Valasz Prof. Zimanyi Laszlé kérdéseire

Halasan koszonom Zimanyi professzor Urnak, hogy disszertaciom biralatat elvallalta, a
méltatd szavakat és a gondolatébresztd kérdéseket. Valaszaim a kérdésekre az alabbiak.

1. Az interleukin receptorok fluoreszcenciamikroszkdpos vizsgalatai altalaban a
membranra merbleges megfigyelési iranybdl torténtek. Mennyire lehetink biztosak
abban, hogy a kvantitativ fluoreszcencia-emisszids (és FRET) mérésekben a fényemisszio
iranyfuggeseét nem kell figyelembe venni?

A kérdéssel az els6k kozt D. Axelrod kozleménye foglalkozott (Carbocyanine dye
orientation in red cell membrane studied by microscopic fluorescence polarization,
Biophys J, 1979, 26:557-573).

El6ére bocsatva, a nagy numerikus aperturaju objektiv hasznalata és a molekularis
sokasagon torténd atlagoldédas ugyan nem szlinteti meg, de jelentésen csokkenti az
iranyfliggést.

Avalaszt két részre bontom, a gerjesztésre, illetve az emisszidra és annak detektalasara.
A gerjeszt6 lézerfény a konfokalis mikroszképban sikban polarizalt. A gerjeszt6 fotonok
elektromos vektora a fedblemezzel (sejtmembrannal) parhuzamos, illetve ettél az
objektiv félnyilasszogének megfeleld értékkel térhet el maximalisan, ami egy NA 1,2
vizimmerzids objektivnél kb. 64°. A konfokalis mikroszkopos mérésekben Alexa vagy
Cyanine festékekkel jelolt antitesteket vagy pedig fluoreszcens fehérjéket hasznaltunk. A
gerjesztett fluoroférok jo kozelitéssel random orientacidjunak tekinthet6k annak
koszonhetéen, hogy maguk a membranfehérjék a membran sikjdban szabadon
rotalhatnak, az FP-k flexibilis linker-rel kapcsolédnak a membranfehérjéhez, illetve az
antitestek maguk is flexibilisek és az azokat jelolé festékek tobb aminosav
valamelyikéhez kapcsolddhatnak, valamint az antitesthez képest egy kupon belil
szabadon mozoghatnak (,wobbling”). A randomnak tekintheté orientacioju fluorofér
populaciébdl torténik a fotoszelekcid, aminek emisszidjat a gerjesztést is végz6 objektiv
gyljti 6ssze. A gerjesztés hatékonysaga iranyfliggd lehet, ha a festékek a membranhoz
képest rogzitett orientacidjuak. Ez a helyzet egyes membranjeloléknél, pl. a DilC18
carbocyanine festéknél, ami egy zsirsavlancon keresztlil kapcsolédik a lipid
kett6sréteghez, és a fluorofér orientacidja kozel parhuzamos a membran sikjaval és
limitalt rotaciés mobilitassal rendelkezik. A sejt kozépsikjaban mérve, ahol a membran
gylrdszerlen jelenik meg, a membran két atellenes pontjan az intenzitas igen alacsony
érték — itt a festék abszorpcids dipdlusa kb. meréleges a gerjesztd fotonok elektromos
vektorara, eltekintve a nagy NA-bdl adddo eltéréstdl (Axelrod idézett cikke, 6. dbra). Ez a
szélsbséges iranyfuggés azonban nincs jelen, ha a fokuszsik a sejtmembran



fedblemezhez kitapadod sikjaban helyezkedik el és a molekulak a polarizacié iranyahoz
képest tetszbleges orientaciot felvehetnek. Kisérleteink kézul legnagyobb eséllyel az
immunszinapszisban veégzett vizsgalatok esetében fordulhatott el6 a receptorok
rendezett orientacidja.

A kérdés masik része az emisszid iranyfliggése. A festék nem minden iranyban azonos
intenzitassal bocsat ki fluoreszcenciat (a kibocsatas intenzitasa az adott irany emissziés
dipolusaval bezart sz6g szinusznégyzetével aranyos). Ha a molekula rotacios korrelaciés
ideje joval rovidebb a fluoreszcencia élettartamanal, akkor az emisszié izotroppa valik,
de ha ez nem teljeslil, akkor az emisszid iranyfugg6 intenzitasu és polarizalt is marad. Egy
GFP molekula rotaciés korrelacios ideje kb. 20 ns (Swaminathan R, Photochemical
properties of green fluorescent protein GFP-S65T in solution and transfected CHO cells:
analysis of cytoplasmic viscosity by GFP translational and rotational diffusion. Biophys J.
1997;72:1900-1907), ami joval hosszabb a fluoreszcencia élettartamanal (<3 ns). Az
antitesthez kotott Alexa festékek fluoreszcencia anizotrépia lecsengése két, kb. azonos
amplitudoju rotacids korrelacids idével jellemezhetd, a rovidebb, 1 ns kortli a festéknek
az antitesthez képesti mozgasabol egy kup belsejében (,,wobbling”), a hosszabb, 10-30
ns kozotti pedig az antitest flexibilitasabol és sajat mozgasabdél adodik (Hajdu T,
Fluorescence labeling-induced structural rearrangement of a monoclonal IgG revealed
by biophysical experiments and simulations, Int J Biol Macromol, 2025, 321:146209). igy
mindkét esetben — az FP-k esetén valamivel nagyobb mértékben - iranyfuggé intenzitasu
csokkenti a nagy numerikus apertlraju objektivvel torténd gerjesztés, ami tobb irdnybdl
gerjeszt és ugyanilyen széles térszogben gyljti az emissziét. Molekulasokasagon végzett
méréseknél, ha a minta nem kifejezetten rendezett, az emisszi6 iranyfuggése feltehetéen
masodlagos jelentdségu.

Egyedi molekula mérésekben ezeket a hatasokat azonban figyelembe kell venni, sét
éppen ez hordoz extra informaciét a molekula orientaciéjarél, amit a ,,single molecule
orientation localization microscopy”-ban ki is hasznalnak (Zhang O, Single-molecule
orientation-localization microscopy: Applications and approaches. Quarterly Reviews of
Biophysics 2024, Brasselet S, Single-molecule orientation and localization microscopy.
Nature Photonics, 2025).

Végezetul - bar a kérdés nem erre vonatkozott - maga a FRET hatasfok fugg a donor és az
akceptor dipélmomentumainak relativ orientaciéjatol — ezt fejezi ki az un. k2 faktor — és ez
nem is kifejezetten a konfokalis mikroszkdpias detektalashoz kapcsolddéd kérdéskor. A k2
értéke 0 és 4 kozott valtozhat; abban az esetben, ha legaldabb a donor orientacidja
dinamikusan randomizaltnak tekinthet — azaz ha olyan gyorsan forog a fluorofér, hogy a
fluoreszcencia emisszié lecsengése soran minden pillanatban random orientaciéju a
gerjesztett donor-sokasag -, akkor a k? = 2/3 becsléssel szoktak élni (ami pl. FP-knél nem
teljesul). Tobbek kozt ezért is ovatosan kell banni a FRET hatasfok tavolsagga
konvertalasaval.



2. A konfokalis sik és a megfigyel6 kozott levé mintan a fényszoras és az esetleges
reabszorpcid hatasa, kvantitativ vizsgalatokban, teljesen elhanyagolhato?

Kisérleti korilményeink kozott a reabszorpcié nem jelentés. Méréseink soran egy
rétegben kitapadt sejteket hasznaltunk. Egyetlen sejtrétegben az optikai uthossz
legfeljebb a sejt magassaga, a festékkoncentracié pedig szub-mikromoélos, kivételes
esetekben néhany mikromalos volt (legalabbis, ahol meghataroztuk). Pédaként vegylik
az EGFP-t: £1.,=56000 cm'M" 488 nm-nél, ennek kb. 6tdde az emisszids tartomanyban
(500-530 nm), ahol reabszorpcié felléphet, az optikai uthossz (=10 pm=0,001 cm, ¢c=10"°
M; ekkor A~10000*10-°*0,001=0,0001 — tehat a reabszorpcié mérési korilményeink kozt
nem jelent8s. Fényszdras viszont jelen van, féként a bels6 membranrendszereknek
koszonhetéen — aramlasi citometridban ezt a jelet detektaljuk is. Ennek hatasa miatt a
PSF a fed6lemezt6l tavolabbi részeken kiszélesedhet, torzulhat, a felbontas romolhat,
illetve a detektalt intenzitas is alacsonyabb lehet a gerjesztés és az emisszid szorddasa
miatt. Ennek hatdsa vastagabb szovetmetszetekben vagy szferoidokban jelentésebb.

3.A FRET hisztogramokban megjelenik a negativ energiaatadasi hatékonysag
tartomanya. Hogyan lehet ilyen értékeket mérni, mi ennek a latszolagos
ellentmondasnak a feloldasa?

A negativ FRET oka els6sorban az E paraméter szamitasi hibaja féként olyan esetekben,
aholaz atlagos FRET hatasfok nullahoz kozeli érték. Azintenzitas alapu FRET mérésekben
3 csatornaban mért intenzitdsokbdl (a disszertacié 11, 12, I3-ra felirt, 3. szamu
egyenletrendszere) hatarozzuk meg a FRET hatasfokot ugy, hogy az intenzitasokbdl
elészor levonjuk a megfelelé csatornaban mért autofluoreszcenciakat. Utébbiakat
altalaban jeloletlen sejtpopulacié atlagaként (B1, B2, B3), nem pedig sejtenként
hatarozzuk meg. A negativ FRET értékek els6sorban ezen 6 intenzitasérték mérési
szOrasabol szarmaznak. A hibahoz hozzajarul, hogy az autofluoreszcencia sejtenként
variabilitdsa miatt a populacidéatlagok nem egyenléek az adott sejt tényleges
autofluoreszcencia intenzitasaival. Az ebb6él adédd hiba csokkenthetd, ha az
autofluoreszcenciat sejtenként becsuljuk. Erre lehetéség van az autofluoreszcencia
intenzitas mérésével egy tovabbi, negyedik csatornaban (pl. UV gerjesztéssel). Mivel a
kilonb6z8 csatornakban mért autofluoreszcencia jelek elég jol korrelalnak, a sejtenkénti
autofluoreszcencia intenzitasokra (az 11, 12, I3 csatornaban) a negyedik csatornaban
mért intenzitas alapjan viszonylag j6 becslést kaphatunk. Az autofluoreszcencia
sejtenkénti vagy pixelenkénti meghatarozasaval az E hisztogramok szélessége
csokkenthet és az eloszlasok negativ tartomanya kisebb lesz (Sebestyén Sebestyén Zs
és mtsai: Long wavelength fluorophores and cell-by-cell correction for autofluorescence
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significantly improves the accuracy of flow cytometric energy transfer measurements on
a dual-laser benchtop flow cytometer. Cytometry, 48: 124-35, 2002, illetve Rebenku
Istvan és mtsai: Pixel-by-pixel autofluorescence corrected FRET in fluorescence
microscopy improves accuracy for samples with spatially varied autofluorescence to
signal ratio. Sci. Rep. 2023, 13:1-15, cikkazonositd: 2934). A disszertacidéban szerepld
cikkekben nem alkalmaztuk a sejtenkénti/pixelenkénti autofluoreszcencia korrekciot.

A FLIM mérésekben a szamolt donor élettartamok eloszlasanak véges szélessége a
fentiekhez hasonléan eredményezhet latszélagos negativ FRET hatasfokot egyes
sejteknél. A referenciaként hasznalt maganyos donor intenzitasat nem tudjuk a donor-
akceptoros mintaban megmérni, a csak donoros mintakon mért atlagos fluoreszcencia
élettartamot hasznaljuk az E=1-tpx/To képletben. Egyes donor-akceptoros sejtekben a
meért élettartam - azillesztés hibajabdl vagy tényleges sejtenkénti variabilitas miatt - lehet
nagyobb, mint a csak donoros mintak atlagos 1o értéke, negativ latszélagos FRET
hatasfokot eredményezve. Nyilvan egy ilyen sejtben a maganyos donor élettartama
hosszabb lenne, mint az akceptor jelenlétében mért élettartam, de ez az informacié
sejtenként nem all rendelkezésre. Intracellularis mérésnél ezen kivul el6fordulhat, hogy
a donor festék élettartama a FRET-t6l kiléonbozd egyéb ok — pl. EGFP esetén pH
kilonbség — miatt valtozik egy adott sejtben, ami szintén okozhatja a latszélagos negativ
FRET-et.

4. A dolgozatban szamos példa szerepel FRET donorral és akceptorral jelolt,
Osszeszerel6dott fehérjékre, illetve alegységekre. Van-e olyan konkrét eset, amikor ezek
eléggé pontos szerkezetének ismeretében — ismerve a fluoreszcens jelolé fehérjék
spektralis adatait és szerkezetét is - ki lehetne szamolni a FRET hatasfokat és a donor
élettartamara kifejtett hatasat? Vannak-e esetleg olyan elméleti tanulmanyok az
irodalomban, amiket 6ssze lehet hasonlitani a jelolt altal mért kisérleti paraméterekkel?

A FRET hatasfok jéslasanak elvileg nincs akadalya, ha bizonyos feltételek teljesulnek.
Szlikség van arra, hogy a fehérjék ne rendezetlenek legyenek — ez pl. nem igaz egy teljes
hosszUsdgu magreceptorra vagy a teljes hosszUsagu Fos/Jun dimerre — de teljesul pl. az
altalunk is vizsgalt, C-terminalisan roviditett Fos215-re és Jun-ra. Figyelembe kell venni a
fehérje és a fehérjét az FP-hez kapcsold linker lehetséges konformacidit, ezt un. rotamer
konyvtarak segitségével lehet hatékonyan megtenni. A lehetséges konformacidkra ki
lehet szamitani a FRET hatasfokokat az orientacié figyelembe vételével és ki lehet
szamitani ezeknek az el6forduldasi valdszinlségekkel sulyozott atlagat. Ilyen
szamitasokat, és erre alkalmas programokat kozoltek az irodalomban (exiFRET,
thetaFRET, https://karri.anu.edu.au/exifret/userguide.html,
https://karri.anu.edu.au/exifret/thetafret/index.html). Az dltalunk vizsgalt fehérjékre nem

talaltam ilyen szamitasokat.


https://karri.anu.edu.au/exifret/userguide.html
https://karri.anu.edu.au/exifret/thetafret/index.html

A Dr. Komaromi Istvan altal végzett MD szimulacidk szerint a teljes hosszusagu c-Fos C-
terminalis szakasza rendezetlen, viszont a C-végen megroviditett c-Fos215 homodimer
vagy Fos215/Jun heterodimer szerkezete jol josolhatd volt. Ezeknél a dimereknél a
szimulalt konformacidk egy kis tartomanyban fluktualnak. llyen és hasonlé esetekben
lehetséges becslést tenni a FRET hatasfokra.

5. Ajelolt szerint a kolokalizaciot célzo kisérletekben jelentene-e elérelépést valamelyik
szuperrezollcids technika, illetve a kétfotonos (azaz infravoros) gerjesztés? Vannak-e
ilyen tervek vagy a dolgozatbdl kimaradt ujabb eredmények?

A kolokalizaciés kisérletekben egyértelm( elérelépést jelent a szuperfeloldasu
mikroszkoépiak hasznalata, hiszen az altalunk is vizsgalt fehérjeklaszterek mérete kisebb
lehet, mint 200 nm. STED mikroszkdpiat hasznaltunk IL-R/MHC klaszterek vizsgalatara
(Mocsar G Biophys J 2016). Azota tobb célra is hasznaltunk STED-et, illetve dSTORM-ot:
pl. kimutattuk, hogy B-sejtek mikrovillusain az MHC I/1l és az IL-15Ra kolokalizalodik, igy
a prezentald sejt és a T-sejt kozotti elsé kontaktus létrejottekor az antigénprezentacio és
az IL-15 transzprezentacio egyuttesen is lejatszédhat (el6készlletben). Vizsgaltuk, hogy
membran bleb-eken az MHC/IL-R klaszterek mérete csokken, ami valdszinlsiti, hogy
azok fenntartasaban a citoszkeletonnak is szerepe van
(https://www.researchsquare.com/article/rs-3835276/v1). Jellemz6en a STED-del felvett
képekbdl szamitott Pearson korrelacios egyutthatdk kisebbek, mint a konfokalis
képekbdl szamitottak, mivel két fehérje nem foglalhat el azonos térrészt, és ez jobban
érvényre jut jobb felbontas mellett. A 2-3 nm felbontéképességl MINFLUX mikroszképia
és a DNA-PAINT technika kombinacidjaval RXR oligomereket sikerult kdzvetlenal
kimutatnunk kollaboraciés partneriink, Prof. Jerker Widengren (KTH Stockholm)
munkacsoportjaval (elékészlletben).

A kétfotonos gerjesztés vastagabb mintak vizsgalata esetén — akar szuperfeloldasu
mikroszkopiaval kombinalva szintén elérelépést jelenthet.

6. A 40. abran és tovabbi hasonlo abrakon ugy latszik, hogy a fluoreszcencia korrelacioval
kimutatott fehérjediffuzios idék lognormalis eloszlasuak. Ennek mi a fizikai hattere?

Valéban altalaban lognormalishoz hasonld a diffuzids id6k eloszlasa. A diffuzids id6k
nagy szérasat tobb tényezb okozhatja: a) egyrészt a molekulapopulacié heterogenitasa,
b) masrészt a sejtinhomogenitasa, c) harmadrészt a sejtek kozotti eltérések.

a) Ha egyetlen pontban mérunk tobb autokorrelacios gorbét, ezek kozt is eltérés van,
mert a rovid, néhany masodperces mérési idd alatt pl. egy magreceptornak kulénféle
kolcsonhatasokban résztvevé komplexei diffundalhatnak at, vagy sztochasztikusan
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valtozhat a tranziens DNS-kotédés id6étartama. Egy gyenge kolcsOnhatas
id6tartamanak eloszlasat exponencialis fuggvény irja le.

b) A sejtkiulonbozé pontjaiban eltéré lehet a mikroviszkozitas.

c) Kulonboz6 sejtekben valtozhat a vizsgalt molekula expresszidja, illetve az interakcids
partnerek expresszidja is. Erdemes megjegyezni, hogy szdmos fehérje expresszids
szintje is lognormalis eloszlast mutat, igy az aramlasi citometridban a
fehérjeexpresszidkat altalaban logaritmikus skalaju hisztogramokon jelenitik meg.

7. Fennall-e annak a veszélye, hogy a ko-expresszalt fluoreszcens fehérjék befolyassal
lehetnek a célfehérje mikodésére? Egy konkrét példa: a magreceptorok N-terminalisan
lévo, ligandtol fuggetlen transzaktivacioért felelés régio (AF-1 régio) midkodésére, ami
szamos kofaktorral kélcsdénhat, az N-terminalishoz kotott EGFP fehérje? Ugy altalaban,
mennyire lehetink biztosak abban, hogy egy célfehérjéhez ilyen mododon kotott
fluoreszcens fehérje nincs hatassal a célfehérje konformaciojara és kdlcsdnhatasaira?

Altalaban véve a fehérjék doménszerkezete — azaz, hogy a kiildnbdz6 régidk autoném
modon feltekerednek és ellatjak funkcidjukat — ad valamennyi biztositékot arra, hogy egy
tovabbi, megfelel6 flexibilis linkerrel hozzatoldott domén nem befolyasolja jelentésen a
kolcsonhatasokat és a funkciot, de ezt mindig célszer( ellenérizni. A magreceptoroknak
a ligand-aktivaciot koveté mukodését vizsgaltuk, ezért helyeztuk a fluoreszcens fehérjét
inkabb a ligand-fluggetlen aktivacioért felelés N-terminalis AF-1 domén elé, mint a C-
végen elhelyezkedd, ligand-fuggd AF-2 mogé. Az EGFP-RAR és az EGFP-RXR esetében
ellendrizttk az EGFP-vel jelolt receptorok DNS-koté6 képességét a valaszado
doménjukhoz un. tranziens transzfekcids kisérletekkel, melyekben a valaszadd elem
utan elhelyezett riporter gén expresszidjat mértiuk. Ezekben a kisérletekben az RAR a j3-
galaktozidaz génje eldtt elhelyezett retinsav valaszadé elemhez (RARE) kotédik, aminek
eredményeként a beta-galaktozidaz kifejez6dik, és ennek termelédését mérjuk
kolorimetrikus eljarassal. Ez nem mutatott szignifikans valtozast a vad tipusu RAR-hez
képest. Az eredmény a Brazda és mtsai, Journal of Cell Science 2011, 124:3631-3642
kozlemeény Fig. S5 kiegészitd abrajan lathato (az értekezés 284. oldalan).

8. A dolgozat sok fluoreszcencia-autokorrelaciés gorbét mutatd abrat tartalmaz. Ezek
egyik csoportjaban az illesztés a (18) — (21) képletek alapjan, a triplet allapot és a
molekularis  ,blinking” figyelembevételével tortént. Mas hasonld mérések
kiértekelésekor mintha nem kellett volna figyelembe venni egyik jarulékos folyamatot
sem. Mi ennek az oka?



A dolgozatban els6sorban EGFP-t hasznaltunk magreceptorok és Fos/Jun, illetve Alexa
festékeket membranfehérjék FCS méréseire.

Az EGFP tobbféle fotofizikai, fotokémiai folyamat révén kerulhet ,so6tét allapot”-ba,
amelyben nem emittal. A triplet allapot mellett leirtak a pH-fligg6 és pH-flggetlen (sajat
aminosavtdl szarmazd) protonalédasat (Haupts és mtsai, Dynamics of fluorescence
fluctuations in green fluorescent protein observed by fluorescence correlation
spectroscopy, PNAS, 1998, 95:13573-8). A triplet 2-3 ps-os, a ,,belsd” protonaldodas a
fenti kozlemény szerint 341 + 48 us korrelacids idével, mig a pH-tél fliggd idéallanddja 50-
450 ps kozott valtozik a pH 5-9 tartomanyban. Mi az EGFP esetében a triplet mellett egy
néhany 100 ps-os ,blinking” id6t illesztettlink. Az irodalomban valtozé, hogy csak a
triplet, vagy mas blinking id6t is illesztenek, ennek jelentésége a szub-milliszekundomos
diffuziés id6k esetén nagyobb.

Az Alexa festékeket, els6sorban az Alexa Fluor 488-at az Fab-val jelzett membranfehérjék
FCS vizsgalatakor hasznaltuk. Az Alexa 488 esetében ~2-3 ps-os triplet korrelacids idé
jellemzd, viszont a festéknek nincs az EGFP-hez hasonldé hosszabb idéallanddval
jellemezhetd sotét allapota. Mivel a membranfehérjék jellemzéen legalabb 10-100 ms-os
diffuziés idével rendelkeznek, az autokorrelaciés gorbe kezdeti, ps-os tartomanya akar
teljesen el is hagyhatd, ami nem befolyasolja lényegesen a diffuzids id6k illesztését az
ACF tovabbi részében. A konfokalis térfogat Alexa Fluor 488-as festékkel torténd
kalibralasakor azonban figyelembe kell venni a triplet allapotot, mivel a szabad festék
diffuzios ideje 20-30 ps koruli érték.

A SPIM-FCS méréseknél a képeket 0,5 ms-onként rogzitettik, igy a gyors
fotofizikai/fotokémiai folyamatok nem jelennek meg az ACF-ben.

Végul a keresztkorrelacios fluggvényekben, melyek két kilonbozé festék jelébdl
szarmaznak, nem jelennek meg az egyes festékeket egymastdl fliggetlenll befolyasold
(pl. triplet, blinking) folyamatok, hiszen, ha mindkét festékben ki is alakul pl. triplet
allapot, azok létrejotte id6ben egymassal nem korrelal.

9. Az interleukin receptorok és az MHC komplexek egyuttallasat lipid tutajokban
alaposan igazolja a dolgozat. Mivel az MHC-lI komplex mennyisége nem tlnik
sztochiometrikusan meghatarozottnak, felmerul a kérdés, hogy ezeket az egyuttallo
komplexeket a fehérjék doménjei felliletének kozvetlen kolcsdnhatasa idézheti-e elé,
akar a membranban, akar a folyadékfazisban, vagy pedig a tutajok kulénleges
Osszetételét alkotd lipidek, ,ragasztoként” kozvetitik a kdlcsonhatast. Van-e erre
vonatkozdéan adat? Létezik-e a részt vevd fehérjék 3D szerkezetén alapuld dokkolasi,
molekuladinamikai modellezés az esetleges direkt kdlcsonhatasukra? Az MHC-I kdnnyU
lancanak géncsendesitése lehet-e hatassal a membran lipidosszetételére és ezzel a lipid
tutajokra?



A kérdés nagyon érdekes. Nem tudok az IL-R/MHC koélcsonhatasokkal kapcsolatos
dokkolasi vagy MD szimulacidos szamitasokrol, de érdemes lenne ezt megprobalni
(kollaboracios partnerek bevonasaval). Vereb Gyorgy és mtsai (Cholesterol-dependent
clustering of IL-2Ralpha and its colocalization with HLA and CD48 on T lymphoma cells
suggest their functional association with lipid rafts. PNAS, 2000, 97: 6013-8) kimutattak,
hogy Kit 225 K6 T limfoéma/leukémia sejteken a membran koleszterin-tartalmanak metil-
B-ciklodextrinnel (MBCD) torténé csokkentése (vagy a koleszterin molekulak filipinnel
vald keresztkotése) a lipid tutajok konturjainak elmosddasahoz, a lipid tutajokban
feldusulo IL-2Ra, MHC I/Il és CD48 klaszterek méretének kiterjedéséhez, immunarany
jelolés alapjan pedig az azokban talalhaté fehérjeslrliség csokkenéséhez vezetett. Tehat
valdszind, hogy a lipid kdrnyezet a nagyobb, tobb szaz nm-es klaszterek stabilitdsaban
szerepet jatszik. Matké Janos, Bodnar Andrea és mtsai (GPI-microdomains (membrane
rafts) and signaling of the multi-chain interleukin-2 receptor in human
lymphoma/leukemia T cell lines. Eur J Biochem, 2002, 269: 1199-208) pedig kimutattak,
hogy az MBCD kezelés csokkenti az IL-2Ra és az MHC Il vagy CD48 kozott mért FRET
hatasfokot, azaz a lipid kdornyezet a kozvetlen fehérje-fehérje kdlcsdnhatasok szintjén is
befolyasolja a klaszterizaciot. Annak eldontésére, hogy a koleszterin vagy mas lipidek
olyan kornyezetet teremtenek-e melyben a fehérjék kozotti kolcsonhatasi energiak
meélyllnek, vagy pedig maguk a lipidek kozvetitik a kolcsdnhatasokat ragasztéanyagként,
MD szimulaciokkal lehetne vizsgalni. A fehérjék kozti kozvetlen kolcsdnhatasokat
klasszikus ko-immunprecipitacios kisérletekkel is lehetne vizsgalni.

10. Az interleukin receptorok és MHC komplexek ko-lokalizaciojat két szinten mutatja ki
a szerz6. A nagyobb méretek szintjén is talal, STED mikroszkdpias mddszerrel, lazabb
szuperklasztereket. Mennyire lehetlink ebben a szervezddésben biztosak, figyelembe
véve, hogy a teljesen homogén eloszlas megfigyelésének valdszinlisége joval kisebb,
mint valamilyen spontan, latszolagos, statisztikai inhomogenitasnak (ld. pl. Gerhard
Schutz munkassagat)?

Gerhard Schutz cikkében megmutatja, hogy egy szimulalt véletlenszer(i (hnem homogén)
eloszlds az emberi szem szamara klaszterizaltnak tldnik. Véleményem szerint a
magasabb szinten is fellelhetd klaszterizaltsag egyik legjobb bizonyitéka az lehet, hogy a
klaszterméretek kulonbozé kezelésekkel befolyasolhatdak, igy azok valdszindleg
nemcsak szubjektiv ,,érzéki csaldédasok”. Az el6z6 kérdésre adott valaszomban pl.
leirtam, hogy az MBCD kezelés hatdasara megvaltoznak, csaknem kétszeresulikre (600 nm-
ré6l 1200 nm-re) nének, legalabbis a konfokalis mikroszkép felbontasa mellett. Hasonld
modon, az MHC | géncsendesitése az MHC | szuperklaszterek méretcsokkenéséhez
vezetett tobbféle klaszterméret analizis — intenzitdscslucsok félértékszélességének
mérése, térbeli korrelacids fuggvény illesztése, 0sszefliggd magas intenzitasu pixelek
terllete —alapjan.



11. A 7.3. paragrafus a c-Fos és c-Jun hetero- és homodimerizaciojat és DNS-kotését
targyalja. Ezek az eredmények részben a szerzd 2008-as Biophysical Journal cikkén
alapulnak, amikor a dimer két tagjanak 3D szerkezete csak részben volt ismert, és ez a
hianyos szerkezeti ismeret képezte a bemutatott molekuladinamikai szamitasok alapjat.
Kérdésem, hogy azéta megvan-e a fehérjék teljes(ebb) rontgendiffrakcids, krio-
elektronmikroszkopias vagy legalabb AlphaFold szerkezete. Tortént-e elérelépés példaul
a fehérjék két végéhez hozzavarrt fluoreszcens fehérjék valdszin( tavolsaganak és
orientaciojanak annal pontosabb meghatarozasara, mint amit a 71. abran latunk, és
Osszevetésére a kisérletekkel?

A rontgenkrisztallografias eredmények a rendezett bZip DNS-kotdé és dimerizacios
doménekrél adnak informaciét, feltehetbéen azért nincs a tobbi doménrél
krisztallografias adat, mert azok rendezetlenek. Nem talaltam sem krio-EM-mel
meghatarozott Fos/Jun szerkezeteket, sem fluoreszcens fehérjékkel jelolt Fos/Jun
molekula szerkezeteket az irodalomban (sajat cikkeinken kivul).

Talaltam egy AlphaFold-dal létrehozott modellt a teljes hosszusagu c-Fos-rol
(https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/AF-P01100-F1 ), ennek azonban az alfa-helikalis bZip
doménen kivuli részeinek megbizhatdsaga alacsony (Local Distance Difference Test
(pLDDT) pontszam 50 és 70 kozott, ,low”, illetve < 40, ,very low”). Egy kézlemény pedig a
kiléonb6zbé Fos és Jun homo és heterodimerek AlphaFold predikcidival foglalkozik (Mitic
és mtsai, Assessing the validity of leucine zipper constructs predicted by AlphaFold,
Protein Science. 2026;35:€70438). A coiled-coil motivumot alkotd leucin cipzar dimer
megbizhatésaga magas (pLDDT > 94), de az ezen kivuli teruletek megbizhatésaga itt is
alacsony vagy nagyon alacsony, mely utébbi rendezetlen doménekre utalhat.

Hasonlé kovetkeztetésre jutottak az MD szimulacidkat végzé kollaboracids partnereink,
Dr. Claus-Wilhelm von der Lieth és Dr. Komaromi Istvan is.

Az AlphaFold2-Multimer program a fehérje-fehérje kolcsonhatasokat is képes
modellezni, melyeket ,interface predicted Template Modelling” (ipTM) pontszammal
jellemez 0 és 1 kozott. Erdekes, hogy a fenti Mitic és mtsai cikk mind a FosB-JunD
heterodimerek, mind a FosB-FosB és JunD-JunD heterodimerek esetében hasonléan
magas, 0,7-0,8 kdzotti ipTM pontszamokat jésolt, noha az irodalom a negativ toltések
kedvezbtlen egylttallasa miatt a FosB homodimer kialakulasat korabban elvetette. Ez
megerdsiti sajat eredménylinket a c-Fos homodimerizacidjara vonatkozéan.

Végezetll még egyszer koszonom Zimanyi professzor Ur elgondolkodtaté kérdéseit.

Debrecen, 2026. 05. 20. [T ; S -
er— AT TT
Dr. Vamosi Gyorgy
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