Valasz Dr. Vidoczy Tamas, az MTA doktora

opponensi biralatara

Ko6szondm Dr. Vidoczy Tamasnak dolgozatom alapos, elmélyiilt attekintését. Koszondm a
Biral6 gondolatébresztd, iranymutatd kritikai megjegyzéseit, észrevételeit, eléremutatod
javaslatait a dolgozatban leirtak pontosabb értelmezésére vonatkozoan. A konstruktiv kritikai
elemzés 0sztondz az eredmények tovabbgondolasara, eldsegiti témahoz kapcsolddo jovobeli
kutatas megtervezését. A felvetett kérdésekre az aldbbiakban valaszolok.

A kisérleti munkahoz fiizott megjegyzések, kérdések
5.1. Porfirinek kolcsonhatasa modellmembranokkal

A 15. abraval kapcsolatban t6bb megjegyzésem van. Az A abra mutatja be a metanolban, illetve
vizes pufferoldatban mért fluoreszcencia-spektrumokat. Latjuk, hogy metanolban joval
intenzivebb az emisszio, mint vizes oldatban — de ha a spektrum alakjanak megvaltozasa is
erdemi informaciot hordoz, akkor ez nem jo abrazolas, a vizes fazisban mért értékek olyan
alacsonyak, hogy nem igazan veheté ki a spektrum alakja — ahhoz normalt spektrumokat kellene
osszehasonlitani. Amennyiben csak a fluoreszcencia-intenzitas bemutatasa a cél, akkor ezen
spektrumok csak illusztraciora hasznadlhatoak, de szamszerii kovetkeztetések levondsdra az
intenzitas-adatok 6nmagukban nem alkalmasak, hiszen az elozo (53.) oldalon olvashato: ,, A
vegyiiletek moldris abszorbancidja ... érzékenyen valtozik a molekularis kornyezet
polaritasaval.” Kévetkezésképpen még azonos porfirin-koncentrdciok mellett sem azonos az
elnyelt (gerjesztd) fényintenzitas, amivel a fluoreszcencia-intenzitds egyenesen aranyos. Hiaba
allitia Jelolt a modszer leirasanal (47. oldalon), mas szerzokre hivatkozva, hogy ,,a
fluoreszcencia réven emittalt fény intenzitasa a koncentracioval ardnyosnak tekintheto”, ha
egyszer ezt az allitasat a par sorral feljebb idézet mondattal onmaga cadfolja. Nemcsak a molaris
abszorbanciak valtozasa okozhat gondot — a fluoriméterekben a gerjeszto fényforras altalaban
nagynyomasu xenonlampa, melynek spektruma a 400-450 nm tartomdanyban, épp a porfirinek
Soret savja kornyékén meglehetosen strukturalt, igy a gerjesztési hullamhossz néhdany nm-es
megvaltoztatdsa érzékelhetden megvaltoztathatja a rendelkezésre allo gerjeszto fényintenzitdst.
A liposzomdkhoz torténd kotodes egyensulyi allandojanak meghatarozasara ezért csak a
fluoreszcencia-kvantumhatasfokok  hasznalhatoak, a fluoreszcencia-intenzitis  adatok
legfeljebb kotodési rangsor megallapitasara fogadhatoak el.

A 15. ébréaval azt gondoltam szemléltetni, hogy jelentds kiilonbség van a polaros illetve
apolaros kozegben 1év6 porfirin szdrmazék fluoreszcencia intenzitasa kozott. A spektrumok
alakjanak valtozasabol nem vontam le kovetkeztetéseket, ezért a normalt spektrumok
bemutatasat nem lattam sziikségesnek.

Egyetértek Birdloval a kotddési allandé meghatarozasara alkalmazott technika korlatait
illetéen, azaz a fluoreszcencia-intenzitasok valtozasa alapjan a kotddési rangsor allapithatd
meg. Ugyanakkor liposzoma jelenlétében az abszorbancia mérésekkel jaro megkozelitések
esetében is felmeriilnek technikai nehézségek.



1. A liposzomék fényszoéradsa miatt a porfirin tényleges abszorbancidja csak kozvetetten
hatdrozhaté meg. A szoérasi gorbére vonatkozd pontos korrekciot neheziti, hogy a liposzomak
nem azonos méretiick, hanem az adott mintara érvényes méreteloszlassal jellemezhetdk.

2. A liposzoéméhoz kotott porfirin elhelyezkedése nem mindig egyetlen modon valdsulhat meg.
A kotott forméak molaris abszorbancidja pedig nem feltétleniil azonos. Anizotrdpia méréseink
eredményei alapjan valdszinesitettiik a kotott porfirin szdrmazékok dominans lokalizacigjat.
Mar ezeknek a méréseknek az eredményi alapjan is feltételezhetd, hogy bizonyos szarmazékok
részletes eredményeket kozoltek Veres és mtsai. (Veres et al, (2012 ) Comparison of Binding
Ability and Location of Two Mesoporphyrin Derivatives in Liposomes Explored with
Conventional and Site-Selective Fluorescence Spectroscopy. J. Phys. Chem. B 2012, 116, 32,
9644-9652.)

5.2.1.1. A kotott formék azonositasa és mennyiségi meghatarozasa

Teljes mértekben megértem Jeldltet, hogy a spektrumok Gauss-gorbékre torténd felbontdsa
soran nagy erofeszitéseket tesz a gorbék szamanak (vagyis az illesztendé paraméterek
szamanak) csokkentésére — de fennall a veszely, hogy ezen egyszerisitések tulmennek a
megengedheto mértéken. Jelolt a porfirinek Soret savjat 2 Gauss-gorbe osszegevel kozeliti (9-
es egyenlet), ennek aldtamasztisdara hivatkozik a 4. dbrdra. En ugy ldtom a 4. dbrdn, hogy a
390-480 nm tartomanyokban a fo csucson kiviil legalabb két vall lathato (az ezeknek megfelelo
toréspontot 400, illetve 420 nm-re becslem), kévetkezésképp legalabb 3 Gauss-gorbével
tartanam indokoltnak a kozelités elvégzését. Nem ismerem az ide vonatkozo irodalmi
eredmények részleteit, de nem lennék meglepve, ha ezt a kérdéskort mar vizsgaltak volna
szamomra indokolatlan kozelités, hogy a sziik hullaimhossz-tartomany (390-480 nm)
kovetkeztében nem végeztek hullamhossz — frekvencia konverziot. A Gauss-gorbékkel tortéeno
kozelités alap-megfontolasa szerint egy abszorpcios sav azért sav, mert az adott spektroszkopiai
datmenet vonala kiszélesedik (a forgasi atmenetek és az oldoszer-hatas kovetkeztében). Ez a
kiszélesedés azonban csak a frekvencia-skalan eredményez szimmetrikus gorbét. Egyetértek
Jelolttel, hogy a sziik intervallum miatt ez numerikusan nem igazan érzékelheto — de tényleg
megeri egyetlen osztas-sorozat megtakaritasa érdekében tullépni egy elven?

A porfirinek oldatainak abszorpcids spektruméaban Soret-sav rdvid hullamhossza oldalan
jellemzéen megjelenhet 1-3 vall, amelyeket az irodalom a rovid hullamhosszak felé haladva N,
L, M savokként jegyez (J.R. Platt, Classification and assignments of ultraviolet spectra of
conjugated organic molecules, J. Opt. Soc. Amer. 43 (1953) 252-256.) Az N, L, M, savok
milyenségétdl illetve hidnyatol, stb. (Moroni, L. (2008) Excited states of porphyrin
macrocycles. J. Phys. Chem. A 112, 11044-1105.). Az irodalom igen kevés figyelmet fordit e
savok azonositasara, altalaban a spektrum UV tartomanyanak elemzésére (Kuter, D., et al.
(2012) Experimental and time-dependent density functional theory characterization of the UV-
visible spectra of monomeric and p-oxo dimeric ferriprotoporphyrin IX. Inorganic Chemistry
51(19), 10233-10250.).

A spektrumfelbontds hullamhossztartomanyaban a fentiek koziil az N vall megjelenése
valoszintisithetd. Az egyes kotott formakhoz tartoz6 vallak a spektrumok felbontasaval
szisztematikusan nem voltak elkiilonithetok egymastol.



Ehhez a kérdéskorhoz tartozik a kétféle kotott forma vallahoz rendelheto Gauss-gorbe
azonosnak vétele. Elfogadom, hogy a numerikus illesztések soran a kétféle kotott forma
esetében jo kozelitéssel azonosnak adodtak ezen két gérbe paraméterei — de ez tényleg indokolja
ezen két gorbe azonoskent torténd kezelését? Nemcsak numerikus kozelitésrol van szo — ha
tényleg azonos a két sav, a kétfeleképpen kotott porfirinban valami azonos spektroszkopiai
dtmenet kell hozza tartozzon. A , ,kozés vall” kifejezés eloszor a TMPyP kétodése kapcsan
szerepel — de késobb a BMPCP-nél, illetve TMPCP-nél is elofordul (13. tablazat, 29. abra). E
két utobbi porfirin-szarmazék kotodesének vizsgalatakor a szé6vegben nem tesz emlitést arrol,
hogy a szabad porfirin (,,r” érték 0) spektrumanak felbontasahoz mar 3 Gauss-gorbére volt
sziikség — de az utobbi esetében ugyanezzel a 3 Gauss-gorbével le lehetett irni mindkeét kotott
forma spektrumat is. Kezd elveszni az egyes gorbék hozzdarendelhetosége az egyes
komponensekhez? A 29. abran nem érthetd szamomra, milyen , relativ teriilet” van a
fiiggoleges tengelyen, kérem jeloltet mutassa be, milyen normdlasrol van szo.

Megalapozott Birdlom megfigyelése a harom (TMPCP) illetve két (BMPCP) pozitiv toltést
hordozé szarmazékok abszorpcids spektrumainak elemzésével és a kotott formakhoz tartozo
abszorpcids savok azonositasaval kapcsolatban.

A szimmetrikus TMPyP esetében a savok jol azonosithatoéak, a mérések pontossaga a kotott
formak mennyiségi meghatarozasat is lehetévé teszi. A TMPCP és BMPCP esetében a kotott
formak szamat, a hozzdjuk tartozd abszorpcids savok teriiletének valtozasat tudtuk
meghatarozni. Feltételezhetjiik, hogy az aszimmetrikus TMPCP és BMPCP interkal4cioja
illetve kiilsé kotése nem egyféle térbeli elrendezddésben valosulhat meg. A kiilonb6zo
térszerkezetll, de azonos kotési formakhoz tartozo abszorpcids spektrumok kiilonbozhetnek
egymastol.

A 29. dbran bemutatott gdrbék esetében a szabad porfirin szarmazék abszorpcids spektrumanak
gorbe alatti teriiletét tekintettiik egységnyinek, ennek ardnyaban fejeztiik ki a tovéabbi
spektrumok gorbe alatti teriiletét. A kotott formak hipokromidja miatt a tovabbi spektrumok
gorbe alatti teriilete kisebb egynél.

Oszintén szélva én mdsképp kezdtem volna hozzd a 20. dbrdn bemutatott spektrum-sorozat
numerikus kezeléséhez. Ranézve az abrara elso kozelitésben elfogadnam izoszbesztikus pontnak
a latszolagos izoszbesztikus pontot, és megprobalnam két spektrum linearis kombindciojaval
eloallitani ezt a spektrum-sorozatot (a szabad porfirin spektruma ismert, a kétott forma
spektrumadt és a linearis kombindcio egyiitthatoit kell csak a legkisebb négyzetek modszerével
megbecsiilni). Ha ez nem sikeriil (tendenciozus, nem véletlenszerii eltérések mutathatok ki),
ebben az esetben megalapozott lenne az a kijelentés, hogy ,, Az abszorpcios spektrumok
elemzése alapjan ket kotott forma kialakulasa volt kimutathato.” (tézisek 15. oldal kézepe).
Amig a csak ket spektrummal torténd kozelités tarthatatlansagat be nem mutatja Jelolt, addig
ez a kijelentés nem fogadhato el. Nem azt szeretném ezzel mondani, hogy én ,, latom”, elég lenne
a két komponens. A 3 komponens sziikségességét mind az irodalmi adatok, mind a disszertdcio
mas meéréstechnikaval végzett mérései boségesen alatamasztiak — de ettél még pusztan az
abszorpcios spektrumok alapjan a 3. komponens jelenléte nem trivialis, az csak a két
komponenssel torténd illesztés kudarcaval igazolhato. Hianyolom annak bemutatasat, hogy a
3 komponenssel torténd illesztés jol kozeliti a 20. abra szerinti spektrumokat (természetesen
nem az osszes, csak egy-keét kiragadott spektrumon, olyan abrdra gondolok, mint a 42.).



A 20. abran bemutatott abszorpcids spektrumok sorozataban lathato latszolagos izoszbesztikus
pont valoban kindlja a két allapot — szabad és egy kotott — egyidejli jelenlétének feltételezését.
A dolgozatban rovid utalas torténik ,,korai probalkozasok”-ra, amelyek kozott a Biralo altal
javasolt ,.két spektrum” megkdzelités is szerepelt, de nem vezetett meggy6z0 eredményre. A
publikdciokban és a dolgozatban csak az altalunk optimalisnak itélt megoldasokat mutattuk be.
Teljes mértékben osztom a Biralé véleményét abban is, hogy a spektrumsorozat felbontasanak
eredménye, ha mégoly elfogadhat6 feltevéseken alapul és eredménye illeszkedik az irodalmi
hattérhez, dnmagaban nem bizonyitja a kotott allapotok szamat és természetét. A kotott
allapotok azonositasa csak a kiillonb6zé modszerek eredményeinek Osszevetésével mondhatd
meggy0zonek.

A kiilonbozo kétott formak részaranyat mutatja a 25. B abra. Eloszor egy technikai kérdés: az
dbrafelirat egyértelmiien megadja a szimbolumok jelentését, de nem szol a kihuzott gérbékrol.
Meglepo, hogy a kis arokban kotétt porfirinhez tartozo gérbe nem kéveti a pontok meneteét,
hanem egy telitési gorbének latszik — holott a pontokhoz hibazadszIok is tartoznak, és a gorbe
sok pontnal kiviil esik a hibazaszlon.

A 101. oldalon a hasonl6 tematikaja 55. abra kapcsan szerepel a megjegyzés, miszerint ,,az
abrakon lathatdo gorbék csak a jobb kovethetdséget szolgaljak, illesztési paramétereik nem
szolgaltatnak adatot a kotddésre vonatkozdan™. Sajnalom, hogy ennél az abranal egy hasonlo
értelmii megjegyzés elmaradt.

Ezen eredmények diszkussziojat véleményem szerint egyszeriibb a nagy v’ értékek
tartomanyandal kezdeni, mert ilyen koriilmények kozott minden bizonnyal érvényesek a kétféle
kotodesre vonatkozo kémiai egyensuly feltételei. Megallapithatjuk tehat, hogy ha béven van
kotohely, akkor az interkalacio részaranya kozel kétharmad, a szabad porfirin részaranya
elhanyagolhato, vagyis az interkaldacioval torténo kotodes egyensulyi allanddja mintegy
kétszerese a kis arokban torténd kotédeés egyensulyi allandojanak. A kérdés ezutan az, hogy
tovabbi porfirinek kotéodeése ugyanazon DNS-darabhoz mennyiben mds mértékii — a kémiai
egyensulyok nyelvén fogalmazva a kétodés egyensulyi dallandoja milyen iranyban és milyen
meértekben valtozik a mar megkétott porfirinek hatasara. Ebben a téemaban laikus lévén nekem
nem sikertilt olyan elvet, megfontolast talalnom, amely indokolna barmelyik egyensulyi allando
novekedéséet, vagyis azt, hogy a mar kétott porfirin elosegitheti a kévetkezo porfirin kétodését.
Az ellenkezojére, a kovetkezo porfirin kétodésnek gatlasara szamos trividlis elképzelés
magyarazatot ad (pl. a kis arokban kotott porfirin sztérikus okokbol neheziti az interkalaciot,
barmely kétott porfirin pozitiv toltései hatraltatjak a kévetkezo porfirin kotodesét). A 25. B.
dabra szerint az interkalalt porfirinek részaranya valoban mindvégig csokken a kisebb ,,r”
ertekek felé; de a kis arokban kotétt porfirin részaranya kb. 7-es ,,r” értekig egyértelmiien, a
hibahatart meghalado meértékben novekvo tendenciat mutat. Kérem jeloltet, ossza meg
elképzeleset, hogy hogyan segitheti el a mar megkotott porfirin egy tovabbi porfirin kéotodését,
mas szoval mi lehet az oka annak, hogy a kis arokban kotodo porfirin latszolagos kétodési
egyensulyi allandoja megnd, ha mar van kétott porfirin az adott DNS-darabon. Ez a jelenség
(a kis arokban kotott porfirin mennyiségének novekedeése a kis ,,r” értékek felé haladva)
gyvakorlatilag minden ilyen adatot kézI6 abran lathato, a leghangsulyosabb a 28. C dbran, a
keves AT part, sok G-C bazispart tartalmazo DNS esetében, ahol ez a novekedes a kb. 3-szoros
értéket is eléri.



Nagyon izgalmas kérdést érint a Birdlo felvetése arra vonatkozdan, hogy a mar kotott porfirin
elosegitheti-e a kovetkezd porfirin  kotddését. Megfigyelését egy sajat  kisérleti
tapasztalatunkkal szeretném aldtdmasztani.

Tobb probalkozast tettiink annak érdekében, hogy a vegyes bazisosszetételii polinukleotid
lancon kialakul6 kotott formakat szelektiven 1étrehozzuk. Ezen kisérleteink soraban a DNS-t
ismerten interkaldld vegyiilettel ,telitettiik”, majd ezt kovetden elegyitettiik a kationos
porfirinnel és elemeztiik a kotott formak kialakuldsat. Tapasztalatunk szerint az interkaldlo
agens, példaul 8-MOP jelenléte nem gatolta, hanem eldsegitette a porfirin kotott formainak
stabilizald kolcsonhatasok fellazuldsa. Ez kiilondsen érintheti a kiilsé kotés kialakulasanak
lehetdségét. Feltevésiinket tdmaszthatja ald az a megfigyelés is, hogy a nukleoszoméban a
hisztonfehérjékre feltekeredett DNS szerkezete kedvez a kiils6 kotott forma kialakuldsanak.

A kiils6 kotott forma latszolagos mennyiségét ndvelheti tovabba - kiilondsen nagy porfirin
feleslegnél - a nagy arok felszinén kotott porfirinhez torténd aggregalddas (,,self-stacking”™ )
megjelenése (Novy et al. (2007) Electronic and vibrational circular dichroism spectroscopic
study of non-covalent interactions of meso-5,10,15,20-tetrakis(1-methylpyridinium-4-
yl)porphyrin with (dG-dC)10 and (dA-dT)10. Vibrational Spectroscopy 43(1), 71-77.).

A DNS-rol a porfirinre torténd energia-transzfer fluoreszcencidas eredményét mutatjia a 26.
dbra. Azt sem nagyon értem, hogy miért szerepel az el6z6 oldalon az az allitas, hogy a ,, TMPyP
emisszioja DNS jelenlétében novekvo emissziot mutat”; a 26. A abran én nem nagyon latok
intenzitasnévekedést a kiilonbozo spektrumok kozott (az abrafelivatban nem esik szo
normdalasrol), pedig a DNS hozzaadasara jelentdosen nonie kellene az elnyelt fényintenzitasnak.
A 26. abra B részéhez tartozo abrafelirat vélhetoen pontatlan; nem az integralt fluoreszcencia-
intenzitast, hanem a 14-es egyenlet alapjan a kotott forma integralt fluoreszcencia-intenzitasa
szamitott értékeit mutatja ,,r” fiiggvényében. De az A abran kozolt gorbék alatti teriiletek
becstilt értéke egy nagysagrenddel nagyobb értéket ad, mint amekkora maximalis érték a B
abran szerepel — miért van ez az eltérés? Az energia-transzfer tényének igazolasa a 260 nm-es
gerjesztéssel mert porfirin-fluoreszcencia mérésével sem trivialis — ezen a hullamhosszon a
szabad porfirinnek is van elnyelése, a DNS-hez kotott porfirinnek is van elnyelése (a
disszertdacioban 153-as sorszammal idézett kozlemeény szerint), igy onmagaban az a tény, hogy
a 260 nm-en gerjesztett minta porfirin-emissziot mutat, még nem bizonyitja az energiatranszfer
létrejottet.

A 26.A dbraa TMPyP 260 nm-en torténd gerjesztése nyoman regisztralt emisszids spektrumait
mutatja kiillonb6z0 mennyiségii izolalt DNS jelenlétében. A kiilonbozd bazispar/porfirin
aranyoknal a 600-770 nm-es tartomanyban 0sszegzett fluoreszcencia intenzitasokbol (Ag=260
nm) a 14. egyenlet szerint levontuk az adott bazispar/porfirin aranyhoz tartoz6 szabad TMPyP
mennyiségbdl varhato fluoreszcencia intenzitast. A 26.B dbra tartalmazza a 14. egyenlet szerint
korrigalt Osszegzett intenzitdsokat, amelyeknek értéke nd  a bazispar/porfirin arany
fiiggvényében.

Az energia transzfer 1étrejottét tamasztja ala a 26.A és a 23. dbra Osszevetése. A 23. dbran
latszik, hogy a TMPyP kozvetlen gerjesztésekor (Ag;=435 nm) a fluoreszcencia intenzitds nem
nd, hanem csokken a kotott porfirin mennyiségének ndvekedésével.

5.4 Porfirin szarmazékok genotoxicitasa



Ezeknél a méréseknel a ,,dozis” (porfirin koncentracio szorozva az inkubadlasi idovel)
fliggvényében dabrazoltik az eredményeket. Szamomra nem trivialis, hogy ez a szorzat
ertelmezheto-e ilyen egyszeriien, valoban azonos-e a hatas a kétszer magasabb
koncentracioban, de fele annyi ideig inkubalt mintaknal? Nem kellett volna ezt kisérletesen
igazolni?

Egyetértek Birdloval a reciprocitasi kérdés felvetésében, vagyis hogy kiilonb6z6é hatdéanyag
koncentraciok ¢és inkubacios idék, még ha ezek szorzata azonos is, feltétleniil azonos
inaktivaciot eredményeznének. Ennek érvényessége véleményem szerint is feltehetden igen
korlatozott. Ugyanakkor fontosnak tartottuk a korabbi, mdas szerzok altal publikalt
eredményekkel, illetve mas hatdéanyagok genotoxicitasaval valo dsszehasonlithatésagot. Mivel
korabban szamos publikacio az id6*koncentracid dimenzidju dozis kifejezést hasznalta (pl G.
Ronto et al. (1989) Genotoxicity testing: phage T7 inactivation test of various furan and
arenofuran derivatives. Mutagenesis 4, 471-475.; G. Ronto et al. (1992) Phage nucleoprotein-
psoralen interaction: quantitative characterization of dark and photoreactions. J Photochem
Photobiol B-Biol. 12, 9-27.) és ebbdl hatarozta meg a hatékonysagot jellemzd indexet, ezért

crer

Nem értem az 51. abra szerinti kisérleti kériilmények valasztasat. A feltiintetett pontok szerintem
alkalmatlanok a ,,gorbe” kezdeti meredekségének meghatarozasara. A kezdeti meredekség
definicio szerint az origobol indulo egyenes meredeksége — az abran lathatoan nem errél van
sz0. Miért nem veégzett a Jelolt tovabbi kisérleteket kisebb dozisokkal, ha egyszer a kezdeti
meredekségre kivancsi? Ha mar tudott volt, hogy a gorbe a nagy dozisok tartomdanyaban
ellaposodik, az nem volt érdekes, hogy a kationos porfirin miért mutat ilyen képet, amikor a
semleges, glikozilalt porfirinek a dozis fiiggvényében linearis képet mutatnak?

A bemutatott eredményeken kiviil szdmos mas porfirin koncentraciéo felhasznéldsaval is
torténtek kisérletek. Ezek sorabdl igyekeztiink reprezentativ eredményeket bemutatni- Az
mindig nehéz kérdés, hogy a felhalmozott adatok sorabol a bemutatasi lehetdségek korlatozott
volta miatt melyeket valasztja ki a szerzd, ¢és az adott terjedelemben milyen informacié
bemutatasara torekszik. Ebben az esetben azt is érdemesnek tartottuk bemutatni, hogy a
fokozo6dasahoz.

Feltehetéen minden hatéanyag esetében elérhetd az a koncentracio, amely mar nem ndveli az
inaktivacié mértékét. A kiilonbség abban lehet, hogy ez milyen hatdéanyag koncentracional
kovetkezik be. A glikozilalt porfirinek esetében a koncentracié novelésének hatart szabott az a
torekvésiink, hogy monomer formék hatékonysagat hasonlitsuk Gssze, vagyis ne legyen
szamottevé az aggregatumok mennyisége. gy a glikozilalt porfirineknél a vizsgalt
koncentréacio tartomanyéaban a gorbe ellaposodasa nem kovetkezik be.

5.5 Porfirin-peptid konjugatumok kotddése.

Az 54. és 56. abrakon (mind az A mind a B abrdkon) a gorbék kezdeténél (r = 0) azt varnam,
hogy az illesztésnél hasznalt savok relativ teriilete azonos, hiszen itt az adott konjugdtum
spektrumanak felbontasarol van szo. Ehelyett a kozelitésre hasznalt savok maximumhelyeinek
listaja sem azonos, és az egyes komponensek relativ sulya is mas-mas a ket abran. Hogyan
lehetséges ez? Tobbféleképpen is felbonthato ugyan az a spektrum, azonosan jo kozelitéssel?



Mint azt az 5.2.1.1. A kotott formak azonositdsa €s mennyiségi meghatarozas fejezetben a
spektrumsorozat tagjainak felbontasanak feltételei kapcsan jeleztem (lasd 66. oldal) ,,A kotott
allapotok cstics-gorbéinek paramétereire azokat az értékeket kerestem, amelyek az egész
sorozatra (¢s nem pedig az egyes spektrumokra) nézve a legjobb illesztést, azaz a legkisebb y2-
értekeket adjak.” Ezért el6fordulhat, hogy az egyébként azonos koriilményekhez tartozéd két
spektrum felbontésa két kiilonb6zo sorozat tagjaként némileg eltérd paramétereket eredményez.

5.6. Porfirin szarmazékok in vitro sejtfelvétele és sejten beliili lokalizacioja.

A peptid-konjugatumok sejten beliili lokalizaciojanak vizsgalataval foglalkozik a 109. oldal
felso része. Az utolso bekezdésben egy szikar allitas olvashato (,,a ko-lokalizacio sokkal
kiterjedtebb a lizoszomdak esetében”) — oriiltem volna, ha ezt valamilyen szamszertisitheto
modon is alatamasztia Jelolt. A 64. abra D és G részeinek osszehasonlitasakor a sarga szin
nem meggyozoen intenzivebb a D (jelolt lizoszomak) részben, mint a G (jel6lt mitokondriumok)
részben, bar azt még az én gyakorlatlan szemem is észreveszi, hogy a G részben tobb piros folt
maradt, ami azt jelenti, hogy nemcsak mitokondriumban lokalizalodik a porfirin-szarmazék —
de azért tavolrol sem annyi, mint amennyi lizoszoma latszik a D részben. Elofordulhat, hogy az
elegge varatlan gerjesztési/detektalasi  hullamhossz-valasztas okozza ezt? Nem dll
rendelkezésemre az itt hasznalt porfirin-szarmazékok abszorpcios és emisszios szinképe, csak
a 9-es abran kozélt abszorpcios és a 38. abran kozolt emisszios szinkép alapjan ldatok
probléemat. A porfirin kimutatasara 488 nm-es gerjesztést és 650- 750 nm kozotti detektalasi
hullamhosszat valasztottak — a gerjesztési hullamhosszon minimalis a porfirin elnyelése. A
MitoTracker kimutatasara 510 nm-es gerjesztést és 665 nm-es detektalast hasznaltak. Miutan
510 nm-en a profirin legaldabb annyira elnyel, mint 488 nm-en, ezért a porfirin emisszio egészen
biztosan ,, bevilagit” a MitoTracker-nek tulajdonitott jelbe. Latszolag egyetlen mintan tortént a
ketféle ko-lokalizacios vizsgalat (a B és E képek vizudlis osszehasonlitas alapjan azonosnak
tiinnek), miért nem maradt meg a mitokondriumokba jutott porfirin-szarmazékok pirosas nyoma
a D képen?

A felvételek elemzésekor szamszerisitett 6sszehasonlitdsra nem volt lehetdség.

A mikroszkopos felvételek elkészitésével elsdsorban arra kerestiik a valaszt, hogy a kationos
porfirin szdrmazékok kimutathatoak-e a sejtmagban. Erre egyértelmiien nemmel
valaszolhatunk.

A porfirin szdrmazékok kimutathatéak voltak a mitokondriumban és a lizoszoméban, de pontos
lokalizaciojuk és azok mennyiségi elemzése tovabbi vizsgalatokat igényel.

Elfogadom Birdlom megjegyzését a megleponek tlind A=488 nm-es gerjesztési hullamhossz
alkalmazasara vonatkozoan. Elsé megkozelitésre €sszeri a Soret sav maximumahoz kozeli
hullamhossz valasztasa, mi is ezt tettiik. Ekkor azonban a minta gyors foto-degradacioja
lehetetlenné tette a felvételek elkészitését. A technikailag lehetséges hulldamhosszak koziil ezért
valasztottunk olyat, amelynél a porfirin abszorbancidja szamottevOen kisebb, mint a Soret
tartomany maximumanal.

Sajnos a dolgozatban konzekvensen felcserélve szerepel két gerjesztési/detektalasi
hulldmhossz, amiért elnézést kérek. MitoTracker-t A=633 nm-en gerjesztettiik, az emisszid
detektalasa pedig A=665 nm-en tortént. A MitoTracker gerjesztési hulldimhosszan a porfirin
abszorbanciaja elhanyagolhaté. Igy habar van atfedés a detektalasi hullamhossz-tartomanyok
kozott, a gerjesztés révén a két kromofor megkiilonboztethetd.

5.7.1. A fotodinamikus reakci6 hatékonysaga és mechanizmusa



A szingulett oxigén keletkezése relativ kvantumhatasfokanak mérése soran nem értem, hogy
Jelolt miert allitott be ilyen extrém mérési paramétereket. A trijodid ion felhalmozodasanak
kezdeti sebességét kellene meghatarozni, mi értelme van ezt olyan konverziokig vinni, amikor
egyes esetekben a 2-t is meghalado optikai stiriiséget kell mérni? Pusztan az abszorbancia-
méreés hibdja sem indokolna ezt (ez 0,4 koriil minimalis, 0,1 és 1 kozott célszerii tartani), de
Jelolt is észleli, hogy a nagy konverziok miatt mar jelentds a porfirin-szarmazékok
degradacioja. Méri is ezt, de ezek a mérések a degradacio tényének rogzitésen tul tobb kérdest
vetnek fel, mint amennyi valaszt adnak (pl. mi lehet az oka a degradacio lassuldsanak,
lényegében véve ledllasanak kb. 50%-os degradacio utan?). A nagy konverziok miatt nagyon
kevés mérési pont jut a kezdeti szakaszra, emiatt a gorbék kezdeti meredekségének
meghatarozasa nagyon nagy hibaval terhelt. Hianyolom a kezdeti meredekséget szamszeriisito
tablazatot — amennyiben Jelolt ezt fontosnak érezte volna, & is maskeént végezte volna a
méreéseket.

A fotodinamikus reakcio mechanizmusanak vizsgalata érdekében szingulett oxigén akceptort,
vagy kioltot, és gyokfogot alkalmaztak. A DPBF ilyen koncentracioban (67. abra) nem alkalmas
vizes kozegben a szingulett oxigén szerepének tisztazasara. Egyrészt vizes kornyezetben nagyon
rovid a szingulett oxigén élettartama (~4 ms), még ha diffuzio-kontrollalt reakcioban is fogja
meg a DPBF a szingulett oxigeént, akkor is csak egy toredékét tudja megfogni, mdsrészt minden
ilyen megfogas fogyasztia a DPBF-et. A jodképzodés sebességén alapulo durva becslés szerint
a 67. A abra szerinti kériilmények kozott 1 kJ/cm-2 beesd dozis esetén a keletkezett szingulett
oxigén mennyisége egy nagysdagrendben van az alkalmazott DPBF koncentracioval, tehat a
nagyobb konverziok esetében az adalék jelentos része mar elfogyott. A natriumazid adalék
sokkal inkabb alkalmazhato, az legaldabb nem fogy, amikor kioltja a szingulett oxigeént.

Ko6szonom és elfogadom a kritikai megjegyzéseket. A szingulett oxigén szerepének pontosabb
tisztazasa tovabbi kisérleteket igényel a metodikai repertoar kiterjesztésével.

Az értekezés eredményeihez (6. Megbeszélés) fiizott megjegyzések.

A 129. oldalrol a 130. oldalra athuzodo bekezdésben a kisérleti eredményekbol lesziirt
téenymegallapitasokat olvashatunk — itt, a megbeszélés részben az lenne érdekes, hogy ezekbol
milyen kévetkeztetések vonhatok le.

Azt gondolom, hogy a TMPyP DNS illetve NP jelenlétében kialakulo kotott formai szamanak
¢s a kotott formak spektrumparamétereinek a kérdéses bekezdésben bemutatott azonossaga
fontos bizonyitéka annak, hogy a TMPyP a NP komplex DNS alkoto6javal alakit ki kapcsolatot.
Ezért az ezt alatdmasztd tovabbi bizonyitékok bemutatisa utan a kovetkeztetés a 132. oldalon
olvashato:

,»A spektroszkopiai eredmények alapjan azt feltételeztiik, hogy a TMPyP a nukleoprotein
komplex DNS részével alkot komplexeket. ...... Ez az eredmény igazolja a TMPyP szelektiv
kotddésére vonatkoz6 feltevésiinket.”

A genotoxicitassal foglalkozo részben a 134. oldal utolso mondatat sajnos nem értem. ,, ... a
faginaktivacio mértéke no, kinetikija pedig egytaldlatos jellegii a telitési koncentracio
eleréseig. ” Tortent kinetikai mérés ebben a temakorben? Az ,,egytaldlatos” alatt mit értsiink?

Az egytalalatos modell arra a feltevésre épiil, hogy a karosodast — legyen az virusinaktivacio,
daganat keletkezése stb. — "minden vagy semmi" jellegli esemény. Példaul a viralis DNS-ben
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exponencialis lefutdsu, vagyis ha a tulélési hanyadost (NV/No) logaritmikus 1éptékben tiintetjiik
fel, akkor egyenest kapunk. Az exponencidlis gorbéknél a leegyszerisitett talalat-elmélet
feltételezi, hogy az inaktivaciohoz csak egy talalatra van sziikség.

Egy kis hianyérzetem maradt azzal kapcsolatban, hogy a disszertdcio nem mutatta meg Jelolt
veleményét a PDT esetleges mellékhatasat illetoen. Negyed szazaddal ezelott a PDT egyik
legfontosabb erényének tartottak, hogy szemben a tébbi daganat-terapias eljarassal karos
mellékhatasa nem volt ismeretes. Ezutan elkezdtek megjelenni azok a kozlemények, melyek
felvetették a genotoxikus mellékhatas lehetoségét (elsosorban a porfirinek DNS interkaldcioja
miatt). Bar ez a polémia nem zarhato le egy egyszerii igen/nem vdalasszal, adodott volna a
lehetoseg, hogy kifejtse véleményét, latasmodjat ebben a fontos kérdésben.

A kérdés kapcsan érdemes elvalasztani a porfirinek fotoaktivalas nélkili u.n. ,,s6tét” és
fotoreakciok kovetkeztében fellépd genotoxicitasat.

Az irodalomban konszenzus van arra nézve, hogy a porfirin szdrmazékok, a kationos
porfirineket is beleértve nem lokalizalodnak az €16 sejt magjaban. Azokban a kézleményekben,
ahol kimutattdk valamely porfirin szarmazék jelenlétét a mag kornyezetében, a sejteket az
inkubalast megeldzden fixaltak, vagy a vegyiilet a fotoinaktivaciot kovetd redisztribuciod révén
jutott a sejtmagba (Garcia-Sampedro, A. et al. (2019) Multimodal use of the porphyrin TMPyP:
From cancer therapy to antimicrobial applications. J. Porphyr. Phthalocyan. 23, 11-27.) A
fotoreakciok ,,s6tét” kontrol vizsgalatai sem utalnak genotoxicitasra.

A fotodinamikus kezelést kdvetden az eukariota sejtekben kimutathatok a nuklearis DNS
sériilései. Ezek lehetnek kozvetlen oxidativ sériilések (David, O. et al. (2005) DNA damages
after SIMO1 photodynamic treatment. Photodiag Photodyn Therapy 2, 25-33.) illetve
1étrejohetnek apoptotikus ttvonalak aktivalodasa révén (de Oliveira Moraes, C.D.G. et al.
(2019) Genotoxic effects of photodynamic therapy in laryngeal cancer cells — An in vitro study.
Experimental Biol. Med. 244, 262-271.). Jelentdségiiket nehéz altalanossagban értékelni. A
sejthalalt ugyanis egyarant eléidézheti apoptozis, nekrozis vagy autofagia, amely folyamatok
hozzajaruldsa a sejt pusztulasahoz nagymértékben fiigg a sejt tipusatél és a kezelés
koriilményeitdl (pl. porfirin szerkezet, koncentracio, a megvilagitas dozisa és annak iddbeli
eloszlasa) (Donohoe, C. et al. (2019) Cell death in photodynamic therapy: From oxidative stress
to anti-tumor immunity. BBA - Reviews on Cancer 1872, 188308.).

Allaspontom szerint a klinikai gyakorlatban alkalmazott koriilmények kozott a nekrozisnak van
dontd jelentésége, de a késleltetett folyamatok sordban feltétleniil szerepe Ilehet a
genotoxicitasnak is, éppugy, mint a PDT immunmodulalé hatasanak valamint a tumort ellatd
erek roncsolasanak.

Aprosagok, melyek nem érintik a disszertacio 1ényegét, mondanivalgjat.
A felvetett kérdésekre azok biralatban megjelend sorrendjében valaszolok.

Elnézést kérek, ha kényelmetlenséget okozott a dolgozat szerkezete. A kiilonboz6
modszerekkel kapott, kiillonbozd fejezetekben targyalt eredmények tobb estben kiegészitik,
alatamasztjak egymast, ezért érdemesnek lattam azokat Osszefiiggésiikben targyalni. Ezért
valasztottam az eredmények bemutatasatol elkiiloniilo diszkusszio fejezet beiktatasat.

A DNS kozremukodésével lejatszodo energia transzfer nagyon izgalmas kérdés, ami az utobbi
években kiilonos jelentdséget nyert a DNS sériilések kialakulasanak kutatdsaban és molekularis
optikai szalak tervezésében is.



A bazisok részvételével lejatszodd energia transzfer mechanizmusara nézve altalanosan
elfogadott, hogy nem jar t6ltés atadassal, hanem szingulett-szingulett kolcsonhatas, amely az
akceptor gerjesztett allapotanak kialakuldsdhoz vezet (Nordlund, Th. (2007) Sequence,
structure and energy transfer in DNA. Photochem. Photobiol. 83, 625-636.; Burr, J.G. et al.
Energy transfer in fluorescent derivatives of uracil and thymine. J. Am. Chem. Soc. 97, 245-
247.) Az energia transzfer létrejohet — szekvencia fiiggd modon — a DNS bazisai kozott (Xu,
D-G- and Nordlund, Th. (2000) Sequence dependence of energy transfer in DNA
oligonucleotides. Biophys. J. 78, 1042-1058.), de akceptor lehet a bazisokhoz interkalacié révén
kotédé molekula is (Le Pecq, J.B. and Paoletti, C. (1967) A fluorescent complex between
ethidium bromide and nucleic acids. Physical-chemical characterization. J. Mol. Biol., 27, 87-
106.; Lerman, L.S. (1963) The structure of the DNA-acridine complex. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 49, 94-102.).

Hyun és mtsai felvetették annak lehetdségét, hogy a nem interkalécioval torténd kotddés esetén
is megvalosulhat energiatranszfer (Kyung-Mee Hyun, K-M. et al. (1997) Can energy transfer
be an indicator for DNA intercalation? BBA - General Subjects 1334, 312-316.), de ennek
igazolasara egyértelmii kisérleti bizonyitékot nem szolgaltattak.

A homérsékletfiiggd abszorbancia-méréskor a vezérléshez hasznalt és az adatleolvasasnal
jelzett hdmérséklet kozott nem volt kiilonbség.

A késziilékben a homérséklet mérése két helyen tortént: a mintatartd blokkjaban és a
parhuzamosan mért hat mintahely egyikében, ahol a hdmérd a mintédkkal azonos térfogata
puffer oldatba meriilt. A vezérlés ¢és adatleolvasds a mintdba helyezett hdmérdvel
Osszekottetésben tortént. A tényleges leolvasas €s tovabblépés akkor tortént, amikor a minta
hémeérséklete stabilan elérte a megkivant értéket.

A kiivettak tartalmat mérés kzben nem kevertiik.

A 13. 4dbran a h-1 azonositasahoz tartozo6 nyil pontatlanul jelenik meg. Természetesen a jelzett
cstics amplitudojat kéne mutatnia.

A 47. oldalon a 3-as és 4-es egyenletekben [P] a bemért porfirin koncentraciot jeloli. Elnézést
kérek, hogy ezt nem jeldltem.

Az élettartam illesztésekhez tartozo ,,residuals” értékeket (pl. 24. dbra) a mérdkésziilék illesztd
szoftvere szamitotta ki. Ehhez a Poisson eloszlas figyelembe vételével korrekcios faktorokat
hasznalt. A residuals gérbék informaci6 tartalma elsdsorban arra vonatkozik, hogy mutatkozik-
e tendenciozusan kiugro eltérés az illesztés soran.

Igen, a TMPyP koncentracidja valoban nem pontosan azonos a két bemutatott
kisérletsorozatban a 20. és 32. abrakon. Mivel a kérdéses kisérletben tanulméanyozott valtozasok
szempontjabol a bazispar/porfirin ardnynak volt jelentdsége, ezt hatdroztuk meg a lehetd

pontossaggal, ¢és nem {lgyeltink a TMPyP koncentracidjanak pontos egyezésére.
Természetesen a koncentracidkat ésszerti, egymashoz kozeli értékre allitottuk be.

A 77. oldal mondataban elirasrdl van szo6. Helyesen ,, DNS-nél illetve apolaros oldoszerben
latott felhasadast....”.

A 37.A abrat a 33.B éabra Osszehasonlitdsa azt mutatja, hogy az el6bbi kiindulési értékei jo
egyezést mutatnak az utdbbi r=5-hoz tartoz6 értékeivel. Ugyanigy a 37.B é4bra és a 25. B
Osszehasonlitdsabol azt mondhatjuk, hogy a két kotott forma relativ mennyisége minkét esetben
kozel 0,4, és a szabad forma mennyisége pedig ennél valamivel kevesebb.
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A 49. és a 60. dbran valdoban normalt gérbék lathatok, ahol a normélas a DNS lancszétvalasi
hémérsékletén kapott értékekre tortént. Azért valasztottam itt ezt az abrazolasi mddot, mert
talan jobban mutatja a kérdéses fazisatalakulasi hdmérséklet eltolodéasat, amit itt hangstlyozni
kivantam.

A 60. abréan a kapszid fellazulasahoz kothetd 55 °C koriili fazisatalakulasi hdmérséklet nem
mutat a lancszétvalasi hdmérséklethez hasonlo tendenciozus eltolodast a bazispar/porfirin arany
fliggvényében. Ingadozasa valoban kisérleti hibaként értelmezhetd, mértéke nem haladja meg
a parhuzamos mérésekben tapasztalhato ingadozas mértékét.

Tisztelettel kérem a valaszaim elfogadésat.

Budapest, 2021. januar 20.
BYNR NS

dr. Csik Gabriella
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