Vélasz Prof. Varga Zoltan opponensi véleményére

Tisztelettel k6szonom Varga Zoltan professzor ur véleményét, melyben a bemutatott
eredmények alapjan dolgozatomat nyilvanos vitara alkalmasnak tarja. Koszonom az elismerd
szavakat, a kritikai megjegyzéseket, valamint a felvetddott kérdéseket egyarant.

Biradlom megjegyzi, hogy a dolgozatban és a tézisekben sok figyelmetlenségbdl adodo formai
hiba maradt, melyek kozul az alabbiakat biralatban fel is sorolja:

., ...a dolgozatban rendkiviil sok az eliités, a betii-és irasjel hiany, amely a megfelelo
szovegellenorzes hianyara vall. ”

,.KiVal6 abrén és alapos magyarazo szoveggel mutatja meg, miért transzlaciotol fliggetlen az
oskar RNS szerepe az ivarsejtfejlédésben, bar zavaro, hogy az egész bekezdés, egy az Oskar
fehérjével kapcsolatos csonkan maradt mondattal kezdddik. ”

,» Tovabbi mutans-izolalasi rendszert is sikerult 1étrehozni harmas heterozigbta mutansok
(staufen , oskar, Tmll) elédllitisaval, amellyel nagy szamu P elem dltal indukalt letdlis
mutacié interakcids fenotipus penetrancidjat is sikeriilt meghatarozni. ..... Nem vilagos
szdmomra, hogy ez az utébbi eredmény a tézisekben miért nem szerepel.....

A biralatot elfogadom. Valoban, egy kimeritd szoveggondozas, illetve a tézisek
szerkesztésének ellendrzése a dolgozat javara valt volna. A hibakért birdléim és a leendd
olvaséim szives elnézését kérem.

Varga professzor ur birdlatdban megfogalmazott kérdéseket a kovetkezOképpen valaszolom
meg:

,.Mivel az oskar ribonukleo-partikulumok (RNP) dsszeszerelddésével és szallitasaval
kapcsolatos megéllapitasok itt még csak hipotetikusak (22.0), meg kell kérdeznem, milyen
ujabb eredmények erdsitik meg azt a feltételezést, illetve mi annak a mechanizmusa, hogy az
oskar RNS oligomerizacioja képezi azt a kapcsoloerdt, ami az RNP-Ket kialakitja és
Osszetartja.”

A hipotézis a mai napig nem nyert bizonyitast. Egy fontos eldrelépés az iigyben
azonban tortént. Anne Ephrussi és munkatarsai az RNA cim@ folydirat 2011. decemberi
tipusi masodlagos szerkezetet, melyen keresztil az oskar RNS in vitro kisérletekben
dimerizalodni tud. In vivo kisérletekkel megmutattdk azt is, hogy ez a stem-loop struktira
képes jelzett RNS-cket, feltehetéen RNS-RNS interakcio alapjan az oskar RNP partikulumba
integralni. Eredményeik, ha nem is bizonyitjak teljes kortien, de valosziniisitik, hogy az oskar
RNS molekuldk kdzotti kapcsolat az RNP szervezd ereje lehet.

,»Ugy Vvélem, szintén tovdbbi magyarézatot igényel, hogy a cellularis tropomiozin
(cTM) milyen mechanizmus szerint horgonyozza ki a pete posterior polusan az oskar RNS
tartalmi RNP-partikulumokat. ,,



Dolgozatomban (25.0ldal) idézem Trucco és munkatarsainak a Cell cimi folyoirat
2009 novemberi szdméban (139:5 983-998) megjelent kdzleményét. A kozlemény cryo-
immuno-elekron mikroszkopos vizsgélatokra hivatkozva allitja, hogy a cTm fehérje mér a
mikrotubulusok mentén szallitddé oskar RNP komplexnek is tagja. Ennek alapjan
egyszerlien magyarazhatnank a cellularis Tropomiozin szerepét az oskar RNS tartalmd RNP
partikulumok lokalizaci6jiban. Eszerint a transzport komplex mér eleve tartalmaz egy aktin
kot fehérjét, igy a szubkortikalis aktin halozatot elérve az oskar RNP komplex a megérkezés
helyén az aktin vazon fogva maradna, ahol az oskar RNS helyspecifikus transzlcidja
megtorténhetne. A fent emlitett kdzleményt 2010 oktdberében éppen a kritikus cryo-immuno-
elekron mikroszképos vizsgalatok eredményének manipulalasa miatt visszavontak, igy a fenti
modellt a tudoméanyos megismerés szablyai szerint nem tekinthetjik megalapozottnak.

A tropomiozin fehérje oskar RNP kihorgonyzasaban betoltott szerepérdl a leghijabb
kutatasok fényében 0j munkahipotézis alakithatd ki, melyhez nem szikséges a cellularis
tropomiozinnal kapcsolatos visszavont eredményeket feltételezni. Takana és Nakamura a
BioArhcitecture cimii folydiratban 2011-ben kdzolt cikkében (1:3, 122-126 ) az oskar RNP
komplex, valamint az Oskar fehérjék kihorgonyzarsrol 6sszegzé modellt kozdlnek. E modell
szerint a mikrotubulusokon a petesejt poszterior csiicsaba érkez6 oskar RNS két fehérje
izoformava transzlalodik. A hosszd Oskar izoforma endoszomaék feliiletén aktin nukleéld
faktorokkal egyitt megtapad és a szubkortikalis aktin vazbdl a petesejt belseje felé mutatd F
aktin bendveseket indit. A modell szerint az Ujonnan létrejott F aktin bendvések alkotjak azt
az aktin formét, amely az Oskar rovid izoforméat megkoti. Az igy kihorhonyzott Oskar révid
izoforma koti meg a tébbi ivarplazma komponenst, ami a poszterior péluson ivarsejtek
lefliz6déséhez vezet. Ebben a modellben a Tropomiozin szerepe az Gjonnan keletkezé aktin
bentvések stabilizaldsa lehetne. Tropomiozin hidnydban az aktin bentvések instabilak
lennének, melyek csokkent rovid Oskar izoforma koté kapacitasban végsé soron
ivarsejthianyos fenotipusban nyilvdnulna meg.

,» szintén rendkivil izgalmas kérdés az Erdélyi-munkacsoport &ltal felismert Poirot
(prt) génnek az emberi Sab génnel valé homoldgidja. Erdekelne, hogy az Gsszefiiggés
bizonyitisan tulmenden, milyen konkrét mechanizmus szerint valosul meg a poirot gén
hatasara a rovid Oskar fehérje izoforma megtartisa, ill. hogyan sziinik meg ez a hatas a prt
gén mutacioi esetében.”

A Poirot fehérje hatdsmechanizmusénak felderitésénél abbdl indultunk ki, hogy az
emberi Sab fehérje (SH3 domain-binding protein that preferentially associates with BTK) a
Bruton tirozin kindz (Btk) fehérje negativ reguldtora. A poirot génnek az emberi Sab génnel
val6 homoldgiaja alapjan feltételeztiik, hogy ez a negativ regulalé szerep is konzervalt.
Genetikai kisérlettekkel belattuk, hogy a Poirot valéban a Drosophila Btk homoldg, a Btk29A
negativ regulatora (Btk funkciovesztéses allélek szuppresszaltak a poirot funkciovesztéses
fenotipust). A Btk29A fehérje ismerten az aktin polimerizacio egyik szabalyozd fehérjéje.
Ezek alapjan feltehetd, hogy a Btk29A illetve az 6t szabalyozo Poirot az Oskar rovid izoforma
megkotéseért felelés aktin filamentum tipus kialakitasaban vagy stabilitdsanak fenntartasaban
vesz részt. Ezutan a Btk29A fehérje szerepét kivantuk tisztdzni az Oskar fehérje helyben
tartasaban. Btk29A hianyos petekezdeményeket allitottunk elé mozaik technika segitségével.



A Btk29A hiany jellegzetes petesejt fejlodési hibat okozott, de rovid Oskar izoforma hianyéara
utalé fenotipust nem eredményezett. Mindezek alapjan ugy gondoljuk, hogy a Poirot fehérje
feladata a Btk29A aktin regulalé faktor gatlasa. A Poirot fehérje e gatlas révén jarul hozz4 a
rovid Oskar fehérje helyben tartdsdra specializilédott poszterior aktin bendvések
kialakitasahoz. A Poirot fehérje hidnya ektopikus Btk29A fehérje aktivitast, ennek
kdvetkeztében rosszul koordinalt poszterior aktin halézatot, delokaizalt rovid izoformat,
veégsO soron ivarsejthidnyos fenotipust eredményez.

,»ozintén lényeges Uj fejlemény, a Moesin fehérje sejtciklus-fiiggs sejtmagbeli
lokalizaciojanak és magorso képzédésében valo szerepének tisztazasa. Mivel a kozolt
eredmények kifejezetten a mitotikus orsok kialakulasara illetve a mitozis soran bekovetkezd
szegregdcios hibak létrejottere vonatkoznak, és miutdan a szerzd is nyitott kérdésként veti fel a
Moesin gén szerepét az ivarsejtek kialakulasanak korai fizisaban, jogosnak tinik szamomra a
talan kissé naiv kérdés: lehetséges-e hogy e tekintetben kiildnbségek adddjanak a mitotikus és
meiotikus osztédas mechanizmusaban?”

Mindezidaig a Moesin fehérjének a meiozisban bet6ltott szerepét nem vizsgaltuk. A
vizsgalat eredménye pedig igen fontos lenne a Moesin orsé matrix funkcidjanak bizonyitasa
szempontjabol. Az East (enhanced adult sensory threshold) orsémétrix fehérje meiotikus
funkcidjat ugyanis mar kimutattdk. Az east funkciovesztéses allélja meiotikus
nondiszjunkcios tesztben emelkedett mértékli kromoszomavesztést mutatott. Amennyiben a
Moesin és az east mutaciok hasonldképpen viselkednének nondiszjunkcios tesztekben, az
meger6sithetné a Moesin ors6 matrix fehérje voltat. A vizsgalat egyetlen nehézsége az lehet,
hogy az east er6s mutaciokkal ellentétben a Moezin erés allélek letalis fenotipustak.
Megfeleléen érzékeny nondiszjunkcios teszteket kellene hasznalni, olyanokat, melyek
hipomorf allélek vélhetéen alacsony penetrancidju  nondiszjunkciés fenotipusanak
Kimutataséra is alkalmasak.

A dolgozat bevezetd részét, mely az ivarsejt-testi sejt funkciok elvaldsanak szerepét taglalja a
kijelentést, ekképpen: ,, a bakterialis biofilmeken a fitneszt mint a ,,talélés és a szaporodas”™
képességének egyensulyat kisérli definialni’.

A birélatot elfogadom. A fitneszt az evoluciobiologiaban egyértelmiien definialjak: pl.
egy tipushoz tartozé egyedek atlagos, felnétt utodszama. Dolgozatomban a fitnesz kifejezést
nem a definicionak megfelelden hasznaltam. A fejezetben, melyben a kifogéasolt kijelentést
leirtam azt kivantam bemutatni, hogy az olyan soksejtii egyedekben, amelyekben minden sejt
megtartja szaporodd képességét azok a sejtek melyek az egyed fenntartdshoz sziikséges
feladatokbol tobbet vallalnak, alul maradhatnak az dnreprodukcié sikerességében. Az egyed
fenntartasat jol szolgal6é genotipusok gyakorisaga tehat csak addig ndvekszik a populacidban,
amig az az egyedi sejtek fitneszét nem rontja. Mindennek kdvetkezménye, hogy a tobbféle
genotipusu sejtbdl aggregacio utjan szervez6do soksejtii €l61ény szerkezete, komplexitasa,
miikddési modja a szaporodas és a testépités konfliktusa miatt viszonylag egyszerti marad az
evolucid soran. A bakterialis filmek véleményem szerint szokatlan, de jo példat szolgéltatnak



erre az esetre. Wolpert és Szathmari talan elfogadhatobb példaként a Nature cimii folydirat
2002-ben megjelent (420 6917:745) kozleményében a Dictyostelium discoideum sejtes
nyalkagombét emliti.

A bakterialis filemek, mint analogia értékii képzédmények targyalisa nem
helyettesitheti annak bemutatdsat, hogyan alakult ki a szexualitas, és ezzel szoros
osszefuiggésben a diploid-haploid életciklusok az eukaridta protisztak filogenetikai again.”

A bevezetd valdoban nem sz6l a szexualitas kialakulasarol. Kiilonosnek tiinhet fel ez,
amikor az ivarsejt-testisejt funkciok elvalasarol, és ennek evolacios kovetkezményeirdl
beszélink. A bevezetésben végigvitt okfejtésem azon alapul, hogy a valddi soksejtes
¢lolények testfelépitése azért tud gyorsan evolvalddni, mert az aggregacioval 1étrejott sokse;jtii
formaknal tapasztalt konfliktus megsziinik azzal, hogy a szervezet minden egyes sejtje
egyetlen sejt lesz&rmazottja, ezért azonos genotipusu. Sejtdifferenciacio segitségével két
alapvetd sejttipus alakul ki. A differencidlt testi sejtek teljes egészében az egyed érdekeit
szolgalhatjdk, de nem vesznek részt az atorokitésben. Az ivarsejvonal sejtjei pedig nem
vesznek részt az egyed kozos funkcidinak ellatasaban, de atorokitik a testi sejtekkel kozos
genotipust. A test differencialodésat irnyitd genotipus nem szenved tehéat szelekcids hatranyt,
mert a differencialatlan ivarsejvonal sejtek atorokitik azt. Wolpert és Szathméri szerint is a
komplex ¢él6lények kialakulasanak elofeltétele az egyetlen sejtbol allo, szavaik szerint
,propagulum”. Ok a fentebb mér idézett ,,Evolution and the egg” cimii kozleményiikben az
egysejtes propagulumot a petével azonositjak.

Az altruista testi sejtbdl és a differencialatlan atorokito sejtvonalbol allo legegyszeriibb
példanak bevezetdmben a Volvoxot emlitem. Nagyon érdekesnek tartom, hogy a Volvox
egyedfejlodésnek van aszexualis mddja is. Itt a testi sejtek védelmében gonidiumok élnek. A
Volvox egyed elpusztulasakor a gonidiumok kiszabadulnak és egy egy gonidiubdl
sejtdifferenciécio Gtjan testi sejtek és differencidlatlan gonidiumokbol &ll6 Gj egyed jon létre.
Vagyis a Wolpert és Szathmari féle egysejtii propagulum itt nem szexudlis szaporodast
szolgald gaméta. Mas szavakkal legalabb egy €16 példa van arra, hogy a szexszel rendelkezd
gamétak és a differencidlatlan atorokité funkcioji sejtek nem azonosak. A Volvox kivételes
egysejti volta €s masodlagos azok szexualis funkcidja. Megjegyzendd azonban, hogy a ma
¢l6 soksejtiicknél az egysejtii propagulum szinte kizardlag a szexualis szaporodast is szolgalo
pete és him ivarsejt.

Ez a gondolatsor inditott arra, hogy a szexualitds evolucios taglalésat elhagyjam. A
szexualitds és a haploid-diploid életszakaszok evollcids targyaldsanak elhagyasat az is
indokolja, hogy dolgozatom téméja a testi és ivarsejt vonal szerepének szétvalast iranyitd
folyamatok vizsgalata. Ez a szétvalas egy alapvetd sejdifferenciacios 1épés, ami rendszerint az
egyedfejlodés korai szakaszaban valosul meg és jol elkiilonitheté a haploid gamétaképzés
folyamatétol.

A bevezetd okfejtésének megértését zavarhatja, hogy az ivarsejtvonalat képezd 0sszes
sejtet ivarsejtként emlegetem. Helyesebb lett volna kovetkezetesen ivarsejtvonalat és
ivarsejtvonal sejteket emliteni, amennyiben nem a him és ndéi gamétdkat, hanem a testi
sejtektdl elkiiloniild, szaporodast szolgald sejtvonalba tartozé sejtek Osszességét, vagy



valamelyikét kivdnom megnevezni. A Volvox aszexudlis életciklusanak leirdsakor a
differenciélatlan, szaporodasi funkciéval bir6 gonidiumokat fellletesen ivarsejtekhez
hasonlitottam. Helyesebb lett volna a Wolpert Szathméri féle megoldassal a ,,propagulum”
vagy a ,reproduktiv sejt” kifejezést hasznélni, és ezeknek a sejteknek az ivarsejtvonal
sejtekhez val6 hasonlatossagat hangsulyozni.

Még egyszer megk0szonom Varga professzor Gr megtiszteld biralatat.

Szeged, 2012. oktober 29.
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