Opponensi vélemény Erdélyi Miklés ,,Az embriondlis ivarsejtfejlodés genetikai vizsgélata
Drosophila melanogasterben” ¢. MTA doktori értekezésérol

YA dolgozat a soksejtliség ill. az ivari-testi sejtek elkiiloniiltsége evoliicios kutmélységeinek
targyalasaval izgalmasan indul. Az olvasoét a differenciaciora valo képesség megszerzésének
evolucids 1épéseit illetden kissé magara hagyva tér at a Drosophila ivarszovet képzddése
fejlodésbiologiai 1épéseinek igen szemléletes leirasara, melynek soran arrdl is attekintést
nyeriink, hogy mely fejlédésbiologiai torténések-1épések, rejtélyek varnak még magyarazatra.
A Célkitlizés MTA doktori értekezéshez illéen altalanosan, de vildgosan fogalmazza meg a
differencialodasaval foglalkoztam, kiilonds tekintettel az ivarsejt-testi sejt elvalas
folyamatdra. Munkdmat az ivarsejtkutatds egyik legfontosabb modellorganizmusaban, a
Drosophila melanogasteren, ecetmuslican végeztem. Dolgozatom az ebben a témakdrben
végzett tevékenységemet foglalja 0ssze.” Ez az objektiv, a biologiai folyamatok irdnyaban
alazatot, mértéktartast, sajat szerepét illetéen makulatlan korrektséget tiikrozo attitid és tonus
jellemzi az egész dolgozatot.

Ezt a bevezetd részt kovetik az Eredmények és megvitatasuk alfejezetei. Az els6ben (,,Az
ivarsejtdifferenciacio klasszikus genetikai vizsgalata”) megtudjuk, hogy az Oskar anyai
sejtben atit mRNS 3’ nem kodolo farkanak is szerepe van a korrekt ivarfejlodés
biztositasaban. Vajon ezen nagyon izgalmas kisérletek ota tortént-e tovabbi vizsgalat arra
vonatkozoan, hogy ezen 3’ szekvencia milyen elemei, szekvenciai ill. milyen ezek altal
meghatarozott harmadlagos szerkezet fontosak a pete tuléléséhez ill. ezen 3’ szekvencia
strukturalis sajatsagai és a (Mhlanga és mtsaitol) idézett mRNS oligomerizacios jelenség
kozott mi a kapcsolat?

A P-elem mutagenezissel azonositott legerésebb ivarsejthianyos fenotipust mutatd
tropomiozin allél vizsgalata soran kideriilt, hogy a fehérje az oskar mRNS aktin-kortexhez
valo rogzitésében jatszik meghatarozé szerepet. A 14. dbran bemutatott kisérletek szerint az
RNS lokalizacids szignal manipulalasaval mesterségesen anterior polusra kényszeritett Oskar
MRNS azonban transzlacioképes maradt ektopikus kdrnyezetében is. Utobbi jelenségnek mi
lehet a magyarazata? A tropomiozin aktin kotése kalcium érzékeny. Az intracellularis kalcium
szint valtozik-e a Drosophila petesejtben, idoben és térben?

A hobo-mutagenezises kisérletsorozatban azonositott ¢letképes, anyai hatast ivarsejthianyos
Poirot nullmutacié vizsgalata soran az elébbi génnek az Oskar fehérje poszterior pdlusi
lokalizacioja biztositasdban allapitottdk meg a szerepét. Vajon a Poirot gén mRNS vagy
fehérje terméke rendelkezik ilyen szereppel, €és vajon ez a szerep kozvetleniil érvényesiil-e
vagy tovabbi kozvetité molekulak révén? Az in situ transzlalodo révidebb és hosszabb Oskar
fehérje differencialis helybentartasaban fogalmazza meg a Poirot szerepét — a 19. abran
viszont a teljes Oskar fehérje mennyiség eltiinni latszik a poszterior polusrol. A Poirot

' A biralatot olyan modon készitettem el, hogy a disszerticiot magat nem ismerd (a védés
aktusan jelen 1év6) kollégak a dolgozat gondolatmenetér6l képet kaphassanak. Ennek
megfeleléen a kérdéseimet, felvetéseimet, megjegyzéseimet olvasonaploszertien emlitem.
Ezek aranylag nagy szdmat a disszertacioban leirt kutatdsok izgalmas volta, az opponensben
felkeltett dszinte érdeklédés magyarazza.



mutacid rovid Oskar fehérje kifejezddésre kifejtett szelektiv hatdsa inkabb transzlacio-szinti,

a kisebb fehérje transzlacidjat biztositd hatasra utalna - a jelenséget kiviilrol és eldszor
szemléld, mas teriileteken jartas biral6é szamara.

Az altaluk modositott géncsapdazo transzpozon rendszer segitségével azonositottak a moesin
gént, mely a Drosophila-ban jelen 1év6 egyetlen ERM fehérjét kodolja. Utdbbi tény az allatot
a fehérje csalad funkcidinak vizsgalatara egyediilalloan alkalmassa teszi, mint azt a 25. dbran
bemutatott szubkortikélis aktin vdz moesin mutans 4allatban kimutathato morfologiai
valtozasai mutatjdk. Az abran szerepld képek értelmezése, leirdsa a birdld szamara nem
magatol értetddoek: a kortexrdl vald aktin levalast kevésbé, a kadherin festéssel megfigyelt
szerkezeti elemek durvabb rostozottsagat sokkal inkabb diagnosztizalnam. Irodalmi adatot is
talaltam, mely kapcsolhatd ehhez az alternativahoz: a Genes & Dev. 2007. 21: 483-496
kozleményben a microtubulusok kadherin-klaszterizaciot indukalod szerepére utaltak szerzoi
Drosophila epiteliumban. Tovabba: nem lehetséges, hogy a moesin kadherint tartalmazo
sejtkapcsold szerkezetekben is fontos szerepet jatszhat? A Nature Reviews Molecular Cell
Biology 11, 276-287 (1 April 2010) kozleményben szereplé 3¢ abra megfelelhetne egy ilyen
interpretacionak is.

A moesin mutacio hatasara bekovetkezé Oskar mRNS és fehérje lokalizacios eltérések
morfologiai tobbféleségének — egy szigoruan ellenérzott rendszerben - mi lehet a
magyarazata? Mivel az aktin filamentumokkal igy is kolokalizacié mutatkozik, mindez nem
arra utal, hogy az aktin helyett-mellett valami mas molekularis szerepl6 kozremiikodése révén
idéz eld Oskar lokalizcidos zavart a moesin mutaci6? Az aktin kozvetlen Oskar kotd
képességét biokémai eszkozokkel is vizsgaltdk-e mar? A kolokalizaciok kvantitativ és
objektiv, korrelacids analizise scatter-plot-okon megtortént-e?

A tovabbiakban a moesin szerepkorének vizsgalatara létrehozott moesin-GFP kiméra
Drosophila S2 sejtekben és embriokban megfigyelhetd lokalizaciojat tanulmanyoztak és azt a
meglepd megfigyelést tették, hogy a moesin a sejtmagokban is jelen van, az oszt6do sejtekben
orsoszeru elrendezésben. Az interfazisban kevés moesin volt kimutathato, ill. az citokinézis
soran eltlinik; mindez és a magi aktinnal kimuttott kolokalizacié eloszlatja az opponensben
felmeriil6 kételyt, hogy esetleg a fehérje a sejtmembran ill. a citoplazma feldl deponalddna
prometafazist kovetden az osztdodasi orsora. Rendelkeznek-e a citoplazmdban és a magban
lokalizalt moesin mennyiség sejtciklus fliggésérdl kvantitativ adatokkal is?

Fentieknek az orsomatrix modell keretében torténd értelmezése mellett szoba jon olyan
modell is, mely a magi aktint tartalmaz6 molekularis komplexek szerepét nem - a Szerzd
megfogalmazasa szerinti - passziv ,kaptafaként”, hanem éppen az aktiv kromoszoma
mozgasok kivitelezésében tételezik fel: Cell Motil Cytoskeleton. 2008 Nov;65(11):876-89.
Beilleszthetok-e a disszertacioban targyalt adatok ezen utobbi modell kereteibe iS?

A moesin elhallgattatasnak latvanyos, de sejtenként valtozo hatdsa volt a mitotikus orso
szerkezetére. Talan érdemes lenne az elhallgattatds (ill. megmaradé moesin kifejezddés)
sejtenkénti mértékével korrelacioban megvizsgalni a morfologiai valtozasokat, kideritendd,
hogy a kiilonbozd tipusi rendellenességek nem az intracellularis moesin mennyiség
aktualisan elért kiiszobértékétol fiiggenek-e? A tripolaris orsok és rendellenes kromoszoma
szegregacido mas, pl. centriolaris diszfunkcid esetén is létrejon. Checkpoint utvonalak vajon
aktivalodtak-e ezekben a sejtekben? Utobbi mozzanat esetleg a dolgozatban ezutan érintett,
érzékenyitett genetikai hatterek kialakitdsaval kapcsolatosan vethet fel 0j kisérleti és
értelmezési lehetdségeket.



Tekintettel a transzpozonos mutagenezis inszercios preferencidira €s az erds funkciovesztéses
fenotipusok kizarolagossagara, az ivarsejtek fejlodésének tovabbi tanulmanyozasa céljabol a
mozaik analizis és a genetikai interakcios rendszerek éltal biztositott eszk6zok alkalmazasara
tért at. E1obbi kudarca nyoman — melyrdl tanulsagos 6sszefoglald olvashaté a dolgozatban -,
az egyes gének altal okozott fenotipusok kdlcsonhatasanak vizsgalataba fogott. Ehhez ismert
ivarhianyos mutaciokbol érzékenyitett genetikai hattereket hoztak 1étre. Az ezt a projektet
bevezetd elvi attekintésben idézett Oskar koncentracié fiiggés és a dolgozat kezdetén idézett
Oskar-null allélek altal eldidézett petefejlédési zavar nélkiili fenotipus létezése kozti
ellentmondas a nem Drosophila-szakember nem-genetikus biralot zavarba ejtette. Vagy az
egyébként sajnos nagyszamu elirds egyike okozhatott a birdlonak fejtorést. A transzpozonok
inszercids preferencidja esetleg interpretdlhatéo-e a Drosophila ma mar behatéan ismert
epigenetikai térképe alapjan?

A kovetkezékben leirtak szerin Oskar-tropomiozin duplamutans érzékenyitett hattereken
ivarhianyos fenotipust erdsitd mutaciokat taldltak, melyek egyetlen komplementacios
csoportba voltak sorolhatok és a Rab 11 gént identifikaltdk. A Rab 11 mutdnskezdemények
sajatos Oskar lokalizacids zavara a petesejt mikrotubulus rendszerének polaritasat befolyasolo
egy€éb mutaciok fenotipusara emlékeztett és a mikrotubulus rendszer polaritasi viszonyainak
megvaltozasat ki is tudtdk mutatni a Rab 11 mutdns petekezdeményekben. A zavart
elrendezddésti mikrotubulusokon a kinezin motorfehérje altali, mikrotubulus menti Oskar
mRNS széllitds hiusul meg, meggydz6 modelljiik szerint. Vajon a kétféle Oskar fehérje
lokalizacioja mindekdzben hogyan valtozik meg?

A transzheterozigota érzékenyitd hatterek alkalmazasi korlatait tallépve, harmas heterozigota
kombinaciot allitottak eld. Az enhanszer fenotipusok penetrancia értékeit a normal
eloszlashoz viszonyitva allapitottdk meg azt a kiiszob penetrancia értéket, mely mar a tesztelt
gén hozzajarulasat tikkrozheti. Vajon matematikailag a normal eloszlashoz val6 viszonyitas a
kiiszobértéek pontos megallapitdsa szempontjabol optimalis eljards-€? A normal eloszlas
valtozoja végtelen szamu valdszinliségi valtozo Osszegzésekét all eld6 — ami itt néhanyra
zsugorodik. Mindenesetre a megalkotott SOT sziirési rendszer nem csak ivarsejthianyos
fenotipusok megjelenését eldidéz6 ujabb gének azonositdsara latszik kivaloan alkalmasnak,
hanem rendszerbioldgiai megfigyelésekre is. Utdbbival valoban nagy gyakorlati jelentdségii
tavlatok nyilhatnak, a bakterialis anyagcsere halozatok viselkedésérdl idézett tobb hataspontu
gyogyszerek kifejlesztését javaslo-tamogatod adatok fényében.

Tovabbi ivarsejt specifikus gének azonositasa céljabol - a szakteriileten viszonylag kevés 0j
megfigyelést eredményezd reverz genetikai megkozelitések tanulsdgait felhasznalva - az
ivarplazma RNS-einek ivarplazma mennyiségtol fiiggd stabilitasat mérve, szamos ilyen - és
in situ hibridizaciés kisérleteik és irodalmi adatok szerint a pete megfeleld helyén
lokalizalodo - mRNS-t talaltak.

Az 6sszes eddig azonositott, a gonddformalddasban szerepet jatszo RNS-t magaban foglald
értékes gylijteményiikre géncsendesitésre €piild funkcionalis vizsgélatokat terveztek, melynek
soran GFP-t kifejezé ivarsejtek megjelenését kovették videomikroszkopia segitségével a
dsRNS-ek preblasztoderma embridba vald injektalasat kovetéen, meggy6z6 negativ és pozitiv
kontrollokhoz képest. A nagy koriiltekintéssel azonositott RNS-eket hierarchikus
klaszterezéssel fenotipus-kategoriakba soroltak, rejtett Osszefliggésekre bukkanva és az
ivarsejtfejlddési részfolyamatokban szerepet jatszé gének egyiittmiikodd és kolcsonhatd
csoportjait megismerve. Vajon az emberi patologiaban el6forduld fejlédési zavarok



tekintetében milyen tanulsagok vonhatok le az igy nyert altalanos képb6l? Nemi hormonok
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A nagyivili, oriasi tudéaskincset hosszi évek szisztematikus és kovetkezetes munkéjaval
felhalmozo kutatasi program 70 oldalon torténd leirasat kb. 20 oldalas, szokatlanul részletes
Anyagok ¢s Modszerek rész, majd a kb. 100 referencia jegyzéke koveti. A sajat kozlemények
listaja egy 1995-0s elsOszerzos Nature cikkel indul, melyet 7 masik, altalaban igen rangos
lapokban megjelent és Erdélyi Miklés kolléga a disszertdcioban vazolt kutatasokat
meghataroz6 szerepét alatamasztd szerzoi névsora kézlemény listaja kovetkezik, majd szamos
nem ide sorolt, izgalmas kozleményé. Az Ossz impakt faktor (137) és a fiiggetlen citaciok
széma (majdnem 700) béven megfelel az MTA irasban rogzitett elvarasainak. Mindezek és a
dolgozatban sszefoglalt munka alapjan semmi kétségem nincs afeldl, hogy az MTA doktori
fokozat a palyazot — sikeres védés nyoman - megilleti és a hazai biologiai kutatasok egyik
legfontosabb pillérét add szegedi genetikai iskola tanari karanak a Koszonetnyilvanitasban
meleg szavakkal elismert névsora ujabb kanonizalt taggal boviilhet.
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