahoz kapcsolédé kérdése a
Tpm:F-aktin kdlcsdnhatds kooperativitasara hivja fel a figyelmet. A fenti modell a legegyszer(ibb
megkozelitést alkalmazza a fehérje-ligandum kolcsdnhatas leirasara; a fehérje egyetlen
specifikus kotéhellyel rendelkezik a ligandum szamara [18, 20]. Ugyanakkor a fehérjék lehetnek
tobbértékliek a ligandumra nézve, azaz egynél tobb specifikus kotéhellyel rendelkezhetnek. Ha
egy fehérjében egy ligandumnak tobb kotdéhelye is van azok esetleges heterogenitasat
(ekvivalens/nem ekvivalens kot6helyek) és kooperativitasat (fuggetlen/nem flggetlen kotés) is
figyelembe kell venni [21]. A Tpm esetén a molekuldk parhuzamos dimerként tekercselé6dnek
0ssze egy szuperhélixet (coiled-coil) alkotva. A Tpm dimer hét szomszédos monomerhez kétédik
a filamentum nagy menetemelkedési hélixe mentén egy 385 A hosszu szakaszon [7]. Az egyedi
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Tpm molekuldk kis affinitdssal kotédnek a filamentumhoz (K.~10°M™"). A Tpm affinitasa
nagysagrendekkel novekszik, amikor a szomszédos Tpm dimerek a kozottuk kialakuld kollektiv
kolcsdnhatas, az N-, és C-terminalis végek kozotti vég-vég (head-to-tail) kapcsolodas révén egy
folytonos, hézagmentes lancot képeznek a filamentum mentén (K.~ 10°M™). Egy 1 um hosszu
filamentumot korulbeltl 25 Tpm dimer alkotta lanc fed le. A Tpm F-aktin kotédése pozitiv
kooperativitast mutat. A kélcsonhatas pontosabb leirdasahoz a kooperativ kotédési modellnek
megfeleld Hill-egyenletet alkalmazhatjuk [18, 23-25]:

n: Hill-egyltthato
K: disszociacios egyensulyi allando

Megjegyzend6, hogy a fenti adatok a vazizom Tpm-ra érvényesek. A Tpm izoformak
hagyomanyosan nagy molekulatomegl (high molecular weight, HMW, pl. skTpm) és Kkis
molekulatomeg(i (low molecular weight, LMW, pl. Tpom5NM1 és TpmBr3) osztalyokba sorolhatdk
[26]. A HMW és LMW Tpm izoformak hossza rendre korulbelil 284 és 247 aminosav. A
meéretkllonbséguk abbdél adodik, hogy az N-terminalison kulonb6zd exonokat tartalmaznak: a
HMW forma az 1a és a 2 exont, az LMW forma az 1b exont és a 2 exon hidnyzik. Az eltéré hosszuk
miatt a HMW és LMW Tpm dimerek eltér6 szamu monomerhez (6-7) kotéddnek a filamentumban.

A vazizom eredetl tropomiozinnal kapcsolatos eredményeinket kdzld eredeti publikacidban [22]

nem vettuk figyelembe a Tpm F-aktin kotédésének kooperativ természetét, a dolgozatban célom
az ott alkalmazott megkozelités bemutatasa volt.
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(4) 42. abra: Mi lehet az oka annak, hogy magas Fli-l GH13 koncentraciénal (148.4 nM) az aktin
polimerizacio kezdeti sebessége lényegesen gyorsabb, mint a spontan polimerizacid esetén,
mégis jelentdsen kisebb mértékdl filamentum-osszeszerelédésnél telitésébe megy a folyamat?

Az Opponens altal jelzett tendenciat az alabbiak figyelembevételével magyarazhatjuk.

A dolgozat ,Kinetikai vizsgalatok” fejezete (84. oldal) emliti, hogy a pirén fluoreszcencia
intenzitdsa az aktin monomer formajaban alacsony, mig a jelolt monomerek filamentumba
épulésével azok mennyiségével aranyosan novekszik.

A Flightless-l kett6s hatassal bir az aktin dinamika szabalyozasaban: egyrészt el8segiti a
filamentumok de novo nukleacidjat (pozitiv hatas), masrészt sapkazoé (capping) aktivitasa révén a
szoges véghez kotddve gatolja azok elongacidjat (negativ hatas).

A 42. abran bemutatott kisérletekben a polimerizacidos sebesség (v) fugg a nukleacié és az
elongacié hatékonysagatol is:

d
d_’; = v =k, [Al[F] - k_[F]

[A]: a monomerek kezdeti (t = 0 s) koncentracidja

[F]: a filamentumvégek koncentracidja

dF/dt: a filamentumban lévé aktin mennyiségének valtozasi sebessége
k.: asszociacios sebességi allandé

k.: disszociacids sebességi allando

A polimerizacié kezdeti sebességének ndovekedése a Flightless-lI nukleacidra kifejtett pozitiv
hatasa miatt, mig a fluoreszcencia jel csokkenése a telitési fazisban a Flightless-l szoges vég
sapkazo aktivitasa miatt jelenik meg.

A nukleaciot el6segité hatasa miatt a Flightless-I jelenlétében a filamentumok gyorsabban
képzddnek, mint a spontan polimerizacié soran, de a Flightless-l sapkazd aktivitdsa miatt a
novekedésik gatolt. A nukleacido hatékonysaga azonban kompenzalhatja a szoges vég
sapkazasabol eredd gatlé hatast, igy a fenti 0sszefliggés szerint a monomerek filamentumba
épulésének sebessége és igy a pirén jel idébeli novekedésének liteme nagyobb a Flightless-I
jelenlétében, mint hidnyaban.

Az egyensulynak megfelelé fazisban a pirén fluoreszcencia intenzitasa idében allandé, az
egyensulyi monomer:filamentum ardnyt tikrozi. A spontan polimerizacidé soran az egyensulyi
nem polimerizalt, szabad aktin monomerek koncentracidjat (kritikus koncentracid, c.) a szoges és
a hegyes vég kinetikai paraméterei egylttesen hatarozzak meg. Ennek értéke c.~0.2 uM
(dolgozat, 3. tablazat, 9. oldal, [14, 27]). A Flightless-| sapkazé aktivitasa révén a szoges vég
dinamikajat blokkolja. igy az egyensulyi szabad aktin monomerek koncentraciéjat csak a hegyes
vég kinetikai paraméterei hatarozzak meg, ennek megfeleléen a kritikus koncentracié ~ 0.6 uM-ra
emelkedik (dolgozat, 3. tablazat, 9. oldal, [14, 27]). A nem polimerizalt aktin mennyiségének
novekedésével a polimerizalt aktin mennyisége csokken, ami a fluoreszcencia intenzitas
csOkkenését eredményezi.
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(5) A 42. abra szerint 10 nM Flil GH16 vagy GH13 jelenléte kb. 1/5 részére csokkenti a
polimerizacios sebességet. A 43. abran miért latunk ennél lényegesen nagyobb mértéki
csokkenést?

A dolgozat 42. és 43. abraja (68-69. oldal) az aktin polimerizacio vizsgalatara vonatkozo adatokat
mutat be. A kisérletekben két eltér6 mdédszertani megkozelitést alkalmaztunk; bulk filamentum
sokasagon végzett fluoreszcencia spektroszképiai és egyedi filamentumok megjelenitésén
alapuléd TIRF mikroszkopiai méréseket. Az Opponens altal jelzett eltérés a moddszerek
természetébdl fakad és az alabbiak szerint magyarazhato.

bulk filamentum sokasagon végzett fluoreszcencia spektroszkopiai kisérletek (42. abra)

A Flightless-l hatasat a filamentumok Osszeszerel6désére fluoreszcencia spektroszkdpiai
vizsgalatokban, bulk filamentum sokasagon irtuk le. A mddszer limitacidja az, hogy - ebben a
kisérleti elrendezésben - nem teszi lehetévé a nukleacié és az elongacio fazisainak elkulonitett
vizsgalatat. A kvantitativ elemzéshez a gorbe linearis szakaszara illesztett egyenes meredekségét
hataroztuk meg, mint a polimerizacié sebességét jellemzé paramétert (v: polimerizacids
sebesség, tetszlleges egységxs™). A polimerizacios sebesség flugg a nukleacio és az elongacio
hatékonysagatol is:

v =k [A][F] = k_[F]

k.: asszociacios sebességi allando

k.: disszociacioés sebességi allandé

[A]: a monomerek kezdeti (t = 0 s) koncentracidja
[F]: a filamentumvégek koncentracidja

egyedi fillamentumok megjelenitésén alapulé TIRFM kisérletek (43. abra)

A Flightless-l hatasat a filamentumok Osszeszerelédésére TIRFM vizsgalatokban, egyedi aktin
filamentumokon irtuk le. A fluoreszcencia spektroszképiaval szemben a TIRFM lehet6séget ad a
nukleacio és az elongéacio fazisainak elkulonitett vizsgalatara. Ezek kvantitativ médon kilon-kilon
is jellemezhet6k a filamentumok darabszaméanak (nukleacié hatékonysaga, darab) és
novekedésik sebességének (v: elongaciés sebesség, monomerxs™) meghatarozasaval. Az
elongacidés sebesség egy filamentumra vonatkoztatva kerll meghatarozasra, igy nem fligg a
nukleaciotol, csak az elongacio hatékonysagat tukrozi (dolgozat, 12. egyenlet, 86. oldal):

v=k[A] —k_

k.: asszocidcids sebességi allandé
k.: disszociacios sebességi allandoé
[A]: a monomerek kezdeti (t = 0 s) koncentracidja

Flightless-I aktivitasai: de novo nukleacio és széges vég sapkazas

Tovabbi szempontként figyelembe kell venntink azt, hogy a Flightless-I kettés hatassal bir az aktin
dinamika szabalyozasdban: egyrészt el6segiti a filamentumok de novo nukleacidjat (pozitiv
hatas), masrészt sapkazd (capping) aktivitdsa révén a szoges véghez kotédve gatolja azok
elongacidjat (negativ hatas).
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A 42. és 43. abran bemutatott eltéré mértékd csokkenés az alabbiak szerint értelmezhetd.

A TIRFM kisérletekben az elongacios sebesség csak a filamentumnovekedés hatékonysagatol
fligg. Igy kizarélag a Flightless-| sapkazé aktivitasat (negativ hatds) tiikrézi, a nukledcios aktivitdsat
(pozitiv hatas) nem. A fluoreszcencia spektroszképiai kisérletekben a polimerizacios sebesség a
nukleacié és a filamentumnodvekedés hatékonysagatdl is fligg. igy a Flightless-l sapkézé
aktivitasat (negativ hatas) és nukleacids aktivitasat (pozitiv hatas) is tukrozi. A kisebb mértéki
gatlé hatas, ami ezzel a mddszerrel megfigyelhetd, annak tudhatd be, hogy a sapkazd aktivitas
altal okozott gatlast részben kompenzalja a nukleaciora kifejtett serkentd hatas.

A dolgozatban tudatosan alkalmaztam eltérd elnevezéseket a két paraméterre (polimerizacios
sebesség és elongacios sebesség) ezzel is jelezve a kiilonb6z6 modszertani megkozelitést.
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(6) A 44. abra szerint a steady-state TIRFM mérések alapjan 800 nM Fli-l koncentracié hatasara az
aktin filamentumok atlagos hossza kb. 1/30-ad részére csokken, de a filamentumok szama csak
nagyjabol otszorosére nd. Hova lett az aktin ~80%-a?

Az Opponens altal felvetett probléma értelmezésem szerint a fénymikroszkop
felbontoképességeének korlatjabol ered. Az alkalmazott kisérleti korilmények mellett a felbontasi
hatar (d) kértlbelul 206 nm (lasd a dolgozat 86. oldalan bemutatott adatok):

d=061-2 = 061221 206
TV NA T " T 1as nm

Ez a filamentumhossz (l) tekintetében hozzavetélegesen 76 monomernek felel meg (lasd a
dolgozat 86. oldalan bemutatott adatok és megfontolasok):

370 monomer

= X—m—— ~
l=206nm 1000 7m 76 monomer

A Flightless-| el8segiti a filamentumok képz6dését (de novo nukleacid), ugyanakkor a keletkezé
filamentum szoges végén maradva sapkafehérjeként gatolja a novekedést (elongacio). Ezen
aktivitdsok miatt a Flightless-l jelenlétében szamos, de rovid filamentum jon létre. A
méréseinkben azokat a filamentumokat, amiknek a hossza a fénymikroszkop felbontasi hatara
ala esett nem tudtuk detektalni. Ez a filamentumok szamadnak alulbecslését és a
filamentumhossz felllbecslését eredményezte. Fontos azonban hangsulyozni, hogy ez nem
befolyasolja a kovetkeztetéseinket, mivel azok nem az abszolut értékek, hanem az egyes
paraméterek kozott megfigyelt relativ trendek értelmezésén alapunak.
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(7) Az aktinkot6 fehérjék aktin monomerekkel valé kélcsonhatasanak fluoreszcencia anizotrépias
vizsgalata soran Latrunculin A kezeléssel gatoltak a G-aktin polimerizacidjat. A LatA kotédése az
aktinhoz nem befolyasolhatja-e az aktinkoté fehérjékkel kialakitott kolcsonhatasokat?

A Latrunculin A (LatA):G-aktin komplex rontgenkrisztallografidaval meghatarozott szerkezete
ismert (5. dbra, PDB 11JJ, PDB 1ESV [28, 29]). A LatA kot6helye a monomer 2-es és 4-es
szubdoménje kozotti hasadékban, a nukleotidkoté arokban, a nukleotid felett helyezkedik el. A
dolgozat ,,Az aktin szerkezeti sajatsagai” fejezete (6-8. oldal, 2. dbra) targyalja, hogy az aktinkotd
fehérjékkel valo kolcsOnhatasban kitlintetett szerepet jatszik a monomer 1-es és 3-as
szubdoménje kozotti targetkotd barazda [30, 31]. A LatA kotéhelye a monomer ezzel ellentétes
oldalan talalhato.

ALatAkis mérete (421.55 Da) és kot6helyének elhelyezkedése alapjan nem varhato, hogy jelentés
meértékben befolydsolja az aktin és aktinkoté fehérjék kolcsdonhatasait. Az irodalomban
tudomasom szerint nincs ezzel kapcsolatos atfogd, tobb aktinkotd fehérjére kiterjedd vizsgalat. A
rendelkezésre allé adatok alapjan a LatA nem befolyasolja sem a profilin, sem a DNaz | G-aktinhoz
valé kotédését, mig a thymosin-B4 (TB4) G-aktin affinitdsa csokken LatA jelenlétében [32].
Kiegészitésként szolgalhat, hogy a DNaz | az aktin monomer hegyes végéhez kotédik (PDB 1ATN,
PDB 2A42 [33, 34]), mig a profilin a szoges véghez kapcsolodik. A TB4 mindkét régidval — a szoges
és a hegyes véggel is — kolcsdnhatasba lép. A TB4 kotési moédja megfeleltethetd a WH2
doménekének [35]. A profilin:G-aktin és a WH2:G-aktin komplexek szerkezeti sajatsagait a
dolgozat 31. abraja (51. oldal) mutatja be.

Bar direkt mdédon nem vizsgaltuk a LatA ezen hatasat, eredményeink alapjan feltételezhet6, hogy
a LatA nem befolyasolja szignifikdnsan az altalunk vizsgalt aktin:aktinkoté fehérje
kolcsonhatasokat. A LatA alkalmazasan alapuld fluoreszcencia anizotropia vizsgalataink
eredményei kvantitativ tekintetben is 6sszhangban vannak olyan mérésekkel, amik soran nem
alkalmaztunk LatA-t (pl. pirén aktin alapu polimerizacios és TIRFM kisérletek).

nukleotidk6td arok
Mg:ATP

targetkotd barézda
aktinkot6 fehérjék

5. abra A Latrunculin A (LatA):G-aktin komplex rontgenkrisztallografidval meghatarozott szerkezete (PDB
11, [28]). A targetkot6 barazda az S1 és S3 szubdomének kozotti mélyedés, amit tulnyomaorészt hidroféb
aminosavak alkotnak (pl. Tyr'3, Ala', Gly'®, Thr'48, Gly'®, Ile®", Ile3%®, Leu3®*, Leu3*®, Thr®5', Met®%).
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(8) A Jelolt értelmezése szerint a profilin:G-aktin kolcsonhatas molekularis kapcsoloként miikodik
a DAAM, illetve a Fli-l aktin aktivitasainak szabalyozasaban. Mit értunk itt molekularis kapcsold
alatt? Altaldban a molekularis kapcsoléként m(ikodé fehérjék esetében egy konformaciévaltozas
all ajelenség hatterében. A profilin:G-aktin esetében nem egyszerlien csak egy sztérikus gatlasrol
van sz6?

Az Opponens megjegyzését elfogadom. A ,molekularis kapcsolé” kifejezést altalaban olyan
szabalyoz6 fehérjére hasznaljuk, ami konformaciovaltozas révén valt a ,bekapcsolt”/aktiv és
»kikapcsolt”/inaktiv allapot kozott; a bekapcsolt, példaul ligandum kotott allapotban képes
kotédni a szabalyozandd célfehérjéhez, mig a kikapcsolt allapotban nem (pl. G-fehérjék,
kalmodulin [18]). A Flightless-I és a DAAM esetében a profilin:G-aktin kélcsonhatas ,kapcsold”
szerepe nem ebben a klasszikus értelemben valdésul meg, hanem az alabbiak szerint m{kodik.

(i) Flightless-I

A Flightless-l esetében a profilin a de novo nukleacids aktivitast negativan befolyasolja,
ugyanakkor nincs hatassal a Flightless-| kozvetitett filamentum elongaciora (sapkafehérje-szer(
aktivitas). Eredményeink arra utalnak, hogy a Flightless-| és a profilin kotéhelye a G-aktinon atfed,
igy a profilin G-aktinhoz valo kotédése sztérikusan gatolja a Flightless-l1:G-aktin interakciét
(dolgozat, 46. abra, 72. oldal).

(ii) DAAM

A forminok — igy a DAAM - esetében a profilin mind a de novo nukleaciés, mind az elongaciés
aktivitast befolyasolja [30]; a de novo nukleacids aktivitas negativ, a formin kdzvetitett filamentum
elongacié pozitiv szabalyozdja.

A profilinnak a formin kozvetitett filamentum elongaciora kifejtett pozitiv hatasa az alabbiak
szerint magyarazhaté. A formin FH2 domén altal kotott szoges veég kétféle allapotot vehet fel:
jelenlétében a filamentumvég novekedésének sebessége a két allapot relativ idébeli
elé6fordulasatol fugg, amiforminflggd és széles skalan mozoghat (tayitott © tretjes ~ 5-90%). A forminok
izolalt FH2 doménje lassitja a szoges vég novekedését profilin hianyaban. A formin FH1 domén
egy vagy tobb poli-prolin szakaszt tartalmaz. A profilin eze(ke)n keresztul kotédve az FH1
doménhez segiti el a G-aktin toborzasat az FH2 domén szdmara. Az FH1 domén az FH2 domén
N-termindlis szomszédsagaban helyezkedik el és flexibilis ,karként” mulkodve juttatja el a
profilin:G-aktint az FH2 kotott filamentumvéghez, tdmogatva ezzel a szoges vég novekedését.

Az egyes formin altipusok nukleaciés és elongacios aktivitasa kvalitativ médon nem, csak
kvantitativ jellemzdiben tér el [30, 38]. A kinetikai jellemz6k alapjan a formin csaladban két
szélsBséget képvisel példaul a DAAM és az mDia1. A DAAM profilin hidnyaban sapkafehérje-szer(
modon szinte teljesen gatolja a filamentumok elongéacidjat, mig profilin jelenlétében a DAAM
kozvetitett elongacié sebessége eléri a szoges vég spontan novekedési sebességét [39]. Ezzel
szemben az mDial profilin hianyaban csak mérsékelten gatolja az elongaciot, profilin
jelenlétében pedig az mDia1 kozvetitett elongacio sebessége akar az 6tszordse is lehet a szoges
vég spontan novekedési sebességének [38]. Az mDia1 az id6 90%-aban nyitott dllapotban van és
FH1 doménje 14 potencidlis profilin:G-aktin kotéhellyel rendelkezik. A rekombindns uton
eléallitott mDia1 fehérjével végzett vizsgalatokat megerdsitik a sejtes megfigyelések; az mDia1
fibroblasztokban masodpercenként 700 ,monomernyi” filamentumot képes ndveszteni [40].
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Aprobb megjegyzések:

e Az értekezés végén talalhato roviditések jegyzékébdl egyes roviditések kimaradtak (pl. DADCT,
cDAAM, GH13, GH16, TpomBr3, Tom5NM1).

Az Opponens megjegyzése jogos. A felsorolt roviditések nem szerepelnek a jegyzékben, azokhoz
kapcsolédé roviditések megtalalhatdak a listaban (pl. DAD, DAAM, GH és Tpm).

¢ Az elért eredmények targyalasanal a kbnnyebb kovethet6ség kedvéért hasznos lett volna direkt
modon utalni az egyes eredményeket bemutaté sajat publikacié(k)ra, nem csak a fejezet végén
felsorolni a kapcsolédoé kozlemények listajat.

Az Opponens észrevételét elfogadom és egyetértek azzal, hogy az elért eredmények targyalasanal
a sajat publikaciokra valo direkt utalas a konnyebb kdvethetéséget és attekinthetfséget szolgalta
volna.

e Feleslegesnek tlinik minden fejezet végén Ujra és Ujra teljes részletezettséggel megadni a
kapcsolddo sajat publikacidkat. Szamos sajat publikacié igy 3-4-szeres ismétlésben szerepel
részletes publikacios adatokkal. Elég lett volna az értekezés alapjaul szolgald kozlemények
listdjaban sorszammal ellatni 6ket és hivatkozasul azokat megadni.

A publikaciék megadéasaval kapcsolatos megjegyzést elfogadom.

* 40. abra: Az 6sszerendezett szekvenciak legfelsd blokkjaban a 3 Fli-I szekvencia hibdsan egy
pozicidval jobbra toldédott.
Az Opponens megjegyzése jogos. Sajnos ez egy elirasként maradt az dbran.

e A 4. abra leirasa és szovegbeli magyarazata tulsagosan sz(ikszavu és nehezen kovethetd.

Az Opponens megjegyzését elfogadom. A 4. dbra (11. oldal) részletesebb bemutatasa és
szovegbeli kifejtése jobban szolgalta volna az értelmezhetfséget.
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Az Opponens altal megfogalmazott kérdések mellett az alabbi észrevételekre szeretnék
kitérni és reagalni.

A disszertacié alapjaul szolgaldé kozlemények kd6zé nem volt szerencsés bevalogatni a Barké és
mts. (2010) cikket, mert annak eredményei Mihaly Jozsef MTA doktori értekezésében (2010)
bemutatasra kerultek, ezért ismételten mar nem felhasznalhatok.

Sajnos ,A DAAM formin homoldgia domének fiziko-kémiai sajatsagai” témakorben az 1-6.
pontokban leirt megallapitasokat a Jelolt Uj tudomanyos eredményeiként nem tartom
elfogadhatdnak, mert azok Mihaly Jézsef MTA doktori értekezésében (2010) gyakorlatilag azonos
tartalommal mar bemutatasra kerultek.

#Barké Szilvia, #Bugyi Beata, Carlier Marie-France, Gombos Rita, Matusek Tamas, Mihdly J6zsef, Nyitrai Mikl6s &
Characterization of the biochemical properties and biological function of the formin homology domains of Drosophila
DAAM.

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 285 : 17 pp. 13154-13169. , 16 p. (2010)

IF: 5.328 Folyéiratcikk (Szakcikk) Tudomanyos

# megosztott elsé szerz6s kozlemény

Az idézett publikdciéban megosztott els6é szerzéként szerepelek ("Both authors contributed
equally to this work."). Ez a szerz6i hierarchia a munkamegosztas valds aranyanak megfeleléen
kerult kialakitdsra és pontosan mutatja be a munkahoz valdé hozzajaruldasomat. Az altalam
elvégzett kisérleteket (beleértve a kisérleti korilmények optimalizalasat, az ismétlések
végrehajtasat, az adatok kiértékelését és az eredmények értelmezését) a publikacidban
bemutatott abrak szamozasa szerint adom meg az alabbiakban.

Figure 3. B, C, D; Figure 4. B, C, D

o egyedi filamentumok megfigyelésén alapuldé TIRFM kisérletek, profilin hianyaban és
jelenlétében (dual color TIRFM)

o a szoges/hegyes vég novekedésének specifikus vizsgdlatara lehet6séget adod
gelsolin/spektrin aktin seed alapu fluoreszcencia spektroszkdpiai vizsgalatok, profilin
hianyaban és jelenlétében

Figure 5. C
o steady-state G:F aktin arany vizsgéalata
Figure 6. A-E

o formin funkcionalizalt mikrogy6ngyokon alapuld biomimetikus mddszertan, az mDia1 és

a DAAM o6sszehasonlité vizsgalata

Az altalam végzett vizsgalatok és az azokbdl szarmazé eredmények alapvetéen jarultak hozza a
DAAM formin homoldgia domének fiziko-kémiai sajatsagainak feltérképezéséhez, ezért a
dolgozatomban valé szerepeltetésiiket szakmailag indokoltnak tartottam. A Doktori Tandacs
segitékész kollégai altal nyujtott tdjékoztatas alapjan a VIII. Bioldgiai Tudomanyok Osztalya,
Biofizikai Osztalykozi Bizottsaghoz benyujtott palyazathoz nem szukséges tarsszerz6i nyilatkozat
mellékelése. Ertesitést nem kaptam arrél, hogy ezek az eredmények doktori értekezésében mar
felhasznalasra kerultek.

Mindezek alapjan tisztelettel kérem az Opponenst, hogy fogadja el a szerz8i hozzajarulasomat,
valamint A DAAM formin homoldgia domének fiziko-kémiai sajatsagai témakorben az 1-6.
pontokban leirt megallapitasokat a dolgozat Uj tudomanyos eredményeként.
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3. A Flightless-l nagy affinitasu filamentumvég kotése révén az aktin sejtvazdinamika negativ
szabalyozéja. Ugyanakkor a DAAM C-terminalisaval (DAD-CT) kialakitott direkt kdlcsonhatasa
révén a sejtvaz DAAM kozvetitett szabalyozasaban is szerepet jatszhat.

Az elsé altalanos allitas igaz, de mar korabban is ismert volt (Mohammad et al., 2012), és nem
kothetd egyértelmien a Jelolt munkassagahoz.

Az Opponens altal hivatkozott publikacioban rekombinans uton eléallitott Flightless-I aktivitasat
vizsgaltak pirén aktin alapu polimerizacios kisérletekben. A bulk filamentum sokasagon végzett
fluoreszcencia spektroszképiai mérések eredmeényei utalnak a Flightless-1 sapkazo aktivitasara
([41] irodalmi hivatkozas Figure 3. jelolés(i abrajan bemutatott adatok). Ugyanakkor ugy
gondolom, hogy a munkank érdemben bdviti a Flightless-| fehérjével kapcsolatos ismereteket:
egyedi aktin filamentumokon mutattuk be a sapkazé aktivitast, meghataroztuk a
filamentumvégekhez valé kotédés affinitasat, valamint leirtuk a profilin hatasat a fehérje
aktivitasaira.

Tisztelettel kérem az Opponenst a fenti kiegészités figyelembevételére az eredmény
megitélésekor.
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