Valasz Dr. Szabo Dora, az MTA doktora

opponensi biralatara

Ko6szonom Dr. Szabd Déranak dolgozatom alapos, részletes attekintését. Koszondm értd
elemzését és tamogatd véleményét a bemutatott munkarol.

A feltett kérdésekre az aldbbiakban vélaszolok:
1. Milyen szempontok alapjan esett éppen a Micrococcus luteusra a valasztas?

A valasztasnak egy nagyon egyszerli gyakorlati oka volt. Azon DNS-ek koziil, amelyek
nagyobb aranyban tartalmaznak AT bazisparokat, a M. luteusbodl izolalt DNS volt elérhetd
kereskedelmi forgalomban.

2. Torténtek-e hemolizis vizsgadlatok? Az irodalomban a porfirinek esetében milyen erre
vonatkozo adatok vannak?

A fotodinamikus kezelések altal okozott hemolizis nem megkeriilheté kérdés. A porfirin
szarmazékok hemolitikus aktivitdsat szadmos kutatocsoport vizsgalta. Elemezték ¢és
Osszehasonlitottdk a kiilonb6zé szarmazékok ¢€s kezelési korilmények hatékonysagat,
megkiilonboztetve a besugarzassal parhuzamosan fellépd azonnali és a késleltetett
folyamatokat. A korai munkak kozil emlitésre érdemes Grossweiner mtsai kozleménye
(Grossweiner, L.L. et al (1998) Photosensitisation of red blood cell haemolysis by
photodynamic agents. Lasers Med Scf 13, 42-54.) A szamos porfirin szdrmazékra kiterjedo,
gondosan tervezett kisérleti koriilmények kozott gylijtott adat kozzétételén til javaslatot tettek
egy matematikai modell felallitasara, amely figyelembe veszi példaul a besugarzasi idot és
fényintenzitast, a fényérzékenyitd koncentraciojat, fotoreaktivitasat ¢&s affinitasat a
vorosvérsejtekhez stb. Ennek alapjan a PDT kezelések optimalis protokollja megtervezhetd
lehetne.

A tetrafenil porfirin szdrmazékokra és a TMPyP-re vonatkozdéan munkatarsaimmal végeztiink
hemolizis vizsgélatokat (Voszka, L. et al. (1998) Effects of tetraphenyl porphyrin derivatives on
red blood cells and model lipid systems. Med Sci Monit 1998; 4, 600-606.) Eredményeink
szerint a hemolitikus aktivitds a szarmazékok membran kotddési allanddjaval mutatott jO
korrelaciot.

A kationos porfirinek hemolitikus aktivitdsara vonatkozo6 irodalmi adatok nem egybehangzoak.
A tetrakationos TMPyP hemolitikus aktivitdsa nem elhanyagolhat6, annak ellenére, hogy
membran kotddési allandoja legalabb egy nagysagrenddel kisebb, mint példaul a glikozilalt
porfirin szdrmazékoké. Mas eredmények szerint a harom pozitiv toltésti szdrmazék a PDT
kezelés koriilményi kozott kismértékii K -permaebilitas valtozast okozott, de nem befolyésolta
a vorosvérsejtek egyéb paramétereit.

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a fotodinamikus reakcio kockazatot jelent a vér alakos
elemeinek integritasadra nézve; a fényérzékenyitok dontd tobbsége nem ajanlhato teljes vér
kezelésére.



3. Van-e arra vonatkozo adat, hogy a Gram-negativ bakteriumokkal szemben hogyan
viselkednek a porfirinek, kiilonos tekintettel a kationos porfirinekre?

Jori és mtsai mar a 90’es években javasoltdk a kationos porfirinek alkalmazasat Gram-negativ
baktériumok inaktivaciéjaban (Merchat, M. et al. (1996) Studies on the mechanism of bacteria
photosensitization by meso-substituted cationic porphyrins. J. Photochem. Photobiol. B: Biol.,
35, 149-157.). Tobb publikacioban dokumentéaltak azok hatékonysagat. Ezeket az
eredményeket azota szdmos szerz0 megerdsitette, eljarasukat tovabbfejlesztette. A
molekulaszerkezet valtoztatasaval sikeriilt novelni a kationos porfirinek fotostabilitasat,
szingulett oxigén termelésiik kvantumhatasfokat. Mindezek a baktericid hatas tovabbi
fokozasahoz vezettek. (Sulek, A., et al. (2020) Photodynamic inactivation of bacteria with
porphyrin derivatives: Effect of charge, lipophilicity, ros generation, and cellular uptake on
their biological activity in vitro. Int. J. Mol. Sci. 21, 1-34.). Kationos porfirinekre épiild
eljarasokat teszteltek kiilonb6zo kisérleti koriilmények kozott. Bizonyitottdk az E. coli
csiraszam 5-7 nagysagrenddel torténd csokkenését példaul vérplazmaban, teljes vérben és
biofilmek alkotojaként is.
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juttatasat eldsegitd technikdk hihetetlen mértékben boviilé tarhaza. Ezek kozott szerepelnek
példaul fém (arany, eziist, platina) nanorészecskék, szilika hordozok, biopolimer
konjugatumok, oligopeptidek, liposzomak, hidrogél filmek, szén nanocsdvek. Megfeleld
hordozéhoz kapcsolva mar neutralis porfirin szdrmazékok antibakterialis alkalmazaséara is
lehetdség nyilhat.

Eredményes megkozelitése lehet a Gram-negativ baktériumok inaktivaciojanak az endogén
protoporfirin  IX-re ¢épiild6 fotodinamikus reakcid. ALA-indukcidval, vagyis az 5-
aminolevulinsav intracellularis koncentraciojanak emelésével megkeriilhetd a PPIX
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alkalmazéasanak lehetdségét Gram-negativ baktériumok inaktivaciojaban (Szocs, K. et al.
(1999) &-aminolaevulinic acid-induced porphyrin synthesis and photodynamic inactivation of
Escherichia coli B, J. Photochem.Photobiol. B Biol. 50, 8-17.). Az eljaras tovabbfejlesztésével
elérhetd a Garm-negativ baktériumokat is tartalmazé biofilmek eliminacioja is.

4. A porfirin szarmazékok membranra kifejtett hatasat fel lehet-e hasznalni a COVID-19
pandémiaval kapcsolatos védekezésben?

SARS-CoV virus a fotodinamikus reakcidk potencialis tdmadaspontja lehet. Az elmult évben
mar torténtek erre iranyuld in vitro vizsgalatok. Az eredmények szerint a metilén kék

vonatkoz6 adatok még nem ismertek.

A PDT SARS-CoV elleni felhasznaldsarol gondolkozva fontos a realis cél megvalasztasa. A
virus elsddleges terjedési modja (cseppfert6zés) €s a szervezetben valo elhelyezkedése nem
kinal lehetdséget arra, hogy a fotodinamikus reakciot alkalmazhassuk akar a COVID-19
kozvetlen ataddsanak megakadalyozasara, akar a virus teljes eliminalasara a szervezetben.
Felvethet6 azonban a virusterhelés lokalis csokkentése példaul a Iégutakban és a tiidében. Az
orr ¢s szajlireg kezelésének biztatd eldzetes eredményeirdl szamoltak be példaul Moghissi és



mtsai (Moghissi, K. et al. (2020) Does PDT have potential in the treatment of COVID 19
patients? Photodiagn. Photodyn. Ther. 31, 101889).

Szellemes otletet vetnek fel Kipshidze és mtsai (Kipshidze, N., et al. (2020) Photodynamic
therapy for COVID-19. Nat. Photonics 14, 651-652), akik PDT felhasznélasat javasoljak a
SARS-CoV-2 dltal kivaltott akut léguti distressz szindroma (ARDS) kezelésében.
Elgondolasuk szerint az eljaras két 1€pésben fejtené ki hatasat: 1) a porfirin szarmazék jelenléte
— itt nem részletezett mechanizmus szerint — csokkentené a hemoglobin sériilésének kockazatat,
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E kutatdsok fontossagat jelzi, hogy tdmogatasukat tobb tekintélyes intézmény munkatarsai
szorgalmazzak (pl. Harvard Medical School és a San Diego State University, Chukuka, S. et al.
(2020) Antimicrobial photodynamic therapy as a potential treatment against COVID-19: A
Case for blue light. Photobiomodul. Photomed. Laser Surg. XX. 1-2.)

A fotodinamikus reakcidé bevethetd lenne a virus terjedésének csokkentésében is, amire két
példat emlitek.

Szamos vizsgalat tortént arra vonatkozoan, hogy a kiilonb6z6 feliileteken megtapadva milyen
a virus tulélésének ¢€s érintéssel vald tovabbadasanak lehetdsége, pl. liftek nyomogombjai,
kilincsek, stb. A megfeleld felszineken immobilizalt fényérzékenyitok a bevont feliiletek
folyamatos fert6tlenitését, vagy legaldbb azokon a csiraszdm csokkentését eredményezhetik
(Spagnul, C. et al (2015) Immobilized photosensitizers for antimicrobial applications. J.
Photochem. Photobiol. B-Biol. 150, 11-30.).

A virus terjesztésének kockazatat novelik a modern épiiletek fiitési-szell6zési rendszerei,
kiilonosen zart keringetésti rendszerek esetében. Ilyen rendszerekben lenne javasolhatd a
fényérzékenyito felszinhez kotott vagy vizes oldatban valo elhelyezése, kiegészitve a rendszert
a megfeleld fényforrassal (Lesar, A et al. (Cationic porphyrins as effective agents in
photodynamic inactivation of opportunistic plumbing pathogen Legionella pneumophila.)

5. Felhasznalhatok-e a porfirinek a burkos virusok elleni harcban?

Altalanossagban azt mondhatjuk, hogy a burkos virusok érzékenyebbek a fotodinamikus
kezeléssel szemben, mint a burok nélkiiliek. Erdemes megjegyezni, hogy ezen az alkalmazasi
teriileten nem a porfirinek az elsé vonalbeli hatdanyagok. Ugyanakkor ismertek olyan porfirin
szarmazeékok illetve kisérleti koriilmények is, amelyek alkalmazasa burkos virusok hatékony
inaktivacidjahoz vezetnek.

Az eddig kozolt adatok szerint a hatékonysag fiigg az alkalmazott porfirin szarmazék kémiai,
fiziko-kémia, fotokémiai tulajdonsagaitél (pl. rendelkezik-e t6ltéssel, milyen a hidrofil-
hidrofob karaktere, van-e bioldgiai aktivitassal rendelkezd szubsztituense), valamint attol, hogy
a virus sejten beliil vagy sejtmentes kézegben van-e jelen?

J6 példdja a burkos virusok elleni hatékony fellépésnek a HIV-1 inaktivacioja hematoportfirin
monometil éterrel. Bizonyos tetra-aril porfirin szarmazékok, szulfonalt naftil porfirinek fém
komplexei, valamint a dolgozatban is szerepld pozitiv toltésii szarmazékok szintén
eredményesen alkalmazhatok a HIV-1/2-vel illetve HSV-vel szemben. A k6zdlt adatok alapjan
ugyanakkor nem allapithaté meg koherens szerkezet-hatas dsszefiiggés a porfirin szerkezete ¢és
a virusinaktivaciéo mértéke kozott.

Megjegyzendd, hogy a felsorolt vegyiiletek esetében a fotodinamikus reakcid a sejten kiviili
szabad virussal szemben bizonyult hatékonynak.



A sejtasszocialt virusok inaktivaciojaval osszefliggésben feltétleniil emlitésre méltdak az ALA-
indukcio felhasznalasaval tortént kisérletek. Ez az eljaras alkalmas volt HIV, HPV, HSV elleni
védekezésre (Harris, F., Pierpoint, L. (2011) Photodynamic therapy based on 5-aminolevulinic
acid and its use as an antimicrobial agent. Med. Res. Rev. 32, 1292-1327.).

Osszefoglalva azt mondhatjuk, hogy a porfirin szdrmazékok is potencialis fényérzékenyitdk
lehetnek a burkos virusok elleni harcban, de a széles korben hasznéalhato protokoll kidolgozasa
még eldttiink 4ll6 feladat.

6. Melyek a vérkeszitményekben elofordulo mikrobak, és ezeknek milyen a porfirinekkel
szembeni érzékenysége?

Vérkészitményekben el6forduld fert6z6 organizmusok kozott megjelenhetnek virusok,
baktériumok, gombdk és parazitak is. A WHO a vérkészitmények Human Immunodeficiency
virus-ra (HIV), Hepatitis B/C virusra, Treponema pallidum baktériumra nézve ir el6 kotelezd
sziirést, de a potencidlisan eléforduld korokozok szama ennél 1ényegesen nagyobb (World
Health Organization. Blood safety and availability.
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs279/en. Accessed 20 May 2016.)

A vérkészitményekben el6forduld parazitdkhoz kithetd betegségek a malaria, a babéziozis és a
Chagas kor. Koérokozoik ( Plasmodium sp, Babesia sp, Trypanosoma cruzi) eredményes
fotodinamikus inaktivacidjaval kapcsolatban nem allnak rendelkezésre meggy6z6 adatok.

Szamos tanulmany foglalkozik a fotodinamikus reakcidé felhasznalasaval a gomba okozta
fert6zésekkel szemben, de ezek koziil kevés vizsgalja a kezelés alkalmazasat a vérkészitmények
csiramentesitésével Osszefliggésben.

Szamos porfirin és klorin szarmazékrol, valamint az ALA-kezelésrdl bizonyitottdk, hogy
eredményesen szenzibilizdlja a C. albicans inaktivacidjat mind a szuszpenzidban, mind
biofilmben. Kiemelkedden hatékonynak mutatkozott a FORM, egy 6t katinos mezo-tetraaril
porfirin szarmazék keverékét tartalmazé készitmény, C. albicans inaktivaciojaban (Soussa, V.
etal. (2019). Photodynamic inactivation of Candida albicans in blood plasma and whole blood.
Antibiotics (Basel) Dec; 8, 221-228.). Ugyanakkor, ki kell emelniink, hogy a FORM t&bb
nagysagrendekkel kisebb csiraszam csokkenést eredményezett plazmaban, mint puffer
oldatban, teljes vérben pedig hatdstalannak bizonyult.

A Candida sp. mellett az Aspergillus sp.-rdl ismert, hogy fényérzékenyithetd tobbek kozott
klorin ~ szarmazékokkal, @ metilén  kékkel, n TMPyP-vel. = Fotoinaktivaciojat a
koromgombasodasaval Osszefliggésben vizsgaltak, vérkészitményekhez kapcsolddo adatokat
nem ismeriink.

Baktériumok fotodinamikus inaktivacidjardl a 3. kérdés kapcsan mar esett sz0. Itt kiegészitésiil
megjegyezném, hogy a vérkészitmények szempontjabol kiemelkedd fontossagu Treponema
pallidum fotoiaktivacigjarol, kiilondsen annak vérkészitményekkel kapcsolatos vizsgalatarol
nincsenek adataink. Mads, elsGsorban ordlbioldgiai szempontbdl érdekes Trepanoma fajok
sikeres fotodinamikus inaktivaciojara vonatkozo eredmények ismeretesek a szakirodalomban.

Kétségtelen, hogy a vérben jelen 1évo korokozok fotodinamkus inaktivacidjanak lehetdségérol
a virusokra vonatkozoan legalaposabbak az ismereteink.

A fotodinamikus hatasra val6 érzékenység szempontjabol markansan kiilonboznek egymastol
a membran burokkal rendelkez6 €s nem rendelkez6 virusok. Az elébbi csoportba tartozo HIV-
1/2, VSV, CMV, HSV-1/2 eredményesen inaktivalhatd szamos porfirin szarmazékkal:



Photophrin-nel, hematoporfirinnel, benzoporfirin szarmazékokkal, meso-szubsztitualt porfirin
szarmazékok fém komplexeivel, kationos porfirinekkel. Ezek mindegyikével a virustiter 5-7
nagysagrendnyi csokkenése érhetd el, ha a kezelést puffer oldatban végezziik. Altalanosan
elmondhato6, hogy a hatékonysag csokken, tobb esetben jelentdsen csokken, ha a kezelés
plazmaban, és még inkabb, ha teljes vérben torténik. Ennek mértékérdl az irodalmi adatok
ellentmondasosak.

A burokkal nem rendelkezd virusok, példdul az echovirus, poliovirus, adenovirus sokkal
kevésbé illetve nem érzékeny a fotodinamikus kezelésre. Ezekben az esetekben hatékony
virusinaktivaciot a porfirin szarmazékok koziil kizarolag a harom vagy négy pozitiv toltési
kationos porfirinekkel sikertilt elérni.

Az PDR-ra val6 érzékenységet vizsgalhatjuk azzal dsszefliggésben is, hogy RNS vagy DNS
virusrdl van-e sz6. Az irodalmi adatok alapjan azt mondhatjuk, a nukleinsav tartalom alapjan
nem latszik szisztematikus kiilonbség a virusok kozott.

Sajat kutatasi programunk keretében Nemzeti Népegészségiigyi Kozpont munkatarsaival
egylittmikodésben kationos porfirinnel (TMPyP) szenzibilizalt Enterovirus (echovirus-11)
inaktivacidjanak lehetdségét tanulmanyoztuk. Eredményeink szerint puffer oldatban a TMPyP
rendkiviil hatékonynak bizonyult, de hatékonysaga szérumban drasztikusan csokkent. Ez a
tapasztalat 0sszhangban van mas, fent emlitett irodalmi adatokkal.

Tisztelettel kérem a valaszaim elfogadasat.
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Budapest, 2021. januar 25. ’

dr. Csik Gabriella



