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Bodor Andrea ,,Az NMR spektroszkopia soksziniisége fehérjék és kismolekulak vilagaban” cimii
MTA Doktori értekezésérél

Bodor Andrea MTA doktori értekezésében az NMR spektroszkopia szerteagazo teriiletein
végzett, kiillonbozé metodikai eljardsok magasszintli alkalmazéasat igénylé impozéns kutatdémunka
eredményeit foglalja 6ssze. Az NMR spektroszkopia az anyag- és molekulaszerkezet atomi szintii
kutatasanak egyik leghatékonyabb eszkoztarat foglalja magaban. Ez kiilondsen igaz az oldatfazisu
vizsgalatokra, melyek a Jelolt tudoméanyos kutatdsainak az alapjat képezik. A téma jelentOsége
megkérddjelezhetetlen, az NMR spektroszkopia nélkiilozhetetlen tobbek kozott a fizikai-, szerves-,
szervetlen- ¢és fémorganikus kémiai alapkutatasokban, az anyagtudomanyban, a szerkezeti
bioldgiaban, a gyogyszeriparban, kdrnyezetkémiaban, az élelmiszeripart érinté minéség-ellendrzésben.
Fontos tényezd, hogy a méret szerint széles tartomanyt felolelé molekularis rendszerek szerkezeti és
dinamikai sajatossagainak a vizsgalata az NMR spektroszkopia alapelvei szerint méréstechnikailag is
alapvetéen kiilonbdz6 modszerek alkalmazasat, adott esetben fejlesztését igényli. Az egyes
problémakra keresett megoldasok sikere nagymértékben a mérési mddszerek, pulzusszekvenciak
megvalasztasan, esetleges modositasan, valamint a paraméterek beallitasan mulik. Mar itt ki kell
hangstlyozni, hogy mindezekben Bodor Andrea nagy szakértelemrél ad tanfibizonysagot,
egyértlemiien birtokaban van a sziikséges fizikai és kémiai tudasanyagnak.

Kutatasanak célkittizéseit 11 pontban fogalmazta meg. Az elsé 8 pont a fehérjék szerkezeti és
hidrodinamikai tulajdonsagainak a vizsgalataval kapcsolatos, mely kiemelt fontossagii a célzott
terapias hatoanyagok és modszerek fejlesztéséhez sziikséges fehérje-kismolekula, fehérje-fehérje, és
fehérje-membran kolcsonhatasok minél pontosabb megértéséhez. A 9-11 pontok a fenntarthatosag
szempontjabol fontos biomassza atalakitadsokban szerepet jatszd szerves kismolekulak, a szacharéz,
levulinsav, y-valerolakton (GVL), 1,4-butandiol, 2-metil-tetrahidrofuran (2-metil-THF) kémigjat,
valamint imidazolium-alapu ionos folyadékok oldoszerként valo alkalmazasat érintik. A célkitlizések
mar énmagukban eldrevetitik a disszertacioban bemutatott kutatasok és modszerek sokszinliségét, de a
dolgozat attanulmanyozasa utan egyértelmiien kijelenhetd, hogy a Jeldlt a sikeres megvalositasukhoz
sziikséges valtozatos kompetenciak birtokaban van, imponald, otletesen és magabiztosan alkalmazott
ismeretanyaggal rendelkezik az NMR spektroszkopia valtozatos alkalmazasi és fejlesztési teriiletein.
Hozza kell tenni, hogy a dolgozat alapjat képez6 18 szinvonalas publikacioban kdzolt eredményekbdl
azokat targyalja, melyek a sajat munkajabol szarmaznak, amire korrekt modon utalast is tesz. Az
eredmények szinvonalat €s jelentdségét érzékelteti, hogy rangos nemzetkozi folyoiratokban keriiltek
kozlésre. Kiemelend, hogy 2 publikacidé az Angewandte Chemie-ben jelent meg. Ezek koziil a 2022-
ben megjelent cikk 1étrejottéhez Bodor Andrea levelezd szerzoként jarult hozza.

A tobb helyen szines abrakkal illusztralt, kis betiimérettel irt dolgozat az elején romai
szadmokkal szerepld dicséretes Roviditésjegyzéket ¢€s Tartalomjegyzéket leszamitva a
Koszonetnyilvanitassal egytitt 129 oldal terjedelmii. Logikusan szerkesztett, igen nagy odafigyelést
igényld, szakmai igényességgel tomor formaban megirt olvasmany. Az 1 oldalas bevezetést a 20 oldalt
feloleld szakirodalmi attekintés koveti, melyben a Szerzé attekintést ad a munkaja soran felmeriilt
szerkezeti €s dinamikai probléméak megoldasahoz sziikséges NMR metodikakrol, azok kivalasztasanak
szempontjairdl, a kutatasainak f6 fokuszaban levé fehérjékrdl, peptidekrél, specialis funkcionalitassal
biré aminosav-szekvenciaval jellemezhetd szakaszokrol, membranmimetikumokrol, ezek kiilonb6zo
biologiai folyamatokban fontos szerepet jatszo kolcsonhatasairol, valamint az NMR
spektroszkopianak egy olyan felhasznalasi lehet6ségérol, mely a fenntarthatésag szempontjabdl fontos
biomassza atalakitas molekularis szintii nyomonkovetésében aknazhato ki. A 3 oldalas Célkitlizés utan
késziilekekrol, mérésekrdl és kiértékelésekrol, az ahhoz sziikséges fizikai kémiai Osszefiiggésekrdl
igényesen szamot ad6 10 oldalas Kisérleti rész kdvetkezik. Egy, a dolgozat gerincét képezd, 66 oldalt
kitevé fejezetben logikus rendszerezéssel kutatasi témak szerint 6 alfejezetre €s tobb alpontra bontva
keriil sor az elért eredmények bemutatasara és értekelésére. Ezt koveti a 8 oldalas ,,Osszefoglalés és
kitekintés” ciml fejezet, majd a 16 oldalas, az értekezés alapjaul szolgald, a kapcsolodo és egyéb



kozleményeket felsorold ,,Irodalomjegyzék™. Itt kell, megemlitenem, hogy a nagyszamu, €s tobbnyire
az utdbbi években megjelent cikk vonatkozo tartalmara utald, a megfeleld szovegkornyezetekben
elhelyezett hivatkozasok egyértelmiien jelzik Bodor Andrea széleskorii tajékozottsagat a sajat
kutatasait kdzvetleniil vagy kdzvetve érintd teriileteken. A dolgozatot a Koszonetnyilvanitas zarja.

A rangos nemzetkdzi folyodiratoknal szigora birdlati eljardsok soran megmérettetett,
szerteagaz6 témakbol sziiletett eredmények szinvonala és jdonsagtartalma és a publikaciokra kapott
idézetek altal is kimutathato jelentdsége megkérddjelezhetetlen. Ezeket lehetéleg tomor formaban a
kovetkezokben igyekszem osszefoglalni:

Dokumentaltan globularis és rendezetlen szerkezetekkel jellemezhetd fehérjéken végzett
transzlacids diffuziés mérések segitségével megallapitotta, hogy a globuléris fehérjék viselkedése a
gombszimmetrikus molekulakéhoz, a rendezetlen fehérjéké pedig a szintetikus polimerekéhez mutat
hasonlosagot.

Transzlacios diffuzids egylitthatokat hatarozott meg, ezekbdl kovetkeztetéseket vont le
fehérjék, ill. ezeken belill egyes régiok, kompaktsagaval, biologiai szempontbol fontos
kolcsonhatasokkal, tobbek kozott Ca?* ionok altal indukalt alakvaltozasokkal, valamint foszforilacio és
aggregacios folyamatokkal kapcsolatban.

A mérések érzékenységét noveld, szelektiv Ha-Ca korrelacidkon és Ha-detektalason alapuld,
hatékony lecsatolast biztosito, 3D mérésekbe integralhatdo 10j pulzusszekvenciat dolgozott ki, és
sikerrel tesztelt prolinban gazdag és ismétlédé szekvenciarészleteket tartalmazd rendezetlen
fehérjeken.

Fehérjevazon beliili cisz és transz prolin izomerek azonositasara prolin-szelektiv Ha — (Ca,
CP) és Hd — (Cd, Cy) korrelaciokat feltard, proton-detektalt 3D méréseket vezetett be és sikerrel
alkalmazott prolin cisz-transz egyensulyok tanulmanyozasaban. Megallapitotta, hogy ezt az
egyensulyt a szekvenciaban kozeli Arg, Lys, valamint aromas oldallancot tartalmazo aminosavak
jelent6s mértékben befolyasoljak.

Szerkezeti és molekuladinamikai vizsgalatok alapjan kovetkeztetéseket vont le a p53TADY ™
domén TAD1 és TAD2 régioin beliil egyes szakaszok helicitasara vonatkozéan. Ennek a doménnek az
S100A4 fehérjével alkotott komplexén beliil azonositotta a kolcsonhatasban résztvevd és abbol
kimarado szakaszokat. Megallapitotta, hogy a P53 fehérje TADI és TAD2 régiokat kdvetd része
mobilis, rendezetlen szerkezetii.

Igazolta, hogy a homodimer S100A4 Ca®* kotd fehérje és az MPT miozin IIA fragmens
kolcsonhatasa soran a 45 aminosav hossza MPT szakaszon beliil szobahdmérsékleten nem alakul ki a
coiled-coil szerkezet, valamint azt, hogy a fehérje homodimer jellege, vagyis az A és B monomer
lancok ekvivalenciaja a kdlcsonhatas révén megsziinik.

Megallapitotta, hogy a filamentumok rendez6dését a nem-izom miozin NMIIA esetében
elsésorban az S100A4 fehérjével vald kolcsonhazassal mig az NMIIB izoformanal a foszforilacioval
hozhatd Osszefiiggésbe, igazolva azt a feltételezést, miszerint a filamentum Osszerendezddése és
szétesese izoforma specifikus szabalyozas alatt végbemend folyamatok.

Igazolta, hogy a homodimer dinein konnyli lanc (DLC) és a miozin Va szakaszanak
kolcsonhatasa kovetkeztében a nem kotott allapotaban rendezetlen miozin peptid kotédéskor rendezett
B-reds szerkezetet vesz fel. 'H,"”N-HSQC és 'H,"*C-CT-HSQC detektalt telitésatviteli mérések
segitségével kimutatta, hogy a DLC kot6arkain talny(ld szakaszok az Un. molekularis ,,ragaszto”
elméletettel 6sszhangban hidrofob kodlcsonhatdsokban vesznek részt.

Bizonyitotta, hogy az agy-specifikus tubulin polimerizaciot segité TPPP/p25 fehérje hosszl
rendezetlen terminalis szakaszokkal rendelkezik. Funkcionalis vizsgalatok soran proton-lecsatolt 3P-
NMR kinetikai mérésekkel kimutatta, hogy Mg ionok jelenlétében a fehérje GTP4z aktivitast mutat,
mely Zn** ionokkal csokkentheto.

Mechanizmus-vizsgalat céljabol proton-lecsatolt **P-NMR mérésekkel kovette a dUTP
hidrolizisének idSbeli lejatszodasat majom retrovirus (MPMV) dUTPaz és Mg?* ionok jelenlétében.
Megallapitotta, hogy viz nukleofil timadasa az aktivalo Mg®* iont kelat gyiiriiben tartalmazé egységen
beliil az o foszforatomon torténik, valamint azt, hogy a folyamat kinetikajat leird pszeudo-elsérendii
allando Gsszevethetd egyéb, dUTPAz altal Kkatalizalt folyamatokra meghatarozott értékekkel.



Felderitette, hogy Mg?* ionok hidnydban a hidrolizis lassabban jatszodik le, és a viz nukleofil
tamadasa a 3 foszforatomot érinti.

Tobb  térerén  végzett °C  relaxdcios mérésekkel megbizhatoan  jellemezte
membranmimetikumok és peptid bicella rendszereken beliil az egyes régiok flexibilitasat a lancon
beliil elfoglalt pozicidik szerint.

Izotrop kozeg feltételezése mellett végzett *P NMR relaxacios mérések segitségével
eredményeket ért el peptidek feliilletaktiv vagy transzmembran jellegének kvalitativ
meghatarozasaban. Megallapitotta, hogy transzmembran peptid hatisara a DHPC ¢és DMPC
foszfokolinok reorientacios aktivalasi energidja kismértékben csokken, amellett, hogy az el6bbi, 1,2-
dihexanoil modellre nagyobb értékek adodtak.

NMR ¢és kisszogii rontgenszoras metodikak komplementer alkalmazasaval megallapitotta,
hogy transzmembran peptiddel valo kolcsonhatasok megnovelik a PC és a PC/PG bicellak méretét,
mig feliiletaktiv molekuldk a méretekben nem okoznak szignifikans novekedést.

A kismolekulas vizsgalatok terén jol bevalt klasszikus NMR technikék alkalmazasaval
nagynyomasu mérési koriilmények kdzott a biomassza atalakitas egy modelljeként kovette a szachardz
energetikai ¢és vegyipari szempontbol fontos platform molekulakka, levulinsavva, y-valerolaktonna
(GVL), 1,4-butandiolla, 2-metiltetrahidrofuranna és alkén szénhidrogénekké torténd atalakitasat,
igazolta az Osszetett reakcioelegy komponenseinek a szerkezetét.

Szintén klasszikus NMR modszerek segitségével sikerrel kdvette nyomon a metiléncsoporton
BC-jelzett benzilakohol oxidaciéjat benzaldehiddé, mely reakciot CAN reagenssel a zoldkémiai
elvarasoknak hagyomanyos szerves olddszereknél jobban megfeleld imidazélium triflat alapt ionos
folyadékban hajtottak végre. Kimutatta, hogy a reakcid minimalis mennyiségli melléktermékek
képzddése mellett jo konverzioval lejatszodik, valamint az ionos folyadék/CAN arany novelésével a
nitrogéndioxid képzddése még magasabb homérsékleten is hattérbe szorithato.

Kiilonb6z6 hémérsékleteken végrehajtott, jol megtervezett °C- és *P-NMR mérésekbél
kapott eredmények alapjan racionalis javaslatot tett két alkil-izocianat ciklooligomerizacios
reakcioinak a mechanizmusara, igazolta egy atmeneti termékként képzodo négytagu gyiiris dimer és
BC izotdp-jelzett izocianat modellel végzett *C-*'P és *C-*C csatolast detektalé Gtletes kisérlettel az
egyik lehetséges nyiltlancu ikerionos intermedier szerkezetét.

A biraléban a kivételesen tartalmas és szinvonalas dolgozat olvasidsa kdézben a kovetkezd
megjegyzések és kérdések fogalmazodtak meg.

1) A gondosan megirt szovegben elirasokat alig talaltam, ugyanakkor néhol furcsanak tiind
szOhasznalattal lehet talalkozni. Ilyen pl. a ,,mindegyik” helyett ,,mindenik”, ami hiba helyett
inkabb egy erdélyi szohasznalatnak tekinthet6. A szakmai nyelvezet tobbnyire helytallo, de
matematikailag a Dirac deltaval leirhato, elvileg végtelen szélességii frekvencia tartomanyt
gerjeszteni képes ,,impulzus” helyett jobb lett volna a gerjesztd energiacsomag fizikai valdésagara
helyesen utald, a dolgozatban szintén eléforduld ,,pulzus” kdvetkezetes hasznalata. Az aprobb
elirasok felsorolasatol eltekintek, ezek koziil csupan egy jelentdsebbnek tekinthet6t emelek ki, a
biomassza Osszetételére vonatkozd szovegkornyezetbol a 20. oldalon, ahol ,,szénhidrogének”
helyett ,,szénhidratok” lenne a helyes meghatarozas a hexozokra és pentozokra. (Tekintettel a
dolgozat igen magas altalanos szinvonalara ez az eliras bosszantonak is mondhato.)

2.) Az irodalomjegyzékbe foglalt kozlemények az els6 szerzé neve alapjan alfabetikus sorrendben
lettek feltiintetve, nem kaptak sorszamot, igy a dolgozatban a Szerzé altal alkalmazott hivatkozasi
mod alapjan kissé koriilményesen azonosithatok. Bar ezzel a formaval nem tul gyakran, de
talalkozhatunk a nemzetkdzi irodalomban is, szerencsésebbnek tartottam volna a sorszamok
hasznalatat.

3.) A szép szines abrak meglehetésen gazdagok informacioban, de legtobbszor kis méretiik miatt
nagyon nehezen atlathatok, 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 izotopjelolés.



4)

5.)

6.)

All-e rendelkezésre (akar rontgendiffrakcios mérésekb6l szarmazo) atomi szintii informacié az
S100A4 fehérje vagy egyéb intra- és extracellularis Ca** kot6 fehérjék, illetve a TPPP25 és egyéb
Zn** koté fehérjék fémkotd helyeirdl, a koordinacids szamrol és geometriarol? Ismeretes-e erre
nézve valamilyen altalanosithatd, pl. egyes szekvencidk jelenlétével kapcsolatba hozhatod
torvényszeriiség? Véleménye szerint a dokumentalt mdédon nagy valoszinliséggel érintett
aminosavak, pl. hisztidin oldallanc imidazol nitrogénjének koordinacidja realis eséllyel nyomon
kovethetd-e a fémion-koordinaciora igen érzékeny "N-NMR eltolodas valtozason keresztiil? Lat-
e erre lehetdséget akar "H-N HMBC vagy egyéb pulzusszekvencidk alkalmazasa mellett? A
szelektiv mérést és a jelhozzarendelést esetleg megkonnyitené az a kortiilmény, hogy az imidazol
gylirtiben levé nitrogének eltolodastartomanya (200-300 ppm) jol elkiiloniil a fehérje lancban 1évé
rutinszertien mért amid nitrogénekétol.

Hogyan értelmezhetd, hogy a dUPNPP hidrolizise dUTP4az és Mg®* ionok jelenlétében is csak 6
ora utan indul el? Ha esetleg ebben az aktivacids idészakban alakul ki egy kelatgyiirtiben
koordinalt fémiont tartalmazé szubsztrat €s az enzim komplexe, véleménye szerint kinalkozhat-e
elvi lehet6ség arra, hogy ezt a folyamatot egyéb detekcios modszerrel idében nyomon kdvesse?

Annak tiikrében hogy a CAN mar 100-110 °C kériil CeO,, NH3, H,O, NO és NO, képzddése
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 homérsékleten végzett oxidacidja soran megnovelt ionos folyadék/CAN arany mellett nem
képzodott nitrogéndioxid gaz, viszont az ionos folyadék relativ mennyiségének csokkentésekor
észlelhet6 a barna gaz fejlédése. Véleménye szerint elképzelhet6-e az az alabb felvazolt folyamat,
melyben a CAN termikus bomlasa soran képz6d6 ammonia a feleslegben levé imidazolium
kationbol (1) a C2-atomot érintd deprotonalassal karbént (2) generdl, ami a szintelen
nitrogénmonoxid képzodése mellett nitrogéndioxiddal reagalva NMR modszerekkel konnyen
azonosithatd 2-imidazolonna (3) alakul, vagy ennek a kisérleti tapasztalatnak egy alternativ
értelmezését inkabb lehetségesnek tartja?
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Osszefoglalva, elmondhaté, hogy jol megszerkesztett, igényes kivitelezésti értekezésében a Jeldlt

egy rendkiviil értékes, nemzetkdzi szinten mérve is kimagaslo szinvonalt, az NMR spektroszkopia
valtozatos teriileteinek széles korét feldleld kutatomunkajarol, és annak erdményeir6él szamol be.
Mivel kérdéseim elsdsorban t4jékozodo jellegiiek, és a néhany kritikai megjegyzés messze nem
kérdojelezi meg a munka tartalmat, a tudomanyos eredmények jdonsagat, szinvonalat és jelentOségét,
az értekezésben foglaltakat nyilvanos vitara javasolom, és sikeres védés esetén Bodor Andrea szamara
melegen tdmogatom az ,,MTA doktora” cim odaitélését.

Budapest, 2023. februar 20.

Dr. Csampai Antal
az MTA doktora



