VALASZ

Dr. Homolya Laszl6 birdlatara

K6szondm Doktor ur munkassagomra és az értekezésben foglalt tudomanyos eredményekre
vonatkozd elismerd szavait, illetve az MTA doktori fokozat odaitélésének tdmogatasat.

A birdlatban foglalt kérdésekre és kritikai megjegyzésekre adott vélaszaim:

1.) Tudomanyos mlivek elkészitésekor sokszor a cim megfogalmazasa okozza a legtobb fejtorést, és
utdlag jellemz6en a cimet érheti a legindokoltabb kritika. Jelen esetben olyan tudomanyos munka
leirasahoz kellett cimet vdlasztanom, amelyben fix vezérfonal volt az endoplazmas retikulum (ER)
vizsgalata, de a tanulmanyozott biokémiai folyamatok, illetve a jelenségek patoldgids
vonatkozasai meglehetfsen valtozatosak voltak. Igaz ugyan, hogy magdval a diabétesszel
kozvetlendl alig foglalkozik az értekezés, mégis ugy dontéttem, hogy a fehérjeérés zavarai, az ER-
stressz, a fokozott prereceptorialis kortizoltermelés, a lipotoxicitds, az inzulinrezisztencia és a B-
sejtpusztulds felsoroldsa helyett ezt a kérképet irom a cimbe, hiszen az emlitett tényez6k kozos
tulajdonsaga, hogy bizonyitottan kozrejatszanak a diabétesz, valamint szévédményeinek
kialakulasaban.

2.) Az aszkorbat tobbrétd vitalis funkciot tolt be, és viszonylag nagy mennyiségben hasznalédik fel az
é16 szervezetekben, ezért nem meglepd, hogy a legtdbb gerinces faj el6 tudja allitani. Erdekes,
hogy a csontos halak, a tengerimalac, néhany denevér, illetve énekesmadar faj, valamint az
emberszabdsu féeml&sok elvesztették e képességiliket, és mindannyian a L-gulonolakton-oxidaz
(GLO) génjének mutacidja kovetkeztében. E gén kiesése nem érint mas biokémiai folyamatot,
csupan C-vitamin folyamatos bevitelére kényszeriti az organizmust. A GLO-mutacidk halakban,
emberszabdslakban és tengerimalacokban irreverzibilisek, ugyanakkor denevérek és
énekesmadarak esetében GLO-pszeudogének reaktivalodasat irtak le. Az a tény, hogy a
funkcionalis gén kiesése vagy éppen reaktivalodasa flggetlen az adott faj taplalékanak
Osszetételétbl, azt latszik aldtamasztani, hogy az aszkorbatszintézis képességének elvesztése
evoluciés szempontbdl k6zombds, vagyis sem el6nnyel, sem hatrannyal nem jar (Drouin G. és
mtsai. Curr Genomics, 2011;12(5):371-378).

A patkdnyok majszovetében az aszkorbat kett8s forrasbdl szarmazik, hiszen az endogén szintézis
mellett a vegylilet a szokasos taplalékkal is bejut az allat szervezetébe. Két okbdl valdszintsithetd,
hogy az aszkorbat-utdnpdtlas patkdnyokban nem limitdlja az ER lumenében torténd
diszulfidképz6dést. Egyrészt az allat diétaval nem tehet6 skorbutossa, vagyis a szervezetén beldli
aszkorbattermelés biztonsagosan ki tudja elégiteni a szlikségletet. Masrészt, ha az éllatot a GLO
szubsztratjaval, gulonolaktonnal kezeljiik, és igy az aszkorbatszintézist mesterségesen fokozzuk, ez
a maj —a majsejteken belll kiiléndsen az ER — sulyos oxidativ karosodasat eredményezi (Margittai
E. és mtsai. FEBS Lett, 2008;582(30):4131-4136). Ez pedig azt jelzi, hogy ilyenkor még az intenziv
fehérjeszintézist és diszulfidképzést folytatd szovetekben is feleslegben keletkeznek oxidansok.

Az oxidativ fehérjeérés altaldanos zavarat in vivo nehéz kozvetlenlil kimutatni, ugyanis ez
lényegében egyet jelent az ER-stresszel, ami pedig az ,unfolded protein response”-on (UPR-en)
keresztll automatikusan kompenzald mechanizmusokat indit be (koztiik az éretlen fehérjék



lebontdsat). Mikor tehat kimutattuk az ER-stressz egyértelm( jeleit a skorbutos tengerimalacok
majdban, ezt az oxidativ fehérjeérés zavarara utald jelként értékeltik. Hasonlé vizsgalatok
emberben nem ismertek, és nem is varhaték, mivel a skorbut ma mar 6ndllé kdrképként nem
szokott el6fordulni.

3.) Az ER-t valéban nem sikeriilt eddig senkinek Ugy frakcionalni, hogy az organellum tiol/diszulfid és
NADPH/NADP" redox rendszere elkiildniiljpn egymdastdl. Tulajdonképpen a térbeli elkiiléniilés
nem is varhatd, hiszen a sejtek egy darab egybefligg6 ER-haldzattal rendelkeznek, tehat a sima és
durva felszinl ER, valamint minden egyéb ismert , ER-szubdomén” kdz6s lumennel rendelkezik.
Raadasul az ER teljes egészének fehérjéi a durva felszin(i részben termelédnek, és minden jel arra
utal, hogy érett, funkcionalis allapotban jutnak pl. a sima felszin( részbe. Azok az enzimek,
amelyek a piridin-nukleotidok redukalasat vagy oxidaldsat végzik, maguk is diszulfidokat
tartalmaznak (pl. Ozols J. és mtsai. J Biol Chem, 1995;270(5):2305-2312). igy nehezen képzelhetd
el, hogy akar a tiol/diszulfid, akar a NADPH/NADP" redox statusz eltéré legyen az organellum
kiilonb6z6 részein. Sajat eredményeink éppen azért érdekesek, mert azok az oxidalt tiol/diszulfid
rendszer és a redukalt NADPH/NADP" rendszer békés egyiittélését magyarazzak.

4.) Egyetértek a birdldval, hogy a fruktdz-6-foszfat (F6P) és a glukdz-6-foszfat (G6P) ER-membranon
keresztili transzportjdnak sebességkilonbsége 6nmagdban nem jelenti feltétleniil egy fliggetlen
F6P-transzporter jelenlétét. Azt azonban, hogy a két vegyilet szallitasdért kilonb6z6 fehérjék
felelsek, er6sen aldtdmasztja, hogy az S3483, a G6P-transzporter specifikus gatlészere nem
befolyasolta a F6P atjutasat, valamint hogy egyik cukor-foszfat transzportjat sem gdatolta a masik
jelenléte magas koncentraciéban. Az a megfigyelésiink pedig, hogy a glukdz-1-foszfat csak a F6P
atjutasaval kompetdlt, a G6P-éval nem, arra enged kovetkeztetni, hogy a F6P-nak az ER-
membranon valé keresztiilhaladasat nem 6ndllé F6P-transzporter, hanem a korabban leirt ,,nem
specifikus glukdz-foszfat-transzporter” facilitalja, amely a G6P szallitdsdban csak masodlagos,
elhanyagolhaté szerepet jatszik (Senesi S. és mtsai. Endocrinology, 2010;151(10):4830-4839).

5.) A citoplazmai hexdz-6-foszfat-izomerdz, amely a glikolizisben és glukoneogenezisben beto6ltott
szerepe miatt viszonylag nagy mennyiségben taldlhatd a majsejtekben, lazdn tapad az ER
membranjahoz, ezért a meg nem mosott mikroszdma preparatum is tartalmazza. Nem feltétlendl
jelenti ez azt, hogy a membran kiilsé felszinén folyd izomerizacidénak a citoplazma mas teriiletein
|év6tél eltérd, sajatos funkcidja van. Elképzelhets, hogy a membrdn kozelében termel6dé G6P
kénnyebben bejut a lumenbe, de ennek in vivo bizonyitdsa nagyon nehéz lenne. Az intakt
mikroszdma F6P-bdl kiinduld glukdztermelése a felszinhez tapadt fehérjék eltdvolitdsakor valdban
nagyjabdl tizedére csdkkent. A permeabilizalt mikroszéman végzett mérésekbdl viszont kiderdl,
hogy a lumindlis izomerizacio teljesitménye lényegesen tobbet tenne lehet6vé (az 6sszes aktivitas
kozel felét), de a folyamatot a F6P bejutidsa fékezi. Az értekezés és a F6P-felhasznalas
szempontjabdl sokkal relevansabb kortizoltermelés egészen mas képet mutat. Ez esetben ugyanis
a felszinhez tapadt izomeraz eltavolitdsa csak egy harmaddval csokkenti az aktivitast, ami azt
jelenti, hogy ennél a lassabb folyamatnal mar dominansabb szerepe van a luminadlis izomerdaznak.

6.) A Metopirone nev(i metiraponkészitmény adatlapja szerint 750 mg-os dézis alkalmazasa utan a
hatéanyag kozel 20 uM plazmaszintet ér el, ami 6sszhangban van a kisérleteinkben alkalmazott 5-
50 upM tartomannyal (http://www.medsafe.govt.nz/profs/datasheet/m/metopironecap.pdf).
Hangsulyozni szeretném azonban, hogy a metirapon kutatdsaink soran pusztan a mikroszomalis



NADPH oxidalasanak kisérletes eszkoze volt, és — amint azt ki is fejtettem — nem szamoltunk vele a
prereceptoridlis kortizoltermelés csokkentése révén hatd antidiabetikumként. Minden jel arra
utal, hogy az dltalunk kihasznalt effektus a gydgyszer szedésekor él6ben is érvényesiil, azonban a
prereceptorialis kortizoltermelés gatldsa a mellékvese kortizoltermelésének blokkoldsa mellett
(ami a hatdanyag elsédleges effektusa) nyilvan jelentéktelen mellékhatas.

Humdn farmakokinetikai vizsgalatok szerint z6ldtea rendszeres fogyasztdsaval vagy zoldteakivonat
ordlis alkalmazasaval nagyjdbol 4 uM EGCG-szintet lehet fenntartani a vérplazmaban. A
teakatekinek gyorsan felszivodnak a bélbél, és az EGCG plazmakoncentracidja kb. 4-6ras felezési
id6vel csokken. Egyszeri, 1200 mg EGCG-t tartalmazd Polyphenon E (koffeinmentesitett
teakatekin-keverék) bevétele utdn a legmagasabb plazma EGCG-szint 8,7 + 4,5 uM volt. Erdemes
megjegyezni, hogy a katekinek javarésze bélbaktériumok altal médosult formaban szivédik fel, és
e modosulatok bioldgiai hatasai nem ismertek. Az EGCG in vitro kisérletekben legtobbszér 10-100
UM koncentraciétartomanyban fejt ki szignifikdns hatasokat. Mi példaul 25 uM esetén mar a
kortizoltermelés 50%-o0s gdatlasat észleltiik intakt mikroszomaban. Szdmos megfigyelés tamasztja
ald, hogy ilyen koncentracidk joval alacsonyabb plazmaszintek esetén is elérhet6k a sejten beldl.
Fluoreszcensen jelélt EGCG sejten belili eloszlasat konfokdlis fluoreszcens mikroszkdpiaval
vizsgaltdk human koldokvéna endotel sejtjeiben, és a vegyilet intracellularis felhalmozédasa
mellett a fluoreszcencia egyenetlen, retikularis mintdzatu eloszlasat irtdk le, ami alapjan
mitokondridlis vagy ER-ben valé akkumulacié valdszinlsithet6 (6sszefoglalé kozlemény a
témaban: Révész K. és mtsai. Nutr Res, 2011;31(10):731-740).

7.) A metformin ismert AMPK-aktivalé hatasa valéban nem csak az inzulinhatas er&sitésében jatszhat
szerepet, hanem az altalunk tanulmanyozott B-sejtvédelemben is. A lipotoxicitas és lipoapoptodzis
részben az ER-stressz kivaltasan keresztiil valésul meg, és mi azt taldltuk, hogy metirapon
jelenlétében az ER-stresszre adott jellegzetes valasz, az UPR lényegesen enyhébben jelentkezik a
palmitattal kezelt inzulinéma sejtekben. Feltételezhetd, hogy ennek egyik magyarazata, az AMPK
kozvetitésével csokkend fehérjeszintézis, ami jelent6sen csokkentheti az ER terhelését, vagyis az
ER-stressz intenzitasat. NIT-1 inzulindma sejtekben nemrég kimutattak, hogy metformin hatasara
enyhil a tapszigarginnal kivaltott ER-stressz, és javul az igy kezelt sejtek tulélése. A metformin
véd6 hatdsa e tanulmany szerint az AMPK és ezen keresztll a foszfatidil-inozitol-3-kinaz (P13K)
aktivalasan alapult (Jung T.W. és mtsai. Biochem Biophys Res Commun, 2012;417(1):147-152).

Bar az EGCG diabétesz elleni védé hatasat intenziven kutatjak, és leirtak, hogy csdkkenti a magas
zsirtartalmu (lipotoxikus) diéta kévetkeztében kialakuld inzulinrezisztenciat, nem talaltam olyan
adatot, amely a B-sejtek lipoapoptdzisanak EGCG altali kivédésére utalnanak.

Még egyszer koszondm értekezésem alapos birdlatdt és az ért6, tanulsagos kérdéseket, illetve
megjegyzéseket.

Budapest, 2016. marcius 15.
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