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Dr. Mélnasi Csizmadia Andras

Utazas a motor domén koril: Konformacids atalakulasok és intramolekularis
kommunikacids utvonalak a miozinban

cimli MTA doktori értekezés palyazati munkéjarol.

Az elmult évtized bioldgiai tudomanyos sikereinek egyike - amely a nagyfelbontasu
rontgendiffrakcion, a hozzakapcsolt szamitogépes technikan, valamint a kifinomult
molekularis biologiai modszereken alapul - a mozgast generald proteinek szerkezetének
megismerése ¢€és ennek alapjan a molekularis miikodés valoszinisitése. A
szerkezetkutatds €és szamitdstudomany kifinomult modszerei ma mar a korabbinal is
mélyebb megismerést tesznek lehetdveé, megkozelithetévé valnak a makromolekulakon
beliili folyamatok, az Osszetett mozgasok idobeli lefolydsa, azok kapcsolata ¢és
befolyasolhatosdga a biokémiai folyamatokkal. A tarsadalmi 4talakulasok, a szabadidd
hasznos eltoltése, az egészséges ¢életmodra vald torekvés, de mindenekeldtt a
versenysportban kialakult kiméletlen verseny arra is készteti a biomozgasokkal
foglalkoz6 szakembereket, hogy mielobb atiiltessék a gyakorlatba a modellkisérletek
eredményeit.

Altalanos értékelés.

A disszertacio szerzdje 2000 és 2008 kozott a miozin szubfragmenthez kapcsolodo
aktudlisan felmeriild kérdések és probléméak koziil néhdnynak a megvalaszolasara
vallalkozott munkajaban. Ertekezéséhez 19 dolgozatban megjelent kutatasi eredményeit
hasznalta fel. A szerzdkollektivaban késziilt dolgozatok koziil 6 publikécidoban elsd
szerz, 6 publikacioban utolsé szerzd, ami azt bizonyitja, hogy probléma megoldoként,
valmint probléma megfogalmazoként is jelentds szerepe volt az egyes témakban. A
dolgozatok nagy impakt faktorral jellemezhetd folydiratokban jelentek meg.
Sziikségesnek gondolom megemliteni azt a koriilményt, hogy a dolgozatok szerzoi
k6zott a motorproteinek kutatdsdban meghatarozo szereppel bir6 kutatok is szerepelnek,
mint pl. C. Bagshaw, M. Geeves, neveik biztositékot jelentenek a munka magas
szinvonaldara és a megfeleld publikdcios lehetdségre. A koriilmények
figyelembevételével kijelentheté, hogy a valasztott témakorrel kapcsolatos munka
jelent6s, és nemzetkozi érdeklddésre is szamot tarthat

Magam részérdl azt a tevékenységet emelném ki, amellyel az értekezés szerzdje a
molekularis bioldgiai ismereteit Ossze tudta kapcsolni a korszerli miiszertechnikai
lehetdségekkel és ismeretekkel, nevezetesen a gyors-kinetika mérési moddszereivel.
Sikeriilt olyan elére megtervezett mutansokat preparalni, amelyeken a hely-specifikus
fluoreszcens jeloléssel a kivant fehérje domén vagy szegmens mozgasi dinamikajat és
konformdaciovaltozasait tudtak detektalni, amely mds modszerrel nem vagy csak
nehezen elérhetd.

A bevezetéssel €s irodalom jegyzékkel egyiitt 130 oldalas dolgozat szerkezeti felépitése,
az egyes fejezetek aranya jol atgondolt, az értekezés olvasmanyos, az egyes
fejezetekben bemutatott abrdk szépen szerkesztettek, informativak. Szerencsésnek



vélem, hogy a tdblazatok egy része a Fiiggelékben taldlhatd, igy nem torik meg a szoveg
folyamatos gondolatmenetét.

A Bevezetés ciml rész nem tetszett; az értekezés cimével is nehezen tudtam
megbaratkozni. Hidnyoltam az irodalmi Osszefoglalot, annak kritikajat, kiilondsen a
miozin motor domének rontgendiffrakcid segitségével elért szerkezeti eredményeinek
bemutatasat, amelyek szorosan dsszefiiggenek a dolgozatban foglalt problémakkal és a
kozolt eredményekkel. Ugyancsak nehezményezem a szerzd altal is hangsulyozott
szerkezeti-kinetikai  kozelités Osszefoglalasat az értekezés végén sajat  elért
eredményeinek tiikrében.

Az értekezésben hasznalt vizsgalati modszerek sokrétiiek, és megfeleld modszertani
lehetdséget nyujtanak az elérni kivant célokhoz: jelentésnek tartom azokat a
fejlesztéseket, mint pl. az orszagban ismereteim szerint bioldgiai rendszerek vizsgélatara
eddig nem alkalmazott hdmérséklet-ugrasos, nyomas-ugrasos, valamint a stopped flow-
val kombindlt hdmérséklet-ugrasos technikat. A fejlesztések megvaldsitdsa komoly
palyazati pénzeket igényelt, amelyek palyazaton keresztiilli megszerzése az elért
eredmények elismerését is jelentik egyben.

Személyes érdeklddés folytan szivesen olvastam volna azokrdl az eredményekrdl,
amelyekre a szerz0 is utal értekezésében, nevezetesen a miozin motor domén W 501+
konstrukcion végzett hddenaturacios mérésekrél T-jump/stopped flow rendszerben,
mivel hagyomanyos DSC méréseket miozinon korabban mar végeztem.

Tudomanyos munkdassag:

Az értekezés fontosabb eredményeit az aldbbiakban latom:

A nukleotid kotéhely kdzvetlen kozelébe elhelyezett triptofan molekulak W 129+ és W13 1+
fluoreszcencias spektroszkopiai tulajdonsagai alapjan kimutatja, hogy a nukleotid kotése két
elkiiloniild fazisban megy végbe. A kotési mechanizmus tobblépéses kémiai reakcioval
értelmezhetd csupan.

Az aktinkotd arok két oldalan elhelyezett fluoreszcens riporter molekulak excimer
fluoreszcenciajanak segitségével is Kimutatja a miozin doménben a nukleotid kotéhely és az
aktin kotéhely kozotti funkcionalis kapcesolatot. A kisérletek szerint a fluoreszcencia valtozas
mindig megeldzi a fényszordssal mérhetd aktin disszociaciot.

A W501+ modellkonstrukcio6 vizsgalata azt mutatja, hogy valamennyi nukleotid allapotban
legalabb harom mikroallapot van jelen, azonban ezekhez nem rendelhetd egy meghatarozott
makroéllapot. Az anizotropia mérések szerint a Trp-501 relé hurok viszonylag rigid
valamennyi nukleotid allapotben. Ez azt jelenti, hogy relé¢ hurok nem mutat 1ényeges
atalakulast a konverter régidhoz viszonyitva az ATPaz aktivitas soran.

A nukleotid kotohely és az aktin kotést alkotd struktura kozott elhelyezkedd hurok (switch 1)
nyitott és zart allapota a vizsgalatok szerint meghatdrozza az aktin kotés mértékét. A W239+
konstrukci6 fluoreszcencia spektrumanak vizsgalata azt mutatja, ha a régio y-foszfat
kotohelye betoltott, akkor a hurok zart allapotban van, viszont a motor domén és aktin kozott
a kolcsonhatas gyenge. ADP allapotban a kolesonhatés aktin és miozin kdzott erds. A



megallapitas jol ellendrizhetd egyidejli fluoreszcencids és fényszorasi mérésekkel.
Osszhangban a mérésekkel a szerz6 egy termodinamikai kotési modellt is javasol.

A relé régiod és a nukleotid kotohely kozott elhelyezkedd hurok (switch 2) vizsgélata lehetéveé
teszi a miozin motor miikodését eldsegitd a konverter régidé mozgasanak tanulmanyozasat. A
switch 2 hurok végén elhelyezkedd fenilalanin cseréjével 1étrehozott W461+ konstrukcio
konformaciovaltozast mutat az ATPaz ciklus soran megegyezésben a szerkezeti

crer

IS.

A W501+ és a W129+ modellkonstrukciok segitségével sikeriilt kimutatni, hogy az ATP
hidrolizis ciklusban a sebességmeghatarozo 1€pés nem az anorganikus foszfat
felszabadulaséaval fiigg 6ssze, hanem a switch 2 hurok-konverter/relé régi6 u.n. “fel —le”
konforméciovaltozasaval. A ligandum kotddésének és levalasanak mechanizmusabdl arra is
lehet kdvetkeztetni, hogy a Yount és munkatarsai altal korabban javasolt back door
mechanizmus atértékelésre szorul.

Erdekesnek ¢és fontosnak is tartom azokat az eljarasokat és méréseket - blebbistatin inhibitor
hatasmechanizmusa-, tovabba a proteinek és enzimek hdstabilitdsanak vizsgalatara iranyuld
terveket, amelyek egyrészt magasabb homérsékleten - a protein denaturaciés homérséklete
felett- bekovetkezé valtozasokat hivatottak tisztazni, — masrészt a protein szerkezet belsd
surlodasa altal okozott hatds hogyan befolydsolja az enzimreakcidk ¢és konformacios
atalakuldsok sebességét. A kiilonbozé modszerekkel végzett behatd vizsgdlatok ugyanis
kideritették, hogy a kornyezetbdl érkezd szubsztrat a kotés folyamatdban nem egy, hanem
tobb barrier-rel is taldlkozik/hat, ami a folyamatban korabban feltételezett mechanizmus
finomabb részleteinek feliilvizsgalatat teszi sziikségessé.

Az értekezés kapcesan a kovetkez6 problémak mertiltek fel bennem:

1./ Holmes és Geeves egy Osszefoglalé munkéjaban a switch 2 hurok zart allapotéara
vonatkozdan két konformacidt C1 és C2 kiilonbozetet meg. Van-e potencialis lehetdség arra,
hogy a W461+ konstrukci6 segitségével ezen konformaciok megkiilonboztethetdk, vagy a
szerz0 esetleg nem ért egyet kisérletei alapjan ezzel a megkiilonboztetéssel?

2./ A nuleotidok ATP és ADP kd&tésének mechanizmuséra a szerzo egy tobblépéses modellre
tesz javaslatot, amely a szubsztratra nézve egy reorientacios 1épést is feltételez. Mi biztositja
az u.n. energiatolesér kialakulasat, amely a reorientaciot eldidézi?

3./ A W501+ ATP-vel torténd reakcidjanal a fluoreszcencia intenzitas-hoOmérséklet
fiiggvényre eqy exponencialis fliggvénnyel tortént illesztés, fliggetleniil a valasztott
hémérséklettol. T-jump/stopped flow mérések esetén az illesztéshez két exponencialis
fliggvényt hasznalt. Mi indokolta ezt a valasztast, ha végeredményben a fluoreszcencia
valtozasa kétfazisti? Hogyan torténik alacsonyabb homérsékleten a két fazis (gyors és lasst)
szétvalasztasa, ha a 44. dbra alapjan 25-35 °C kozott nincs szignifikans valtozas a lasstinak ill.
gyorsnak mondott allapotok kozott?

4./ A riporter molekuldk intakt biologiai rendszerbe torténd beépitésének altalanos
problémaja, hogy a kapott, specidlis mérésre mar alkalmas rendszert a manipulacié mennyire
perturbalja. A jelen dolgozatban elfogadott kritérium, hogy az enzimkinetikai paraméterek 10
%-nal jobban ne térjenek el a vad tipust enzim esetében mért értéktdl. Ha ugyanekkor a



kiilonboz6 konstrukcioknal néhany szdzalékos eltérést pl. 52. oldal W458+ konstrukcional 5
ill. 9 % - os kiilonbséget, a W461+ konstrukcional 7 % -os eltérést az ATP aktivitasban
szignifikansnak nyilvanitok, akkor mennnyiben tekinthetem a valtozassal kapcsolatos
kijelentéseket megbizhatonak?

5./ Az értekezés 53. oldalan a szerzé bemutatja a W461+ konstrukcio fluoreszcenciajanak
hémérsékleti fliggését apo, ATP és ADP allapotban. Az az 4llitas szerepel, hogy ADP
jelenlétében hasonlé lefutast talalt W239+ konstrukcio esetében is. Nem latom, hogyan
kovetkezik az azonos lefutdsbol, hogy a switch 1 mozgésa a switch 2 mozgaséaval korrelal?
Osszehasonlitva a 19. és 28. abrat a fluoreszcencia intenzitdsok hdmérsékleti fliggése nem
azonos, hanem eltér egymastol.

6./Magneses dipolaris kdlcsonhatason alapuld mérések arra utalnak, hogy miozin esetében, de
aktomiozin komplexben is, a fels6 aktint k6té 50 kDa domén fluktuacidja miatt a nyilas a két
domén kozott két konformacioban 1étezik, nyitott és zart. Ez azt jelentheti, hogy a switch 1
hurok ¢és a nukleotid kotéhely két konformacidban 1étezik fiiggetleniil a kotott nukleotidtol.

Véleményemet Osszefoglalva: dr. Malnasi Csizmadia Andras értekezésében a nemzetkozi
tendenciakhoz illeszkedd tudomanyos témaban végzett munkajanak eredményeit mutatja be,
az elért eredményeket nagy hatasfaktora idegennyelvii folydiratokban publikalta. Az
értekezés célkitiizéseit megvalositotta, tudomanyos eredményeivel bizonyitotta alkalmassagat
a biokémiai/biofizikai kutatomunkdhoz ¢és munkacsoport irdnyitdsdhoz. Az eredmények
¢lettani  jeletdséglieck, a mozgdsok pontosabb megértéséhez jarulnak hozzd. Az
eredményeknek komoly jelentdsége lehet a motorproteinek molekularis miikodésének
megértésében. A dolgozattal kapcsolatos észrevételek a tézisekben foglalt allitdsok részleteire
iranyulnak.

A dolgozatban foglalt eredmények alapjan az értekezés nyilvanos vitara bocsatasat €s az
MTA doktora fokozat megitélését tamogatom.

Pécs, 2009. febr. 27. Belagyi Jozsef
biol. tud. doktora



Valasz Belagyi Jozsef professzor ur MTA doktori dolgozatom biralatara

Koszonom a dicsérd €és biztatd szavakat, valamint a kritikai megjegyzéseket. Ugyancsak
koszonom az igen mélyrehatd, alapvetd tudomanyos kérdéseket feszegetd felvetéseket,
amelyeket 6 pontban fogalmazott meg a Biralo. Alabbiakban réviden Gsszefoglalom azokat a
gondolatokat, ¢és kisérleti eredményeket, amelyek elképzelhetdé megkozelitései, kiinduldsi
pontjai lehetnek a felvetett problémak kifejtésének és/vagy megoldasainak.

1. Holmes és Geeves tobbek kozott az Adv Protein Chem. 2005;71:161-93. szdmaban
megjelent Osszefoglaldé munkéjukban kifejtették, hogy az un. closed allapotnak két
konformacios allapota lehet (C1 és C2). Mindkét allapot a felhtzott erdkar (fel) allapot, a
C1 gyengén, a C2 er6sen kotddik az aktinhoz, és ez utobbi allapotbol indulna ki az
erdgenerald 1épés a lecsapott erdkar (le) allapot felé. Beladgyi professzor ur altal felvetett
kérdés a dolgozatomban kifejtett legfontosabb {izenetet vilagitjia meg ennek a két
allapotnak a citalasa révén. T.i. a Holmes Geeves modellel ellentétben azt allitjuk, hogy az
erdgeneralas 1épés inicidlasa, vagyis kezd6 allapota nem egy erds aktinkotd allapotbol
indul; az erégeneralasi folyamat soran a miozin aktinkotése egyre er6sebbé valik. Tehat az
altaluk feltételezett C2 allapot mint erds aktinkotd allapot nem sziikséges, illetve ilyen
formaban nem is létezik (és valosziniileg egy ilyen allapot a hatékony ciklust is
akadalyoznd). A C2 allapot feltételezése a Lymn Taylor modell hidnyossagabol
kovetkezik: a modell nem mondja meg, hogy mi az oka annak, hogy az M.ADP.Pi allapot
erésen visszakot az aktinhoz. Ahogy a dolgozatban kifejtettem ¢és a 13. sémaban
bemutattam, az aktomiozin ATPaz ciklus 6 fluxusa annak ellenére az aktinkotott
allapoton keresztiil torténik, hogy ez az tutvonal termodinamikailag kedvezdtlenebb az
aktinhoz nem kotott (futilis) Gitvonalhoz képest. Ennek az az oka, hogy aktin tavollétében
az ATPaz ciklus sebesség-meghatarozd 1épése az erOkar lecsapasi 1épés, amelynek
sebességi allandgjat az aktin tobb nagysdgrenddel noveli. Kimutattuk azt is, hogy ezt a
sebességnovekedeést az aktin egy altalunk Ujonnan kimutatott aktinkotohelyre valod
bekotddés révén, az er6kar mozgés kdzvetlen befolyadsolasa altal hozza létre. Véleményem
szerint ez a megallapitas egyrészrdl alapvetd paradigmavaltds az aktomiozin
mechanizmusaban, amelynek szamos kovetkezménye van: tobbek kozott. 1.
megmagyarazza a Lymn Taylor modell ellentmondasait, 2. megmondja, hogy melyik a
felhuzott allapot. (Ez utobbit eddig egyetlen modell sem tette meg — s6t ellentmondasokat
gerjesztettek azzal, hogy egy ilyen allapotnak egy erdsen populélt allapotot feltételeztek,
ami per definitio nem lehetséges. Az alabbi sémaban az is lathatd, hogy a felhuzott allapot
miért egy alacsonyan populalddo, atmeneti allapot jellegli allapot). Masrészrdl sikertiilt
mechanisztikusan és szerkezetileg is megmagyardznunk az aktin aktivaciot, egy hetven
éve ismert jelenséget, amelyrél nemcsak hogy alig tudtunk valamit, de a funkcidjat sem
ismertiik. Az aktin aktivacio allitja be az aktomiozin ciklus hasznos/futilis utvonalainak
aranyat. Két héttel ezeldtt részletesen, hosszan targyaltam Ken Holmesszal és Mike
Geevesszel a fenti problémakdrrdl, és nagy izgalommal és lelkesedéssel fogadtak el a fenti
eredményeket és érveléseket.
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2. A szubsztratkotésben esetleg szerepet jatszo energiatdlesér szerkezetét nem modelleztiik,
nem vizsgaltuk egyelére, habar nagyon érdekes, altalanos biokémiai jelenséget
megkozelitd kutatds lenne. Az esetleges energiatdlcsér hipotézist a parhuzamos
szubsztratkotési folyamatok feltardsa miatt alkottuk, illetve feltételeztiik.

3. Az ATP kotéstol a M.ADP.Pi* allapotig négy 1épés torténik (9. séma) (ezutan kovetkezik
a sebességmeghatarozé 1épés, amely hatarozottan elkiiloniil). Az elsd kettd 0sszeSségében
gyors, kvazi irreverzibilis ilyen ATP koncentracional (ImM). Ez a két 1épés a W501+
altal egyetlen gyors, fluoreszcencia csokkenéssel jard 1épésben jelenik meg. A folyamatot
részletesen elemeztem a dolgozatban (2.4.1. fejezet). A harmadik 1épés (3a 1épés) a
recovery step, amely egy gyors egyensulyi 1épés, és kb. 80% fluoreszcencia emelkedéssel
jar. A negyedik (3b 1€pés) a hidrolizis 1épés, amely nem jar fluoreszcencia valtozassal. A
3a 1épés egyensulyi allandoja hdmérsékletfiiggd: alacsony homérsékleten visszafel¢ (az
alacsony fluoreszcencidju allapot) felé van eltolva, magasabb hémérsékleten a nagy
fluoreszcenciaju felé. A legutobbi id6ben sikeriilt olyan nagy precizitasu stopped flow
kisérletet elvégezni, amelyben mindharom 1épés kimutathatd egyetlen reakcidban. Ehhez
tobbek kozott nagy felbontast, 200 ps holtidejii miiszerre volt sziikség (a hagyomanyos
stopped flow-k holtidje 1,2 és 2,5 ms kozott van). Az alabbiakban bemutatok néhany ilyen
mérési eredményt.

Fluoreszcencia
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2,5uM W501+ motor domén és 1mM ATP osszekeverése stopped flow késziilékben. A
fluoreszcenciat 340nm-nél detektaltam, a gerjesztés 295 nm-en tortént. (sotétkék gorbe: 4 °C,
lila 10 °C, sarga 21 °C, vilagoskék 30 °C). A harom abran ugyanazok a mérések lathatok. A
2. és a 3. abran a reakci6 elsd 0,3 illetve 0,05 masodperces szakasza lathatd. A kezdeti gyors
quench szakasz (amely 30 °C-on lag szakaszként jelenik meg) jol elkiilonithetd az azt kovetd
relative gyors €s lassabb emelkedd fazisoktol.
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A fenti kisérletekben a mérési gorbékre illesztett exponencialis fliggvényekbdl szarmaztatott
sebességi allandok.

4. Az 52. oldali 4bran a fluoreszcencia valtozasok %-os ndvekedését adtam meg az apo
allapothoz képest, nem pedig a sebességi allandokat. Ettdl fliggetleniil egyetértek azzal,
hogy megfogalmazasom arrdl, hogy milyen esetekben tekintheté még elfogadhatonak egy
riporter csoport altal okozott perturbacidé pongyola volt. Véleményem szerint ez nem a
sebességi allandok megvaltozasan keresztiil donthetd el, hanem az adott mérésben a
tudomanyos kérdés és a perturbacionak a mechanizmusra gyakorolt hatasa kozotti
Osszefiiggés alapjan. Kisérleteinkben ezt tartottuk szem el6tt, és amennyire lehetett, azt
probaltuk meghatarozni, hogy a perturbacio a vizsgalt folyamatra krucialis hatassal volt-e
(vagyis még mindig azt vizsgaltuk-e a mutans molekulaval, amire a vad konstrukcidban
kivancsiak voltunk). Ezt a hianyossagot Erdédi professzor ur is felvetette.

5. A W239+ és W461+ konstrukciok fluoreszcencia intenzitdsdnak hémérsekletfiiggése ADP
jelenlétében kvantitativan valdoban némileg eltér6. Abban azonban hasonléak, hogy
mindkét esetben kizardlag ADP jelenlétében tudtunk tobb mint egy allapotra
kovetkeztetni ebbdl a kisérletbdl. Ez alapjan vontuk le a kdvetkeztetést, hogy a switchl és
a switch2 mozgésa illetve allapotai nem fliggetlenek egymastdl. Pontosabban, ha a gamma
foszfat kotohely ligandum altal foglalt, akkor egy allapotuk van, ha pedig tlires (ADP-ben),
akkor két konformacios éallapot egyenstlya jon 1étre. Azt a cikkeinkben és a dolgozatban
1s hangstlyoztam, hogy a W461+ mutanssal végzett kisérletekbdl levont kovetkeztetések
6vatosan kezelenddk, és csupan indikacios jellegiiek, mert a F461W mutacio viszonylag
jelentds perturbaciot okoz a ciklus azon részében, ami Osszefligg az er0kar mozgassal.

6. A kérdés az, hogy az aktink6té arok, a switchl és a nukleotid kothely egyiittesen
mozognak-e. Ez nehéz kérdés, és jelenleg tobb munkacsoport (Chris Berger, David
Thomas, Peter Fajer, valamint Roger Cooke és jomagam kollaboracioban) is foglalkozik a
kérdéssel. Roger Cooke-kal most adtunk be egy kéziratot, amely EPR és fluoreszcencia
kisérletek alapjan azt allitja, hogy a nukleotid kotéhely és a switchl mozgésa és
egyensulyi allapotai er0sen kapcsoltak. A switchl és az aktinkotdé arok mozgasainak
kozvetlen kapcsoltsdga azonban jelenleg még kérdéses. Véleményem szerint a két régiod
mozgasai nem kapcsoltak egymadssal, de az egyik régié befolyasolja a masik régio
konformacios allapotainak egyensulyi allanddjat. Ez a befolyasolds teszi lehetdvé azt,
hogy a switchl régid egyensulyi allapotai meghatarozzak az aktinkotés erdsségét, ahogy
azt részletesen leirtam a dolgozat 2.4.3. fejezetében.



Koszondm Belagyi Jozsef professzor ur izgalmas felvetéseit, és azt, hogy ezen keresztiil 1j,
érdekes megvilagitdsba helyezett néhany kérdést, kiilonosképpen a Holmes-Geeves altal
javasolt C1/C2 konformacids allapotok funkcionalis jelentdségét.

Oszinte tisztelettel,
Malnési Csizmadia Andrés, doktorjelolt

Budapest, 2009. marcius 26.



Opponensi vélemény

Dr. Malnasi-Csizmadia Andras ,, Utazds a motor domén kériil: Konformdacios atalakuldsok
és intracellularis kommunikdcios utvonalak a miozinban” cimit MTA doktori értekezésérol

Malnasi-Csizmadia Andrds MTA doktori palyazatanak altaldnos célkitlizése, hogy
kutatomunkéjanak Osszefoglaldsaval hozzajaruljon az enzimek miikodési mechanizmusanak
megértéséhez, kiilonosen az enzimfehérjék funkciondlisan fontos doménjei kozotti
kommunikaciés kapcsolatok  feltarasaval.  Napjainkban, amikor szamos fehérje
rontgendiffrakcios modszerekkel feltart szerkezete ismert, kiilondsen fontos e statikus
szerkezethez kapcsolhatd dinamikus szerkezeti tényezOk megismerése, a kiilombo6zo
konformacios allapotok és azok egyensulyainak és kinetikajanak feltarasa. Malnasi-Csizmadia
Andras egy széleskorlien kutatott modellrendszer, a miozin motor domén miikodésének
részletes vizsgalataval kivan valaszt adni a kérdésekre. Az altalanos és a specificizalt
célkitlizések aktualitdsdhoz kétség nem fér, habar ezek minddssze az iranyt jelolik ki. A Jelolt
ugyanis a disszertacioban meglehetésen egyéni stilusban mutatja be az elért eredményeket és
ezek tikrében a célkitlizések valtozasanak dialektikajat. Kiinduld kérdésekként 10
megvalaszoland6 problémakort vazol, amelyek a miozin II motor domén nukleotid- és
aktink6td régioi miikodésének, az ezek kozotti kommunikacidk, valamint az ATP hidrolizis és
a munkaiitem részleteinek feltarasat célozzak. A kérdések kiinduldpontja alapvetden két, az
1970-es években felallitott, a miozin miikodését aktin jelenlétében és tavollétében leird
mechanizmus. A Jelolt célja, hogy az idokozben Gsszegylijtott szerkezeti informaciok alapjan
olyan kinetikai kisérleteket végezzen, amelyek az emlitett mechanizmusok részleteit feltarjak.

Malnési-Csizmadia Andrds kutatdsai hazai és nemzetk6zi kollaboracidoban végzett
kozott 5 els6- és 6 utolsd szerzds publikaciot talalunk, jelezve a Jelolt alapvetd szerepét a
témak kidolgozasaban. Imponald, hogy a kozlemények tobbsége nagy impakt faktort
folyoiratokban (pl. Biochemistry, J. Biol. Chem., EMBO Journal, Nature Struc. Biol) jelentek
meg. A disszertacio formai szempontbdl megfelel a kovetelményeknek, de egyben rendhagyd
iS. A Szerz6 egy kiilonOs idOutazasra hivja az olvasét, amelyben a mult, jelen és jovO
szintézisével kisérli meg bemutatni a mintegy 9 éves tevékenységét atfogd munkassagat.
Ennek sordn  érzékelteti atalakuld ¢és fejlddé tudomdnyos gondolkodasat, a
mechanizmusok/elméletek  alkotasaval kapcsolatos  gydtrelmeit, néha mar akar
tudomanyfilozofiai ismérveket is felvillantva, kiilondsen, ha az olvaso a labjegyzeteket is

szorgalmasan tanulmanyozza. A kisérlet dicséretes, ami konnyen kovethetd, gordiilékeny



stilusu, olvasmanyos miivet eredményezett. Az eredmények leirasa soran azok folyamatos
értékelése is megtorténik részben, ennek ellenére hianyolok egy olyan atfogo, diszkusszids
jellegli fejezetet, amelyben a Jelolt eredményeit szélesebb spektrumban, azok esetleges
fiziologiai kontexusait is figyelembe véve értékeli.

Malnasi-Csizmadia Andras legfontosabb 0j tudomanyos eredményei az alabbiakban
foglalhatok Ossze:

1. Kidolgozott egy olyan 1j Kkisérleti rendszert, amelyben szisztematikusan
tanulmanyozhatok a miozin motor doménben kiilonb6z6 hatasokra bekovetkezd konformacios
valtozasok ¢s azok kinetik4ja. Ehhez a Dictyostelium miozin motor doménjének kiilonbozé
funkcionalis egységein olyan mutdciokat hozott 1étre, hogy az exponalt régidban csak egy
triptofan, vagy fluoreszcens molekulaval kapcsolhatd ciszteinek maradjanak, amelyek
fluoreszcencidjanak valtozasa hiven tiikkrozi a molekularis mozgésokat.

2. Modszertani Gjitast vezetett be, amelyben a hémérsklet-ugras (T-jump)/megallitott
aramlas (stopped-flow) modszereket kombinalta és alkalmazta a miozin mikodés kinetikai
sajatsagainak vizsgalatara.

3. Jellemezte a miozin nukleotid- és aktinkoté sajatsagait és kimutatta ezen kotédési
folyamatok tobblépéses jellegét. lgazolta, hogy az aktin-disszociacio és a nukleotid kotédés
kinetikailag kapcsolt reakciokként irhatok le. Azonositotta a switchl régiot, mint az aktin- és a
nukleotid kotéhely kozotti kommunikéciot szabalyozd szerkezeti motivumot. Kimutatta, hogy
a switch2 régié konformacios mozgasai mind a switchl régio, mind a relé régié konformacio-
valtozasaval kapcsolt.

4. Feltarta az ATP hidrolizis rekcidlépéseit €és ezek soran létrejovd konformacios
valtozasokat, valamint az ATP hidrolizis és a miozin erdkarjanak ,felhuzasa” kozotti
kapcsolatot. Kimutatta, hogy az ATPaz ciklus sebességmeghatirozd lépése nem a
termékfelszabadulas, hanem az azt megel6z6 konformacios atalakulés, és az aktin ezt a 1épést
gyorsitja.

5. A miozin motor doménjében azonositott egy olyan prolin-gazdag régiot, amelynek
szerepe lehet az aktin kotés érzékelésében és e jelenség kozvetitésében a relé/konverter régio
felé.

Az eredményeknek bemutatisa és értelmezése soran a Jelolt segitségével
,.korbeutazzuk” mindegyik problémakort és megfelelé hattér-informaciot kapunk az egyes
jelenségek magyarazatara és a lehetséges mechanizmusokra. Ha az eredeti kozleményeket is
tanulmanyozzuk - amit igyekeztem megtenni - akkor wvalaszt kapunk a felmeriild

részletkérdések tobbségére is. Ezutan mar kevés tér marad a biraldo megjegyzéseknek,



kérdéseknek. Mégis, néhany, elsGsorban az eredmények szélesebb spektrumu értelmezését
segitd valaszt varok az alabbi felvetésekre.

1. A Jelolt nem mutat ré a disszertacio 31. oldalan bemutatott 2. séma egyes 1épései és
az ezt megel0zo kisérletek adatai kozotti relaciora. Honnan erednek az egyes reakciolépések
id6alland6i? Ugyanitt kissé spekulativnak, a kisérleti eredményekkel nem kell6képpen
alatamasztottnak érzem az ,energiatdlcsér altal irdnyitott reorientacids szubsztratkotési
modellt” is ebben a fejezetben.

2. A disszertacio 44. oldalan azt olvashatjuk, hogy ,,a Mg2+ kotés és a nukleotid kotés
részben fiiggetleniil torténik” Szamomra ez azért meglepd mert feltételezésem szerint Mg2+
felesleg esetén a vizsgalt nukleotidok (ADP, ATP) Mg -nukleotid komplexként vannak jelen
¢s igy is kotddnek. Ezekben a komplexekben a nukleotid téralkata, toltésviszonyai és
kovetkezésképpen a kotéfelszinei is eltérnek a Mg2+ mentes allapottol. Mit jelent tehat a
fiiggetlen kotddés? Kiilon kotdhelye van a nukleotidnak ¢és a Mg2+-nak, tovabba a Mg-
nukleotid komplexnek, vagy csak a kotddések id6beliségében van kiilonbség?

3. A Jelolt kisérleteinek altalanosithatosaga a kiilonbozo eredeti miozin 11
molekuldkra azon alapul, hogy a Dictyostelium miozin II motor doménje és pl. a vdzizom és
simaizom miozinok kozotti hasonlosdg a fehérjék szekvencidjaban nagymértéki. E
tekintetben azonban nem biztos, hogy minden eredmény egyszeriien alkalmazhatdé mas
szovetekben el6fordulo miozin Il molekuldkra, és itt hianyolom a Jel6lt eredményeinek
szélesebb korli értelmezését. Simaizom miozin esetén a miozin II ATPaz aktivitdsa
nagymértékben fiigg a regulacios konnytilanc foszforilacidjatol, mig vadzizom miozin esetén,
habar a foszforilacidé lehetséges, hatasa nem annyira kifejezett. Ezek alapjan sziikséges-e
yjragondolni az ATP hidrolizis mechanizmusa kapcsan tett szerkezet/aktivitas
Osszefiiggéseket pl. a simaizom miozin esetén?
formai esetén azt allitja, hogy azok kinetikai és enzimatikus szempontbol nem térnek el
jelentésen a nativ, vad tipust fehérjétél. Ezzel kapcsolatban azonban szintén szkeptikus
vagyok és ehhez éppen a Jelolt szolgdl adatokkal a disszertacidt megalapoz6 egyik cikkében
(Biochemistry, Vol. 39, No. 51, 2000, Table 1). E tablazat adatai szerint a W36F, W432F,
W501F and W584F mutéciok, vagy onmagaban a WS01F mutacid jelentésen ndveli az
ATPaz aktivitast aktin tavollétében és csokkenti az aktinnal valé aktivalhatosagot. Ezek utan
meglepd, hogy a vad tipust fehérje és a kisérletek szempontjabol fontos W501+ fehérje

ATPaz aktivitasa csaknem azonos. A felsorolt mutaciok okozta hatasok azonban jelentds



szerkezeti valtozasokat tiikkrozhetnek és Ovatossagra intenek a vad tipusi és mutans miozin
formak 6sszehasonlithatdsaga tekintetében.

5. Az 1j, aktin-kotést érzékeld prolin gazdag hurok szerepével kapcsolatban kérdésem,
hogy van-e bizonyiték arra, hogy a hurkot képez6 519-523 aminosavak koézvetleniil is
kolcsonhatasba 1épnek az aktinnal? Ennek bizonyitdsa azért lenne fontos, mert a prolin-
gazdag hurok kozelében van egy, a Phe535 és Pro536 aminosavaknak tulajdonitott aktin-kot6
minddssze egy olyan szerkezeti perturbaci6, amely megakadalyozza az aktin kdlconhatasat a
Phe535 és Pro536 oldallancokkal? E témakorhoz kapcsolodd kérdés szintén, hogy a
kiilonb6z6é régiokkal (CM-hurok, Phe535 és Pro536 oldallancok, hurok-4, prolin gazdag
hurok) torténé kolcsonhatasok szintjén hogyan magyarazhatd az erés és a gyenge aktin
kotddés? Kevesebb kotorégioval vald kolesonhatasrol, vagy csak azokkal torténd gyengébb
kolcsonhatdsrol van sz6? Az irodalomban taldlhatok adatok az aktin és a miozin S1
fragmentum kozotti kdlesonhatdsok NMR dinamikai vizsgalatara, amelyek azonban csak a
fehérjék bizonyos szerkezeti részeinek a vizsgalatara szoritkoznak. Lehetségesek-e ilyen
vizsgalatok a jovében a gyenge aktin kotés jellemzésére?A felvetett kérdések a {6
tudomanyos eredményeket és megallapitasokat nem kérddjelezik meg. Malnasi-Csizmadia
Andras MTA doktori értekezése formai és tartalmi szempontbol is magas szinvonalon eleget
tesz az MTA doktori fokozat kovetelményeinek. Tudomanyos értekezésében modern
szerkezeti/kinetikai kutatasainak nemzetk6zi szinten is elismert eredményeit foglalta Gssze,
amelybdl kitlinik egyéni és eredeti tudomanyos hozzdjarulasa a vizsgélt témahoz. Malnasi-
Csizmadia Andras tudomanyos kutatoi kvalitasanak értékeléséhez megjegyezem, hogy a jelen
munkaban bemutatott kutatdsai mellett a disszertacié végeén felvillantotta jovobeni terveit €s
ezekkel kapcsolatos eldzetes eredményeit. Mindezekbdl kitlinik, hogy a disszertacidban
bemutatott modellrendszer mellett torekvése 1) fehérjeszerkezeti kutatasi témak mivelése,
ami magaba foglalja a fehérjék és gyogyszermolekulak kozotti kolcsonhatasok és a
farmakologiai hatdsmechanizmusok feltarasat is. Ugy tiinik, hogy a téma kidolgozasa mar
elnyert, jelentés tamogatasok altal biztositott.

Osszegezve, Malnasi-Csizmadia Andrds doktori értekezésének nyilvanos vitara
torténd kitlizését, tovabba a disszertacio elfogadasat és a doktori fokozat odaitélését feltétlen
javaslom.

Debrecen, 2009. marcius 9.

Dr. Erdédi Ferenc
MTA doktora



Valasz Erdddi Ferenc professzor ir MTA doktori dolgozatom biralatara

Biraloémnak koszondom a méltatasokat €s a kritikai megjegyzéseket. Ugyancsak koszonettel
tartozom az 5 pontban Osszefoglalt, a dolgozat olvasdsa kdzben felvetett gondolatokért,
amelyekre az alabbiakban valaszolok, ahol tudok, illetve ahol nem tudok, ott Gjabb
gondolatokkal probalom azokat kiegésziteni.

1. A dolgozat kereteit szétfeszitette volna, ha részleteiben feltarom, hogyan jutottunk el a
nukleotidkotés mechanizmusanak kvantitativ modelljéhez, amelyet a nukleotid
kotézseb melletti szenzorok 4altal érzékelt folyamatok révén allitottunk fel.
Hangstlyozom — amint azt a dolgozatban is megtettem — hogy a k6zolt modell egy
lehetséges interpretacidja a kisérleti eredményeknek, és tettiink bizonyos
elhanyagolasokat. Mindazonaltal egy olyan modell mellett tettiik le a voksot, amely
kevés 1épésbal all, és jol érzékelteti azt, hogy egy elsérendli folyamat (konformacids
atalakulas) révén valik az ATP kotés erGssé, valamint a folyamatban nem csak
szekvencialis, hanem parhuzamos reakcioutvonalak is vannak. Ezek a feltételek
mindenképp allnak, még akkor is, ha — a jobb kisérleti illeszkedés miatt — ijabb
reakciolépésekkel egészitjiik ki a sémat. A levezetést a kovetkezo két cikkben lehet
megtalalni: Kovacs M, Malnasi-Csizmadia A, Woolley RJ, Bagshaw CR.. J Biol Chem. 2002 Aug
9;277(32):28459-67. és Conibear PB, Malnasi-Csizmadia A, Bagshaw CR. Biochemistry. 2004 Dec
14;43(49):15404-17, illetve Dr Kovacs Mihaly PhD dolgozataban, amely dolgozat
témavezetdje én voltam (a dolgozat ezen részét a biralat mellékleteként csatolom).
Ahogy a dolgozatomban irtam, a levezetést harman, Kovacs Mihaly, Clive Bagshaw
és én készitettiik el 2002-ben.

Azzal a megjegyzéssel, hogy a reorentacios modell spekulativ jellegii egyetértek, és a
dolgozatban ezt a vonatkozast valoban nem hangsulyoztam ki megfelelé mértékben.

2. Régi és az egyik legizgalmasabb kérdés, hogy a nukleotid kotés hogyan fiigg Gssze a
Mg?®* kotéssel. Régebbi elképzelések szerint a Mg?* mindvégig kotve marad az ADP-
hez, ami azt jelenti, hogy a két molekula egyiitt tadvozik a miozinrdl. Ezt arra a
kisérletre alapoztak, hogy a MgATP-vel leszoritott MgADP disszociaci6é sebességi
konstansa ugyanakkoranak bizonyult, ha a leszoritast EDTA-val végezték (2s™). Ezt a
kisérletet azért tudtak elvégezni, mert az ADP ko6tés nyul miozin II-n sokkal
gyengébb, mint a MgADP koétés. Dictyostelium myozin II esetében azonban ez nincs
igy, ezérta Mg2+ ¢és az ADP kotés/disszociacio kapcsoltsagat itt jobban lehet vizsgalni.
Kutatasainkban erre a kérdésre nem fokuszaltunk mélységeiben, azonban eddigi
eredményeink és az atomi szerkezetek szamos kérdést uj megvilagitasba helyeznek.
Szerkezetileg az ATP és az ADP miozin masképp koti a Mg2+ iont, mert elébbiben a
Mg?* iont a y és a P foszfat koti 80 pM disszociacios allandoval, mig utobbi esetben a
B és az a foszfat csoport koti azt majdnem egy nagysagrenddel gyengébben. Ennek az
a kovetkezménye, hogy fizioldgias Mg~ koncentracional (=2mM) a miozinban az
ATP >95%-a Mg®" kétott, mig ADP esetében ez az arany ~70%. Tehat a Mg és a
nukleotid kotés részben fliggetlen egymastol, és ennek fiziologias jelentdsége is lehet.
Masik oldalrél az aldbbi modell, ami a dolgozat 3. és 4. sémajanak egyesitése, jol
mutatja, hogy a két kotés mechanizmusa eltéré: mig a MgADP kotés/disszociacio két
ttvonalon is 1étrejohet, addig az altalunk vizsgalt miozinban a Mg®* szamara az egyik
utvonal gyakorlatilag blokkolt. Természetesen més miozinokban elképzelhetd a
sebességi allandok olyan kombindcioja, hogy a két anyag kotése egy kisérlet soran
szorosan kapcsoltnak tlinik, azonban ez nem valtoztat azon a tényen, hogy a két
folyamat részben fliggetlen egymastol.



T M.ADP

M g2+ M g2+
V) N
kiso, forward\

TM.MgADP « —  *M.MgADP

MgADP

3.

5.

k

150, rEVErse

k20 4{2011

ff
MgADP
Mapo

A dolgozatban valdoban nem fejtettem ki ezeket az Osszefliggéseket részleteiben.
Kutatasaink nyoman azonban szamos csoport foglalkozott ezzel e kérdéssel mas
miozinokon, hasonld technikdkkal mint amiket mi alkalmaztunk. Simaizmon C.
Berger csoportja, miozin V-6n H.White és L. Sweeney, harantcsikolt miozin II-n T.
Burghardt illetve J. Wray munkacsoportjai végeztek ilyen vizsgalatokat, és az altalunk
lefektetett modellt erdsitették meg. Ezek a vizsgalatok mind nem regulalt miozin
formakon vagy bekapcsolt allapotli formakon torténtek. A Ca?* regulacio kérdése
véleményem szerint kinetikailag még tartogathat meglepetéseket.

Teljesen egyetértek azzal, hogy megfogalmazasom arrdl, hogy mikor elfogadhaté még
egy riporter csoport altal okozott perturbacié - pongyola volt. Véleményem szerint ez
nem a sebességi allandok megvaltozasan keresztiil donthetd el, hanem az adott
mérésben a tudomanyos kérdés €s a perturbacionak a mechanizmusra gyakorolt hatasa
kozotti Osszefiiggés alapjan. Kisérleteinkben ezt tartottuk szem el6tt, és amennyire
lehetett, probaltuk meghatdrozni, hogy a perturbaci6é a vizsgalt folyamatra krucialis
hatassal volt-e (vagyis még mindig azt vizsgaltuk-e a mutans molekuléval, amire a vad
konstrukcioban kivancsiak voltunk). Ilyen probléma pl. a W461+ Kkonstrukcio
esetében fenn is allt, éppen ezért — ahogy azt a cikkeinkben és a dolgozatban is
hangstlyoztam- a W461+ mutanssal végzett kisérletekbdl levont kovetkeztetések
ovatosan kezelenddk, és indikéacios jellegliek csupan, mert a F461W mutécid
viszonylag jelentOs perturbaciot okoz a ciklus azon részében, ami az er6karmozgassal
fligg Ossze. Ezt a hidnyossagot Beldgyi professzor ur is felvetette.

A dolgozat megirasa 6ta a PR-hurokkal kapcsolatban szamos 0j eredmény sziiletett.
Egyedi mutacioval bizonyitottuk, hogy a PR hurok konzervativan jelenlévé pozitiv
toltésti aminosav oldallanca kozvetlen kapcsolatba keriil az aktin negativ toltésii N-
termindlisaval (ez az N-terminalis nem latszik a kristalyszerkezeten). Egy elfeledett
cikk Emil Reisler csoportjabol ugyancsak a segitségilinkre szolgalt: 0k az aktin negativ
toltéseit eliminaltdk mutdciokkal, és ugyanarra az eredményre jutottak mint mi: a
mutans aktomiozin minden tulajdonsaga — beleértve a motilitast — megegyezett a vad
tipuséval, kivéve azt, hogy a mutans aktin nem aktivalta a miozin ATPéaz aktivitasat
(Biochemistry (1996) 24;35:16557-62). Abban az idoben a szerkezetek hidnya miatt
nem tudtdk megfelelden interpretalni eredményeiket, ezért meriiltek ,,feledésbe” ezek
a cikkek. Az eredmények alapjan az aktin aktivaci6 mechanizmusat a kovetkezd
harom pontba tudom Osszefoglalni: 1. A miozin sebességmeghatirozd 1épése nem a
foszfat felszabadulas, hanem az azt megel6z6 er6kar elmozdulas (reverse recovery
step, ami analdg az erdkar lecsapassal aktin jelenlétében) 2. Az erdkar lecsapas
(munkaiitem) a miozin azon allapotdban inicialédik, amelyben gyengén kotddik az



aktinhoz. Ez a 1épés annak ellenére az aktinkotott formdban jatszodik le, hogy
termodinamikailag kedvezdtlen, azonban az aktin altal felgyorsitott erOkar lecsapas
Iépés ebbe az iranyba huzza a folyamatokat. 3. Az aktin az enzimatikus ciklust a
az aktin N-terminalisa gyenge aktinkotott allapotban kotédik a PR-hurokhoz, amely a
relé régid egyik kdzponti eleme.

Az aktinkotés 1€pésrdl 1épésre erdsebb lesz az erdkar lecsapas kezdeti allapotatol a
termékek felszabaduldsaig. Ebben nagy szerepe van a miozin egyéb aktinkotd
régidinak és annak, hogy ekdzben a miozin aktink6td arka bezarddik, és ezaltal a felsd
50kDa domén aktinkoté régioi hozzaférhetové valnak az aktin szamara. Jelenlegi
kutatasunk egyik prioritasa, hogy feltarjuk, hogy a gyenge és erds aktinkotd allapotok
kozotti atmenet hogyan viszonyul a miozin munkaiiteméhez.

K6sz6nom Erdddi professzor tr mélyenszantd kérdéseit, és azt hogy ezeken keresztiil
lehetdséget kaphattam arra, hogy elképzeléseimet pontositsam ¢és fokuszaltabban
fejthessem Ki.

Oszinte tisztelettel,

Malnési-Csizmadia Andras, jelolt,

Budapest, 2009. marcius 28.
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