Valasz Prof. Kovacs Mihaly kérdéseire

Halasan koszonom Kovacs Professzor Urnak, hogy elvallalta disszertaciém biralatat, az
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elismeré szavakat, valamint az inspirdlé kérdéseket, amelyek a tovabblépés
lehetséges iranyait firtatjak. Valaszaim a kérdésekre a kovetkez6k.

A szerzd hipotézise szerint az IL-2Ra, IL-15Ra és mas transzmembran fehérjék
transzmembran régiojahoz kozeli régiok toltéseloszlasa a membranpotencialtdl
fluggd modon szerepet jatszik e fehérjék mobilitasanak szabalyozasaban. Kérem
vazoljon fel egy kisérleti tervet ennek a potencialisan nagy jelent6ségli javaslatnak a
felderitésére.

A vizsgalt mobilitas valtozast tobb tényezd is okozhatja. Ezek kdzll az alabbiakkal tervezunk

foglalkozni:

i)

iii)

Erdemes lenne csdkkenteni, illetve névelni a fehérjék dipdlmomentumat, hogy az
alapkoncepciét, miszerint a dipélmomentumbél szarmazdé konformaciévaltozas
okozhatja a mobilitas valtozasat, megvizsgaljuk: kicserélni a TM régidohoz kozeli
toltott aminosavakat mas (semleges) toltéslekre, illetve még tobb toltott
aminosavat hozzatenni ezekhez a régidkhoz és megmérni a mutansok
mobilitasat.

Az FCS a lokalis, néhany szaz nm-es mobilitast méri a konfokalis térfogatban.
Erdemes lenne a hosszabb tavd, néhany mikrométeres tartoményd mobilitast
FRAP-palvizsgalni.

Alaphipotézisunk a membranpotencial valtozas altal okozott mobilitasbeli és
mikodésbeli eltérésekre az, hogy a dipé6lmomentumra hatd valtozé elektromos
mez& miatt valtozik a fehérje konformacidja. Vizsgalhaté a fehérje konformacié
oly moédon, hogy az ec., illetve ic. domén egy-egy aminosavjat nem természetes,
bioortogonalisan jelolhet§ aminosavra cseréljuk, és kozottuk FRET-et mérink
kilonb6z6 membranpotencialok mellett.

A membranfehérjék konformacioja oly médon is valtozhat, hogy megvaltozik azic.
vagy ec. domének kiemelkedése a membranbdl. Ez vizsgalhato lenne a receptor
ec. vagy ic. régidjaban a TM domén kozelében elhelyezett, bioortogonalisan jelolt
nem természetes aminosavak és fejcsoportjukon vagy zsirsavlancukon
fluoreszcensen jelolt lipidek, fluoreszcens glikozil-foszfatidil-inozitol horgonyzott
mCherry-GPI fehérje kozotti FRET mérések segitségével.



vi)

vii)

viii)

A membranfehérjére hatd surlddasi eré nagysagat befolyasolhatja a fehérje TM
doménje és a lipid kettésréteg kozotti fellilet nagysaga, ami fligg a lipid kettésréteg
vastagsagatol. Bar becslésiink szerint (Nagy Eva és mtsai, Biophys J, 2018) a
depolarizaciébdl szarmazé membranvastagsag valtozas vart értéke csak kb. 1%-
ra tehetd, érdemes lenne ezt kisérletesen is ellendrizni. Erre lehetfséget nyujt a
MIET vagy a GIET (metal/graphene induced energy transfer), melyek hatoétavolsaga
20-30 nm, illetve >100 nm, jelentésen meghaladva a FRET hatétavolsagat. Ezen
modszereknél a fém/grafén felszin mikodik akceptorként. A fémfellletre vagy
grafén fellletre kitapasztott sejtek bels6, ic. membranfelszine jeldlheté pl.
fejcsoportjan jelolt PS vagy PE lipidekkel (Avanti) vagy a belsé membranfélhez
lipid horgonyzassal kotéd6é, GFP-vel ellatott H-Ras/K-Ras vagy Lyn
fehérjefragmentumokkal. A membranjelolé fluoreszcencia élettartamat FLIM
méréssel meghatarozva vizsgalhatd lenne a fém/grafén fellilet és a belsd
membranfél tavolsaga, ami tikrozné a membranvastagsag esetleges valtozasait.
Korabban felvettiik a kapcsolatot Prof. Jorg Enderlein-nal (Gottingeni Egyetem),
aki a modszer egyik szakértéje.

Szlikségesnek tartom molekularis modellezéssel is vizsgalni a kérdést, ebbél a
célbdl Dr. Fehér Bencével (SE Biofizikai Intézet) kezdtiunk kollaboraciét, aki a
membranpotencial valtozast szimulald kulsé elektromos terek jelenlétében
kisérli meg leirni a fehérje mobilitast és a membran vastagsaganak valtozasat.

A depolarizacié hatasara létrejové mobilitasvaltozast olyan transzmembran
fehérjék esetében tapasztaltuk, melyek lipid tutajokban dusulnak fel. Ezért
érdemes lenne kulonféle membranmaddositasok, pl. metil-béta-ciklodextrinnel
torténé koleszterinkivonas — ez megbontja a lipid tutajok épségét — vagy
koleszterinnel toltott MBCD-vel vald dusitas utdn is megvizsgalni a mobilitast
kildonb6z6 membranpotencialok mellett. Ez segitene tisztazni, hogy a lipid
kornyezet szerepet jatszik-e a membranpotencial mobilitdst modulald
hatdsaban.

Intézetinkben Prof. Nagy Péter és munkacsoportjanak 6nallé kutatéva érett
tagjai, Dr. Kovacs Tamas és Dr. Zakany Florina vizsgaljak egy masik
membranpotencial komponens, a dipdlpotencial hatdsat els6ésorban az erbB
receptorok m(kodésére. Mig a transzmembran potencial az ionok egyenlétlen
koncentracideloszlasabdl szarmazik a membran két oldalan, a dipdlpontecial
eredete a membrant alkotdé foszfatidok és szterol szarmazékok, valamint az
ezekhez hidrogénkotéssel kapcsolédd vizmolekuldk dipdlmomentumainak
térbeli rendezettsége. A becslések szerint a dipélpotencialbdl szarmazo
elektrosztatikus térer6sség nagysaga jelentésen meghaladja a transzmembran
potencidlbdl szarmazd térer6sségét. Ennek nyoman mi is elkezdtik ezen
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paraméter hatasat is vizsgalni az IL-2 receptor mikodésére és mobilitasara. A
dipolpotencialt floretin-nel, illetve 6-ketokolesztanollal (6KC) torténd
inkubalassal csokkentjuk, illetve ndveljuk. Eddigi, Szolyka Levente TDK-s hallgaté
altal végzett kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a 6KC csokkentette az IL-2
altal kivaltott pSTAT5 jelet. Az FCS mérések a mobilitds meghatarozasara
folyamatban vannak.

2. Kérem, hogy a szerz6 fejtse ki meglatasait arrol, hogy az (orvos)biolégia mely

i)

tertletein lat a sajat életm(ivére is jellemzé preciz, kvantitativ molekularis biofizikai
vizsgalatok altal teremtett attorési lehet6ségeket.

A szuperfelbontasu mikroszkdpiak és a megfeleld jelolési modszerek
kombinaciodja forradalmasitja az élé sejtes rendszerek biolégiai folyamatainak
kvantitativ nyomon kovetését. Az egyedi molekula mikroszkdpias modszerekkel a
molekularis folyamatok kozvetlenul vizsgalhaték. Pl. a génszabalyozas soran a
transzkripciés faktorok tranziens vagy stabil kotédése, a kialakuld fehérje
komplexek Osszetétele, a kromatin-mddosité enzimek mikodése kozvetleniil
megfigyelhetdvé valik.

AMINFLUX mikroszkdpia egyes esetekben felvalthatja a molekularis asszociaciok
kozvetett, FRET alapu megfigyelését. Segitségével 1-2 nm-es felbontassal
vizsgalhato fehérjekomplexek dsszetétele. A korlatozo tényezd a fehérjeslrliség,
ami nem haladhatja meg a diffrakcio limitalt térfogatban a néhany darabot.
Kombinalhaté a DNA-PAINT technikaval, ami a festék villogasat fluoreszcens DNS
oligdk tranziens kotédésével helyettesiti. Kollaboraciés partnertinkkel, Prof.
Jerker Widengren-nel egylttmikodve sikerilt MINFLUX és DNA-PAINT
kombinaciodjaval HEK sejtekben kifejezett RXR oligomereket detektalnunk.

A PicoQuant berlini mikroszképos cég 30 évvel ezelbtti induldasakor az egyedi
molekula mikroszkdpia mUiszereinek és mddszereinek fejlesztését tlizte ki célul.
A 30 éves jubileumi konferencian inspirald eléadasok hangzottak el, melyek kozul
néhanyat szeretnék megemliteni.

- DNS origami: DNS-molekulakbdl olyan platformokat hoznak létre, melyeken
egyedi molekula szinten tudjak vizsgalni a biomolekularis kdlcsdnhatasokat. A
DNS origamit egyedi molekula mikroszképiaval kombinalva hasznaljak
nanorobotikai platformként, nanoantennaként patogén nukleinsav molekulak
attomolaris detektalasara, DNS szamitégépként (Philip Tinnefeld és mtsai);
- A Claus Seidel (Dusseldorfi Heine Egyetem) altal kifejlesztett multiparaméteres
egyedi molekula fluoreszcencia spektroszkdpia egyszerre méri két vagy tobb
festék élettartamat, mobilitasat, anizotrépiajat, segitségével ,él6ben” lehet
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kovetni a biomolekulak mikodését és szerkezeti valtozasait (kdlcsonhatasok,
konformacids valtozasok, aggregacio).

A fentiek mutatjak, hogy az altalunk alkalmazott ,klasszikus” FCS, FLIM-FRET
modszerektdl van hova fejlédnlnk.

Végezetlul még egyszer kdszondm Kovacs professzor ur gondolatébreszt6 kérdéseit.

Debrecen, 2026. 05. 19.

Dr. Vamosi Gyorgy



