Bodor Andrea:

»AZ NMR spektroszképia soksziniisége fehérjék és kismolekulak vilagaban'

cimi MTA doktori értekezésének biralata

A dolgozat attekinté jellegii értékelése

Bodor Andrea (akire az egyszeriiség kedvéért ,Jeloltként” fogok hivatkozni) MTA-
doktori értékezése kutatdbi munkassaganak nagyjabol az elmult tizendt évét oleli fel.
Tekintettel a dolgozat sajatossagaira, a részletek targyalasa el6tt érdemes néhany attekintd
jellegli jellemzést és megjegyzést adni err6l a munkarol. Az értekezés szokatlanul heterogén,
méghozza harom szempontbol is: 1) a vizsgalt molekularis rendszerek (analitok)
onmagukban is sokfélék, a merOben mas vizsgalati megkdzelitéseket igényld kis- ¢€s
nagymolekuldkat egyarant feloleldé modon; 2) Jelolt munkassaga nemcsak az analitok
tanulmanyozasara terjed ki, hanem szamos NMR-modszerfejlesztést is tartalmaz; 3) a Jelolt
altal bemutatott kutatdsokat részben belsd indittatasu, kivancsisdgvezérelt elképzelések
motivaltak, részben pedig egy tagabb kutatasi projekthez nyujtott szerkezetanalitikai
tamogatas igénye vezérelte. Jelolt értekezésének cime ezt a sokszinliséget igyekszik
kidomboritani, leginkabb arra utalva, hogy az NMR-spektroszkopia mennyire sokrétiien
hasznalhat6 a fehérjék és a kismolekulak vilagaban egyarant. Ez 6nmagaban nem meglepd,
az azonban annal figyelemreméltobb, ha valaki NMR-spektroszkopusként egy személyben
miiveli ezt a sokszinliséget. Kevesen latjak és értik azt, hogy a modern NMR-spektroszkopia
olyan tag, aldiszciplinak sokasagat magaba foglald tudomanyteriilett¢ nétte ki magat,
amelyen beliil az egyes alteriiletek hatékony miivelése évekig tartd specializalodast igényel.
Jelolt mind a  vizsgalt analitok  (rendezetlen  fehérjék,  fehérjeszakaszok,
membranmimetikumok sth.) szerkezetfelderitése, mind az NMR-modszerfejlesztések terén
nemzetkozileg is jelentdsnek szamitd eredményeket ért el. Mi tobb, a mindennapi
alkalmazasokhoz képest egzotikumnak szdmitdé nagynyomdst és alacsony homérsékletin
NMR mérések segitségével is izgalmas eredményeket ért el. Ebbdl a perspektivabol
értelmezve, az értekezés tobbdimenzids soksziniisége nemcsak a Jelolt széleskorii szakmai
jartassagat tiikrozi, hanem azt is mutatja, hogy az NMR egymastdl viszonylag tavol es6

teriiletein kelléen mély tudassal rendelkezik. Mindez jol mutatja nemcsak az NMR-



2

spektroszkopia, de a Jelolt szakmai sokszinliségét is, ami munkassiaga egyik legfébb
sajatossaganak tekinthetd. Eppen ezért, a Jelolt MTA-doktori értekezésének heterogenitasa
kifejezett érték, hiszen egy kutatd innovativ hozzaallasanak és onallosdganak egyik legfébb
mutatdja, hogy hajlandd Gjabb és ujabb teriiletekben elmélyedni, és képes barmely ilyen
teriilethez alkoté modon hozzajarulni.

spektroszkopiai kutatdsokat mutat be. Az értekezés alapjat a Jelolt 18, rangos folyoiratban
megjelent kozleménye képezi. Jelolt a csatolt 17 oldalas tézisfiizetben Osszesen 17
tézispontban foglalta 6ssze a disszertacio targyat képezo6 uj tudomanyos eredményeit.

A dolgozat formailag és tartalmilag is logikusan van felépitve, nyelvezete vilagos,
célratord. A dolgozat szerkesztése, stilusa, az abban foglalt munka mennyisége és minésége
teljes mértékben meggydzdek arra nézve, hogy Jelolt nemcsak kivald kutatd, de eredményeit
kivaldéan is tudja megjeleniteni. A dolgozat felépitése, a fejezetekre vald tagolas modja
klasszikusnak mondhat6 (1. bevezetés; 2. szakirodalmi attekintés; 3. célkitiizések; 4. kisérleti
rész; 5. eredmények és értékelések; 6. 6sszefoglalas és kitekintés; 7. irodalomjegyzék). Mindez
megfelelé aranyokat kapott a disszertacioban. Az 5. fejezet bels6 tagolasa tiikrozi a fentebb
targyalt soksziniséget (5.1. globalis NMR-paraméterek, empirikus D-M, ru—N Osszefliggések;
5.2. 10, He-detektdlt NMR-pulzusszekvenciak rendezetlen fehérjék jellemzésére; 5.3. a
rendezetlen fehérje/fehérje szakasz atfogd jellemzése, a kolcsonhatd partner viszonya: a
rendezetlen-rendezett 4talakulas; 5.4. a dUTP4z hidrolizise, a Mg?* jelentdsége; 5.5.
membranmimetikum bicelldk jellemzése; 5.6. z6ld kémiai és ipari folyamatok kovetése,

jellemzése).

Célkitiizések, ij tudomanyos eredmények, opponensi kérdések.

Az alabbiakban roviden és egyszerlsitett formaban attekintem Jeldlt kutatomunkajanak
célkitlizéseit, hiszen ezek vizionalasa 6nmagaban is Szerves részét képezi munkassaganak,
illetve kutatoi attitidjének. Elore bocsatom, hogy a célkitiizések alap- és alkalmazott kutatasi
szempontbol is teljes mértékben relevansak, illetve jol illeszkednek a tudomany mai

allasahoz. Minden célkitiizést kvetden dsszefoglalom a megvalositas, azaz a disszertacidban
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targyalt 0j tudomanyos eredmények 1ényegét, tovabba egyes esetekben felteszem a bennem

felmerilt kérdéseket.

1.

Cél:

Kihasznalva az NMR-spektroszkopia alkalmassagat globalis paraméterek meghatarozasara,
Jelolt célul tizte ki, hogy globularis és rendezetlen fehérjéket egyarant vizsgalva empirikus
Osszefliggéseket talaljon a molekulak transzlaciés diffuzios allandodja (D) és molekulatomege
(M), illetve a hidrodinamikai sugar (rn) €s a polipeptid lancot felépité statisztikai szegmensek
szama (N) kozott. A problémafelvetés magaban foglal olyan kérdéseket, hogy ilyen globalis
szintli mérésekkel jol megkiilonboztethetok-e a globularis és a rendezetlen fehérjék, a mérési
koriilmények mellett alkalmazhato-e a Stokes-Einstein-egyenlet, és hogy a feltart
Osszefiigésekben milyen alkalmazasi lehet6ségek rejlenek.

Megvalositas:

Diffuzios NMR-mérések segitségével Jelolt sikeresen allitott fel empirikus D-M és ru—N
Osszefiiggéseket globularis és rendezetlen fehérjékre 288 K hoémérsékleten. E mérések
alapjan a globularis fehérjek viselkedése jol kozelithetd a gombszimmetrikus molekulakéhoz,
mig a rendezetlen fehérjék a szintetikus polimerekhez hasonld viselkedést mutatnak. Jelolt
ramutatott ezen Osszefiiggések bioanalitikai hasznosithatosagara, pl. az aggregacid és a
feltekeredés vizsgalataban. Jelolt bizonyitotta, hogy a Stokes-Einstein-egyenlet jo kozelitéssel
igaz marad tipikus bioanalitikai koriilmények kozott is. A Jelolt altal felallitott
Osszefiiggéseket a publikadlasukat kovetden Széles korben alkalmaztdk masok is. Jelolt
ramutatott arra, hogy a transzlacioés diffuzios egyiitthato értéke, illetve annak valtozasa tobb
tekintetben is jol hasznalhato biologiai rendszerek milkodésének a tanulmanyozasara. gy
példaul Jelolt sikeresen hasznalta ezt a megkozelitést a kovetkezé témakban: a) annak
vizsgilata, hogy az S100A4 fehérje Ca®" ion hatdsara hogyan valtoztatja meg az alakjat; b) a
fehérje rendezetlen farokrégioja hogyan hat ki a fehérje kompaktsagara; c) a miozin coiled-
coil letekeredésének vizsgalata; d) a filamentumok foszforilacid okozta szétesésének
bicellarendszerek oldatbeli dsszetételének jellemzésére; g) aggregacios szamok megadasa.
Kérdések:
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Ahogy Jel6lt maga is emliti, az altala felallitott empirikus egyenletek 288 K-re vonatkoznak,
ami joggal veti fel azt a fontos kérdést, hogy mennyire jol alkalmazhatok szobahémérsékleten
vagy mas homérsékleten, amennyiben valaki ott végezné a kisérleteket. Jelolt hogyan latja

jelenleg ezt a problémakort, vannak-e a témaban ) meglatasai, tervei?

2.

Cél:

Jelolt célul thizte ki olyan 0j vagy jszeri kétdimenziés NMR-modszerek fejlesztését, amik
fiziologias mérési koriilmények kozott is alkalmasak a rendezetlen fehérjék atomi szinti
jellemzésére. Ez kozel sem egyszeri feladat, hiszen példaul ahhoz, hogy a bioldgiai mintat ne
kelljen D20O-ban oldani, a pulzusszekvencianak megfeleld vizelnyomast is kell biztositania.
Megvalositas:

Leginkabb az IDP/IDR rendszerek atomi szintli vizsgalatat szem el6tt tartva, Jelolt
kifejlesztette a szelektiv H*-C" korrelacios 2D SHACA-HSQC pulzusszekvenciat, ami
mindkét dimenzidban maximalis lecsatolast nytjt. Az 0j szekvencia hatékonysagat és
hasznalhatosagat Jelolt kiilonbozé globularis és rendezetlen fehérjéken tesztelte. Ezek a
mérések azt igazoltdk, hogy a szekvenciaval igen jo felbontas és érzékenység mellett
Iényegesen rovidebb id6 alatt gyljthetok be kivald mindségli adatok, mint hasonlo célokra
hasznalt irodalmi szekvenciak esetében. A célkitlizéseknek megfeleléen a szekvencia elonye,
hogy fiziologias koriilmények mellett kis D.O tartalmii mintdk mérésére alkalmas. A
szekvencia rendkiviil igéretes szamos tovabbi alkalmazas tekintetében, és 3D mérésekbe is
sikerrel beépithetd.

Kérdesek:

A SHACA-HSQC puzusszekvencia hasznalhatosagaval, konkrétabban a felbontasaval
kapcsolatban felmeriil a kérdés, hogy mennyire alkalmas a modszer repetitiv szekvenciak,
poliprolin, poliglutamin szakaszok vizsgalatara. Az *H® detektalassal kapcsolatban kérdésem,
hogy rendezetlen és kis globularis fehérjéknél a BASEREX tipust valds idejii homonuklearis
lecsatolas beépitése jol mikodik, de vajon alkalmazhatd-e ez a megoldas az igen népszeri

HN detektalasnal?

Cél:
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A rendezetlen fehérjékben a prolin el6fordulhat cisz és transz konformacids izomer
formajaban, jellemzden igy, hogy a cisz a minor forma. A rendezetlen fehérje konformacios
heterogenitasat nagymértékben befolyasolja ez a cisz-transz izoméria, illetve a két izomer
bioldgiai funkcidban betdltdtt szerepe kiilonbozo lehet. A prolin konformacids egyensulya és
a fehérje konformaciés profilja kozotti 6sszefliggések, ezen keresztiil pedig a rendezetlen
fehérjék viselkedésének mélyebb megértése érdekében Jelolt célul thzte ki olyan
prolinszelektiv pulzusszekvencidk kifejlesztését, amelyek akar kis mennyiségben jelenlevé

izomerek egyértelmii azonositasara alkalmasak. Ehhez modellrendszerként a pS3TAD®

crer

crer

Megvalositas:

A prolin izomerek azonositasara az NMR-spektroszkopia egyértelmii valaszt tud adni,
amennyiben a prolin oldallancanak Cp és Cy kémiai eltolodasait meg lehet hatarozni, mivel
ezek kiilonbsége diagnosztikus jellemzoje a cisz és transz izomereknek. Jelolt e célbol két
prolinszelektiv, 1H"-detektalt 3D-mérést dolgozott ki. A méréseket sikerrel tesztelte a
P53TADY® esetében. A mérések segitségével azonositani tudta a major és minor prolinjelek
transz, illetve cisz format takarnak-e. Tovabba e méréseket hasznalva kimutatta, hogy a CK2
enzim hatasara a Ser46 foszforilacioja a Pro47 cisz-transz arany szignifikans megvaltozasaval
jar, igy a minor cisz prolin jele a detektalasi hatar ala csokken. Ennek az ismeretnek nagy
jelentdsége lehet a p53TADY® kolcsonhatasainak vizsgalata soran. A Jeldlt altal kidolgozott
3D mérések barmely prolin kérnyezet meghatarozasara alkalmazhatok, és mas modszereknél

joval hatékonyabban teszik lehetdvé a prolin cisz-transz egyensulyok vizsgalatat.

4.

Cél:

Jeloltet érdekelte, mi az oka annak, hogy a p53TAD® modellrendszerben a minor (cisz)
prolin izomer aranylag nagymértékben valtozo (3-15%) aranyban fordul elé. A lehetséges
okok koziil eldszor azt vizsgalta, a prolin melletti amonisavak tipusa hogyan korrelaltathaté a
Cisz izomer mennyiségével.

Megvalositas:
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Abbdl a feltevésbdl kiindulva, hogy a prolin cisz izomer valtozé mennyiségének egyik f6 oka
lehet a szomszédsagaban levd aminosavak természete, Jelolt Osszegytijtotte azon irodalmi
IDP-ket, amelyekben a prolin cisz izomerek mért mennyiségét a cikk szerz6i megadtak. Jelolt
ezen adatok birtokaban statisztikus elemzést végzett, amelybdl tobb szabalyszertiséget rogzitd
kovetkeztetést is le tudott vonni egy adott prolin kézvetlen kdrnyezetében levé aminosavak
természete ¢és az adott prolin cisz izomertartalma kozott. Jelolt ezekhez a
szabalyszeriségekhez értelmezést is adott. A feltart szabalyszeriiségek a Jelolt altal
tanulmanyozott p53TAD® esetében nagyrészt érvényesnek bizonyultak. Jelslt ettél a
munkatol hosszabb tavon — a cisz izomertartalomra vonatkozo kisérleti adatok folyamatos
boviilésével és a szabalyszeriiségek finomitasaval — azt varja, hogy barmely IDP cisz/transz-
Pro eloszlasat megjosolhatova valik.

Kérdések:

Vajon a Jelolt altal targyalt statisztikai analizis mennyire tekinthetd megbizhatonak? Vajon
milyen prolin analéogok hasznalhatok egy-egy kizarolag cisz vagy transz forma
biztositdsdhoz, amennyiben valamely bioldgiai folyamatot ald akarnidnk tdmasztani, vagy

vizsgalni?

5.

Cél:

Szintén a rendezetlen fehérjék funkcionalitasanak mélyebb megértése jegyében Jelolt célul
tiizte ki a p53TADY® régio szerkezeti és dinamikai vizsgalatit szabad, illetve S100A4
fehérjéhez kotott allapotban.

Megvalositas:

Jelolt a célul kittzott szerkezeti és dinamikai vizsgalatokat részletes NMR-mérések és
molekuladinamikai eszk6zok segitségével sikeresen elvégezte, feltarva, hogy a fehérje
bizonyos szakasza tranziens helikalis jellegli, mas szakaszai pedig igen enyhe helicitast
mutatnak. Tovabba Jeldlt megallapitotta, hogy az S100A4 fehérjével 1:1 aranyu, stabil, de
un. ,.fuzzy” (a molekula egy része rendezetlen marad) képzddik, méghozza olyan modon,
hogy harom helikalis szakasz alakul ki, viszont a hosszl, mobilis N-terminalis és a rovid,
mobilis C-terminalis Szakaszok a kolcsonhatisban nem vesznek részt. A komplex
jellemzéséhez az NMR ¢és molekuladinamikai modszerek egyiittesére volt sziikség. E

munkabol az az altalanos tanulsag bontakozik ki, hogy bizonyos esetekben az NMR-MD
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modszerek Otvozete jOl hasznalhatd megkozelités nehezen tanulmanyozhatdé (nem
kristalyosithatd, elsdsorban rendezetlen) fehérjekomplexek leirasara. A jovobe tekintve a
Jelolt altal elért atomi szintii jellemzés és szerkezeti modell jelentésége az is, hogy lehetévé
tehetik a fehérje-fehérje kolcsonhatas (PPI) inhibitormolekuldk tervezését, és S100A4

kotddésalapu bioszenzorok fejlesztését.

6.

Cél:

A metasztazis markerként mitkodé homodimer S100A4 fehérje a Ca* iont és a miozinllA
fragmenst is koti. Jelolt mindkét kotdpartner oldalardl kivanta vizsgalni ennek a kotddési
kolcsonhatasnak a természetét és dinamikajat, beleértve azt az izgalmas kérdést, hogy hogyan
és hol torténik a rendezetlen-rendezett atalakulas. A kutatds tovabbi kérdéseket vet fel, mint
példaul, a Ca?*-affinitas valtozasabol milyen funkcionalis kovetkeztetéseket lehet levonni,
vagy a miozin coiled-coilok esetében a foszforilacio bir-e valamilyen jelentéséggel, vagy
hogy az S100A4 kolcsonhatas és a filamentumok szétesése kozott van-e Gsszefiiggés.
Megvalositas:

Jelolt e munka soran részletes NMR-vizsgalatokkal feltarta tobbek kozott azt, hogy az
S100A4 fehérje 45 aminosav hosszusagh MPT-szakasza szobahémérsékleten rendezetlen, és
hogy az eredeti hossziusagi NMIIA kotédése soran a coiled-coil szerkezet nem tekeredik le
teljes mértékben. A kolcsonhatas a fehérje homodimer jellegét megsziinteti, a dimert
Osszetartd HI hélix is véltozik. Ezen eredmények fényében Jelolt részletes értelmezést adott a
megndvekedett Ca?*-affinitasra is. Jelolt e kutatasok kapcsin hangsulyozza, hogy az
oldatfazisat NMR az egyetlen olyan médszer, amivel a dinamikai folyamatok atomi szintii
elemzése elvégezheté. Ez a dinamikai informéacié elengedhetetlen, ha a fehérje — partner
kolcsonhatas dinamikajanak valtozasat emulalni képes inhibitorokat kivanunk tervezni. Jeldlt
tovabba tanulmanyozta Kiilonboz6 hosszisagh NMIIA és NMIIB izoforma szakaszok
szerkezeti és foszforilacid okozta valtozésait, amelynek kapcsan elemezte és kisérletileg
bizonyitotta az NMII filamentumok szétesésének ¢és Osszeallasanak szabalyozo
mechanizmusait, megcafolva ezzel kapcsolatos korabbi elméleteket.

Kérdeés:

Erdekes, hogy Jelolt e kutatasok kapcsan ennyire hangsulyozni kivanta az oldatfazisa NMR-

spektroszkopia unikalis szerepét. Altaldban véve e szerep folyamatos megfogalmazasara és
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ujraértelmezésére nagy sziikség van, hiszen a nagymiuszeres analitikai modszerek fejlodése,
illetve az 0 technikak megjelenése (pl. cryo-EM) allandoan atirjak ezeket a szerepeket.
Eppen ezért oriasi jelentésége van annak, hogy az érintetteknek ,,naprakész” atlatasa legyen a
nagymiiszeres analitikai technikdk egymast kiegészitd, egymassal atfedd, illetve egyedi
képességeket biztositd szerepeir6l. Mindennek fényében kivancsi lennék, Jeloltet mi

motivalta (akar sziikebb, akar tagabb értelemben), hogy az oldatfazasat NMR-spektroszkopia

crcr

7.

Cél:

A homodimer fehérjék fehérjékkel kapcsolatos vizsgalodasai sordn Jeloltben felmeriilt a
kérdés, vajon a dinein konnyi lanc (DLC) mutat-e Gn. kargo/koté tulajdonsagokat, illetve
lehet-¢ olyan koriilményeket teremteni, ahol a miozinVa szakasszal torténé kolcsonhatas
soran a két azonos kotdzsebet kiilonbozé partnerek foglaljak el, ezaltal lehetévé téve a
kargo/kotd szallitast. Ez a probléma felveti a kérdést, vajon van-e, illetve kimérheté-e a
miozinVa esetében rendezetlen-rendezett atmenet, tovabba, hogy vannak-e masodlagos
kotohelyek.

Megvalositas:

Jelolt kimutatta, hogy a szabad allapotban rendezetlen miozin a miozinVa szakasz és DLC
kolcsonhatasakor B-red6 szerkezetet vesz fel, vagyis itt is rendezetlen — rendezett atalakulas
jon létre. Egyebek mellett ebben a témaban Jel6lt kimutatta, hogy a kotddés soran 50%-0s
telitettségnél a két kotdarok aszimmetrikussa valik, a masodik peptid bekotédése viszont a

szimmetriat helyreallitja.

8.

Cél:

A sejtek miikddésében a mikrotubulusok — azaz a tubulin proteinek sajatos polimerizacioja
altal keletkez6 polimerek — alapvetd szerepet jatszanak. A TPPP25 fehérje a tubulin
polimerizacié promotere, azonban a TPPP25 szerkezeti jellemzése az irodalomban hianyos.
Jelolte ennek a fontos fehérjének a szerkezeti leirasat tiizte ki célul, a fehérje funkciojanak
jobb megértése érdekében pedig vizsgalni kivanta a GTP4z aktivitast, illetve a Zn?* kotédés

lehetdségeit.



Megvalositas:

Jelolt elsoként igazolta, hogy az agyspecifikus tubulin polimerizacidjat promotalé TPPP/p25
hosszu, rendezetlen terminalis szakaszokkal rendelkezik, a ,,rendezett” szakasz pedig molten
globulaként viselkedik, amelyben nem lehet az aminosavak jeleit azonositasani. A fehérje
funkcidinak feltarasa érdekében 3P NMR-méréseket is alkalmazva Jelolt vizsgalta GTP kotd
funkciodjat, és lehetséges GTPaz aktivitasat. Ennek alapjan megallapitotta, hogy a TPPP/p25 a

kis G-fehérjékéhez hasonld GTP4z aktivitast mutat, és hogy ezt az aktivitast a Zn?* kationok

enyhén gatoljak.
9.
Cél:

Jelolt korbe kivanta jarni a kérdést, vajon 3P NMR-mérések milyen modon jarulhatnak hozza
a biologiai rendszerek viselkedésének jellemzéséhez és jobb megértéséhez. Ehhez modellnek
valasztotta a TPPP25 GTPéaz aktivitds vizsgalatdit ¢s a dUTPaz mechanizmusanak
feltérképezését Mg?* fémion jelenlétében és hidnyaban.

Megvalositas:

A cél érdekében Jelolt 'P NMR mérések segitségével vizsgalta a dUTP Mason-Pfizer majom
retrovirus dUTPA4z jelenlétében torténd hidrolizisét és a Mg?* kofaktor jelentéségét. Ezzel a
megkozelitéssel fel tudta tarni a hidrolizis mechanizmusat, illetve a pH, a kozeg, és a fémion
szerepét ebben a mechanizmusban.

Kérdeések:

Ugy tiinik, a Jelolt altal alkalmazott 3'P NMR-mérések meglepden ritkék a szakirodalomban,
holott Jelélt eredményei azt mutatjak, a 1P NMR egyszerti és hasznos eszkéz lenne az ilyen

bioanalitikai vizsgalatokban. Mi errdl Jelolt véleménye?

10.

Cél:

Jelolt célul tlizte ki a peptidek ¢€s bicella membranmimetikumok kolcsonhatdsanak
vizsgalatat, ezen beliil olyan kérdéseket elemezve, mint példaul fesziiltségfiiggd ioncsatorna-
szakaszok esetében *C NMR relaxacios mérések milyen informaciot szolgaltatnak a kettds
rétegben valod elhelyezkedésrdl; talalhato-e olyan egyszerii modszer, amivel megbizhatoan

eldonthetd, a peptid feliiletaktiv vagy transzmembran elhelyezkedésii-e. Jelolt ebben a
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témakorben is alkalmazta a 3P NMR-spektroszkopiat 3P relaxacios mérések formajaban,
tovabba az analitikai repertoart bdvitette transzlacios diffiizios 'H NMR és kisszogi
rontgenszoras (SAXS) mérésekkel.

Megvalositas:

Jelolt PC-bicella, DHPC-micella és két fesziiltségfiiggd K'-csatorna transzmembran
térer6kon. Kimutatta, hogy a szabad bicella és a peptid-bicella rendszerekben is az acillanc
mentén a terminalis vég fele haladva n6é a mozgékonysag; a peptid jelenléte csdkkenti a
lipidlanc mobilitasat. A Jelolt altal vizsgalt peptidek a kettés rétegbe épiiltek be. Jelolt
altalanos megallapitasa, hogy az altala alkalmazott mérések egyszertiek, és az eljarast
barmely membrinmimetikum rendszer vizsgilatira lehet hasznilni. Jeldlt egyszerdi, *'P
NMR-méréseken alapuld protokollt dolgozott ki annak eldontésére, hogy a peptid
feliiletaktiv, vagy transzmembran-e. Ennek részeként ismert topologiaja rendszereken
hémérséklet- és térer6fliggd relaxacios méréseket végzett. A T1 mérésekbdl az dertilt ki, hogy
amennyiben a peptid feliiletaktiv, az nagyobb hatassal bir van a lipid dinamikéjara, mint ha
transzmembran. Bizonyos egyszerlsitd feltételezésekkel ¢€lve, Jelolt meghatarozta a
foszfatcsoportnak a glicerol gerincéhez képest torténd reorientacios aktivalasi energiajat.
Megallapitotta, hogy transzmembran peptid esetében ez az aktivalasi energia kismértékben
csokken, mig feliiletaktiv peptid esetében nagyobb mértékben né. Tovabba kimutatta, hogy a
transzmembran peptid a T relaxacios id6ét joval nagyobb mértékben valtoztatja meg, mint a
feliiletaktiv peptid. A 3P T1 és T2 relaxacios idéallandok meghatarozasa tehat alkalmas
modszernek tiinik a fehérje-membran kolcsonhatas topologikus vizsgalatara. Ismételten
modellpeptideket hasznalva, NMR-spektrumok ¢és SAXS-szorasgorbék ortogonalis
értékelésével Jeldlt megallapitotta, hogy a transzlacios diffiizios *H NMR-mérések kivaloan
hasznalhatok a bicellaoldatok &sszetételének és a lehetséges aggregacidos szamoknak a
meghatarozasara. Kimutatta, hogy a transzmembran peptid a PC és a PC/PG bicella
méretnovekedésével jar egylitt, mig a feliiletaktiv peptid nem okoz szignifikans
méretnovekedést. A SAXS szorasgorbék értékelése kapcsan megallapitotta, hogy a
transzmembran peptid az oblat alaka PC-bicelldk hosszabb tengelyének novekedését
eredményezik, mig feliiletaktiv peptidek esetében ez a hatas nem jelentkezik.

Kerdesek:
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Ordkzold kérdésnek tiinik, hogy milyen is egy ,jo” membranmimetikum. Mi errél Jeldlt
véleménye? Ha egy peptid transzmembrannak mutatkozik a bicellaban, ez mit jelenthet a
teljes fehérjében betoltott szerepére nézve? Jelolt hogyan latja a témahoz kapcsoloddan a
jovore nézve az NMR és a SAXS egymast kiegészitd szerepét? Ezen modszerek egyediili

vagy egyiittes alkalmazasa soran milyen esetleges értelmezési csapdakba lehet belefutni?

11.

Cél:

hémérséklet) kozott végzett klasszikus NMR-mérések alkalmazasa zold kémiai és ipari
folyamatok kovetése és jellemzésére. A kérdés zold kémiai vonatkozasanak aktualitasat és
jelentdségét érzékelteti, hogy jol ismert okokbol egyre égetdbb problémava valik a fosszilis
tizemanyagok kivaltasa mas lehetéségekkel. Jelolt ehhez a témahoz jarult hozza azt
vizsgalva, vajon alkalmazhat6-e a nagynyomasi NMR-technika biomassza-atalakulas
monitorozasara. Tovabba Jelolt tanulmanyozta, hogy alacsony hoémérsékleti NMR-
mérésekkel hogyan lehet feltérképezni egy szerves kémiai reakcid intermedierjeit, az ilyen
mérések mennyiben jarulhatnak hozza a reakcidmechanizmus megértéséhez.

Megvalositas:

Nagynyomast klasszikus NMR-mérésekre timaszkod6 analitikai monitorozas mellett, Jelolt
szachar6z modellrendszerben homogén és heterogén katalitikus reakciok kombinacidjaval
sikeresen allitott elé egyre kevesebb oxigént tartalmazd C5 oxigenatokat és alkének
keverékeét. Jelolt igazolta, hogy a biomassza atalakitadsa valdban jarhat6 alternativa. Tovabba,
ionos folyadékok, mint ,,zoldebb” oldészerek felhasznalasanak lehetdségeit kutatva, szintén
klasszikus NMR-modszereket, viszont szelektiven jeldlt benzil alkoholt felhasznalva igazolta,
hogy szaraz ionos folyadékban a benzil alkohol cérium (IV) sé altal medidlt oxidacidja
kvantitative lejatszodik. Jelolt -70°C-on tortén6 NMR-mérésekkel igazolta az izocianatok
foszfin katalizalt ciklooligomerizacidja soran képzddd intermedierek szerkezetét. A Jelolt
altal alkalmazott hémérsékletfiigeé NMR-mérések és a szelektiv izotopjelolés egyiittese
hatékony eszkozként jelenik meg organokatalitikus ipari folyamatok
reakciomechanizmusanak leirasaban ¢s az intermedierek azonositasaban. Ezek az
informaciok igen fontosak ahhoz, hogy egy uj katalizator tervezhetdk, a termék kihozatalanak

maximalizalasa pedig finomhangolhat6 legyen.
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Megjegyzések

A fenti eredmények teljességgel hitelesek, annal is inkabb, miutan kialltik a nemzetkozi
publikacios megmérettetés kemény probajat. Mindemellett az opponens feladata az is, hogy
kritikai megjegyzéseket tegyen. A disszertacioval kapcsolatban (a szérszalhasogatas
kategoriajaba es6 aprosagokat nem emlitve) mindossze két kisebb kritikai megjegyzésem van.
Egyrészt, habar a disszertacio elején szerepld roviditésjegyzék igen hasznos, lehetett volna
teljesebbé tenni, illetve még hasznosabb lett volna, ha Jelolt a dolgozatban el6forduld
legfontosabb paraméterek jelentését (ru, N stb.) is rovid magyarazattal e helyiitt listazta volna —
ez sok esetben segitené a szoveg értelmezését az egyes témakban kevésbé avatottak szamara.
Masrészt tobb helylitt az abrak mar-mar ,mikroszkopikus” méretiieck és igy szinte
olvashatatlanok. Megitélésem szerint a hellyel nem érdemes spoérolni az abrak jo vizualis

értelmezhetdségének rovasara.

Osszefoglalva, Bodor Andrea MTA-doktori munkéja azt bizonyitja, hogy Jelolt a PhD-fokozat
megszerzését kovetd idészakban nemzetkozileg is jelents kutatdsi eredményeket ért el az
NMR-spektroszkopia alkalmazasanak ¢és modszertananak szdmos kiilonbozd teriiletén.
érdemben hozzajarulva a tudomany fejlédéséhez. A doktori disszertacio hiteles adatokat
tartalmaz, melyek a Jelolt kivald szakmai felkésziiltségrol, alapos €s innovativ munkajarol
tesznek tantisagot. A mii minden tézisét elfogadom 1j tudomanyos eredményként. Mindennek

alapjan javaslom a nyilvanos vita kitlizését tovabba a doktori mii elfogadésat.

Budapest, 2023-01-04 , ,
&C:MC\,\Q & Mﬂ\_
Ifj. Szantay Csaba
az MTA doktora
Richter Gedeon Nyrt.



