Valasz Dr. Geiszt Miklos, az MTA doktora biralatara

Koszo6n6m Dr. Geiszt Miklos egyetemi docensnek, hogy a disszertaciom biralatat elkészitette. Kiilon

k6sz6nom biztatd szavait és épitd kritikajat.

Altalinos megjegyzések
Mindharom biral6 kifogasolta a disszertacioban szerepl abrak méretét, utdlag Ggy tlnik nagyobb méretd

abrakat lett volna érdemes szerkeszteni.

Tételes észrevételek
1. A PARP-T delécidja megnoveli a SIRT-1 aktivitist és ennek a magyardzata a jelolt szerint a hianyzd PARP aktivitis
mitatt megemelkedid NAD koncentrdcid emelkedés. Az 5. dbrin bemutatott eredmények alapjan viszont azt is
mutatjik, hogy PARP-1 hidnydban a SIRKT-1 expresszid is jelentdsen emelkedik. Probaltik-e kvantifikdlni a SIRT-
1 febérje excpresszidjaban bekovetkezd emelkedést és mi lebet a jelentdsége a febérjeszint viltozdsanak az, energiaforgalom
sgempontiabil elonyds fenotipus kialakitasaban? Mi lehet annak a magyardzata, hogy HEK293T sejtekben a PARP-
1 deplécid hatdsara nem emelkedett a SIRT-1 expresszidja?
A PARP-1 és PARP-2 modellek tanulmanyozasa soran a leirt fenotipust kialakité mechanizmus vizsgalata
és magyarazata soran benntink is felmertlt, hogy a SIRT1 fehérjemennyiség névekedése vagy a NAD™ szint
névekedése a kulcsfontossagd mechanizmus. A magyarazat soran azt az elvet kévettiik, hogy egy olyan
molekularis mechanizmust kerestink, amely minden vizsgalt modellben minden részletében azonos médon
jelenik meg. Valéban a PARP-1 knockout egérben a harantcsikolt izomban hatalmas mértékben emelkedett
a SIRT1 fehérjemennyiség (kisebb mértékben a barna zsirszévetben is), azonban a SIRT1T mRNS szintje
nem mutatott ilyen mértékd névekedést, illetve a PARP-1 deplécidja HEK293T sejtekben nem vezetett a
SIRT1 promoter indukciéjihoz.
Ahogy azt a Birdl6 is megjegyzi, a SIRT1 fehérje és mRINS szint névekedése nem kévetkezett be minden
vizsgalt modellben, emiatt nem valészind, hogy ez lenne a PARP-1 delécidja vagy gatlasa esetén fellépd
altalanos mechanizmus. A NAD* szint emelkedése minden modellben megtértént, kivéve a majban, ahol a
PARP-1 expresszié nagyon alacsony, ezért delécidja kismértékd NAD* szint valtozasokat okozhat, ami arra
utal, hogy a NAD* szintben bekdvetkez6 valtozasok lehetnek elsédlegesek. Tovabb erdsiti ezt az érvelést,
hogy a NAD™ el6anyagok adasa mind 7 vivo, mind i vitro képes a SIRT1 aktivitasat indukalni (Canto et al.,
2012; Canté et al., 2013), illetve mind a révid tavd, mind a hosszu tavd PARP inhibitor kezelés (Bai et al.,
2011; Pirinen et al., 2014) NAD* szint emelkedést okozott és indukalta a SIRT1 enzimet. Tovabba kinetikai
jellemzGit tekintve a PARP-1 hatékonyabb enzim a SIRT1-nél és nagyobb az affinitdsa a NAD*-hoz, mint
a SIRT'1-nek, vagyis minden val6szinlség szerint — miutan azonos kompartmentben talalhaté a két enzim —
a PARP-1 képes limitalni a SIRT1 szamara rendelkezésre allo NAD*-ot (Cant6 et al., 2013).
A PARP-2 delécidja esetében forditott volt a helyzet. Minden modellben a SIRT1 mRNS és fehérje szint
valtozast és sejtes modellekben a SIRT1 promoter indukcidjat tapasztalunk, ezért a SIRT1 expresszid

valtozasat tekintettik a koézponti mechanizmusnak. Mindazonaltal, t6bb esetben a PARP-2



delécidja/deplécioja a NAD* szint ndvekedéséhez vezetett, de ez nem volt jellemzé minden modellre vagy
szovetre. A PARP-2 és a SIRT1 katalitikus tulajdonsigai (Km és Km/kcat) 6sszemérhetSek, vagyis kevésbé
valészintG, hogy a PARP-2 a PARP-1-hez hasonlé médon képes lenne limitalni a SIRT1 szamara
rendelkezésre 4ll6 NAD*-ot. Vannak azonban olyan szerz6k (Mohamed et al., 2014) akik a PARP-2 delécié
esetben fontosnak tartjak a NAD* szint névekedését a bioldgiai hatds megjelenésé¢hez, azonban senki sem
vitatja a SIRT1 expresszio emelkedésének kézponti szerepét (Geng et al., 2013; Liang et al., 2013; Mohamed
et al., 2014; Zhang et al., 2014).

Természetesen barmilyen modellben az azonos iranyd valtozasok Gsszeadddhatnak, és egyiitt fejthetik ki
hatasukat. Azaz, a szoveti NAD™T szint és a SIRT11 mennyiség novekedése egylittesen indukalja a
mitokondrialis biogenezist. Gyakotlatilag feltaratlan teriilet, hogy milyen szévetspecifikus mechanizmusok
szabalyozzak a PARP-ok és a SIRT1 (vagy mas sirtuin enzimek) kozti kélcsénhatisokat, ezek azonban
minden bizonnyal léteznek.

A SIRT1 fehérje mennyiség névekedését nem hatiroztuk meg denzitometriaval, mert a jel valtozasa
meghaladja a dinamikus tartomanyt: tulajdonképpen vagy nem latjuk a SIRT1 jelet a kontrollban és jol
értékelheté savok jelennek meg a PARP-1 knockout egérben vagy latjuk a SIRT1 savjat a kontrollban és

,»Kiégeti” a filmet a knockout allat SIRT1 jele.

2. Szdmos dbra mutat be QPCR eredmiényeket, azonban a ,,Mddszerek” fejezet nem ad informaciot arra négve, hogy
milyen mddon tortént e kisérletek kiértékelése és dbrazoldsa. A , relatiy expresszid” milyen haztartasi génbez, viszonyitott
expressidt jelent? A 24. dbrdan bemntatott QPCR eredmeényen mindegyik vigsgdlt gén kontroll dllatban megfigyelt
expresszidja 1, ami arra ntal, hogy ebhez, viszonyitotta a KO dllathan mért expresszids szinteket. Ha ez igy van, akkor
viszont nem beszélhetiink a tengely feliraton olvashatd tets3dleges egységben megadott relativ expressgiordl. A 4. dbrin
bemutatott expressgids szintekné] ugyanakkor a szintén tetsydleges egységben megadott expresszids szint a kontrol
dllatokban 9 vigsgdlt gén kozil nyolcban 2 koriili érték. Ebben az esetben hogyan tirtént azg eredmények kiértékelése
és dbrdzoldsa?

A disszertacioban bemutatott kisérletek 10 év munkajat vonultattak fel és ez id§ alatt valtozott az RT-qPCR

standardizalas elmélete és gyakorlata is, amivel parhuzamosan mi is fejlesztettiik az altalunk alkalmazott

normalizalasi eljarasokat.

Minden bemutatott kisérletben a feltiintetett gént normalizaltuk valamely masik, stabilan expresszal6dé gén

mRNS mennyiségére. Miden kisérletben egy belsé standard-sort alkalmaztunk, amelyet a kisérletben

szerepl6é mintak Osszekeverésével, majd szekvencidlis higitasaval (3-5 tagt standard-sor) allitottunk el6. A

leghigabb oldat koncentraciéjat 6nkényesen 1-nek tekintettik, a tdményebb oldatokat pedig ehhez

viszonyitva adtuk meg (pl. ha a masodik oldat haromszor téményebb volt ez els6nél, akkor annak a

koncentracidja 3 lett). A standard sort minden futds soran megmértik és a Roche késziilékek masodik

derivalt médszerével operator figgetlen médon allapitottuk meg a kritikus ciklust, majd a standard sor
segitségével hataroztuk meg az ismeretlen mintak koncentraciéjat. Fontos hangsulyozni, hogy a standard-
sor igy nemcsak konnyen kezelhet6 koncentracidkat ad, hanem igy meg lehet hatirozni a reakcid

hatékonysagat, amit enélkil csak becsilni lehet. Ezen felil kontrollalni lehet, hogy megjelennek-e



parhuzamos reakciok, ami gyakori probléma SYBR Green alapi médszerek esetében. Szirtiik a termékek
olvadaspontjat is, ami szintén a parhuzamos reakciok kiszlrést segitette. Ertelemszertien azokat a lyukakat,
ahol parhuzamos reakciot figyeltink meg nem vettitk bele az értékelésbe. Minden gén esetében {gy jartunk
el, vagyis a mérendd és a kontroll gének esetében is ugyantgy nyertiink expresszids adatokat, ezek a szamok
relativak, mert a standard-sor koncentraciéit 6nkényesen allapitottuk meg.

A normalizalas minden RT-qPCR mérés kiértékelésének legkényesebb része és ezen a teriileten az elsé
targyalt kézleményem megjelenése 6ta jelentSs fejlédés ment végbe. A 2007-es JBC cikkben ciklofillinre
normalizaltunk - ez volt az elfogadott kontroll gén az Auwerx laborban (Strasbourg, késébb Lausanne).
Elosztottuk a célgén relativ expresszids értékeit a ciklofillin értékeivel és ezt abrazoltuk. A tobb génre torténd
normalizalasnak technikai akadalya is volt. Ezekben a kisérletekben a Roche kvarc kapillarisokkal mikodo,
egyszerre 32 mintat befogadni képes qPCR késziilékét alkalmaztam. A késziilék alacsony ateresztGképessége
miatt a kézleményben bemutatott adatok dsszegyijtése is tobb honap munkaja volt. A két Cell Metabolism
kézleményhez tartozo kisérletek végzése soran mar a 384 lyuku plate-tel mikodé Lighteycler 1T késztléket
alkalmaztam. Ebben a két kisérletsorozatban hiarom kontroll gént hasznaltam: aktin, ciklofillin és 36B4.
Mindharom kontroll génre normalizaltam és hasonl6é eredményeket kaptam, a kézleményben a 36B4-re
normalizalt értékeket mutattam be, ez a gén volt ebben a rendszerben a legkevésbé varidbilis. Ezutdn vettem
részt az EMBO RT-qPCR kurzusan, ahol részletesen targyaltuk a normalizalas elfogadott médszereit. Ezen
elvek mentén a Cardiovascular Research kézlemény kisérleteiben harom gén (36B4, ciklofillin és 18S)
expresszidjanak mértani kézépértékére normalizaltunk. Ennél a kézleménynél vezettik be, hogy az adatok
koénnyebb értelmezhetSsége érdekében a kontroll mintikat mindig 1-nek vessziik és barmilyen kezelést
ehhez képest adunk meg (tulajdonképpen minden értéket elosztunk a kontroll csoportban meghatarozott
expresszio6 értékével). Ettél még minden érték egy 6nkényesen definialt relativ skdlan marad, ezért neveztik
el az y tengelyt relativ expressziénak és mutattunk mindent 6nkényes egységekben.

A Biralonak igaza van, hogy a kisérletek megitélhetGségéhez le kellett volna irnom részletesen a

normalizalast.

3. A PARP aktivitas Western blot technikdval torténd detektildsa esetén mi lebet a domindns szigndl eredete?
A PAR Western blotokon a 110 kDa sav, illetve a sokszor felette elhelyezkedd elmosédé jel a PARP-1 auto-
PARIilaciéja. Gyakran megjelenik egy sav 70 kDa koriil is (az alkalmazott PAR antitesttdl fiigg a jelenléte és
az intenzitasa); ennek az eredete ismeretlen. Magunk is hosszasan kerestiik a PARilalodé fehérijét sikertelentl

— de a teriilet mtvelSivel konzultilva egyre inkdbb az az elfogadott allispont, hogy ez egy aspecifikus sav.

4. Vigsgaltik-e esetleg dllatmodell segitségével a PARP-1 és PARP-2 egyiittes hidnydnak kovetkezményeit?

A PARP-1 és a PARP-2 egyiittes hianya intrauterin elhalashoz vezet, igy a jelenleg rendelkezésre allo
technikdval nem lehetséges ennck a vizsgalata (Menissier-de Murcia et al., 2003). Erdekes, hogy a PARP-1
vagy a PARP-2 kilitése 6nmagaban az élettel Gsszeegyeztethetd, viszont ha mas DNS repair enzimet is

kittink parhuzamosan, az intrauterin elhalashoz vezet (Huber et al., 2004).



5. A jelilt felveti azt ag érdekes hipotézist, hogy a PARP-inbibitoroknak anti-Warburg batdsa lebet, ugyanis a
mitokondridlis oxiddcid indukcidjan keresgtiil csokkenthetik a mitokondrinmokban zajld, tumor sejtek szdmdra
essgencidlis metabolitok szintézisét. Hogyan lebetne Risérletesen tesztelni ext ag érdekes gondolatot?

Warburg eredeti megfigyelése az volt, hogy a tumorsejtek a normal sejtekkel ellentétben oxigén jelenlétében

is a glikolizist preferaljak az ATP szintézishez (Warburg et al., 1927). Jelenlegi ismereteink arra utalnak, hogy

ez a folyamat ennél sokkal bonyolultabb:

(1) A sejtek nem a tumorban uralkodé hipoxia miatt valtanak a glikolizisre, hanem azért, hogy a citratkor

kozteseit anabolikus folyamatokban legyenek felhasznalhatéak (pl. zsirsav szintézis).

(2) Csak a tumorok egy részére jellemzé a Warburg atrendez6dés (pl. emlStumor, gyomorbél traktus

daganatai), legalabbis sajit munkank soran csak bizonyos tumorok reagéltak anti-Warburg hatisokra.

(3) Mechanizmusat tekintve gyakran tobb gyoker folyamat a Warburg atrendez6dés, vagyis tébb enzim

egylttes defektusa vagy miikodésének megvaltozasa sziikséges a kialakulasahoz.

(4), Gyakran csak a glikolizis megerésédése okozza vagy csak a mitokondridlis oxidacié csékkenése, nem

feltétlenil a két folyamat egyszerre bekovetkez6 valtozasa,

(5) Gyakran megfigyelhetS a kérnyezd egészséges szévetekben a mitokondrialis aktivitds fokozodasa (reverz

Warburg hatas),

(6) Gyakran emelkedik a pentdz-foszfat shunt aktivitasa.

(7) Az adatok értelmezésénél fontos arra is figyelemmel lenni, hogy egyre tobb kisérlet mutat arra, hogy a

metasztazis képzéshez a tumorsejtekben helyre kell allnia a mitokondrialis funkciénak.

A kisérletes megkézelités mindenképpen széleskori kell, hogy legyen, hiszen egy szerteagazé folyamattal

allunk szemben. Sejteken érdemes egy teljes steady-state transzkriptom analizist végezni és az expresszios

adatokat manudlisan is atféstlni (glikolizis enzimei, pentdz-foszfat shunt enzimei, mitokondridlis oxidacio,

TCA koér enzimei). A glikolitikus fluxus és a mitokondrialis oxidacié egytittes tanulmanyozasara a Seahorse

Biosciences XF96 késziiléke alkalmas, itt érdemes figyelmet forditani a mitokondrialis belsé membran

épségének vizsgalatara és az extramitokondrialis oxidacié levonasara. Ezek a vizsgalatok esetleg kivalthatéak

a laktat kolorimetrids meghatirozasaval és mas oximetrids késziilék alkalmazasaval. Vizsgilhaté a

mitokondrialis membranpotencial és a gyoktermelés is. Mindenképpen hasznos valamilyen metabolomikai

megkozelités alkalmazdsa a sejt cukor metabolizmusanak tanulmanyozasara (pl. pentéz-foszfat shunt
intermedierei), illetve a  nukleotid  metabolizmus  vizsgilata.  Frdemes  vizsgalni  az
energiastressz/energiaszenzor utvonalak markereit is (AMPK, SIRT1, SIRT3, SIRT5, mTORC1, mTORC2,

HIF-ek, NRF-ek). Végiil érdemes figyelmet forditani a mitotikus frakcié meghatarozasara (pl. Ki67 festés)

és a sejtciklus analizisre, mert az anti-Warburg beavatkozasok lassitjdk a sejtciklust, illetve G1/S blokkot

okoznak (Colombo et al., 2011). Sajit vizsgilataink arra utalnak, hogy a G2/M atmenet is gatolttd valhat

(MCF7 sejtek, metotrexat + AICAR kezelés). Amennyiben felmeril, érdemes exom szekvenaldssal

mutaciokat vagy SNP-ket keresni ismert Warburg enzimekben, mert t6bb human tumorban is leirtak ezen

enzimek mutaciéjat (pl. SDH alegységek MENIIa szindrémaban).

In vivo hasonlé vizsgalatokat érdemes elvégezni azzal a killonbséggel, hogy sajat vizsgalatainkban az oximetria

helyett elvégzett indirekt kalorimetria alkalmazhatdsaga kérdéseket vetett fel, mert az allatoknal nagymértékd



testsuly vesztést tapasztaltunk a mérés végére. A glikolizist a szérum/plazma laktat meghatarozasaval és a 2-
deoxi-glitkéz felvétel meghatarozasaval (mikro-PET vagy '“C jel6lt anyag alkalmazasaval) kézelithetjiik meg.
A mitokondrialis aktivitast Tc-Mibi felvétel tanulmanyozasaval lehet mérni. Mindenképpen figyelemmel kell
lenni a kérnyezS szovetekre a reverz Warburg-hatas megjelenése miatt (Faubert et al., 2013; Kim et al., 2013;

Pavlides et al., 2009). A t&bbi, sejteknél leirt modszer itt is alkalmazhato.

6. Az értekeés ,,Megbeszélés” fejezetében arvdl ir a szerzd, hogy a PARP-1-ef aktivilja ag oxidatiy stressz és a PARP-
1 aktivicidia ag oxidatiy stressz fokozdddsdhoz veget. Milyen mechanizmusok korlitozbatiak a sejtekben ext ag
Onerdsitd, az oxidatiy stress3, fokozddasdahog vezetd szabilyozdst?

Valéban a PARP-1 aktivacidja az oxidativ stressz fokozddasahoz vezet, mig a megndvekvé oxidativ stressz
ujabb DNS téréseket okoz és tovabb fokozza a PARP aktivaciot. A legfontosabb tényezd, ami ennck a
folyamatot korlatozhatja, az a PARP-1 és a PARP-2 auto-PARilaciéja. A PAR polimer két legnagyobb
akceptora a PARP-1 és a PARP-2. A felhalmoz6dd negativ tdltés levalasztja a PARP-1-et és a PARP-2-ta
DNS-16l és {gy gatolja a tovabbi mikdédésiiket. Ezen a médon elkeriilheté az ATP deplécid, mitokondrialis
diszfunkci6 és végss soron a sejthalal. Hasonlé médon a talzott PARP aktivacio disszocialhat transzkripcios
komplexeket és igy csokkentheti a proinflammatorikus citokinek, kemokinek vagy az iNOS expressziojat.
Minden valészindség szerint ezek a folyamatok fontosak a PARP inhibitorok citoprotektiv hatisanak
kialakitasaban. A PARildlt PARP enzimekrdl a polimereket a PARG enzim nagyon hatékonyan képes
lehasitani és igy djra aktivva tenni a PARP-1 és PARP-2 enzimeket. Emiatt paradox médon a PARG gitlas
a PARP gatlashoz hasonlé fenotipust hoz létre (Bakondi et al., 2004; Erdelyi et al., 2009; Ying and Swanson,
2000).

Egy masik lehetséges méd a PARP-1 deacetilaldsa (Rajamohan et al., 2009), amiben a SIRT1 enzimnek van
kulcsszerepe. Azonban a SIRT1-et a noxa el6tt kell aktivalni, mert egyébként a PARP-1 elfogyasztja a SIRT1
szubsztratjat, a NAD*-ot és lehetetlenné teszi a SIRT1 aktivaciot (Cant6 et al., 2013).

Valamivel tagabb értelemben vizsgalva a PARP szabalyozott utvonalakat, meg kell emlitsem, hogy a PARP-
1 képes az NRF fehérjéket aktivalni ugy, hogy ahhoz nem szitkséges PARilacié (Hossain et al., 2009; Wu et
al., 2014), ami valdszinileg segit a sejteknek a kismértékd PARP aktivacié altal okozott mitokondrialis

diszfunkcié helyreallitasaban.

7. 3. A18. dbra A része, amely a SIRT-1 febérje mennyiségének Western blot technikdval detektalt emelkedését hivatott
mntatni, kimaradt a dolgozatbil.

Elnézést kérek azért a hibaért, alabb beillesztettem a hianyz6 Western blotot.
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Még egyszer szeretném megkdszonni Dr. Geiszt Miklosnak kritikai észrevételeit és az értekezés tamogatd

biralatat.
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