Valaszok Dr. Homolya Laszl6 biralatara

Halas vagyok Dr. Homolya Laszlonak, hogy rendkivili alapossaggal értékelte és elismeréssel
illette disszertaciomat. Kérdései a vizsgalatok és kisérleti rendszerek lényeges és kritikus
pontjaira vonatkoznak, , egylttgondolkodd”, a téma irdnti érdeklGdést kifejezd észrevételei és
megjegyzései igen megtisztel6ek szdmomra. Kérdéseire adott vdlaszaim a kdvetkezdk:

1) Mi a véleménye, hogy a foszforildlt regulatoros fehérjéknél a foszforilaltsag relativ
szintje vagy a foszforilalt (vagy éppen defoszforilalt) fehérje abszolut mennyisége a
meghatarozé a downstream valaszokban? Milyen példaval tudna alatamasztani a
véleményét a Neurospora crassa 6ramiikddése kapcsan?

A Neurospora crassa Orajat szabadlyozd alapkomponensek kozil a FRQ és a WCC
foszforilacidjanak az oszcilldtor szabdlyozdsaban betoltott szerepe kerillt részletesebb
jellemzésre. A WCC esetében végzett becsléseink arra utalnak, hogy a defoszforildlt komplex
abszolut mennyisége és nem aranya lehet meghatdrozd a transzkripcids aktivitas
szempontjabdl (Schafmeier et al., 2005). Tekintettel arra, hogy a WC-2 foszforilaciéjat tudtuk
kétdimenzids gélen precizen elemezni, erre vonatkozé adataink vannak. A disszertacié 7.C
abrajanak megfeleld kisérletben a WCC-et alacsony szinten, de dont6en hipofoszforilalt
formaban expresszald frg’-es torzset hasonlitottuk 6ssze a vadtipussal, amiben nagyobb a
WC-2 teljes mennyisége, és ezen belll viszonylag nagy aranyban vannak jelen a fehérje
foszforilalt formai. A frg®-es térzs funkcionalisan FRQ hidnyos torzs, amelyben a frg® RNS
mennyisége a WCC aktivitasara utal. A WC-1-gyel komplexet alkoté WC-2 frakciot elemeztiik
a WC-1 elleni antitesttel végzett immunprecipitacio utan. A kétdimenzids gél blotjan, mint azt
in vitro foszfataz kezeléssel mashol bizonyitottuk, a bazikus (bal) oldalon els6ként megjelené
fehérjejel a nem foszforildlt formdanak tekinthetd. DD15 és DD25 id6pontban végeztiink a nem
foszforilalt formdara vonatkozé mennyiségi becslést, és mértiik a WCC aktivitasara utalé frq (ill.
frq9) transzkripcié mértékét. Eredményeink szerint a nem foszforildlt WC-2 abszolat
mennyisége aranyos volt a transzkripcios aktivitassal, fliggetlenil attdl, hogy mekkora volt a
WC-2 teljes mennyisége és azon belil a hipofoszforildlt forma aranya.

A FRQ-kel kapcsolatban hasonlo, kozvetlen mérési adatrél nem tudok. Kdzvetett adatok
viszont arra utalnak, hogy a magban talalhato hipofoszforildlt fehérje abszolit mennyisége, és
nem a teljes fehérjekészlethez viszonyitott aranya hatarozza meg a szabalyozasban valé
részvétel mértékét. Egy olyan munkardl van sz6, amiben csak tarsszerz6ként vettem részt, és
ezért a disszertdcidban csak néhany adat szerepel bel6le (Schafmeier et al., 2006), a kérdéshez
kapcsolddo kisérlet nem. A kisérlethez a munkatarsak egy olyan torzset hasznaltak, amelyben
a frq expresszidjat a kinasavra érzékeny prométer szabalyozza a frg’-es hattér mellett. Kinasav
hozzaadasat koévetSen gyakori mintavétellel kdvetheté volt a FRQ felhalmozéddsa és a
transzkripciéra kifejtett gdtld hatasa. Annak ellenére, hogy a FRQ teljes mennyisége
folyamatosan nétt az indukciétdl szamitva, a magban a hipofoszforildlt forma mennyisége csak



egy bizonyos szintig emelkedett, majd nagyjabdl allandd szinten stabilizalédott. Ezt a valtozast
szorosan kovette a frg” RNS alakuldsa, szintje el8szor csékkent, majd egyenletes maradt. A
FRQ esetében tehat azt mondhatjuk, hogy a fehérje visszacsatolasban valé aktivitasa a
magban Iévé hipofoszforilalt fehérje abszolit mennyiségével korrelal.

Erdemes a kérdéssel kapcsolatban azokat a viszonylag Uj eredményeket is megemliteni, amik
szerint bar a WC-1-ben 80, a FRQ-ben tobb mint 100 foszforilacids helyet sikerdlt kimutatni,
ezek igen kis hanyada esszencidlis a ritmus generdldsa szempontjabél (Diernfellner and
Brunner, 2020; Wang et al., 2019). A FRQ-ben példaul egyes régiok megfelel6 mértékd, de
nem feltétlenil pontosan azonos helyeken torténé foszforildltsaga el6feltétele a
konformacios "fellazuldasoknak”, amik a tovabbi, funkcionadlis szempontbdl Iényeges
foszforilaciokat lehetévé teszik, és ezért kothet6k egyes funkcidk bizonyos mértéki
foszforilaltsaghoz. Ugyanakkor sok olyan foszforilal6dé aminosav is azonositasra kerdlt akar a
FRQ-ben, akar a WC fehérjékben, amiknek alaninra torténd cseréje semmilyen
kovetkezménnyel nem jar.

2) Vajon mi lehet az oka, hogy a WC-2 feleslegben van a WC-1-hez képest? Lehet-e
valamilyen puffer szerepe ennek a WC-2 rezervoarnak?

A wc-2 expresszidjanak szabdlyozdsardl egyel6re nincsen egészen pontos elképzelésiink, bar
viszonylag régodta ismert, hogy transzkripcidjat gatlé médon befolydsolja a WCC (Cheng et al.,
2003). Kés6bb, a wc-2 promodterének részletes elemzése egy aktivator és egy represszor régid
szerepét azonositotta. A modell szerint egy még nem karakterizalt transzkripcios aktivator és
a WCC szabalyozasa alatt all6 represszor hatasanak egyensulya biztosithatja a WC-2 viszonylag
stabil expresszidjat (Neiss et al., 2008).

Két munkacsoport eredményei szerint is a WC-2 minimum 5-sz6rds moldris mennyiségben van
jelen a sejtben a WC-1-hez képest (Denault et al., 2001; Schafmeier et al., 2005). Ezek a
vizsgalatok vagy sotét vagy allandd, mérsékelt fényben nétt kulturakon torténtek.
Elképzelhetének tartom, hogy a WC-2 feleslegnek szerepe lehet a WCC utanpotlas
biztositasaban példaul er6s fényhatas esetén, amikor a nagymértékben megndvekvé WCC
aktivitas a komplex intenziv bomlasaval is jar. Mig a WC-1 kifejez6dése fénnyel indukalhato,
és igy |épést tarthat az Uj szintézis a gyorsabb bomlassal, addig a WC-2 esetében, aminek
megjelenése fénytdl fliggetlen, ahogy a birdld kérdése is utal rd, ez a felesleg m(ikodhet
pufferként és biztosithatja a fehérje utanpdétlasat a komplexben.

3) A 13.A abran bemutatott konidizacids ritmus fazis eltolédasaban a vadtipus esetében
megjelenik egy vall, majd kétcsucsuva valik a gorbe. Ez két kiilonb6z6en viselked6
szubpopuldciét jelent? Hogyan lehet ezt az eredményt értelmezni? Miért nem
figyelhet6 meg ez a mutans térzsben?



A jelenség hatterében valdszinlileg a révid fényhatas endogén ritmust maszkold hatasardél van
sz0, ami jol ismert jelenség a cirkadian irodalomban, és kiildndsen latvanyos lehet a futtato
csoves vizsgdlatokban (Remi et al., 2010; Roenneberg et al., 2005). A maszkoldé hatas nem az
endogén ritmus jele, hanem a kdrnyezeti hatasra adott direkt fényvalasz lehet, ez okozhatja a
konidizacids csucsot megel6z6 vallképz6dést. A maszkoléd hatas altaldban akkor valik
erdsebbé, amikor az endogén ritmus gyengul. Ez lehet az oka annak, hogy csak a 4. naptdl
lathatd a vallképz&dés az atlagolt denzitogrammon, ugyanis a csé vége felé a fokozatosan
felszaporodd CO, konidizaciot elnyomé hatdsa miatt sokszor lathatd a ritmus gyengiilése,
kevésbé kifejezetté valdasa. A maszkolas megjelenését az ora fazisa is befolyasolhatja, igy a
mutdns torzsben valdszin(ileg a vadtipusétdl kiilonb6z6 (késébbi) fazis az oka annak, hogy a
jelenség nem jelentkezik a cs6 vége felé sem. Technikailag a két térzs kozotti faziskiilonbség
megitélését a vallképz6dés nem zavarta.

4) A kilonboz6 WC-1 izoformak (pl. a WC-1-ORF) kiilonb6z6 méretli fehérjéket
eredményezhetnek (14.C abra), ez nem okozhat problémat a WC-1 foszforilaltsagi
fokanak Western bloton torténd, az elektroforetikus mobilitas kiilonbségen alapuld
vizsgalataban (9.A abra)? Vajon a 9.A dbra nem tiikrozheti a kiilonb6z6 izoformak relativ
expresszidjanak valtozasat?

A WC-1 foszforilacidja jelent&sen kisebb mobilitaskiilonbséget okoz, mint amit az emlitett
izoformak molekulatomeg kilénbségébdl addddan az SDS-gélen vald eltolddds eredményez,
igy még egy hiperfoszforilalt révidebb izoforma sem keverhet6 6ssze egy hipofoszforilalt teljes
hosszusagu WC-1 jelével. Ennek ellenére egyetértek abban, hogy célszer( lett volna az
izoformak bemutatasahoz egy nagyobb felbontdsu blotot mutatni a 14.C dbran.

5) A RAS2-nek az éramiikdodésre gyakorolt hatasanak vizsgalatanal megmutatta a cAMP
szerepét, és az eredmények diszkusszidjdban a PKA szignalizacids utvonal fontossagat
emeli ki. Van-e kisérleti bizonyiték arra, hogy a cAMP a PKA utvonalon tovabbitja a jelet
az endogén dra felé és nem mas, cAMP-fiiggé utvonalon, pl. az AMPK-n keresztiil? Ez
utébbi azért is logikus feltételezés, mert igy a gliikkoz-szinttel valo osszefiiggéssel is

osszekapcsolhato lenne.

Neurospora crassdban még nem alltak rendelkezésre részletes adatok sem a gliikdz
érzékelésr6l, sem a RAS szignalizacid szerepérdl, ezért a feltételezett hasonldsag miatt
déntben az élesztében leirtakra tamaszkodtunk a kisérletek tervezésekor. Elesztében a RAS
utvonal aktivacidjanak egyik jellemz8 kovetkezménye a PKA aktivitas ndvekedése, a PKA-rol
pedig ismert volt, hogy Neurospordban a molekuldris éra két alapkomponensére, a FRQ-re és
a WCC-re is hatassal van, ezért tlint kiléndsen izgalmasnak az utvonal vizsgalata.

Bar éleszt6ben a cAMP szint befolyasolhatja az AMPK aktivitasat, a hatds ismereteim szerint
ebben az esetben is a PKA-n keresztiil valdsul meg (Shashkova et al., 2015). Az AMPK, bar
kilénb6z6 tamadasponttal, de mind Drosophildban, mind emlds sejtekben hatdssal van a



molekuldris 6ra miikodésére (Cho et al., 2019; Lamia et al., 2009), ugyanakkor Neurospordban,
bar az AMPK aktivitas itt is reagal a glikdz kinalatra, eddig nem irtak le érahatdst. Mivel a
tapanyag kindlat és az dram(ikédés kapcsolatanak vizsgalata tovabbra is munkacsoportunk
egyik kutatdsi terlilete, a kozelmultban beszereztiink olyan genetikailag modositott
Neurospora térzseket, amelyekben az AMPK egyik vagy masik regulatoros alegysége hianyzik.
Bar a torzsek cirkadian miikdodésének teljes vizsgalata még nem zarult le, eddig ugy tlinik, hogy
az érakomponensek gliikdz megvonasra adott valasza nem kilénbozik a kontrollétdl, azaz az
AMPK Neurospora-ban valdszinlileg nem jatszik fontos szerepet a cirkadian éra glikdz
ellatottsagtol fliggd szabalyozasaban.

6) A neutrofil granulocitak vizsgalatakor ramutatott a CXCL12 kemokin szekrécidjanak, a
CXCR4 receptor expresszidjanak és potencidlisan a kortizol szerepére. Lehet a
melatoninnak is szerepe ebben?

A melatonin szerepérdl a neutrofil granulocitak érésének és aktivitasanak szabalyozasaban
egyel6re viszonylag kevés adat all rendelkezésre, de egérmodellen mi is terveziink olyan
vizsgalatokat, amik a csontvelGi sejtek melatonin receptor expresszidjanak vizsgalatara
irdnyulnak kiilénboz6 kezelések hatasdara. Kiilondsen érdekes, hogy a csontvel6ben megjelend
melatonin nemcsak a tobozmirigy terméke lehet, hanem helyben is termel&dhet (Conti et al.,
2000; Tan et al., 1999). Egérben, ahol Gs- és progenitorsejtek nagyobb szamban fordulnak el6
a keringésben, a melatonin ezen sejtek csontvel6ben valé maradasat segiti el§, mig a
melatonin receptor antagonista luzindole injektalasanak hatasara megné a neutrofil
granulocitdk és monocitdk csontvel6bdl valé kidramlasa (Golan et al., 2018). Zebrahalban
végzett vizsgalatok viszont arra utalnak, hogy melatonin hatasara megnd az érett neutrofil
granulocitdk migracios készsége, nagyobb szamban vandorolnak a sérilés helyére, ami
valészinlileg 6sszefligg a melatonin hatdsara megemelkedett TNFa. és IL8 termeléssel (Ren et
al., 2015). Az altalunk tapasztalt sejtmegoszlas valtozas dsszefligghet a melatonin csontvel6re
kifejtett, egérmodellben leirt hatdsaval. A reggeli, nappali alacsony melatonin szint segitheti a
csontvel6bdl a fiatal sejtek mobilizalasat, igy erdsitheti a CXCL12 szint csdkkenésének a
hatasat a csontvel8i sejtkészletre, és kdvetkezményesen hozzdjarulhat a Cxcr4 expresszid
csokkenéséhez a periférias sejtkészletben. Arra vonatkozé adatot sajnos nem ismerek, hogy a
melatonin szint befolydsolnd akdr a CXCL12 termelését vagy a Cxcr4 expresszidjat.

7) Ezekben a vizsgdlatokban leginkdabb egyidejliséget (vagy éppen ellenfazisu
periodicitast) mutatott ki a kiilonb6z6 paraméterek kozott (pl. PER2 expresszid és
CXCL12/CXCR4 szint k6zott; vagy granuldltsag és CXCL12/CXCR4 szint kozott). Mely
eredmények tamaszthatjak ala az okozati dsszefiiggést? Mivel a human vizsgalatok az
etikai szempontok miatt ilyen tekintetben korlatozottak, lehet-e ezeket az
osszefiiggéseket allatmodellben vizsgalni?



Természetesen érdekes lenne annak részletesebb vizsgalata, hogy valéban a sejtek
érése/oregedése okozza-e az dramiikodés visszaszorulasat, az 6ra komponensek RNS és
fehérjeszintl kifejez6désének csokkenését. Egérmodell segitségével lehetséges ugyanabbdl
az allatbdl szarmazd csontvelGi és keringd neutrofil granulocitakat preparalni, és azok 6ragén
expressziojat (RNS és fehérje szinten), illetve annak id6beli mintdzatat dsszehasonlitani.
Feltételezve, hogy a csontvel8i minta jelentsen nagyobb aranyban tartalmaz éretlen sejteket,
mint a vérminta, ez egy Ujabb, a disszertaciéban ismertetett vizsgdlati korlilményektdl
fliggetlen lehetGség lenne a sejtek érettsége és az dram(ikodés valtozasa kozotti korrelacid
kimutatasara.

Annak felderitéséhez, hogy milyen mechanizmussal vezethet a neutrofil sejtek
érése/oregedése az déra komponensek megjelenésének valtozasdhoz, az ¢dra
"downregulaciojahoz", tampontként szolgdlhat a kiilonb6z6 koru sejtpreparatumok
(csontvelGi/periférids neutrofil prepardtum vagy pl. kormarkerek szerint szétvdlasztott
populaciok) transzkriptom analizise. Els6sorban transzkripciét szabalyozé faktorok, pl.
transzkripcids represszorok eltérd expresszidjat lenne érdemes elemezni a mintakban, ismert
kot6hellyel rendelkezé faktorok esetében pedig az déragén promoterekben esetleges
kot6helyeket lehetne keresni. Kés6bb természetesen sziilkség lenne tovabbi vizsgalatokra a
promoterhez vald in vivo kot6dés igazolasara.

Egy nemrégen megjelent kdzlemény egyészt arra vilagit ra, hogy a neutrofil granulocitak
Oregedését gyorsitja a CXCR2 receptor aktivacidja a neutrofil sejtek dltal is termelt CXCL2
révén, masrészt ugy taldlja, hogy az déramiikodés hidnya (neutrofil specifikus Bmall
génhianyos egerekben) a CXCL2 kifejez6dés csokkenése kovetkeztében a neutrofil sejtek
Oregedésének/érésének mérséklGdéséhez vezet (Adrover et al., 2019). Ezek alapjan érdemes
lenne csontvel6bdl preparalt fiatal neutrofil sejteket sejtkulturaban tartani és vizsgalni, hogy
kilénb6z6 mértékld CXCL2 kezelés befolyasolja-e az 6ragének expresszidjat. A CXCL2 altal
aktivalt szignalizacié ugyanis egy regulacidos utvonal lehetne a sejtek érésének és az
Oram(kodés megvaltozasanak 6sszekapcsolasara.

Az oldalirdnyu fényszoérast befolydsolé granuldltsag, ami a neutrofil granaulocitak érésével
csokken, és a sejtmembran CXCR4 receptor slrilsége kozotti negativ 0sszefliggést irodalmi
adatok tdmasztjdk ala (Casanova-Acebes et al., 2013), de dramlasi citometrids méréssel
természetesen mind human, mind egérbdl szarmazé mintakon igazolhatd lenne.

Megjegyzések:

nz

1. Elég sok (és néha fontos) adat szerepel, hogy "dbran nem bemutatott" eredmény.
Sokszor jo lett volna ezeket latni abran, bar valdszinlileg az értekezés terjedelme ennek

korlatot szab.

Ahogy az Eredmények fejezet elején emlitettem, a megosztott els6é szerz6s kdzlemények
anyagabdl abrakkal csak olyan eredményeket mutattam be, amikhez magam végeztem
kisérletes munkat. A tobbi eredményt, ami a tdrsszerz6k munkajabdl szdrmazik, csak



szOvegesen foglaltam 0Ossze, elsGsorban azzal a céllal, hogy a kapott adatok a megfelel6
kontextusban értelmezhet6k legyenek. Igyekeztem ezekben az esetekben is az informacidkat
és a kisérlet Iényegét ugy leirni, hogy a koncepcié dbra hidanydban is kévethetd legyen.
Sajnalom, ha a fejezet elején nem sikeriilt egyértelm(ivé tennem, miért vdlasztottam ezt a
bemutatasi megoldast.

2. Olykor egy bemutatott abra egyik panelén Iévé eredmények csak késGbb keriilnek eld,
visszautalas torténik az dbrara (pl. 12.C abra a 46. oldalon van targyalva). Ez valamelyest
megnehezitette az olvasasat.

Van olyan abra, dbrarész, amire tobb utalas is torténik a dolgozatban, ilyenkor ott helyeztem
el az abrat a dolgozatban, ahol a szovegben el8szor irtam réla. A 12-es dbra az adott alfejezet
els6 abraja, ami egy 6sszefoglald dbra a WC-1 expresszidjardl azokban a torzsekben, amiket a
tanulmany soran hoztam létre, és amikben a WC-1 kifejez6dését nem a vadtipusu prométer
irdanyitja. Valoban kissé szerencsétlen megoldas volt, hogy két ilyen torzs ismertetése, a
vizsgalatok logikus sorrendjének kovetkeztében, a szévegben csak tébb oldallal kés6bb
talalhatd, és innen visszautalas torténik az dbrara.

3. A'"szint" kifejezés nem miden esetben vilagos, hogy RNS-re vagy fehérjére vonatkozik.

Igyekeztem az irdsmadddal egyértelm(ivé tenni, hogy RNS-rél vagy fehérjérél van-e szé. A
Neurospora irodalmaban alkalmazott szabdly szerint jartam el, és ezt igyekeztem az eml8s
vizsgalatok leirasakor is kdvetkezetesen tovabb vinni. Amennyiben a génrdl, illetve RNS-rél
volt sz, kicsi d6lt betliket hasznaltam, mig ha fehérjérél, akkor csupa nagy allé betdit.
Tekintettel arra, hogy az eml6s gének jel6lésénél az irodalomban inkdabb a nagy bet(is kezdés
terjedt el, itt én is ezt alkalmaztam. Belatom, hogy jobb lett volna a dolgozat elején réviden
leirnom ezt a jeldlési szabalyt vagy a szovegben kilon jeldlni, hogy minek a szintjérdl van szé.
Reményeim szerint azaltal, hogy az dbrafeliratok mindig részletesen utaltak a mérés maddjara,
Osszességében kovethet6 volt, hogy RNS vagy fehérje szintekrdl volt-e szé az adott
vizsgalatban.

Ismételten megkdszondém Dr. Homolya Laszlénak a munkdam iranti érdeklédését,
elgondolkodtatd kérdéseit és megjegyzéseit, valamint az értekezés elfogadasat tamogato
meleg szavait. Bizom benne, hogy a kérdésekre adott valaszaimat megfelel6nek talalja.

Budapest, 2021. julius 27.

Dr. Kaldi Krisztina
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