A Magyar Biofizikai Tarsasag Molekularis Biofizika Szekciojanak iilése

majus 09-én (csiitortokon) a Pécsi Akadémiai Székhazban

Déleldtti szekcio eléadasok: 11:00-13:00 15+5perc elndk: Lukacs Andras

11:00-11:15 Kalmodulin konformaciés dinamikaja fiziologias kalcium-ion koncentraciokban
Liliom Karoly Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugarbiologiai Intézet

11:20-11:35 A Ran kisGTP4z nukleotid specifikus konformacioinak feltérképezése
Balog Erika Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet

11:40-11:55 Szerkezet-funkcio koordinacidé a SALS fehérjében.
Sziitsné Téth Ménika Agnes Pécsi Tudomanyegyetem AOK Orvosi Biologiai Intézet

12:00-12:15 Fehérje-DNS hibrid fogantyuk tervezése egyedi molekula kisérletekhez
Kiss Balint Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugarbiologiai Intézet

12:20-12:35 EBI: orchestrating actin:microtubule dynamics through liquid-liquid phase separation
and domain interplay?
Gaszler Péter Pécsi Tudoméanyegyetem AOK Orvosi Biologiai Intézet

12:40-12:55 A miozin-5C motoros tulajdonsabainak szabalyozasa
Kengyel Andras Pécsi Tudomanyegyetem, AOK, Biofizikai Intézet

13:00-14:00 Ebédsziinet (szendvics)

Délutani szekcio eldaddasok: 14:00-15:40 15+5perc elndk: Smeller Laszlo

14:00-14:15 Fotoaktiv adenilat ciklaz funkcionalis dinamikéjanak vizsgalata biofizikai
modszerekkel.
Lukscs Andras Pécsi Tudomanyegyetem, AOK, Biofizikai Intézet

14:20-14:35 A bakterialis aktin MreB, mint 0 antibakterialis célpont
Huberné Barké Szilvia Pécsi Tudoméanyegyetem, AOK, Biofizikai Intézet

14:40-14:55 RNS virusban kialakul6 G-quadruplex strukturak vizsgalata és stabilitasuk
befolyasolasa TMPyP4, PhenDC3, valamint BRACO19 segitségével.
Cervenak Miklos Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugarbiologiai Intézet

15:00-15:15 Baktériumok quorum érzékelésének egysejt-szintli vizsgalata mikrofluidikai
modszerekkel
Abraham Agnes HUN-REN Szegedi Biologiai Kutatokozpont Biofizikai Intézet

15:20-15:35 A spektralis zaj hatasa a cirkularis dikroizmus spektroszkopiaval torténé
szerkezetvizsgalat pontossagara
Moussong Eva E6tvos Lorand Tudoméanyegyetem TTK Biologiai Intézet



KALMODULIN KONFORMACIOS DINAMIKAJA FIZIOLOGIAS KALCIUM-ION
KONCENTRACIOKBAN

Liliom Karoly, Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet, Budapest

A kalmodulin az intracellularis jelatvitel fontos szerepléje, négy kalcium-iont képes megkédtni
két-két ,EF-hand” motivummal a fehérje két doménjében. Kalcium-kétés hatasara a
doménekben hozzaférhetévé valnak addig rejtett hidroféb fellletek, amelyek részt vesznek a
partner fehérjék széles skalajanak megkotésében. A kalmodulin kalcium-fliggd aktivitasat
legtobbszor ugy modellezik, hogy a kalcium-ionoktdl mentes apokalmodulin inaktiv, mig a
teljesen telitett holokalmodulin az aktiv forma. Azonban fiziologias koérilmények kozott a
jelatvitel soran a kalmodulin kalcium-telitettsége alacsony marad, a nyugalmi intracellularis
kalcium-ion koncentracié tranziensen vagy oszcillaciok soran mintegy 10-30-szorosara
névekszik, ami nem elegendd a kalmodulin telitéséhez. A kalmodulin partner-szelektivitasat
a célfehérjék kompartmentalizaciojaval, illetve kanonikus koétési médusokkal magyarazzak,
ami azonban nem ad valaszt arra, hogy a fizioldgias kalcium-ion koncentracié idébeli
valtozasaban megjelend informaciétartalom miért nem vész el a jelfeldolgozas soran.

Kisérleteinkben kimutattuk, hogy alacsony kalcium-ion telitettség esetén a kalmodulin
jelentdsen megndvekedett szerkezeti dinamikat mutat és a modell célpeptid melittint is képes
megkotni - raadasul tébbféle konformacidban - a holokalmodulin kialakulasa elétt.

Megvizsgaltuk alacsony kalcium-ion/kalmodulin arany esetén a kalmodulin konformacios
dinamikajat FTIR spektroszképiaval és molekuladinamikai szimulaciokkal. Eredményeink
alapjan ebben a tartomanyban jelentdés névekedést mutat az alacsony-frekvencias mozgasok
mértéke, ami utalhat egy lassu, de folyamatos konformacios térben térténé dinamikus
mozgasra.

Eredményeink arra utalnak, hogy a kalcium-jelatvitel soran a kalmodulin miikédésében nem
csak a kalcium-tranziensek nagysaganak és idébeli lefutasanak van szerepe, hanem a
nyugvo sejtekben is megfigyelhetd kis ,tlske-szerll” kalcium koncentracios fluktuacioknak is,
amelyeket sokan eddig egyfajta véletlen ,alapvonalnak” tekintettek.

A kutatast az NKFIH FK-135517 és SNN-145763 palyazatok tamogattak.



A Ran kisGTPaz nukleotid specifikus konformacioinak feltérképezése

Balog Erika, Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugarbiolégiai Intézet, Budapest

A Ran (RAs-related Nuclear protein) a Ras fehérjék csaladjaba tartozo kis G-fehérje, mely a
sejten beliili jelatadéasi folyamatban, a sejtmag-citoplazma kozotti transzportban vesz részt.
Mas kis GTPazokhoz hasonloan molekularis kapcsoloként miikodik, amely a GDP-hez kotott inaktiv
¢és a GTP-hez kotott aktiv allapot kozott “kapesol”.

A Ran egy globularis (G-) doménbdl és egy C-terminalis régioébol all, mely a GDP-kotott
allapotokban a G-doménhez kotédik. RanGTP esetén a C-temindlis szerkezete csak a
RanGTP-RanBP (Binding Protein) makromolekularis komplexben meghatarozott. Ezen
kristalyszerkezetek azt mutatjdk, hogy a C-termindlis nagy konformaciovaltozdson megy
keresztiil, atolelve a Ran-koté doméneket. RanBP-t nem tartalmaz6 komplexek esetén viszont
a C-terminalis szerkezete nincs meghatarozva, mely a C-terminalis nagyfoku
mozgékonysagara utal.

Munkénk soran, molekuladinamikai (MD) ¢s MDeNM (Molecular Dynamics with excited
Normal Modes) szimulaciés modszerek alkalmazasaval bemutatjuk a C-terminalis nukleotid-
specifikus dinamikai viselkedését €s értelmezziik annak funkcionalis hatasat.



Szerkezet-funkcio koordinacié a SALS fehérjében.

Téth Moénika Agnes', Gaszler Péter?, Vig Andrea Teréz', Rauan Sakenov', Pintér Réka', Held-Baller

Daniel’, Botka Natalia?, Bugyi Beata®

'pTE AOK, Orvosi Bioldgiai Intézet, Pécs Szigeti ut 12. H-7624
’PTE GYTK, Biotechnology BSc képzés

A SALS (sarcomere length short) egy Drosophila-specifikus szarkomer szabalyozd fehérje, mely
komplex moddon jarul hozza a szarkomerikus aktin filamentumok szerkezeti és funkciondlis
sajatsagainak kialakitashoz (1, 2). A SALS tultermelése aktin alapu aggregatumok kialakuldsat
eredményezi (3). Hasonld fenotipust, Un. nemaline testeket irtak le a Leiomodin (Lmod) gén
mutacidjahoz kotheté nemaline myopathids betegek hardntcsikolt izomszévetében is. Evollcids
szempontbdl ugyan nincs genetikai kapcsolat az Lmod és a SALS kdz6tt, azonban az in vivo vizsgalatok
alapjan egymas funkcionalis homoldgjai lehetnek.

A SALS-ban eddig két, néhdny tiz aminosavbdl allé Wiskott-Aldrich-szindréma 2 homoldgia 2 (WH2)
domént azonositottak (SALS-WH?2). In silico elemzésiink alapjan a SALS WH2 domének rendezetlen
sajatsaggal birnak (intrinsically disoerdered region, IDR). A funkciondlis analizislink szerint a SALS-
WH2 aktinkété sajatsdggal bir, ugyanakkor biokémiai aktivitdsai nem rekonstrudljadk a teljes
hosszUsagu fehérje bioldgiai funkcidjat (4). Hipotézisiink szerint azt tovabbi domének, illetve
szarkomerikus partnerfehérjék finom hangoljak.

Munkank soran kisérletesen, fluoreszcencia spektroszkdpia és termikus analizis alkalmazdasaval
igazoltuk a SALS-WH2 IDR természetét. Szedimentacion és fluoreszcencia spektroszkopiai

< sz

terminalisan.
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EBI1: orchestrating actin:microtubule dynamics through liquid-liquid phase
separation and domain interplay?

Péter Gaszlerl’z’*, Moénika Agnes Tc')thl, Tony Weselyl, Fruzsina Szészl, Andrea Vigl, Beata
Bugyi'?

! University of Pécs, Medical School, Department of Medical Biology, Szigeti str. 12, Pécs, H-7624, Hungary
* Regional Committee of The Hungarian Academy of Sciences at Pécs, The Expert Committee of Physics and Astronomy, Spectroscopy

Committee, Pécs, Hungary
*E-mail: peter.gaszler@aok.pte.hu

EB1 (End-binding protein 1, also known as MAPREI) belongs to the +TIPS (microtubule plus-end tracking
proteins) recruiting other factors to the plus end of the microtubules. EB1 can form molecular condensates
through liquid-liquid phase separation (LLPS) in specific conditions to constitute the microtubule plus-end
machinery. EB1 LLPS dynamics seem to be important for mitotic chromosome movement in HeLa cells. Our
UV-VIS spectroscopy and thermal analysis reveal the concentration-dependent aggregation of EB1. Analysing
the effects of either the N-, and C-terminal truncations suggests an interplay between the CH and EBH-tail
domains in filamentous actin binding.
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A MIOZIN-5C MOTOROS TULAJDONSAGAINAK SZABALYOZASA

Kengyel Andras’?, Philip M. Palarz?, Jacqueline Krohn?, Anja Marquardt', Johannes N.
Greve', Robin Heiringhoff', Anne Jérns®, Dietmar J. Manstein?

1 Pécsi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Biofizikai Intézet, Pécs
2 Hannover Medical School, Institute for Biophysical Chemistry, Hannover, Germany
3 Hannover Medical School, Institute of Clinical Biochemistry, Hannover, Germany

A miozin-5c motorfehérje fontos szerepet jatszik a szekrécids folyamatokban: nagy mennyiségben
termel6dik az endokrin szévetekben, elsésorban a hasnyalmirigyben, az emlében, a pajzsmirigyben
vagy a nyalmirigyekben; az endotéliumban pedig elGsegit a von Willebrandt faktor kibocsatasat. A
miozin-5c két dimerizalt nehézlancbdl és a hozza kapcsolddd konnydilancokbdl allé komplex. A
nehézlanc tartalmazza az aktin-kot6 és ATP-hasité motor domént, a 6 konny(ilanc kotédését szolgdld
IQ-motivumokat, a dimerizacidért felelSs coiled-coil szakaszt és a transzportban szerepet jatszo
globularis kargo-koét6 domént. Jéllehet a miozin-5c alacsony munkaciklus-aranyd, nem-processziv
motorfehérje, transzportfolyamatok soran tébb miozin-5¢c 6sszekapcsolddasa lehet6vé teszi a
processziv mozgast. Jelen munkankban bemutatjuk a rekombinans human miozin-5¢ nehéz-
meromiozin el@allitasat és funkcionalis karakterizalasat. Igazoltuk, hogy a miozin-5c nyaki régidja a
kalmodulinon kivil esszencialis- és regulatérikus konnydlancokat is képes kotni, amelyek
befolydsoljak a miozin-5¢ enzimatikus tulajdonsagait. Kiilonb6z6 tropomiozin (Tpm)-izoformakkal
dekoralt aktin filamentumok is képesek mddositani miozin-5¢ motoros tulajdonsagait: Tpm3.1 noveli,
Tpm1.8 nem befolyasolja, mig Tpm1.6 csokkenti az aktin-aktivalt ATPaz akivitast, viszont mindharom
Tpm izoforma fokozza a motorfehérjék aktint mozgatd képességét. A motoros tulajdonsagokat
jelent&sen gatolja a pentabromopszeudilin, a kordbban mar mas miozinok vonatkozasaban leirt
allosztérikus reguldtor, ami a molekuladinamikai szimulacidk alapjan az aktin- és nukleotid-kotd zseb
kozelében hizédo drokba kot, fél-telitési dozisa ~280 nM, a kotés szamitott szabadentalpia-
véltozasa -18,44 kcal/mol. Immunhisztokémiai vizsgalataink kimutattak a miozin-5c jelenlétét az
endokrin hasnyalmirigyben, a Langerhans-szigetek béta-sejtjeiben, ahol szoros kolokalizaciot
mutatott az inzulinnal. Az inzulint-tartalmazé szekrécids granulumok mozgatdsa tobb kiilonb6z6
motorfehérje 6sszehangolt mikodésén keresztil valdsul meg. Eredményink hozzasegithetnek a
miozin-5c—aktin—Tpm komplexek lehetséges szerepének tisztdzasahoz az inzulin-kivalasztas
folyamataban.

Tpm: tropomiozin



RNS VIRUSBAN KIALAKULO G-QUADRUPLEX STRUKTURAK VIZSGALATA ES
STABILIZASLASUK BEFOLYASOLASA TMPyP4, PhenDC3, VALAMINT
BRACO19 HOZZAADASAVAL

Cervenak Miklés Smeller LaszIlo
Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet, Budapest

A G-quadruplexek (GQ) olyan nemkanonikus polinukleotid szerkezetek, melyek a nukleinsav
molekulak guaninban gazdag régidiban alakulhatnak ki. Egy GQ-t 2-3 egymas folott
elhelyezkedd G-kvartett alkot. A G-kvartett egy sikba rendezett, Hoogsten-féle
hidrogénkotésekkel dsszetartott 4 darab guaninbdl all. GQ szerkezetek el6fordulnak példaul
a telomer, vagy egyes onkogén promoter régidkban.

Tdébb potencidlisan GQ kialakitasara képes szekvencia ismert a SARS-CoV-2 genomjaban
is. Elsédleges célunk, ezen G-qaudruplex strukturak termodinamikai stabilitdsanak vizsgalata
és a stabilitast befolyasol6 tényez6k leirasa. Kutatasunk soran kiemelt hangsulyt fektettiink a
GQ stabilizator ligandok stabilitasra gyakorolt hatasara.

Kisérleteink soran fluoreszcens spektroszopiaval vizsgaltuk az egyes oligonukleotidok
végeihez kapcsolt fluoroférok kozott Iétrejott energiatranszfert. Nemlinearis regresszios
modszerekkel hataroztuk meg a fazisatmenet (unfolding) hémérsékletét (T,,), valamint az ezt
kisér6 entalpiavaltozast (AH).

A SARS-CoV-2 genomjaban altalunk vizsgalt harom RNS oligomer mindegyike képes GQ
forma kialakitasara. A kisérleteink soran hasznalt stabilizalé ligandumok koézil egyedil a
TMPyP4 volt képes mindharom GQ stabilitdsanak nagymértékl ndvelésére. Ezzel szemben
a PhenDC3, illetve a BRACO19 kiildnb6z6 mdodon befolyasolta az egyes GQ szerkezetek
stabilitasat, egyes esetekben destabilizalé hatast mutattunk ki.

Roviditések:

GQ: G-quadrupex

SARS-CoV-2: Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2

RNS: Ribonukleinsav

TMPyP4: meso-5,10,15,20-tetrakis-(N-methyl-4-pyridyl)porphine

PhenDC3: 3,3’-[1,10-Phenanthroline-2,9-diylbis(carbonylimino)]bis[1-methylquinolinium]



Quorum sensing response of single bacterial cells studied by a microfluidic
mother machine device

Agnes Abraham'~, Krisztina Nagy', Laszl6 Dér', Eszter Csakvari® and Péter Galajda'

! Institute of Biophysics, HUN-REN Biological Research Centre Szeged, Szeged, Hungary
? Doctoral School of Multidisciplinary Medical Science, University of Szeged, Szeged, Hungary

3 Division of Biotechnology, Bay Zoltan Nonprofit LTD. for Applied Research, Szeged, Hungary

Social interactions are common and essential in natural microbial ecosystems. Among these,
quorum sensing is one of the most important forms of bacterial communication. Quorum
sensing is used to regulate (and synchronize) gene expression of a population according to
cell density. It involves the production and detection of small, excreted signal molecules
(autoinducers), and controls multiple functions, e.g. bioluminescence, metabolic pathways,
motility, biofilm formation, sporulation and virulence. We applied a microfluidic “mother
machine” device to trap single cells of Pseudomonas aeruginosa bacteria and expose them to
waves of autoinducer signal molecules. We studied the quorum sensing response on single
cell and population level by means of a GFP-based fluorescence reporter system. We
described the kinetics of the response and explored cell-to-cell variations. Furthermore, we
tracked cell size, division and cell relatedness and explored their importance in quorum
sensing.



A spektralis zaj hatasa a cirkularis dikroizmus spektroszkopiaval torténo
szerkezetvizsgalat pontossagara

Moussong Eval’z, Nyiri Marton Péterl, Frank Wien3, Kardos Jozsef' ’4, Micsonai Andras'**

" ELTE Eétvos Lorand Tudomanyegyetem, Biologiai Intézet, Biokémiai Tanszék, Budapest
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A cirkuléris dikroizmus (CD) spektroszkopia széles korben hasznalt technika fehérjék
masodlagos szerkezetének vizsgalatara. A legtobb szerkezetvizsgald algoritmus a mért és a
szamolt CD spektrum kozotti eltérés minimalizalasan alapszik. Az, hogy miként definialjuk a
spektralis eltérést, illetve a mért spektrum mekkora zajjal terhelt, jelentds hatdssal van az
illesztésre, ¢s igy a kapott masodlagos szerkezetre is. Megvizsgaltuk a mérési zaj profiljat
asztali és szinkrotronradidcios CD késziilékek esetén, illetve jellemeztik a kiilonbozo
algoritmusok pontossagat kiilonbozoé zajszint mellett. A zaj okozta hiba csokkentése
érdekében megvizsgaltuk a spektrumok kiilonb6zé mértékii simitasanak hatasat, valamint az
illesztés pontossaganak jellemzésére a normalizalt RMSD (normalized root mean square
deviation) 0j formdjat dolgoztuk ki. Eredményeink alapjan modositottuk a csoportunk altal
fejlesztett BeStSel spektrumelemzd webszerver algoritmusat, igy jelentdsen javitva a
gyengébb mindségli, zajosabb spektrumok esetében becsiilt szerkezetosszetételt. Vizsgaltuk
tovabba az utobbi idokben népszertivé valo, spektralis kiilonbségeken alapulod, fehérjéket
Osszehasonlito modszerek eredményességét a szerkezetalapu 0sszevetéssel szemben.

Tamogatok: Nemzeti Kutatési, Fejlesztési és Innovacids Hivatal (PD135510, K138937, 2019-
2.1.6-NEMZ KI-2019-00012, és 2019-2.1.11-TET-2020-00101), Nemzeti Agykutatasi
Program 3.0 (NAP2022-1-3/2022), Eotvos Lorand Tudomanyegyetem Egyetemi Kivalosagi
Alap (EKA 2022/045-P278-1). A munka ,,a Kulturalis és Innovaciés Minisztérium UNKP-23-
3 kodszami Uj Nemzeti Kivalosdg Programjanak a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és
Innovaciés Alapbol finanszirozott szakmai tdmogatasaval késziilt.”



