Dr. Csik Gabriella ,,A profirinek kolcsonhatisainak néhany biofizikai
aspektusa” cimiit MTA doktori munkajanak a biralata

Dr. Csik Gabriella ,,A profirinek kélcsonhatasainak néhany biofizikai aspektusa”
ciml 169 oldalas dolgozattal palyazik az MTA doktori cimre. A dolgozat kivald
mindsége és a dolgozat alapjaul szolgéalé kdzlemények mutatjak, hogy Dr.Csik
Gabriella egész tudomanyos munkassagat egy témanak a porfirinek szerkezetének
¢s biologiai hatasainak vizsgalatanak szentelte.

Dr. Csik Gabriella kutatasai soran a kiilonb6z6 profirinek, profirin szarmazékok
kotodését és lokalizacidjat modell membranokon vizsgalta. Kutatasi, érdeklddési
teriilete kozpontjdban a glikolizalt és kationos porfirinek tulajdonsagainak
meghatarozésa, vizsgéalata allt. Doktori munkdjdban a mezo-pozicidban
monoszaharidot tartalmazé glikozalt porfirinek és modellmembranok kézétti
kolcsdnhatasokrol, az egyes szarmazékok membranon beliili elhelyezkedésérdl és
fotokémiai hatékonysaguk vizsgéalatanak eredményeirdl szamol be, illetve
meghatarozta, hogy a kationos porfirinek ismert kotott formai kimutathatok
illetve azonosithatok-e természetes, kettds szalu polinukleotidok jelenlétében.

A dolgozat formai értékelése:

A dolgozatban a rovid bevezetést kdvetden a Jelslt egy huszonét oldal hosszisagu
irodalmi attekintés soran a profirin tipusu fényérzékenyitok szerkezetét jellemzi,
a profirinek kotodését és modell membranokban a lokalizacidjat, a
nukleinsavakhoz torténd kotddését ismerteti. Részletesen leirja a fotodinamikus
reakciok antimikrobidlis alkalmazasi teriileteit. A Célkitlizések fejezetben a Jelolt
logikusan, célratéréen végig vezeti a kutatasi teriiletet érintd problémaékat és a
megvalaszolandé kérdéseket. Az Anyagok és modszerek fejezet pontosan
részletesen leirja az alkalmazott technikakat.

Az Eredmények fejezet 67 oldal hosszusagu, mely 7 alfejezetre tagolddva irja le
részletesen a Jelolt az elvégzett vizsgalatok eredményeit, mely értelmezését sok
abra és tablazat segiti. A Jelolt kimutatta, hogy milyen tényezdk befolyasoljak a
fényérzékenyitd kotodését a membranhoz, illetve a porfirin szerkezete és a
modellmembran lipidosszetétele milyen hatassal van a fényérzékenyitd
kotddéséhez, illetve a porfirin szarmazék szerkezete miként befolyasolja annak a
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lipid kettds rétegen beliili lokalizacidjat. A Jel6lt jellemezte a kationos porfirin
szarmazekok és peptid konjugatumainak kotodését a DNS-hez és a nukleoprotein
komplexhez. A kotddést kvantitativ modon az interkalacio és kisarok kotodés
jellemzésével illetve kvalitativ modon a kotott porfirin megoszlasat mind a
természetes kettds szala DNS, mind az azt tartalmazo nukleoprotein komplex
jelenlétében is jellemezte. A Jel6lt leirta tovabba a kationos profirineknek a
kotddési modok kozotti megoszlasat befolyasold tényezoket a DNS bazis
Osszetételét, a porfirin szarmazék toltését, a kornyezet iondsszetételét €s az
ionerdsségének hatasat. A Jel6lt az Eredmények fejezetben tovabba jellemzi a
profirin szdrmazékok kotodése és fotoreakcidja altal okozott szerkezeti és
funkcionalis valtozasokat, a glikozilalt és kationos porfirin szarmazékok, porfirin-
peptid konjugatumok DNS és nukleoprotein komplex szerkezeti stabilitasara
gyakorolt hatasat. Leirja a T7 bakteriofag profirin szarmazékok kotodése altal, de
a fény kozremikddése nélkiil (.n. s6tét reakcid révén) okozott inaktivaciot és
kvantitativan jellemzi azt. A Jelolt meghatarozta a szabad gyokok és a szingulett
oxigén szerepét a virusinaktivacioban, tovabba meghatarozta a glikozilalt és
kationos porfirin szdrmazékok fotokémiai reakcioi altal indukalt faginaktivacio
mértékét, a DNS-hez kotodd szarmazékok esetén a kotdtt és szabad formak
fotokémiai hatékonysagat. Elemezte a fotokémiai reakcio kovetkeztében a T7
bakteriofdg ¢és a nukleoszoma nukleinsav komponenseinek termikus
stabilitasdban bekovetkezett valtozasokat. A Jelolt meghatarozta tovabb a
kationos porfirinek és peptid-konjugatumaik sejten beliili lokalizaciojat, ismerteti,
hogy miként befolyasolja a profirin t6ltése és a konjugatum szerkezete a sejtekben
valé felhalmozodast.

A 20 oldal hosszisagl Megbeszélés részben a Jelolt a sajat eredményeit értelmezi
¢és az eredmények nemzetkozi irodalommal t6rténd Osszevetése megtorténik. A
Jelolt a porfirin szdrmazékok modellmembranhoz torténd kotodésének és
membran lokalizacidjanak vizsgalata soran kimutatta, hogy a mezo-szubsztitualt
glikolizalt profirinek esetében az aszimmetrikus molekula szerkezet €s amfifil
karakter fontos tulajdonsag a modell membranokhoz val6 k6todés szempontjabal,
ugyanakkor a molekula mérete és toltéseloszlasa is befolyasolja a ktodést. Az
eredményeket analizalva a Jelolt kimutatta, hogy a planaris szerkezetii TP(4-
OGIuOH)4P esetében a lipid fejcsoportok kiilsé felszinhez torténd kotddése, a
felszinnel kvazi parhuzamos elhelyezkedése befolydsolja a régid
fazisatalakulasanak kooperativitasat, de szignifikansan nem valtoztatja meg sem
a profirin, sem a régioban elhelyezkedd jelz6 fluoreszcencia élettartamat. A



lipdszdmahoz kotott TP(4-OGluOH);P és TPF5(4-OGalOH)sP lokalizacioja
érinti mind a fejcsoportok kornyezetét, mind az apolaros oldallancok régiojat.

A jelolt kimutatta, hogy a profirin szarmazékok DNS-hez torténd kétodésében az
interkalalt és a kiilsé kotott forma kialakulasa a jellemzo. Két (BMPCP-4P;)
illetve harom (TMPCP, TMPCP-4P) pozitiv t5ltés megléte elégséges ahhoz, hogy
a profirin szdrmazg€k interkalacioval és kiilso kotéssel kapcsolddjon a kettds szala
polinukleotid lanchoz, és ezt a harom pozitiv toltés mellett jelenlevo egy negativ
toltés sem zarja ki (TMPCP). A porfirin egységein harom pozitiv toltést hordozo
TMPCP-AK feltehetden sztérikus okokbol, csak kiilsé kotéssel kapcsolodnak a
DNS-hez. A harom vagy négy pozitiv t6ltést hordozo kationos profirin a
nukleoprotein komplex DNS alkotdjahoz az izolalt DNS-sel azonos moddon
kotodik. Azonos bazispar/ profirin aranyoknal minden esetben tobb a szabad
profirin szdrmazék nukleoprotein esetében. A telitésiérték alapjan felallitott
sorrendet: TMPyP>TMPCP>TMPCP-4P>BMPCP-4P2, a NP-porfirin szarmazék
esetében a nettd toltés és a szarmazék mérete egyarant befolyasolja.

Szamos kationos porfirin szarmazéknak nagy az affinitasa izolalt DNS-hez illetve
nukleoprotein komplexhez, intracellularis kornyezetben mégsem kotédnek a
nukledris DNS-hez, és nem halmozddnak fel a sejtmagban.

A Jelolt megallapitotta, hogy a kationos porfirinek bioldgiai alkalmazasa soran
mind a szingulett oxigén, mind a szabad gyokok jelenléte hozzajarul a bakteriofag
fertozoképességének elvesztéséhez, azonban ezek egyiittes jelenléte fokozza a
genotoxikus hatas kialakulasanak lehetdségét. A DNS-hez nem kétott porfirin
szignifikansan nagyobb hatékonysagu a virusinaktivacié szempontjabol, mint a
kotott forma.

Az eredményeket dsszefoglalva a Jellt megallapitotta, hogy a fehérje kapszidban
fotokémiai sériiléseket okozhatnak mind a DNS-hez nem kot6do glikolizalt, mind
a DNS-hez k6t6do kationos porfirin szarmazékok. Ezutobbi még akkor is igaz, ha
a rendszerben csak DNS-hez kétott porfirin van jelen. A DNS-ben okozott
sériilések ugyanakkor csak a kationos porfirinek esetében jarulnak hozza a virus
inaktivaciojahoz.

A Megbeszélést kovetd ,,Az eredmények gyakorlati jelentdsége” cimi fejezet
elegans befejezése a doktori értekezésnek, hiszen az elméleti kutatasok ,.kézzel
foghat6” gyakorlati alkalmazasat mutatja be. A kutatasi téma jelent0ségét mutatja,
hogy az orvostudoményban a porfirin szarmazékok jelenlegi két legfontosabb
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alkalmazési terlilete a daganatok fotodinamikus terapiaja (PDT) és a
mikroorganizmusok fotodinamikus inaktivacidja (PDI). Mindkét teriileten a
hatékonysag és a hatdsmechanizmus szempontjabol meghatarozé a porfirin
szarmazékok lokalizacidja és a kornyezetben 1évé molekulakkal kialakitott
kapcsolata. Ezeknek a kolcsonhatasoknak az elemzéséhez és a tovabb
fejlesztéshez jarult hozza Dr. Csik Gabriella kutatasa.

Dr. Csik Gabriella MTA doktori munkajanak nyilvanos vitara bocsajtasat, annak
elfogadasat és az MTA doktori cim odaitélését messzemenden tamogatom.

Kérdéseim a Jelolthoz:

1. A bazisosszetétel szerepe a kotott formak kozotti eloszlasban cimi 5.2.1.2.
fejezetben a Jelolt azt vizsgalta, hogy az egyes kotésmodok hogyan befolyasoljak
egymast, milyen aranyban jonnek létre a kiilonbozo kotddések kevert
bazisosszetételli, természetes polinukleotidokban. A Jelslt a T7 fag, csirke
vOrorsvérsejt €s Micrcococcus luteus esetében vizsgalta a TMPyP kotodését a
kiilonbdzd bazisosszetételi DNS-hez. Milyen szempontok alapjan esett éppen a
Micrococcus luteus-ra a Jelolt valasztasa?

2. A toxicitasi vizsgédlatok soran a hemolizis vizsgalatokat citotoxikus
paraméterként is alkalmazzak barmely vegylilet vagy készitmény biztonsagi
profiljanak igazolasara. A Jeldlt vizsgélatai soran a Kkiilonbozd porfirinek
szarmazekok kiilonbozo szintli toxicitasat bizonyitotta. Torténtek-e hemolizis
vizsgalatok a kiilonboz6 profirin szarmazékok vizsgalata soran, illetve a
nemzetkdzi irodalomban a porfirinok esetében milyen erre vonatkozé adatok
vannak?

3 A mikroorganizmusok novekvé antibiotikum rezisztencidja miatt egyre
nagyobb érdeklodés mutatkozik mas, potencialis antibakterialis eljarasok, igy a
fotodinamikus reakcidk felhasznalasa irantis. A Gram-pozitiv baktériumok
inaktivaciojaban szamos elsé- illetve masodik generacios fényérzékenyitd
hatékonyna bizonyult. Ugyanakkor a Gram-negativ baktériumokkal szemben
ezek hatastalanok voltak. A Gram-negativ baktériumok fal szerkezete indokoltta
tette a kationos porfirinekkel torténd probalkozast. Van-e arra vonatkozo adat,
hogy a Gram-negativ baktériumokkal szemben, hogyan viselkednek a profirinek,



kiilonos tekintettel a kationionos porfirinek, hiszen a multi-rezisztens Gram-
negativ baktériumok okozta fertozések vilagszerte komoly problémat jelentenek.

3. Mi a Jelolt véleménye arrol, hogy a porfirin szarmazékok membranra kifejtett
hatasait nem lehet-e felhasznalni COVID-19 pandémidval kapcsolatos
védekezésben?

4. A T7 fag a modell ép kapszidos ¢s a kapszid felszabaduldsa utan szabadda valta
DNS mintak illesztési paraméterei illetve a kotott formak megoszlasa markansan
kiilonbozik egymastol, vagyis a kapszidba zart illetve a szabad DNS-sel valo
kélesonhatas jol elkiilonithetd egymastol. Lat-e a Jelolt esélyt arra, hogy burkos
virusok esetében, pl.. SARS-Cov-2 esetében is a profirinek felhasznilhatoak
legyenek a virus elleni harcban?

5. Kérem a Jeloltet, hogy mivel a profirinek egyik legfontosabb felhasznalasi
teriilete a vérkészitmények kezelése, ismertesse azokat a mikrobakat, melyek a
vérkészitményekben el6fordulhatnak, és ismertesse ezeknek a mikrobaknak a
porfirinekkel szembeni érzékenységiiket.

Budapest, 2020.01.04.
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Dr. Szabo Dora, az MTA doktora



