Valasz Dr. Banyai Istvannak

Tisztelt Dr. Banyai Istvan!

K6szénom részletes és elmélyiilt birdlatat, igy az értekezés fizikai és kémiai hatterét érint6 kérdé-
seit, valamint a terminoldgiai és szerkezeti megjegyzéseit.

A biralat tébb ponton érint olyan alapvet§ fizikai kérdéseket — mint a relaxaciés mechanizmusok,
a FID-jel illesztésének elméleti megalapozasa, vagy a magnesestér-inhomogenitas szerepe —, ame-
lyek megérdemelt figyelmet kapnak az alabbiakban. Valaszaimban igyekszem az egyes felvetése-
ket kdvetkezetes rendben targyalni, és ahol az értekezés megfogalmazasa pontositasra szorul, azt
egyértelmden jelzem.

A megirt értekezés két Ill. pontot is tartamaz.

Ez elirds a tartalomjegyzékben és a szovegben is. A fejezetek sorrendje jo, csak a szamozas
rossz.
9.0. egy vizmolekula sokszoros kapcsolata helyett a sokféle helyesebb lenne

A leginkabb ,sok, kiilonféle kapcsolata” lett volna a helyes megfogalmazas.

16.0. 4. dbra a ,koaleszkalas” helyett az 6sszeolvadast, de az asszocialddast is valasztanam.

Az 5. oldalon a ,Jel6lések, roviditések és idegen kifejezések jegyzéke” c. fejezetben meg-
adtam a sz0 jelentését, mint aggregal, 6sszeall.
16. o. ,,tdmbvizfazis”-sal valé kdlcsonhatas nem igazan magyaros, a ,,tombfazisban 1évé vizzel”
helyettesiteném.

Az eredeti megfogalmazast a pontossag érdekében tartottam meg, ugyanakkor a biralo
altal javasolt forma nyelvileg valéban goérdiilékenyebb.
19. oldal: eddig jérészt a felszin sz6t hasznalta a fehérje tombfazissal érintkez6 részére, de itt

megjelenik a feliilet sz6. Ez fizikai-kémiai értelemben helytelen.

Ennél a definicidnal ez a helyes kifejezés, mivel a definicidban egymassal érintkezé mak-
roszkopikus fazisok felszinérdl van sz6. Mikroszkopikus esetben —ha molekuldkrél van sz6 - sok-
kal inkabb fellletrél beszélhetiink.

21.0. A 4. sor alulrdl az életem leghosszabb mondata, amit valaha olvastam.

A mondat valdban tul hosszu, és célszer( lett volna tébb részre bontani. Mentségemre
szdljon, hogy a), b), ¢), d), e), f) részekre van tagolva.



33.0. 8. sor Nagyon nehézkes mondat. A magnesek nem eredményeznek frekvenciakat.

A magneses tér nagysagabol kovetkezik a rezonanciafrekvencia nagysaga. Az ,,eredmé-
nyez” nem szerencsés szohasznalat. Inkabb azt kellett volna irni, hogy ekkora proton frekvencia-
val jarnak.

A kis magneses ter(i és a széles jeli NMR szinonima? Miért?

A "kis tér = széles jel" 6sszefliggés elsGsorban a felbontdsra vonatkozik (ppm-skalan), nem
feltétleniil a fizikai T>-re. Kivétel a CSA-dominalt relaxacio, ahol nagy magneses térben a jelek
Hz-ben is szélesebbek lehetnek: 1/T2(CSA) o« Bo?. A két kifejezés nem tekinthetd szinonimanak; a
dolgozatban azonban helyenként kozelit6 értelemben szerepelnek. Az egy masik kérdés, ahogy
a dolgozatban leginkdbb ,nem nagyfelbontasu NMR” jelentésként ugyanolyan értelemben hasz-
naltam.

34. oldal 2. bekezdés A relaxacids rata a T1/T» aranyt jelenti? (Ugyanitt aktivacids energia he-
lyett aktivalasienergia irandd.) Hogyan kapcsolddik ehhez az aranyhoz az aktivalasi energia?
Milyen kovetkeztetést lehet levonni az aranybdl?

A relaxacios rata kifejezés alatt az 1/T1 és 1/T2 mennyiségeket értettem. Tehat nincs sz6 a
T1/T, aranyrol.

Az ,aktivalasi energia” és ,aktivacios energia” kifejezések a szakirodalomban szinonima-
ként hasznalatosak.

A 34. oldal utols6 mondata fizikai jelentésére és magyardazatdra vagyok kivancsi. Hogyan ad a
relaxacios komponens aktivalasi energiat, és hogy jon ehhez a transzlacios diffuzié?

A részletes levezetést az idézett irodalom tartalmazza; réviden 6sszefoglalva™:

A longitudinalis és a transzverzalis relaxacids sebesség (R1 és Ry) igy irhatd fel homogén mintara:
R, =viof 1, /(1 + witd), illetve R, = y{(081y + 027,/2(1 + w’1?)), ahol ¥; a hidrogén gi-
romagneses hanyadosa. A 7, atlagos ugrasi id6 az Arrhenius 6sszefliggést koveti: 7, =
T40€Xp(E/RT), ahol az E a molekuldris mozgas aktivacids energidja, R pedig a molaris gazal-
landé. Felidézend6 a transzverzalis relaxacids fliggvény érvényes valtozata inhomogén magne-
ses terekben és olyan mintakra, melyekben a rezonans magok transzlacios diffuzidja nem elha-
nyagolhatd. Egytengely(i magnesesindukcio-gradiens (9B/dz) esetén M,(n2t) =
Moexp[—F((aB/aZ),D, 13)]exp[—{nZT}R2], ahol t = n2t a CPMG-sorozat gerjesztd pulzusai
kozott mért id6 21 egységekben és az els6 exponens a térgradiens, valamint a D diffuzids al-

lando F fliggvénye. A D diffazids allando a transzlacids diffazidra jellemzé.
* Tompa K. et al. (2010). Hydration water/interfacial water in crystalline lens. Exp Eye Res, 91, 74-84.

A 35. oldalon emliti a tiszta j6 min&ségl viz alkalmazasat. Ez fontos, de mennyire vihetd at igy a
gyakorlatba a kapott eredmény, hiszen a fehérjék bioldgiai folyadékokban vannak. Igényel-e ez
az atvitel tovabbi megfontolasokat, kisérleteket?



Kisérleti tapasztalataink alapjan az eredmények jol atvihetdk (Id. itt megadott irodalom). A
sima vizes oldathoz képest lényegi kiilonbség csak nagyon sok kiilénb6z6 oldott anyagot tartal-
mazé, ,crowded” oldat esetén varhato. Tobb kisérletet is végeztiink fizioldgias koncentracioju
(150 mM) NaCl-, illetve pufferelt ilyen oldaton és ezek feloldott fehérjét is tartalmazo valtoza-
tain. A fehérjéket hidratalé viz ugyanolyan viselkedést mutatott mint a desztillal vizes oldatban,
de ekkor nem kellett a fehérjén a kiviili t6bbi oldott anyag hatasaval szamolni. A legt6bb biologi-
ailag relevans mérés a pufferelt (pH 7.4) fizioldgias (150 mM) NaCl-oldatban tortént.

e P.Tompa et al. 2016 (DSC és NMR mérések; oldészer: H,0, Tris-puffer)

e Baldzs et al. 2009 (NMR mérések; olddszer: Tris-puffer)

e Tompa K. et al. 2009 (DSC és NMR mérések; olddszer: H,0, Tris-puffer)

e Kamasa et al. 2007 (DSC és NMR mérések; olddszer: H,0, NaCl-oldat, Tris-puffer)
e Tompa P. et al. 2006 (DSC és NMR mérések; olddszer: H,0, NaCl-oldat, Tris-puffer)

Tris-puffer = 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH=7,0

41. o. Mit jelen a 10°° rész a stabilitasban, illetve a 2 ppm a tér az inhomogenitasaban?

A 10 rész a stabilitasban azt jelenti, hogy a magneses tér frekvencidjanak hibaja maxi-
mum ennyi lehet. Ha az NMR tér inhomogenitasa 2 ppm, akkor a minta térfogatan beliil a mag-
neses tér er6ssége relative 2:10°-od résszel térhet el a névleges értéktél.

Mi okozza a 20 ms-os fid hosszat a tombfazisa viz esetén? Masodperces nagysagrend(inek mér-
jik mi 20 MHz-en a desztillalt viz relaxacios id6allandojat.

0 °C alatti fehérjeoldatban a 20 ms-os FID-hossz tombfazisa viz esetén azt jelzi, hogy a
témbfazisu viz valdjaban fagyott, de kis méret( jégkristalyokat tartalmaz, amelyek relaxacios tu-
lajdonsagai a tiszta folyékony viz (1-3 s) és a nagy jégkristalyok (10-100 ps) koz6tt helyezkednek
el. A fehérjék jelenléte megakadalyozhatja a nagy kristalyok kialakulasat, igy kis, mobilis hatarfe-
liletekkel rendelkezd jégtartomanyok képz6dnek.

Mi az elméleti alapja a fid Gauss fiiggvények 6sszegével valé illesztésnek a nulla idére valé
extrapolacio esetén? Vagy az semmiképpen nem alternativa?

Altalaban Gauss-gorbe alaku vonalalak talalhatéak szilard anyagokban. Lorentz-gérbe
alaku vonal figyelheté meg, ha figyelemre mélté mozgasi keskenyedés van, pl. folyadékokban
(Fukushima 1981).

A FID akar nyujtott exponencialis vagy kellden mozgékony esetben Lorentz-gorbével is ext-
rapoléalhato lenne és ez elméletileg jol megalapozott az irodalomban, de a Gauss-gorbék 6ssze-
gével torténd illesztés kell6en rugalmas és matematikailag jol visszaadja a mért gorbe alakjat,
egyszer(ibb, praktikusabb, jol hasznalhatd, féleg révidebb, de jég és fehérje FID-jének lefutasa-
nal hosszabb id6tartomanyban: 100-150 ps <t <1 ms).



Mi az elénye a fid jelek észlelésének a CPMG modszerrel mért ekhé intenzitasok megfigyelése
helyett?

A FID-jel hasznalataval a szamos inherens hibaforrassal terhelt spektrumintegralas elkeriil-
het6. A FID-jel és a CPMG-echo sorozat valaszfiiggvények alapvetéen kilonbozéek (Slichter
1990). ,Mozgasi atlagolas” (mozgas: transzlacios difflizié vagy rotdcid) vagy masként fogal-
mazva, inhomogén lokalis tér sziikséges a CPMG-echo |étrehozasahoz, mig a FID-jel a minta min-
den H magjardl tartalmaz informacioét, fliggetleniil mozgasi allapotuktdl. Egy nem mozgékony
(merev) protonrendszer, melyre a dipdlus-dipdlus kélcsénhatas nem nulla, nem ad CPMG-echo-
kat (Slichter 1990). Ezek a jelenségek nyujtjak az elméleti hatterét a mozgékony és nem mozgé-
kony hidrogénatomok szétvalasztasanak. Mindkét maédszert hasznaljak a mozgékony hidrogén-
komponensek meghatarozasaban.

e Fukushima, E. 1981. Experimental Pulse NMR - A Nuts and Bolts Approach. irta Eiichi Fukushima,
elsd kiadas. CRC Press, Boca Raton

e Slichter, C. P. 1990. Principles of magnetic resonance, 3-ik bévitett és frissitett kiadas, 1. kotet.
Springer Verlag, Berlin.

A 47. oldalon azt allitja, hogy a mozgékony vizfrakciék megkiilonboztetése ,,...a benniik foglalt
hidrogén atommagok mozgékonysdgdnak kiilbnb6zéségén alapul.” Ez a megallapitas nem he-
lyes, mert a relaxacié a vizmolekula rotacios korrelacids idejével kapcsolatos, ahogyan azt a ko-
vetkezd mondatban helyesen megallapitja.

A ,mozgékonysag” kifejezést 6sszefoglald értelemben hasznaltam, amely magaban fog-
lalja a rotacios és — kozvetett hatdasokon keresztiil — a transzlacids mozgast is. Az NMR relaxacio
valoban elsGsorban a rotacids korrelacids id6héz (tc) kotédik a dipdlus-dipdlus mechanizmuson
keresztiil, ahogy azt a sz6vegben kifejtettem. A transzlacids difflizié kézvetetten, az atlagos mo-
lekulakozi tavolsagok és a dinamikus kérnyezet valtozasan keresztiil hat. A két mozgastipus em-
litése nem ellentmondads, hanem a teljes kép bemutatasa.

Mit ért magspinpolarizacié bomlasan? (47. o. utolsé bek.).

A magspinpolarizacié bomlasa (nuclear spin polarization decay) azt a folyamatot jelenti,
amikor a magneses térben létrehozott nem-egyensulyi spinéllapoteloszlas visszatér a termikus
egyensulyba. A fagyott fehérjeoldatban mozgékony hidratacids viz polarizacidjanak bomlasa T1
és T (illetve T2*) relaxacion keresztiil torténik. A spin-spin relaxaciénal a révidebb relaxacids idé
(gyorsabb bomlas) a fehérjéhez vald erGsebb kotottséget jelez. Ezenkiviil a spin-spin relaxacios
id6 kiilonbségei alapjan kiloboztethet6 meg a jég, a fehérje, és a mozgékony viz FID-kompo-
nense.



III

A 48. oldalon irja, hogy a faziskoherencia elvesztése , energiaatadassal” jar. Kérem, ismertesse

ennek részletes magyarazatat!

A transzverzdlis relaxacidhoz kapcsolt energiaatadas a kélcs6nhaté magspinek kézotti fo-
lyamat - ez Slichter terminoldgiajat koveti (Slichter 1990). Ez nem a racsba t6rténd energiadisszi-
pacio (az a T, folyamat), hanem a dipolarisan vagy J-csatolassal kélcsdnhaté spinparok kozotti
kolcsonos flip-flop, amely meg6rzi a Zeeman-energiat, de véletlenszer(ivé teszi fazisokat. A mak-
roszkopikus faziskoherencia elveszik, mikdzben a spinrendszer belsé energiaja atrendez6dik.

Az 52. oldalon hivatkozza a 42. oldalon (nem) talalhaté olvadasi diagramot.

A 42. oldalon az ,,olvadasi diagram” fogalmanak meghatarozasa talalhatd. Erre t6értént az
utalas, nem pedig az egyik abrara.

Az 53. oldalon bevezeti a vizmolekuldk naa aminosavankénti szamat a kévetkezd képlettel:
- Mfehérje MVI’Z
naa = | Myqz - M, /(mfehérje t My )

Kérem, mutassa be a képlet levezetését, ugyanis azt gondolom, hogy valahol szerepelnie kell a
fehérjét alkotéo aminosavak szamanak is.

A képlet a dolgozatban a kévetkezd formaban szerepel:
_ fehérje viz
naa =mn -\ My, - Mr /(mfehérje ' Mr
A képletben a tort el6tt szerepl6 n jeloli az egy fehérjemolekulat alkoté aminosavak szamanak
reciprokat. Ez a képletbdl a biradlatban lemaradt, de a dolgozatban szerepel. A dolgozatban expli-
cit meg kellett volna adni n jelentését, ez sajnos elmaradt. Az n paraméter ilyen jelentése mel-
lett tényleg a vizmolekuldk aminosavankénti szamat adja meg az naa paraméter.

A 60. oldalon szerepl6 megallapitas magyarazatat kérem, azaz milyen termodinamikai szem-
pontbdl kiilonbo6z6ek az egyes a-szinuklein pontmutansok?

»Kutatasunk az adott hémérsékleti energianal eltéré polimerizaciéjuy, illetve eltéré mutaci-
6ju valtozatok korili hidratacids viz mozgasara vonatkozd potencialgat-eloszlas vizsgélatara ira-
nyult (Bokor et al. 2022, Tompa K. et al. 2015, 2013, 2012, 2010a).” Vagyis az eltérd a-szinuklein
pontmutansok a hidratviz mozgasat meghatarozo potencialgat-eloszlas tekintetében, azaz ebbél
a termodinamikai szempontbdl kiilénboznek. A kiildnbségeket részletesen ki lehetett volna fej-
teni a dolgozatban is.



Itt kérdezem meg, hogy a vad tipusi fehérje azonos a természetes vagy nativ fehérjével?

A ,vad tipusi” (wild type) a nem mutalt szekvenciat jel6li, mig a ,,nativ” a fehérje sejtben
dominans, funkcionalis szerkezeti dllapotara utal; a két fogalom nem minden esetben azonos.
Ezek a kifejezések jelen esetben szinonimaknak szamitanak.

A 78. oldalon irja, hogy ,, Tovabbd, hogy a vadtipusnak és az A53T mutdnsnak az oligomer—mo-
nomer, illetve amiloid—monomer olvaddsidiagram-kiilnbségei szembetiin6en konzekvens vi-
szonyt tlikr6znek (24. dabrac, d. abra) (sicc).

Helyesen (24c. és d. abra).

mit jelent a "konzekvens viszony” két diagram kozott?

A megfogalmazas pontositdsa indokolt; itt arra akartam utalni, hogy a két diagram lefutasa
hasonlé trendet mutat.

A jeldlt nagyon ugyel az idegen szavak elkeriilésére a magyar nyelv(i értekezésben, de a 84. ol-
dalon szerepl6 ,moonlighting” fehérje még bioldgus kollégdimnak is fejtérést okozott. Ez a tobb-
funkcids fehérje lehet, azaz olyan, amelyik tobbféle szerepet tolt be az bioldgiai rendszerekben.

A 30. oldalon megadtam a moonlighting fehérjék definiciéjat, mint olyan ,fehérjék, me-
lyekben egy polipeptidlanc egynél tobb fizioldgiailag 1ényeges biokémiai vagy biofizikai funkcidt
lat el (Jeffery 2018, 2003, 1999)”. A , Jel6lések, roviditések és idegen kifejezések jegyzéke” c. fe-
jezetbe sajnos nem illesztettem be ezt a meghatarozast. Magyarul leginkabb tébbfunkcids fe-
hérjének lehet forditani.

Foglalja 6ssze néhdny mondatban, mik azok az eredmények, amiket mds médszerrel nem le-
hetett elérni?

Uj megoldasokat vezettem be fagyott fehérjeoldatok széles jelli *H NMR spektroszképiai jellem-
zésére és ezeket rendezetlen fehérjéken sikerrel alkalmaztam. A két vizsgalt fehérjecsoportot
olvadasi diagramok részletes és sokrétii értelmezésével jellemeztem. Az oligomerek, amiloidok
és a Ps-timozin—stabilin-2 citoplazmadomén komplex atrendez6dnek amikor Iétrejénnek alkotd-
ikbdl. Ezt azzal bizonyitottam, hogy az olvadasi gérbék nem egyenlék az alkotd fehérjék egyedi
olvadasi diagramjainak 6sszegével. Azonositottam a masodlagos koétéstipusokat. Kiszamitottam,
hogy a Bs-timozin és stabilin-2 citoplazmadomén fehérje komplexet alkotd fehérjék szabad alla-
potukban tobb mozgékony hidratacids vizet kétnek, mint a komplex.
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