VALASZ

Dr. Virag Laszl6 biralatara

K6sz6ndm, hogy Professzor ur vallalta értekezésem biralatat. Halas vagyok az értékelésében foglalt
méltatd szavakért, és a disszertacid vitdra bocsdtasanak tdmogatasaért.

A feltett kérdésekre adott valaszaim:

1.) Mikroszomdlis kisérleteink egyértelm( bizonyitékokkal szolgaltak egy aszkorbat-oxidaz (AO)
aktivitas jelenléte mellett, amely a membran kilsé felszinén helyezkedik el, hé- és
protedzérzékeny, az aszkorbatot aszkorbil gyokon keresztll alakitja dehidroaszkorbatta, és
szerepet jatszik az endoplazmas retikulum (ER) lumenében zajlé oxidativ fehérjeérésben. Bar az
enzimfehérjét nem azonositottuk, a rézkelator gdatlé hatdsa alapjan feltételeztiik, hogy
réztartalma fehérje mdkodését észleljuk. A multikopper oxidaz (MCO) fehérjecsalad tobb szaz
tagja valtozatos funkcidkkal bir baktériumokban, gombakban, névényekben és rovarokban, és e
csalddban noévényi AO-okat is ismerink. Az MCO-k kozos jellemz6je, hogy szubsztratjaik
harom MCO-rél tudunk: a coruloplazmin, a hefesztin és a ,,zyklopen”. Mindharman ferroxidazok,
vagyis a ferro ionok ferri ionokkd oxidalasat végzik, és ez a vas vérben valé szallithatésaganak
feltétele, ugyanis a transzferrin csak ferri ionokat kot meg. A hefesztin a bélbél felszivdédo, a
»Zyklopen” a placentan atjuttatott, a coruloplazmin pedig a mdjbdl szekretalt vasionokat teszi
szallitdsra alkalmassa. A majban termel6d6 céruloplazmin a plazmdaba szecernalddik, és szabad
plazmafehérjeként kering; ugyanakkor az agyban és a herében létezik kivilr6l a
plazmamembranhoz horgonyzott valtozata is. Kimutattak, hogy a coruloplazmin nem csak
ferroxidazként mikodhet, hanem NO-oxidaz, kuproxidaz és glutation-peroxidaz aktivitasa is van,
illetve az enzim képes lehet szerves — koztik biogén — aminok oxidalasara is (Vashchenko G. és
mtsai. Nutrients, 2013;5(7):2289-2313). Igaz, hogy 1964-ben a coruloplazmin AO aktivitasat is
leirtak (Osaki S. és mtsai. J Biol Chem, 1964;239:3570-3575), jellemz6en mégsem tartjak szamon
az aszkorbdtot az enzim ismert szubsztratjai kozott. Lokalizacidja, valamint a mikodésére és
funkcidéjara vonatkozé biokémiai és klinikai megfigyelések alapjan nem valészin( tehat, hogy a
cOruloplazmin a patkdny (vagy ember) majsejtjeinek ER-jében m(ikédé AO lenne. Ebbdl a
szempontbdl érdekes lehet az az 1993-ban leirt céruloplazmin-szer( fehérje, amely a kdzlemény
szerint patkany mdjszovetben keletkezik, és nem szekretalodik a vérbe, hanem intracelluldrisan a
Golgi-apparatus membranjahoz asszocialédik (Puchkova L.V. Biull Eksp Biol Med, 1994;117(1):83-
Amint a kérdésben is szerepel, tavaly kimutattdk a rovari MCO1 ortolégokrél, hogy
hatékonyabban oxidalnak aszkorbatot, mint ferro iont vagy difenolokat (Peng Z. és mtsai. Insect
Biochem Mol Biol, 2015;59:58-71). A cikk szerzGit is meglepd eredménybdl egyel6re nehéz
kovetkeztetéseket levonni, és a jelenséget gerincesekben még nem irtdk le. A rovari MCO1 enzim
a kozépbél és az ahhoz csatlakozd Malpighi-csatornak faldban fejez6dik ki legnagyobb
mennyiségben, és AO aktivitasanak leirasa 6ta ismételten megerGsitették az enzim kulcsszerepét
a larva vas-homeosztazisdban (Liu X. és mtsai. Sci Rep, 2015;5:14784).



2.) A rézanyagcsere zavarai kapcsan az irodalom nem emliti a mikroszomalis oxidativ fehérjeérés
elégtelenségét, és az ennek kovetkezményeként kialakulé ER-stresszt, illetve UPR-t. 2015-ben
kozoltek el6szor olyan tanulmanyt, amelyik ezzel az Osszefliggéssel foglalkozik. Harcsakban
vizsgaltdak néhany ER-stresszmarker fehérje expresszidjanak alakuldasat diétdval létrehozott
rézhianyos és réz-tuladagoldsos allapotban. Azt allapitottdk meg, hogy a réztobblet a halak
madjaban emelte a GRP78, a kalretikulin, a PERK, az elF2a, az IRE-1a és az XBP-1 mRNS-ének
szintjét, ami ER-stresszre utal, de a rézhiany ilyen hatdst nem valtott ki. Azt egyel6re nem lehet
tudni, hogy a rézfelesleg érinti-e a diszulfidképzGdést, illetve hogy milyen mechanizmus révén
okoz ER-stresszt a halak majaban (Song Y.F. és mtsai. G3 (Bethesda), 2015;5(10):2091-2104). A
rézionok transzportereinek defektusan alapuld human kérképekkel — a kérdésben is emlitett
Menkes-kérral és Wilson-kérral — foglalkozé irodalom sem utal az ER-beli fehérjeérés zavarara,
illetve ennek szerepére a betegségek kialakulasaban. Mindez nem zarja ki, hogy réztartalmu
enzim, példdul egy — még azonositatlan — mikroszomalis aszkorbat-oxidaz részt vegyen a
diszulfidhidak kialakitasanak folyamatdban. A diétaval kivaltott, generalizalt rézhidny olyan vitalis
funkcidkat érint elsédlegesen, mint a mitokondrialis 1égzési lanc, vagyis varhatéan dominalnak az
energiahasznositas és ATP-termelés zavarai. Az ER fehérjeérlel6 teljesitményének csdkkenése
ilyenkor koévetkezmények nélkil maradhat a fehérjetermelés lassibbodasa miatt, de esetleges
kovetkezményei amugy is masodlagos jelentdségliek lennének.
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ki, és a betegség tlinetei is leginkdbb a kdzponti idegrendszerben, erek faldban, bérben, hajban
jelentkeznek. A transzporter a transz-Golgi haldzatban helyezkedik el, és olyan réztartalmu
enzimek szintézisét segiti el6, amelyek a szekrécidés Utvonal disztalisabb szakaszan vagy akar
extracellularisan taldlhatdk. Ebben a kdrképben tehdt nem is varhatdé az dltalunk vizsgalt
majszovet, illetve az ER mikodésének kozvetlen érintettsége. A Wilson-kér az ATP7B réz-
a rézionok epével vald lritéséért felelGs. A Wilson-kérosok majaban és persze egyéb szoveteiben
ezért felhalmozddik a rézion, amitdl szintén nem vdrhatd a diszulfidképzddés elégtelensége. A
tlinetek egyébként ilyenkor is leginkabb kozponti idegrendszeriek (Telianidis J. és mtsai. Front
Aging Neurosci, 2013;5:44).

3.) Az altalunk leirt mikroszomalis aszkorbat-oxidaz aktivitasrdl jelenleg annyit lehet tudni, hogy az
ER-membran kilsé felszinéhez kapcsolddik, feltehetSleg réztartalmu fehérjét igényel, az
aszkorbatot aszkorbil gyokon keresztiil oxidalja, és képes kivaltani a lumindlis fehérje- és
oxigénbdl szuperoxid anion képz6dhet, de ezt kisérletekkel nem bizonyitottuk. E bizonytalansag
miatt szerepel modellinkben, valamint az ezt 6sszegz6 dbran a ROS (reaktiv oxigénszarmazék)
kifejezés. A méréseinkhez felhasznalt mikroszomaban a keletkezett ROS azonnal tovabbreagal
(példaul tokoferollal, s6t magaval az aszkorbattal vagy aszkorbil gyokkel is), és végs6 soron maga
is hozzdjarul a diszulfidképzddéshez. Ez megneheziti az elsédlegesen keletkezett ROS megbizhatd
azonositdsat, amig az enzim tisztitott formdban nem all rendelkezésre. Természetesen reaktiv
nitrogénszarmazékok masodlagos képz6dése sem kizarhatd, kilénosen akkor, ha bebizonyosodik,
hogy az aszkorbat-oxidaz egyik terméke valdéban a szuperoxid anion.

4.) A skorbutos tengerimalacok majaban altalunk kimutatott ER-stresszt és apoptodzist elsGsorban az
aszkorbat oxidativ fehérjeérésben betoltott szerepét aldtdmasztd jelenségként értékeljik. A



vizsgalattal az volt a célunk, hogy az in vitro kisérleteinkbdl kapott eredmények alapjan felallitott
modelliink in vivo relevanciajat ellendrizziik, és ez sikeriilt is. Természetesen nem allitom, hogy az
altalunk leirt jelenség nem jatszhat fontos szerepet a skorbut patomechanizmusaban, de e
tekintetben csak visszafogott kdvetkeztetéseket vonnék le. Egyrészt fontos leszégezni — amit
mindig is emlitettiink —, hogy a C-vitaminnak a diszulfidképzés el&segitése mellett mas, jelentGs
biolégiai funkcidi is vannak, melyek kozll kiemelendd az antioxidans védelem és a kollagén
szintézisében oly fontos prolil- és lizil-hidroxilacidban vald részvétel. A skorbut tlineteinek nagy
része nyilvdn elsGsorban ezek kiesésére vezethet6 vissza. Nem véletlenll vdélasztottuk
vizsgalatunkhoz a majszovetet, hiszen az intenziv fehérjeszekrécié itt kiilondsen érzékennyé teheti
az ER-t az oxidativ folding teljesitményének csokkenésére. Valdszinlileg hasonldéan ER-stresszt valt
ki a skorbut mas, fehérjét szekretdld szovetekben és sejttipusokban is, és éppen ezért
feltételezem példdul, hogy az aszkorbathiany a B-sejtek m(ikodését és inzulinrezisztencidhoz vald
alkalmazkodasi képességét is hatranyosan befolyasolhatja, de tény, hogy ez — konkrét kisérleti
eredmények nélkil — csak hipotézis. Ami a skorbutos szivelégtelenséget, illetve a betegség
gasztrointesztindlis és kozponti idegrendszeri manifesztacidit illeti, szintén évatosan kozeliteném
meg a foldingzavar és az ER-stressz szerepét. Lehetséges, hogy ez is kdzrejatszik a jelenségben, de
tény, hogy erre utald adatokrdl nincs tudomasom. A kérdésben emlitett lipidperoxidacio viszont
az aszkorbat mint antioxidans hianyabdl fakad, vagyis az oxidativ stressz indikatora, és ez minden
bizonnyal szerepet jatszik a skorbut legtobb szoveti manifesztacidéjadban (Kunert K.J. és mtsai.
Lipids, 1983;18(4):271-4).

5.) Az ER-stressz a zsirsavak altal kivaltott toxicitas stabil komponense, amely nem csak a B-sejtekben
jelentkezik. A telitett zsirsavak a fehérjeérést is megzavarjak az ER-ben (leginkabb a Ca®* ionok
kidramlasa miatt), de a membran telitettségének megvaltoztatasaval kozvetleniil is aktivaljak az
IREla és PERK ER-stresszreceptorokat (Volmer R. és mtsai. Proc Natl Acad Sci U S A,
2013;110(12):4628-4633). A lipotoxikus ER-stressz mindenképpen egyitt jar az UPR
részjelenségeivel, de ennek végsG eredGje sokszor nem az apoptdzis indukcidja, hanem a
gyulladasos jelatvitel fokozddasa és az IRS-1 szerinfoszforilacidja. Kimutattak a jelenséget az egész
szervezet metabolizmusa szempontjabdl legjelent6sebb majsejtekben, vaz- és szivizomban,
valamint adipocitdkban, és ezek egylittesen kozrejatszanak az elhizadshoz kapcsolédé
inzulinrezisztencia kialakuldsdban. Leirtdk a telitett zsirsavak altal okozott ER-stressz és apoptdzis
szerepét a vese podocitdinak pusztulasaban, ami a diabéteszes nefropatia részét képezi (Tao J.L.
és mtsai. Chin Med J (Engl), 2012;125(17):3137-3142). Erdekes, hogy legtjabban a meniszkusz
sejtjeiben is észleltek palmitattal kivaltott ER-stresszt, és ennek jelentdséget tulajdonitanak az
elhizas és oszteoartritisz kozti 0sszefliggésben (Haywood J. és mtsai. Osteoarthritis Cartilage, In
press: pii/$1063458415014065).

6.) Bar az UPR részeként kozvetlen kaszpdazaktivalodast (ragesaldkban kaszpdz-12, emberben kaszpaz-
4) is leirtak, a mitokondridlis apoptdzis az ER-stressz hatasara kialakuld programozott sejthaldlnak
is fontos részét képezi. Az UPR aktivdlédasa kozvetve is kivdlthatjia a mitokondridlis
membranpermeabilitds fokozodasat. Egyrészt a CHOP indukcidja révén, amely a Bcl-2
fehérjecsaldd proapoptotikus tagjainak indukcidjat és antiapoptotikus tagjainak csokkent
termel6dését segiti, ezaltal novelve a Bax-Bak csatorna aktivalddasanak valdszinliségét. Masrészt
a JNK IRE1a utvonalon keresztili aktivalédasa altal, ugyanis a JNK a c-Jun foszforildlasaval, az AP1
transzkripcids faktor altal a p53-figgé sejthalal egyik fontos induktora, rdadasul a
mitokondriumokhoz transzlokalédva a Bcl-2 csaldd fehérjéinek foszforildldsaval szintén erGs
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apoptoézisinduktorként mikodik (Dhanasekaran D.N. és Reddy E.P. Oncogene, 2008;27(48):6245-
6251).

A mitokondrium-asszocialt ER-membran (MAM) valéban nem csak normal, fizioldgids
korilmények kozott biztositja a két szervecske kodzvetlen Osszekottetését, de az ER-stressz
kozvetitésében is kiveszi a részét. Stresszmentes korilmények kozott az egymdstdl 10-25 nm
tadvolsagot (vagy inkabb kozelséget) tartd membran, az ER membranja és a mitokondrium kiilsé
membranja, dinamikusan kapcsolédik egymashoz. A MAM-ok lehetévé teszik a membranlipidek
kétiranyd atadasat, Ca’* ionok &tjutdsat az ER-b8l a mitokondriumba, valamint a sejt
proteosztazisanak k6zos szabalyozdsat. Az ER-stressz egyik korai kovetkezménye, hogy az ER és a
mitokondriumok kozotti kontaktus erésodik. A MAM-ban elhelyezked6 szigma-1 receptor (Sig-1R)
stabilizdlja az IRE-1a stresszreceptort, amely igy tartdsabban aktivalédik, és hatékonyabban segiti
az adaptacidt és tulélést. A szorosabb kontaktus, szintén a Sig-1R kozremikodésével fokozza a
mitokondrium Ca®*-felvételét, ami rovidtdvon az oxidativ lebontast és mitokondridlis ATP-
termelést serkenti, de tartds fennalldsa a mitokondrium kalciummal valé tultelitédése miatt a PTP
csatornak megnyildsdhoz vezethet, igy beindithatja a mitokondridlis apoptdzist. Erdekes még,
hogy a MAM terlletén a mitokondriumfuzié egyik fehérjekomponense, az Mfn-2 az ER-
membranban is jelen van, és 0sszekapcsolodik a mitokondridlis kiils6 membran Mfn-1 vagy Mfn-2
fehérjéjével. Az ER-membran Bap31 fehérjéje pedig ugyanitt hozzdkapcsoldédik a
mitokondriumhasadds egyik fehérjekomponenséhez, a Fis-1-hez. A jelenség feltehet6leg nem
csupan a két organellum 6sszekapcsolddasat biztositja, hanem a mitokondridlis fuzié és hasadas —
ezen keresztill pedig a tulélés és sejthaldl — ER altali befolyasolasat is szolgalja. Megfigyelték, hogy
ER-stressz hatdsara emelkedik a MAM Mfn-2-szintje, az Mfn-2 hianya pedig fokozza az ER-stresszt.
A Fis-1-Bap31 komplexrél pedig leirtdak, hogy az apoptdzisindukcid egyik lehetséges
kiindulépontja, amely kaszpaz-8-at aktival, és felszabaditia a p20Bap31 proapoptotikus
fragmentet (6sszefoglaldsként: Lopez-Crisosto C. és mtsai. Biochim Biophys Acta, 2015;1852[10 Pt
A]:2096-2105). Mivel a lipotoxicitas egyarant els6dlegesen érinti az ER és a mitokondrium
m(ikodését, ebben az esetben a két organellum kozott mindkét iranyd koélcsénhatas
valdszinUsithetd, de ebben a MAM szerepérdl még nem all rendelkezésre adat.

7.) Az ER fiziolégids miikodésére és patoldgias szerepére iranyuld kutatds sok teriilete tekinthetd
transzlaciés szempontbdl igéretesnek, és ezek kdzott van, amellyel magam is foglalkoztam. Els6
helyen emliteném a prereceptoridlis glukokortikoid-termelés mechanizmusat. Mi is hozzajarultunk
a rendszer hiarom fehérjekomponense, a glukdz-6-foszfat-transzporter, a hexdz-6-foszfat-
dehidrogenaz és az 1-es tipusu 11B-hidroxiszteroid-dehidrogenaz (11B-HSD1) kozti funkcionalis
kapcsolat megértéséhez, illetve néhany fontos tulajdonsaguk megismeréséhez. Sajat
megfigyeléseink is megerdsitik azt a nézetet, mely szerint a metabolikus szindroma és a diabétesz
kezelése szempontjdbdl a harom fehérje kdzil a 11B-HSD1 gatlasa a legmegfelel6bb stratégia. Az
enzim specifikus gatldszereinek fejlesztése folyamatban van, és ketté koziliik (DIO-902 a DiObex
Inc.-t6l és INCB13739 az Incyte Inc.-tdl) a klinikai fazis 2b vizsgdlatig jutott. Nem valtottak be a
hozzajuk flizott reményeket, amit a kutatdk azzal magyaraznak, hogy nem elég az enzim tipusra
valo szelektivitds, hanem a katalizalt reakcionak is csak az egyik iranyat kellene gdtolni. Ez persze
enzimoldgiai szempontbdl nehezen megoldhatd, de mi prezentaltuk azt a mddszert, amellyel
mégis elérhets, ez pedig az ER luminalis piridin-nukleotid redox statuszdnak eltoldsa oxidativ
iranyba. Kimutattuk, hogy ilyen hatast valt ki az éhezés a madjban, ami persze nem tekinthetd
gyogyszernek, de mégis érdekes abbdl a szempontbdl, hogy a taplalékbevitel csokkentése milyen

4



mechanizmusok révén segit a diabétesz megel6zésében. Két hatdanyaggal is sikerilt oxidalnunk a
lumindlis piridin-nukleotidokat in vitro. Egyikik, a metirapon csak kisérletes szempontbdl
relevdns, mert a mellékvesekéreg kortizoltermelését is drasztikusan gatolja. Masikuk, az
epigallokatekin-gallat természetes flavanol, amelynek randomizalt, kett6s vak, placebo-kontrollos
klinikai kiprébdlasardl legujabban igéretes eredményeket kdzoltek centralis elhizas kapcsan (Chen
I.J. és mtsai. Clin Nutr, In press: pii/S026156141500134X). A tanulmanyban az észlelt fogyast és
koleszterinszint-csokkenést két hormon plazmakoncentraciéjanak valtozdsdval hoztak
Osszefliggésbe (a ghreliné alacsonyabb, az adiponektiné pedig magasabb volt), és az elsGdleges
tdmadaspont, illetve mechanizmus nem tisztazott, igy nem kizart, hogy az altalunk leirt jelenség is

hozzajarul az észlelt hatasokhoz.

Szintén igéretesnek tekinthetd transzlaciés szempontbdl a lipotoxikus ER-stressz és a
kovetkezményes, részben JNK-fliggd, IRS-1-szerinfoszforilacié tanulmanyozdsa. A JNK kiemelt
gyogyszercélpont, és nem csupan az inzulinrezisztencidban, hanem a daganatos betegségekben
jatszott szerepe miatt is. Mi is |étrehoztunk és teszteltiink olyan Uj hatéanyagokat, amelyek in
vitro a B-sejtlipotoxicitds sejtes modelljében hatékonyan csokkentették az IRS-1
szerinfoszforilacidjat, igy szdba johetnek antidiabetikumok fejlesztésének kiindulé vegyiileteiként,
és ezzel kapcsolatos szabadalmat is bejegyeztettiink (Simon-Szabd L. és mtsai. Bioorg Med Chem
Lett, 2016;26(2):424-8).

Még egyszer koszondm Professzor Ur tamogatdsat, az értekezésem birdlatara forditott idejét és
energiajat, valamint a feltett, elgondolkodtatd kérdéseket.

Budapest, 2016. marcius 18.
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