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Az értekezés részei, témaja és formai jellemzéi

Dr. Csala Miklés disszertacidja 43 angol nyelvii kozleményén alapul. Atlagosan ezek impakt-
faktor értéke 3,6, szerzdinek szama pedig 6.

Az értekezés 194 oldalas. Két {6 része a 46 oldalas Bevezetés és a 74 oldalas Eredmények és
kivetkeztetések c. fejezet. Ezeket rovid eldszo, célkitiizések, modszer-leirds és dsszefoglalas,
valamint egy terjedelmes hivatkozasi jegyzek egésziti ki. Az olvaso tajékozodasat segitik a
tartalom-, a rovidités-, valamint az abra- €s tablazat-jegyzékek. A disszertacid lényeges
tartozékai még a bevezetésbe €s a modszerekbe foglalt 10 magyarazo abra, €s az
eredményeket bemutatd 50 — tobbnyire 9sszetett szerkezetli — dbra és 14 tablazat.

Az értekezés témdja 1ényeges €s idoszerl. Az endoplazmas retikulumban folyd két fontos
folyamat mechanizmusait kutatja. Ezek egyrészt az oxidativ fehérjeérést — a fehérjék
diszulfid-hidjainak kialakulasat — szolgald mechanizmusok, masrészt pedig az endoplazmas
retikulum lumenében a NADPH kinalatat fenntart6 és — tébbek kozott — a kortizonnak aktiv
kortizolla torténd atalakulasat biztosité mechanizmusok. Eredményei valoszinisitik, hogy az
oxidativ fehérjeérés zavara kovetkeztében kialakuld endoplazmas retikulum stressz (pl. C-
vitamin hianyban), valamint a taltaplalas kovetkeztében fellépd NADPH és kortizol tulkinalat
szerepet jatszhat a metabolikus szindréma €s a 2-es tipust diabetes kialakuldsaban, amelyek
korunk népbetegségei a fejlett vilagban. Kisérleteibdl az is kérvonalazddik, hogy varhatéan
milyen irdnyd farmakologiai beavatkozasokkal befolyasolhatjuk majd kedvezden ezeket a
korfolyamatokat az endoplazmads retikulum szintjén.

A dolgozat szerkezete vilagos ¢€s logikus, kivitele esztétikus. A mondanivalé megfogalmazasa
olvasmanyos, érthetd és szemléletes. Stilusa példas. A szerz6 a komplex jelenségeket és
koncepciodkat is drnyaltan, az esetleges ellentmondasaikat feltarva mutatja be. Térekszik az
idegen kifejezések elkeriilésére és a magyaros irasmodra. Az illusztraciok attekinthetdk, és a
tomor abramagyarazatok ellenére is értheték. Ugyanakkor az a tény, hogy az értekezés
minden eredményét publikaltak, lehet6ve teszi a modszerek, adatok €s értelmezések bévebb
megismerését az idézett eredeti kézlemények elolvasasaval.

Tartalmi észrevételek és kérdések

1. A bevezetésben szerepld Biotranszformacié cimi alfejezet néhany allitdsa elnagyolt. Ilyen
pl. hogy a biotranszformacio a xenobiotikumokat kitiriti (44. old. 1-2 sor). Helyesen a
biotranszformacio a xenobiotikumokat atalakitva ,kémiailag” elimindlja. Kitirités alatt
helyesebb exkréciot érteni (amely egy vegyiilet eliminaciojanak ,,fizikai” modja). Lejjebb az
olvashatd, hogy szteroid hormonok hatastalanitasa (t6bbek kozott) glutationnal vald
konjugécidval torténik. Ez tilzott altalanositasnak latszik, hiszen ez bizonyara csak az
osztrogének un. katekol-metabolitjaibdl képzddd kinon-metabolitjaira vonatkozhat.



2. Az 55. oldalon irtakat kiegészitem: A dehidroaszorbatot redukalé enzimek kdzott — a
felsoroltakon kiviil — megemlitheté még a glutation transzferaz-omega is (kiiléndsen a
GSTO2-2), amely egy glutation-fiigg6 dehidroaszkorbat-reduktaz [1].

3. A disszertacidban leirt kisérletek alahtizzak az ER lumenében talalhat6 hex6z-6-foszfat-
dehidrogenaz (H6PD) szerepét a NADPH-kinalat és a kortizon-redukci6 fenntartasaban.
Felmeriil ugyanakkor a szintén NADPH termel6 izocitrat-dehidrogenaz (ICDH) hasonld
szerepe is, hiszen éppen a jeldlt kollégai mutattak ki, hogy az ICDH is megtalalhat6 a patkany
majabol izolalt ER lumenében [2]. Ezért kérdezem, hogy tdmogatja-e a mikroszémahoz adott
izocitrat a kortizon kortizoll4 torténd redukcidjat — mint ahogy a mikroszémahoz adott G6P
teszi (1d. 108. oldal, utolsé bekezdés). Ha igen, lehet-e a mikroszomalis ICDH altal tamogatott
kortizon-aktivalasnak is patobiokémiai jelentosége.

4. A disszertacié 131-141. oldalain a szerz6 bemutatja, hogy a metirapon és az
epigallokatekin-gallat (EGCQG) gatoljak a kortizon mikroszomalis redukcidjat kortizolld in
vitro. Csala dr. a kovetkezé meggydz6 magyarazatot kinalja a metirapon géatlo hatasara: a
metirapont a 113-hidroxiszteroid-dehidrogendz (vagy mas enzim) metirapolld redukalja;
ekozben NADPH hasznalodik fel és NADP termel6dik, a keletkez6 NADPH hiany és NADP
tobblet pedig nem a kortizon redukcidjanak, hanem a kortizol oxidacidjanak kedvez. A jelslt
azonban (mikdzben bizonyos mechanizmusokat kizdr) nem magyarazza meg az
epigallokatekin-gallat kortizon-redukciot gatlo hatasanak modjat. Ezért most erre teszek
kisérletet és azt kérem, hogy Csala dr. irodalmi ismeretei és a vegylilettel folytatott kisérletek
tapasztalatai alapjan értékelje a kovetkezo feltételezett mechanizmust. Az epigallokatekin-
gallat egy polifenol, amely oldatban auto-oxidaloédni képes, akar mar a tesztoldat
elkészitésétol kezdve. Az auto-oxidacio egyik terméke az epigallokatekin-gallat kinon
forméja [3-5]. Kinonokat NADPH-val miikdd enzimek (pl. az ER-ban lokalizalt
dehidrogenéz-reduktaz DHRS7 [6]) képesek hidrokinonokka redukalni. Ha az
epigallokatekin-gallat oldat valoban tartalmaz kinont is (vagy kinon képzodik az inkubacio
soran), amely az ER-ba jutva (talan az UDP-GA/glukuronid transzporteren 4t) enzimatikusan
NADPH segitségével redukalhaté, akkor az EGCG alkalmazasakor ugyanaz a kivetkezhet be,
mint amit a metirapon esetében a szerzo joggal feltételez: az epigallokatekin-gallat kinonjat
egy enzim hidrokinonna redukalja, mikézben NADPH hasznalodik fel és NADP termelddik.
A keletkez6 NADPH hidny és NADP tébblet pedig nem a kortizon redukcidjanak, hanem a
kortizol oxidacidjanak kedvez. Kérdésem: Mely érvek cafoljak és melyek tamogatjak ezt a
feltételezett hatdsmodot?

5. Az antidiabetikus gydgyszer metformin patkany inzulinéma sejteken csdkkentette palmitat-
indukalt ER-stresszt, és a kapcsolt UPR-jelenségeket (57-60. abra), valamint az apoptdzist
(56. abra). Hianyolom azonban azt, hogy miutan a szerzé bemutatja a metformin ezen
hatdsait, nem kinal mechanisztikus magyarazatot (hipotézist), pedig ilyen talalhat6 az
irodalomban. A metformin ugyanis képes aktivalni az AMP-aktivalt protein kindzt [7; és a
benne 1év6 hivatkozasok]. Ez magyarazza részben a metformin kedvezd hatdsat
cukorbetegségben, hiszen igy a szer mérsékli a glukdztermelést — mégpedig egy represszor
fehérje (az SHP) indukcidjan &t — fontos enzimek (PEPCK, G6P4az) expresszidjanak
csokkentésével (lasd a hivatkozott cikket). Masrészt, az AMPK aktivalasa az mTOR-kindzon
keresztiili jelatvitel lassulasaval jar, ami csokkenti fehérjék transzlaciojat az ER-ban és noveli
az id6legesen tapanyagkinalatot biztositd autofagiat a sejtben. Feltehetd, hogy az utdbbi
effektusok — amennyiben metformin hatasara bekovetkeznek a patkany inzulinéma sejtekben




is — magyarazhatnak a gyogyszernek az értekezésben bemutatott, ER-stresszt és apoptozist
mérséklo hatasait. Kérem a jelSltet, hogy elemezze ezt a felvetést €s azt szembesitse
tamogato, vagy éppen cafolo kisérleti megfigyeléseivel, ha vannak ilyenek.

Formai észrevételek
1. Az elirasok ¢s eltitések szdma minimalis; ilyent csak a kovetkezd 7 helyen talaltam.

- 34, old., 9. sor: ,,megtalalhatd” helyett megtalalhatok

- 109. old., 2. bek.: ,,glukdz-6-oszfataz-f helyett glukoz-6-foszfataz-[3

- 113. old., 3. sor: ,,glutation-dehidrogenaz” helyett ,,glutation-reduktaz”

- 118. old., 2. sor: ,,NAD"-specifikus glukz-6-foszfataz” helyett NAD-specifikus glukoz-6-
foszfat-dehidrogenaz

- 140. old.: Az 55. 4dbra cime nem teljes; hianyzik beléle az EGCG emlitése

- 144. old.: Az 58. abra alatti §§§ és *** jelek nem szerepelnek az dbraban

- 181. old.: a 331. hivatkozas cimébe furcsa karakterek kertiltek.

2. A 362 tételes irodalomjegyzékben a szerzo egységes tipografiat kovet a folydiratok
roviditett cimének formazasaban egészen a 120. hivatkozasig. Azutan azonban ezt a dicséretes
fegyelmet feladja; nem néhanyszor, hanem legalabb 100-szor. {gy példaul a Journal of
Biological Chemistry nem csak szokasosan roviditve fordul elé (mint pl. a 14. hivatkozéasban),
de teljes néven is, de gy is két valtozatban (lasd pl. a 177. és 272. hivatkozasokat). Mas
esetekben a folyoirat hosszu alcime is kiveti a cimét (pl. a 196., a 218. és a 283. cikkekben).
Kar volt az egyébként szép ¢s a gyakorlatilag hibatlan kidllitdsti munkaban ilyen kénnyen
elkertilheto éktelenségeket hagyni!

Az értekezés uj tudomanyos eredményei

Az értekezés szamos Uj publikalt eredményt mutat be. Ezek koziil tobb megerdsiti és
kiegésziti a szakirodalomban olvashato tedridkat — pl. az oxidativ fehérjeérés
mechanizmusarél, valamint a glukéz-6-foszfat transzporter — hex6z-6-foszfat-dehidrogenaz —
11B-hidroxiszteroid-dehidrogenaz altal alkotott triad Gsszekapcsolt mitkddésérol. Ezért itt
csak a legfontosabb 1j eredményeket emelem ki.

1. Az értekezés bemutatja, hogy az ER lumenében a tiol-diszulfid redox rendszer viszonylag
oxidalt, a NADPH-NADP redox rendszer pedig dontéen redukalt allapotban van. Az oxidativ
fehérjeérés és a NADPH-igényes kortizon-redukcié folyamatai metabolikusan elkiiloniiltek,
egymast nem befolyasoljak. A két rendszer funkcionalis elvalasztasat az biztositja, hogy az
ER-ban nem talalhaté meg a glutation-reduktdz enzim.

2. Dr. Csala Miklos €s munkatarsai kisérleti eredményeik alapjan kidolgoztak egy modellt az
aszkorbat szerepérél az oxidativ fehérjeérésben. Eszerint az aszkorbat az ER-hoz kiviilrél
kapcsolodo aszkorbat-oxidaz hatasara dehidroaszkorbatta oxidalodik, majd az ER-ba
transzportalodva, a protein-diszulfid izomeraz (PDI) oxidalasaval tAmogatja a fehérje-tiolok
oxidacidjat diszulfidokka. Az ER kiils6 felszinén végbemend aszkorbat-oxidacié reaktiv-
oxigén intermedierek képzddésével is jar. Ezek az intermedierek (ROS) az ER lipid-



membranjaba oldott a-tokoferol (E vitamin) kézvetitésével hozzajarulnak a fehérjetiolok
aszkorbat altal eldidézett oxidalédasahoz az ER lumenében.

3. A jelolt bemutatja, hogy a skorbutossa tett (aszkorbathianyos) tengerimalacok méjaban ER-
stressz alakul ki, feltehetéen azért, mert aszkorbat hidnydban az oxidativ fehérjeérés zavart
szenved, az éretlen fehérjek pedig kivaltjak az unfolded protein response (UPR) jelenségét, és
ehhez kapcsoltan a méajsejtek apoptozisat. Klinikai vizsgalataik szerint 2-es tipusu
cukorbetegek aszkorbinsav kezelése mérsékelte a glikalt hemoglobin aranyét a vérben, ami a
diabéteszes éllapot javulasanak egyik jelzéje. Kérdés marad azonban, hogy ez a hatas netan az
aszkorbatnak az inzulin-termelé B-sejtekben kifejtett, az ER-stresszt esetleg enyhito
effektusaval hozhatd-e Gsszefliggésbe.

5. A szerz6 demonstralja, hogy patkanyok éheztetése jelentosen csokkenti a majukbol
preparalt mikroszéméaban a NADPH koncentracidjat, illetve a NADPH/NADP aranyat,
tamogatva ezzel azt a kovetkeztetést, hogy a mikroszémalis NADPH-kinalat a tdpanyag-
bevitel fliggvénye. Ezzel 6sszhangban, ¢hezés hatasara csokkent a kortizonnak a
hormonalisan aktiv kortizolla torténé mikroszomalis redukcidja, amelyet a NADPH-igényes
11B-hidroxiszteroid-dehidrogenaz katalizal. Ez a fontos megfigyelés timogatja azt a nézetet,
hogy az ER NADPH-képz6 rendszere — a glukoz-6-foszfat transzporter és a hexdz-6-foszfat-
dehidrogenaz (H6PD) — tapanyagszenzorként mitk6dik, amely szabalyozza a kortizol
képzddését.

6. Csala dr. és tarsai azt is kimutattak, hogy a taplalékkal bevitt fruktdz is — frukt6z-6-
foszfatta alakulva — NADPH tulkinalatot okozhat az ER lumenében, ami kiiléndsen a
zsirszdvetben novelheti a kortizon redukcidjat. A fruktdz-6-foszfat ugyanis nem csak glukoz-
6-foszfattd izomerizalddva, a glukoz-6-foszfat transzporter kozvetitésével juthat az ER-ba,
hanem egy — a jel6lt és munkatérsai altal — igazolt (de eddig nem azonositott) sajat fruktoz-6-
foszfat transzporteren at is. Bar a frukt6z-6-foszfat transzporter a majmikroszémaban lassan
miikodik a gluk6z-6-foszfat transzporterhez képest, a zsirszoveti mikroszomaban sebessége
megkozeliti a glukdz-6-foszfat transzporterét. Azt is igazoltak, hogy az ER lumenében a
frukt6z-6-foszfat egy lumendlis (de még nem azonositott) izomeraz hatasara alakul at glukdz-
6-fosztattd. Ez aztan a hex6z-6-foszfat-dehidrogenazt mitkodtetve NADPH képzodést biztosit
a 11B-hidroxiszteroid-dehidrogendz altal katalizalt kortizol képzéshez, az igy fokozodo
glukokortikoid-hatas pedig hozzéjarulhat az elhizas €s az inzulinrezisztencia kialakulaséhoz.

7. Két sejttipust tanulmanyozva, a jelolt és szerzétarsai megallapitottak, hogy a sejtek
zsirsejtekke torténo differencialédasa soran megné a kortizoltermeld kapacitasuk exogén
kortizonbol. Megallapitottak, hogy ez a 11B-hidroxiszteroid-dehidrogenaz gén fokozott
transzkripcidjaval magyarazhato, ami a kodolt enzimprotein nagyobb mértékii képzddését
eredményezi.

8. Megallapitottak, hogy a kortizon kortizolla térténé mikroszomalis redukcidja (amely a 2-es
tipusu diabétesz és a metabolikus szindroma kialakuldsat és progressziojat elémozditd karos
folyamat) gatolhatd két vegyiilettel; ezek a metirapon és az epigallokatekin-gallat (EGCG).
Egyidejlileg ezek a szerek fokozzak a kortizol oxidaciojat kortizonna. Kimutattak, hogy
mindkét vegytilet igy hat, hogy néveli a NADP kinalatat a NADPH-kindlat rovasara.

9. Egér inzulinoma sejteken a jelolt bemutatta, hogy a hosszi szénlanc telitett zsirsav — a
palmitat — ER-stresszt és ennek kovetkeztében UPR jelenséget és apoptézist kelt. Az igy



eléidézett (lipotoxicitasnak nevezett) sejtkarosodas legtébb mutatdjat az antidiabetikus
gyogyszerként hasznalt metformin mérsékelte vagy normalizalta.

Allasfoglalas

Ertékelésem szerint a doktori munka tudomanyos eredményei feltétleniil elegendéek az MTA
doktori cim megszerzéséhez. Javaslom a nyilvanos vita kitlizését, és amennyiben a vitdban a
jelolt kielégité médon vdlaszol a felmeriild kérdésekre és kifogasokra, timogatom az MTA
doktora cim odaitélését.

Pécs, 2016. januar 28.

Orepea Ly

Dr. Gregus Zoltan
egyetemi tanar
az MTA doktora
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