A biralobizottsag értékelése

A birdlok koziil 2 mindegyik tézispontot elfogadja ) tudomanyos eredményként, egy
birdlo a 6. és 7. tézispontokat egyszerli nyelvtani korrekcid, illetve mondatrész athelyezés
utan elfogadja, tovabba a 10. és 14. tézisek elsd felét tartja csak elfogadhatonak, mivel
véleménye szerint, a masodik résziik mar feltételezéseken alapul. Ezzel szemben a 8.
tézispont, amely egy hipotetikus modellt foglal magéba, még megerdsitésre var, és tovabbi,
az allitast igazoldo eredmények birtokdban valhat majd csak tézissé, a kutatocsoport

cres

A biralok az alabbi véleményt fogalmaztak meg az egyes tézispontokra vonatkozoan.

Prof. Dr. Biacs Péter, a kémiai tudomany doktora, valamennyi tézispontot, valtozatlan
formaban fogadja el.

Prof. Dr. Bir6 Gyorgy, az orvostudoméany doktora, orvosbiologiai vonatkozasban a
kovetkezOket fogadja el Uj tudomanyos eredménynek:

— a novények mitokondrialis dehidroaszkorbinsav felvétele, transzportja, a
mitokondrialis elektrontranszfer szerepe ennek redukciojaban, befolyasa a reaktiv
oxigénvegyiiletek keletkezésére (1, 2, 3, 7, 8 pont);

— a mikroszomalis GSH, illetve redukalt GSH szint valtozasa kémiai kezelés
kovetkeztében és ennek hatdsa a sejtek apoptozisara, nekrdzisara, valamint a
ferroptozis jelentdsége, e jelenségek befolyasolasa C-vitaminnal (11, 12, 13 pont).

Prof. Dr. Zéray Gyula, a kémiai tudomany doktora, az 1., 2., 3., 4., 5., 9., 11, 12,. 13., és
15. tézispontokat valtoztatds nélkiil, mig a 6. és 7. tézispontokat egyszerli nyelvtani
korrekcio, illetve mondatrész athelyezés utan fogadja el. A 10. és 14. tézisek elsd felét
tartja csak elfogadhatonak, mivel véleménye szerint, a masodik részilk mar
feltételezéseken alapul. Ezzel szemben a 8. tézispont, amely egy hipotetikus modellt foglal
magaba, még megerdsitésre var, €s tovabbi, az allitast igazold eredmények birtokdban

crer

Dr Szarka Andras jelolt a 6. és 7. tézispontokra vonatkozd javaslatokkal egyetért, azt
értelemszerlien javitja. A 8. tézispont esetében csak részben ért egyet Prof. Dr. Zaray
Gyula kritikajaval, az alabbi érvek alapjan:

— Eredményei alapjan valoszintisiti, a novényi mitokondriumban egy aszkorbat/DHA
redox parbdl allé komplex III-at megkeriild elektrontranszfer it létezését. Allitasait
kisérletekkel igazolta, miszerint a mitokondrialis II-es komplexnél bekovetkezik a
dehidroaszkorbat aszkorbattd torténd redukcidja (kisérletekkel bizonyitva Szarka
¢s mtsai 2007, Szarka 2013). Az aszkorbat kijut a mitokondrialis matrixbdl (Szarka
¢s mtsai 2013), ahol a IV-es komplexnek elektronokat juttatva dehidroaszkorbéatta
oxidalodik (Szarka és mtsai 2007, Zsigmond és mtsai 2008, 2011).

— Az utvonal képes lehet stresszhelyzetekben az elektrontranszfer lanc elemeinek
redukaltsagat csillapitani, ami egyrészt direkt modon csokkenti a reaktiv
oxigenvegyiiletek keletkezését, masrészt az aszkorbat szint fokozdsaval noveli az
antioxidans védelem hatasfokat. Ez a rész valoban feltételez, mivel kdézvetlen
stresszhelyzetben aszkorbat adagoldsara nem vizsgalta az elektrontranszfer lanc
komponenseinek redukaltsagi fokédnak megvaltozasat. A dehidroaszkorbat
redukdlasa azonban jo eséllyel csokkenti az elektrontranszfer lancban torlodo
elektronok mennyiségét (mivel onnan szarmaznak a reduldlasdhoz sziikséges
elektronok), (Szarka és mtsai 2007, Szarka 2013), az aszkorbat szint ndvekedése
pedig noveli az antioxidans védelem hatasfokat.
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— A keriilout limitalo lépése nagy valosziniiség szerint az aszkorbat matrixbol tortéend
kijutasa. Ezt bizonyitja, hogy a DHA redukcio eredményeként keletkezo aszkorbat
a matrixhoz képest jelentos késedelemmel jelenik csak meg az extramitokondrialis
terben (mitokondrialis membrankozti térben). Ahogyan arr6l korabban mar szo
esett a redukalt forma az aszkorbat mitokondridlis membrdnon keresztiili
transzportja meglehetdsen kis aktivitassal rendelkezd, lassu folyamat. Ezt
mérésekkel is alatdmasztotta (Szarka és mtsai 2013), az aszkorbat a matrixhoz
képest mintegy 30 perces késéssel jelenik csak meg a mitokondridlis
membrankdzti térben, tehat az oxidéacidja helyszinén. A 8. tézispontban szerepld
kertil6ut meglétét idokdzben oxigrafos mérésekkel ellendrizte. A dehidroaszkorbat
adagolasara csak igen kismértékii 1égzésgyorsulast tapasztaltunk komplex III.
blokk esetében, ami a redukdlt forma mitokondriumbdl torténd igen lassu
kijutasaval magyarazhat6 és 6sszevag azzal.

A Jelolt elfogadja, hogy a 10. tézispont masodik fele valoban feltételezésen alapul. Az
ozmoregulacids mechanizmus feltarasat megkezdte, sostressz esetében igazolta a szorbit
mitokondrialis képzddését, de részletesebb karakterizalasara valoban nem keriilt még sor.
A Jelolt elfogadja, hogy bar a tézispont mdasodik fele jelentds részben kisérletes
megfigyeléseken, megéllapitasokon alapul, de kis mértékben ezeket kapcsolatba hozo
feltételezéseket is tartalmaz, az alabbi indoklas szerint.

— Az ALR részt vesz a mitokondriumok biogenezisében és fenntartisaban. 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 kénnyen elképzelheto, hogy szintjének megemelkedése a p0 sejtek adaptiv
valaszanak egy része lehet, amely segit a MDNS-ben kodolt fehérjék kiesése
ellenére a mitokondridlis belsé membran integritasanak és a membranpotencial
megorzésében. A p0 sejtek esetében a mitokondridlis DNS-ben kodolt fehérjék
nem fejezddnek ki, mégis a mitokondriadlis belsd membran integritisa és a
mitokondrialis membranpotencidl megtartott marad, illetve a mitokondriumok
biogenezise is folytonos, amely megfigyeléseket szintén tobb fiiggetlen forrés
bizonyitott (Miranda és mtsail999, Holmuhamedov és mtsai 2003, Li és mtsal
1995)

— [gy az ALR a mtDNS hidnya, a mitokondridlis betegségekben és az dregedés sordn
elofordulo mtDNS mutaciok esetében is hozzdjarulhat a mitokondridlis funkciok
fenntartasahoz. Eredményei alapjan, az ALR a gépezet egy fontos alkotdja lehet, a
mtDNS' pedig fontos szabalyozo szerepet tolthet be az ALR fehérjeszintjének
szabalyozasaban. Az ALR szint megemelkedését a Jeldlt kizarolag az mtDNS
hidnyaban irta le. Mitokondridlis betegségekben €s oregedésben csak a mtDNS
hidnya, sériilése keriilt leirasra az ALR szint emelkedése nem. Az ALR szintet
eredményei szerint egyértelmiien megemelte a mtDNS hidnya, mas fiiggetlen
laborok pedig bizonyitottdk az ALR szerepét a mitokondrium fenntartasaban,
biogenezisében. Mindezekbdl kovetkeztetett arra, hogy mas mtDNS hianyos
allapotokban is szerepet kaphat az ALR a mitokondriumok fenntartasaban,
biogenezisében.

A nyilvanos vitara kikiildott bizottsag az aldbbiakban foglalja dssze a kérelmezo uj
tudomanyos eredményeit.
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tézis: Megallapitotta, hogy a novényi mitokondrium mind az aszkorbatot, mind a
dehidroaszkorbatot (DHA) felveszi. Enzimes ¢és nem enzimes oxidaloszerek
fokozzak a felvett C-vitamin mennyiségét, tehat az oxidalt forma, a DHA felvétele
preferalt. A transzport id6- és homérsékletfliggd, telitési kinetikdt mutat és
specifikus gatloszerekkel gatolhatd. Mindezen sajatsagok alapjan kijelenti, hogy a
felvétel, fehérje medialt transzport.
tézis: Kimutatta, hogy a ndvényi mitokondrium, a DHA transzport mellett,
kétiranyu, idé és homérsékletfiiggd, specifikus gatloszerekkel gatolhato gliikkoz
transzportot is mutat. A GLUT gatldszer genistein, DHA ¢és gliikkdz transzportra
gyakorolt erds gatld hatasa, illetve a gliikoz, DHA transzport esetében tapasztalt,
gatlo hatdsa arra utal, hogy a két molekula ugyanazon transzporter ligandjai
lehetnek. A mitokondrialis DHA és gliikkoz transzport mitoplasztok esetében is
megfigyelhetd, tehat a belsé membranban lokalizalt transzporter medidlja, amely
mukodése a mitokondrialis membranpotencialtol (1€gzéstol) fliggetlen.
tézis: Igazolta, hogy a mitokondridlis elektrontranszfer lanc részt vesz a DHA
mitokondridlis redukcidjaban. Légzési szubsztratokkal és gatloszerekkel végzett
kisérletek alapjan a 1égzési elektrontranszfer lanc-fiiggé DHA redukci6 helyszine a
mitokondrialis matrix, elektrondonora a komplex II. Komplex II szubsztrattal
millimolos aszkorbat koncentracié érhetd el a mitokondridlis matrixban. A
matrixban a DHA redukcid soran keletkezett aszkorbat kijut a mitokondriumbol és
a membrankdzti térben hozzdjarul a komplex IV elektronellatdsdhoz, amelynek
fontos szerepe lehet stresszhelyzetben a névények életképességének fenntartasaban.
Eredményei alapjan kijelenthetd, hogy a ndvényi mitokondrialis 1égzési
elektrontranszfer lanc nemcsak a C-vitamin bioszintézisében, hanem a (DHA-bol
torténd) reciklalasaban is fontos szerepet jatszik.
tézis: Meghatarozta a komplex II és a glutation (GSH) fiiggd folyamatok
mitokondridlis DHA redukcidhoz vald hozzdjaruldsanak mértékét novényi
sejtekben. A mitokondridlis DHA redukcidhoz a GSH fiiggd folyamatok mintegy
20%-ban jarulnak hozza, mig a komplex II fiiggd redukcio ettdl lényegesen
nagyobb mértékli. Ezek alapjan megaéllapitotta, hogy a mitokondrialis
elektrontranszfer lanc szerepét a mitokondrialis aszkorbat reciklalasban eddig
jelentdsen aldbecsiilték.
tézis: Kimutatta, hogy a mitokondrialis III-as komplex mutans ppr-40 ludfiiben, a
I1l-as komplexnél bekdvetkezd elektron aramlési blokk, csokkent mértékli 1€gzést
(elektrontranszfert) okoz, amely egy kompenzacidos mechanizmust indit el. A
kompenzacidés mechanizmus eredményeként fokozodik a IV-es komplex (citokrom
c oxidaz, CCO) és az alternativ oxidaz (AOX) aktivitésa, illetve jelentés mértékben
megno a [V-es komplex alternativ elektrondonoraként viselkedd aszkorbat fogyasa.
gy az aszkorbat nemcsak antioxidansként, de az alap anyagcsere részeként is
hozzéjarul a (komplex III) sériilt novények életképességének ndveléséhez.
tézis: Kimutatta, hogy a ppr-40 névényeket mind mitokondrialis, mind sejtszinten
joval alacsonyabb és oxidaltabb C-vitamin szint jellemzi a vad tipusu névényekhez
folyamat, az aszkorbat-glutation ciklus minden enzimének aktivitasa megemelkedik
a ppr-40 mutans novényekben és az azokbol izolalt mitokondriumokban. A ciklus
enzimeinek emelkedett aktivitasa egylitt jar a redukciohoz elektronokat szolgéltatd
(elektrondonor) GSH mitokondridlis szintjének emelkedésével a mutans
novényekben. A C-vitamin bioszintézis utolso 1épését katalizalo, mitokondrialis L-
galaktono-1,4-lakton dehidrogenaz enzim mRNS szintje nem valtozik meg a ppr-40
mutans ndvényekben, azonban aktivitisa mintegy 25%-kal megemelkedik,
feltehetden az oxidaltabb redox allapotl elektronakceptor citokrém c¢ miatt. A ppr-
40 novényekben mérhetd jelentdsen alacsonyabb teljes C-vitamin szint €s a még
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jelentdsebb mértékben csokkent és oxidaltabb mitokondrialis C-vitamin szint azt
jelzi, hogy a megndvekedett regeneracidos és szintetikus kapacitas is kevésnek
bizonyult a Ill-as komplexnél bekdvetkezd elektronaramlasi blokk kovetkeztében
kialakul6 oxidativ stressz és fokozott aszkorbat fogyasztds kompenzalasara.

tézis: Kimutatta, hogy novényi sejtekben a plazmamembranon keresztiili C-vitamin
transzport esetében linedris Osszefiiggés van a kiilsé inkubacios kozeg DHA
tartalma és a transzportra keriild6 DHA mennyisége kozott, amely egyértelmiien
bizonyitja a sejtek, a C-vitamin oxidalt formaja, a DHA iranyaba mutatott
transzport preferenciajat. 100-szoros gliikéz és 10-szeres DHA felesleget
alkalmazva sem mutathat6 ki kompeticio a két anyag plazmamembranon keresztiili
transzportja kozott. Ez, valamint az eltéré inhibiciés profil bizonyitja, hogy a
novényi sejtekben két kiilonb6zo tipust nagy affinitasi DHA transzportrendszer
létezik: a mitokondridlis, amely nagy valdsziniiség szerint hasonldé a gliikéz
transzporterekhez, illetve a plazmamembranban talalhato, amely egyértelmiien
kiilonbozik a gliikéz transzporterektol.

tézis: Kisérletesen igazolta, a ndvényi mitokondriumban egy aszkorbat/DHA redox
parbol allo komplex III-at megkeriil6 elektrontranszfer ut 1étezését. A keriiléut
limitalo 1épése nagy valosziniliség szerint az aszkorbat matrixbdl torténd kijutdsa.
Ezt bizonyitja, hogy a DHA redukcié eredményeként keletkezd aszkorbat a
matrixhoz képest jelentds késedelemmel jelenik csak meg az extramitokondriélis
térben (mitokondrialis membrankozti térben).

tézis: Kimutatta, hogy a novényi mitokondriumban invertaz aktivitas talalhat6. A
mitokondrium szubfrakcionalasat kovetden megallapitotta, hogy az invertaz
aktivitas (a matrix markerenzim fumarazzal egyiitt) a mitokondrialis matrixhoz volt
egyértelmiien kothetd. Az enzimaktivitds pH optimuma, kinetikai paraméterei,
valamint inhibitor profilja alapjan az Ujonnan leirdsra keriilt enzim a neutralis
invertazok csaladjaba sorolhato.

tézis: Igazolta, hogy a mitokondrialis invertdz aktivitas kiszolgalasara kétirdnyu,
telithetd, valamint mitokondrialis membranpotencialtol fliggetlen szachar6z, glukoz
¢és fruktoz transzport taldlhatdé a mitokondrialis belsd membranban. A kiilonb6zo
kinetikai paraméterek, valamint a kereszt-gatlas hianya arra utalnak, hogy a
transzportfolyamatokat harom egymastol fliggetlen transzporter medialja.

tézis: Kimutatta, hogy az emlés mikroszomalis membranon keresztiil kétiranyu
FAD transzport bonyolodik. A transzport a mitokondridlis FAD transzport gatld
atraktiloziddal, illetve az anion transzporter gatld 4,4’-Diizotiociano-2,2’-stilbén
diszulfonsavval gatolhato. A FAD felvétel atraktiloziddal torténd gatlasa
megakadalyozza a FAD kivaltotta fehérje tiol oxidacidt, amely igazolja a FAD
szerepét a fehérje tiolok oxidacigjaban emlds mikroszomalis vezikuldk esetében.
tézis: lgazolta, hogy in vivo acetaminofen (APAP) és butionin-szulfoximin (BSO)
kezelés hatasdra a mikroszomalis GSH szint markansan csokken. A redukalt GSH
¢és fehérje tiolok részaranya APAP kezelést kovetéen 1ényegesen alacsonyabbnak
bizonyult, a BSO kezelés ugyanakkor a mikroszomakban lényeges mértékben nem
véltoztatta meg a redukalt/teljes GSH ardnyt. APAP kezelés hatdsara jelentds
mértékben megnodvekedett az apoptotikus sejtek szama, azonban a nekrdzis
mennyiségileg joval jelentdsebb mértékii volt.

tézis: Kimutatta, hogy a nekroptozis €s az apoptdzis mellett egy harmadik
programozott sejthalal tipus, a ferroptozis is szerepet kap az APAP kivaltotta
sejthalél folyamataban primer egér majsejtekben. Eredményei alapjan a ferroptozis
gatloszer, ferrostatin-1  véddhatdsa, nem a csokkent APAP-NAPQI
metabolizmusbdl €s nem a megvaltozott GSH-val torténd NAPQI konjugéciobodl
fakad. Az APAP kivaltotta sejthalal folyamatat gatolta a C- és E-vitamin. A C-



15.

16.

vitamin, valamint a C- és E-vitamin kombinaciojanak véddhatasa meghaladta a
kizar6lag onmagaban adagolt E-vitaminét.

tézis: Kimutatta, hogy a mitokondrialis DNS hidnyanak hatdsara, a mitokondrialis
oxidativ folding apparatus fontos eleme, az ALR (Augmenter of Liver
Regeneration) fehérjeszintje jelentdés mértékben megnd. Az ALR mennyisége nem
mutatott valtozast a sejtek 1€gzési komplex gatld €s szétkapcsolo szerekkel torténd
kezelésére, ezért az ATP, illetve ROS szintek ALR fehérjeszintet szabalyozo
szerepe nem valdszind.

tézis: A GLUT (SLC2), illetve az SVCT (SLC23) transzporter csaladok in silico
lokalizaciojanak vizsgalataval megerdsitette a GLUT1 és az SVCT?2 transzporterek
mitokondrialis lokalizacidjat, ugyanakkor megkérddjelezte a GLUT10 mitokondrialis
jelenlétét. Ezen tal valdszinisiti két ujabb, GLUT csaladtag, a GLUT9 és a GLUT11
mitokondrialis elhelyezkedését, illetve felveti DHA transzportban valo részvételiiket.



