Vélasz Dr. Batta Gyuldnak

Tisztelt Dr. Batta Gyula!

Koszonom gondosan elkészitett biralatat. A biralat részletes figyelmet szentel az alkalmazott
NMR-madszertani kérdéseknek, a spektroszkopiai alapelveknek, valamint az értekezés szerkezeti
és helyesirasi kovetkezetességének.

Az alabbiakban az egyes felvetésekre a dolgozat felépitését kovets sorrendben kivanok valaszolni.
Ahol a biralé altal jelzett hidanyossag vagy pontatlansag fennall, azt elismerem, és ahol sziikséges,
részletesebb magyarazattal egészitem ki az értekezésben foglaltakat. Bizom abban, hogy vila-
szaim megnyugtatdan tisztazzak a felmeriilt kérdéseket.

C. Széles jelli 'TH-NMR mérés és értelmezése

ll. Célkitlizések
... az egybeirds-kiilénirds kérdése sok helyen felmeriilhet.

Az egybeiras-kiiloniras tekintetében a helyesiras.mta.hu Helyesirdsi portalt hasznaltam.
Tehat az MTA ajanlasait kévettem.

A tobbi felvetéssel a redundanciardl és megfogalmazasokrol egyetértek.

IV. Anyagok és modszerek

B. Széles jel(i *H NMR mérések fagyott fehérjeoldatokon (41-43. oldal)
a 42. oldalon nincs olvaddsi diagram, pedig tébbszor is van rd hivatkozds

A 42. oldalon az olvadasi diagram meghatdrozasa szerepel, konkrét példat vagy sematikus
abrat valoban nem tartalmaz; ennek beillesztése indokolt lehetett volna.

lll. Mérési eredmények és értelmezésiik

A. A fagyott fehérjeoldatok altalanos tulajdonsagai (45-46 . oldal)
A potencidlgdt fogalmdra hivatkozik, bar nem volt el6zetesen bevezetve.

A potencialgat fogalmat kdzismertnek tekintettem, ugyanakkor a biralé észrevétele alap-
jan indokolt lett volna annak révid bevezetése.

I. Széles jelii NMR-spektroszkopia elve és részletei (47-49. oldal)
,echosorozat” egybeirds-kiilénirds

A helyesiras.mta.hu Helyesirasi tandcsado portal Kilon vagy egybe? lapja szerint az echo-
sorozat kifejezés egybeirandé.

Il. *H NMR fid-jel és spektrum (50-51. oldal)
A megadott fehérje koncentrdciokbol nyilvanvald, hogy a viz proton koncentrdciéja akdr 4-5
nagysdgrenddel meghaladhatja az oldott anyagokét, amelyek igy nem detektdlhatdk. Vajon a
fehérjék belsejébe keriils ,szerkezeti viz” észlelhet6?
A sztenderd viszonyitasi koncentracioként hasznalt 50 mg fehérje/1 ml viznél az olddszer viz
protonjainak szama kb. 35-sz6r6se a fehérje protonjainak szamanak. A szamaranyok alapjan



nem varhato el a ,szerkezeti viz” észlelése. A , szerkezeti viz” protonjainak FID-je a jégéhez ha-
sonld, vagyis gyorsan lecseng és mint ilyet nem detektaljuk kiilon, illetve az kvazi merev proto-
nok jelét nem vesszik figyelembe. Ezek a ,szerkezeti” vizmolekuldk merevnek tekintheték, min-
ket viszont csak a mozgékony hidratacios viz érdekel.

A Fourier elméletbdl ismert, hogy a FID elsé pontja meghatdrozza a spektrum teljes integrdljdt.
Igazolhatd volt e ez a kisérleteik sordan?

A mérési elv ezen az 6sszefiiggésen alapul, amelyet korabbi kisérleteinkkel is ellendriztiink, €s
megfelelé pontossaginak talaltunk.

A spektrométer technikai holtideje mennyi volt (10 us?)? Hogyan viszonyul ez a jég T relaxdcios
idejéhez?
A technikai holtid6é 10 us volt. A jég T2 relaxacids ideje:

Hémérséklet T (kOzelitd érték)
0 °C (olvadaspont kozelében) | ~1-10 ms

-10°C ~100-300 ps
-20°C ~30-100 ps

-40 °C ~10-30 us

-70°C ~5-15 us

Ahogy hiil a jég, a mozgas (alagutazas, kvazi-folyékony réteg, hibak a racsban) befagy, ezért T
eléri a merev racs hatarat (~—-40 °C alatt mar alig valtozik tovabb).

I. a-szinuklein monomerek 61-69. oldal
1. tablazat, aldirdsban (67. oldal) ,,n(i) értékek” nincsenek a tabldzatban, , potenciadlgatrés” kii-
16n irando

A tablazat aldirasaban az n(i) megjel6lésben az ,,i” valtozot jelent. Ez a valtozo6 adott esetben a
hémérséklet, igy Tia-vel, Trz-mal, és Tr, =1-gyel helyettesitendé.

A helyesirds.mta.hu (Helyesirasi tanacsado portal) — Nyelvtudomanyi Kutatdkézpont ajanldsa
szerint:

A ,potencialgat” fénevet és a ,rés” fénevet egybeirjuk az aldbbi szabaly alapjan:

A két fénévbdl allé — jelletlen birtokos jelzGi vagy jelentésslirité — alarendelS 6sszetételeket
egybeirjuk.

IV. Eltéré polimerizaciofokbal kovetkezd kiilonbségek (76-80. oldal)
taldn helyesen polimerizacios fok?

A polimerizaciés fok lett volna a helyes kifejezés.



V. Irodalomjegyzék (111-123. oldal)
(Mintegy 160-180 hivatkozdst tartalmazhat.)

185 hivatkozast tartalmaz.

1H Széles jelii NMR mérés
»Széles jelli NMR-spektroszkopia a kémiai és biokémiai analizis fontos modszere”
nem elterjedt terminoldgia ,,spin-rdcs és spin-spin relaxdcios rata” helyett sebesség jobb lenne

A sebesség sz6 haszndlata helyesebb lett volna, a rata helytelen anglicizmus.

a 36. oldalon zdrul a bevezetés, utdna jénnek a célkitlizések
»pulzus spektrométer” helyesebben impulzus Fourier spektrométeren
pulzus helyett impulzust kellene irni, mivel a pulzus fogalmdt az orvosok mar definidltéik

A szakirodalomban mind a ,pulzus”, mind az ,,impulzus” kifejezés hasznélatos az angol pulse
megfelelGjeként.
Az NMR-ben ez egy révid, nagyintenzitasu radiofrekvencias gerjesztési jelet jelent, amelynek
id6tartama tipikusan ps-os nagysagrendy.

e ,pulzus" —a hétkdznapi és laboratériumi széhasznalatban elterjedtebb, kdzvetlen atvétel

az angolbdl

e ,Impulzus" —inkabb a fizikai/elméleti irodalomban jelenik meg, magyarosabb hangzasu

Mindkét alak helyes és elfogadott, a magyar NMR-szakirodalomban felvaltva szerepelnek.

a FID fogalma nincs definidlva a réviditéseknél (nagybetiikkel irandé!)

A 42. oldalon ,mért szabad precesszios jelek (free induction decay, fid)” meghatarozas szerepel.
Igen, helyesebb lett volna nagybetiiket hasznalni.

az dbrdkra, tabldzatokra vald hivatkozds a szévegben gyakran hidnyzik vagy tdvoli oldalakon ta-
lalhatdk a hivatkozott informdciok, abrak

Az dbrdk és tablazatok elhelyezése a tartalmi hangsulyok szerint tértént; ugyanakkor a biralé
észrevétele alapjan egyes hivatkozasok kézelebb is elhelyezheték lettek volna.

Tovabbi kérdések és megjegyzések:

1. Hogyan viszonyulnak egymdshoz a szélessdavu és a nagyfelbontdsu NMR dltal szolgdltatott IDP
szerkezetek illetve segithetik-e ezt az AlphaFold (Al) in-silico szamitdsok? A fehérjék kémiai elto-
lédds értékeibdl szamithaté aminosavanként az ,,ASA”, az asszocidlt feliilet, ami az olddszerrel
érintkezik (Wishart, J Biomol NMR (2015) 62:387-401.). Mivel ezek az adatok ismertek lehetnek



a vizsgdlt fehérjékre, taldn korreldlhaték lehetnének a hidratdcios viz mennyiségével, legaldbbis
0 °C feletti h6mérsékleteken?

A szélessavu és nagyfelbontasi NMR egymast kiegésziti — az egyik a szerkezetet, illetve a soka-
sagot, a masik a dinamikat adja. Az AlphaFold IDP-knél korldtozott, de hasznos el8sz(ir6 és mole-
kula dinamikai kiindulépont. Az AlphaFold leginkabb a szerkezet hidnydra ad indikaciot, bar tor-
téntek probalkozasok a szerkezeti sokasagok kiszamolasara (predikcidjara) is, de ezek jobbara
értelmezhetetlenek. Az AlphaFold viszont nem ad informacidt a dinamikdra. Az ASA-hidratacio
korreldcio elvileg megalapozott és kisérletileg tesztelhetd, kilonosen 0 °C kozelében, ahol a viz
dinamikaja lelassul és a korrelacio varhatoan erGsebb.

2. Mit jelent a szakirodalomban nem igazdn haszndlt ,meanderkonformdcié”?

Az 5. oldalon, a ,Jelolések, roviditések és idegen kifejezések jegyzéke” c. fejezetben megadtam a
meanderkonformacié definicidojat mint hurkokkal 6sszekotott B-red6k mintazatat. Az ,,A. Fehér-
jék — altalanos leirds, kémiai kotések és kélcsonhatasok, tipusok” c. fejezetben, a 13-14. oldalon
ennek bévebb targyalasa is megtalalhato.

3. 28. old. ,,az a-szinuklein helikalis oligomer(ek) egyensulyi keverékeként létezik” Lehetne ezt
igazolni nagyfelbontdsu vagy szildard fazisu NMR-el?

A helikalis oligomer jelenléte oldatban NMR-rel nem céfolt, de nem is
kdzvetlen bizonyitott — a meglévé NMR adatok (Fauvet et al. 2012) a
sokasagatlagot tiikrozik, és a kis populacioju, dinamikus oligomer ki-
mutatdsahoz specialis kisérletekre (relaxacié-diszperzid, CPMG, T1,,
esetleg szilard fazisi NMR) lenne sziikség. A jelenlegi ismereteim sze-
rint mindeddig korlatozott szamu (konkrétan egy darab) olyan vizsga-
lat all rendelkezésre, melyben oldat NMR-rel és kémiai keresztko-
tésii tomegspektrometriaval az oligomer a-szinuklein membranhoz
kotstt nagy felbontésa szerkezeti modelljét adtak meg. >

T. Schwarz, A. Beier, K. Ledolter, T. Gossenreiter, T. Hofurthner, M. Hartl, T.
Baker, R. Taylor, R. Konrat. High-resolution structural information of memb-
rane-bound a-synuclein provides insight into the MoA of the anti-Parkinson
drug UCB0599, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 120, 2201910120, DOI:
10.1073/pnas.2201910120 (2023).




Sajndlatos médon nem minden irodalmi hivatkozds érheté el a birdlonak (szemlencsérél, Tompa
K. et al. 2010, a vagy b varians?).

Tompa K. et al. 2010 hivatkozasként a és b bejegyzés is van a dolgozatban: Tompa K, Banki P,
Bokor M, Kamasa P, Racz P, Tompa P. (2010a). Hydration water/interfacial water in crystalline
lens. Exp. Eye Res., 91, 76-84. DOI: 10.106/j.exer.2010.04.005

Tompa K, Bokor M, Tompa P. (2010b). Chapter 12. Hydration of intrinsically disordered proteins
from wide-line NMR. Kényvben: Instrumental Analysis of Intrinsically Disordered Proteins: As-
sessing Structure and Conformation. Wiley Series in Protein and Peptide Science (Szerk.:
Uversky VN, Longhi S.) John Wiley & Sons, Inc., Hoboken, New Jersey, 345-368. oldal. DOI:
10.1002/9780470602614.ch12

41. old. A mérések feltehetéen nem ,,AVANCE Ill NMR-pulzus spektrométeren” , hanem BRUKER
SXP 4-100 spektrométeren téorténtek az irodalmi hivatkozds alapjan (Ez a tézisekben is fel lehe-
tett cserélve? tézis 3. oldal). A késziilék mdgneses terének inhomogenitdsa 2 ppm-nek volt meg-
adva, ami durvdn 200 Hz vonalszélesedést okozhat. Figyelembe vették—e ezt?

A mérések soran ugyanazt a rendszert hasznaltuk, a magnes és a stabilizator mindvégig ugyanaz
maradt, egy id6 utdn a BRUKER SXP 4-100as spektrométert lecseréltiik az AVANCE lll-késziilékre,
de a késziilék magneses terének inhomogenitasa és a tér stabilitdsa nem valtozott. A mérések-
nél a 2 ppm-es inhomogenitas nem volt szamottevs. mert a mért vonalak ennél lényegesen szé-
lesebbek voltak.

47. old. ,mozgékonysaganak kilénboz6ségén alapul. A mozgas itt transzlacids diffuziét vagy ro-
taciot jelent.” A relaxdcio (a FID lebomlidsa) forrdsa a rotdcios diffuzio. A transzldgcios diffuzio
ehhez nem jdrul hozzd. Ez utobbi a kiilbnb6z6 fazisok keveredését okozza.

A transzlacios diffuzié 6Gnmagdban nem okoz relaxaciéot homogén magneses térben. Azonban ha
a tér inhomogén (ami a valdésagban mindig fennall valamilyen mértékben), akkor a diffundald
spinek kiilonb6z6 térerdsségli helyekre keriilnek, és ezaltal kiillonb6z6 Larmor-frekvencidkon
precesszalnak. Ez fazisdekoherenciat okoz, ami felgyorsitja a FID lecsengését.

53. old. Hogyan definidlja a FID félértékszélességét?
A FID félértékszélességéhez a t = 0 idGpontra extrapolalt FID-amplituddt hasznaltam, és az en-
nek felét eléré amplituddérték t = 0-tdl vett tavolsagat vettem félértékszélességnek.

Hibdk vannak megadva a paramétereknél, de a hibaszdmitds részletei nem ismertek. Néha ezre-
léknyi hibdk szerepelnek, pl. 88. old. potencidlgat energia: 5,031(2) ki mol.

Ezt az értéket az olvadasi diagram illesztésébdl kaptam. A paraméterhibak az illesztésbél adod-
tak.

A tiszta vizben és a fizioldgids oldatban mért eredmények voltak-e 6sszehasonlitva?

A kovetkezo cikkeinken voltak ilyen 6sszehasonlitasok:
e Tompa K. et al. 2009 (DSC és NMR mérések; oldoszer: H,O, Tris-puffer)



e Kamasa et al. 2007 (DSC és NMR mérések; olddszer: H,O, NaCl-oldat, Tris-puffer)
e Tompa P. et al. 2006 (DSC és NMR mérések; oldoszer: H,O, NaCl-oldat, Tris-puffer)

70. old. ,vad valtozat koriil Iényegesen t6bb mozgékony hidratacids vizet mériink” szdmszeriien
0.35 >0.31: ez tényleg nagy kiilénbség?

A megadott hibahatarok figyelembevételével a kiilonbség statisztikailag is értelmezhet6nek te-
kinthetd. h(Ea0)" = 0,35(1), h(Ea0)*53" = 0,306(8)

4. tézis pont: , hidratdciosviz” kiilén irando
Igen, kiilon kellett volna irni.

A Jelolt eredményei mennyire korreldlnak az irodalomban taldlhaté nagyfelbontdsu NMR méré-
sekbdl szarmazd szerkezeti megdllapitdsokkal -rendezett/rendezetlen- strukturdk?

A létez6 irodalmi nagyfelbontasi NMR-es eredmények 6sszhangban vannak a sajat eredmé-
nyekkel.

NMR-es irodalom, mely szerint az o~szinuklein oldatban rendezetlen:

1. Kim DH et al. (2020) Salient features of monomeric alpha-synuclein revealed by NMR spectros-
copy. Biomolecules, 10, 428.

2. Schwalbe, M.et al. (2014). Predictive atomic resolution descriptions of intrinsically disordered
hTau40 and a-synuclein in solution from NMR and small angle scattering. Structure, 22, 238-249.

3. Waudby CA et al. (2013) In-cell NMR characterization of the secondary structure populations of a
disordered conformation of a~synuclein within E. coli cells. PLoS ONE, 8, e72286.

4. Bertoncini CW et al. (2005) Release of long-range tertiary interactions potentiates aggregation of
natively unstructured a-synuclein. P Nat/ Acad Sci-Biol, 102, 1420-1435.

5. Chandra S et al. (2003) A broken o-helix in folded o~synuclein. J Biol Chem, 278, 15313-15318.

Ba-timozin rendezetlenségérdl nagyfelbontdasi NMR:

1. Lachowicz, J. l.et al. (2026). Zinc coordination by thymosin B4: Structural determinants and func-
tional implications. Int J Mol Scie, 27, 1740.

2. Xue, B., & Robinson, R. C. (2016). Actin-induced structure in the beta-thymosin family of intrinsi-
cally disordered proteins. Vitamins and Hormones, 102, 55-71.

3. Crockford, D.et al. (2010). Thymosin Ba: structure, function, and biological properties supporting
current and future clinical applications. Ann NY Acad Sci, 1194, 179-189.

4. Domanski, M. et al. (2004). Coupling of folding and binding of thymosin B4 upon interaction with
monomeric actin monitored by nuclear magnetic resonance. J Biol Chem, 279, 23637-23645.

5. Zarbock, J.et al. (1990). Solution conformation of thymosin. beta. 4: a nuclear magnetic reso-
nance and simulated annealing study. Biochemistry, 29, 7814-7821.

A stabilin-2 citoplazmadoménrdl és a Ba-timozinnal alkotott komplexének rendezetlenségérdl
nem talalhato nagyfelbontdsi NMR: csak a sajat kis felbontdasi NMR-es cikkeinket taldltam.
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