Vilaszok Prof. Boros Imre Miklos kritikai észrevételeire

Tisztelt Professzor Ur, szeretném megkdszonni dolgozatom atolvasasat, igényes értékelését,
valamint a dolgozatra adott kritikai észrevételeit és kérdéseit, amelyeket az alabbi pontokban
valaszolok meg:

Kritikai észrevételek:
1, ,,... egyes esetekben az adbra szerkesztés nem olvaso barat, ...”

Vdélasz: Ezt a jogos kritikat a masik két biral6 is felvette. Valoban, szamos esetben a hosszas
abramagyaréazatok helyett érdemesebb lett volna az abraba illeszteni a képhez tartozé
jelmagyarazatokat. Ilyen esetek pl. az emlitett 74. és 88. abrak, amelyeken a gélretardacios
képek sorait magyarazo részek — nehézkesen — az abra alairasokba keriiltek.

2, ,Szamomra szokatlan a paradigma sz6 hasznalata.”

Valasz: Ahogy azt a biralat jogosan felveti, ,,a kisérletes paradigma” helyett helyesebb lett
volna a , kisérletes modell” kifejezés hasznalata. A paradigma jelentése: egy tudomanyteriilet
altalanosan elfogadott nézetei egy adott korszakban (a gondolkodasoknak, vélekedéseknek,
értékeknek és modszereknek egy adott tudomanyos kozosség tagjai altal elfogadott
Osszegzése). Ebben az értelemben a vulvaszovet kifejlddése egy kivalo kisérletes modell,
amelyben jol vizsgalhato a jelatviteli rendszerek kapcsoltsdgara (koordinalt mitkodésére)
vonatkozo paradigma.

3, ,... talan hasznosabb lett volna egy rovid elmélkedést az élettartam és oregedés mint
bioldgiai jelenségek genetikai meghatarozottsaganak és szabalyozasanak kérdésérdl:...”

Valasz: A jelatviteli rendszerek sokféle bioldgiai folyamatot szabalyoznak. Ennek
megfelelden dolgozatomban sokféle folyamattal és jelenséggel foglalkoztam. Az érthetdség
megtartasa céljabol e folyamatok és jelenségek irodalmi hatterét valoban a minimalis
mértékben emlitettem, csupan a két f6 kisérletes rendszert (az autofag folyamat és a
vulvaszovet fejlddése) mutattam be részletesebben. fgy néhany esetben az érthetéség
aldozatul esett a célszerliség oltaran. Kétség kiviil ezek kozé tartozik az dregedési folyamat
szabalyozasara vonatkoz6 irodalmi dsszefoglalas hidnya is (ezt részletesen két, a disszertacid
anyagat is jelentd 6sszefoglald kozleményben tettem meg: Vellai T. Cell Death Diff.16:94-
102, 2009; Vellai et al., Trends Cell Biol. 19:487-494, 2009). Erdemes lett volna tovabb4 az
oregedési folyamatot befolyasold kozvetlen és kozvetett hatasokat megkiilonboztetnem,
amelyet a birdl6 egy elegans hasonlattal (a gépkocsik élettartama és az ,,0lajszlird”) vilagitott
meg. A jelatviteli lizenetek két allapota (gatlas és aktivalas) is valdban tilzott egyszeriisités. A
kritika helytallo, okulnom kell beldle.



Kérdések:

4, ,,60. abra: Az EGL-17::GFP specifikusan a 2° vulva sejtekben expresszalodik — akkor
miért zoldek a ventralis idegdic neuronjai?”

Vilasz: A kérdés feltehetéen egy pontatlan megfogalmazasom kovetkezménye. Az EGL-17
(Egg-laying defective; a fehérje egy fibroblaszt novekedési faktor) akkumulacidja tobbféle
sejttipusban is megfigyelhetd és expresszidja dinamikusan valtozik az egyedfejlédés soran. A
fejlodo vulvaszovetben az EGL-17 expresszidja az L3 €s korai L4 larvastadiumokban az 1°
vulvasejtekben, mig a kés6i L4 larvastadiumban a 2° sejttipusban specifikus. Az 58. abra E
A 60. abra (76. oldal) valojaban a CEH-20 fehérje (HOX kofaktor) akkumulaciojat
mutatja az L3 larvastadiumban (fels6 fluoreszcens kép). A CEH-20 az egyedfejlodés soran
szintén tobbféle sejttipusban akkumulalodik (szex-mioblaszt, neurondlis blasztsejtek, fejlodod
vulvasejtek, sth.), és mintazata dinamikusan valtozik a kiilonb6z6 egyedfejlodési
allapotokban. Az L3 larvastadiumban a CEH-20 minden VPC-ben (vulva elésejtben)
akkumulalédik, és detektalhato a hasi idegducca fejlédé neuroblasztokban is (aprobb zold
sejtek a nyilakkal jelolt VPC-k kozott — felsé fluoreszcens kép). Ilyen forman a CEH-20 nem
VPC-specifikus fehérje. Az L4 larvastadiumban a CEH-20 akkumulacidja mar csak a 2° sejt-
leszarmazottakban figyelhetd meg a fejlodo vulvaszovetben (also fluoreszcens kép). A fehérje
azonban ebben az allapotban is detektalhatdo mas sejttipusokban. A vulvaszovetben viszont
csak kizardlag a 2° sejttipusban figyelheté meg, ezért ebben az egyedfejlodési allapotban a
CEH-20 specifikus 2° sejtmarkernek tekinthetd (természetesen csak a vulvaszdveten beliil).
Ilyen értelemben tehat a CEH-20 nem vulva-specifikus marker. A fejlédé vulvaban azonban
az L4 larvastadiumban specifikusan expresszalodik a 2° tipusu vulvasejt leszarmazottakban.

5, ,,ChIP Kisérlet (65. abra): Készitettek mas kontrollt is mint az Aabran bemutatott? ...”

Valasz: Nem hasznaltunk mas kontrollt, mint ami az abran lathat6. Ezért a kérdés (Kkritika)
teljesen relevans, és a kisérletlinkon tul az eredmények birdloit is mindsiti (ezek az adatok a
Dev. Biol. szaklapban jelentek meg). A LIN-39 kotés/nem kotés mas — ,,semleges” — genomi
kornyezetben torténd vizsgalata bizonyitana egyértelmiien azt, hogy a LIN-39 valoban
szekvencia-specifikusan tud kotédni a lin-12 szabalyoz6 régiodban talalhato potencialis
kotéhelyhez in vivo. A kotés specifikussagat egyértelmiien bizonyitana az, ha egy olyan
mutanssal dolgozhattunk volna, amelyben a lin-12-specifikus k6téhely mutalodott.

6, ,,Hogyan érinti a C. elegans modellként alkalmazhatésagat oregedés ill. élettartam
meghatarozasaban szerepet jatszo faktorok azonositasara végzett kisérletekben a
fonalféreg egyedfejlodésének az a jellegzetessége, hogy a koriilményektél fiiggoen hosszu
élettartamu dauer larva utvonalat is valaszthat?”

Vilasz: Egyértelmiien segiti. A dauer larva egy olyan alternativ egyedfejlodési allapot,
amelyben az allat metabolikusan inaktiv (nem eszik, nem fejlodik, altalaban nem mozog) és
nem oOregszik (a normadlisan fejlédd allat kb. 14 napos élethosszdval szemben a dauer larva
akar fél évig is életképes). Az elsdként felfedezett 6regedési folyamatot szabalyozo jelatviteli
rendszer az insulin/IGF-1 utvonal volt, amely alapvet6 szerepet jatszik a dauer vs. reproduktiv
fejlodés szabalyozasaban. Az utvonal receptora a DAF-2/IGF-1 fehérje. A daf-2(-) mutansok
20°C-on normalisan fejlédnek (az allatok 95%-a normalis fejlodik és csak 5%-a lesz dauer



larva), és ezen allatok élethossza kétszerese a vad tipusu allatok élethosszanak, mig 25°C-on
100%-ban dauer larvaként fejlodnek. A TOR kinaz deficiens allatok megndvekedett
¢lethosszahoz is a Tor(RNSI) allatok dauer larva fenotipusan (,,gyenge” RNSi kezelés hatasara
az allatok 15%-a dauer larvaként fejlodik) keresztiil jutottunk el. Az autofagia rendszer
¢lethosszt szabalyozé funkcidjahoz szintén a daf-2(-) mutansok dauer fenotipusanak autofagia
gatlason keresztiili szuppresszioja vezetett el (Meléndez et al. Science 301:1387-1391, 2003).

7, ,Az autofag gének esszencialis jellege: ...az autofag gének funkciovesztése letalitast
eredményez, ... 1, az autofagia esszencialis az egyedfejlodéshez, vagy (2) az autofag
gének autofagia fiiggetlen funkcidja sziikséges az életképességhez. Milyen kisérlettel
tehetne egyértelmii kiillonbséget a két lehetséges eset kozé:”

Vilasz: A kérdés olyannyira relevans, hogy mai napig nem szolgaltattunk — és masok sem —
egyértelmii bizonyitékot a probléma megvalaszolasara (annak ellenére, hogy az autofagia-
kapcsolt dregedési vizsgalatok a nemzetkdzi figyelem kozpontjaba keriiltek). Két megoldast
javasolok (ezek koziil az elsé nem szolgaltat egyértelmii evidenciat):

(1) Autofag gének prolongalt expresszidja (idésebb korban az autofag rendszer
expresszios aktivitasa endogén modon csokken, és ennek hatasat kompenzalni lehet
autofag transzgének bevitelével és moderalt mitkodtetésével) 50%-os élettartam
novekedést okoz Drosophilaban (Simonsen et al., Autophagy 4:176-184, 2008). A
hosszabb ideig é16 (oreg) legyekben meg kellene vizsgalni az autofag rendszer
aktivitasat autofagia-specifikus markerek és elektronmikroszkopia segitségével. Ez
azonban nem zarja ki annak lehetdségét, hogy az autofag gének aktivitasdnak
fenntartasa nem csak az autofagiat, hanem mas — 6regedési folyamatot szabalyozo —
folyamatokat is stimulal.

(2) Az autofag génkaszkad hiperaktivalasat (amely potencialisan élettartam noveld
hatas() kapcsolndm az autofag strukttrdkat felnétt korban blokkolé (pl. az
esetben az egyedfejlédést kovetben mar nem lesz autofag aktivitas. Ha az allatok
¢lettartama megnd, akkor a hiperaktiv autofag gének autofagia-fiiggetlen funkcioja
szabalyozza az 6regedési folyamatot, ha az élettartam csokken, akkor az autofag
folyamat per se sziikséges a hosszu élettartam kifejez6déséhez.

Tisztelettel,

Budapest, 2011. aprilis 13.
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