Bokor Moénika Zsuzsanna

»Széles jelii NMR-spektroszkopia alkalmazasa
egyes rendezetlen fehérjék hidrataciojanak vizsgalatara”

cimi MTA doktori értekezésének biralata

Bokor Monika Zsuzsanna MTA doktori értekezése kutatdi munkdssaganak 2010-2024 kozott
sziiletett eredményeire Osszpontosit. Erdeklddésének koézéppontjaban rendezetlen fehérjék
sz¢les jeli NMR spektroszkopiai modszerekkel torténd vizsgalata all. A rendezetlen fehérjék —
a globuldris fehérjéktdl eltéréen — nem rendelkeznek mésodlagos, harmadlagos szerkezettel,
hanem konformécids sokasagként irhatok le. Kutatasok igazoltdk, hogy szamos biologiai
folyamat kulcsszerepldi; hibas feltekeredésiik és aggregacidjuk pedig neurodegenerativ
korképekkel, rakos megbetegedésekkel hozhatd kapcsolatba. Ezen biomolekulak jellemzése,
onmagukban ¢és partner fehérjékkel vald kolcsonhatasban fontos kutatasi tertilet, hiszen az elért
eredmények kozelebb visznek a bioldgiai miikodésiik megismeréséhez. Jelolt kutatisaiban a
korabban kidolgozott széles jelit NMR spektroszkopiai modszereket alkalmaz. Az a-szinuklein
¢s Parkinson korban eléfordulé mutdnsainak monomer, oligomer és amiloid formait; tovabba a
B4-timozin és stabilin-2 citoplazmadomén fehérjéket, illetve a kdlesonhatasuk soran képzodott
komplexet vizsgalja. Mindezek tiikrében a Jeldlt kutatdsaiban fontos és aktualis kérdésekre
keres valaszokat.

A dolgozat 10 kdzleményen alapul, ezek koziil kettd konyvfejezet, és 5 esetben a Jelolt
elsd/levelezd szerzo.

A mii szerkezete. A 123 oldal terjedelmii értekezés felépitése tobbnyire logikus és tobb, mint
300 hivatkozast tartalmaz. Sajnos szamos eliras, elnagyolt megfogalmazas fordul eld, talzott
altalanositasokkal taldlkozunk és gyakoriak a zavaro ismétlések, a stilus nem gordiilékeny. Az
abrak jo része rossz felbontasu, szerencsés lett volna a fekete-fehér abrazolas helyett
szinkddokat alkalmazni, atlathatobb volna €s nagymértékben konnyitené a megértést. Probara
teszi az Olvasot azzal is, hogy egy hivatkozott abra vagy tablazat tobb oldallal késobb/korabban
talalhato. A nyomtatott példanyban a 1ényeges adatokat tartalmaz6 1. tablazat kdzépsd oszlopai
alig olvashatéak. A fontos egyenletek egy része a szoveggel egy sorban taldlhato, ezeket

érdemes lett volna kiemelni és szdmozni, igy visszahivatkozni rajuk.
A megfogalmazasokkal kapcsolatos néhany észrevétel/javaslat:

- folyékony — folyadék, vagy oldatfazisa NMR.
Hlett kovetve”, | lett szdmolva”, ,lett mérve”, stb. helyett szerencsésebb a kovettiik,
szamoltuk, mértiik.



- ,.pelletet csinaltak™; ,,A vizmolekulék viselkedése feldl nézve”; ,,A leginkabb hidrofoéb
részek mind a harom tanulmanyozott fehérjében olyan kdlcsdnhatasi energidval vannak
hidratalva” zavar6é megfogalmazasok.

- ahdmérsékletet emelve — a hdmérséklet ndvelésével.

- szabad precesszios jel (fid) — szabad indukcios lecsengés, FID.

- 25. dbra naa — hibas lehet, hiszen az egy pozitiv szam.

Elég altalanositott és pontatlan megfogalmazasok olvashatdak példaul a 21. és a 47. oldalon:
,»aZ NMR spektroszkopia, mely hatékony modszer a fehérjedinamika — ¢és flexibilitas
tanulmanyozasara (HQSC, relaxaciés, valamint széles jeli mérések;...”; ,Bar a
fehérjekutatasban széleskoriien és sikeresen alkalmaznak nagy felbontdsu NMR technikakat
(példaul homo- és heteronuklearis Overhauser méodszerek), azonban a hagyomanyosabb széles
jeli NMR spektrummeérések nagyon hasznosnak bizonyulnak a globulédris és az IDP-

kutatasanak alapkérdéseit illetéen.”

Helyesen a 2D korrelaciés mérés HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation).

Rapszodikus a nagyteri NMR technikak ilyenszer(i ismertetése.

Megjegyzendd, hogy a nagyfelbontdsi NMR technikdk sordban a relaxdciés mérések
értékelésénél, a gerincdinamika leirasanal széleskdrben alkalmaznak egy rendparamétert (S?).
Ertelemszertien a jelen dolgozatban a rendparaméter (HeR) masra vonatkozik — ugyan mindkét

esetben a rendezetlenségre/mozgékonysagra tud ravilagitani, mas-mas szempontbol.

Onmagaban az, hogy egy biomolekula globularis, vagy rendezetlen, mar egy 1D 'H spektrum
egyiitthato értéke, vagy, °N jelolt fehérjéknél a HSQC spektrum. Azt érdemes hangsulyozni,
hogy a széles jelit NMR mérések a hidratacios tulajdonsadgokra vilagitanak ra.

Uj eredmények. Uj eredménynek ismerem el az aldbbiakat:

Fagyott fehérjeoldatok széles jeli 1H NMR spektroszkopiai jellemzésére 1) megoldasokat
vezetett be, melyeket sikerrel alkalmazott rendezetlen fehérjéken.

gy olvadasi diagramok részletes és sokrétii értelmezésével jellemezte a vad tipusi a-
rendszereken; tovabbd a Bs-timozin és stabilin-2 citoplazmadomén fehérjéket, és ezek 1:1

arany komplexét.

Megallapitotta, hogy az oligomerek, amiloidok és az 1:1 komplex olvadéasi goérbéi nem
egyenldk az alkot6 fehérjék egyedi olvadasi diagramjainak dsszegével.

Azonositotta a masodlagos kotéstipusokat, megallapitotta, hogy az a-szinuklein oligomer
jelenétéhez kothetd a homogén energiaeloszlasu fehérje-viz kotésekkel jellemzett potencialgat-
tartomany, az oligomerek felszine altaldban méretiiktdl fiiggetlentil alapvetden egységes, és az

amiloidok jelentds része rendezetlen.



Kiszamitotta, hogy a P4-timozin és stabilin-2 citoplazmadomén fehérje komplexet alkotd

fehérjék szabad allapotukban tobb mozgékony hidratacios vizet kdtnek, mint a komplex.

Kérdések. A dolgozat olvasédsa soran felmertilt kérdéseim/megjegyzéseim:

1. Az elvégzett NMR mérések paraméterei kapcsan igen révid az ismertetés. Milyen
impulzusszekvenciat hasznalt, milyen paraméterezéssel, a homérséklet fiiggvényében
milyen paramétereket valtoztatott, hogy vette figyelembe a relaxacios id6 értékek
valtozasat? Ugyan a dolgozatban erre nem fokuszal, de hogy valtoznak a relaxacios idok
értékei a tanulmanyozott hdmérséklettartomanyban? A kiértékelés soran az extrapolacio
miért Gauss fliggvények dsszegével torténik, és hogyan?

2. A dolgozatban nem részletezi, de a méréseket egy alkalommal végezte el? A
reprodukalhatosag tekintetében, a mérések ismétlésekor minden lehiités soran
ugyanazok lesznek fagyott mintdban a konformer allapotok? Mekkora lehet az igy
meghatarozott naa értékek szordsa?

3. A liofilizalt fehérje is tartalmaz vizet, valtoz6 mennyiségben. Hogyan vette ezt
figyelembe, tortént-e mas modszerrel koncentracid meghatirozés, esetleg tobb,
kiilonb6z6 expresszio soran késziilt minta mérésével is ellendrizte ezt? Az a-szinuklein
monomer mintak készitésekor azt irja, hogy ,,a folyamat soran képz6dott oligomerek(et)
eltavolitottdk.” Ilyen koncentracid viszonyok mellett nem lehetséges egy iddben
kialakul6 monomer — oligomer egyenstly, ami az oligomerek Ujraképzdodését teszi
lehetévé? Hogyan lehetne errél megbizonyosodni?

4. Az a-szinuklein szerkezeti hajlamait szamos technikaval vizsgaltak. Nativ, monomer
allapotban ez egy rendezetlen fehérje — szerencsésebb lett volna egy irodalombol
elérhetd ilyen szerkezeti sokasdgot bemutatni a 9. abran. Micella jelenlétében
beszélhetiink hélix kialakulasrol, ugyan bizonyos kutatasok ezt vitatjadk. A vizsgalt
mutaciok tekintetében az A30P csere soran, a prolin cisz-fransz izomer formainak
lehetséges kialakuldsa miatt egy nagyobb szerkezeti sokasaggal lehet szdmolni; az
E46K glutaminsav-lizin csere pedig mar lokalisan is megzavarja/hatja az
elektrosztatikus kolcsonhatasokat, amennyiben a szomszédos aminosavakat is
figyelembe vessziik ez KEG helyett KKG lesz; ugyanigy az AS3T esetében az alanin-
treonin csere a hidroxil csoportok novekedésével Ujabb H-hid kolesonhatasok
kialakitasat okozhatja, és a kornyezet is VAT helyett VTT-re alakul. Ezek tiikrében
hogyan magyarazhatok a monomer formdkra kapott eredmények? Ilyen, vagy hasonlo
érvelés mennyire allja meg a helyét?

5. Az oligomerek ¢€s amiloidok belsejében levd viz jellemzése milyen modszerrel
lehetséges? Jelen eredményeibdl hogyan kovetkezik a megéllapitds, mi szerint:
,oligomerek és amiloidok képzddésekor a hidrofil aminosavak jelentds része B-reddket
alkot?



6. Az o-szinuklein témakorben a szerkezeti sokasagokat jellemzd eredményei hogyan
egészitik ki az NMR, CD, SAXS, stb modszerek altal nyujtott ismereteinket?

7. Milyen el6zetes ismeretek vannak az 1:1 Bs-timozin ¢és stabilin-2 citoplazmadomén
komplex kialakulasar6l? Mekkora a Ky értéke? Az olvadasi diagramok (26. dbra) nem
kiilonboznek jelentdsen. Mennyire ,,zavarja” egyik fehérje jelenléte a masikat? Egy
koncentracio fliggés, kiilonbozé 1:1 kozeli aranyokndl segitene az eredmények
alatdmasztasaban?

8. Akidolgozott technika segitségével szdmolhat6 a vizmolekuldk aminosavankénti szama
(naa) és a hidratacié (h). Hogy korreldl, vagy korreldltathato-e a kapott érték a
fehérjéknél bevalt, aminosav szekvencia alapjan szamitott SASA (Solvent Accessible
Surface Area) értékkel, ami az oldoszernek kitett feliiletet jellemzi.

9. Eredményei és tapasztalata alapjan egy adott fehérje (globularis, vagy IDP; monomer,
vagy oligomer) aminosavszekvencidjanak ismeretében josolhat6-e, hogy a mozgékony
viz aranya a fundamentalis hdmérséklet fiiggvényében fog-e linearis, négyzetes, vagy

kobos valtozast mutatni?

Osszefoglalva elmondhat6, hogy a szamos felmeriilt kérdéssel, megjegyzéssel egyiitt a felsorolt
tézispontokat 0j tudomanyos eredményeknek fogadom el, €s a doktori miivet nyilvanos vitara
alkalmasnak tartom. Sikeres védés esetén javaslom az ,MTA doktora” cim odaitélését a
Jeloltnek.

Budapest, 2026.02.11. Bodor Andrea, DSc.
egyetemi tanar



