Valasz Dr. Varnai Péter, az MTA doktora

opponensi biralatara

Ko6szondm Dr. Varnai Péternek dolgozatom birdlatat, az értekezésrdl alkotott elismerd
véleményét. Koszondm a dolgozat Osszeallitasaval kapcsolatos kritikai észrevételeit, a 1ézeres
konfokalis pasztdzd mikroszkopiaval kapcsolatos tovabbi kisérletek tervezését stimuldlo
kérdéseit. Megjegyzéseire, kérdéseire az alabbiakban valaszolok.

A kritikai megjegyzésekre adott valaszaim:

Szivesen olvastam volna par sort az endogén porfirinekrol, illetve a hozzajuk kétheto
porfiriakrol, mdsrészt hianyérzetem volt azzal kapcsolatban, hogy a porfirineken kiviil milyen
mas molekulak jonnek szoba az emlitett fotodinamikus hatasok kivaltasara.

Megértem a Biral6 hianyérzetét a delta-aminolevulinsav (ALA) indukcidra épiild terapias
lehetdségekkel kapcsolatban. Az ALA az endogén porfirinek (uroporfirin, koproporfirin,
protoporfirn IX) prekurzora, aminek bioszintézisét a PPIX-b6l a vasion beépiilése révén
keletkez6 hem negativ visszacsatolassal szabalyozza. Ha az ALA-koncentraci6 megnd, akar a
regulacié hibdja miatt, akar azért mert kiilsé forrasbol delta-aminolevulinsavat vesz fel a sejt,
az endogén porfirinek koncentracidja, kiilonds tekintettel a PPIX-re, a fiziologids érték
tobbszorosére emelkedhet. A porfirin koncentracid ndvekedésével aranyosan nd a sejt
fényérzékenysége.

Az ALA-indukciéra épiilé fotodinamikus reakciot a daganatterapidn, valamint egyes
borgyodgyaszati korképek kezelésén tul fel lehet hasznalni sejtasszocialt virusok inaktivacidjara
(Phoenix, D.A. et al. (2014) Photodynamic antimicrobial chemotherapy in Novel Antimicrobial
Agents and Strategies pp. 295-330). Kiilondsen ez utobbi alkalmazas alapjan feltétlentiil helye
lett volna a dolgozat irodalmi hatterét bemutaté részben.

A dolgozatban, a masodik generacids fényérzékenyiték kozott porfirin szarmazékokon kiviil
megemlitésre keriilnek a klorinok és a ftalocianinok. A fotodinamikus virusinaktivaciéra
alkalmas vegyliletek koziil példaként, részletes targyalas nélkiil, szerepel a merocianin, a
hipericin és a hipokrellin A. Nem jelennek meg olyan, kétségteleniil fontos fényérzékenyitd
vegyiiletek, mint példaul a pszoralének, a kurkumin, a rose bengal, a klorofill szarmazékok
vagy a riboflavin, hogy csak olyanokat emlitsiink, amelyeknek a virusinaktivacié teriiletén is
szerepiik lehet. Erre a hidnyossdgra nem mentség, legfeljebb magyarazat az egyes fejezetek
terjedelmi egyensulyara valo torekvés a dolgozat 6sszeallitasakor.

Bar az Evedmeények és a Megbeszélés fejezet onmagaban egyarant jol felepitett, az egymashoz
valo viszonyuk viszonylag nehezen dttekintheto. Kiilonésen, ha ehhez még a 9 egységre tagolt
téziseket is hozzdvessziik.

Elnézést kérek, ha kényelmetlenséget okozott a dolgozat szerkezete. Az eredmények
bemutatasatol elkiiloniild diszkusszid fejezet beiktatasara azért keriilt sor, mert a kiilonb6z6
modszerekkel kapott, kiillonbozd fejezetekben targyalt eredmények tobb esetben kiegészitik,
alatamasztjadk egymast. Erdemesnek lattam ezeket az eredményeket Osszefiiggésiikben
targyalni, és az dsszefligések alapjan levonni a végsd kovetkeztetéseket.

A feltett kérdésekre adott valaszaim:



1. Az eredmények fejezetben szamos abran az értékek szoras nélkiil lettek feltiintetve, illetve,
ahol van atlag és szordas, jellemzden ott sem talalhato az elemszam és a szoras tipusa. Az egyes
maodszerek leirasanal ugyan volt utalas arra, hogy végeztek statisztikai vizsgalatokat, de ennek
ellenére kérem, hogy foglalja ossze, hogy az alkalmazott mérések esetén milyen szempontok
alapjan tortént az adatok statisztikai analizise.

Megalapozott a Biradlonak a statisztikai elemzések bemutatasanak hidnyossagaira vonatkozo
kritikaja. Roviden dsszefoglalva.

A spektrumfelbontdsok hibajat a
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Osszefiiggéssel szamitottuk ki.

A spektroszkopia moddszerekkel végzett kisérletek soran, valamint a lipidek szénhidrogén
lancainak konformécidvaltozasaval kapcsolatos fazisatalakulas paramétereinek
meghatarozasakor legalabb harom fiiggetlen mérést végeztiink. A bemutatott adatok a
parhuzamos kisérletek eredményeinek atlagat mutatjdk. Minden esteben kiszamitottuk a
parhuzamos mérések eredményeinek korrigalt empirikus szordsat (az atlagtol valod atlagos
eltérést), valamint az atlag hibajat. A tablazatokban feltiintetett értékek az adott eredmények
szoOrasat mutatjak.

A faginaktivacios vizsgalatok soran legalabb harom fliggetlen kisérletsorozatot végeztiink. Az
egyes kisérletekben pedig mindig harom-harom, azonos koriilmények kozott kezelt mintat
elemeztiink. Az utobbiak atlagat tekintettiik a fliggetlen mérés eredményének. Kiszamitottuk a
parhuzamos mérések eredményeinek korrigalt empirikus, valamint az atlag hib4jat.

Az inaktivacios gorbék linedris szakaszaira linedris regresszioval egyenest illesztettiink.
Meghataroztuk a legjobban illeszkedd egyenes paramétereit és az illeszkedésre jellemzd
Pearson—féle korrelacios egyiitthatd értékét.

2. A porfirin szarmazékok sejten beliili lokalizaciojanak konfokalis vizsgalatakor hogyan tortent
a nagymeértékii spektralis atfedést mutato LysoTracker Green és BMPCP-4P2 fluoroforok
elkiilonitése, azaz a csatornak kozotti atbeszélés kizarasa?

Sajnos a dolgozatban konzekvensen felcserélve szerepel két gerjesztési/detektalasi
hullamhossz, amiért elnézést kérek. A LysoTracker Green festéket A=488 nm-en gerjesztettiik,
az emisszio detektalasa pedig A=510 nm-en tortént. A porfirin és a LysoTracker Green
gerjesztésének hullamhossza egymadassal megegyezett, a detektalds pedig a A=650-750 nm
tartomanyban tortént. Igy a detektalaskor nem volt atfedés a két csatorna kozott.

3. Tortént-e a kolokalizacio mértékének kvantitativ meghatarozasa, és ha nem, akkor miért nem,
illetve milyen modszerrel lehetett volna ezt elvégezni?



A mikroszkopos felvételek elkészitésével elsdsorban arra kerestiik a valaszt, hogy a kationos
porfirin szarmazékok kimutathatdk-e a sejtmagban? A felvételekhez kapcsoloddan kvantitativ
vizsgalatok nem torténtek.

Kvantitativ kolokalizaci6 meghatdrozasra lehetdséget teremthet a Forster-féle rezonancia
energia transzfer feltételeinek megteremtése, amennyiben a szerepld kromoférok alkalmas
megvalasztasaval 1étrehozhatok megfelelé donor-akceptor parok. Sajnos a porfirin
szarmazékok és a SYBR Green/ LysoTracker Green/ Mito Tracker Deep Red parok spektralis
tulajdonsagaik-alapidn nem alkalmasak ilyen kisérletekre.

Felmeriilhet még a porfirin mennyiségének kozvetlen meghatdrozasa az egyes
kompartmentekben. A megfeleld pixelekhez rendelt fluoreszcencia intenzitds meghatarozhat6
a felvételek készitésére is hasznalt konfokalis mikroszkoppal. Ugyanakkor nem ismert a
kiilonb6zé molekularis kornyezetben (pl. lizoszoma és mitokondrium) elhelyezkedd porfirin
szarmazek fluoreszcencia kvantumhatasfoka. Modellrendszereken végzett kisérletek alapjan
feltételezhetjiik, hogy a kationos porfirinek kvantumhatisfoka fiigg a kozeg PH értéktdl,
polaritasatol, tovabba megvaltozhat példaul a DNS-hez vald kotdédés kovetkeztében, tehat a
fluoreszcencia intenzitds értékek nemcsak a koncentracioval dsszefliggésben valtozhatnak.

Fluoreszcencia korrelacios spektroszkopiaval (FCS) a kvantumhatasfoktol fiiggetlen modon
meghatarozhaté a kromofoér koncentracidja. Ezért FCS felhasznalasaval kisérletet tettlink
porfirin szarmazékok sejten beliili eloszldsanak kvantitativ meghatdrozdsara FCS
felhasznalasaval. A Soret-savban torténd intenziv gerjesztés azonban a minta azonnali kiterjedt
fotokémia destrukcidjdhoz vezetett.

Tisztelettel kérem a valaszaim elfogadésat.

Budapest, 2021. januar 25.
Lol ol eek
dr. Csik Gabriella



