Valasz Kellermayer Miklds professzor ur biralatara

K6szonom Kellermayer Miklds professzor Urnak az értekezés gondos olvasdsat, kritikai megjegyzéseit
és a dolgozat egészére vonatkozd elismerG értékelését. Az aldbbiakban réviden reagalok az altalanos
megjegyzésekre.

1. Nyelvezet, roviditések, tipografiai és helyesirasi problémak

K6szondm az észrevételeket. Egyetértek azzal, hogy a dolgozat olvashatdsagat helyenként rontja a
nagyszamu rovidités, néhany szerencsétlenil magyarositott vagy nem kell6en pontos szakkifejezés,
valamint tobb tipografiai és helyesirasi kovetkezetlenség. Ezek részben abbdl is adddtak, hogy az
értekezés mintegy masfél évtized, eltéré id6pontokban és részben eltéré terminoldgiaval késziilt
munkainak egységes Osszefoglaldsara vallalkozott, de ez természetesen nem mentesit a kdvetkezetes
nyelvhasznalat kdvetelménye aldl.

2. A Célkitlizések fejezet hianya

Professzor Urnak maximalisan igazat adok abban, hogy az értekezésbdl formalisan hidnyzik az 6nallé
Célkitlizések fejezet. Ugyanakkor a kutatasi céljaim tartalmilag szerepelnek az értekezésben, elsGsorban
a Bevezetés 7. oldaldn, a fejezet végén. Ott harom f6 teriiletet jeloltem meg: (i) a természetes
peptidrendszerek magasabb szintli szervezGdésének vizsgalatat, (ii) a természetes peptidek
homoldgjainak tekintett P-peptidek 6n- és mas molekuldkkal torténé ,tdrs-szervez6désének”
feltarasat, valamint (iii) az egzotikusabb, nem természetes peptidrendszerek és asszocidtumaik jobb
megértését. Ehhez kozvetlenil kapcsoldddan az alkalmazasi iranyt is megfogalmaztam: a szerkezeti
ismeretek bdvitése mellett a vizsgdlatok antimikrobialis peptidekre, illetve olyan konstrukcidkra
fokuszalnak, amelyekbdl Gj, makroszkopikus antimikrobialis rendszerek alakithatdk ki. Mindezeket az
olvasmanyosabb értekezés igényével fogalmaztam, és ilyen forman a célok ismertetése tartalmilag
megtortént, de ismét megerdsitem: a megjegyzést formai szempontbdl teljes mértékben elfogadom.

3. A fejezeteket bevezets személyes idézetek és a ,,csattand”

K6sz6ndm a megjegyzést, és kiulon orilok annak, hogy az idézetek felkeltették Professzor ur
érdekl6dését. Az idézetek Otlete azért maradt meg a dolgozat végleges valtozataban, mert nemcsak
sajat emlékeimet idézték fel a munka attekintésekor, hanem reményeim szerint a szlik szakmai
kozosségen tul is kozelebb hozzak a kutatok mindennapjait.

Ezeknek valdban van egy koz6s gondolati hattere, bar ezt az értekezésben nem tettem kell6en explicitté.
A Bevezetésben roviden utaltam arra, hogy a dolgozat szamos kutaté mintegy masfél évtizedes kézos
munkajat foglalja 6ssze, és az idézetekkel ennek a k6z6s munkanak néhany szamomra emlékezetes
pillanatat probaltam meg6rizni.

A tudomanyos eredmények letisztult, logikus irdsbeli vagy el6adasbeli bemutatdsa mogott sokszor
esetlegesnek vagy akar humorosnak tliné beszélgetések, zsakutcak, kételyek, spontan otletek és
munkatarsak kozotti parbeszédek-konfliktusok, szakmai frusztracidk témkelege all, mely a munkankat
sokkal emberibb megvilagitasba teszi, ami véleményem szerint nem szégyenleni vald. Nyilvanvald, hogy
ezt a legtdbb kutatd pontosan tudja, de aki nem kutatd, honnan ismerhetné? Természetesen helyénvald
lehet a kérdés, hogy vajon csak a szlk szakmai kozosségnek kell cimezniink egy szazhusz oldalas
anyagot, kdzben arra gondolva, hogy azt aztan csak maroknyi szakember lapozza fel?

4. Aggregacid, asszociacio és a kapcsolédoé fogalmak

Egyértelmdsités, vagy akar egy fogalomjegyzék igen hasznos lett volna. Egyetértek azzal, hogy az
alkalmazott terminoldgia szélesebb annal a kettdsségnél, amelyet az aggregaciod és asszocidcid kapcsan



targyaltam. Az oligomerizacié, polimerizacid és mdas magasabb rend( szervez6dési folyamatok
pontosabb elhatdrolasa, illetve egy rovid fogalomjegyzék valdban javitotta volna az értekezés
egyértelm(iségét.

A terminolégiai nehézség részben abbdl ered, hogy az altalunk vizsgdlt rendszerek tébb szervez6dési
szintet jarnak be, és ezek molekularis rendezettsége nem minden esetben ismert azonos felbontasban.
Ezért a dolgozatban az ,aggregatum” és ,asszociatum” kifejezéseket helyenként pragmatikusan,
részben szinonimaként alkalmaztam. Elfogadom azonban a Biradld észrevételét, miszerint szigorubb
terminoldgiai elkiilonités és fogalomjegyzék pontosabba tette volna a szoveget. Erre tettem is egy
kisérletet a 13—14. oldalon, azonban hozza kell tenniink, hogy a terlilet még nem kiforrott, tébb
kifejezést az angol szakirodalomban is csoportunk kezdett el alkalmazni, mivel nem volt megfelel6
kategoria a vizsgalt szervezédésekre.

5. Hianyz6 magyarazé informaciok, példaul a 46-47. abra nyilai

Egyetértek a megjegyzéssel. Bar az értekezés terjedelmének korlatozdsa miatt a publikdcidkban
szerepld részletek egy részét tudatosan elhagytam, ez nem torténhetett volna a bemutatott dbrak
0nallod értelmezhetlségének rovasara. A 46-47. dbran lathatd nyilak a kialakult, vagy kialakuléban levé
lamelldkra mutatnak a baktérium kiils6é membrdanjan, de ezt explicite meg kellett volna emliteni az dbra
felirataban.

6. ,,Fluoreszcens” spektroszkopia és mikroszképia

K6sz6nOm a pontositast, amellyel egyetértek.

Valaszaim a feltett kérdésekre:

1. ,Fehérjék szerkezeti stabilitdsanak vizsgdlatdban bevett modszer a denaturdcio (uredval,
guanidinkloriddal, hével, vagy utobbi években mechanikai erével). Ezek a médszerek mennyire
haszndltak szintetikus peptidek szerkezeti analizisében?”

K6szondm a kérdést. A denaturdciés mddszerek szintetikus peptideknél is alkalmazhatdk, de
jelent&séglik és az altaluk nyerhet6 informacié némileg eltér a globularis fehérjéknél megszokottdl.
Ennek f6 oka, hogy sok rovid, szintetikus peptidnek nincs egyetlen jél definidlt nativ allapota.
Ugyanakkor szamos irodalmi példa ismert a peptidek h6fliggd szerkezeti vizsgdlatara, kdztiik magyar
kutatécsoportok CD-, NMR- és egyéb spektroszkdpiai munkai is. (Példaul a Farkas Viktor és Perczel
Andrds csoportjaiban végzett konformacios vizsgalatok, valamint Kellermayer Miklés, Penke Botond és
munkatarsaik amiloid-B-peptidrostokon végzett AFM-mérései.) A fibrillaris peptidrendszerek szerkezeti
és nanomechanikai jellemzésében tehat az AFM kiilondsen hasznos modszer.

Rovid peptideknél a kisérleteket érdemes lehet molekuldris szimuldcidkkal kiegésziteni. Sajat elméleti
munkainkban a B-red6zott szerkezetek kényszeritett kitekeredését és a szerkezeti viz szerepét vizsgaltuk
(Beke-Somfai és Perczel, 2010; Papp és mtsai, 2021). E példak megmutatjak, hogy a vizmolekulak
helyzete a stabilitast és a mechanikai valasz jellegét is befolyasolhatja.

A kémiai denaturaciot okozo szerek, igy az urea és a guanidinium-klorid is hasznalhatdak peptideknél.
Ennek szép klasszikus példai Scholtz, Baldwin és munkatarsaik vizsgdlatai, melyben kiilonb6z6
hosszusagu helikdlis peptidsorozaton kozvetlenil vizsgaltak az urea altal kivaltott széttekeredést,
kifejezetten azon céllal, hogy modellezzék és jobban megértsék fehérjék urea-denaturacidjat. Ehhez
nagyon hasonlé médon guanidinium-klorid hatdsat is vizsgaltak, és kimutattak tobbek kozott, hogy a
GdmCl hatdsdban a denaturald és az ionerdsséghdl ered6 komponenseket is figyelembe kell venni. A
fehérjékkel ellentétben azonban peptidek esetében a denaturdld szer nem feltétlenil egyszerlien egy
,feltekeredett - rendezetlen” dtmenetet hoz |étre. Megvaltoztathatja a hidrogénkotéseket, a hidroféb
és elektrosztatikus kolcsonhatasokat, illetve az intermolekularis asszociaciot is, mely akar meglepd



eredményre is vezethet. Itt az egyik sajat tanulmanyunkat hoznam példaként (Nagaraj és mtsai ACS
Applied Materials & Interfaces, 2022), melyben a GdmCI alkalmazdsa nem denaturacidhoz, hanem
éppen egy kilonleges nanoméretl morfoldgidba torténé szervez6déshez vezetett nagyon rovid
peptidek esetében. Természetesen azért, mert itt a guanidiniumion nagy valdszinliséggel pozitiv
toltésével rendezte Ossze a révid negativ toltésd GLFD motivumot.

Osszességében tehdt a klasszikus denaturaciés médszerek peptidekre is jol alkalmazhatdk, és ennek
komoly irodalmi el6zménye van. Révid, dnszervez6d6 peptideknél azonban sokszor nem egy klasszikus
,feltekeredett - rendezetlen” atmenetet mériink, hiszen itt a tulajdonképpeni konformacids és
asszociaciés szabadenergia-felszin atrendez8dése miatt egészen mds tipusu jelenségek is
megfigyelhetfek lesznek. A dolgozat példai talan kozvetlenil nem kapcsolddnak ide, viszont a
részletezett példakban is megfigyelhet6 a hasonld szerkezeti preferencia és az ebbdl fakadd egyensuly
eltolédasa bioldgiailag relevans perturbaciék — kis molekuldk, membranok és mas molekularis
partnerek — hatdsara.
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2. A 16. oldalon szdba keriil a peptidek farmakoldgiai elimindcidja, ami [-peptidek esetén kiilénésen
érdekes. A nem természetes aminosavakbol dllo peptidek vagy fehérjék pontosan milyen
mechanizmussal keriilnek eltavolitdsra a szervezetbdl? Léteznek olyan protedzok, amelyek hasitjdk
ezeket?

K6szondm a kérdést. A B-aminosavakat tartalmazd peptidek egyik fontos és jol dokumentdlt
tulajdonsaga a természetes a-peptidekhez képest jelentésen megnovekedett proteolitikus stabilitas.
Ennek szerkezeti alapja, hogy a B-aminosavak gerincében egy tovabbi metiléncsoport talalhatd, igy a
peptidkotések és az oldalldncok térbeli elrendezése eltér a természetes a-peptidekétsl. A klasszikus
protedzok kot6helyei és katalitikus geometridja viszont alapvet6en a-peptid szubsztratokra alakult ki.
Ennek egyik legmeggy6z6bb demonstracidja Frackenpohl, Arvidsson, Schreiber és Seebach klasszikus
vizsgdlata: 36 kiilonbo6z6 B- és y-peptidet 15 kiilonboz6 proteolitikus enzimmel, koztliik human eritrocita
20S proteaszémaval vizsgdltak. Mig a kontroll a-peptid 15 percen belil teljesen hasadt, a B- és y-
peptidek legaldbb 48 éran keresztiil stabilak maradtak. Késébbi vizsgalatokban B-peptidek tripszinnel,
elasztazzal és human szérumban is jelent6s proteolitikus rezisztenciat mutattak.

Ugyanakkor a protedzrezisztencia nem azonos a farmakokinetikai stabilitassal vagy a szervezetbdl
torténd eliminacidval, mely teriileteken azonban nincsenek részletes ismereteim. Egy B-peptid attdl,
hogy nem vagy csak lassan hasad a szokasos proteazok hatdsdra, még elt(inhet a vérkeringésbdl széveti
felvétel, eloszlas és kivalasztas révén. Kis, vizoldhaté molekuldk esetében a rendlis eliminacid
potencialisan fontos Ut lehet, de ennek jelentGsége erGsen fligg a konkrét peptid méretétdl, toltésétdl,



fehérjekot6désétdl és egyéb fizikai-kémiai tulajdonsagaitél. Ezért nem lehet altaldnosan azt mondani,
hogy a PB-peptidek egy meghatarozott mechanizmussal elimindlédnak; ezt az adott vegyilet
farmakokinetikai vizsgélatdval kell meghatdrozni.

A korai Seebach-irodalomban mar in vivo farmakokinetikai adatok is taldlhaték. A vizsgalt B-peptideknél
tobboéras elimindciés felezési id6ket irtak le rdgcsalékban, mikézben a B-peptidek jelent6s
protedzrezisztenciat mutattak. Ez jol példazza, hogy a proteolitikus felezési id6 és az in vivo eliminacids
felezési id6 két kilonb6z6 paraméter.

A professzor Ur masodik kérdésére, hogy léteznek-e egyaltalan B-peptideket hasité enzimek, a valasz
egyértelmUien igen. Kilonosen érdekesek a bakteridlis B-peptidil-aminopeptiddzok, példdul a BapA és
a DmpA. Ezek képesek az N-termindlis B-aminosavak hidrolitikus eltavolitasara B-, illetve kevert o/p-
peptidekbdl. A BapA szerkezetét is meghataroztak, és kimutattak, hogy az N-termindlis nukleofil
hidrolazok DmpA-szer( csaladjaba tartozik.

Ez azért kilonosen érdekes, mert megmutatja, hogy a B-peptidkétés nem ,lebonthatatlan”. Sokkal
inkabb arrdl van szd, hogy a természetes a-peptidek hasitasara kialakult altalanos protedzrendszer
rosszul ismeri fel ezeket a szubsztratokat. Megfelel6en adaptalddott enzimek azonban képesek a
hidrolizistikre. Az erre vonatkozd irodalom szerint az elsé ilyen B-peptid-bonté enzimeket olyan Gram-
negativ baktériumokbdl izolaltak, amelyek B-peptideket képesek hasznositani.

Erdekes Gjabb drnyalat, hogy még human enzimeknél sem feltétleniil abszolit a rezisztencia.
Kimutattak példaul, hogy a human DPP-4 (dipeptidil-peptiddz 1V) bizonyos o/B-peptidkétéseket képes
hasitani, bar a B-aminosav beépitése jelent6sen mddosithatja a hasitas sebességét és novelheti a
felezési id6t. Ezért ma mar pontosabb azt mondani, hogy a B-aminosavak beépitése jelentGsen noveli
a proteolitikus stabilitast, mint azt, hogy altaldnosan teljes protedzrezisztenciat eredményez.
Farmakolégiai szempontbdl ennek van egy fontos kettGssége. A fokozott proteolitikus stabilitas elGny,
mert novelheti a peptid bioldgiai kdzegben vald élettartamat és biohasznosuldsat. Ugyanez azonban
potencialis hatrany is lehet, ha a vegyiilet vagy metabolitjai lassan eliminalddnak vagy akkumulalédnak.
Ezért egy gyogyszerfejlesztési célu B-peptid esetében a szérum- vagy protedzstabilitds 6nmagaban nem
elegend6: kilén ADME-vizsgalatok sziikségesek a szoveti eloszlas, metabolizmus, kivalasztas és a
keletkez6 metabolitok meghatarozasara.

A dolgozatban vizsgdlt B-peptidek esetében ilyen in vivo farmakokinetikai vagy ADME-vizsgalatokat
nem végeztiink, ezért ezek pontos eliminacids utjardl a sajat eredményeink alapjan nem tudok allitast
tenni. Ez egy esetleges kés6bbi gydgyszerfejlesztési programban kiilon vizsgdlando kérdés.
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1. ,Vajon az evolicié miért az a-aminosavakat preferdlta/szelektdlta a ma ismert bioldgiai
peptidek/fehérjék felépitésében?”

K6szonom, a kérdés abszollt jogos, és a megnyugtatd valasz hidnya szamomra régéta rendkivil
frusztrald. Olyannyira, hogy mar a PhD-dolgozatom bevezetésében is kiilon részt szenteltem ennek a
problémanak.

Az 1953-ban publikalt hires Miller-kisérletben nemcsak a-, hanem B-aminosavak is keletkeztek (B-Ala),
igy prebiotikus hozzaférhet&ségiik alapjan akar ezek is az élet épitékovei lehettek volna. A kisérletet
azota szamos valtozatban megismételték és ujraértékelték, de az altalam vizsgalt tanulmanyokban
rendre megjelentek B-aminosavak is (B-Ala, B-Abu, B-Aib).

Roppant érdekes probléma, amelyre remélhetéleg egyszer megfeleld vélaszt talalunk. Ugy gondolom,
hogy a mai élet molekularis apparatusa rendkiviil 6sszetett, és elvileg egyszer(ibb, akar B-aminosavakra
épllé funkcionalis rendszerek is elképzelheték. Szintetikus modszerekkel ma mar egyre kozelebb



kerllhetlink ilyen rendszerek megalkotasahoz, de ezen a terlleten komoly ellentmondasok is
megfogalmazhatok.

A tudomanyos magyarazatot illetéen harom tényez6t tartok érdekesnek.

Az els6 a prebiotikus hozzaférhet6ség, amely nem indokolja az a-aminosavak kizardlagossagat. A
fentebb emlitett previotikus keletkezés mellett az aminosavak egy része akar foldon kivili eredet( is
lehetett: a Murchison-meteoriton B-alanint, az lvuna és Orgueil meteoritokban pedig tovabbi (-
aminosavakat is azonositottak (Engel és Macko, 1997; Ehrenfreund és mtsai, 2001). Ekkoriban ~10°
tonna meteorit eshetett atlagosan Foldiinkre, ami megerésiti, hogy az a- és B-aminosavak tobb
forrasbol, egyarant rendelkezésre dllhattak az élet kialakuldsakor.

A madsodik, szamomra kiilonosen érdekes tényezs a peptidgerincek eltérd szerkezeti tulajdonsaga. Az
a-peptidgerinc kedvez6 egyensulyt teremthet a konformdcids szabadsdg és a szerkezeti rendezettség
és diverzitas kozott: kell6en rugalmas valtozatos funkcionalis szerkezetek kialakitdsahoz, mikozben
viszonylag korlatozott konformdaciés teret biztosit. Sajat kordbbi konformacids vizsgdlataink
ramutattak a B-peptidek jelentds szerkezeti rugalmassagdra és az ebbdl levezethetS szlkre szabott
masodlagos szerkezeti valtozatossagra (Beke és mtsai, 2004). A B-peptidek tovabbi gerincbeli rotacids
szabadsdgi fokuk ellenére stabil mdsodlagos és szupramolekuldris szerkezeteket, példaul
nanocsoveket is kialakithatnak. Elképzelhet6 tehat, hogy a korai evolicié soran nem a nagyobb
konstitlcidés valtozatossag, hanem a masodlagos szerkezetek sokfélesége és a reprodukalhatd
feltekeredés kozotti kompromisszum jelentett el6nyt. Ez természetesen egyel6re hipotézis.

A harmadik tényez6 az evolucids rogzilés: miutdn a genetikai kdd és a transzlacidés apparatus az a-
aminosavakra épilt, egy masik gerinckémiara valo attérés rendkiviil nehézzé valhatott.
Osszességében tehat nem gondolom, hogy az a-aminosavak kizarélagossaga kémiai sziikségszer(iség
lenne. Inkdbb a prebiotikus hozzaférhetGség, a peptidgerincek eltér6 szerkezeti tulajdonsagai és a
korai evollcid torténeti esetlegességeinek egylittes hatasat tartom valdszinlinek. A B-peptidekkel
végzett kutatdsaink éppen azt demonstrdljdk, hogy a funkcionalis molekularis szervez6désnek mas
lehetséges utjai is vannak.
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4. ,A kirdlis, helikdlis szupramolekuldris rendszerek vizsgdlataban, amellyel a jel6lt is behatdan
foglalkozik (ldsd 44-47. oldal), hasznos mddszer a mdsodharmonikus generdcios (second harmonic
generation, SHG) mikroszkdpia, amely jel6lésmentes szerkezeti vizsgdlatokat tesz lehetévé. Van-e
precedens ilyen mddszer alkalmazdsdra a helikdlis AMP-k esetén?”

K6sz0ndm a kérdést. A masodharmonikus-keltési mikroszkdpia (SHG) valdban igéretes, jelolésmentes
maodszer kiralis, rendezett szupramolekularis rendszerek vizsgdlatara. Helikalis antimikrobialis
peptideknél ugyan raldtdsom szerint nem rutinszer(ien alkalmazott technika, de tébb relevans
el6zménye ismert. El6ljaréban szeretném megjegyezni, hogy sem az SHG, sem a rokon SFG (Sum-
Frequency Generation spectroscopy, 0sszegfrekvencia-keltési spektroszkdpia) mddszernek nem vagyok
szakértbje, igy az alabbiakat elsGsorban a szakirodalom és sajat egylttm(ikodéseink alapjan foglalom
Ossze.

Kézelebbi antimikrobialis példa a mycosubtilin, egy ciklikus lipopeptid. Nasir és munkatarsai SHG-vel
vizsgdltak kolcsonhatasat membranmodellezd lipid monorétegekkel, a tirozinoldalldancot hasznalva
optikai jeladoként. Kés6bb a mycosubtilin, az iturin A és a bacillomycin D SHG-vdlaszat is



Osszehasonlitottdk, kimutatva a tirozin lokdlis kornyezetének jelentGségét. Ezek a vizsgalatok
elsGsorban a hatarfeliileti kdlcsénhatasokrol és orientaciorol, nem kozvetlenil a helikalis masodlagos
szerkezetrél adtak informaciot.

A helikdlis szerkezet szempontjabdl relevans Mitchell és munkatarsainak vizsgalata, amelyben a-
helikalis poliglutamat-szarmazékok optikai aktivitasat mutattak ki SHG-vel a leveg6—viz hatarfeliileten.
Tovébbi kapcsolddd példak a membranhatarfeliileteken vizsgalt, triptofanban gazdag peptidek, koztiik
a HIV gp41 helikalis szakaszai, bar ezek vizsgalatdaban mas hatarfellleti spektroszképiai mddszereket is
alkalmaztak.

Sajat kutatasainkban elsGsorban azért nem alkalmaztunk SHG-mikroszkdpiat, mert kérdéseinkhez a CD,
LD, valamint az elektron- és atomer6-mikroszkdpia hozzaférhetébb volt és kozvetlenebb informaciot
nydjtott. Az SHG-jel értelmezése emellett koriltekintést igényel, mivel erGsségét a molekularis
szerkezet mellett a rendezettség, a szimmetria és az orientacid is befolyasolja.

Ugyanakkor Xiaolin Lu professzor csoportjaval kozos munkdinkban alkalmaztunk 6sszegfrekvencia-
keltési spektroszkopiadt (SFG). Egyik tanulmanyunkban a foszfolipdz Al hatarfellileti m(ikodését,
masikban egy polimer gydgyszermodell membrankélcsénhatasat vizsgaltuk SFG, illetve kiegészit6
modszerek segitségével. Az SHG és az SFG rokon mdasodrend( nemlinedris optikai technikak, de eltéré
szerkezeti informaciot szolgaltatnak.

Sajat rendszereinkben a SHG-t elsGsorban a rendezett peptidaggregatumok, kiléndsen a lamellinek
vizsgdlatdban tartanam igéretesnek. Polarizaciéfiggé SHG-mikroszkdpidval kovethetd lehetne a
szupramolekularis rendezettség és orientacié térbeli eloszlasa, illetve valtozasa a bakterilis
membrannal valé kélcsénhatds soran. A CM15—suramin aggregatumoknal pedig a membran altal
kivaltott szerkezeti atrendez6dés vizsgalata lehetne érdekes.
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5 A vizsgdlt peptidek kéziil tébb is mutat jelentés aggregdciot. llyen aggregdciora hajlamos
peptidrendszerek esetében tobbszor eléfordul, kérnyezeti hatdsok fliggvényében, folyadék-folyadék
fdzisszepardcid. A vizsgdlt peptidek barmelyike mutat ilyen hajlamot?”

K6szonom a kérdést. A dolgozatban vizsgalt rendszerek esetében folyadék—folyadék fazisszeparaciot
(liquid—liquid phase separation, LLPS) célzottan nem vizsgaltunk, és a rendelkezéslinkre allé adatok
alapjan egyik rendszerrél sem allitanam, hogy LLPS-t taldltunk volna. Ugyanakkor tobb rendszeriink
(pl.: a CM15, az LL37 és a 3K peptidek) is mutat olyan kérnyezetfliggs, multivalens asszociaciot, amely
alapjan az LLPS lehet&ségét kifejezetten érdekesnek tartom.

Az LLPS-t érdemes elkiloniteni az egyszer( aggregaciotdl és az esetlinkben latott teljesen vagy
részlegesen rendezett asszocidatumoktdl. Fazisszeparacio esetén egy kezdetben homogén oldatbdl két
egyutt létezd folyadékfazis alakul ki: egy hig és egy biomolekuldakban dus fazis. A folyadékszerd
kondenzatumokra jellemz8 lehet a kozel gomb alak, a cseppek fuzidja, a gyors molekularis
atrendez6dés és bizonyos koriilmények kozott a reverzibilitas. Ezzel szemben egy TEM-en vagy DLS-sel



detektdlt nagy részecske Onmagdban nem bizonyitja LLPS kialakuldsat. E megkllénboztetés
fontossagat Alberti és munkatarsai mddszertani attekintése is hangsulyozza (Alberti és mtsai, 2019).
A felvetés azért is érdekes, mert az irodalom szerint szdmos fazisszeparaciéra hajlamos fehérje
esetében a rendezetlen régidk (IDR-ek) aktivan részt vesznek a kondenzatumok kialakitdsaban. A FUS,
hnRNPA1 vagy Ddx4 fehérjék példajan jol l1athaté, hogy a rendezetlen szakaszok gyenge, multivalens
kolcsdnhatdsai elegend6k lehetnek a fazisszeparacidhoz (Borcherds és mtsai, 2021).
Itt érdekes parhuzam kinalkozik az antimikrobidlis peptidekkel. Szdmos AMP révid, kationos, amfifil és
vizes kozegben részben vagy nagyrészt rendezetlen, majd membranhoz koétédve rendezettebb
szerkezetet vehet fel. Egyes LLPS-ben részt vevé rendezetlen fehérjerégiok szintén gazdagok toltott,
aromds vagy mas kolcsOnhatasra képes aminosavakban. Ez nem jelent altaldnos
szekvenciahasonldsagot, és 6nmagdban nem bizonyitja az AMP-k fazisszepardacids képességét, de a
konformacids plaszticitas, a multivalens kélcsénhatdsok és a kérnyezetfiiggd szerkezetvaltozas kdzos
fizikai-kémiai vonasok.
Ehhez kdzvetlenil kapcsolddik egy kordbbi, bar nem kifejezetten AMP-kkel foglalkozé sajat munkank
is, melyben kvantumkémiai szdmitasokkal vizsgaltuk, miként befolyasolja a molekularis kdrnyezet a
rovid B-redés motivumok feltekeredésének és kitekeredésének energetikajat kifejezetten a folyadék
fehérje fazis hatasara koncentrdlva (Papp és mtsai, 2021). A szamitdasok azt mutattdk, hogy a
fehérjében gazdag, kevésbé polaris kornyezet jelentésen kedvezhet a [B-red6zott szerkezet
stabilitdsanak, és a szerkezeti vizmolekulak fontos szerepet jatszanak a folyamat energetikajaban.
A B-peptidek esetében egyértelm(i Onszervez6dést, oligomerizaciét, nanocs6- és lamellaris
struktarakat figyeltink meg, de nincs olyan adatunk, amely folyadékszer( koztes fazis jelenlétére
utalna. Ennek lehetGségét célzott koncentracid-, so- és pH-fliggd vizsgalatokkal lehetne tesztelni.
Ha ma vizsgalnank Ujra ezeket a rendszereket, koncentracié—ioner&sség—pH fazisdiagram felvételével
kezdeném, és kiilondsen hasznosnak tartandm a mikroskalas termoforézis (MST) és a mikrofluidikus
rezisztiv impulzusérzékelés (MRPS) technikdk alkalmazasat. Ezeket Kovacs Mihdly csoportjaval k6zos
munkdnkban mar hasznaltuk az E. coli egyszalu DNS-kot6 fehérjéjének (EcSSB) fazisszeparacidjara: az
MST-vel a kondenzacié koncentracid- és id6fliggését, az MRPS-sel a kondenzatumok méreteloszlasat
jellemeztik (Ecsédi és mtsai, 2025). Ezeket esetiinkben még megfelel6 mikroszképos kontrollokkal
egésziteném ki.
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6. ,A hemin spektroszkdpiai vizsgdlata sordn (21. dbra) a ldthato spektrdlis tartomdny tovdbbi
részében (500 nm felett) megfigyelhet6-e bdrmilyen vdltozds? Kétségtelen, hogy a Soret-sdv
domindlja az abszorpcids spektrumot, azonban a hem csoport 500—600 nm kézétti csucsai is
érzékenyek fizikai-kémiai hatdsokra.”

K6szondm ezt a fontos észrevételt. A hemcsoport 500—600 nm kozotti un. Q-savnak jelenléte igazolt
korabbi LD vizsgalatainkban, ahol a membranhoz kotott citokrém c-t vizsgalva ebben a tartomdanyban
is sikerilt jelet detektalnunk (Kogan és mtsai, 2011, 2B dbra). Caesar, Esbjérner, Lincoln és Nordén
korabbi vizsgdlata szintén jol demonstralta, hogy a hemcsoport LD-spektruma értékes informaciot
nyujthat a fehérje membranfelszini orientaciéjardl (Caesar és mtsai, 2009).
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Kogan et al. Chem. Comm. 2011, 2B abra, melyen lathatd a cyt ¢ esetén az LD spektrumban is a Q-sav

A dolgozatban bemutatott hemin—peptid—membran rendszerek esetében prébdlkozasaink ellenére az
500 nm feletti tartomdnyban nem sikerilt szignifikdns, megbizhatéan értelmezheté LD-jelet
kimutatnunk, ezért a részletes elemzést a lényegesen intenzivebb Soret-savra korlatoztuk. Hidnyanak
egyik lehetséges oka, hogy a szabad hemin a liposzdmak felszinén kevésbé meghatarozott
orientacidban helyezkedik el, mint a fehérjeszerkezetbe dgyazott hemcsoport a citokrém c esetében. A
Q-savok eleve kisebb abszorpcids intenzitdsa tovabb nehezithette az LD-jel detektalasat.
A professzor ur felvetésével ugyanakkor teljesen egyetértek: megfelel6 jel/zaj arany mellett ez a
spektralis tartomany tovabbi informdacidt adhatna a hemin orientaciojardl, illetve lokalis koordinacids
kérnyezetérdl.
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7. ,Ajeldlt érdekes kisérletekben mutatta be, hogy lipid membradn jelenléte moduldlja a CM15-
suramin komplex aggregdcios tulajdonsdgait. 1zgalmas kérdés, hogy maga az él6 sejt vajon
hogyan tartja kontroll alatt a polimerizdcio, aggregdcid, fazisszepardcio és amiloidképzbdés
komplex folyamatait? Kivdncsi volnék a jel6lt dtfogd, dltaldnos dlldspontjdra ebben a kérdésben.”

Koszonom a kérdést. Ugy latom, hogy a sejt ezeket a folyamatokat nem egyetlen mechanizmussal
kontrolldlja, hanem tdbb, egymasra épllS szabalyozasi szinten. A polimerizacid, aggregdcid és
fazisszeparacié fizikailag sokszor ugyanazokra az alapokra — multivalens, nem-kovalens
koélcsdnhatasokra, koncentracidkiiszobokre és nukleacids folyamatokra — épiil, ezért a sejt szdmara a f6
feladat az, hogy hol, mikor, milyen koncentracioban és mennyi ideig engedélyezze ezeket a
kolcsonhatasokat.

Az els6 szabalyozasi szint maga a lokalis koncentracio és kompartmentalizacié. A sejt membranokkal,
organellumokkal és membran nélkili kondenzatumokkal térben korlatozza, hogy mely molekulak
taldlkozhatnak egymassal. A biomolekularis kondenzatumok ma mar fontos szervezédési elvnek
tekintheték: multivalens fehérje—fehérje és fehérje—nukleinsav kolcsénhatasok révén lokalisan
nagysagrendekkel megemelhetik bizonyos komponensek koncentracidjat.



A masodik szint a kolcsonhatasok aktiv moddositasa. Foszforilacidval, acetilacidéval, metilaciéval,
ubiquitinaciéval és mas poszttranszlaciés mdédositasokkal a sejt megvaltoztathatja egy fehérje toltését,
multivalencidjat, konformacidjat és ezaltal fazisszeparacids vagy polimerizaciés hajlamat. Ehhez tarsul
az alternativ splicing és a specifikus kot6partnerek jelenléte. Az LLPS szabalyozasanak irodalma szerint
ezek a mechanizmusok teszik lehet6vé, hogy egy kondenzatum adott helyen kialakuljon, majd szlikség
esetén gyorsan fel is oldédjon.

A harmadik, szerintem kilondsen fontos szint a proteosztazis-halézat. A molekularis chaperonok
nemcsak a helyes fehérjefeltekeredést segitik, hanem gatoljdk a nem megfelel6 intermolekularis
asszociacidkat, el6segithetik az aggregatumok szétbontdasat, illetve a helyreallithatatlan fehérjéket a
proteaszomalis vagy autofagias degradacio felé iranyithatjak. igy a chaperon-, ubiquitin—proteaszéma-
és autofdgias rendszerek egylitt egyfajta mindségellendrzési haldzatot alkotnak.

Ebbdl a szempontbdl a funkcionalis fazisszeparacid és a patoldgids aggregacid kozott nincs mindig éles
hatar. Egy folyadékszer(i kondenzatum iddével viszkézusabbd vagy szilardabba valhat, és bizonyos
fehérjéknél akar amiloid jelleg(i szervez&dés felé is elmozdulhat. A sejt ezért nemcsak a kondenzatum
kialakulasat, hanem annak anyagi allapotat és élettartamat is szabalyozza. Ha a proteosztdzis kapacitasa
csokken — példaul stressz vagy oOregedés soran —, ezek az atmenetek konnyebben tolédhatnak
irreverzibilis aggregacid felé.

A membranok ebben kiléndsen érdekesek, és itt latok kozvetlen kapcsolatot a dolgozat CM15—
szuramin-eredményeivel. A membran nem pusztan passziv felllet: lokalisan koncentrdlhat
komponenseket, orientalhat molekuldkat, illetve alternativ két6helyet biztosithat, igy egy asszociacids
egyensulyt egyik vagy masik irdnyba tolhat. A mi rendszeriinkben a CM15 és a szuramin vizes kdozegben
nagy aggregatumokat képezett, mig lipid kettGsréteg jelenlétében a peptidek egy része inkdbb a
membranhoz kotédott; PC/PG membranok mellett a komplexképzédés visszaszorult. Ez j6 modellje
annak az altalanos elvnek, hogy a sejtes kornyezet alternativ kot6partnerekkel szabdlyozhatja a
lehetséges szupramolekularis allapotokat.

Hasonlé hatarfellleti szervezddés figyelhet6 meg az extracelluldris vezikulak felszinén kialakulé fehérje-
vagy biomolekularis korondban. Sajat munkdinkban kimutattuk, hogy membranaktiv peptidek e korona
egyes fehérjéit eltavolithatjak, és a kilénb6z6 peptidek membranroncsold, membranon atjutd és
koronat médositd hatasa elkllonithetd (Singh és mtsai, 2020, 2023; Sonallya és mtsai, 2025). A korona
dinamikus fehérjerétegként indulhat, de bizonyos koriilmények kozott tartdsabban kotott, lassan
atrendez6d6, akar (vegszer(ien rogzilt allapot felé is eltolédhat; ilyen datmenetet sajat
vezikularendszereinkben kézvetleniil nem igazoltunk (Paolini és mtsai, 2026).

Ehhez még egy fontos tényezdt tennék hozza: a sejt nem egyensulyi rendszer. ATP-felhaszndlé enzimek,
chaperonok, kindzok, foszfatdzok és citoszkeletalis folyamatok folyamatosan energiat fektetnek a
szervez8désbe és annak visszaforditasaba. Emiatt a sejtes asszocidcidk gyakran aktivan fenntartott,
dinamikus allapotok, nem pedig egyszerl termodinamikai végallapotok. Az aktiv szabalyozas kiiléndsen
fontos a kondenzatumok méretének, helyének és élettartamanak kontrolljaban.

Osszefoglalva tehdt Ggy gondolom, hogy a sejt hdrom alapelv kombindacidjaval tartja kontroll alatt
ezeket a folyamatokat: térbeli és koncentracids szabdlyozassal, a molekuldris kélcsénhatasok aktiv
madositasaval, valamint folyamatos min&ségellendrzéssel és degradacidval. A fazisszeparacio és az
OnszervezGdés onmagaban nem koéros jelenség, hanem alapvets sejtszervezési mechanizmus; a
probléma akkor jelentkezik, amikor a reverzibilis, funkcionalis szervezédés irreverzibilis aggregacio vagy
amiloidképz&dés felé tolddik, és ezt a proteosztazis-rendszer mar nem tudja visszaforditani.
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8. ,Adolgozat szerint (79. dbra) a 3K modellpeptid hozzdaddsdra az antibakteridlis hatds azonnal
jelentkezett. Ez milyen iddskdldra értendé?”

Koszonom a kérdést. Elismerem, hogy az ,azonnal” kifejezés nem kell6en kvantitativ sem az
értekezésben, sem a publikdlt kozleményben. Az eredeti kézirat dtdolgozasai soran az idevagé id6fliggd
mérést végil nem kozoltlik; ezt az dbrat aldbb bemutatom. A hatas mar a kezelés utani legelsé mérési
idépontban megjelent, megkozelitéleg 1-2 percen belil.
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A 3K peptid baktériumolé hatasanak idébeli alakulasa vizben. Az exponencialis névekedési fazisban lévé E. coli
BL21 baktériumokat desztillalt vizben, razatott tenyészetben, 5 uM 3K peptiddel kezeltik 37 °C-on. A relativ

tuléléképességet a kezelt és kezeletlen mintakban mért telepképzd egységek (CFU/ml) aranyaként hataroztuk
meg. A hibasavok harom parhuzamos mérés atlaganak standard hibajat (SEM) jeldlik.

9. A baktérium membrdnjdra kitapadt 3K lamellin rendszer miért a sejt belseje felé (és nem kifelé)
névekedik? Energetikai szempontbdl milyen magyardzat j6n szoba?”

K6szondm a kérdést. A lamellak névekedési irdnyanak energetikai meghatarozasara nem végeztiink
kozvetlen mérést vagy szabadenergia-szamitast. A TEM- és krio-EM-felvételek alapjan azonban harom
szempontot érdemes elkiloniteni.

ElGszor fontos tisztazni, hogy a lamelldk valdban a sejt belseje felé ndvekednek-e, vagy a membran
felszinén kialakuld asszociatumok roncsoljak meg a sejthatart, és emiatt latszanak a belsé térben. A
felvételeken dontéen a sejtburok fel6l befelé hizédd lamelldkat figyeltiink meg, tébbnyire sériilt kilsé
membran kozelében; esetenként kifelé allé szerkezeti részletek is el6fordultak. Kiterjedt, a felszinen
végighlzdodd lamellds réteget viszont nem lattunk. A felvételeket szandékosan foszfatmentes vizben
készitettik, hogy az oldatbdl szarmazo foszfat ne indithassa el el6zetesen a szervez6dést, és a kezdeti
kolcsdnhatasban a sejtfelszini LPS, kiilondsen a lipid A foszfatcsoportjainak szerepe érvényesiilhessen.
A statikus mikroszképos képek 6nmagukban azonban a novekedés idébeli iranyat nem bizonyitjak.



Masodszor a kilsé és bels6 membran kozotti térben, majd a citoplazmaban is jelen lehetnek a
szervez6dést tamogato, foszfatot tartalmazé molekuldk, kdztiik szervetlen foszfat és nukleotidok. Igy az
el6rehaladd lamella a sejtburok atjarhatéva valasa utdn tovabbi kdtépartnerekhez juthat. Ez a belsé
irdnyu novekedést kedvez6vé teheti, de a helyi koncentracidkat nem mértiik meg.

Harmadszor a membranon athaladé asszociatum szerkezete is fontos lehet. Elvileg elképzelhetd, hogy
a részlegesen megnyilt membranon keresztil hidrofil oldalldncaival a vizes fazis felé fordulva halad
tovabb, de az is, hogy a lipid acillancai k6zott atmenetileg mas orientaciot vesz fel. Kordbbi B-peptid
Janus-oligomereknél szimulacidk és IR-mérések alatdamasztottak, hogy a kett6srétegbe agyazddva is
|étrejohetnek lamellaris szerkezetekhez kapcsolddo oligomer motivumok (Szigyartd és mtsai, Chemical
Science, 2020). Ez azonban nem kozvetlen bizonyiték arra, hogy a 3K pontosan igy jut at a membranon.
Energetikai szempontbdl ezért leginkabb azt tartom valdszinlinek, hogy a lizinoldalldncok és a
foszfatcsoportok kozotti elektrosztatikus kapcsolatok, valamint a lamellan belll kialakuld
hidrogénkotések és hidroféb kdlcsonhatasok egylittesen kedveznek a tovabbi szervez6désnek. Nem
igazoltuk azonban, hogy ez a szabadenergia-nyereség 6nmagaban megmagyardzza a befelé irdnyulé
novekedést; a membran geometridja és a lokdlis anyaghozzaférhetlség is szerepet jatszhat. A sérilt
sejtekbdl kijuté tartalom egyes felvételeken a mar kialakult lamelldkat kifelé sodorhatja, amire a
kovetkez6 valasz képei is példat mutatnak.

10. ,,Lamellin hatdsra ‘folyadékszivdrgds’ Iép fel a baktériumbdl (82. oldal). Ennek a folyamatnak mik
a mikroszkopos (morfoldgiai, szerkezeti) jelei?”

K6sz6ndm a kérdést. ElGszor pontositanam az értekezésben hasznalt ,folyadékszivargas” kifejezést. A
mikroszképos felvételeken kozvetlenll nem magdt a folyadék dramlasat latjuk, hanem olyan
morfoldgiai valtozasokat, amelyek a bakteridlis membran integritdsanak elvesztésére és a sejttartalom
kijutdsdra utalnak. Pontosabb tehat membranpermeabilizaciérél, membrankarosodasrél és
sejttartalom-vesztésrél beszélni. Ezeket a kdzlemény kiegészité anyagaban és tovabbi, nem kozolt TEM-
és krio-EM-felvételeken is megfigyeltiik.

Fontos, hogy az elektronmikroszkdpia statikus pillanatfelvételeket ad. Krio-EM-mel kiilonb6z6, a kezelés
utani id6pontokban is készitettlink képeket, de az egyes sejtek valtozasanak folyamatos kévetése nem
volt lehetséges. A részlegesen ép sejtek mellett megjelené lamelldk és a szétszérddott sejttartalom
0sszhangban vannak a membran karosodasaval. Ugyanakkor a felvételekbél nem allapithaté meg teljes
bizonyossaggal, hogy a lamelldk kialakulasat mely intracellularis komponensek segitették el6.
Osszességében a megfigyelések egy, a klasszikus pdrusképzé modellektsl eltér6 membranroncsold
mechanizmus mellett szélnak. A folyamat idébeli felbontdsdhoz és a sejttartalom kijutasanak kozvetlen
kovetéséhez fluoreszcens jelolés vagy mas, oldatfazisban alkalmazhaté mddszer adhatna tovabbi
informaciot.






Reprezentativ elektronmikroszkdpos felvételek a 3K-val kezelt E. coli sejtek membrankarosodasarol. A
baktériumokat desztillalt vizben 5 pM 3K peptiddel kezeltiik 120 percig, majd uranil-acetattal negativan festettik.
(a, b) A kezeletlen baktériumok ép sejthatara. (c) A 3K jelenlétében kialakul6 lamellas asszociatumokkal egytitt
megfigyelhetd membrankarosodas és a sejttartalom kijutasara utalé morfoldgia; (i—iv) nagyitott részletek. (d)
Kiterjedt lamellaképz6dés a membran alatti régidban; (v—vi) nagyitott részletek.



Krio-EM-felvétel 20 M 3K peptiddel 40 percig kezelt E. coli sejtrdl.

11. ,A ‘membrdnaktivitds’ fogalma igen gyakran fordul elé az értekezésben. A jelslt pontosan hogyan
definidlnd ezt a fogalmat?”

K6szOnom a kérdést. Az értekezésben a ,membranaktivitas” kifejezést gy(ijt6fogalomként hasznaltam.
Membranaktivitds alatt azt értem, hogy egy molekula — esetlinkben peptid vagy peptidasszociatum —a
lipidmembrannal kolcsdnhatasba |ép, és annak szerkezetét, fizikai-kémiai tulajdonsagait vagy
mikodését mérhet6en megvaltoztatja. A puszta membrankot6dést ezért 6nmagdban nem tekinteném
elegendének a membranaktivitas megdllapitasahoz.

Ez 6sszhangban all a szakirodalommal: Wimley hatarfeliileti aktivitasi modellje a membran lipidjeinek
rendezettségében kivaltott perturbaciét hangsulyozza, mig Brogden attekintése ramutat arra, hogy az
AMP-k membranhatasa és antibakteridlis mechanizmusa nem mindig esik egybe (Wimley, 2010;
Brogden, 2005). A membranaktivitds tehat nem egyetlen hatasmechanizmus: jelenthet
lipidatrendezédést, gorbiletvaltozast, hemifaziot, permeabilizaciot vagy kozvetlen
membranroncsolast.

A dolgozatban szandékosan tagabb értelemben hasznaltam a kifejezést, mert a vizsgalt rendszerekben
kiilonbo6z6 szintli membranhatasokat figyeltiink meg. A CM15 esetében példaul ismert a negativ toltési
membranokhoz valé preferencidlis kot6dés; sajat rendszeriinkben pedig azt vizsgaltuk, hogy a heminnel
vagy szuraminnal torténé asszocidcié hogyan valtoztatja meg ezt a membranhoz kotott allapotot. A
dolgozatban a CM15 PC-liposzémakhoz csak részleges kotédést mutatott, és a kis molekuldk jelenléte
maddositotta a peptid konformdaciéjat és membrannal vald kolcsonhatdsat.

A DHVARA4 esetében mar kdzvetlen membranmorfoldgiai kévetkezményeket is megfigyeltiink. PC/PG
membranon maga a membran helikdlis konformdcidba rendezi a peptidet, amit a tartrazin tovabb
hemifuzids koztes allapotok jelennek meg; tartrazin jelenlétében ez a viselkedés tovabb mddosul.
Ebben az esetben tehat a ,membranaktivitas” nem pusztan kotédést, hanem membranatrendezédést
is jelent.



A B-peptideknél ugyancsak tdbbféle membranhatast figyeltiink meg. A 3K lamellin esetében ez
kiilonosen latvanyos: az Onszervez6d6 rendszer a bakteridlis sejtburokba hatolva sulyos
membrankarosoddst okozhat.

Az antibakteridlis aktivitas és a membrdanaktivitds ugyanakkor nem szinonimak. Egy antimikrobialis
peptidnek lehet intracellularis célpontja is, mig egy membranaktiv peptid altal okozott perturbacio
nem feltétlenil elegendd a sejt elpusztitdsdhoz.

Kapcsolddé irodalom:
Wimley, W. C. (2010). Describing the mechanism of antimicrobial peptide action with the interfacial activity model. ACS
Chemical Biology, 5, 905-917. DOI: 10.1021/cb1001558.
Brogden, K. A. (2005). Antimicrobial peptides: pore formers or metabolic inhibitors in bacteria? Nature Reviews
Microbiology, 3, 238-250. DOI: 10.1038/nrmicro1098.

12. ,Igen érdekes jelenség a DHVAR4 és DHVAR4-TZ hatdsdra eukariota sejteken (Hela) fellépé
blebképzddés. A blebképzbdés miozin || motorfehérje dltal vezérelt folyamat. Lehetséges, hogy a
peptid nem csupdn a membradn tulajdonsdgait, hanem a belsé fehérjerendszereket (és igy akdr a
miozin II-t) is moduldlja? Ugyancsak ide vonatkozik, hogy blebképzidés E. coli sejten is
megfigyelhets, pl. fdgfert6zés utolsé lépéseként. Lehetséges, hogy a vizsgdlt peptid akdr
baktériumokon is képes moduldlni a blebképzbdés folyamatdt?”

K6sz6ndm a nagyon érdekes felvetést. A Hela-sejtekben elképzelhets, hogy a DHVAR4 hatdsa nem
korlatozédik a lipidmembranra, hanem kozvetve a membran—citoszkeleton kapcsolatot és az
aktomiozin-rendszert is érinti. Ezt azonban a jelenlegi adataink nem bizonyitjak. Sajat modellmembran-
kisérleteink alapjan a kozvetlen lipidmembran-perturbaciét tartom a biztosabban aldtdmasztott
kiindul6 mechanizmusnak: a DHVAR4 hemifuzids allapotokat és membranmorfolégiai valtozdsokat
idézett el6 citoszkeleton nélkili rendszerekben is, amelyeket a tartrazin mddositott.

A Hela-sejtekben megfigyelt blebképz6dés morfoldgidja a két kezelésnél eltért: DHVAR4 mellett 1-2
pm-es, késébb 6sszeolvadd blebeket lattunk, mig DHVAR4—tartrazin jelenlétében kisebb, de tébb bleb
jelent meg, amelyek kevésbé hajlottak a fuzidra. A peptid internalizadlodasat is megfigyeltiik, igy az
intracellularis folyamatok kdzvetett mdédositdsa nem zarhatd ki; e kiilonbség pontos eredetét azonban
nem vizsgaltuk.

Az Annexin V-vizsgalatok a foszfatidilszerin sejtfelszini megjelenésére utaltak, ami korai apoptotikus
eseményekkel is Osszefligghet, de 6nmagaban nem bizonyitja az apoptdzist. Az apoptotikus
blebképz6désben a kortikdlis aktomiozin-rendszer, ezen bellil a miozin Il szerepe ismert, igy annak
kozvetett érintettsége valds lehetség.

Két, egymast nem kizaré magyarazatot tartok tehat lehetségesnek: a kbzvetlen membranperturbaciot
és a membranon keresztil kivaltott sejten bellili mechanikai vagy jelatviteli valaszt. A kdzvetlen miozin
[I-DHVAR4-kolcsdnhatdsra nincs adatunk.

Az utdbbi lehetGséget példaul miozin-ll-gatléval (blebbistatinnal), ROCK-gatléval vagy a miozin
konnydlanc foszforilacidjanak kdvetésével lehetne tesztelni.

Ezek a mérések segitenének elklloniteni a lipidmembranra gyakorolt kbzvetlen hatast a sejten beldli
aktomiozin-valasztdl, de a kdzvetlen peptid—fehérje-kdtédést Gnmagukban még nem bizonyitanak.

E. coli esetében a morfoldgiai hasonldsagot el kell kiloniteni a mechanizmus azonossagatdl. A
baktériumok nem rendelkeznek az eukariéta sejtekre jellemz6 miozin-ll-alapu aktomiozin-rendszerrel.
A kils6 membranbdl lef(iz6d6 vezikuldk (OMV-k) képz6dését ugyanakkor sejtburok-stressz és
fagfert6zés is elidézheti. A DHVAR4—tartrazin rendszerrel végzett kisérleteinkben a baktériumok
fokozott agglutinacidjat figyeltiik meg, de blebképz&dést vagy OMV-képz6dést célzottan nem mértiink.
Ezért e jelenségek DHVAR4 altali moduldcidja jelenleg csak lehet&ség.

Osszefoglalva: a Hela-sejteknél a kdzvetlen membranhatds bizonyitott, a miozin Il kdzvetett
modulacidja lehetséges, de nem igazolt. E. coli esetében a blebképzddés mas, sejtburokhoz kapcsolédd
mechanizmuson alapulna; erre jelenleg nincs kézvetlen kisérleti bizonyitékunk.



13. ,A jeldlt egy figyelemre mélté molekulaszam-analizissel hasonlitjia Gssze a lamellin és mds
membrdnaktiv szerek hatékonysdgdt (82—83. oldal). Erdekelne a jelélt dlidspontja (hasznossdg,
hatékonysdg, elényék, hdatranyok) a fdgterdpidrdl, amelyben néhdny bakteriofag (amely raaddsul
sajat magdt replikdlja parazitaként) elegendd egy-egy baktérium elpuszitdsahoz.”

K6szOndm a kérdést. A fagterapiat az antimikrobidlis rezisztencia elleni kiizdelem igéretes, ugyanakkor
az altalunk vizsgalt peptidrendszerektdl alapvetben eltérd stratégiajanak tartom. K6zos vonds, hogy a
szokdsos MIC nem minden esetben irja le kielégitéen a hatast: szupramolekularis peptideknél a
kozegfligg6 szervez6dés, fagoknal pedig a fert6zés és az azt kovets replikdcido mddositja a dézis—hatds
kapcsolatot. A lamellinrendszerben a szamitdsok és elektronmikroszképos adatok alapjan egy 3K-
lamellara mintegy 10-12 ezer peptidegységet becslltlink; az erésen karosodott sejteken tobb ilyen
lamellat figyeltink meg. Egyetlen baktérium jelent8s kérositasahoz hozzavet6leg 5 x 10*-2 x 10°
peptidegység jelenlétével szamoltunk. Ezzel szemben egy sikeresen fert6z6 fag a baktérium sajat
bioszintetikus apparatusat felhaszndlva sokszorozza meg az Uj fagpartikulumokat, vagyis 6namplifikalé
antimikrobidlis dgens.

Hozzatenném ezen a ponton, hogy a két rendszer 0sszevetése természetesen inkabb mechanisztikus
gondolatkisérlet, mint farmakoldgiai hatékonysag-6sszehasonlitas.

A fagterdpia legnagyobb el6nyének éppen az 6namplifikdciét és a magas specificitast tartom. Ha a
megfelel6 fag eléri a megfelel6 baktériumot, ott lokdlisan replikdlédhat, majd lizissel ujabb
fagpartikulumokat szabadithat fel. A fagok antibiotikum-rezisztens torzseket is képesek fertézni, és a
szlik specificitds el6nyos is lehet. A jelenlegi szakirodalom a biofilmek elleni aktivitast és az
antibiotikumokkal valé kombinalhatdsagot is fontos lehet6ségként emeli ki.

Ugyanez a specificitds azonban egyben az egyik legfontosabb hatrany is. Egy fag gyakran csak egy
baktériumfaj bizonyos torzseit fert6zi hatékonyan, ezért a terapiahoz elGszér pontosan azonositani kell
a korokozot, majd megfelel6 faggal vagy fagkoktéllal kell rendelkezni. A gazdaspektrum (host range)
rdadasul nem statikus tulajdonsdg, hanem a fag—baktérium koevollcié és a bakterialis védekezé
rendszerek flggvénye. Akut, gyorsan el6rehaladd fert6zésben ez a diagnosztikai és szelekcids id6
komoly gyakorlati korlat lehet.

A masik probléma, hogy a baktériumok fagokkal szemben is rezisztenciat fejleszthetnek — példaul
receptorvaltoztatassal vagy kiilonboz6 intracelluldris antiviralis rendszerekkel. Ugyanakkor itt érdekes
evolucids lehet8ség nyilik: a fag maga is evolvalodhat, illetve tobb fag kombindlhatd koktélban.
Bizonyos esetekben pedig a fag-rezisztencia kialakuldsanak ara a baktérium szamara csékkent virulencia
vagy mas antimikrobidlis szerekkel szembeni fokozott érzékenység lehet. Emiatt kiiléndsen érdekesek a
fag—antibiotikum kombinacidk, nem feltétlenil a két megkozelités egymas helyettesitése. (Gordillo
Altamirano és Barr, 2019).

Tovabbi kihivas a fagok szokatlan farmakokinetikdja és farmakodinamikdja. A fag koncentraciéja nem
egyszerlen csokken az eliminacidval: megfelel6 baktérium jelenlétében lokalisan novekedhet is. Ezzel
szemben az immunrendszer eltavolithatja vagy neutralizalhatja a fagokat, és a fert6zés helyére vald
eljutas sem magatdl értet6dG. A gyartas, tisztitas, stabil formulalas és szabdlyozas szintén Gsszetettebb
egy hagyomanyos kis molekuldju antibiotikumhoz képest. A klinikai eredmények igéretesek, de a
terapias eredményeket az in vitro érzékenységbdl tovabbra sem lehet egyszerlien megjosolni.

A lamellin és a fag kozott szamomra még egy érdekes koncepcionalis parhuzam is van. Mindkét
rendszerben a baktérium maga biztosit valamit, ami a pusztitd mechanizmus kialakulasahoz szlikséges.
A fagnal ez sokkal erGsebben igaz: a baktérium teljes molekularis apparatusat a fag replikacidjara
forditja. A 3K esetében nincs valddi replikacid, de a sajat eredményeink szerint a baktérium felszini
LPS/lipid A foszfatcsoportjai nuklealhatjak a szupramolekularis szervez6dést, majd a lamella a sejtbe
novekedve kdrositja a membranokat. Tehat mindkét esetben van egyfajta célsejt altal aktivalt vagy
feler&sitett mechanizmus, csak teljesen mas fizikai szinten.
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