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Fotoaktiv flavoproteinek funkcionalis fehérjedinamikajanak vizsgalata ultragyors spektroszképiai
modszerekkel

c. doktori disszertaciorol.

A bioldgiai rendszerek altal elnyelt fény vagy szabadenergia formajaban energetikai folyamatokat indit
be, és tart fenn (pl. fotoszintézis) vagy a kilvilag érzékelését, a sejtek viselkedését, és egyéb fontos
életfolyamatait iranyitja (pl. 1atds, cirkadian ritmus, fototaxis stb.). Ezek a hatdsok pigmentek vagy
fényérzékeny fehérjék (pl. flavoproteinek) kozvetitésével valdsulnak. A flavinok és flavoproteinek
tanulmanyozasa hosszu multra, egészen 1933-ig nyulik vissza, amikor Warburg és Christian felfedezte
az Old Yellow enzimet, és a kofaktorat 1935-ben Theorell flavin mononukleotide gyanant (FMN-ként)
azonositotta. A flavinfliggd fotoreceptorok 1993-as felfedezése Ujra felkeltette az érdekl6dést a
flavinok fotofizikaja és fotokémiaja irant. A flavinfliggé fényérzékeny fehérjék és enzimek nagyon
sokfélék lehetnek: DNS-fotoliazok, a kriptokrémok, a fény-oxigén-fesziltség (LOV) fehérjék vagy
kékfény-érzékel6 FAD (BLUF) domén fehérjék. Széles teriileten fordulnak el6, és szamos kritikus
biolégiai folyamatban vesznek részt, beleértve a DNS-javitdast, a cirkadian ritmusok fotoszabalyozasat
és a génexpressziot is.

A jel6lt kutatasai (els6sorban ultragyors spektroszkopia alkalmazasaval) ezekre a fotoreceptorokra
Osszpontositanak, amelyek kritikusak az optogenetikai alkalmazasok megértésében is. Ezek a
vizsgalatok olyan perspektivaval kecsegtetnek, amelyek lehetévé teszik a sejtek viselkedésének fény
altali szabdlyozasat. Az elért eredmények mélyebb betekintést nyujtanak abba, hogy a fény
molekuldris szinten hogyan befolydsolja a bioldgiai rendszereket, amely ismeretek hasznosak
lehetnek az orvosi és biotechnoldgiai alkalmazdsokra is. Vitan felll all, hogy a jelolt modern, a
tudomany frontvonaldba tartozé témat valasztott.

Eurépa elismert laboratériumaiban (Ecole Polytechnique Laboratoire d’Optique et Biosciences,
University of East Anglia) kivalo szakemberek mellett dolgozott hosszabb ideig, és nagyon dicséretes,
hogy hazajovetele utan az ott szerzett tapasztalatait itthon is hasznositotta. Ez nem csupdan a szakmai
kapcsolatokra, hanem a méréberendezések épitésére és a fiatal kutatok képzésére is kiterjedt.

A jelolt eredményei kivald kisérletes munkat tlikroznek, amelyek igen tiszteletre méltdak, hiszen
sokrétd, alapos, kitartd és inspirativ munkat igényeltek. Kissé szomorudan kellett megéllapitanom
azonban, hogy a jeloltnek nem sikerilt a kisérleti (els6sorban az elektron- és protontranszferre,
valamint azok csatoldsara vonatkozd) eredmények elméleti (termodinamikai) értelmezésével ehhez
megkozelité magassagokba emelkednie. Természetesen lehet, hogy ez csak az én tulzott elvardsom
volt a disszertacié kézbe vétele (helyesebben a pdf file feltdltése) elbtt.
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A jelolt tudomanyos és oktatdi munkdssagardl az MTA VIII. Bioldgiai Tudomanyok Osztalya 2023.
szeptember 5-én kiadott 0sszefoglaldsa szerint az 6sszesen 56 tudomanyos és oktatdsi kozleményére
(ebbdl 44 folydiratcikk, 10 konferenciakdzlemény és 1-1 magyar ill. angol nyelvi kényvfejezet) 622
fliggetlen hivatkozas tortént, és a jelolt Hirsch indexe 19 volt. Az eltelt 1 év alatt ezek a
tudomanymetriai jellemzG6k bizonyara emelkedtek. Mivel a habitus-vizsgdlat ezeket az adatokat mar
elfogadta, igy nekem ezen a teriileten nincs teendém.

A disszertdciéban tett megallapitdsok tobbsége mdar megjelent el6keléen rangsorolt nemzetkozi
kiadvanyokban, de alternativdk, mas értelmezések, esetleg felliletességek és egyéb észrevételek
tapintatos kérdések formajdban megjegyzés targyat képezhetik. Ezeket jol elkllonitetten Iényegi és
nem lényegi kategdridkba sorolom. A lényegi kérdések feltétételénél igyekeztem a vonatkozd
tézispontokra koncentralni.

Lényegi kérdések
1) A flavinok redox dllapotai
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- Az alapvet6 protondcids folyamatokhoz tartozé pK, értékeket a disszertacio tartalmazza (lasd pl. az
1.2 abrat), de az elektrontranszfer energetikdja szempontjabdl lényeges redox kozépponti
potencialokrél (En) nem tesz emlitést (vagy legaldbbis nincs feltiiné helyen). Ezen mennyiségek
ismerete is szlikséges ahhoz, hogy az egyes redox-dllapotok egyensulyi koncentracidit
meghatdrozhassuk. Sok esetben fontos lehet példaul a szemikinon és a hidrokinon formdak egymas
kozti egyensulyi eloszlasanak meghatarozasa, de ide tartozik az oxidalt és teljesen redukdlt formak
kozotti (,kétlépcsds” vagy latszdlagos) kdzépponti potencial ismerete is, amely a 2 elektronnal és 2
protonnal valé teljes redukalas (vagyis a teljes biokémiai folyamat) szempontjabdl lehet iranyado.

- A teljes séma elméletileg sokkal bonyolultabb lehet, hiszen, ha csak az 1,3 és 5 helyeken szerepl6 3
nitrogén protondlhatdsagat nézzik, akkor ezekhez 6sszesen 8 allapot tartozhat (1, ha mind protonalt,
3, ha koziilik 1 protondlt, 3, ha kozulik 2 protonalt és 1, ha mindharom protonalt), azaz a fenti
sémaban minden sor nem 3 hanem 8 tagbdl all. Milyen (vélhet8en a fizioldgias viszonyoktdl eltérd)
Em és pK, értékek vélasztasaval lehet az dbran szerepl6 f6 atmeneteket biztositani? Vannak-e olyan
specidlis kornyezeti hatdsok (olddszer polaritasa, fehérjében vald eltemetettség/kitettség stb.),
amelyek mégis kiemelnek egyes, a fenti sémaban nem szerepl6 redox allapotokat?

2) Kisérleti elrendezés
- Hogyan gy6z6dott meg kisérletesen arrdl, hogy a gerjeszté flash valéban telitési, de mégsem
tultelitési?



- A fehér fényl méré-flash nagy el6nye, hogy vele azonnal spektrumot lehet felvenni, de esetleges
hatranya lehet a minta részleges gerjesztése. Hogyan gy6z6dott meg arrdl, hogy ilyen veszély nem all
fenn?

- Ha jol értettem a leirast, akkor a fehér méréfény szélesebb teriiletet vilagitott meg a mintdbdl, mint

a gerjesztett teriilet. Hogyan lehet ilyen koriilmények kozott a tényleges abszorpcié-valtozast
meghatdrozni?

3) A FAD abszorpcié-vdltozds spektruma

- Milyen egységben mérték az abszorpcidvaltozast? Feltételezhet6en mOD-ben? Hogyan gy&z6dtek
meg arrol, hogy telitési volt az aktinikus flash?

- A 2.7. dbra a FAD tranziens abszorpcié-vdltozds spektrumat mutatja. Nagyon jé jel-zaj viszonnyal
mért, viszonylag strukturalatlan spektrumot latunk. Ennek kialakitasaért a jel6lt 3 komponenst (GSB -
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ground state bleaching, ESA — excited state absorption és SE — stimulated emission) tesz felel&ssé, de
az ezekre vald felbontas a spektrum (tébbnyire aszimmetrikus) alakja, a komponensek maximum-
helyei és a kisérleti kortlményekrél szarmazé informacid szlikossége miatt bennem néhany, a
tisztabb |atas céljat szolgdld kérdést vet fel:
- GSB: a FAD két kozeli abszorpcios savja kozil az dbra a 450 nm koruli sav kifakuldsat mutatja. Lehet-
e hasonld kifakulast észlelni a 370 nm-nél taldlhaté masik abszorpcids savnal is?
- ESA: altaldban 500-600 nm kozott jelenik meg, de kiterjedhet akar a tdvolabbi voros régidba is a
gerjesztett (szingulett vagy triplett) allapottél fliggéen. Adott esetben kevéssé megalapozottnak
érzem ennek az effektusnak az 500 nm kordli tartomanyra valo lokalizalasat.
- SE: A FAD emisszidja 500-600 nm kozott széles savon kovetkezik be 525 nm maximummal. A
kényszeritett emisszionak is hasonld spektralis tulajdonsagai lehetnek. A megfigyelt abszorpcio-
valtozas alapjan a stimuldlt emisszié maximumat (525 nm helyett) a jel6lt 560 nm-nél feltételezi, mig
az 500 nm korili abszorpcids sdvot a gerjesztett allapoti abszorpcidénak tulajdonitja, holott a
kényszeritett emisszié mar itt is részesedést mutathat. Az atlapolé hatdasok miatt a kvalitativ
megallapitasok helyett a kvantitativ kiértékelés (komponensekre bontas) meggy6z6bb lenne.
— A viszonylag egyszer( Osszképet arnyalhatja azonban, hogy a kérilményektdl fliggéen tovabbi
komponensek is felléphetnek:

- a rendszerek kozotti atmenettel formalodo triplett dllapot, amely széles (500-700 nm)

spektrumtartomanyt olel fel,
- kozbliils6 fototermékek, amelyeket a fényindukalt elektron transzfer valt ki,
- toltés-transzfer (CT) komplex dllapotok a FAD és a kornyezete (a fehérje szomszédos
aminosavai) kozott és

- afény altal létrehozott flavin (anion vagy kation) gy6kok.
- Levonhaté-e minimalisan az a kbvetkeztetés, hogy a GSB, ESA és SE effektusokon kivil mas (fentebb
felsorolt) hatas az adott spektral- és id6tartomanyban és kisérleti kortilmények k6zott nem Iép fel?



4) Fényindukdlt csatolt elektron- és protontranszfer gliikéz-oxiddzban

A jelolt meghatdrozta a FAD vibracids tulajdonsdgait a flavin 5 redox allapotaban, valamint a tirozin
(és a triptofan) gyokoket markerként azonositotta a kationikus és semleges allapotaiban. Kimutatta,
hogy a glikéz oxidazban a tirozinrdl a gerjesztéssel egyidejlileg el6bb elektron keril a flavinra
(FAD®"), majd (kis késéssel) a proton is megérkezik semleges gyok allapotot (FADH") létrehozva.

gILIkCIZ oxidaz - A FAD a gliikéz-oxiddzban hatékony, de viszonylag lassu
elektronatvitelt biztosit a szubsztrat (glikéz) és az

oxigénmolekula kdzott. Az esetlinkben még a visszreakcid

//_—\ is nagyon gyors, a ns id6tartomanyba esik. Ennek
FAD FADH, ismeretében naiv kérdésként merdl fel, hogy a megfigyelt
‘\_// ultragyors és fényindukalt elektron- és protontranszfernek
van-e barmiféle fizioldgiai jelentésége ill. van-e egyaltalan

/—\ kezdGlépésként kapcsolata a tényleges biokémiai
folyamatokkal? Ad absurdum, a megfigyelt ultragyors

H,0, 0, folyamatok csak a strukturdbdl specidlis kisérleti
korilmények mellett kikényszeritett, de az enzim valds

funkciéjadban soha meg nem valdsuld 1épések? A 3.1 fejezet minden mads fehérjérél értekezik, de a
glikdz-oxidazt egyetlen zardjeles mondattal elintézi.

- A FAD elektrokémiai sokfélesége (,,Janus arca”) szamomra igen elgondolkodtaté (3.1 abra): elektron
donorként  és  akceptorként s

& ilr:k\t/;:;i;?m & e:‘?:f,r:;ya::;ptor m(ikodhet attdl nggéen, hogy melyik
redox allapotban éri a fénygerjesztés
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félig e vesznek részt (esetleg a fehérje

anionikus flavin gysk konformacidja is kiilonb6z8), mégis a

fotoredukcid ill. a fotooxidacié hasonld

gyorsasaggal (<100 fs alatt) megy végbe. Miért ennyire végletesen érzékeny a rendszer? Van ennek

esetlegesen fizioldgiai magyarazata? Halas lennék, ha a jel6lt a folyamatok energetikai (és esetleg

fehérje-konformdcids) hatterét meg tudna vilagitani. Mennyiben lehet a kiinduld (sotét) allapot

kritikus elektrokémiai viszonyait egy vékony kivettdban (esetleg tobbszoros megvilagitas alatt)
megbizhatdan beallitani?
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- A FAD két-elektron kémiat ,csindl”, azaz két elektronnal és két protonnal tud teljesen redukalddni.
Ezek a reakciok egymadsra épiilnek. Oxidalt flavinbdl kiindulva az elsé flash utan félig redukalt
anionikus flavin gyok keletkezik, amely (a visszreakcié bekovetkezéséig) varja a masodik flash-t. A
fenti séma alapjan azonban a masodik flash hatasara visszakerul az oxidalt allapotdba, ahelyett, hogy
teljesen redukalédott volna. Ez annak a direkt kévetkezménye, hogy a flavin az elsé flashnél elektron
akceptorként, a masodikndl pedig elektron donorként funkciondl. igy a két fotoreacié (tandembe
kapcsolva) nemhogy egymasra épiil, hanem egymast egyenesen kioltja. Hogyan tudna a jel6lt ezt az
ellentmondast feloldani?



- IR ujjlenyomat: a FAD anionos gyokét (FAD*") glikdz oxiddzban natrium szulfattal vald titralas
segitségével hoztak létre, és vibracids markerként 1517 cm™ hulldmszammal azonositottdk. Milyen
vibraciés moddusnak feleltethet6 meg? Kapcsolddik-e ehhez a rezgéshez polarizaciéban vagy
szimmetridban bekovetkezs valtozas, azaz hasonlé ujjlenyomat jelenik-e meg a Raman spektrumban?
Nem zavard-e a markerként vald azonositasban az, hogy a kdrnyezet dinamikajaban kilonbség all
el6, hiszen a FAD*™ dllapotot ezekben a kisérletekben lassu kémiai egyensuly kialakitasaval allitottak
el6, mig fotoreakciéval ultragyorsan keletkezik? Szlikségét érzi-e, hogy ezeknek az IR savoknak
(vonalaknak) markerként valé megjeloléséhez a rezgési médusban résztvevé kritikus (nem csak H-)
atomoknak izotéppal valé helyettesitését végezzék el?

- Jatszik-e szerepet, és ha igen, akkor milyen esetleges kévetkezményei vannak a fotoindukalt
elektron transzfer folyamatdban az elektron- és a magmozgdsok kozétt megnyilvanulé nem-
adiabatikus csatoldasnak? Modellezte-e esetleg ezt a kélcsénhatast?

- Mivel a vibraciés markerek szerint a tirozin mellett a triptofanok is részt vehetnek a FAD felé
iranyuld ultragyors elektrontranszferben, kérdésként meril fel a kozottik fenndlld csatolas
természete. Vannak-e szuperkicserél6désre (superexchange-re) utald jelek?

- A primer fotoreakcid soran a gerjesztett allapotu flavinbdl az anionos FAD és tirozin kation gyok par
jon létre: FAD*¢<> FAD"™ + TyrOH®. Halas lennék, ha ennek az alapreakcionak a legfontosabb
termodinamikai jellemz&it meg tudna adna: mennyi (és milyen elgjell) a (Gibbs-féle) szabadenergia-
valtozas (AG°), a reakcid mennyiben entalpikus jellegli (AH°), és ehhez hogyan viszonyul az entrdpia
novekedés (T-AS°)?

- A megfigyelt nagy (>10% s) sebességii elektron transzfer csak nagyon kézeli partnerek kozott
alakulhat ki. Ha a Dutton-szabalyt alkalmazzuk, akkor még aktivacido-mentesnek tételezett folyamat
esetén is 3,3 A tavolsag szamithatd, amely tovabb csokken, ha ezzel a feltételezéssel nem élhetiink.
Ha a fehérje szerkezetére tekintiink (3.2 abra), akkor ilyen kis tavolsagban sem triptofanok (lasd
Zewail munkait), sem tirozinok (lasd a disszertaciét) nem taldlhaték. A jel6lt altal donorként
feltételezett Y68 4,3 A tavolsagban taldlhatd. Mennyiben hozhaté 6sszhangba a kisérlet, a szerkezet
és az elektron transzfer (valamelyik) elmélete?

- Hasonld (vagy még fokozott) fenntartasaim vannak az ultragyors proton transzferre. Ennek szigoru
energetikai és strukturdlis feltételei vannak. A protonmozgatd eré a FAD® és a Tyr68 kation gyok
(TyrOH™*) pK értékeinek kiilonbségével aranyos. Az el6bbi értékre nincs adat a disszertacidban, az
utdbbi értékre (hivatkozas nélkil) adott becslés —2. Mekkora lehet a protonmotoros erg?

A szerkezet alapjan (3.10 abra) nem nyilvanvald a proton mozgas Utvonala sem, hiszen a tavolsag
nagyon nagy (5,5 A), de sem szerkezeti viz, sem H-k&tés-haldzat nem segiti a proton transzfert.
Milyen mddja lehet mégis az ultragyors protonatadasnak?

- A szekvencialis elektron- és protontanszfer mellett/helyett felmerilhet-e egyéb kombinacié, mint
egyuttes transzfer vagy megforditott szekvencidlis sorrend, azaz a proton transzfer megel6zi az
elektron transzfert?

- Mekkora a flash-indukalt elektron transzfer hatasfoka a vizsgalt flavoproteinekben? Vélelmezem,
hogy a jelolt méréseibél erre kdvetkeztetni lehet, s6t, annak szamos kornyezeti tényez6tdl (aktualis
redox-potencialtél (az oxigéntartalomtdl), pH-tdl, h6mérséklettsl stb.) vald fliggését is meg lehet
allapitani. A kérdésre adandd valaszt azért is tartom lényegesnek, mert a hatékonysagban (és
sebességben) megfigyelhetd valtozékonysag altaldban megneheziti az elektron transzfer
tulajdonsagainak el6rejelzését a bioldgiai rendszerekben.



5) Fotoaktivacio az E. coli fotolidzban

Az idetartozé tézispont: ,Polarizdcios tranziens abszorpcios kisérletek segitségével megdllapitottam,
hogy vad tipusu fotoliazban a ~30 ps-os fdzis utdn a pozitiv téltés a W306-os triptofdnon helyezkedik
el. lgy a FADH—- We+ téitéspdr stabilizdléddsa a W306-rél a W359-en keresztiil a W382-re térténé
elektron transzfer révén kevesebb mint 30 ps alatt torténik.”

- Az E. coli fotoliaz fehérje szerkezetében mintegy 471 aminosav taldlhatd, amelyek koziil 7 triptofan.
Ezek mindegyike hozzajarul a mért abszorpcids spektrumhoz, nem csupan az a ,drétot” alkotd 3
triptofan, amelyeknek egymdshoz viszonyitott helyzetét vizsgdljdk a polarizacios kisérletekben.
Hogyan befolyasoljadk a kisérletek eredményeinek kiértékelését a fehérjéhez rogzitett, igy a
fotoszelekcidban résztvevé egyéb aminosavak?

- Az elvégzett polarizaciés fotoszelekcios kisérletek alapja az volt, hogy a W306-0s triptofan dipdlusa
nagyobb szoget zar be a FAD elektromos dipélusaval, mint a W382 vagy a W359-es triptofan. A jelolt
ezeket a szogeket W306 mutans felhaszndlasaval meg is hatarozta azzal a (ki nem mondott)
feltételezéssel, hogy a mutdnsban is a vad tipuséval teljesen megegyez6 a molekulaszerkezet.
Rendelkezésre allt-e a mutdns kristalyszerkezete ennek a feltételezésnek az alatdmasztasara?

- Nem latom at teljesen vildgosan a mért anizotrdpia (r) és az atmeneti dipdlusok iranya kozott
felhasznalt 6sszefliggést (55. old.). A jeldlt a dipdlusok irdnyat egyetlen paraméterrel () jellemzi,
holott az abszorpcidban legalabb két (mutdns) ill. harom (vad tipus) triptofan vesz részt.

Az anizotrdpia és az atmeneti dipdlusok altal bezart szog kozti egyszerl 6sszefliggés felhasznaldsat
tovabb arnyalhatja az a lehet6ség, hogy a dipdlusok térben nem rogzitettek, hanem a
fehérjeszerkezet altal meghatarozott (kotott, pl. megadott nyildsszogben egy kuppalast mentén)
mozgast végezhetnek. Ennek mértékére a szerkezet és a dinamika egylittes ismerete adhat valaszt.
Mennyiben maddosithatja ennek a szabadsagi foknak a bevezetése a kisérleti eredmények
kiértékelését?

- A 4.14. dbrara vonatkozd megjegyzéseim:
*FAD,, W,H VQ‘W WT . N378D 1) Me.nn.yiben jeler\jc , I(gondolom
D> FADT W energetikai) stabilizalast az
) i elektronnak a ,triptofan dréton” valé
FAD™ WH" végig futdsa, azaz az elektron
’F - hidnynak (a pozitiv toltésnek) W382-

r6l W359-en keresztil W306-ra

- FAD*W¢' torténd eltolddasa? Ennek mértékére
fl ol a 4.14 abra utalhat, de itt sincs a
P szabadenergia-valtozas feltiintetve.
KR. 2) A fent idézett tézispontban az
7oA atfutas idejére <30 ps szerepel, am
22 ms (pH 7.5) ezt a 4.14 adbraban megjeldlt értékek

10 ms (pH 6.5)

nem tdmasztjak ala, mert ott az elsé
Wy = Wsg, et s
w,=w,, tOltéspar sokkal gyorsabban, a
ox We=Wws  tobbiek pedig sokkal lassabban
jonnek létre. Talan mas bioldgiai rendszerrdl van sz6?
3) A véleményem szerint, az ,igazi” stabilizdlodast (a szabadenergidban gyakorlatilag irreverzibilis
valtozast) a kapcsolt protonacios folyamatok, elsGsorban W306-nak az oldatba valé protonleadasa
jelenthetik. A triptofanok ultragyors szekvencidlis redox-valtozdsai csak csekély, reverzibilisnek
tekinthet6 szabadenergia-valtozast okoznak.
4) Mind a vad tipusban, mind az N378D mutansban ugyanakkoranak tiinik a terminalis FAD*~ WcH**
gyokpar képzédésének kvantumhatdasfoka, holott a jelolt ezeket 65% ill. 50% értéknek feleltette meg.

FAD,



A két minta kinetikai sémajdban a kllonbség (elagazas) csak egy kései fazisban, a terminalis triptofan
deprotonaciodjat koveté eseményekben van.

5) Szerintem a megadott kvantumhatasfok értéke még ennél is kisebb lehet, mert mar az elsé
gybkpar esetén a vissz- és el6rehaladd sebességek megegyeznek (70 ps)?, ami eleve 50%-ban
limitalja a hatdsfokot, és még az ezt kovets lépésekrél, valamint a primer par rekombinaciéjarol
(nincs feltiintetve) nem is beszéltiink.

6) Prébdljuk meg a terminalis triptofan gydk (WcH®*) deprotonalddasahoz tartozd disszocidcids
allandét a mérési adatokbdl kiszamitani! A mért disszocidcids sebességallandd kosr = (300 ns)?* = 3-10°
s1. A bekdtési sebességdllandét a diffuzio hatarolt bimolekuldris Gitkézés alakitja ki: kon = kaifr[H], ahol
kaitr = 101° M1-s? és [H] a bulk fazis H*-ion koncentrécidja. Ha pH = 7 redlis értéket vesziink, akkor kon
= 103 s érték adddik. Ezekbdl a disszocidciés egyensulyi dllandd K = koft/kon = 3-10%, ennek negativ
logaritmusa pK = —3,5. Ezzel szemben a TrpH®* pK, értékére ~ +4 becslés szerepel az irodalomban
(Posener, M. L., Adams, G. E., Wardman, P. & Cundall, R. B. Mechanism of tryptophan oxidation by
some inorganic radical anions: A pulse radiolysis study. J. Chem. Soc. Faraday Trans. 1. 72, 2231-2239
(1976)). Hogyan lehet ezt az ellenmondast feloldani?

Relevans tézispont: ,Tranziens abszorpcios mérésekkel sikeriilt feltdrni, hogy a flavin N5 atomjdhoz
kézeli aszparagin aminosav aszpartdtra valo cseréje nem elegend6 ahhoz, hogy a fotolidz névényi
kriptokrdmként viselkedjen.”

- A negativ megallapitds a tézispont erésségét csdkkenti. Arra mindenesetre alkalmas, hogy az olvasé
tovabb vigye a gondolatot: ha a N378D mutacid hatdstalan, akkor valdjaban mi sziikséges ahhoz,
hogy a fotoliaz névényi kriptokromként viselkedjen?

- A hatékony fotoaktivaciét szolgalja az elektron transzport lanc megnyujtasa, a fény indukalta gyokok
stabilizadlasa, beleértve a FAD®™ gyors (~ us) protonfelvételét (kilonlegesen gyors a novényi
kriptokromok esetében), vagy az ET-lanc utolsd tagjdnak gyors (sub-ns, ns) deprotonaciojat. Ez utdbbi
lehetdség proton akceptorok jelenlétével érheté el. Megfigyelhet6-e az ET lanc terminalis tagja
mellett deprotondlt aminosav (pl. deprotonalt aszparaginsav vagy glutaminsav) vagy egy, a kornyezé
pufferrel kommunikald strukturalt vizmolekulak klasztere?

- Altaldnos kérdésként meriil fel bennem, hogy a szertedgazé protondcids folyamatok sztéchiometriai
vagy kinetikai vizsgalatara miért nem alkalmazott sehol sem rutin fiziko-kémiai mddszereket, mint pl.
pH-titralast (egy helyen azonban lattam: 5.22 B abra) vagy (abszorbeald esetleg fluoreszkald) pH-
indikatorokat. IR indikdtorokkal (markerekkel) Iépten-nyomon, pH-indikatorokkal sehol sem
taldlkoztam a disszertacidban.

- Milyen munkahipotézis alapjan volt varhaté, hogy a flavin N5 atomjahoz kozeli aszparagin (N, nem
protonalhaté) aminosavnak aszpartat (D, protonalhaté) aminosavra vald cseréje (N378D) felgyorsitja
a FAD*™ protonfelvételét? VélelmezhetSen, D (oldatbeli pK-val szamolva) semleges pH-n mar eleve
deprotondlt, és a tavolsag (3,3 A), valamint az utvonal sem idedlis a gyors D - FAD
protontranszferre. Tovabba, 1) a sajat mérésiik szerint a WcH** deprotondléddasanak kinetikajat sem
befolydsolta az N378D mutacio, 2) késziilt-e szerkezeti kép az N378D mutansrdl, amely D-nek a FAD-
hoz valé elhelyezkedését mutatna?

A mutdaciod olyan kevéssé atlathaté beavatkozast jelentett, amelyek értelmezésére adott modell (élén
a misztikus FAD* redox allapot bevezetésével) szamomra tulzottan bonyolultnak tinik.



6) BLUF domén fehérjék

- A BLUF domének az egyik leggyorsabb fényvezérelt kapcsoldk a természetben, és a stimuldcié utan
madsodpercekig vagy akar percekig is aktivak maradnak. Tengernyi részletet sikeriilt mar felderiteni
(ehhez a jeldlt munkdassaga is jelentékenyen hozzajarult), de atfogd és koherens képpel (a nem
hozzaért6k szamara is feldolgozhaté formaban) még nem taldlkoztam. Szamomra (alap)kérdésként
meril fel, hogy a metastabil imidinsav-tautomer specifikus hidrogénkotéseivel hogyan valtja ki a
konformacids kapcsoldt, és hogyan stabilizdlédik megfelel6éen ahhoz, hogy fenntartsa a hosszu
élettartamu jelatviteli dllapotot, amely képes kiilonféle fizioldgiai valaszok elinditasara.

- Tekinthet6-e a BLUF fotoaktivaciojandl az abszorpcids spektrumban megfigyelhet6 voros-eltolddas
Ugy, mint a foton energiajanak részleges atalakulasa a flavinkot6 zsebben kialakulé hidrogénkotések
szamanak novekedésére? Ha igen, végzett-e kvantitativ vizsgdlatokat az energetikai részletek
felderitésére?

Tézispont: ,, Az AppA fotoaktivdcidja a flavin N5 atomjdhoz kézeli glutamin (Q63) tautomerizdacidjaval
valdsul meg”.

- A glutamin tautomerizacié energiagatja szignifikansan kisebb a BLUF fehérjében, mint az izolalt
glutaminban, mivel a BLUF tautomerizdciéjat az elektrontranszfer és a radikdlis rekombindcio segiti
(Nemukhin 2013). Ez esetben pedig a tautomerizacié nem 6nalléan, nem az elektron transzfertdl
fliggetlenil, hanem azzal szorosan 0sszekapcsolva kovetkezik be.

- Van-e arra esély, hogy nagyfelbontasu rontgen krisztallografia lathatova tudja tenni a konformacids
heterogenitast, kilonbséget tudjon tenni a Q63-as glutamin keto és enol allapotai kézott, annak
ellenére, hogy a GIn Ol and Ne2 atomok hasonld elektron-slrlséget mutatnak?

- A jelolt Gszintén és tiszteletreméltdan bevallja, hogy a tudomany jelen allasa szerint ellentmonddsos
a fotoaktivacié primer mechanizmusardl alkotott képlink. Ezt felfogom, de megérteni nehezen
tudom. Hogyan lehet egyrészrél tautomerizaciérdl (jelen disszertacid), masrészrél 6sszehangolt
proton és elektron transzferrél (Zhou és mktsai Nature Communications 2024) szinte kizardlagos
jelleggel beszélni, mikdzben a csoportok a sajat mddszereikben (vakon) biznak, és a kisérleti adatok a
kiils6 szemlélé szamara megddnthetetlennek tiinnek?

Tézispont: ,,az AppA fotoaktivdcidja sordn nem jelennek megq flavin gy6kék”

- Az egyik lehetséges magyardzat a flavin gyokok hidnyara, hogy a toltésszétvalasztas (CS) sebessége
kicsi, a toltés-rekombinaciéé (CR) pedig nagy, igy nem épilhetnek fel gyokok szamottevs
mennyiségben. A jelolt a kérdés megvdlaszoldsara az Y21W AppA mutanst valasztotta azzal az
elvardssal, hogy az elektron transzfer folyamat hatékonysaga felerésédik a FAD-hoz kozeli tirozinnak
(Y21) triptofanra vald cseréjével. A triptofan esetében ugyanis a toltésszétvalasztas folyamatanak
szabad entalpia valtozasa kisebb (negativabb), mint a tirozin esetében. Ha a Marcus parabola nem
invertdlt tartomanyaban vagyunk, akkor a toltésszétvalasztas sebessége novekszik, a rekombinacioé
pedig csdkken. Ha azonban a rekombinacio az invertalt tartomanyba esik, akkor ez mar nem lesz igaz,
mert a rekombinacid sebessége is novekedni fog a mutaciéval. A probléma tisztdzasara a
reorganizacidés energia ismeretére lenne szikséglink. Van-e erre vonatkozdan akar kisérleti, akar
elméleti adat?
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- Kevéssé értem a tézispontban foglalt megallapitdst, mert a fenti dbra alapjan a fotoaktivaciod toltés-
szétvalasztdssal, és igy flavin gyok keletkezésével jar. Feltételezem, hogy valamit félreértettem.

Tézispont: ,az AppA fotoaktivdcidja sordn a W104 triptofdn a flavinhoz kézeli pozicioba mozdul és
hidrogén kétést alkot a FAD-dal.”

- Az AppA-ban a fotoaktivacié kordbban leirt modellje szerint (5.10 dbra) a 104-es triptofan nincs
kozvetlen H-kétésben a FAD-dal sem a sotét, sem a vildgos allapotokban. A s6tét allapotban, és
kozvetlendl a gerjesztés utan Q63-mal van H-kotésben, amely meg is sz(inik a tautomerizacié utan.
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- Az 3dbra alapjan a W104 elhelyezkedésére vonatkozd kijelentések megalapozottsagat sem ldtom
vildgosan. A jelolt szerint ,s6tét dllapotban a triptofdn a FAD-tdl tavoli pozicidban van, ahol szabadon
mozog, vildgos dllapotban pedig a flavinhoz kézelebb helyezkedik el és valdszindleg hidrogén
kétésben van a flavinnal.” Ha csak a H-kotéseket nézziik, akkor éppen forditott megallapitasra lehet
jutni: sotétben a H-kotés miatt inkdbb kotott a mozgasa, mint vildgosban, ahol ez a H-kotés
felszakadt.

- Ha a két (sotét és vilagos) allapotban a triptofan elhelyezkedése, és a szabad mozgasaban
(forgasaban) vald korlatozottsag is ennyire kilonbdzének bizonyult (ill. ilyen kdvetkeztetésre jutott a
jelolt), akkor az 4tmeneti dipdlusok iranyultsagat ill. azok eloszlasat mindenképpen figyelembe kellett
volna venni a FRET ill. az anizotrépia kiszamitdsara felhasznalt 6sszefliggésekben.

- A tirozinoknak és a triptofanoknak fenilalaninnal valé tobbszorés helyettesitése
(Y21F/Y56F/W64F/W104F) felveti a szerkezeti kép erdteljes megvaltozasanak lehet&ségét, amelyet a
mutansokrdl felvett rontgenkrisztallografiai képekkel kellene kizarni.



- Mekkordnak vette a Forster-radiuszt (R,), amellyel a FRET hatékonysagdbdl a tényleges tavolsagot
kiszamolta? Ha a 95. oldalon megadott értékekkel visszafelé szamolunk, akkor a sotét allapotban ez
az érték R, = 16,7 A, mig vilagos allapotban csak R, = 8.83 A. A két érték nem lehet kiilonbdz6, hiszen
ez a donor-akceptor part jellemzé mennyiség (az a karakterisztikus tdvolsag, amely mellett a donor
gerjesztési energiajanak fele az akceptorra irdnyuld elektron gerjesztési energia-atadas).

- A vilagos allapotban a donor és akceptor partnerek kozott mért 6,7 A tavolsag annyira csekély, hogy
a dipdlus-dipdlus kodlcsonhatasnak még a feltételezése, és igy a FRET-re alkalmazott alaposszefiiggés
alkalmazhatdsaga is megkérdéjelezhet6.

- A Dutton-szabdly alkalmazdsakor mivel tudja indokolni, hogy az elektron transzfert meghajté
szabadenergia-valtozas (—-AG°) éppen a reorganizacios energiaval (1) egyezik meg?

- Az 5.22b dbra a W64F/W104A AppABLUF mutans tirozinat valamint az oldatban levé L-tirozin 295
nm-en mért abszorpcidjanak pH-fliggését mutatja. Megallapitja, hogy ,.a szigmoid gérbét Boltzman
egyenlettel illesztve pK = 8.0-t kapunk az AppABLUF-ban jelen levé tirozinra, valamint pK = 10.5-t az
oldatban levé L-tirozinra”.

Megjegyzéseim: 1) A gorbéket nem a Boltzmann-egyenlettel, hanem a Henderson-Hasselbalch
egyenlettel kellene illeszteni. 2) A pH titralas vagy tul meredek (AppA), vagy tul elnyujtott (tirozin
oldatban), mert egyetlen protonalhatd csoport esetén a pH = pK = 1 értékeknél 10% ill. 90%
értékeket kellene mérni. Az ettdl vald eltérést indokolni kellene. 3) Melyik tirozinrdl van szé az AppA
fehérjében, és mivel (milyen kdlcsonhatdssal) magyarazhaté a pK értékének az oldatbeli értéktdl valod
jelent@s és szokatlan irdanyu (—2,5 pH egység) eltolédasa?

7) OaPAC

Tézispont: ,Az OaPAC fotoaktivdcidja proton kapcsolt elektron transzfer segitségével valésul meg, és
a proton transzfer kiiktatdsa az enzim funkcidovesztéséhez vezet.”

- A jelolt mérései azt bizonyitjak, hogy az Y6 tirozin nemcsak elektron, hanem a proton donor is.
Milyen szint{ és fGképp milyen mechanizmus szerinti az elektron- és protontranszfer kapcsolédasa?
Szekvencidlis vagy egyittes (parallel)? Az elektrontranszfer segiti a protontranszfert vagy forditva?
Ezen kérdések megvalaszoldsara a fluorotirozin analégok bevezetése a helyes irdnyba mutatd [épés
volt, de a két transzfer hajtéer6i (az En és a pK értékekben megmutatkozé kilénbségek) ebben a
rendszerben egylttesen lépnek fel, ami a kiértékelést megneheziti. Célszer( lett volna szétvalasztani
ezeket, és a hatdsukat kilon-kiilon nézni. Ekkor ugyanis a megfelelé elektron- és protontranszfer
elméleteket kozvetlenil alkalmazni lehetett volna.

- Feltérképezhet6-e az oldatbdl az Y6 felé mutatd proton-utvonal a belsé (Y6-tél a FAD-ra iranyuld)
proton-mozgds kiegészitésére vagy esetleg ez ,integrdlt” modon (nem egy j6l meghatarozott
utvonalon) kévetkezik be? Vannak-e ,,proton-kapuk” a fehérjében?

- Ha ennyire kihegyezett az elektron- és protontranszfer az Y6 tirozinra, akkor hogyan értelmezhet6 a
flavin korili aminosavak szerepe, hiszen ismert (és ki is mutatta), hogy az elektron transzfer folyamat
hatékonysagaban a D67 és R63 aminosavak is jelentls szerepet jatszanak? Hogyan valdsul meg ennek
figyelembevételével az 6sszekapcsolt(nak gondolt) elektron- és protontranszfer?

Tézispont: , Az elektron transzfer felgyorsitdsa OaPAC-ben az enzimatikus aktivitds névekedéséhez
vezet.”
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- Noha a D67N mutans felgyorsitja a fotoindukalt elektron transzfert folyamatot (beleértve a flavin
megvaltozasara vezeti vissza. A tézispontban mégsem ezt, hanem az elektron transzfer szerepét
emelte ki. Mi volt ennek az indoka?

- Kalorimetrikus vizsgalatokkal is igazolta, hogy a D67N mutdnsban az OaPAC megndvekedett
aktivitasat a rugalmasabb szerkezet okozza. Ha ez igy van, akkor a vad tipustdl szamottevéen eltéré
entrépia-valtozassal kell szamolnunk. Ald tudja ezt tdmasztani a mérési adatokkal?

- Egy kis értelmezésre szorul az 5.3 tdblazatban megadott adatok értelmezése: ,a konverzié
maximdlis sebessége ~ 1,5-szer nagyobb volt a mutdnsban... de ami még fontosabb, a katalitikus
dllando (keat) ~ 1,5-szer magasabb a D67N-ben, mint a WT OaPAC-ban.” Mivel a jelolt az adatokat a
klasszikus Michelis-Menten egyenlet szerint értékelte ki, azért egydltalan nem meglepd, hogy ha a
maximalis sebességre 1,5-sz6r nagyobb értéket kapott a muntansban, akkor a katalitikus sebesség
novekedésére is ugyanezt fogja kapni, hiszen Umax = keat*[Eo].

- Mivel alapos indokok meriiltek fel, hogy a mutans szerkezetében lényeges valtozasok lépnek fel a
vad tipuséhoz képest, ezért a katalitikus sebesség megfigyelt ndvekedése részben (vagy egészben) a
kot6helyek szdmdanak novekedésével is magyarazhatd lenne. Ekkor természetszer(ileg a klasszikus
Michaelis-Menten leiras kinetikai egyenleteit mddositani kellene.

Tézispont: ,,0aPAC-ben a flavin N5 atomjdhoz kézeli glutamin glutamdtra vald cseréje az enzimet
folyamatosan bekapcsolt dllapotban tartja.”

- Megértési problémaim vannak az 5.52 abraval kapcsolatban, ahol jél lathaté (és be is jelolt) a
voroseltolddds a Q48E mutans esetén. Mégis a szbvegben ezt olvasom: ,,A Q63E AppABLUF-hoz
hasonléan a Q48E OaPAC mutdns sem mutat vérds eltoléddst (5.52 dbra) kék fény besugdrzdsakor,
ami arra utal, hogy a mutdns a vdrakozdsoknak megfelel6en fotoaktiv.” Valami lényeges dolgot
figyelmen kivil hagytam?

- A jel6lt szerint a Q48E OaPAC mutansban a gerjesztést kovet6en a tirozin egy elektront ad a FAD-
nak, illetve egy protont a glutaminsavnak, amely ezzel egy id6ben egy protont ad a FAD-nak, és a
protontranszfer Grotthus-mechanizmus szerint térténik.

Megjegyzéseim: 1) A tébb, mint 200 éves Grotthus-mechanizmusra altaldban hosszabb H-kotés
lancon vald protontranszfer formalis leirdsa kapcsan hivatkoznak. Itt nem egy nagy tavolsagu
protontranszferrél, hanem egy jél definidlt protondonor-akceptor parrél van szé.

2) Feltételezem, hogy ha a kisérleteket H,0-ban és D,0-ban is elvégzik, akkor jelentékeny kinetikai
izotop effektust kapnak. Ha vannak ilyen mérései, akkor ezeket, ha nincsenek, akkor a becsiilt értéket
fogadnam koszonettel.
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3) Hogyan érintheti a Q48E (és hasonld) mutacido a vad tipus fotociklusat, amely finom
oldallancmozgasokat és/vagy a Q48 180° forgasat foglalja magaban? Ennek elemzésére a disszertacio
nem tért ki, pedig ezek a mozgdsok a visszreakcié sebességére, a proton-csatolt elektron transzfer
(soros vagy parhuzamos) mechanizmusara, igy a fotociklusra is jelentékeny hatést fejthetnek ki (Zhou
és mktsai PNAS 2022).

4) A kisérleti adatok értelmezésére rendre az izoalloxazin korili H-hid halézat megvaltozasanak
madjai kerllnek elStérbe. Noha a FAD-H hid-Tyr rendszerben (az N5 atom 5 A tavolsagaban) nincs
szerkezeti vizmolekula, ellenben az izoalloxazin gy(irl 10 A tavolsagaban kb. 60 vizmolekula talalhatd
a gylrl és az a hélixek kozé dgyazédva. Ez arra utal, hogy a H-hid halézat dinamikai heterogeneitasa
mellett a hidratacié kozeli helyei is szerephez juthatnak (pl. polarizacids effektusok révén). Mi a
véleménye errél, és milyen jelentGséget tulajdonit ennek (ha egyaltalan emlitésre méltdnak talalja)?

- EInézve az 5.56 dbrat, a mérési hibakkal és az illesztéssel szemben vannak fenntartasaim (hasonld
problémat fogalmazhattam volna meg a kordbbi adatoknak a Michaelis-Menten egyenlet alapjan
torténd illesztésével kapcsolatban is).
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Mi lehet annak az oka, hogy a kozeli mérési adatoknak ennyire kiilonb6z6 a hibaja? (Feltételezhetéen
a kozépérték kozepes hibajardl beszéliink.) A baloldali abran a bekarikazott két mérési adat kozil az
egyiknek igen nagy, a masiknak gyakorlatilag nincs hibdja. Hogyan keletkezhetett ez a hiba, ha az
eredeti mérési pontoknak (lasd a jobb oldali abrat) gyakorlatilag nem is volt hibajuk? Olyan érzésem
tamad (de ezt megprobalom elhessegetni), hogy a mérési hiba-nagysagok éppen ugy alakultak, hogy
azok még azillesztési gorbére keriljenek.

12



Az illesztés jésagardl mond indirekt kritikat az a megfigyelés, hogy a mérési pontok mar réges-régen
azonos szintre kertltek (azaz telit6dtek), amikor az illesztett gérbe még vigan emelkedik. Lasd példaul
a bal oldali dbra kék pontjait. Elegansabban kellett volna ezt a kiértékelést elvégezni.

Kevéssé lényeges meglatdsok

- Hasznos lett volna az alkalmazott és felhasznalt kémiai és bioldgiai anyagokrdl, pH- és redox
pufferekrél, fizikai-kémiai modszerekrél (nem csak a fizikai/optikai berendezésekrdl) kiilon fejezetben
ismertetést adni. Az olvasé szdmara fekete lyuknak szdmitanak a nagy szamban hasznalt mutansok is,
amelyek eldallitdsardl, krisztallografiai szerkezetiikrél, génszekvencidn alapuld ellenGrzésiikrdl,
tulajdonsagaikrél, masodlagos szerkezeti és funkcionalis hatdsukrél sem tudunk meg sokat a
disszertaciobol.

- 31. old. ,,A fotoindukadlt elektron transzfer jol ismert folyamat a fotokémidban, amelynek sordn, ha
egy molekuldt fénnyel gerjesztiink, az a koérnyezetébél egy elektront von el.” Ez nincs igy
sziikségszerlen, mert pl. a fotoszintézis primer fotoreakcidja sordn a gerjesztett (B)Chl dimér
0nmagatdl, és nem a kérnyezetétdl von el elektront.

- A j6 gazda gondossaga megkivanta volna az elirdsok, félrelitések szdmanak |ényeges csokkentését.
Noha ezek dhatatlanul mindig el6fordulnak, ezek joé részét akar egyszeri figyelmes atolvasassal (vagy
akar szemrevételezéssel — orvosi szohaszndlattal ,obszervaciéval”) el lehetett volna kerilni. Ezek
felsorolasatdl eltekintek, mert felesleges, hiszen a m( ilyen formaban marad fenn, javitott kiadas
nem lesz.

- A jelolt nyilvdnvaldan a b@ség zavardval kizdott a disszertdcid Osszeallitdsandl. A témakat az
idérendbe allitott cikkei koré csoportositotta. Habar lathatdan igyekezett, de nem tudta ezeket
egységes egészbe olvasztani, ill. kelléen magasrdl attekintve koherens képpé formalni. Ennek
bizonyitéka a disszertacid sajatos szerkezete, amennyiben az igen testes, 168 oldal terjedelmd
irdshoz viszonylag rovid (gyakorlatilag 1 oldalba sdritett) Osszefoglalas tarsul. Ezt tekintem
tézisgylijteménynek. Az olvasé reménységére azonban ott van az 0Osszefogottabbnak gondolt
tézisek” nevet visel§ 0sszedllitas, de ilyen formajaban vajmi kevés (tobblet) segitséget adhat neki a
kénnyebb tajékozddasban: ez a rész is sziikségtelenlil hosszira nyult (habkénnyl 63 oldal), és
tartalmaban inkdbb a disszertaciéra emlékeztet (annak egyes részeit ismétli meg), mintsem az
Osszefoglalasban szerepl6 tézispontokra és azok (esetlegesen mds oldald) megismertetésére
fokuszdlna. Az ,,aki mindent hangsulyoz, az semmit sem emel ki’ esetével allunk szemben. Felmerdil
bennem a kérdés, hogy ilyen formdban sziikség volt-e az ilyen nevet viseld tézisek gyljteményére.

- A DFT mindentt roviditésként szerepel, sehol sincs megnevezve (még az erre a célra létrehozott
roviditések jegyzékében sem), hogy mit jelent.

- 17. old. A dr. Gerard Mourourdl sz6l6 bekezdés a disszertacio targyilagos stilusatél nagyon eltérd
madon, igen sajatos stilusban fogalmazddott meg. A feltétlen ahitat kisugarzasat szeretném egy kissé
(le)arnyékolni az alabbi 3 megjegyzés megtételével. 1) Nem tudom elddnteni, hogy ez egy memoir
(visszaemlékezés, élménybeszamold) vagy egy szigoru szakmai leirds, hiszen az elemek keverednek.
2) Gerard Mourou-val Szegeden is lehet taladlkozni, hiszen az egyetem tandra (részben miatta is lehet
az SZTE-t (nem kis fellengz&séggel) a "Nobel dijasok egyetemének" nevezni). 3) Az aldbbi idézet
szerény reakciot valt ki bennem: ,Mourounak mellesleg kiilénleges érzéke van a marketinghez.”
Lehet, hogy igy van, ezt nem tudom elddnteni, de szabadjon itt egy masik (aldasos vagy atkos, dontse
el mindenki a maga szemszogébdl) lobbi-tevékenységérél is emlitést tenni: & beszélte rd a
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szegedieket a lézer-alapu neutronforrasok kutatdsara, ami ugyan perspektivikus eszkdz/eljaras lehet
a radioaktiv hulladékoknak transzmutdciés eljarasokkal valé semlegesitéséhez, de mar most latszik,
hogy a lézerfény keltette nagy fluxusi neutronforrds megvaldsitdsdhoz vezet6 Ut nagyon
gorongyosnek igérkezik mind a szakma, mind a tarsadalmi szempontl megtériilés (gazdasagossag)
szempontjaibol.

-19. old. ,,Donna Strickland — Mourou posztdokja volt és osztozott a Nobel-dijban — érdemeit kiemeli,
hogy mig jelenleg az impulzusok megnyujtdsa és 6sszenyomdsa egy optikai rdcs segitségével térténik
(ldsd 2.2 dbra), a nyolcvanas évek elején Donna Strickland ehhez egy km hosszusdgu optikai kabelt
haszndlt.” Mennyire emeli ki ez az érdemeit, hiszen optikai raccsal csak konnyebb és elegansabb lett
volna az impulzusokat megnyujtani, majd 6sszenyomni?

- 20. old. ,,... az (5) ésszefiiggés dltal leirt fazisnak lesz eqgy nemlinedris tagja is.” Ez a rész kakukk-
tojas, valahonnan értelmetlendl lett bemasolva, mert (5) dsszefliggés a kozelben sincs. Egyébként
sajndlatos mddon a disszertacidban el6forduld egyenletek nincsenek szamozva.

- 71. old. Megjegyzés nélkiil: ,,A nehezebb szénatom ilyen mddon lassabb vibrdcids frekvenciat
eredményezett”

- 72. old. Megjegyzés nélkiil: ,,...a gerjesztést kévets bekbvetkezett vdltozdsrol”.

A fent leirt megjegyzések és kérdések nem kérddjelezik meg a dolgozatban Osszefoglalt eredmények
kiemelked6 tudomanyos értékét. A disszertacid rendkivili anyag-erésségl, amelyre a jelolt méltan
lehet biszke.

A jelolt tudomdnyos tevékenysége, eredményei és a flavinok kutatdsdhoz vald hozzadjaruldsa
nemzetkozi szinten is kiemelked6. Ezen a terilleten kivald kutatds-vezetSkkel dolgozott egyiitt,
modern, jol felszerelt laboratériumokban dolgozott, és az igy szerzett gazdag tapasztalatait hazahozta,
és itthon is értékesitette, és teszi manapsag is. A publikacioi szinvonalas folydiratokban jelentek meg.
A cikkekben és igy a dolgozatban is bemutatott eredmények magas szinvonallak, eredetinek és
valédinak tekintem. A jelen értékelés nagy részben arrdl szol, hogy a (rejtett) tézispontokban
megfogalmazott allitdsok diszkusszido targyat képezik, és nagy érdeklGdéssel varom a feltett
kérdésekre a jelolt megtisztel6 valaszait.

Meggy6z6désem, hogy dr. Lukdcs Andrds tudomanyos munkdssaga megfelel a Magyar Tudomanyos
Akadémia doktori cime kovetelményeinek. A disszertacidban bemutatott eredményeket nyilt vitara
alkalmasnak tartom, és ha sikeres a védés, akkor (per definitionem) javaslom, hogy a Bizottsag itélje
oda az Akadémia doktora fokozatot.

Szeged, 2024. oktdber 8.
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