Valasz Dr. Gallyas Ferenc az MTA doktora biralatara

Mindenek elbtt szeretném megk6szonni Dr. Gallyas Ferenc professzor drnak disszerticiém biralatat,

birdlatanak pozitiv hangnemét.

Altalinos megjegyzések

A dolgozat megirasa soran torekedtem arra, hogy az Osszes rovidités értelmezését megadjam az elsé
hasznalat helyén és feltintessem a réviditések jegyzékében. Egy génexpresszids vizsgalatokat ismertets
disszertacioban rengeteg rovidités jelenik meg, amihez hozzaadédnak a médszertan réviditései is. Ugy tinik
nem sikerilt ezeket maradéktalanul megjeleniteni a réviditésjegyzékben, amiért elnézést kérek.

A t0mOr fogalmazas és az abrak mérete az arra valé térekvésembdl adodik, hogy bar nincs felsé korlatja a
disszertaciénak, azonban nem szerettem volna ,,visszaélni” sem a biralék tirelmével, sem az {gy is vaskos
terjedelmet tovabb névelni.

Szeretnék reagalni arra a megjegyzésre is, hogy eltérés van a kilénlenyomatok cime és a disszertacidban
megadott cimek kézott. En két eltérést talaltam, az egyik esetben valéban hosszabb cim kerilt a
disszertaciéba (Cell Metab. 2011 13(4):450-60; PARP-2 és a SIRT1 kapcsolatat leir6 kézlemény). A PARP-
2 és a PPARy kapcsolatat leiré kézlemény cimében hiba volt (PPAR-2 vs. PARP-2), igy erratumot kértink,

amit a kézlemény elé flztem és ez magyardzza a kilonbséget.

Tételes megjegyzések

1/ A C57/BI6] és az Sv129 eltérd genetikai hattersi PARP-1 kiiititt egerek eltérden reagdltak a magas sirtartalmii
diétara. Mennyiben magyardazhatia az eltérd’ genetikai hdttér, és mennyiben azg eltérd genetikai manipuldcio ezeket a
hatdsokat? Végzett valaki farmakoligiai PARP-gdtldssal ossgehasonlitd vizsgalatot a fenti két tirzson?

A Biral6é a PARP tertilet egyik legégetSbb problémaéjara mutatott ra, Ggy tlnik, hogy a PARP aktivacié
kovetkezményeit jelent6sen befolyasolja a genetikai hattér.

A probléma megértéséhez el6re kell bocsajtani, hogy két kiilonb6z6 laboratériumban két kiilonb6z6
moédon eléallitott ES sejt-tipusa PARP-1 konckout egértorzs 1étezik, amelyeket valaszomban az
eléallitok szerint nevezek el Wang egérnek (Zhao-Qui Wang, (Wang et al., 1995)) és de Murcia egérnek
(Gilbert de Murcia (Menissier-de Murcia et al., 1997)). A két egér el6allitasahoz hasznalt konstruktok
kilénboznek, a Wang egérben elvileg megjelenhet egy révidebb fehérje - a PARP-1 N-terminalisanak
egy része, mig ez a de Murcia egérben gyakorlatilag kizarhaté. Hogy a két torzs Gsszehasonlitasa szinte
lehetetlen legyen a két torzs kilonbézé hattéren van: Wang — Sv129, de Murcia - C57/BIl6J; a
vizsgalatainkban egyébként ez utdbbi térzset hasznaltuk. Sajat adataink azt tamasztjak ala 7z vivo és sejtes
kisérleti rendszerekben (genetikai és farmakologiai PARP-1 gatlas mellett), hogy a PARP-1
delécibja/gatlasa netté energia leadassal jellemezheté fenotipust hoz létre, mig a Wang egerek
hizékonyak és az energia leadasuk csékkent (Devalaraja-Narashimha and Padanilam, 2010; Wang et al.,

1995). A Wang egereken végzett kisérletsorozatok csak allatkisérleteken alapszanak, sejtes modelleket
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nem hasznaltak. Az 6sszehasonlitast minden bizonnyal neheziti, hogy kilénb6z6 laboratériumokban
tartott, kilonb6z6 mikrobiom 6sszetétellel jellemezhet6 allatokat kellene 6sszehasonlitani  (a
mikrobiom jelent6s hatast fejt ki a metabolikus egyensilyra). Legjobb tudomasom szerint Dr. Michael
Hottiger (Ziirich) laboratériumaban torténtek eréfeszitések az egértorzsek azonos genetikai hattérre
keresztezésére, értelemszertien az egy helyen tartas kiegyenliti a mikrobiom eltéréseket is. Dr. Hottiger
személyes kozlése szerint (2014 tavasza) — a részletek pontos ismerete nélkil - eltéréseket talaltak a két
torzs kozott a NAD*'-metabolizmusban, ami értelemszerden befolyasolja a SIRT1 — PARP-1
egyensulyt. Ezek az adatok azonban azéta sem kaptak nyilvanossagot.

A metabolikus vizsgalatok széleskérd standardizalast igényelnek, és konnyen lehet egymasnak
ellentmondé eredményekre jutni. J6 példa erre az a probléma, hogy a PARP-1 gatlasa vagy delécidja a
zsirsejt iranyd differenciaciot gatolja vagy serkenti. Ezekben a kisérletekben a PARP-1 csendesités,
deléci6 vagy farmakologiai gatlas eltéré eredményekre vezet, s6t a kisérleti rendszer (3T3-L1 sejtek,
primer fibroblasztok, &ssejtek) vagy a PARP inhibitor (MK488 vagy PJ34, illetve az alkalmazott
koncentracio) is szembeallithatja a kisérletek eredményeit (Bai et al., 2011; Erener et al., 2012; Smulson
etal., 1995), illetve Dr. Michael Hottiger és Dr. W. Lee Kraus személyes kozlése). A PARP inhibitorokat
alkalmazo kisérletekben, killonGsen az i vivo kisérletekben, ezen feliil figyelembe kell venni egyes PARP
inhibitorok aspecifikus vagy részleges off-target hatasat is (Antolin et al., 2012; Antolin and Mestres,
2014; Lechaftois et al., 2014).

A kérdéshez kapcsoléddan, de érdemes megemliteni a kdvetkezé problémat. A PARP inhibitorok
bevezetése a citosztatikus terapiaban nagy reményekkel és gyors sikerekkel kecsegtetett, azonban t6bb
klinikai II. fazis kiprobalas sikertelen volt (itt nem a cink ujjakat timado iniparib aspecificitasara
gondolok (Patel et al., 2012)). A klinikai kiprébalasokat végzé csoportok jelenleg a genetikai hattér
teltérképezésére koncentralnak (pl. hipomorf BRCA allélok kiszlirése) abban a reményben, hogy a
betegek jobb sztratifikalasaval esetleg ,.el6allithaté” olyan betegpopulacié, ahol a PARP inhibitor

kezelés valos elényt jelenthet (forras: 2013 PARP konferencia, Quebec City, Kanada).

2/ A PARP-1 delécid hatdsdra jelentdsen megnitt a NAD szint barnazsirban (kb. 180%) és harantcsikolt izomban
(150%) (5B dbra). Elképzelhetd ilyen kiilinbség, mikizben a vad tipusii egerekben is csak ag hattér PARP aktivitis
dolgozott?

Ez a kilénbség a mi figyelmiinket is felkeltette, bar egyértelmd magyarazatot nem talaltunk ra és nem
is végeztink mélyrehat6é vizsgalatokat - szamunkra egyértelmiien a NAD™*-szint emelkedése volt
érdekes. Az egyik lehetséges magyarazat a jelenségre, hogy a barna zsirban (BAT-ban) tobb
mitokondrium van és ezért esetleg t6bb szabadgyokot termelSdik, mint a vazizomban, ahol kevesebb
mitokondrium talalhaté (Barja de, 1992). Magasabb szabadgyok szintek tébb DNS torést okoznak és
magasabb alap (hattér) PARP aktivitast eredményeznek a BAT-ban. A PARP-1 delécidja a BAT-ban

ezért nagyobb mértéki NAD™' sporolast eredményez, a harantcsikolt izomhoz képest. A masik



magyarazat az lehet, hogy a NAD* szintézis és mentés muikodésének mértéke is eltérhet a két

szovetben.

3/ Eltérd hatasmechanizmussal, de a PARP-1 és PARP-2 delécid nagyjabil hasonld mitokondridlis DNS mennyiségi
novekedést okozott. Ugyanakkor a PARP-1 delécid védd hatisa kiilonbozd paradigmakban sokkal kifejezettebb volt.
Magyarizhati-e a védd hatds eltérése pusztan a NAD-fogyasztissal? Anndl is inkdbb érdekes ez a kérdés, mert NAD
deplécid esetén ag; ember nekrotikus sejthalalt varna. Kimutathatd volt ilyen sgintii nekrotikus sejthaldl a vizsgdlt
szovetekben vagy sejtekben?

A Biral6 éltal feltett kérdés megvalaszolasa bonyolult, engedje meg, hogy részekre bontva adjak valaszt.
Az elsé megjegyzés esetében a biralé valdszindleg a mitokondrialis aktivitisra vagy biogenezisre
gondolt, ahol mind a PARP-1, mind a PARP-2 delécidja esetén kronikus hatasok érvényesiilnek, igy
inkdbb a mitokondrialis biogenezis beindulasa a mérvadd, mint a gyors aktivitas névekedés. A
mitokondrialis biogenezis nem jellemezheté egyetlen mitokondrialis markerrel, pl. a mitokondrilis
DNS mennyiségével. Tobb paramétert kell egytitt értékelni, mint a mitokondrialis membranpotencial,
oxigénfogyasztas, gyoktermelés vagy a mitokondrialis gének expresszidja. Vizsgalhaté a mitokondrialis
struktira valtozasa is. Nehezen megmagyarazhato, hogy az egyes markerek kézul miért az egyik vagy a
masik domindns, de sajat tapasztalatunk az, hogy a mitokondridlis DNS mennyisége az egyik
wlegérzéketlenebb” marker a rendszereinkben.

Annak eldontése, hogy a PARP-1 delécié vagy gatlas hatasa mennyire mulik csak a NAD-ra gyakorolt
hatasan ismét egy Osszetett kérdés. A disszertacié 33. abrajan is bemutatom, hogy mennyire bonyolult
metabolikus  halézatokon  keresztil — képesek a  PARP-ok a  mitokondrialis  aktivitas
befolyasolasara/szabélyozasara. Ezek egyiittes vizsgalatait még nem végezték el.

A metabolikus kisérletekben nem tapasztaltunk nekrotikus hatasokat.

4/ Kisérleteikben teljesen indokolbatd mddon sir, mdj és izomszovetet haszndltak. Mi indokolta a HEK sejtek
haszndlatdt a konnyi transzformdlhatdsdgon kiviil?
Engedje meg a Biralo, hogy rovid valaszt adjak: a HEK sejteket felhasznalasat csak konnyd

transzfektalhatésaguk indokolta.

5/ A 3D, 4B, 6E, 7A, 9G, 10C, 134, 184, 19A,G, 22F, 23F, 24G, dbrikon feltiintetett relativ expresszids
nivekedések. viszonylag kismértékiek. voltak (<<100%). Altaliban 300%-o0s génexpresszids nivekedést s3oktak
szignifikansnak elfogadni. Mennyiben tekinthetiek a felsorolt valtozdsok nem statisgtikai értelemben signifikdnsnak.
Engedje meg a Biralé, hogy ne értsek teljes mértékben egyet megjegyzésével. Egyrészt a statisztikai
szignifikancia nem fligg att6l, hogy milyen mértékben kiillonbéznek egymastdl a csoportok, hanem a
csoporton beliili szérastdl. Microarray kisétletekben valéban szoktak ,,hdzni egy vonalat” (+/- 1,5X

vagy +/-2X expresszios valtozas), ami alatt nem foglalkoznak génexpresszios valtozasokkal (amelyek



attol még lehetnek szignifikans valtozasok, a szoftverek ezeket a valtozasokat képesek listazni és kezelni,
ezért, ha szikséges, vizsgalhatoak is). Az altalunk kivitelezett RT-qPCR reakciék alkalmasak kismértékd
kilénbségek reprodukalhaté detektalasara és kvantifikalasra. Az altalunk bemutatott adatok statisztikai
elemzése megfelel6 volt (l. az alabbi pont). Tovabba ahhoz sem férhet kétség, hogy a bemutatott

valtozasoknak van biol6giai hatasa.

6/ A 3.5 pontban a statisztikai feldolgozdsndl p<0.01 és p<0.001 szignifikancia sinteket is feltiintetett. Sigorian
véve a statis3tikai mods3erek csak n>50-es csoportok esetén haszndlbatéak, igy ag élettudomanyokban hasgndlatos
elemszamork mellett még a p<0.05 szintet is rosszalldan néik a statisztikusok. Javaslom a jovire nézve a p<0.05
szint hasgndlatit olyan esetefere is, amikor a statisztikai szoftver ennél magasabb szintet mutat.

Engedje meg a Biralo, hogy ezzel a felvetésével se értsek egyet. Parametrikus tesztek alkalmazhatoak,
amennyiben a csoportok normal eloszlast mutatnak vagy eloszlasuk normal eloszlassa transzformalhato
és az egyes csoportok szorasai nem kulénboéznek egymastdl. A parametrikus tesztek esetében a
csoportok mérete az altalunk alkalmazott méretd lehet (n~10) és az eredmények értelmezhetSek. A
kozlemények egy részében ennek megfelel6en jeleztiik is, hogy a statisztikai feldolgozast a normalitas
vizsgalataval kezdtik. Amennyiben a csoportokon beliili eloszlas nem normal eloszlast mutat, akkor

nem parametrikus tesztek végezhet6ek csak el, ahol a Biral6 altal jelzett elemszamok sziikségesek.

7/ Miért tubulint hasgndltak az, egyenletes febérjefelvitel ellendrésére fiiggetleniil attol, hogy a vizsgdlt fehérje milyen
sejten beliili lokalizdcidval rendelkezik.

Az 6sszes bemutatott kisérletben teljes kivonatokat vizsgaltunk (kivéve a 20A abrat, ahol magokat
izolaltunk és anti-H1 hiszton antitestet hasznaltunk normalizalasra), ami tartalmaz tubulint, vagyis az

anti-tubulin antitest alkalmas a felvitt fehérjemennyiség jellemzésére.

8/ A 11. dbran az 1. panelben a PARP-1 sdvok jol litszanak mind a normal mddon taplalt, mind az éheztetett
dllatokban. Ugyanakkor, a 2. panelben nem litszanak a PARP-1 sdvok a normdl mddon tapldlt dllatokban, csak a
magas sirtartalmii diétan tartottakban. A két normdl modon tapldlt csoportnak meg kellene egyeznie. Mi volt az eltérés
oka?

A 11. abran két kilén membrant lathatunk, amelyeket kiillon-kilén hivtunk el6, emiatt kilonbézik a

kontroll allatok jele.

9/ A PARP-1 és PARP-2 génkiiititt egerekben viszonylag mérsékelt génexipressids valtogdsok mellett jelentds
funkciondlis viltozdsokat (hidegtiirés, oxigénfogyasztds, futdsmennyisés, betegségekkel szembeni védelem) tapastaltatk.
Nenr lebetséges, hogy a ,,funkciondlis tobblet” a jelatviteli rendszerefe és mitokondridlis miikodés pozitiv befolydsoldsdbol

szdrmazik?



Teljes mértékben egyetértek a Biraloval. A PARP-2 és a PARP-1 kozti hatasok kozti killénbség egyre
kifejezettebb (pl. gyulladas, hematopoietikus differenciacié, metabolizmus, stb.) (Szanto et al., 2012;
Yelamos et al.,, 2008). A kilonbség oka nem nyilvanvald, hiszen a két fehérje jelentSs szerkezeti és
funkcionalis homolégiat mutat, azonban a jelatviteli utvonalak és a mitokondrium kozti kapcsolat
befolyasolasat valoban egyedil a PARP-1 enzimmel hoztik kapcsolatba. Mint ezt a disszertacidban is
kifejtettem a PARP-1 egy bonyolult, tobb visszacsatolast tartalmazé halozat tagja, amely tobb ponton képes
moédositani a mitokondriumok aktivitasat. Tébb kisérletsorozatban kimutattdk, hogy jelatvitel vagy az
energiastressz utvonalak aktivitasanak valtozasa (példaul a PARP-1 kélcsénhatasa a PI3K — Akt utvonallal
(Tapodi et al., 2005) vagy a HIF1l-gyel (Martin-Oliva et al, 2006) fontos a PARP-1 altal kifejtett

mitokondrialis hatasokhoz, ami arra utal, hogy a Biral6 felvetése valészintleg igaz.

Ujbdl szeretném megkoszonni Dr. Gallyas Ferenc professzor urnak disszertaciom biralatat, értékes

felvetéseit és timogatd javaslatat.
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