VALASZOK DR. CSAMPAI ANTAL BIRALATARA

Tisztelt Biralo!

Ko6szonom, hogy elvallalta MTA doktori értekezésem biralatat, és az abban megfogalmazott
tamogatd véleményt. K6szonom, hogy 1d6t szant az alapos atnézésre, a gondolatébresztd és
hasznos észrevételeket. Kritikai megjegyzéseit elfogadom.

A feltett kérdésekre pontokban valaszolok:

1.) A gondosan megirt szévegben elirdsokat alig talaltam, ugyanakkor néhol furcsanak tiiné
szohasznalattal lehet talalkozni. llyen pl. a ,, mindegyik” helyett ,,mindenik”, ami hiba helyett
inkabb egy erdélyi szohaszndlatnak tekintheté. A szakmai nyelvezet tobbnyire helytdllo, de
matematikailag a Dirac deltaval leirhato, elvileg végtelen szélességii frekvencia tartomanyt
gerjeszteni képes ,, impulzus” helyett jobb lett volna a gerjeszto energiacsomag fizikai
valosagara helyesen utalo, a dolgozatban szintén eldfordulo ,, pulzus’ kovetkezetes hasznalata.
Az aprobb elirasok felsorolasatdl eltekintek, ezek koziil csupan egy jelentésebbnek tekinthetot
emelek ki, a biomassza Osszetételére vonatkozo szovegkornyezetbl a 20. oldalon, ahol
., szénhidrogének” helyett ,, szénhidratok” lenne a helyes meghatdrozas a hexozokra és
pentozokra. (Tekintettel a dolgozat igen magas dltalanos szinvonalara ez az elirds
bosszantonak is mondhato.)

K8sz6nom, hogy felhivta a figyelmet a ,,mindenik” sz6 hasznélatéra, ez részemrdl nem tudatos
valasztas. Viszont felkeltette az érdeklddésem és utdnanéztem a magyar értelmezd szotarban.
Az alabbiak olvashatok:

mindegyik:  névmas dltalanos

I. (melléknévi) <Az ismert, szoban forg6 targynak Osszetartozo személyekbdl v. targyakbol,
dolgokbol allo 6sszességnek részeirdl, ill. tagjairol szolva> minden egyes.
A ndvény mindegyik levele formas.

Il. (fénévi) Minden egyes személy, dolog, akire utaltak, v. akit emlitettek, ill. akit a személyrag
megjelol.
Problémank sokféle volt, de mindegyiket sikeriilt megoldani.
R4j6ttem, hogy mindegyikiink lelke ki van mar kezdve. (Kuncz Aladar)
Mindketten szomoruaak voltak... Mindegyik azt hitte a masikrdl, hogy boldog.
(Kosztolanyi Dezsd)

mindenik: névmas altalanos

L. (melléknévi) (népies, régies)
Mindenik kimondatott sz6 hazud (Katona Jozsef)



A nagy er6 mindenik fiiban megnyilatkozott (Moricz Zsigmond)

Szomoru egy latvany! ime ott teriilnek. Mogottem s eléttem, mindenik koparon
(Arany Janos)

Osszecsengnek egy csomoban de elvalasztva mindenik mas zarba tartozik
(Mikszath Kalman)

Az értelmezés és a példak alapjan azt mondhatjuk, hogy az altalam hasznalt ,,mindenik”
kifejezés inkabb régies, de nem erdélyi szohasznalat. Muszaj megjegyeznem azt is, hogy a
felsorolt koltok, irok kozil Kuncz Aladar az, aki gyermekkorat Kolozsvaron toltotte, mi tobb
ugyanabban az iskolaban (ma Bathory Istvan Elméleti Liceum, korabban piarista gimnazium)
sajatitottuk el az alapokat, és tettiik le az érettségi vizsgakat. Kuncz Aladar viszont a
,mindegyik” kifejezést hasznalja.

A szakmai szohasznalatot illetden az NMR munkabizottsagban rendszeresen felmeriil a ,,Pulzus
vagy impulzus?” kérdés. Egyelére egyértelmili, mindenkit megnyugtaté valaszt erre nem
sikeriilt adni.

Utdnanéztem, és a magyar értelmez0 szotar szerint:

pulzus: fonév -t, -0k, -a
(orvostudomany) Erverés.
Egyenletes, erés, nyugodt pulzus.
Gyorsul, kihagy, szabalytalan a pulzusa.

impulzus: fonév -t, -ok, -a

1.* (vélasztékos) Osztonzés, inditas. Impulzust merit, nyer vmibdl. Az adta neki az elsd
impulzust, hogy ...

2. (fizika) Az a fizikai mennyiség, amelyet gy kapunk meg, hogy az er6t megszorozzuk az erd
hatasanak idOtartamaval.

3. (muszaki nyelv, villamossag) Vmely energianak rovid ideig tartd, 16késszerii, rendsz.
1smétlédo jelentkezése, amely vmely berendezésben miikddtet vmit, ill. jelzést ad.

Ezek alapjan a pulzus (a vizjel kifejezéshez hasonléoan) mar egy jol meghatarozott
szakkifejezést takar, aminek nincs kapcsolata az NMR spektroszkopiaval. Az impulzus a
miszaki meghatarozas szerint inkabb utal az NMR spektroszkopiaban eléfordulo jelenségre.
Az elektronikdban hasznélatos megfogalmazas szerint az impulzus olyan dram, vagy fesziiltség
melynek értéke két nyugalmi allapot kozott ugrasszeriien valtozik. Szabalyos impulzusalakok
koz¢ tartozik a négyszog impulzus, a trapéz alaku impulzus. Ennek dbrézolasa:
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Az NMR spektroszkopidban a kemény 90°-os impulzus egy négyszog impulzus. Amit
abrazolunk, az valdjaban egy burkologorbe, mivel a t, iddtartam alatt széles
frekvenciatartomanyban oszcillald radiofrekvencias hullamokat adunk ki (700 MHz-en 1/700
000 000 = 1,4 -10° s/360° modulacioval):
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Biral6 megjegyzését a ,,szénhidratok” kifejezés hasznalatara elfogadom.

2.) Az irodalomjegyzékbe foglalt kozlemények az elsd szerzé meve alapjan alfabetikus
sorrendben lettek feltiintetve, nem kaptak sorszamot, igy a dolgozatban a Szerzé dltal
alkalmazott hivatkozasi mod alapjan kissé koriilményesen azonosithatok. Bar ezzel a formaval
nem tul gyakran, de taldlkozhatunk a nemzetkozi irodalomban is, szerencsésebbnek tartottam
volna a sorszamok haszndlatat.

Az irodalomjegyzéket tekintve nem volt formai megkotés. Az altalam alkalmazott elsd szerzo
neve szerinti alfabetikus sorrend inkabb &sszefoglalok, konyvek irodalomjegyzékében
hasznalatos, ezért esett erre a valasztasom.

3.) A szép szines abrak meglehetosen gazdagok informdcioban, de legtobbszor kis méretiik miatt nagyon
nehezen dtlathatok, a roviditésekkel alaposan megtiizdelt aprobetiis feliratok nem, vagy alig
olvashatoak. A 101. oldalon a benzilalkohol, benzaldehid, benzilnitrat és benzoesav szerkezetén rossz
helyen, a benzol gyiirii ipso szénatomjan szerepel a *C izotdpjelélés.

Ko8szonom az €szrevételt, az elirdst javitottam:

13CH,OH 13CHO 13CH,ONO, 13CHO

CAN, 6h, 100°C

> + +
[C,mim][TfO]

4.) All-e rendelkezésre (akdr rontgendiffrakciés mérésekbdl szdarmazo) atomi szintii informdcié
az S10044 fehérje vagy egyéb intra- és extracellularis Ca®* koté fehérjék, illetve a TPPP2S5 és
egyéb Zn** kot6 fehérjék femkotd helyeirdl, a koordindcios szamrol és geometriarol? Ismeretes-
e erre nézve valamilyen altalanosithato, pl. egyes szekvenciak jelenlétével kapcsolatba hozhato
torvényszeriiség? Veéleménye szerint a dokumentdlt modon nagy valoszintiséggel érintett
aminosavak, pl. hisztidin oldallanc imidazol nitrogénjének koordinacioja redlis eséllyel
nyomon kovetheté-e a fémion-koordindciora igen érzékeny >N-NMR eltolédas valtozdason
keresztiil? Lat-e erre lehetéséget akar H-'N HMBC vagy egyéb pulzusszekvencidk



alkalmazasa mellett? A szelektiv mérést és a jelhozzarendelést esetleg megkonnyitené az a
koriilmeény, hogy az imidazol gytiriiben levo nitrogének eltoloddstartomanya (200-300 ppm) jol
elkiiloniil a fehérje lancban lévo rutinszeriien mért amid nitrogénekétol.

Igen, az S100A fehérje csalad szdmos tagjardl rendelkezésre all atomi szintli informacié. A
TPPP25 esetében az AlphaFold altal predikalt szerkezet 1étezik, de cink-k6té motivumokrol
mas fehérjékre boven talalni adatot.

Az S100 fehérje csaladban egy jellegzetes Ca?*-kotd hélix-hurok-hélix motivum talalhatd, az
EF-kéz. A motivumot a parvalbumin fehérjében irtak le el6szor, melynek kristalyszerkezetében
az E és F a-hélixek, illetve az ezeket 6sszekotd szakasz alkotja ezt a szerkezeti egységet — innen
ered a megnevezés is. A Ca®" kationhoz ,,hard” oxigén ligandumok koordinalédnak, leginkabb
az Asp és Glu karboxilat csoportjai, és a polipeptid lanc karboniljai, a Ca?* koordinacids szama
6-8 kozott valtozhat. A kialakuld geometria enyhén torzult pentagonalis bipiramis. A
koordinal6d6 aminosavakat vagy a motivumban elfoglalt helyiik (1, 3,...), vagy a koordindcios
geometriai helyzetiik (x,y,...) alapjan jeloljik (lasd lenti tablazat és 1, 2 abrak).
Megkiilonboztetiink kanonikus és nem-kanonikus EF-kéz motivumot. A kanonikus motivum
jellegzetesen 12, mig a nem-kanonikus 14 aminosavat tartalmaz. A nem-kanonikus
motivumban a peptidgerinc karbonil oxigénjei inkdbb részt vesznek a koordinacidban.

Tablazat. EF-kéz motivumok néhany ismert fehérje esetében.

1 35 7 9 12
y z 2y X -z
Kanonikus EF-kéz
Kalmodulin (EF1) D - KDGD - GTITTKE
S100B (EF2) D - NDGD - GECDFQE
S100A4 (EF2) D - SNRD - NEVDFQE
Nem-kanonikus EF-kéz
Kalbindin D9k (EF1) A A KEGD PN QLSKEE
S100B (EF1) S G REGD KH KLKKSE

S100A4 (EF1) S G KEGD KF KLNKSE

Abra 1. A) Kanonikus, és B) nem-kanonikus EF-kéz geometria:




A fehérjékben a gyakori Zn?* - koté motivum a cink-ujj (zinc finger ZF). Ez egy 30 aminosavbol
4116 B-B-a szerkezeti motivum. A Zn?** a S, N ligandumokat részesiti elsésorban elényben. Ide
tartozik a Cys kén atomja, vagy a His imidazol gytiriiben talalhat6 nitrogén atomok, viszont az
Asp és Glu oxigénjei is koordinalodhatnak. A Zn?* koordinaciés szama tipikusan 4. A ZF
esetében 4 Cys, vagy 2 Cys és 2 His aminosav-oldallanc koordinalodik a kdzponti Zn2*
fémionhoz.

A Zn-ujjak, és a cink-tartalmu enzimek esetében tetraéderes koordinacidval talalkozunk (lasd
3. abra), de 5-, vagy 6-koordinacids geometria is lehetséges.
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3. Abra. A Zn% koordinaciés geometrija, egy cink-ujj szerkezetben (3cnf.pdb). Sziirkével
jelolve a fémion, kékkel a N-atomok, sargaval a S-atomok.

A TPPP25 esetében egy tipikus Zn?* k&té motivum a His®(Xaa)10His'?(Xaa)7Cys®(Xaa).Cys®®
szakasz, am ez a régio NMR spektroszkopiai tton lathatatlan maradt, igy részletes jellemzését
nem lehetett elvégezni.

A birald altal felvetett *H,>°N HMBC mérés valdoban sikerrel alkalmazhat6 fémion koordinacio,
vagy protonadlodas vizsgalatakor, hiszen elsdsorban az oldallanc kdrnyezetei fogjak ezt a
valtozast érzékelni. Irodalmi példak is mutatjak, hogy érdemes az oldallanc N kornyezeteinek
peptidgerinc kornyezetekt6l jol elkiiloniild kémiai eltolodasaiban bekdvetkezd valtozasokat
kovetni (Drohat et al. Biochemistry, 1999, 38, 11876 — 11886.)

Ugyanakkor kimutathatd, hogy egy protonalddas/koordinacio a peptidgerinc atomjainak
kornyezetét is befolyasolja — sokkal kisebb mértékben, de detektalhato kiilonbség.

Esetiinkben a kordbban emlitett okok miatt ilyen mérésekre nem keriilt sor.

5.) Hogyan értelmezhetd, hogy a dUPNPP hidrolizise dUTPdz és Mg®* ionok jelenlétében is
csak 6 ora utan indul el? Ha esetleg ebben az aktivacios idoszakban alakul ki egy kelatgyiiriiben
koordinalt femiont tartalmazo szubsztrat és az enzim komplexe, véleménye szerint kinalkozhat-
e elvi lehetoség arra, hogy ezt a folyamatot egyéb detekcios modszerrel idoben nyomon
kovesse?

Egy masik Birdloban is hasonld kérdés meriilt fel. A dUPNPP hidrolizise lasst reakcio,
ugyanakkor kis mennyiségekkel dolgozunk. A képz6dott dUMP és (N)PP; jeleinek integral
értékei kezdetben kicsik, igy a kvantitativ kiértékelés¢hez, a megfeleld jel/zaj arany
biztositdsdhoz egy mérés id6tartama hosszu (5 6ra koriili).

A lassu reakcio kinetikus krisztallografiai felvételek elkészitésére is lehetdséget adott.
Kiilonboz0 inkubécios idopillanatokbol szarmazé szerkezeti informacidk az aP atomon torténd
nukleofil timadast igazoltak és a mechanizmus utvonala is kovethetdveé valt.
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Egy masik lehetéség a 80 jelolt viz alkalmazasa és a hidrolizis soran képzdott dUMP
tdmegspektrometrids analizise. Az eredmények azt mutattdk, hogy a 80 jelolést tartalmazé
vizmolekula a dUMP-hez kotott. gy egy masik uton is kimutathato volt az aP atomon térténd
nukleofil tdmadas.

6.) Annak tiikrében, hogy a CAN mar 100-110 °C koriil CeO2, NH3, H20, NO és NO; képzidése
mellett bomlast szenved (N. Audebrand, N. Guillou, J.P. Auffrédic, D. Louer, Thermochimica
Acta, 1996, 286, 83-87.), igen érdekes tapasztalat, miszerint a benzilalkohol ezzel a reagenssel
magas homeérsékleten végzett oxiddcioja soran megnovelt ionos folyadék/CAN arany mellett
nem képzodott nitrogéndioxid gaz, viszont az ionos folyadék relativ mennyiségének
csokkentésekor észlelheté a barna gaz fejlodese. Véleménye szerint elképzelheto-e az az alabb
felvazolt folyamat, melyben a CAN termikus bomldsa soran képz6dé ammonia a feleslegben
levé imidazolium kationbdl (1) a C2-atomot érintd deprotondlassal karbént (2) generadl, ami a
szintelen nitrogénmonoxid képzodése mellett nitrogéndioxiddal reagdalva NMR modszerekkel
kénnyen azonosithato 2-imidazolonnd (3) alakul, vagy ennek a kisérleti tapasztalatnak egy
alternativ értelmezését inkabb lehetségesnek tartja?

? NH _ E _ NO; R
@>—H %» [ >: ﬁ» [N>=O
\1 NH, | N\ | NO \ ,

A kisérletek soran barna gaz képz6dott minden esetben, amikor az ionos folyadék nitrat aniont
tartalmazott. Ugyancsak detektalhato volt, ha CAN so és triflat aniont tartalmazo ionos folyadék
kozegben dolgoztunk. Viszont benzil alkohol hianyaban a gazképz6dés nem volt
megfigyelhetd. Ertelmezésiink szerint a kozeg viztartalma felelés a jelenség kialakuldsaért.
Amennyiben vizes k6zegben dolgozunk a lejatszod6 redoxireakcio soran salétromsav képzodik
¢€s a savassag nd. Ha szaraz ionos folyadék a kozeg, akkor a vizmentes salétromsav bomléasa
kovetkeztében szabadul fel a barna NO» gaz.

A gazképzOdés mélyebb vizsgalatat célzo kisérletek nem torténtek. A Birald altal javasolt
folyamatot elképzelhetdnek tartom, viszont akkor a képz6dé 2-imidazolont az NMR
spektrumban latni kellene. Ugyan mi szelektiv °C jeldlést alkalmaztunk, de a nagy
mennyiségben jelen levo ionos folyadék jelei egyértelmiien detektalhatoak. Ezek mellett a felirt
folyamat soran képzddd 2-imidazolon jelei nem lathatok. Egyértelmiibb volna, ha nem
alkalmaznank izotopjelolést, hiszen akkor a C=0, és a nagy valoszinliséggel kicsit mas
eltolodasu metil és etilcsoportok 3C jelei is lathatova valnanak — amennyiben ez a folyamat
lejatszodik.

Budapest, 2023.03.12. Bodor Andrea, PhD.Habil.
egyetemi docens



