Valaszok Dr. Siimegi Balazs biralatara
Altalanos megjegyzések

Kbszdndm a Biralbnak az alapos referalast a dolgozattal kapcsolatban, kérdései
ravilagitanak olyan kérdésekre, amelyekkel nem foglalkoztam kelld terjedelmben. Kiilén
k6szdndm dicsérd szavait az elészo fejezettel kapcsolatban, amelyben igyekeztem a teljes
tudomanyos munkat ésszefoglalni és a hipotézisek fejlddését bemutatni.

Valaszok a részletes biralatra

1. A mitokondrialis ADP ribozilaci6, ahogy a sajat kisérleteink is mutattak, egy
tobbszerepl6s folyamat, nem zarhatdé ki, hogy mas enzimkomplexek is részt vesznek
benne. A sirtuinok kdzul a SIRT3, -4 és -5 enzimek esetleges kapcsolodasa az altalunk
kimutatott NO-dependens mitokondridlis poli-ADP-ribozilaciés folyamathoz lehetséges,
kaléndésen mivel ismert, hogy a sirtuinoknak van NAD-fliggé transzribozilaciés aktivitasuk.
Arra is van irodalmi utalas, hogy a sirtuinokat az oxidativ stressz képes aktivalni, bar ezek
a megfigyelések nem kbzvetlen hatasokon alapulnak. Ez a két megfigyelés azonban
kalén-kidlén lett publikalva, ezért egyelére csak feltevés szinten lehet a kérdést
megvalaszolni. Egy késdbbi sajat munkaban mi is elkezdtik vizsgalni a sirtuinokat oxidativ
stresszben, de ez a munka mar tul messzire vezetett a jelen dolgozat targyatol, ezért
ezeket az eredményeket itt nem targyaltam (Rejuvenation Res. 2011 Dec;14(6):585-96).

2, A DLDH enzim harom mitokondrialis komplexnek is alkotéeleme, kdztik a piruvat
dehidrogenaz komplex, az elagaz6 lancu aminosav dehidrogenaz komplex és az alfa-
ketoglutarat dehidrogenaz komplex. A DLDH 6nmagaban nemigen hasonlit aktivitdsaban a
PAR enzimekhez, viszont a KGDH komplex egyutesen igen, hiszen ugyanugy fiigg a NAD/
NADH aranytol, ATP-t6l és kalciumtdl mint a PARP. Vizsgalatunkat ezért erre az enzim
komplexre fokuszaltuk. A Birald felvetése jogos, miszerint a vizsgalatokat ki lehetett volna
egésziteni a masik két komplex PARP-aktivitas mérésével, amellyel pontosabb képet
kaphattunk volna a DLDH szerepérél, ezen kisérletek elvegzésére sajnos nem volt
modunk.

3, A mitokondrialis preparatumok kontaminaciéjat minden esetben szem el6tt tartottuk az
eredmények értékelésekor. Ugyan soha nem lehetlink biztosak benne, hogy egy-egy
preparatum teljesen tiszta, és az eremdény a vélt enzim komplextél szarmazik, megfeleld
kontrollokkal ez j6l kezelhetd volt. Példaul a mitokondridlis NO és Karp kisérletekben
minden esetben teljes sejt lizatum kontrollokat is alkalmaztunk, és csak abban az esetben
vettik bizonyitottnak a mitokondridlis eredeti jelet, amikor az a teljes sejt lizatumhoz
képest legalabb nyolcszoros mértéki volt. A nyolcszoros hatart a preparatumokban dusuld
biztosan mitokondrialis fehérijék mérésével allapitottuk meg. Ez a taktika, amelyet
sajnalatos modon a szlikebb szakterlleten publikaldé kutatok nem alkalmaztak vagy nem
mutattak be, vezetett oda, hogy a mitokondridlis NOS enzim Iétét meg tudtuk cafolni. A
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DLDH és KGDH komplexek esetén ez a mbédszer nem volt célravezetd, mert ahogy a
Biradl6 is rakérdez, mas mitokondridlis enzimek is feleléssé tehetéek a poli-ADP-
ribozilaciéjaért, kalbndésen ha nagy mennyiségben vannak jelen mint pl. a Komplex 1
enzimei. Ezért a kulcsfontossagu kisérleteket megismételtik rekombinans KGDH és
DLDH enzimekkel is, amelyek mentesek ilyen tipustu szennyezbdéstél, ezzel sikerilt
megerdsiteni az izolatumokon végzett kisérletek eredményét.

4, Kész6ndm a felvetést, valdbban nem vizsgaltuk, hogy esetleg a szén-monoxidnak is
lehet a nitrogén-monoxidhoz hasonl6 hatasa a mikrocirkulacié javitasara, amellyel
valosziniileg elkerilhetd a fehérjék nitrozilacidja. A késbbb nitrogén monoxidként
azonositott endotél figgé relaxacios faktor (EDRF) felfedezdje, Furchgott is leirta, hogy a
CO képes dilatalni az arterioldkat, bar az NO-hoz képest ezerszeresen nagyobb doézisra
volt ehhez szlkség (Blood Vessels. 1991;28(1-3):52-61). Emellett a CO, mint endogén
molekula f6 célpontja a mitokondrialis 1égzési lanc és membranok, tehat legalabb olyan
komplex folyamatokban vesz részt, mint az altalunk vizsgélt NO. A CO vizsgalata ezért
valdbban nagyon idbészeri lenne és tobb ponton is érintkezik az A&ltalunk vizsgalt
rendszerekkel, de ezek vizsgalata 6nmagaban is kiteszi egy masik doktori munka
volumenét. A biralé kérdése jol rdmutat arra, hogy az élettudomanyokban nem lehetséges
egy komplex rendszerbdl kiemelni egy-egy érdekes folyamatot és annak megismerésére
koncentralni, kutatbként mégis kénytelenek vagyunk ezt tenni, hiszen az elvégezhetd
kisérleteink mennyisége limitalia a megismerhetd folyamatok szamat. Mindenesetre a
tovabbiakban igyekszink majd ebbe az iranyba is kiterjeszteni a kutatasokat.

Végezetul ismételten kdszéndém Dr. SUmegi Balazsnak a biraloi munkajat és kérdéseit,
amelyek segitségével remélem jobban be tudom mutatni a legfontosabb eredményeket.
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