Opponensi vélemény Szarka Andras ,,Vizoldhato antioxidansok kéz a kézben: C-vitamin
és Glutation” cimi MTA doktori értekezésérol

Készitette: Prof. Biro Gyorgy, az orvostudomany doktora

A munka a Budapesti Miiszaki ¢és Gazdasagtudomanyi Egyetem Vegyészmérnoki ¢&s
Biomérnoki Kar Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszer-tudoméanyi Tanszéken késziilt,
alapjaban kémiai targyu. Ennek ellenére birdlatomat, szakteriiletemnek megfelelden,
orvostudomanyi, illetve taplalkozdstudomanyi szempontok alapjan allitottam 0Ossze, mert a
téma interdiszciplinaris €s a szerzo is részletesen foglalkozik a human vonatkozasokkal.

Az értekezés bevezetése — ami az olvasod szamara ,,captatio benevolentiae” — Szent-Gyorgyi
munkassagat végre a maga valosagaban mutatja meg €s nem a gyakran tudoményos igényii
munkakban is megjelend banalis leegyszeriisitésben a C-vitamin ,,felfedezésérdl”. A munka a
tovabbiakban sem okoz csalodast. A téma irodalmi elézményeit, a kutatasok jelenlegi allasat,
az elért eredményeket, a timpontként szolgald evidencidkat bemutaté rész atfogdan és nagyon
vildgosan mutatja meg a jelolt tdjékozottsagat. ElsOként a ndvények birodalmaval foglalkozik,
bemutatja a C-vitamin ndvényi szintézisét, az aszkorbinsav alapvetd funkcioit a ndvényekben,
az antioxidans hatast, a fotooxidans stresszhez kapcsolodd funkciot, az enzim kofaktor
szerepet, a novényi szovetek, sejtek fejlodésének elomozditasat. Kitér a C-vitamin
mennyiségére a kiilonb6z6 novényekben, az aszkorbinsav-glutation kapcsolatra, a C-vitamin
rekuperdlasara” és transzportjara.

A szerzO globalis szemléletének kifejezodéseként ezutan az emlds allatok, illetve az emberi
sejtek C-vitamin felvételét, transzportjat targyalja. Ehhez a teriilethez kapcsoldddan érdemes
lett volna érinteni a biologiai felhasznalhatosagot (bioavailability), mint a témakor Iényegi
punctum saliens-ét.

A glutationnal az aszkorbinsavhoz hasonld struktaraban ismerkedhetiink meg: glutation a
novényi sejtekben, kémiai jellegzetességei, bioszintézise, funkcidi (antioxidans, kén-
anyagcsere, szerepe a novény fejlodésében). A kovetkezokben foglalja Ossze a glutation
bioszintézisét emlds sejtekben, kozremiikodését az antioxidativ, illetve redox folyamatokban.
Héarom kisebb fejezet a fotémahoz lazabb szalakkal csatlakozd, de mindenképpen fontos
jelenségre hivja fel a figyelmet: a programozott sejthalal (apoptozis) és az oxidativ-
antioxidativ folyamatok kapcsolatara, a redukalt glutation és a glutation-diszulfid, valamint
dehidroaszkorbatra, mint elektron-akceptorra.

A kisérleti modszerek leirasa foglalja el az értekezés kovetkezd mintegy 20 oldalat.
Véleményem szerint minden tudomanyos munkanak a szinvonalat, értékét nagyon pontosan
jelzi az alkalmazott metodika bemutatasa. A leirdsnak ki kell terjednie valamennyi eljarasra,
azoknak minden részletére olyan mértékig, hogy adott esetben a vizsgalat egy masik kutatod
szamara azonos feltételek mellett megismételhetd legyen. Az értekezés messzemenden eleget
tesz ennek a kovetelménynek. A munka eddig is alkalmazott felépitésének megfeleld eldszor a
novények termesztésérél, majd a novény sejtkulturak fenntartdsarél informal. Az
allatkisérleteknél az allatok beszerzésétél kezdve, a sejtfenntartason, a sejtvonalak
létrehozasan és fenntartdsdn at a mitokondriumok és a mikroszoma izolaladsaig mindenrdl
kelld részletességgel értesiiliink. A mérési modszerek szabatos leirasa a kis molsulya anyagok
gyorssziréses eljarasaval kezdddik, folytatédik az aszkorbat és glutation koncentracidjanak,
az invertaz ¢és fumardz aktivitasdnak meghatdrozasaval. Mérte a fehérje tiolokat, a
mitokondridlis 1€gzést, az aszkorbil gyokot, a sejtek €letképességét, pusztulasat, dehidrogenaz
aktivitast €s expressziot, enzimek aktivitdsat (citokrém-c, reduktdzok, peroxidaz,
mitokondridlis oxidativ folding enzimek), fehérje koncentraciot, C-vitamin mitokondrialis
transzportereket, C-vitamint ¢lelmiszerekben.



A metodikai rész kelléen komplex, igencsak minden részletre kiterjedd. Azonban nincs
tajékoztatas arrol, hogy az egyes modszereknek mik voltak az el6zményei, mikor, ki vagy kik
alkalmaztak, validaltdk ezeket. Nem valdszinli, hogy valamennyi eljarast a szerz6 maga
alakitotta ki, azonban ekkor is szlikséges lenne utalni a validitasra. Miért hidnyoznak ezek az
adatok?

A kovetkezd fejezet demonstralja a sajat vizsgalatok eredményeit mintegy 50 oldalon, 21
tablazatban ¢és 37 éabran. A ndvénybioldgiai megfigyeléseknél altaldnosan alkalmazott, a
kaposztafélékhez tartozd ludfiivel (Arabidopsis) torténtek a kisérletek. Ennek a névénynek a
kiilonleges tulajdonsdga igen kis méreti genomja, amely lehetéséget adott arra, hogy
genomjanak strukturjat mar 2000-ben, elsd novényként tisztazzak. Ugy tiinik, hogy a
névényi mitokondriumnal az oxidalt dehidroaszkorbat (DHA) transzportja dominal, amely
fehérje medialta folyamat, de nem zarhat6 ki, hogy intramitokondridlisan oxidalodik az
aszkorbat ¢s ezért az erre specifikus transzporter 1étezése vitathato. A gliikoz és a geniszteint
gatolja a DHA mitokondrialis felvételét. Tanulmanyozta a DHA ¢és a gliikoz transzportjanak
Osszefiiggését, gatlasat, a mitokondridlis 1égzés hatésat, felvételiiket — az aszkorbattal egyiitt
— a mitoplasztoknal. Az aszkorbat és a gliilkéz kolcsonhatasanak tisztazasa azért is fontos,
mert van olyan kozlemény, amely szerint a sz6l6cukor olyan mértékben gatolja az aszkorbat
profilaktikus effektusat, hogy az étrend alapjat hus, zsir és bels6ség képezze, mert ezekbol
elegendé C-vitamin keriil az ember szervezetébe és hidnyzik a gliik6z kompeticid (Clemens
Zs, Toth Cs: Vitamin C and Disease Insight from the Evolutionary Perspective. J Evolution
and Health. 2016;1:Iss. 1, Article 13; DOIL: 10.15310/2334-3591.1030). Mi errdl a jeldlt
véleménye?

Erdekesek a novényi mitokondriumban bekovetkezé elektrontranszfer kapcsolata a DHA
redukciojaval, amely fontosabb jelenség, mint ahogyan eddig altalaban gondoltak. Kimutatta,
hogy a novényi sejtekben kétféle DHA transzportrendszer van, az egyik mitokondrialis és a
gliikoz-transzporterhez csatlakozik, a masik az eldbbitdl kiilonbozik, és a plazmamembranban
foglal helyet. A mitokondridlis elektrontranszfer az aszkorbat bioszintézisében és
matrixban invertaz aktivitds mutathat6 ki, ez a neutralis invertaz jellemz6it mutatja, egyebek
kozott neutralis invertdz inhibitorokkal gatolhatd. Vizsgalatai alapjan valdszintinek latszik,
hogy a cukrok transzportja és az invertaz kozott funkciondlis kapcsolat van, ami eldsegitheti a
novényben az ozmotikus stressz elviselését, gyakorlatilag noveli a szarazsagtiird képességet,
nemkiilonben a 1égzés piruvat ellatasat. Ennek a lehetdségnek a részleteit azonban még tovabb
kell vizsgalni.

Az irodalmi és sajat kisérletekbdl osszegytilt jokora és helyenként bizonytalansdgot tiikrozo
adattomeg rendszerezésére ¢és értékelésére szadmitogépes programokat alkalmazott. Ezek
segitségével végzett becsléseket a mitokondrialis transzporter fehérjék mitokondrialis
elhelyezkedésére, a GLUT membran-transzporter csaldd (amelyet az SLC2 gén kddol),
valamint az SLC23 human géncsaladd natriumfiiggé SVCT1 (’sodium vitamin C transporter’)
¢s SVCT2 C-vitamin-transzportereinek mitokondridlis lokalizacidjara. Ezek értékelése
alkalmat teremt az enzimek mitkddését meghatarozé faktorok bemutatasara, illetve meggy6z6
hipotézisek felallitdsara, kiilonos tekintettel a mitokondridlis aszkorbat transzporter
mikddésére. Eredményesen tanulmanyozta a flavin-adenin-dinukleotid felvételét, szerepét a
diszulfid kotések kialakuldsaban, gatlasat ¢s fehérje-medidlta transzportjat, ennek
jellegzetességeit. A fehérjék térbeli, harmadlagos struktiraja szorosan kapcsolodok a fehérje
funkciojahoz. Eppen ezért fontosak azok a megfigyelések és kovetkeztetések, amelyek a
mitokondridlis oxidativ foldingra irdnyulnak, milyen folyamatok zajlanak le a diszulfid-
regenerald rendszerben a mesterségesen 1€gzési elektrontranszferlanc hianyos, mitokondrialis
DNS-tdl megfosztott sejtekben. A kapott eredmények arra utalnak, hogy a mitokondrialis



DNS fontos feladatot lat el a méajregenerald fehérjék szintjének szabalyozdsaban ¢és ez a
fehérje hozzajarulhat a mitokondralis funkciok fenntartasdhoz.

A munka zarasaként a redukalt glutation bioszintézisét és szintjét analizalta. A hidny
produkalashoz BSO-t, azaz y-glutamilcisztein szintaz gatlé butionin sulfoximin (a roviditések
jegyz€kébdl a BSO kimaradt) és acetaminofent (APAP) alkalmazott allatkisérletekben.
[Megemlitem, hogy a 43. dbra A részében hianyzik a jelmagyarazat (a fehér és sziirke
oszlopok jelentése), ez csak a 44. abranal lathat6.] Az APAP okozta méjkarosodast egy nikotin
amidoximin szarmazék (BGP-15) adasa az endoplazmas reticulumban a redox valtozasokat
nem mérsékelte, de a kisérleti allatok a nekrotikus sejtelhalds ellenére életben maradtak. Az
acetaminofen okozta majsejthalal folyamatdban a ferroptozis szerepet jatszhat. Ennek
antioxidans kivédésében a C- és E-vitamin, valamint a glutation egyiittes hatast fejt ki, hiszen
ebben a triumviratusban kolcsonds reciklalas lehetséges, az aktivitds megtarthato.

Az orvostudomany vonatkozasaban az értekezés mindhdrom fOirdnya az elmélet és a
gyakorlat szamara egyarant értékes adatokat szolgaltat. Az aszkorbinsav bioszintézise a
novényekben, a lezajlo biokémiai folyamatok jellege és lokalizacidja egyarant Iényegesek a
folyamatosan aktudlis C-vitamin problémak tisztazasaban. A fehérjelancoknal a kén szerepe, a
tiol-csoportok oxidacioja diszulfid-kotésekké, mindennek Gsszefiiggése az elektronaramlassal,
a sejtlégzéssel alapvetd humanbiologiai kérdés. Hasonlo jelentésége van a human fizioldgia
¢s patofizioldgia szadmara az el6zokben emlitett komplex antioxidativ rendszer struktarajanak,
kolcsonhatasainak és funkcionalis jellemzdinek.

Az opponens nem hagyhatja emlités nélkiil az értekezés kivald megjelenését: a remekiil
szemléltetd, jol attekinthetd szerkezetli abrakat, tablazatokat és nem utolsé sorban a szinte
hibatlanul leirt, tomor, 1ényegre torekvd, markansak egyszerli, de mindig vildgos, remekiil
érthetd szoveget.

Az eldzbek alapjan, orvosbioldgiai vonatkozasban a kovetkezdket tekintem 1 tudomanyos
eredménynek:

» A novények mitokondriadlis dehidroaszkorbinsav felvétele, transzportja, a
mitokondrialis elektrontranszfer szerepe ennek redukcidjaban, befolydsa a reaktiv
oyigénvegyiiletek keletkezésére (Tézisek 4/1, 2, 3, 7, 8 pont).

» A mikroszomalis GSH, illetve redukalt GSH szint valtozasa kémiai kezelés
kovetkeztében és ennek hatdsa a sejtek apoptdzisara, nekrézisara, valamint a
ferroptdzis jelentdsége, e jelenségek befolyasoldsa C-vitaminnal (Tézisek4/11, 12, 13
pont).

Az értekezé€s vitara bocsatasat ajanlom.

Budapest, 2017. januar 31.
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