Valasz Mez6 Gabor professzor ur biralatara

K6szondm Mez6 Gabor professzor Urnak az értekezés alapos biralatat, az elismerG értékelést és az érdemi kérdéseket.
Ezekre az aldbbiakban, a Birdld sorrendjét kdvetve valaszolok.

Az altalanos formai és terminoldgiai észrevételek jelent8s részét jogosnak tartom. A cimoldali eliras, a kovetkezetlen
vegylletnevek és roviditések, illetve az egyes abrak és tablazatok hidnyos magyarazatai valdban rontjak a dolgozat
onallo érthetGségét. Azzal is egyetértek, hogy kiterjedtebb roviditésjegyzéket kellett volna alkalmaznom.

Kilon kdszondm a 3. tablazatra vonatkozd észrevételt: a kisérletekben valamennyi felsorolt peptid C-terminalisan
amidalt volt, amit az értekezésben nem jeleztem. A Lasioglossin Ill és a Temporin-La toltésértékeit rdadas sikerilt
felcserélnem a tablazatban, a helyes értékek rendre +6 és +3 (pH 7-en, amidalt C-terminussal).

1. ,A suramin egy évszdzados szintetikus gyogyszer, amelyet elsGsorban parazitafertézések, példdul az afrikai dlomkor
és a folyami vaksdg kezelésére alkalmaznak. Bdr nem klasszikus antibiotikum, molekuldris szinten sokréti
antimikrobidlis, virusellenes és daganatellenes tulajdonsdgokkal is rendelkezik. A baktériumok és a parazitdk
(él6sk6dék) egyardant mikroszkopikus vagy nagyobb méretli él6lények, amelyek betegségeket okozhatnak, dm bioldgiai
felépitésiik és életmddjuk alapvetden eltér egqymdstdl. A suramin hatéanyag (ndtriumsé formdjaban) egy erds hatdsu
szer, amelyet szigoru orvosi feliigyelet mellett, tdbbnyire korhdzi kériilmények kézétt adagolnak. Sulyos
mellékhatdsokat is okozhat, ezért alkalmazdsa el6tt alapos kockdzat-el6ny mérlegelés sziikséges. A hatdanyagot
intravénds injekcio formdjaban, kizdrolag korhadzi kériilmények kézétt, szoros orvosi felligyelet mellett adjdk be. Taldn
érdemes lett volna irni a suraminrdl a dolgozatban. Ezek alapjan miért a suramint haszndlta a kisérletekben, amikor azt
is irja, hogy kélcsénhatdsok megjelenhetnek pl. étkezéssel bevitt mesterséges kismolekuldkkal is vagy terdpids egyiitt
adds esetén. Miért nem az elébbiek kéziil vdalasztott (pl. tartazin, mint a késébbi kisérletben? A suramin a mdsodik eset
lehetne. Akkor viszont az asszocidtumok képzédését célszerli lett volna a lehetséges terdpids kériilmények kézétt
vizsgdlni. Azt is irja a suraminrdl, hogy a kézépsé apoldros rész felelGs inkdabb a kétédésért. Lehet, hogy a bdzikus
aminosav nem tudja lecserélni a Na+-t a suraminban? Ez kérdés lehet késébb a tartazinndl is?”

K6szondm a kérdést. El6szor is kdszondm a suramin részletes bemutatasat. A molekula modellvegyiletként torténé
kivalasztasat ugyan roviden megemlitem, de jogos a megjegyzés, hogy a suraminrdl részletesebben is irhattam volna.
Azért fokuszaltam inkabb a peptidek bemutatdsara, mert ha a suramin hatterét részletesebben targyalom, esetleg
indokolt lehetett volna a toébbi kismolekulat is hasonléan felvezetni. Ez azonban elvonta volna a hangsulyt a
dolgozatban ezek elsGsorban komplexképzé és szerkezetmodulald tulajdonsagairdl. A suraminra tébbek koézott azért
esett a valasztas, mert erGsen anionos szerkezete alkalmassa tette a pozitiv téltésli CM15-tel kialakuld kolcsonhatasok
kezdeti vizsgdlatara. Kilonosen kedvezdnek tiint, hogy a poliszulfonalt molekula hat negativ toltése nagysagdban
megegyezett a rendelkezésre all6 CM15 peptid pozitiv toltésével. A késSbb alkalmazott élelmiszer-adalékok,
kvorumérzékel6 molekuldk, valamint jelatviteli lipid molekuldk kivalasztdsat szintén hasonld szerkezeti és Gsszetételi
megfontolasok vezérelték.

A CM15-suramin rendszer vizsgalatakor elsGsorban az érdekelt, hogy a suramin altal indukalt helikdlis konformacio
milyen funkcionalis valtozdst eredményez az antimikrobidlis peptidben. Azt tapasztaltuk, hogy a komplexképzddés
csokkenti a CM15 antibakteridlis és citotoxikus hatdsat, igy ebben az esetben szinergiarél nem beszélhetiink.
Ugyanakkor ez a gatld hatds mas bioldgiai kdrnyezetben el6nyods is lehet: késébb kimutattuk, hogy a suramin jelent&sen
mérsékli az LL-37 és az FK-16 nem kivant emlGssejt-karositd hatdsat (Quemé-Pefia és mtsai, ACS Pharmacology &
Translational Science, 2020). Ezzel szemben a DHVAR4—tartrazin rendszerben a komplexképz6dés az antibakteridlis
aktivitas novekedését eredményezte (Ricci és mtsai, Quarterly Reviews of Biophysics, 2020).

Fontos kulonbséget tenni a kozvetlen komplexképzddés és két hatdanyag egylittes alkalmazasa kozott. Az utdbbi
esetben a szinergia gyakran abbdl ered, hogy a vegylletek kiilonb6z6 molekuldris célpontokon vagy biokémiai
folyamatokon keresztiil hatnak, anélkil, hogy feltétlenil komplexet képeznének egymadssal. Vizsgalataink ezzel
szemben els@sorban a kdzvetlen molekularis kdlcsonhatdsok funkcionalis kbvetkezményeire iranyultak.

A suramin sajat mellékhatdsainak esetleges csokkenését nem vizsgdltuk, mivel az tulmutatott a kutatas célkit(izésein.
Ennek érdemi megitéléséhez in vivo vizsgdlatokra lett volna szlkség, célszerlien a Professzor ur altal is emlitett
parazitafert6zés megfeleld allatmodelljében.



Erdekes felvetés, hogy a suraminhoz kapcsolédd Na*-ionok akadalyozhatjak a pozitiv téltés(i aminosav-oldallancok
kotédését, és eredményeinkben esetleg emiatt tlinhet kevésbé dominansnak az elektrosztatikus kélcsénhatas szerepe.
Ezt a lehet8séget kisérletileg kulon nem vizsgdltuk; a CM15-suramin kolcsdnhatdsokat molekuladinamikai
szamitasokkal elemeztik. A kapcsolodd kozleményben a kdlcsonhatas energetikdjat 1:1 aranyd komplexeken végzett
hagyomanyos MD-szimuldcidkban vizsgaltuk, melyben azonban nem szerepeltek Na*-ionok. Ezek az eredmények
ramutattak arra, hogy a suramin negativ toltésl csoportjai és a peptid bazikus oldallancai kozotti elektrosztatikus
vonzds mellett a suramin semleges kdzponti részének is jelent8s szerepe van. A szamitdsok masik fontos és szintén
meglep6 eredménye: a suramin nem elsGsorban a helikalis konformacié kialakulasat segiti el6, hanem inkabb a mar
kialakult helikalis konformaciot stabilizalja a peptidben (Kohut és mtsai, PCCP, 2019). A tartrazin esetében is jogos a
felvetés, hogy hasonld energiatagokat kapnank-e, de ennek vizsgdlata nem szerepelt a disszertacio célkitlizéseiben.

2. ,Mibél adédhat a DHVAR4-TZ komplexek szelektivitdsa a baktérium sejteken a humdn sejtekkel szemben? Nem
lehetne a kélcsénhatdsokat szofisztikaltabb mddszerekkel vizsgalni, mint a CD, hogy egyértelm(ibb vdlaszokat kapjanak
a szerkezet-hatds Gsszefiiggésekre? (A C15-Sur esetében is).”

K6szonom a kérdést. A szelektivitds egyik valdszinil oka a bakterialis és az emlGssejt-membranok eltéré Gsszetétele és
felszini toltése: a negativabb toltésl bakterialis felszin kedvezhet a kationos peptid—festék komplexek
kélcsonhatasanak. Kisérleteinkben a tartrazin fokozta a DHVAR4 antibakteridlis hatasat, mikdzben a vizsgdlt human
sejtekben nem ndvelte a citotoxicitast. Ez azonban még nem ad teljes molekularis magyardzatot a szelektivitasra.

Egyetértek, hogy a CD 6nmagdban nem elegendd, viszont éppen ezért vizsgaltuk ebben a kapcsolddod tanulmanyban a
DHVAR4-tartrazin rendszert NMR-rel, infravoros spektroszképiaval, fényszérdssal, elektron- és fluoreszcencia
mikroszkopidval, valamint bakteridlis és human sejtes tesztekkel. A CM15-suramin rendszernél pedig
molekuladinamikat és membranmodelleket is alkalmaztunk. Meg kell emlitenem, hogy tovabbi szerkezetvizsgélati
probalkozasaink is voltak, hiszen az atomi szintl betekintés sokat segitett volna a komplexképz&dés és a mdasodlagos
szerkezetet indukald hatas jobb megértésében. Rontgenkrisztallografiai kisérleteink azonban nem jartak sikerrel: nem
tudtunk kristdlyokat néveszteni ezekbdl a rendszerekbdl, noha tobb mddszerrel is probalkoztunk Dr. Harmat Veronika
segitségével. NMR-kisérleteinket Bodor Andrea professzor asszonnyal kdzdsen végeztik, azonban a komplexek
esetében nem sikerllt elegendd szerkezeti informaciét nyernink. A komplexek az NMR mérésekhez sziikséges
koncentracidkban gyakran kicsapddtak (mikroprecipitatumot képeztek), lipid kettésrétegek jelenlétében pedig a
komplexebb mérési korilmények miatt nem vizsgaltuk a dolgozatban szerepld rendszereket.

3. ,Van-e elképzelés arra, hogy a tervezett nanocséveket milyen terdpids célra lehetne haszndlni?”

K6szondm a kérdést. Azt fontos hangsulyoznom,hogy a hivatkozott nanocsévizsgalatban nem kész terdpids konstrukciot
terveztliink vagy allitottunk el6, hanem a- és B-peptid alapu, horddszer( nanoszerkezetek stabilitasat hasonlitottuk
0ssze kvantumkémiai mddszerekkel. A cél a kés6bbi molekuldris tervezéshez sziikséges szerkezeti szempontok
azonositasa volt.

Hosszabb tavon az ilyen cs@szerli rendszerek membréncsatornaként vagy szabalyozott anyagtranszportot biztositd
nanostrukturdkként lehetnek érdekesek. Ezek azonban alkalmazasi lehet&ségek, nem igazolt terdpids funkcidk; el6bb a
tényleges el6allithatdsagot, stabilitast, szelektivitast és biokompatibilitast kellene bizonyitani (Beke és mtsai, ACS Nano,
2008). Ennek a kezdeti kvantumkémiai tanulmdanynak koészénhetd azonban, hogy kés6bb felfedeztiik a lamellaris
morfoldgiat formaldé B-peptideket. Eredetileg ugyanis kisérleti Uton szerettiik volna vizsgdlni az esetleges nanocsovek
kialakulasat, am ilyen szerkezeteket nem sikerilt elGallitanunk. Ennek oka egyrészt a szintetikus korlatokban, mdsrészt
az alternald kiralitasmintazatu szekvencidk energetikailag kedvezd zig-zag konformaciéjaban keresendd.

4. ,Lamellin 3-peptidek kbrnyezetérzékeny asszocidcidja cim fejezetben (D10) ha jol értem PBS-ben kialakulnak a
szupramolekuldris lamelldk, de vizben hatékonyabb az anyag. Taldn azért, mert a membrdnokkal kélcsén hatva elindul a
szupramolekuldris lamella képzdés, ami bené a membrdnba, kilyukasztva azt és elkezd az extracelluldris matrix
kiszivargdsa. Ezek szerint a PBS-ben ez a membrdn dtlyukasztds (taldn mert a lamellék mdr az extracelluldris matrixban
kialakulnak és nem térténik meg a membrdnba valo benévés), nem olyan sikeres, ez okozhatja a kisebb hatdst. Akkor



viszont az a kérdés, hogy ez hogy miikédhet egy in vivo rendszerben, mint terdpids készitmény? A szerkezetvizsgdlaton
kiviil van-e mds pozitiv hozadéka ennek a kutatdsi résznek?”

Koszonom a kérdést. A felvetett, PBS-re vonatkozd értelmezés lehetséges, magam is hasonléan értelmeztem a
jelenséget, de kézvetlen bizonyitékunk nincs ra. A kisérlet célja éppen az volt, hogy megvizsgaljuk: foszfatmentes vizben
a 3K 6nmagaban kevésbé szervez8dik, az E. coli felszinén 1év6 LPS foszfatcsoportjai viszont elsegithetik a lamellak helyi
kialakulasat. Az elektronmikroszkopias vizsgalatok ezzel kordbban nem latott, kozvetlen betekintést adtak a
szupramolekuldris peptidrendszer antimikrobidlis hatdsmechanizmusdba. PBS-ben valdban mdar az oldatban is
képz8dnek asszocidtumok; ez hozzajarulhat a kisebb antibakteridlis hatdshoz, de a kilonbséget nem vezettiik vissza
egyetlen bizonyitott mechanizmusra, és a PBS-ben kezelt baktériumokrdl TEM- és krio-EM-felvételeket sem
készitettlink. Azota azonban tovabbi kisérleteket végeztiink tobbféle kozegben, komplexebb korilmények kozott,
tobbek kdzott a LB (Lysogeny Broth, mas néven Luria—Bertani) médiumban, ahol a 3K szintén aktiv volt.

A munka eredménye igy nemcsak szerkezeti jelleg(: uj, kornyezet altal kivaltott membrdnroncsoldsi mechanizmust és in
vitro antibakterialis szelektivitdst mutatott. In vivo terdpids alkalmazhatdsdgot azonban még nem igazoltunk; ehhez
tovabbi vizsgdlatok és mindenekel6tt szekvenciafejlesztés is szlikséges. A 3K hatdsa jelenleg azért figyelemre mélto,
mert ha eltekintiink az N-termindlis csavarodast finomhangold részt6l, valamint az alterndld kiralitasi mintazat
alkalmazasatdl, akkor egy roppant egyszer(i szekvenciat kapunk. Eppen ezért a jovébeni fejlesztéstdl az aktivitasértékek
javuldsat remélhetjiik, ami in vivo kériilmények kozott is kedvezdbb hatdst eredményezhet. Erdemes azt is figyelembe
venni, hogy a klinikai gyakorlatban alkalmazott peptidalapu antibiotikumok (pl. kolisztin, polimixin B) E. coli ellen mért
aktivitas értékei viszonylag kozel esnek a 3K altalunk mért aktivitasértékeihez.
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