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VALASZOK POPPE LASZLO BIRALATARA

K6szonom Biraldmnak a dolgozatomra adott pozitiv értékelését, az értekezésben szerepld eredmények
elismerését, valamint a kérdéseket, melyek megvalaszolasa lehetévé teszi egyes nehezebben kdvethetd
részek részletesebb kifejtését. Kdszondm, és részben elfogadom a biralénak a dolgozat kivitelezésével
kapcsolatos kritikai megjegyzéseit.

A fejezetcimben is alkalmazott ,activatable” kifejezés a Merriam Webster szotar szerint nem létezik;
helyette alkalmazhato az ,activable”

lgaz, hogy az ,activatable” sz6 nem szerepel a szétarakban, ott kizérélag az ,activable” talalhatd. Azonban
a kutatasi teriilettel kapcsolatos angol nyelvii szakirodalomban szinte kizardlag az ,activatable” van
hasznalatban. Ennek oka, hogy a széban forgd képesség az ,activate’re, mint igére (cselekvésre) és nem
pedig az ,active™ra, mint jelz6re (allapotra) vonatkozik.

A ,Bioorthogonal chemistry” (5. oldal) részben (és kés6bb tobb helyen is) hasznalt ,live organism’/,live
system” helyett jobb lenne a ,living organism”/,living system” alkalmazasa.

A living” valdban gyakrabban hasznalt ebben a kontextusban. Bar mind a ,live”, mind a ,living” melléknév
(a ,living™nek ezen kiviil van még fénévi jelentése is), ugyanazzal a jelentéssel, arnyalatnyi kiilénbség
valdban van a két szo tartalmaban. Mig a ,live” kizarélag arra utal, hogy a jelzett alany életben van, a
,living” olyan konnotacioval is bir, hogy ezen kiviil tovabbi, az élethez kithet6 funkcioval is rendelkezik.
lgy hasznélatuk nagyban fiigg attél, mit akarunk kihangsulyozni pl. live music, live meeting. Véleményem
szerint a live organism / living organism ebben a vonatkozasban ugyanarra utal, mivel azt kivantam jelezni,
hogy életben levd sejteket vizsgaltunk. Osszességében, szerencsésebb lett volna a bévitett
jelentéstartalommal rendelkez6 ,living” alkalmazasa.

Az értekezés ugyan tézisszeri, de ennek ellenére j6 lett volna a nem trivialis roviditéseket mindenutt
feloldani az elsé eléforduldsi helyen. Réadasul ez nem konzekvensen tortént, pl. a ,super resolution
microscopy (SRM)” vagy a ,protein of interest (POI)” esetében a rovidités feloldasa megtortént, mig a
,BODIPY”. ,FRET” vagy ,TBET” roviditéseknél nem. Ugyancsak erésen hianyzott a ,GCE” révidités
esetében a ,genetic code expansion” feloldas (amit persze a kontextusbol és az eredeti kozleményekbdl
ki lehetett kdvetkeztetni).

Kdszéném az észrevételt, valoban helyesebb lett volna vagy az elsé elfordulasnal definialni, esetleg
réviditésjegyzéket csatolni a dolgozathoz.

A kétszeresen azid funkciét tartalmazé fluorogén keresztk6tdk esetében mennyire volt varhatd a
tényleges keresztk6tés kialakitas bioldgiailag relevans fehérjekoncentraciok esetén? Nem lehetett volna-
e elére jelezni a problémat ilyen koncentraciétartomanyba esé proteinkoncentracios elékisérletekkel?

A biszazid (és késbbb bisztetrazin) tipusu jelz6vegyiiletek kereszkapcsoloként vald alkalmazasakor célunk
kizarélag annak bemutatésa volt, hogy az ilyen bifunkcios vegytiletek akar fluorogén keresztk6tékként is
alkalmazhatdk. Esetiinkben in vitro kérilmények kozt vizsgéltuk ezt izolalt, bioortogonalizalt z6ld
fluoreszcens fehérje, GFPY®¥ECN felhasznalasaval, a fehérjéhez képest kétszeres feleslegben vett
jelzbvegyiilet koncentracié esetén. Az adott kbrilmények kbzt a vizsgalt bifunkciés keresztkétbk eltérd
hatékonysaggal eredményezték a dimer terméket - az egyik esetben szinte kizardlag az keletkezett - igy
a koncentraciok mellett az alkalmazott vegyiiletek is jelentés hatassal vannak a keresztkités
kialakitasanak hatékonysagara. Amennyiben sejtes kornyezetben sor keril e biszazid/bisztetrazin
vegyliletek alkalmazasara pl. bioldgiailag relevans fehérjék kizti kblcsénhatasok in cellulo detektalasahoz
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és irreverzibilissé tételéhez, mindenképpen sziikséges az azt modellezé kbrnyezetben elbkisérleteket
végezni, nemcsak a koncentraciora nézve, hogy lehetéség szerint a dimer termékek képz6dése felé toljuk
el az aranyt, hanem az adott fehérieparhoz legjobban illeszked6 fluorogén biszazid/bisztetrazin
azonositasa végett is. Tovabba azt is optimalizalni kell, hogy a két fehérie kdlcsGnhatésanak
irreverzibilissé tételéhez mely poziciékba érdemes a ciklooktint bevinni.

A fluorogén molekuldk és a linkerek jellemzéen hidroféb karakterliek, ami szamottevéen mdédosithatja
bioldgiai rendszerekbeli eloszlasukat. Torténtek-e kisérletek pl. a multikromoforikus rendszerek kialakitasa
soran a linkerek hidrofilicitasanak ndovelésére (pl. alkil linker helyett cukoralapl vagy polietilénoxi linker)?
A hidrofilicitds ndvelés fontossagat jelzi a késébbi kisérletek soran a TCO kapcsoloelemek helyett a
DOTCO médositas sikere.

A fluorogén vegyiiletek témakdrében nem tettiink erre iranyul6 erbfeszitéseket. Ennek oka, hogy az ilyen
madositasok jelentésen befolyasolhatjak a jelzbvegytiletek membranpermeabilitasat. Az utolsé fejezetben
ismertetett feltételesen fotoaktivalhatdé kumarinszarmazék esetében pl. egy polietilén-glikol rész
beépitésével értiik el, hogy az addig permeabilis vegytilet impermeabilis legyen. A vizsgalt rendszerek
esetében nem jelentett gondot sem oldhatésag, sem a toxicitas, igy ez az irany nem motivalt benniinket.
Réadasul a bioortogonalis reakciétdl fiiggl reaktivitas alapd fluorogenicitas pont azt hivatott kikiiszébéini,
hogy az esetleges nem-specifikus adszorpciobol fakado hattérfluoreszcenciat minimalizaljuk.

A pironin vazas reagensek esetében vizsgaltdk-e ezen vegylletek stabilitasat az él6 sejtekben
potencidlisan el6fordulé karboxilészteraz/promiszkuus proteaz enzimbontassal szemben is (pl. célsejt
nyers extraktummal, vagy ismert mintaproteazok biologiailag relevans koncentracioval)?

Mi magunk nem végeztiink erre iranyuld vizsgalatokat, e témaban kizarolag in vitro kisérleteket folytattunk.
A 2-piron motivum azonban a természetben el6forduld heterociklusok gyakori képviseléje, amely
megtalalhato az élet szinte valamennyi teriletén, pl. baktériumokban, gombakban, tengeri
szervezetekben, rovarokban, nbvényekben. Szamos, természet altal inspirélt antibiotikum, antiviralis és
rakellenes szer fontos alkotéeleme is (https.//doi.org/10.1007/s41061-021-00350-w). Gyakran talalkozunk
ezzel a strukturaval pl. a fluoreszcens jelzévegyiiletekként vagy fotolabilis védbcsoportként alkalmazott
kumarinokban is, és sem mi, sem mas nem tett olyan megfigyelést, hogy ezek sejten beliili vagy egyéb
biologiailag relevans kézegben csbkkent stabilitéssal rendelkeznének. Bar egy sor alkalmazasaban a 2-
piron-rész intakt éllapotaban vesz részt az dltala elGidézett hatas, pl. gatlas eléréséhez
(https://doi.org/10.1016/].cell. 2008.09.033), az irodalomban talalunk példat arra is, hogy pont a lakton
hidrolizise adja az aktivitasat (pl. koleszterin-észterazok - https:/doi.org/10.1016/S0167-4838(01)00304-
1). A kérdés viszont ravilagit annak fontossagéra, hogy a 2-piron rész sejtes (esetleg még komplexebb)
kérnyezetben térténd bioortogonalis alkalmazésa esetén behatobban kell tanulmanyozni a vaz bioldgiailag
relevans kzegben mutatott hidrolitikus stabilitasat.

Biokompatibilis megkozelitésként a bioldgiai rendszereken bellili szétszort helyi fénygerjesztésre
elképzelhetd-e a fotolabilis rendszerek manipulalasa biolégiai fény-gerjesztéssel (pl. a Szentjanosbogar is
vilagit). Van-e ilyen rendszerre irodalmi példa?

A fény a lathato tartomany zéld-vérGs illetve a kozeli infravérés tartomanyban biokompatibilisnek
tekinthetd, inkabb a fénynek a célteriiletre juttatasa jelent kihivast.

Erre bioldgiai folyamatok (pl. luciferin-luciferdz) altal produkalt fényjelenségek elsé kézelitésben
alkalmasnak tlinhetnek, hiszen a jelenséget gyakran alkalmazzak pl. biolégiai assay-kben énmagukban,
vagy szerves fluoroforokkal egyiitt, pl. biolumineszcens rezonans energiatranszfer (BRET) rendszerek
részeként, melyek az adott alkalmazés szempontjabol igen érzékeny kimutatast tesznek lehet6vé, a
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gyakorlatilag zérd hattérnek k6szénhetben. Talalunk is az irodalomban biolumineszcencia altal eléidézett,
BRET jelenséget kiaknazo fotokémiai reakciot (https://doi.org/10.1021/jacs.0c11016). Ezekben az
esetekben azonban nem fotonemissziordl és abszorpciorél, hanem rezonans, non-radiativ
energiatranszferrél van sz6, ami megkéveteli a biolumineszcens és a fotoreszponziv rendszerek adott

Lehetséges elviekben a nagyobb tavolsagokra (a hullamhossztél fiiggéen, 10-1000 nm) is alkalmazhato,
fotonemisszién és reabszorpcion alapul6 radiativ energiatranszfer, az tn. nanolampas megkézelités is
amennyiben elég nagy a kromofor koncentracio (Id. belsé sziird hatas) és a kbzeg optikai tulajdonsagai is
megengedbek. Azonban egy biolumineszcens rendszer bevitele a klinikumban elképzelhetetlen, mivel a
célsejtek elbzetes genetikai modositasat implikalja. Tovabba, annak ellenére, hogy a biolumineszcens
élélények vagy a biolumineszcencia alapu assayk latvanyosak illetve érzékenyek, a jelenség nem igazén
alkalmas pl. fotokémiai reakciok kivaltasara az igen gyenge fotonfluxus miatt (1 foton/biokémiai reakcio).

Az irodalomban talalunk példat ilyen nanolampas megkoézelitésekre, pl. félvezetd nanorészecskék
(Quantum dots, QD) - https://doi.org/10.1007/978-3-319-51192-4_2 - vagy felkonvertalé nanorészecskék
(upconverting nanoparticles, UCNP) alkalmasak fotokémiai reakci6 kivaltasara, ahogy ezt miis bemutattuk
a kézelmdltban (https./doi.org/10.3390/s24247987), am ezek ugyanugy kiilsé fényforrast alkalmaznak és
legfeliebb a biolégiai alkalmazas szempontjabol kedvezdbb hullamhossz hasznélatat teszik lehetévé
(UCNP). E rendszerekben akkor lehet hatékonyan fotokémiai reakciot kivaltani, ha a nanorészecske, mint
fényforrés lumineszcens kvantumhatasfoka és az energiadonor abszorbanciaja kelléen nagy.

A 3. téma 2 vegyllete mutatta a legjobb tulajdonsagokat. Ennek kapcsan érdekes lehetne a (+)-téltési
rész még kozvetlenebb kapcsolata a kumarin résszel. Megval6sithaté lenne-e a kapcsolt piridinium rész
kialakitasa 1-vinilpiridinium soként? Végeztek-e ennek tulajdonségaira szamitasokat?

Mi magunk nem végeztink ilyen szamitasokat, viszont Lin és munkatarsainak elméleti és kisérleti

kromofor csaladra jellemzé TICT (twisted internal charge transfer) allapotot, melynek kialakulasa mind a
fluoreszcencias, mind a fotokémiai kvantumhasznositasi tényezé csdkkenését eredményezi
(https://doi.org/10.1039/D4SC06578F). Megallapitottak, hogy minél kbzelebb helyezkedik el az
elektronszivd csoport a kumarinvdzhoz, annal jobban érvényesil ez a hatas. E megfigyelésekre
hivatkozva azt tudom elképzelni, hogy az elektronszivo csoport intimebb kapcsolodasa a TICT allapot
Stabilizalaséval a kvantumhatékonysagi tényez6k csékkenését eredményezi.

Bar ilyen motivumot tartalmazd kromoforral nem talalkoztam a szakirodalomban, a szintézis

elballitasa, majd ennek Heck-keresztkapcsolasa a megfeleld 3-brémkumarinnal.

Budapest, 2025. aprilis 4.
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Kele Péter
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