Valasz Prof. Dr. Zaray Gyula biralatara

Szeretném megkoszonni Zaray Gyula professzor Ur minden részletre kiterjedd, alapos
biralatat.

Professzor ur, a roviditések és kémiai nevek kovetkezetes haszndlatat érinté kritikajat
jogosnak tartom. Bar térekedtem a kovetkezetességre, a dolgozat irodalmi része szamtalan
irodalom felhaszndldsaval készilt, amelyekben kilonboz6képpen alkalmaztdk az
elnevezéseket, valdszinlileg legjobb szandékom ellenére ezért és a nem kell§ figyelem miatt
keriiltek a dolgozatba az eltéré valtozatok. Szintén sajnalom, hogy néhany rovidités felolddsa
elkeriilte a figyelmemet, illetve nem tul elegans, labor szlenget is tartalmazé mondatok
keriltek a médszerek ismertetésébe.

A 12, 13 és 14. tdblazatok N-termindlis szekvencidra vonatkozd adatai valéban nagyon
nehezen olvashatoak. A tablazat rendkiviil sok informaciot hivatott k6zélni, annak érdekében,
hogy az eredményeket tartalmazé rész jél olvashatd legyen, az aminosav sorrendre vonatkozé
részeket 6-os betlimérettel szedtem. Valdszinlleg szerencsésebb lett volna ezeket a részeket
kiilon flggelék tablazatban kozolni.

Az abrak aldirdsaibdl, az eredeti kozleményekkel ellentétben, valéban hidnyzik a mintaszamra
vonatkozd adat, ami a figyelmetlenségemnek tudhaté be. Ezért elnézést kérek.

A 32A abra esetében annyira kicsinek bizonyult a szérds, hogy a hibasavok nem latszanak. A
35A és B dbra esetében valdban csak a kontroll méréseknél lett feltlintetve, mindkét esetben
a mért mintaszam n=6. A hidanyossagokért elnézést kérek.

Egyetértek a Professzor urral, hogy a pontos metodikai ismertetés alapvet6 fontossaggal bir.
Igyekeztem minden mérést olyan pontosan leirni, hogy az barmikor, barki szamara
megismételhetd legyen. A protokollok elvi megfontolasait nem tartalmazza a leiras, ezt a
dolgozat terjedelmi korlatai nem tették lehet6vé (igy is minddssze 6 oldallal maradt el a fels6
terjedelmi korlattdl). A feltard és mosé pufferek kiilonbségét eltérd funkcidjuk indokolja. A
feltdaré oldat ozmotikum tartalma (szachardz, vagy mannit) fenntartja a mitokondrium
szerkezetét, megakadalyozza, a mitokondrium duzzaddsat, zsugorodasat, a membranok
karosodasat, kiszakaddsat. A feltard oldat nagyobb pufferkapacitasa (nagyobb koncentracidju
MOPS) megakaddlyozza a felszakadd vakuoldk miatti elsavasoddst, a keldtorok, mint az EDTA
gatolja a foszfolipazok és protedzok miikodését, a redukaldszerek (cisztein) a szovetekben
el6fordulg, illetve homogenizalaskor keletkez6 oxidansok okozta karosoddasok ellen védenek.
A BSA adagoldsa (megkoéti) eltavolitja a szabad zsirsavakat, a polivinilpirolidon (PVP) pedig a
fenolokat az oldatbdl, amelyek az els6édleges homogenatumban karositandk a
sejtorganellumokat. A mosé oldat ezzel szemben az organellum pellet Ujraszuszpendaldsara,
illetve a gradiens centrifugdlast kdvetéen a gradienst alkotd anyagok eltavolitasara szolgal,
ezért osszetételik joval egyszer(ibb.



Sajnalatos mdédon a 2.9 és 2.10 fejezetekben a protokollbdl kimaradt a hémérsékletadat.
Természetesen, ahogy az minden organellum preparaldasndl torténik és a tobbi fejezetben is
emlitésre kerilt 4°C-on tortént a centrifugalas.

Az organellumok, vezikuldk intaktsdganak meghatdrozdsakor 90%-os enzim latencia érték
fogadhaté el. Amennyiben ez alatti értéket kaptunk, abban az esetben a transzportméréseket
nem tekintettik elfogadhaténak.

A HPLC mérések soran minden esetben végeztiink vakérték meghatarozast, minden 5. minta
pedig a meghatdrozandd komponens sztenderd oldata volt (a bioldgiai mintakhoz hasonlatos
koncentracidban). Ezen kiviil sztenderd sort és belsé sztenderdet is alkalmaztunk.

Vidlaszaim az eredményekkel kapcsolatban feltett kérdésekre:

A redukadlt forma, aszkorbat esetében igen alacsony affinitdsu (Km: 36.1 mM) mitokondrialis
transzportfolyamatot taldltunk. Az alacsony affinitds mellett a transzport igen kis aktivitast is
mutatott, amelyet olyan oxidalészerek adagoldsdval, amelyek az aszkorbatot
dehidroaszkorbatta oxidaltak névelni tudtunk. Mindezek és szamos irodalmi analdgia alapjan
megkérddijeleztiik a redukalt forma mitokondridlis membranon keresztili transzportjat. A
problémat az jelenti, hogy jelenleg, csak az altalunk leirt transzportfolyamat (a jelenség)
ismert, a mogotte allo transzportfehérje ismeretlen. A fehérje ismeretében azt el6 lehetne
allitani, proteoliposzdmaban rekonstrualni és meghatdrozni a fehérje paramétereit. Sajnos
egyetlen egy kozelmultban leirdsra kerilt kloroplaszt aszkorbdat transzporteren (Miyaji és
mtsai 2015) kiviil egyetlen névényi szubcellularis aszkorbat transzporter sem ismert jelenleg.
igy csak a folyamat ismert, amely kis affinitasa és aktivitdsa miatt megkérddjelezhets. Humdn
mitokondriumok esetében is évekig ugy gondoltuk, hogy kizarélag az oxidalt forma, a
dehidroaszkorbat felel6s a mitokondrialis C-vitamin transzportért, sét kizartak a redukalt
forma transzportjat, azonban a kozelmultban leirdsra keriilt az SVCT2 transzporter
mitokondridlis jelenléte, szerepe a mitokondrialis C-vitamin transzportban (Azzolini és mtsai
2013, Mufioz-Montesino és mtsai 2014). igy nem kizart, hogy a transzportfehérje
megtalaldsaval a ndvények esetében is arnyaltabba valik a mitokondrialis aszkorbat transzport
jelensége.

A masodik és a harmadik kérdések 0Osszefliggnek, ezért Osszevontam az azokra adott
valaszokat is.

Valéban nem tul szerencsés, hogy a mitokondriumba és a mitoplasztba torténd
dehidroaszkorbat és gllikdz felvétel értékeit nem egy tablazatban ismertettem, mint ahogy azt
a kés6bbiek sordn a 3.8.1. alfejezet 9. tablazataban tettem a fruktdz, a szachardz és gliikoz
mitokondrialis és mitoplaszt felvétel adataival, illetve ahogyan azt az aszkorbat,
dehidroaszkorbat és glikéz mitokondrialis és mitoplaszt felvétel adataival az eredeti (Szarka
és mtsai 2004) kdzleményben is tettem. Igy a dehidroaszkorbat és gliikdz felvételre vonatkozd
adatokat a 3. és 4. tablazatbdl, illetve az aszkorbat mitokondrialis felvétel adatot a 10. dbrardl



és a 4. tablazatbdl kell leolvasni kilon-kiilon. Ezért most szeretném ezt a nehézséget
megkonnyiteni és egymas mellett, egy tablazatban bemutatni a mitokondriumba és a
mitoplasztba torténdé aszkorbat, dehidroaszkorbat és gliikdz felvételre vonatkozo adatokat.

Ligand Felvétel (nmol/min/mg protein)
mitokondrium mitoplaszt
Aszkorbat 0.10+£0.02 (3) 0.13+£0.02 (3)
DHA 0.41+0.11 (3) 0.34+0.07 (3)
Glikoz 1.46 £0.20 (3) 1.02+0.16 (3)

A mitoplasztokat frissen izolalt BY2 dohany mitokondriumokbdl preparaltuk. Az egyes ligandok felvételét 1mM
aszkorbat, vagy dehidroaszkorbat, illetve 1,65 mM glikdz és radioaktiv jelolt valtozatanak adagolasaval
inditottuk. Az aszkorbat és dehidroaszkorbat esetében 5 perces a glilkdz esetében 2,5 perces inkubacios id6ket
alkalmaztunk. A szobah&mérsékleten torténd inkubacidét kovetGen 0,1 ml mintat szlrtlink nitrocelluloz
membranon keresztll. Parhuzamos mintakat alameticin pdrus képz8 anyaggal inkubaltunk egyiitt. Az ezekkel a
mintdkkal asszocialt radioaktivitast aspecifikus kot6désnek vettiik és levontuk a teljes radioaktivitas értékbdl. Az
adatok atlagértékek+SD (n).

Ha 0Osszevetjik a mitokondrium és a mitoplaszt esetében mért transzport aktivitasokat
megallapithatjuk, hogy azok gyakorlatilag azonosak, ugyanezt a megfigyelést tehetjik a 3.8.1.
alfejezet 9. tdblazat fruktdz, szachardz és gliikéz mitokondridlis és mitoplaszt felvételét
tartalmazoé adataival kapcsolatban. A Professzor ur igen taldldéan jegyezte meg biralataban,
hogy mindez ,arra enged kovetkeztetni, hogy a kiils6 mitokondridlis membranon keresztiil a
kis mdlsulyd anyagcsere termékek egyszerlien atjutnak, ezért azonos felvételt mutatnak a
vizsgalt alkotdkra.”

A mitoplasztok és a mitokondriumok esetében tapasztalt igen hasonld felvételi aktivitas
értékek, minden bizonnyal a kiils6 membranban talalhatd porin csatornaknak készonhetéek,
amelyek a kiils6 membranon keresztil utat biztositanak a kis molekulatomegt (kisebb, mint
5000 Da) anyagok szdmara (Colombini 1979). Emiatt a transzportereink szinte biztosan a
mitokondrialis bels6 membranban helyezkednek el, igy a transzportfolyamatok kinetikai
paramétereinek megallapitdsa soran kizardélag intakt mitokondriumokat haszndltunk. Ha
Osszevetjiik a BY2 dohanysejtekbdl (1. tablazat), illetve a csicsdka gumaokbdl izolalt (9. tablazat)
mitokondriumok esetében meghatdrozott kinetikai paramétereket, akkor megallapithatjuk,
hogy az egyetlen egyez6 vizsgdlt transzportalt ligand a gliikdz esetében igen hasonld Km
értéket tudtunk meghatarozni (dohany: 9,2 mM, csicséka: 10.4 mM). Ez alapjan konnyen
elképzelhet6, hogy azonos, vagy kozeli rokonsagban 4&ll6 transzporterek allnak a
transzportfolyamatok hatterében. A Vmax esetében tapasztalhaté kiilonbség (dohany: 28.1
nmol/min/mg protein, csicsoka: 2.89 nmol/min/mg protein) magyarazata lehet az eltérg
mitokondrium forras, illetve a két esetben eltéré mitokondrium tisztitasi modszer. A dohany



sejtekbdl egy diszkrét, egymasra rétegzett Percoll gradienssel tortént a mitokondrium frakcid
tisztitasa, mig a csicsoka esetében egy ongenerdld Percoll gradienssel. El6bbi minden
bizonnyal tokéletesebb tisztitast, nagyobb fajlagos transzport aktivitasu mitokondridlis
frakciot eredményez. A Vmax értékek kilonbsége, mivel nem transzporter tulajdonsag nem
jellemz6 a transzporterre, ezért nem feltétlenil utal eltéré transzporterek jelenlétére.

Valaszaim a tézispontokkal kapcsolatos megjegyzésekre:

6. tézispont:

Egyetértek Professzor Ur javaslataval. Valédban csak valamihez viszonyitva lehet alacsonyabb,
oxidaltabb a C-vitamin szintje. A 6. tézispont tehat helyesen:

»Kimutattuk, hogy a ppr-40 ndévényeket mind mitokondridlis, mind sejtszinten joval
alacsonyabb és oxidaltabb C-vitamin szint jellemzi a vad tipusu névényekhez viszonyitva. Az
aszkorbat (DHA-bdl torténd) regenerdacidjaért felelés GSH flggs folyamat, az aszkorbat-
glutation ciklus minden enzimének aktivitdsa megemelkedik a ppr-40 mutans névényekben és
az azokbdl izolalt mitokondriumokban.”

7. tézispont:
Egyetértek Professzor Ur javaslataval. A szdismétlést elkeriilve a 7. tézispont:

,Kimutattuk, hogy novényi sejtekben a plazmamembranon keresztiili C-vitamin transzport
esetében linedris 6sszefliggés van...”

8. tézispont:
A 8. tézispont esetében csak részben értek egyet a Professzor ur kritikajaval:

»Eredményeink alapjan valdszin(isitjiik, a novényi mitokondriumban egy aszkorbat/DHA
redox parbdl allé6 komplex lll-at megkeriil6é elektrontranszfer ut létezését (1. abra).”

Az els6 mondat allitasait kisérletekkel igazoltuk: A mitokondridlis Il-es komplexnél
bekovetkezik a dehidroaszkorbat aszkorbatta torténé redukcidja (kisérletekkel bizonyitva
Szarka és mtsai 2007, Szarka 2013). Az aszkorbat kijut a mitokondrialis matrixbdl (Szarka és
mtsai 2013), ahol a IV-es komplexnek elektronokat juttatva dehidroaszkorbattd oxidalodik
(Szarka és mtsai 2007, Zsigmond és mtsai 2008, 2011).

»Az utvonal képes lehet stresszhelyzetekben az elektrontranszfer lanc elemeinek
redukaltsagat csillapitani, ami egyrészt direkt médon csokkenti a reaktiv oxigénvegyiiletek



keletkezését, masrészt az aszkorbat szint fokozasaval noveli az antioxidans védelem
hatasfokat.”

Ez a rész valdban feltételez, mivel kozvetlen stresszhelyzetben aszkorbat adagoldsdra nem
vizsgaltuk az elektrontranszfer lanc komponenseinek redukaltsagi fokanak megvaltozasat. A
dehidroaszkorbat redukdldsa azonban j6 eséllyel csokkenti az elektrontranszfer lancban
torlédd elektronok mennyiségét (mivel onnan szdrmaznak a reduldldsdhoz sziikséges
elektronok), (Szarka és mtsai 2007, Szarka 2013), az aszkorbat szint novekedése pedig noveli
az antioxidans védelem hatasfokat.
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»A Kkeriiléut limitalo lépése nagy valoszinliség szerint az aszkorbat matrixbol torténd
kijutdsa. Ezt bizonyitja, hogy a DHA redukcié eredményeként keletkez6 aszkorbat a
matrixhoz képest jelent6s késedelemmel jelenik csak meg az extramitokondrialis térben
(mitokondrialis membrankozti térben).”

Ahogyan arrdl kordbban mar szé esett a redukalt forma az aszkorbat mitokondridlis
membranon keresztiili transzportja meglehet8sen kis aktivitassal rendelkezd, lassu folyamat.
Ezt mérésekkel is aldtamasztottuk (Szarka és mtsai 2013), az aszkorbat a matrixhoz képest
mintegy 30 perces késéssel jelenik csak meg a mitokondridlis membrankozti térben, tehat az
oxidacidja helyszinén. A 8. tézispontban szerepld keriil6ut meglétét id6kdzben oxigrafos
mérésekkel ellenériztiik. A dehidroaszkorbat adagolasara csak igen kismértéki
légzésgyorsuldst tapasztaltunk komplex I1ll. blokk esetében, ami a redukdlt forma
mitokondriumbdl torténd igen lassu kijutasaval magyarazhatd és 6sszevag azzal.

10. tézispont:

A 10. tézispont masodik fele valdban feltételezésen alapul. Az ozmoregulaciés mechanizmus
feltarasat megkezdtiik, sostressz esetében igazoltuk a szorbit mitokondrialis képz6dését, de
részletesebb karakterizalasara valéban nem kertilt még sor.

14. tézispont:
A kérdéses tézipont részlet és a hozza flizott indoklas:

»Az ALR részt vesz a mitokondriumok biogenezisében és fenntartasaban” Ez a rész tobb
munkacsoport altal megerdsitett eredményeken nyugszik (Lisowsky 1992, 1994, Di Fonzo és
mtsai 2009, Thirunavukkarasu és mtsai 2008, Gandhi és mtsai 2015).

» ezért konnyen elképzelhetd, hogy szintjének megemelkedése a p° sejtek adaptiv
valaszanak egy része lehet, amely segit a mtDNS-ben kddolt fehérjék kiesése ellenére a
mitokondridlis bels6 membran integritdsanak és a membranpotencial meg6rzésében.” A p°
sejtek esetében a mitokondridlis DNS-ben kddolt fehérjék nem fejez6dnek ki, mégis a
mitokondridlis bels6 membran integritdsa és a mitokondridlis membranpotencidl megtartott



marad, illetve a mitokondriumok biogenezise is folytonos, amely megfigyeléseket szintén tobb
flggetlen forras bizonyitott (Miranda és mtsai1999, Holmuhamedov és mtsai 2003, Li és mtsai
1995).

»igy az ALR a mtDNS hianya, a mitokondrialis betegségekben és az oregedés soran
el6fordul6 mtDNS mutaciok esetében is hozzajarulhat a mitokondrialis funkcidk
fenntartasdahoz. Eredményeink alapjan, az ALR a gépezet egy fontos alkotéja lehet, a mtDNS
pedig fontos szabdlyozo szerepet tolthet be az ALR fehérjeszintjének szabalyozasaban.”

Az ALR szint megemelkedését mi kizardlag az mtDNS hidnyadban irtuk le. Mitokondrialis
betegségekben és oregedésben csak a mtDNS hidnya, sériilése kerilt leirdsra az ALR szint
emelkedése nem. Az ALR szintet eredményeink szerint egyértelmlien megemelte a mtDNS
hidnya, mas fliggetlen laborok pedig bizonyitottdk az ALR szerepét a mitokondrium
fenntartasaban, biogenezisében. Mindezekbdl kovetkeztettiink arra, hogy mas mtDNS
hidnyos allapotokban is szerepet kaphat az ALR a mitokondriumok fenntartdsdban,
biogenezisében. A tézispont masodik fele tehat jelentds részben kisérletes megfigyeléseken,
megallapitasokon alapul, de kis mértékben ezeket kapcsolatba hozd feltételezéseket is
tartalmaz.

Végezetiil szeretném még egyszer megkdszonni Zaray Gyula Professzor ur értékes, rendkiviil
alapos biralatat.

Tisztelettel kérem az opponensi véleményre adott valaszom elfogadasat.

Budapest, 2017. marcius 6.

//AM

Szarka Andras
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