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VALASZOK MARTINEK TAMAS BIRALATARA

K6szonom Biralémnak a dolgozatomra adott pozitiv értékelését az értekezésben szereplé eredmények
elismerését, valamint gondolatébreszté kérdéseit melyekre az alabbiakban valaszolok. K6szonom, és
elfogadom a biralonak a dolgozattal kapcsolatos kritikai megjegyzéseit.

p5, kémiai biolégia definiciéja: Bar a kémiai bioldgia leggyakrabban kis molekuldkat hasznal a bioldgiai
rendszerek manipulalasara, ez nem kizarélagosan van igy. A teriilet meghatarozasa véleményem szerint
ennél tagabb. A kémiai bioldgia tovabbra is megkilénbdztethetd azaltal, hogy kémiai eszkdzok
alkalmazésara dsszpontosit a bioldgiai kérdések megvalaszolasanak érdekében.

Egyetértek a Birald megjegyzésével. Megfogalmazasom tulsdgosan is korlatozo, a kis molekulakkal
t6rténd kémiai modositasok ugyanis a kémiai biologia eszkéztaranak valdban az egyik leggyakrabban
alkalmazott, de nem kizarélagos eleme.

p14, Mennyire tehetd elviekben specifikussa a bisz-tetrazin szarmazék fehérje jeldlése azzal, hogy

Iy

A tetrazin-ciklooktin reakci6 mar 6nmagaban is nagyon specifikus, a bisz-szarmazékok itt a jobb
fluorogenicitas elérését szolgaltak. Az azonban nagyon fontos, hogy a két nem-természetes, ciklooktinnal
(BCN) médositott aminosav térben egymashoz viszonyitott poziciéja milyen mértékben képezi le a
jelzdvegyiilet két tetrazin csoportjanak tavolsagat. Ezt a kérdést a bisz-azid szarmazékokon
tanulmanyoztuk behatébban, és az ottani tapasztalatok alapjan valasztottuk ki a cél-peptidszekvenciakat.
a bisz-tetrazin-vegytletekhez. Az alabbi megfigyeléseket tettiik:

o A peptidszekvencia hosszatdl fliggetlentil, minden esetben az 1:1 aranyd adduktot kaptuk. Ezt
azzal magyaraztuk, hogy az egyszeresen reagalt biszazidok sokkal reaktivabbak a masodik
reakcioban (pl. el6 sem lehetett allitani a mono-BCN szarmazékokat még nagy biszazid : BCN
aranyok esetén sem), illefve azt sem szabad elfelejteni, hogy a masodik klikk-lépés mar
intramolekularisan jatszodik le. Természetesen irrealisan k6zeli pozicionalas esetén nem
vizsgéltuk a kétbdést.

o A két BCN funkcio peptidekben 1évé tavolsaga leginkabb a fluorogenicitds mértékére volt
hatassal. Konformacidanalizisre vonatkozo6 szamitasok ravilagitottak arra, hogy e kiilénbségek a
keletkezd ciklikus adduktban lévé kromofor planaritasaval magyarézhato.

o Avizsgalt peptidszekvenciakat kiilonféle biszarzén jelzbvegyliletekre optimalizalt irodalmi példak
alapjan vettiik, mi magunk nem foglalkoztunk ezzel, mivel nem rendelkeztiink a sziikséges
screening technoldgidval. Megjegyzem, hogy ha rendelkezésre allt volna akkor az AlphaFold,
valészindleg éltiink volna a mesterséges intelligencia altal adott lehet6séggel.

A valasz a kérdésre tehat az, hogy béar a specifikussag nem, a fluorogenicitas mértéke tovabbi
optimalizaciéval valoszintileg tovabb névelhetb.

p16, Fig. 4, Feltételezhetben a vegyuletek szamai vannak az abran, a szovegben nincs
hozzarendelés.

Igen, az abra az eredeti publikaciobol lett atemelve és nem forditottam elég figyelmet az abra és a széveg
harmonizaciojara, ezért elnézést kérek.



mailto:KELE.PETER@TTK.HU
http://chembiol.ttk.hu/

MTA-HUN-REN RCNS Lendiilet "Momentum" Chemical Biology Research Group

HUN-REN RESEARCH CENTRE FOR NATURAL SCIENCES chemical biology

INSTITUTE OF ORGANIC CHEMISTRY research
PETER KELE L group
/ Head of Research Group
Address: Magyar tuddsok krt 2. H-1117, Budapest, Hungary :\ >
R .. +36 1382 6986 ®
ttk E-MAIL: KELE.PETER@TTK.HU; WEB: http://chembiol.ttk.hu

p16, A DNS interkalatorok esetében kimutatott konszekutiv fluoreszcencia aktivalas nagyon érdekes
elenség. A kdlcsdnhatasok sorrendje befolyasolja-e a reaktivitasokat? Logikai ES miiveletként torténd
alkalmazashoz a fliggetlen reakciokészség szikséges lenne.

Teljesen jogos a biralo felvetése. Sajnos nem tanulméanyoztuk, hogy a jelzévegyiilet DNS-hez két6dése
hogyan befolyasolja a klikk-reaktivitast. Véleményem szerint, amennyiben befolyasolja, annak a sztérikus
gatlas az oka. Mindazonéltal, a sejtes kérnyezetben nem all modunkban annak szabalyozésa, hogy melyik
biopolimerrel, a fehérjével vagy a DNS-sel Iépjen-e el6bb kbicsdnhatasba, ezért nem volt indokolt ennek
tanulmanyozésa. A logikai ES kapcsoloként vald definialas e tanulmanyok hianyaban azonban valéban
talzo.

p18, A FRET-alapu fluorogén konstrukcioban a 16x-os névekmény mihez képest értendd? A tetrazinnal
kozvetlendl csillapitott Cy3-hoz képest? Milyen képelemzési statisztikaval kvantitaltdk a hattér szignal

relativ nagysagat?
N 0”0

og N
A dolgozat 7. abrajan lathatd 1 vegyllet 16x fluoreszcencia névekménye tkL il
(fluorogenicitas) a festék klikk-termékének és tetrazin formajanak fluoreszcencia
intenzitas hanyadosaként értelmezend6 (lvikk/ Ir;). Az 6sszehasonlités alapjaként
szolgald, a birald altal helyesen értelmezett, tetrazinnal kbzvetlenil modulalt Cy3

+

festék (az abran az 5§ vegylilet) ugyanilyen alapon vett fluorogenicitasa 6x. SN y
A héttérszignél nagysagat nem kvantifikaltuk, olyan kvalitativ kilénbségek, mint _"'\_ﬁ"
a célfehérje teriiletén kiviil megfigyelhet6 jel allapitottuk meg, hogy a jobb O &
fluorogenicitassal alacsonyabb hattérszignalt értiink el. ANy Ay

p18, Milyen mértékben voltak vizoldékonyak a tetrazin-kumarin-Cy3/Cy5 triadok? Nem
tapasztaltak-e kicsapodasi jelenségeket. Lehetséges ezzel magyardzni a sejtmaggal nem
kolokalizalodo festést?

Az alkalmazott 1M-os koncentracioban nem figyeltink meg oldhatdsagi problémara utald kicsapodast. A
cianin tipust festékek valdban hajlamosak DNS-hez asszocialddni, ekézben a fluoreszcencia intenzitas is
némileg névekedhet. Az, hogy esetiinkben nem figyeltiik meg ezt, annak kdszénhetd, hogy a
bioortogonalizalt Lamin fehérjével vald kémiai reakcio sokkal hatésosabb, kovalens jelblést és jelent6sebb
fluoreszcencia-intenzitas névekedést tesz lehetévé. Igy, ha tortént is DNS-Cy3 vagy DNS-Cy5 kétédés a
Sokkal intenzivebb fehérjejelblés mellett ez nem latszott.

p24, A Lys(e-N-DOTCO) jelentésen hidrofilebb, és nagysagrendekkel gyorsabban volt kimoshaté a
citoplazmabdl. Ehhez hatékonyan kellett diffundaljon a sejtmembranon, ami igényli az anyag bizonyos
mérték(i  (optimalis) hidrofébicitasat. Lehetséges, hogy efflux pumpak is segitették a
kimosasi kisérleteket?

Arrol nincs tudomésom, hogy vizsgélta-e valaki a nem-természetes aminosavszarmazékok membranon-
keresztiili transzportfolyamatait, igy nem zarhato ki annak lehetésége, hogy efflux pumpak is részt vesznek
a kitiriilésben. Ez viszont a tobbi nem-természetes aminosavra is igaz. Bar a Lys(s-N-DOTCQ) valéban
nagysagrendekkel hidrofilebb, mint a tébbi fesziiltgyliriis rendszerrel moédositott nem-természetes
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aminosav, ez csak ebben az dsszehasonlitasban igaz. Véleményem szerint a Lys(e-N-DOTCO) olyan
idedlis polaritast képvisel, mely 6sszességében lehetévé teszi, hogy kevésbé legyen hajlamos a nem-
specifikus adszorpcibra és igy mar kevés mosasi lépéssel is eltavolithato legyen a citoszolbél.

p31, Fig 16, A tBuTetCy3 esetén foltos, aspecifikus festések latszodnak a CLMS képeken.
Aggregacié magyarazhatja ezt?

Az itt alkalmazott, kélcsénbsen ortogondalis-bioortogondalis reakciok sebessége kozti egy nagysagrendnyi
kiildnbség (ko= ~10°vs. ~10" M-'s") miatt a tBuTetCy3 vegyiiletet nagyobb koncentracioban és hosszabb
ideig volt sziikséges alkalmazni (100 uM, 16h vs. 3 uM, 1h). Ennek kdszbnhetben valosziniileg az
aggregacio (a cianin festékek hajlamosak erre), és az aggregatumoknak fagocitézissal torténd felvétele
jatszhatott szerepet abban, hogy az amugy nem permeabilis festék megjelenik az intracellularis térben. A
hosszabb jeldlési koncentracio ezen kiviil lehetéséget teremt arra is, hogy a jel6lt receptorok a természetes
internalizacios folyamatok kévetkeztében megjelenjenek az endocitotikus vezikulumokban.

El6 sejteknél gyakori a fluoreszcens fehérjékkel fuzionalva térténd expresszio, ami nem igényli a
potldlagos kémiai jeldlést. Milyen esetekben jelent kifejezett elényt az él6 sejt tanulmanyozéséanal a
genetikailag nem kadolt aminosav beépitése és a kémiai jeldlés?

A kérdésre a bevett valasz, hogy a nem-természetes aminosavak genetikai kédolasaval és poszt-
transzlaciés bioortogonalis jel6lésével sokkal kisebb perturbaciot idéziink el6 funkcid, szerkezet,
mozgékonysag tekintetében, mint a célfehérie méretével 6sszeegyeztethetd méretii fiizios fehérjével vald
jeloléssel. Tovabbi elényként szoktak emliteni a szerves fluoroforoknak a fluoreszcens fehérjéknél sokszor
elényGsebb fotofizikai tulajdonsagait. Ezeket az elénydket azonban sokan vitattak, cafoltak, raadasul a
jelolési eljaras természetébdl fakaddan a kismolekulas jelélés soran altaldban problémat jelent a
hattérfluoreszcencia. Lemke és munkatarsai behatoan vizsgaltak ezt a kérdést eqy 26 tagu fehérjetaron.
Megallapitottak, hogy a vizsgalt fehérjék koziil mindéssze 6 esetében volt megfigyelhetd a fiizios fehérje
Jelenlétébdl fakadd strukturélis valtozés. Tehat ennél a 6 fehérjénél biztosan el6nyGsebb a genetikailag
kodolt aminosav beépitése és utdlagos jelélése (https./doi.org/10.1021/acsnano.5b04434). Nikic és
munkatarsai fesziiltségfiigg6 Na-csatornak mddositasi lehetéségeit vizsgaltak. Megallapitottak, hogy a
fazios fehérjével tortént jelblés nagymértékben befolyasolta a csatornafehériék asszociaciés képességét,
igy ebben az esetben is a bioortogonélis megkdzelités az elbnyds (https://doi.org/10.1242/jcs.260600;
https://doi.org/10.1038/s41467-022-27956-y).

A kérdés azonban napjainkban felettébb id6szerii lett és a mérlegelés alapja is megvaltozott, ugyanis a
szuperfelbontasti mikroszkopias modszerek a kbzelmiltban érték el azt a felolddképességet, ahol mar
kritikus a két modszer kiilénbségébbl adddd un. linkage-error (a detektalhato jel forrasa és a jel6lt fehérje
kozti tavolsag). A Hell és munkatarsai altal kifejlesztett MINFLUX és MINSTED nanoszkopias vizsgélati
madszerekkel akar 2 nm-es felbontoképesség is elérhetb, ami 6sszemérhetb pl. a fluoreszcens és egyéb
fuziés jelz6fehériék méretével (2-5 nm) (https:/doi.org/10.1021/acscentsci.3c00746). E fejlesztéseknek
kdszdnhetben a kivalasztando jel6lési eljaras tehat nagyban fiigg attol, hogy finom szerkezeti részletek
meghatarozasa, vagy a célfehérjék azonositasa, kbvetése-e a cél.

Milyen koncentracidkban kellett alkalmazni az élésejtes festéseknél az anyagokat?

A jeléléseknél alkalmazhatd jelzGvegyiilet-koncentracio nagymértékben fiigg az alkalmazott bioortogonalis
reakcio sebességeétdl. Az éltalunk leggyakrabban alkalmazott tetrazin — transz-ciklooktén / ciklooktin és
azid-ciklooktin bioortogonalis jelélési eljarasok soran rendre 0,1 - 3 uM és 10 - 100 uM os jelz6vegyiilet-
koncentréaciokat igényeltek.
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A gerjesztési/emisszios maximum és a kotéshasadasi hullamhossz eltolasa az IR/NIR felé a jellemzéen
hidrofob nt-elektronrendszer méretének novelését igényli. Ezzel a molekulak hidroféb felszine is jelentésen
novekszik, ami névelheti az aspecifikus kotddési jelenségek valoszinliségét. Ekozben a detektalhatésag
csak a specifikus ligalasi reakciok utan valésul meg. Milyen kockazatokat rejthet ez az aspecifikus és nem
fluoreszcens fehérjekotés, esetleg membran felhalmozodas az él6 rendszerekben nemkivant hatasok
szempontjabol? Mit mutattak a toxicitasi mérések?

Igen ezek teljesen jogos felvetések. Szerencsére az alkalmazott bioortogonalis reakcio lehet6vé teszi az
alacsony jeldlési koncentraciot (<1 uM). A vegylileteink membranokban vald felhalmozédasa valdban
eredményezheti azok instabilitaséat igy a sejtek életképességére is hatassal lehetnek. Az altalunk elballitott
jelzbvegytiletek toxicitasat minden esetben meghataroztuk (MTT teszt), ezek kevés kivétellel azt mutatjak,
hogy az alkalmazott fluoreszcens vazak és mddositasok csak magasabb, néhany esetben 10 uM, de
leggyakrabban 100 1M koncentrécio felett idézi el a sejtek életképességének cs6kkenését.

Budapest, 2025. aprilis 4. -
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Kele Péter
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