Valaszok Dr. Banhegyi Gabor, az MTA doktora biralatara

Kosz6n6m, hogy Dr. Banhegyi Gabor egyetemi tanar elvallalta disszertdciom biralatat és értekezésemet

alkalmasnak talalta az MTA doktora cimre és javasolta a nyilvanos vitat.

Formai észrevételek

A felsorolt formai hibakért és a réviditésjegyzék hianyossagaiért elnézést kérek.

A PARP-7 enzimr8l a 33. abra el6tt valoban nem {rtam, mivel ezzel az enzimmel nem foglalkoztam a
kisérletes munkam soran. Azonban az eredmények megbeszélése sorin az volt a célom, hogy a PARP
enzimcsalad metabolikus miikédésével kapcesolatos ismereteket is targyaljam, fgy keriilt a PARP-7 a 33.
abrara.

Az 4j tudomanyos eredmények 6. pontja helyesen a kbvetkez6képp hangzik:

A PARP-2 hianyaban megné a SIRT1 aktivitas és a mitokondrialis biogenezis a harantcsikolt izomban és a

majban, ami az energia leadds iranyaba tolja el a szervezet energiahaztartasat.

Tételes észrevételek
1. A PARP-1 metabolikns batdsiban a NAD deplécid kozponti szerepri. A NAD+ deplécidia egyiitt jar-e a
NADH/NAD+ ardny eltoléddsaval, illetve érinti-e a NADP(H) készleteket is? Ebben az esetben ezek a
viltozdsok is magyarazatot nydjthatnanak a metabolizmus bizonyos vdltozdsaira.
A PARP-1 deplécidja vagy PARP inhibitor alkalmazasa megnovelte a NAD*/NADH ardnyt els6sorban a
NAD™* mennyiség novelésén keresztil, mig a NADH szintek kevéssé valtoztak. Az aranyok ilyen jellegti
eltolédasa a NAD™ szintézis er6s6désére is utalhatna, azonban nem folytattuk az ilyen irdnyu vizsgalatainkat
a kévetkez6 okokbol. Mind a NAD*, mind a NADH mennyiségét eleinte kolorimetrias eljarassal hataroztuk
meg. A NADH méréseket nehézzé tette az, hogy lugos kivonatokbdl kellett dolgozni, NaOH-ban tartuk fel
a sejteket. Bz az extraktum nagyon viszkézus volt, emiatt a pontos pipettazas kérdésessé valt. Masrészt a
fehérjetartalom extrém magas volt, ami a fehérjére torténé normalast tette bizonytalanna. A NADT
meghatirozashoz savas kivonatokat hasznaltunk, ami alacsony fehérjetartalma miatt kérdéses pontossiggal
mikodott. A bizonytalansdg miatt ezeket az eredményeket nem mutattuk be és a pontosabb
tomegspektrometrias eljarast valasztottuk a NAD™* szintek meghatarozasara.
A NADP(H) szinteket nem hataroztuk meg és az irodalombédl sem ismertek adatok erre vonatkozodan: a
PARP enzimek aktivitdsa/expresszidja és a pentdz-foszfat shunt aktivitdsa vagy enzimeinek expresszidja, a
NADH kindz expresszidja/aktivitisa vagy a mitokondridlis NADP reduktizok expresszidja/aktivitdsa
kozott sem ismertink Osszefiiggést. Azonban — bar elég indirekt logikaval — feltételezhets, hogy a PARP-1
aktivaci6 befolyasolhatja (esetleg nvelheti) a pentéz-foszfat shunt aktivitdsat és ezen keresztiil a NADPH
szintet. A PARP aktivacié ugyanis a metabolizmus Warburg-tipust atrendez6déséhez vezet, ami gyakran

egyltt jar a pentdz-foszfat shunt aktivaciojaval, mivel a NADPH esszencialis a de novo nukleotid szintézishez.



2. A clkitizések harmadik pontjinak a megalapozdsa hidnyzik a bevegetéshil. A PARP izoengimek sejt- és
szovetspecifikns excpresszidia is emlitést érdemelt volna.

Valéban nem szenteltem kiilon fejezetet a PARP enzimek altal kivaltott mitokondrialis karosodasnak és
az ebbdl kiindul6 sejthaldl mechanizmusoknak. Azonban az folyamat megértéséhez sziikséges hatteret a
Bevezetés 1.2 és az 1.3.1 fejezetei tartalmaztak. Abban igazat kell adjak a Biralonak, hogy egy dedikalt
fejezet valdban segitette volna a megértést.

A PARP izoenzimek expressziés mintazatara vonatkozoéan jol tervezett és jol értelmezhetd vizsgalatok
nem elérhetéek. A PARP-1 és a PARP-2 esetében rendelkezésre allnak 77 situ hibridizacion alapuld
eredmények vagy limitalt formaban a fehérjeszintet is vizsgald kisérletsorozatok (Schreiber et al., 2002;
Schreiber et al., 2004; Wang et al., 1995). Ezekbdl az eredményekbdl arra kovetkeztettek, hogy a gyorsan
0szt6dé szovetekben és a kbzponti idegrendszerben a legmagasabb a PARP aktivitas. Azonban modern,
pl. RT-qPCR-t alkalmaz6 vizsgalatok nem ismertek. Sajat, nem ko6zolt, vizsgalataink arra utalnak, hogy az
in sitn hibridizaciés vizsgalatok eredményei jelentésen finomodnak egy RT-qPCR vizsgalat soran (pl. a
kézponti idegrendszerben a neocortex felé haladva né a PARP-1 és -2 expresszid, ami nem deriilt ki az 7
sitn hibridizaciés vizsgalatokbdl), sok szervben pedig nem ismert egyaltalin a PARP expresszié. A minor
PARP enzimek expressziés mintizata egyaltalan nem ismert. Nem szabad elfelejteni, hogy az egyes
egértorzsek kézott a jelentés mRNS szintbeli eltérések lehetnek azonos szervekben is, ami neheziti az
ismert adatok integralasat és az ezt kovetS interpretalasit. Az elébbiekben felsorolt okokbdl nem

targyaltam kilon a PARP enzimek szévetspecifikus expresszidjat.

3. A PARP delécio/ gitlis dltal okozott katabolikus eltoliddsban a peroxiszimik fokozott biogenezise is szerepet
Jatszhat. Torténtek-¢ eziranyi vizsgdlatok?

A Biralonak tokéletesen igaza van ebben a felvetésben. Mind a PARP-1, mind a PARP-2 enzim képes

kolesénhatni a peroxiszéma proliferator aktivalt receptorokkal (PPAR-ok) (Bai et al., 2007; Erener et al.,

2012), illetve a fokozott zsirsav oxidacié is utalhat peroxiszéma aktivaciéra. Peroxiszomakra iranyul6

vizsgalatokat nem végeztlnk, illetve az eredményeinket attekintve (pl. extramitokondridlis oxigénfogyasztis

valtozasa) nem talaltam erre utalo jelet — mindazonaltal hangsulyozni szeretném, hogy nem volt célunk ilyen

adatok generalasa, azaz lehetséges ilyen fenotipus, csak elsiklottunk felette.

4. A PARP-2 deletilt egerek epididimadlis zsivszovetében kisebb adipocitikat talltak, mely jelenség a sger3d szerint
adipocita disgfunkcidra ntal. Miért?
Onmagéban a kisebb adipocita méret nem utal a zsirszdvet alulmiikédésére, ebben a Biralonak teljesen igaza
van. Kisérleteinkben t6bb, a zsirsejtek mikodését jellemz6 markert is megvizsgaltunk 7z vivo és in vitro
modellekben egyarant. Eredményeink arra utalnak, hogy a PPARy mikodése szenved zavart a PARP-2
hianyaban, ami lipodisztréfiahoz vezet. Erre utal, hogy mig a PPARy1 és y2 expresszid in vivo azonos a
PARP-2*+/* és PARP-2/- egerekben, a jellegzetes PPARy célgének expresszidja csékken a PARP-2-/-
egerekben. Kizartuk, hogy gyulladasos eredetli lenne a fenotipus (pl. a zsirszévetben a TNFa expresszio

nem kiillonbo6zott a két genotipus kozott), illetve azt is, hogy a zsirsejtek bézs iranyu differenciacidja okozna
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a morfologial eltérést (a sejtek UCP1 negativak mindkét genotipusban). Fontos, hogy 7 vitro modellben
(fibroblasztok zsirsejt iranyu differenciacidja) a PARP-2 hidnyaban zavart szenved a zsirsejt iranyd
differenciacio, ami az szoveten belili, intrinsic diszfunkciéra utal és nem szervkolcsonhatast valdszindsit.
Molekularis biologiai modszerekkel megerésitettitk, hogy a PARP-2 a PPARy konstitutiv kofaktora.
Természetesen ezek a vizsgalatok nem zarjak ki teljes mértékben, hogy a harantcsikolt izomban és a majban

zajl6 emelkedett katabolizmus szinergisztikusan hasson a PPARy diszfunkciéval.

5. A szerzd szerint a PARP-1 hidnya eldnyds metabolikus fenotipust hog létre. Véleményem szerint ez a megallapitds
csak a civilizdeids betegségektdl szenvedd emberiségre igag.
Teljes mértékben egyetértek a Biraléval, amennyiben éhez6, alultdplalt emberekrél beszélink, akkor a

zsirszovet funkcidjanak a gatlasa vagy az energia leadas ndvelése egyértelmiten elénytelen.

6. A PARP-1 delécidja vagy gatlisa nem érintette a SIRTZ2 és SIRT3 aktivitisokat. A szer3d a jelenséget a NAD+
kompartmenticidjanak tulajdonifia. Van-e kisérletes bizonyiték arra, hogy a nukleoplazma piridin nukelotidjainak
sgintje és redox dllapota a citoszoltdl fiiggetleniil mozoghat?

A Biral6 nagyon fontos pontot érintett ezzel a kérdésével, ami az egyes NAD* kompartmentek
atjarhatésagara, egymastol valo elkiiloniilésére vonatkozik. A legjobban a mitokondrialis NAD* pool valik
el a sejt tobbi részétél. Sokkal magasabb NAD™* szint jellemzi a mitokondriumot (pl. kardiomiocitikban a
teljes NAD* mennyiség 75%-a is a mitokondriumokba lokalizalédik (Dolle et al, 2010)) és a
mitokondriumban megfelel6 enzimkészlet van a NAD* mentési reakcidokhoz (Nikiforov et al.,, 2011) ami
6nall6 NAD*-anyagcserére utal. A sejtmag és a citoplazma NAD™ metabolizmusa egymastol sokkal kevésbe
elkiilonithetd technikailag, ezért mikodésiik, kélesonhatasaik kevésbé ismertek (Houtkooper et al., 2010).
Nem talaltam adatot arra, hogy a citoplazma és a mag kompartmentek egymastdl fiiggetlentil mikédnének.
S6t, egy 2014-ben megjelent kézleményben (Skoge et al., 2014) az altalunk talaltak ellenkezéjét irjak le, PARP
gatlas mellett a tubulin deacetildciéjat tapasztaltak, ami a SIRT?2 aktivacidjara utal. S6t, a PARP gatlasa mellett
idegsejtekben kimutathaté a SIRT3 aktivaci6 is (Kim et al., 2011). Mi lehet az oka az ellentmondasnak? A
legegyszertibb magyarazat, hogy szerv vagy szovetspecifikus hatast lathatunk, azonban semmiféle kisérletes
bizonyiték sem timasztja ezt ald. A masik magyarazat az lehet, hogy nem stimuldlt sejtekben valészintleg
kisebb mértékben befolyasolja a citoplazmatikus poolt az alap PARP aktivitds, mint stimulus esetében,
amikor a teljes NAD™* készlet fogy el és a két kézleményben ilyen jellegti vizsgalatok zajlottak (Kim et al.,

2011; Skoge et al., 2014).

Még egyszer készonom Dr. Banhegyi Gabor professzor urnak a disszertaciom biralatat.
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