Valaszok Prof. Kiss Istvan kritikai észrevételeire.

Tisztelt Professzor Ur, szeretném megkoszonni dolgozatom atolvasasat, igényes értékelését,
valamint a dolgozatra adott kritikai észrevételeket és kérdéseket, amelyeket az alabbi
pontokban vélaszolok meg:

Kritikai észrevételek:

1, ,,A fejezetek szamozasa tobb helyen eltér a Tartalomjegyzéktol. ... Hasonlé probléma
az abrak szamozasaban is akad: ...”

Valasz: Ahogy arra Prof. Maroy Péter biral6 is ramutatott, bizonyos fejezetek szamozasa és
szamos abra sorszama hibas a dolgozatban. Konkrétan, a 3.3.1. fejezet (22. oldal)
alfejezeteinek szamozasa helytelen: a 3.2.1.1, 3.2.1.2 és 3.2.1.3 sorszamok helyett 3.3.1.1.,
3.3.1.2. és 3.3.1.3. szamozasnak kellett volna szerepelnie. A Tartalomjegyzékben a 3.3.2.
fejezet alfejezetei 3.4.3.1 és 3.4.3.2. Ezen alfejezetek korrekt sorszama 3.3.2.1 és 3.3.2.2.
lenne.

5 esetben az abrak sorszama szintén helyteleniil szerepel. Valojaban ez egy
szerkesztési hibanak az eredménye: az ,,elsd” 57. abra utan ujra az 52-es sorszammal
kezdddnek az abrak (a 86. oldaltol). Emiatt néhany dbranak a szdmozasa duplikalodott.
Ahogy a jogos kritika megfogalmazta, gondosabb szerkesztéssel ezek a formai hibak
Kikiiszobolhetdk lettek volna.

2, ,,Egyéb értelemzavar¢ elirasok:...”

Vilasz: A 82. oldalon a 67. dbra magyarazatdban a szex-kromoszomak és autoszomak
készletének aranyat nem dupla, hanem egyszeres kettds ponttal kellett volna jelolnom: az
»X X AA=1" €5 ,,X0::AA=0.5" helyett az XX:AA=1 ¢és XO:AA=0.5 jelolés a korrekt. Az
abran a kariotipusok jeldlése mar megfeleld.

A 77. abran (89. oldal) a Drosophila Hox gének koziil az abd-A és abd-B gének
neveirdl az ,,A”és ,,B” kiterjesztések lemaradtak. Ez a hiba a kép importja soran kovetkezett
be, és elkeriilte a figyelmemet.

A 2. Tablazatban az lgg-1 gén helyteleniil kétszer szerepel. Valojaban a C32D5.9 ORF
az lgg-1 gén, mig a BO336.8 ORF az 1gg-3 génnek felel meg. Ezek a szerkesztési hibak egy
ujabb gondos atnézéssel elkeriilhetdk lettek volna.

Kérdések:

3, »A 28. oldalon azt irja, hogy ,,A Ras fehérje a Raf Ser/Thr kinazt foszforildlja...” Ez
nyilvan eliras a ,,Ras fehérje a Raf Ser/Thr kinazt aktivalja” helyett.

Vilasz: Valoban, ez egy szakmai hiba. Az aktivalt Ras (kis G vagy GTPaz) fehérje
konforméciods valtozdson megy keresztiil, igy képes kotddni a Raf fehérjéhez (MAP kinaz-
kinaz-kindz). Ez a kapcsolat teszi lehet6vé, hogy a citoplazmatikus Raf a sejtmembranhoz
kotddjon, ahol aktivalodik. A Raf aktivacidja egy tobblépéses folyamat. Egyrészt a PP2A
(protein foszfataz 2A) defoszforildlja a Raf gatlo helyeit, masrészt a PAK (p21-aktivalt kinaz)



¢s Src kinazok foszforilaljak a Raf aktivacios helyeit. Tovabbi — eddig nem meghatarozott —
kin4zok szintén részt vesznek az aktivacids helyek foszforilaciojaban.

4, ,,A bec-1(-) mutans homozigota életképtelenségét a bec-1::gfp transzgénnel
menekitették. ... Nem vilagos ennek mechanizmusa.”

Valasz: A bec-1 gén funkciovesztéses mutans alléljei homozigota allapotban L4 larva/fiatal
felnott eletképtelenséget eredményeznek. A fejlddésben megrekedt fiatal felndtt mutansok
nem képesek utddok létrehozasara. A bec-1 tehat egy esszencialis gén. Az ilyen bec-1
mutaciokat balanszer rendszerben vagy heterozigota formaban lehet fenntartani. bec-1(-)/+
heterozigoéta allatokat kereszteztiink egy pbec-1:BEC-1::GFP konstrukciot tartalmazo
transzgénikus torzzsel. A konstrukciot gy hoztuk 1étre, hogy a bec-1 gén 5 kb upstream
aminosavnak megfelel6 exoni rész hianyzik; BEC-1(+)), és ezt fuzionaltattuk (frame-ben) a
gfp (green fluorescent protein) riporter gén szekvenciajaval (GFP). A funkcionalis transzgént
tartalmazo6 plazmid nem integralodott kromoszémaba, hanem egy 6nallo replikacios
egységkeént (sok kopiat tartalmazd konkatamer formajaban), azaz egy extrakromoszémalis
elemként maradt fent. Ez az extrakromoszomalis elem instabil, bizonyos sejtekbdl a
replikaciot kovetden véletlenszertien elveszik. Az elemet elveszto sejtek (és azok
leszarmazottai) bec-1(-) mutans genotipustak lesznek, mig az elemet megtarto sejtek (és
leszarmazottai) tovabbra is tartalmazzak a transzgénben talalhato menekité bec-1(+) allélt.
Ilyen kontextusban az instabil konstrukciét tartalmazé, egyébként bec-1(-) homozigota
mutans genetikai hatterti allatok genetikai mozaikok, genotipusuk: bec-1(-); Ex[bec-1(+)].
Ezen allatok egy része képes termékeny felnétt allapotba fejlédni (a transzgén menekitd
hatasa kovetkeztében), mig utddjaik pleiotrop fenotipust mutatnak. E fenotipus egyik
legmarkéansabb aspektusa az embrid €letképtelenség (a transzgén az egyedfejlédés egy korai
szakaszaban veszett el szamos sejtvonalbol). Ez azt sugallja, hogy a kiindulasi homozigota
bec-1(-) mutansok anyai hatas kovetkeztében tudnak az L4/fiatal feln6tt allapotig eljutni (ezek
az allatok bec-1(-)/+ heterozigotakbol szegregalodtak). Ez a mozaik rendszer tette lehetévé a
bec-1 funkcidjanak meghatarozasat az embriogenezis soran (pl. apoptozis gatlasa), a larvalis
fejlodés soran (pl. vulva fejlodés, vedlés) és felndtt allapotban (pl. endocitozis).

5, »A 39. abran lathato, hogy az ATP-3 mitokondrialis ATP-szintiz komponens RNAi
géncsendesitése megnoveli az élethosszt, és az autofag LoF mutansok élet-rovidito hatasa
efolott episztatikus. ... az autofagia gének overexpresszioja megnyijtana-e az atp-3(-)
élettartamat, azaz a kett6 szinergizalna-e egymassal?”

Vilasz: Az episztazis eredmény azt mutatja, hogy az ATP-3 deficiens allatok megnytlt
¢lethossza az autofagia gének aktivitasat igényli. Az autofag génkaszkad tehat egy titvonalban
hat a mitokondrialis 1€gzési lanc tagjait kodolo génekkel az 6regedési folyamat
szabalyozasaban. Ebben az Gitvonalban az autofagia gének vannak downstream, amelyeket az
atp-3 gén negativan szabalyoz. Ha ezt az egyszerisitett genetikai kapcsolatot vessziik alapul,
akkor nem varnék szinergizald hatast az autofagia gének hiperaktivalasaval atp-3 deficiens
genetikai héttérben (a downstream komponens hatasa a meghatarozo). A valosag feltehetéen
egy sokkal bonyolultabb genetikai halozat, amelyben vannak parallel utak is. Ez esetben az
autofagia hiperaktivalé mutaciok megnovelnék az atp-3(-) mutansok élettartamat. Egy ilyen
kisérlet elvégzésének tehat — amit a kérdés is burkoltan sugall — ilyen relevancidja lenne, azaz



ravilagitana a mitokondriélis 1égzési lanc és az autofagia masinéria kozotti szabalyozas
természetére.

6, ,,Az 56. abran lathato, hogy a bec-1 gén inaktivalasa apoptozist indukal, hasonl6an a
ced-9/bcl-2 mutanshoz. Az egyik gén overexpressziéja mentheti-e a masik
inaktivalasanak hatasat?

Valasz: Eredményeink szerint a BEC-1 fehérje fizikailag k6tddik a CED-9 anti-apoptotikus
fehérjéhez (ezt a fizikai kapcsolatot human sejtekben is kimutattak), és ez a kapcsolat
sziikséges a CED-9 apoptozist gatld funkcidjahoz. Az egyetlen ismert CED-9 funkcionyeréses
(gf) mutacid egy olyan (pont)mutans fehérjét eredményez, amely nem képes ,,elengedni” a
Apaf-1-szertt CED-4 pro-apoptotikus fehérjét. Mivel a CED-4 egyarant sziikséges a kaszpaz-
fliggd és kaszpaz-fiiggetlen apoptotikus sejthalalhoz, a ced-9(gf) mutacio (és feltehetden a
CED-9 overexpresszio) meggatolja az apoptozist bec-1 funkciovesztéses mutans genetikai
hattérben is.

A bec-1 hiperaktivalasa nehezebb kérdés. Az autofagia sejtvédo funkcidja csak az
autofag rendszer bazalis aktivitdsa esetén valosul meg. Az autofagia hidnya és hiperaktivalasa
egyarant sejtpusztulashoz (gyakran apoptozishoz) vezet. Az autofagiat ezért is nevezik egy
alternativ — II. tipust — sejthalal folyamatnak. Az autofagia prolongalt (de nem over-)
expresszioja idosebb korban — amikor endogén modon csdkken a folyamat aktivitasa — gatolja
a (apoptotikus) sejtpusztulast Drosophila rendszerben, hiperaktivald expresszioja azonban
Oonmagaban is sejtpusztulast okoz. ced-9(-) mutans héttérben még inkabb ez lehet a helyzet.

Tisztelettel,

Budapest, 2011. aprilis 13.

Vellai Tibor
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