Vélasz Dr. Bodor Andreanak

Tisztelt Dr. Bodor Andreal

K6sz6ném alapos és részletes birdlatat. Szakmai észrevételei és a megfogalmazasokra vonatkozo
javaslatai egyarant rendkiviil hasznosak voltak szamomra. A biralat szamos pontjan rakérdez az
alkalmazott médszertan és a mérési eredmények mogotti fizikai 6sszefliggésekre, amelyeket az
aldbbiakban igyekszem pontosan és részletesen megvdlaszolni.

A megfogalmazasbeli észrevételeket kdszonettel fogadom, és az egyes pontokban jelzett helyes-
frasi, terminoldgiai kérdésekre is kitérek valaszaimban. Remélem, hogy az alabbi magyarazatok
meggy6z6en aldtdmasztjdk az értekezésben bemutatott eredmények érvényességét és az alkal-
mazott mddszertan megalapozottsagat.

A megfogalmazdsokkal kapcsolatos észrevételek/javaslatok.

A megfogalmazasokkal kapcsolatos észrevételek tobbségével egyetértek; az aldbbi pont-
ban azonban pontositast teszek: ,25. dbra naa — hibas lehet, hiszen az egy pozitiv szam.” — Az
naa paraméter — mint mozgékony vizmolekuldk szdma aminosavegységenként — pozitiv meny-
nyiség, az adott abran azonban két naa—érték kiilonbségét adtam meg (Id. dbraszbéveg). A ki-
I6nbség negativ értéket is felvehet.

Valasz a kérdésekre:

1. Milyen impulzusszekvencidt haszndlt, milyen paraméterezéssel, a hémérséklet fliggvé-
nyében milyen paramétereket vdltoztatott, hogy vette figyelembe a relaxdacios id6 érté-
kek vdltozdsat? Ugyan a dolgozatban erre nem fokuszal, de hogy vdltoznak a relaxdcios
id6k értékei a tanulmdnyozott hémérséklettartomanyban? A kiértékelés sordn az extra-
poldcio miért Gauss fliggvények dsszegével torténik, és hogyan?

A mérések soran egyszer( FID-jelek keriiltek rogzitésre, ezért az alkalmazott ,,impulzus-
szekvencia” egyetlen n/2—es impulzusbdl allt. A dolgozat (42. oldal) rogziti a jellemz6 id6-
skalakat: 2 ps—os pulzushossz, 10 us—os spektrométer—holtidé, a mozgékony hidrataciés
viznek megfelel6 FID hossza néhany 100—1000 ps, a témbvizé ~20 ms. A magnesezettsé-
get a 90°—os pulzus hosszara és a nuklearis szuszceptibilitdas h6mérsékletfiiggésére nor-
malizaltam. A mérések ismétlésének slir(iségét valtoztattam, hogy mindig legalabb 5xT;
legyen a két éppen mért jel kozott eltelt id6.

A Gauss—fiiggvények 6sszegével vald t = 0—ra torténd extrapolacio fizikai indoka a kovet-
kezd: a fagyott mintaban a jégben és a fehérjében 1évé '"H-magok rendkiviil rovid T
idejd, gyorsan lecseng6 FID-komponenst adnak, ezek intenzitdsa nem képezte az elem-
zés targyat. A mozgékony hidratacids viz komponense lassabban cseng le (Lorentz—alak).



A jég + fehérje és a mozgékony viz komponens a T, értékiik tobb nagysagrendnyi kiilonb-
sége miatt jol elkiilonil (14. dbra, 50. oldal), és az extrapolacié a lassan lecsengd, mozgé-
kony vizkomponens t = 0 értékét adja, ami aranyos a mozgékony vizmolekulak szamaval.
E jelkomponens extrapolaciojat csak a rovidebb id6kho6z tartozé részének Gauss—gobék
(maximum harom) 6sszegének illesztésével végeztem, mivel ez az eljaras megfeleld il-
leszkedést biztositott a mért jelalakhoz.

A relaxdcios id6ket illet6en: a dolgozat nyiltan kozli (48. oldal), hogy ,Ez a dolgozat nem
tartalmaz relaxacios id6é méréseket.” A dolgozat modszere a FID amplitudéjanak kozvet-
len mérésén alapul. A korabbi, csoportbdl szarmazé mérések (Tompa K. et al. 2010, Bo-
kor et al. 2005) ugyanakkor megmutattak, hogy rendezetlen fehérjék esetén a legerdseb-
ben kotott hidratacids viz aktivalasi energidja 50%—kal nagyobb, mint globularis fehérjék-
nél, és a korrelacios id6k nagysagrendekkel eltérnek.

A dolgozatban nem részletezi, de a méréseket egy alkalommal végezte el? A reprodukdl-
hatdsdg tekintetében, a mérések ismétlésekor minden lehiités sordn ugyanazok lesznek
fagyott mintdban a konformer dllapotok? Mekkora lehet az igy meghatdrozott naa érté-
kek szordsa?

Az NMR méréseket desztillalt vizben oldott fehérjékkel, mas oldott anyagtél mentes ol-
datban, harom azonos, egymastol fliggetleniil készitett mintan végeztiik el. Miutan a
megismételt, kiilonb6z26 id6pontokban preparalt mintakon végzett mérések azonos
eredményt hoztak, ezek alapjan megallapithaté, hogy minden leh(ités soran a fagyott
mintdban azonos konformer allapotok reprodukalhaték. Az igy meghatarozott naa érté-
kek szorasa a Ps—timozin, stabilin—2 CTD, és komplexiik h6mérsékletfiiggetlen naa—tarto-
manyan:

fehérje teljes N | atlag | szoras
Bs—timozin 7 0,67 | 0,05
stabilin-2 CTD | 5 0,49 | 0,02
komplex 5 0,74 | 0,08

A liofilizalt fehérje is tartalmaz vizet, vdltozo mennyiségben. Hogyan vette ezt figye-
lembe, tortént-e mds modszerrel koncentrdcio meghatdrozds, esetleg tébb, kiilénb6z6
expresszio sordn készlilt minta mérésével is ellendrizte ezt? Az a-szinuklein monomer
mintdk készitésekor azt irja, hogy ,,a folyamat sordan képz6détt oligomerek(et) eltavolitot-
tak.” llyen koncentrdcio viszonyok mellett nem lehetséges egy idében kialakulé monomer
— oligomer egyensuly, ami az oligomerek ujra képzédését teszi lehetévé? Hogyan lehetne
errél megbizonyosodni?

Az NMR és DSC mérésekhez a mintdk elkészitése soran a liofilizalt vad tipusu, valamint az
A30P, E46K, A53T a-szinuklein variansok tomegét tovabbi tisztitas nélkiil meghataroztuk.



Tobb, kiilénbdz6 expresszid soran késziil minta széles jeli NMR mérésével ellendriztiik a
liofilizalt mintak viztartalmanak esetleges valtozasat.

Az oligomer képz6dés viszonylag lassu, vagyis a jo par oraig eltarté tisztitasi folyamat
alatt képzddnek oligomerek. Ezutan a mintat rogton lefagyasztjuk és aztan liofilizalasra
kerl, tehat itt mar nincs komoly oligomer képz6dés. Ezt alatamasztja, hogy az olvadasi
diagram mérése —70 °C és +25 °C k6z6tt, melegités kézben tortént, és a szobahémérséek-
letre visszamelegitett minta FID-jele minden esetben a kiindulasihoz képest valtozatlan
maradt. Ha k6zben szamottevé oligomer képz&dott volna, ez varhatéan detektalhato val-
tozast eredményezett volna az olvadasi diagram alakjaban, kiilon6sen a globularis jellegi
oligomerekre jellemz6 széles hémérsékletfiiggetlen szakasz megjelenéseként. Ennek hia-
nya arra utal, hogy a monomer preparatumban az oligomer ujraképz&dés mértéke elha-
nyagolhato volt.

Az a-szinuklein szerkezeti hajlamait szdmos technikdval vizsgdltak. Nativ, monomer dlla-
potban ez egy rendezetlen fehérje — szerencsésebb lett volna egy irodalombdl elérhetd
ilyen szerkezeti sokasdgot bemutatni a 9. dbrdn. Micella jelenlétében beszélhetiink hélix
kialakuldsrol, ugyan bizonyos kutatdsok ezt vitatjdk. A vizsgalt mutdcidk tekintetében az
A30P csere sordn, a prolin cisz-transz izomer formdinak lehetséges kialakuldsa miatt egy
nagyobb szerkezeti sokasdggal lehet szémolni; az E46K glutaminsav-lizin csere pedig mar
lokdlisan is megzavarja/hatja az elektrosztatikus kélcsénhatdsokat, amennyiben a szom-
szédos aminosavakat is figyelembe vessziik ez KEG helyett KKG lesz; ugyanigy az A53T
esetében az alanin-treonin csere a hidroxil csoportok névekedésével ujabb H-hid kélcsén-
hatdsok kialakitasdt okozhatja, és a kérnyezet is VAT helyett VTT-re alakul. Ezek tiikrében
hogyan magyardzhaték a monomer formdkra kapott eredmények? llyen, vagy hasonld
érvelés mennyire dllja meg a helyét?

A biralé altal felvetett szerkezeti érvek (A30P cisz—transz izomerizacié, E46K KEG>KKG,
A53T VAT->VTT) lényeges lokalis szerkezeti kbvetkezményekre mutatnak ra. A dolgozat
maga is targyalja ezeket az 6sszefiiggéseket (100-101. oldal), és az eredmények konzisz-
tensek a felvetett érvekkel:

Az E46K mutans olvadasi diagramja egyedi, két allandd szakaszt mutaté lefutast mutat,
ami két diszkrét potencialgattal jellemzett viztipusra utal. A KEG->KKG valtozassal jaré
két egymas melletti pozitiv toltés (KKG) lokalisan megmerevedett, elektrosztatikusan fe-
sziilt struktirat eredményez, ami a hidratacids viz kétféle kotési madjaban tiikrozédik. A
dolgozatban is megallapitom, hogy ,,az E46K mutacid altalaban a vad tipushoz képest
megndvekedett merevséggel tarsul. Kisebb rugalmassaghoz vagy nyitottsaghoz vezet,
mert hajlamos stabilizalni specialis konformaciékat.” (100. oldal). A stabilizalt specialis
konformacié a KKG szekvencia kdvetkezménye.

Az A30P esetén a prolin cisz—transz izomerizacidja valéban nagyobb konformacios soka-
sagot jelent. Az, hogy eredményeim szerint az A30P kevesebb vizet két, mint a vad tipus,



a prolin csokkent H—ko6tés donor tulajdonsagaval és a konformacié megvaltozott hidrata-
cios geometriajaval magyarazhato.

Az A53T mutans a mérések szerint a legnyitottabb és legjobban hidratalt valtozat, 6ssz-
hangban azzal, hogy a mutdcidval bevitt treonin uj hidroxil csoportja uj H—kotési lehetd-
ségeket teremt, a fehérje nyitottabb konformaciot vesz fel, ami fokozott aggregacids haj-
lamaval is 6sszefligg (101. oldal). A biral6 érvelése tehat 6sszhangban van a kapott ered-
ményekkel; az E46K < A30P < vadtipus < A53T nyitottsagi és hidratacios sorrend a dolgo-
zatban is megjelenik.

Az oligomerek és amiloidok belsejében levé viz jellemzése milyen mddszerrel lehetséges?
Jelen eredményeibdl hogyan kévetkezik a megdllapitds, mi szerint: ,,oligomerek és amiloi-
dok képzddésekor a hidrofil aminosavak jelentds része 8-redéket alkot”?

Az oligomerek és az amiloidok belsejében [évé viz vizsgélatara tobb kisérleti és elméleti
maddszer all rendelkezésre; a legfontosabbak roviden:

a) Szildrd fazisi NMR — *H—'H NOE és ROE mérések: A fehérjén beliili vizmolekulak azo-
nosithaték intermolekuldris NOE keresztcsucsok alapjan: A fehérjeprotonok és a belsé viz
protonjai kozott fellép6 dipdlus—dipdlus kdlcsonhatas keresztesticsot ad a 2D NOESY
spektrumban; negativ NOE keresztcsucs (nagy fehérjékre jellemzg): a viz kotott, mozgdasa

lassu, pozitiv NOE: gyorsan cserélddé, felszini viz; *H Ty és T1, relaxdcio szildird NMR—ben:

a belsé viz a fehérje—matrixtdl eltérd Tip értékeket ad (T1pPe!s0 Viz « Ty felszinoiviz) yalamint

a relaxacids idék hémérsékletfiiggésébdl az aktivalasi energia meghatarozhatd, ami a ko-
tési energiara utal; 2H szildrd allapotd NMR (nehéz viz): D.O-val cserélt mintaban a 2H

" vonalalak koézvetleniil érzékeny a vizmozgasra, a kot6tt (immobil) viz széles Pake—dublet-
tet ad, a mozgékony viz pedig keskeny csticsot.

b) QENS — az elasztikus inkoherens struktura faktor (EISF) az immobilis viz aranyat adja. a
kvazi—elasztikus kiszélesedés pedig a mozgés sebességére utal. Erzékeny a fehérjék belsé
vizmennyiségének dinamikdjdra. Segitségével meghatarozhaté a viz diffizids sebessége
és korrelacios id6. Nem csak a viz mennyiségét, hanem annak mozgasat is képes jelle-
mezni.

c) Réntgendiffrakcié — Nagy felbontésu kristalyszerkezeteknél (~1.5-2.0 A) a belsd viz-
molekuldk pozicioi lathatdk az elektrons(irliség—térképen: A belsd viz Debye—Waller fak-
tora alacsony, mert merev és kotott. Neutrondiffrakcio — A hidrogénatomok (és a D,0O—
val cserélt pozicidk) kdzvetleniil lathatok, vagyis a belsd viz H—kétési haldzata feltérké-
pezhetd.



6.

d) Molekuladinamikai szimuldcié (MD) — Az amiloid fibrillumok MD szimulaciéi megmu-
tatjak, hogy a B—red6 rétegek kozé ~1-3 vizmolekula réteg zarhato; a belsé viz cseréjé-
nek kinetikaja (belépési/kilépési sebesség) szimuldlhatd; a Hazy et al. (2011) cikkben Iév6
MD szimulacié megmutatta, hogy a széles jelii NMR eredmények az elsé hidratacids héj-
nak felelnek meg.

e) HDX—MS (hidrogén—deutérium kicserél6dési spektroszkdpia — tomegspektrometria) - A
lassan cserél6dé NH-csoportok a fehérje belsejében vannak és a belsé viz hozzaférhet6-
ségét indirekt médon jelzik.

f) DSC (differential scanning calorimetry) - A belsé viz olvadaspontja alacsonyabb 0 °C-
nal. A kalorimetrias gorbe kiterjedtebb olvadasi csticsa jelzi a kotott (bels6) viz jelenlétét.

Az a-szinuklein témakérben a szerkezeti sokasdgokat jellemzé eredményei hogyan egé-
szitik ki az NMR, CD, SAXS, stb mddszerek dltal nydjtott ismereteinket?

Az alkalmazott széles jeli NMR mddszer kézvetleniil méri a fehérje—viz hatarfellilet moz-
gékony vizének a mennyiségét és az ennek mozgdsat akadalyozé potencialgatak energia-
eloszlasat. A felsorolt mddszerek egyike sem méri a hidratacios réteg energetikajat és a
mozgékony hidratacios vizmolekulak szamat. A mddszer érvényességét aldtamasztja,
hogy a vad tipusu a~szinuklein monomer koériili mozgékony vizmolekuldak szdma az Eap <
E. < E; 1 potencidlgat-tartomanyban egyezik a molekuladinamikai szimulacidk alapjan a
vad tipusu és az A53T a-szinuklein monomerek elsé hidratacios rétegével (Hazy et al.
2011), igazolva, hogy az els6ként mozgékonnya valé hidratacios viz mennyiségileg elég
ahhoz, hogy minden lehetséges hidrogénkotést megvaldsitson a fehérjével.

Az oligomerképz6 fehérjéknél a , hidratacids ujjlenyomat” alapjan azonosithato, hogy a
monomer — oligomer — amiloid polimerizacié soran hogyan valtozik az olddszernek
hozzaférhet6 felszin, ez a szerkezetképzés termodinamikajardl ad kdzvetlen, kvantitativ
adatot.

Milyen elézetes ismeretek vannak az 1:1 84-timozin és stabilin-2 citoplazmadomén komp-
lex kialakuldsarol? Mekkora a Kq értéke? Az olvaddsi diagramok (26. dbra) nem kiilénbéz-
nek jelentdsen.

A dolgozat ,,C. Ba-timozin, stabilin-2 citoplazmadomén és 1:1 komplexiik” fejezetében az
els6 mondatban irom, hogy , nincs jol-dokumentalt, kézvetlen kdlcsénhatas a Bs-timozin
és stabilin-2 citoplazmadomén kozott” (84. old.). Azéta sem jelent meg errdl dj informa-
cio. A kinetikai paramétereket bioréteg interferometria (BLI) mérésekkel (Tantos et al.
2013) hataroztuk meg, Kp = 2,8 mM — a kétés rendkiviil gyenge.



»Mennyire ,zavarja” egyik fehérje jelenléte a mdsikat?”

A komplex képz6&dése a stabilin CTD olddszernek hozzaférhet6 felszinének szamottevé
elvesztését eredményezi, és fuzzy kélcs6nhatdsra utal. Az egyedi fehérjék olvadasi diag-
ramjainak stlyozott 6sszege erésen kiilénbozik a mért komplexétdl (30. és 31. abra, 92—
93. oldal). Az 5,40-5,70 k] mol™ potencialgat-tartomanyban az 6sszeg nagyobb a komp-
lexen mértnél, és a kiilénbség értéke naa = 0,20(1), azaz 19(1) vizmolekula/komplex sza-
badul fel az 6sszekapcsolédaskor.

Egy koncentrdcio fiiggés, kiilbnbéz6 1:1 kézeli aranyokndl segitene az eredmények aldta-
masztdsdban?

A koncentraciofliggé mérések (kiilonb6z6 aranyoknal) tovabbi megerdsitést nydjthatna-
nak.

8. A kidolgozott technika segitségével szamolhato a vizmolekuldk aminosavankénti szama
(naa) és a hidratdcio (h). Hogy korreldl, vagy korreldltathaté-e a kapott érték a fehérjék-
nél bevdlt, aminosav szekvencia alapjdn szamitott SASA (Solvent Accessible Surface Area)
értékkel, ami az olddszernek kitett feliiletet jellemzi.

A 62. oldalon az a-szinukleinekre, illetve a 97. oldalon Bs-timozinra, stabilin-2 citoplaz-
madoménre és az 1:1 komplexiikre mutattam meg, hogy az aminosav-szekvencia alapjan
szamitott és a mért hidratacios értékek hiban beliil egyeznek. Ez arra utal, hogy korre-
lal/korreldltathato a vizmolekulak aminosavankéni szama és az aminosav-szekvencia
alapjan szamitott SASA.

9. Eredményei és tapasztalata alapjan egy adott fehérje (globuldris, vagy IDP; monomer,
vagy oligomer) aminosavszekvencidjanak ismeretében josolhaté-e, hogy a mozgékony viz
aranya a fundamentdlis hémérséklet fiiggvényében fog-e linedris, négyzetes, vagy kébos
vdltozdst mutatni?

Amennyiben egy adott fehérje aminosav-szekvenciajanak ismeretében tudtato, hogy glo-
bularis, vagy rendezetlen fehérjérdl van sz, akkor kvalitativ médon elére jelezhetd, hogy
a mozgékony viz ardnya a hémérséklet fliggvényében milyen véltozast fog mutatni,
vagyis milyen lesz az olvadasi diagramjanak a lefutdsa. Erre ugyan nem dolgoztam ki el6-
rejelz6/predikcids mddszert, de az 6sszegy(ilt tapasztalatok alapjan ez becslés szintjén
megtehetd.
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