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“Az NMR spektroszkdpia sokszinlisége fehérjék és kismolekulak vildgadban”

cimd MTA doktori értekezésének biralata

A doktori értekezés kozéppontjdban az NMR spektroszkdpia all, amelynek érdekes és hasznos
alkalmazasait mutatja meg. Ez kiterjed a régdta ismert moddszerek Uj megkozelités(
kiaknazasara és Uj méréstechnikak fejlesztésére. A vizsgdlt rendszerek kozott fontos szerepet
toltenek be a fukciondlisan rendezetlen fehérjék és a membran-aktiv peptidek, de gorcsé ala
keriilt bizonyos szerveskémiai reakciok mechanizmusa is.

Az értekezéshez kdzvetlenil 18 kozlemény kapcsolddik, ebbél 3 els6- és 5 utolsé szerzds. A
kdézlemények a 2006-2022-ig terjedd periddust dlelik fel. Ot cikk az elmult 6t évben sziiletett
jelezve a folyamatosan aktiv kutatdsokat.

A dolgozat 111 oldal terjedelmd, a megértést segité abrakkal és tdblazatokkal gazdagon
illusztrdlva. A szakirodalmi attekintés nehéz feladatot vallal fel. A b6ven tobb mint 200
hivatkozast dolgoz fel nagyon tomoren (20 oldalon), és igyekszik az 6sszes témat érinteni
(méréstechnikak, IDPk, fehérje célpontok, membranok, szerveskémia, stb), ami az
eredmények hatterében van. Az igy kialakulé mozaikos jelleg miatt az olvasé nehezen kap ra
a gondolatmenetre ebben a fejezetben. A kisérleti rész 10 oldalon kell6 részletességgel
mutatja be a legfontosabb kériilményeket és szamitdsi modszereket. Igy az értekezés a
terjedelmi felosztdsat tekintve aranyos, a zomét az Uj eremények teszik ki, amit legtobbszor
olvasmanyos, de idénként az élészdra jellemz6 terjedelmesebb stilusban prezental. Gépelési
hibat maximum elvétve taldlhatunk. Néhany esetben az angol szakkifejezés magyaritasa
szokatlan, a javasolt valtoztatdsok listajdban megemlitem ezeket. A dolgozat formailag
megfelel az MTA doktori értekezésekkel szemben tamasztott kovetelményeknek.

A m, igazodva az alkalmazott analitikai megkozelitéshez és a szamos kilonféle modellhez,
tobbé-kevésbé szepardlt fejezetekre tagolddik. Iparkodik feldlelni 6t nagyobb teriiletet,
amelybdl harmat 0sszekot az IDP kérdéskor. Kapcsolddik ehhez még a membranok dinamikai
jellemzése a kolcsdnhatd peptidek/fehérjékkel Osszefiiggésben, de a szerves kémiai
mechanizmusok elemzése mar egy el(it6 terilet. A célkitlizéseket igy szegmentdltan, kisérleti
technikdnként vagy vizsgdlt modellenként fogalmazza meg 11 pontban. A célok igy
korlatozottan éplilnek egymasra, de megfogalmazasuk vildgos. Az IDPk esetén az NMR
spektroszkopianak egyedi szerepe van, madssal kozel fiziologias korilmények kozott
nagyfelbontasu szerkezeti/dinamikai adatot ezekr6l a fehérjékr6l nem lehet nyerni. A
szerveskémiai atalakulasok kovetésénél pedig ez a technika adja a legrészletesebb in situ
nyerhetG informacidt. Ezért a kitlizott célok nyilvanvaldan igazoltak. Maguk a vizsgalt fehérjék
mindegyike rendkivil érdekes funkcidval rendelkezik, ami szintén aldtamasztja a célok
indokoltsagat. Habar a membran-aktiv peptidek membranon beliili poziciondldsa mas
kisérleti médszerekkel is vizsgalhatd, mindenképpen értékes, ha erre tobb fliggetlen médszer
is rendekezésre all.



Az aldbbiakban foglalom 6ssze nagyon tomodren a dolgozat tézispontjait, amelyeket a jel6lt jol
tervezett kisérletekkel és szamitdsokkal alaposan alatdémasztott, meggy6z6en bemutatott és
megfelel6 Ujdonsagtartalommal birdlt kozleményekben publikalt.

1. PFGSE technika alkalmazasdval szisztematikus diffuzidos dallandd méréseket végzett
szamos IDP és feltekeredett fehérjén. Megdllapitotta, hogy a méltomeg és lanchossz
fligvényében a diffuzids allandéra és a sugdrra kilonboz6 empirikus Osszefliggéseket
kapunk a fehérjék IDP jellegétdl fliggben.

2. A diffuzids dllanddra kapott Osszefliggéseket alkalmazta hémérséklet-, kézeg-, fémion
koncentrdcio- és foszforilacio-fliggd szerkezetvdltozasokra.

3. Kifejlesztette a SHACA-HSQC NMR pulzusszekvenciat, ami Ho-detektalt modszer és tiszta
kémiai eltoldddsi spektrumokat ad minden dimenzidban. Ez jelent6s el6relépést ad
felbontasban és érzékenységben a technika jelenlegi dlldsdhoz képest, és olyan szerkezeti
informacidk kinyerését teszi lehet6vé IDPk esetén, ami kordbban nem volt lehetséges.
Bemutatta a szekvencia 3D kiterjesztését. Alkalmazasokat mutatott be a foszforilacio
hatasanak bemutatdsdra és részletes elemzést tudott adni a Pro-k cisz-transz
konformacids dllapotdra és azok szekvencia-fliggésére.

4. Tobb fluggetlen mddszerrel elvégezte a p53TAD1-60 szekvencia szerkezeti és dinamikai
jellemzését és megdllapitotta a szerkezeti hajlammal rendelkezé szegmenseket.
Tovabba, a fehérje S100A4-gyel felvett szerkezetét is meghatdrozta az NMR adatokon
alapulé molekula dinamikai modellezéssel.

5. Alapos vizsgalatnak vetette ald a metasztazis marker Ca?*-két6 homodimer S100A4
fehérje és az MPT miozin IIA fragmens kdlcsonhatdsat mindkét kétépartner oldalardl. A
komplex legnagyobb valdszinlséggel a target kot és funkcionalis feltekeredés modell
szerint alakul ki, ami egy konformacids szelekcid tipusi mechanizmus.

6. Megdllapitotta, hogy az NMII filamentumok szétesésének és 6sszeallasanak szabalyozasa
az NMIIA esetében az S100 fehérjékkel torténé kolcsonhatds, mig az NMIIB izoformanal
a foszforilacio kovetkeztében torténik meg.

7. Kimutatta, hogy a homodimer dinein konnyl ldnc és a miozin Va szakasz
kdlcsonhatdsaban a szabadon rendezetlen miozin peptid B-redé szerkezetet vesz fel.
Specidlis STD mérésekkel detektalta, hogy a kotbarkon tulnyuld szakaszok hidrofdb
kdlcsdonhatasokban vesznek részt.

8. Els6ként igazolta, hogy az agy-specifikus tubulin polimerizaciot segité TPPP/p25 fehérje
hosszu rendezetlen termindlis szakaszokkal rendelkezik. Tovabba megallapitotta, hogy a
TPPP/p25 GTP4z aktivitast mutat, amit a Zn** enyhén gatol.

9. A MPMV dUTP3z jelenlétében torténd dUTP hidrolizis mechanizmusat hatarozta meg.
lgazolta, hogy Mg®* jelenlétében a nukleofil tdmadas az a-foszfor atomon térténik.
Fémion hidnyaban a hidrolizis lassabb és a nukleofil tdmadas a B-foszfor atomon megy
végbe.



10.

11.

12.

13C relaxacids mérésekkel micella és bicella rendszerekben kimutatta, hogy a
transzmembrdan peptidek kismértékben novelik a lipidek acil lancanak korrelacids idejét
és a rendparamétert. A csokkent mobilitas fligg a poziciotdl.

31p T1 relaxdcids mérésekkel megallapitotta, hogy a feluletaktiv peptid nagyobb hatéssal
van a lipid dinamikajara, mint a transzmembran peptid. A T2 mérések esetén viszont a
transzmembrdn peptid sokkal nagyobb az effektust valt ki, ami a lipid részecskék
morfoldgiai valtozdsa miatt van a SAXS mérések szerint.

Szamos z0ld-kémiai reakcié mechanizmusdnak felderitéséhez jarult hozza meghatdrozé
madon specidlis in situ NMR mérések segitségével: ndvelt nyomas, izotdp jelzett reagens,
alacsony hémérséklet.

Kérdéseimet, megjegyzéseimet és javaslataimat az oldalszam megjolésével adom meg (pN).

pVI: A non-uniform sampling forditasat nem-linedris mintavételezésnek adja meg. Ez
eltér az eredeti szakkifejezés eléggé vilagos jelentéstartalmatodl. Az eltérést mi indokolja,
vagy teszi lehet6vé?

p5: A 2D CON mérésnél hogyan lehetséges intermolekularis korrelaciét kimutatni?
Hidrogén-kotésen keresztiil lenne akkora csatolas? Vagy itt valdéjdban aminosav-
maradékok kozotti korrelaciordl van szé?

p6: A “vizjel” kifejezés egybeirva véleményem szerint egy altalanosan haszndlt, ide nem
kapcsolédo szakkifejezésre utal. Javaslom a kiilonirdst.

p6: A harmadik bekezdés nehezen olvashatdé. Javaslom az atfogalmazasat.

p7: A “szerkezeti sokasagok halmaza” kifejezés szamomra rendundas jelentést hordoz.
Véleményem szerint elegendé lenne a “szerkezeti sokasag”.

p36: Megallapitja, hogy 20 kDa mdltomegnél meredeken elhajlik a D-M 6sszefliggés. Ezt
“gyenge kooperativ molekularis kdlcsonhatasok meglétével” magyardzza. Mit ért ez
alatt? A jelolt altal is felirt 5.1 Stokes-Einstein kifejezés a D és M kozott eleve hiperbolikus
Osszefliggést ad meg, ami sziikségszerlen ilyen tipusi gorbét kell adjon egyéb
kolcsonhatds jelenléte nélkdl is. Hogyan befolyasolnd a gorbét a fent emlitett
kdlcsonhatds?

p36: A 5.1c dbra mutatja, hogy a karbamidos kdzeg nem alakit minden vizsgalt fehérjét
rendezetlenné a diffuzids allando szerint. Mi ennek a magyarazata?

p39: Az 5.2 tablazatban kisérleti és elméleti sugarakat és azok aranyait hasonlitja 6ssze.
Az Osszevetéshez szerencsés lenne a kisérleti adatok szorasat is figyelembe venni. A
tablazat cimében nincs megadva a fejléc mennyiségeinek magyardzata. Segitené az
olvasét, ha nem a szovegben kellene ezeket megtaldlni. Milyen adatot ad meg az utolsd
oszlop?

p39: 5.2 tabldzatban a szadmolt és kisérletes hidrodinamikai sugdar értékek kozott
nagysagrendnyi eltérés van. Mivel a diffuzios allanddk viszont 6sszevethetdk, gyanus,
hogy szamolasi hiba tortént.
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p47,5.2.1-3 fejezetek: Tobb cisz-konformacidhoz tartozd csucs is megfigyelhetd egyazon
Pro esetében. Milyen szerkezeti hatdsok vezethetnek ehhez a jelenséghez? Hosszutavu
kdlcsonhatdsok a lancon belill? Mégsem teljesen rendezetlen a fehérje?

p53, 1. bek.: Ervel, hogy a cisz-konforméacié kialakuldsa energetikailag és sztérikusan
kedvezStlen. Az energiaszintet befolyasolé tényez6k lehetnek sztérikusak,
elektrosztatikusak, stb.. A sztérikusan kedvezétlen dllapotok azért nem valdsulnak meg,
mert magas energiaszinthez vezetnek. Javaslom a megfogalmazas pontositasat.

p54, 1. bek.: Itt taldlkozunk vele el6szor, de a dolgozatban tobbszor el6fordul a
“terminalis vég” kifejezés. Itt redundanciat latok, mivel a “terminalis” kifejezés eleve
olyan szegmenst vagy aminosav maradékot jeldl, ami a lanc végén van. Javaslom a
termindlis és a vég szinonimaként torténd hasznalatat.

p60, 5.3.2 dbra: Az dbra annotdcidja és alairasa hidnyos, a mérete pedig tul kicsi.

p61, 5.3.3 dbra alairds: modellei > modelljei

p67: A gerinc entrépiavaltozdsdnak becslése a rendparaméterbdl szamos termodinamikai
adathoz vezet, ugyanakkor lényegi kovetkeztetéshez nem jutunk altaluk. Nem is konny(
ez, mivel barmilyen joslas vagy értelmezés akkor lehetséges, ha az allapotfiiggvényeket
teljeskorden tudjuk becsilni. Mi volt a célja a parcidlis entrdpia becslésének? Az 5.3.8
abrat is javaslom nagyitani.

p68,69: Spekulativnak tartom a Ca?* affinitds ndvekedésének diszkusszidjat. ITC,
modellezés vagy mas adat nélkil nem ldtom az aldtdmasztast.

p71, 3. bek.: “monitorziadlt” Helyette és minden el6forduldasnal a szovegben monitorozott
vagy nyomonkovetett kifejezéseket haszndlnam.

p71, 5.3.10 abra: Az dbra olvashatatlanul kicsi/rossz felbontasu.

p73, 2. bek.: Aszimmetrikus kot6désnél milyen szekvencia lenne, ami a masik arkot
elfoglalja? Hogyan lehet kovetkeztetni ilyen jelenségre, ha csak egyféle ligandumot
titralunk? Kooperativ kotésre utald jelenséget talalt-e?

p74, 3. bek.: ML-DLC lassu kicserélédést mutatott HSQCban. STD viszont gyors/kdzepes
cseresebességnél m(ikddik jél. Hogyan magyarazza a sikeres STDt? Végzett-e kontroll
méréseket a ligandummal a célfehérje nélkil?

p76, 3. bek.: Nehéz a diszkussziot megérteni szerkezeti dbra nélkil. Hivatkozik az 5.3.12
abrara, de ott NMR adatot talalunk.

p77, 1. bek.: A miozin Va motorfehérje mikodését érinté diszkusszid a szovegnek ebben
a formajaban spekulativnak tlnik. Nehéz az irottakbdl kikdvetkeztetni, hogy a tulnyuld
kolcsonhatdsok hogyan tdmasztjak ald a “molekuldris ragasztd” elméletet.

p81, 2. bek.: Nem figyelt meg dUTP hidrolizist az elsé 6 érdban. Vmilyen indukcids
folyamat miatt lehet ez? Vagy csak a kimutatdsi hatar alatt van addig a dUTP
koncentracidja”?

p85, 5.5.1 tablazat: A szdrdsok alapjan a 3-as pozicidban latni szignifikans valtozast, ha
Osszevetjlik a peptid nélkil és a kilonbozd peptidekkel készitett mintakat. Ugyanakkor a
széradsokat figyelembe véve a 12 és 13 pozicidk esetén a kiilonbségek nem tlinnek



szignifikansnak. Milyen adatok/szamitas alapjan 4llitja, hogy a lancvégi poziciok esetén
kiilonbség van a mintdk k6zott?

25. Egyéb formai megjegyzések a teljes m(ire vonatkozdan. Az értekezés nem kovetkezetes
a mértékegységek formdazdsaban. Javaslom a megszokott formatum alkalmazdasat: a
mértékegységek és a szamérték kozott legyen székoz. Az dbrdk mérete nagyon sok
esetben kicsi, ami a részletgazdag és tobb paneles dbrazoldsoknal nagyon megneheziti az
értelmezést. Az elektronikus verzidban ugyan lehetséges a nagyitds, de tobb esetben
ilyenkor maga a digitdlis felbontds nem volt elegend6 és homalyos képet kapunk.
Javaslom az dbrak méretének és felbontasanak a revizidjat a teljes mfire.

Osszefoglalva, a szamos felmeriilt kérdéssel és megjegyzéssel egyiitt tartom az értekezést
nagyon értékesnek és elgondolkodtatonak. A felsorolt tézispontokat Uj tudomanyos
eredményeknek fogadom el. Egyértelm(, hogy szamos ponton ért el a jelolt olyan
eredményeket, amelyek el6revitték/el6reviszik a vonatkozé tudomanyterileteket. Az Gj NMR
technikdk nagyon jol alkalmazhaté és robusztus eszkozoket adnak a kutatdk kezébe. Az
eredmények sokasdga és min&sége lehet6vé tette, hogy a kovetelményeknek messzemendben
megfelel6 doktori értekezés sziilessen. Mindennek alapjan a doktori mdvet nyilvdnos vitara
alkalmasnak tartom, és sikeres védés esetén javaslom a doktori cim odaitélését.

Szeged, 2023. januar 20.

Mt T8
Dr. Martinek Tamas
egyetemi tanar, az MTA doktora



