Valasz Prof. Szab6 Gabor opponensi véleményére

Tisztelettel kdszéndm Szabd Gabor professzor Ur rendkiviil gondos birdléi munkajat.
Igen jol esett, hogy a biralat jobbara a bemutatott eredmények tovabbgondolasabol illetve a
biraloban felvet6dé kérdésekbdl all. Ez Szabd Gébor professzor drnak munkém irénti
kitiintet6 érdekl6dését mutatja melyet megtiszteltetésnek tartok csakugy, mint a biralat utolsé
mondatat, melyben birdlom a szegedi genetikai iskola tagjanak ismer el.

A biralatban felvetett kérdéseket a kovetkezdképpen valaszolom meg.

. --.az Oskar anyai sejtben atirt mRNS 3’ nem kodolé farkanak is szerepe van a
korrekt ivarfejlédés biztositasaban. Vajon ezenm 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 sajatségai és a (Mhlanga és mtsaitdl) idézett mRNS oligomerizacids
jelenség kdzott mi a kapcsolat?”

Mhlanga és mtsai. ( PLoS One. 2009; 4(7): e6241) fluoreszcensen jelzett egyedi oskar
RNS molekuldk megfigyelése soran mutatjdk meg, hogy egy oskar RNP tébb oskar RNS
molekuldt is tartalmaz. Mindez attételesen arra utal, ahogyan cikkiikben megfogalmazzak,
hogy az oskar RNS oligomerizalodasra képes. Ujabb eredmények alatdmasztjak ezt a
kovetkeztetést. Anne Ephrussi és munkatirsai az RNA cimii folyoirat 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-eket, feltehetéen RNS-RNS interakcio alapjan az oskar RNP partikulumba
integralni. Eredményeik, ha nem is bizonyitjak teljes kortien, de nagyban megerdsitik, hogy
az oskar RNS molekulak kozotti kapcsolat az RNP szervezo ereje lehet.

A P-elem mutagenezissel azonositott legerdsebb ivarsejthianyos fenotipust mutato
tropomiozin allél vizsgalata sorén kidertlt, hogy a fehérje az oskar mRNS aktin-kortexhez
valo rogzitésében jatszik meghatarozd szerepet. A 14. dbran bemutatott kisérletek szerint az
RNS lokalizacios szignal manipulaldsaval mesterségesen anterior polusra kényszeritett Oskar
mRNS azonban transzlacioképes maradt ektopikus kdrnyezetében is. Utdbbi jelenségnek mi
lehet a magyarazata? ,,
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kiméra RNS bicoid-szertien, az anterior részen lokalizalodik. Megfigyeléseink szerint a
kiméra RNS transzlacioja a Bicoid fehérjénél megszokott iddben €s mintazat szerint torténik.
Vagyis a kiméra esetében az oskar RNS kodold része azért maradt transzlacio képes, mert a
bicoid RNS cisz transzlaciés kontrol elemeinek befolydsa ald kerilt. A Bicoid fehérje
transzlaciojarol pedig sajat kisérletek alapjan tudjuk, hogy nem tropomiozin-fiiggé modon
megy Vvégbe.



A tropomiozin aktin kotése kalcium érzékeny. Az intracellularis kalcium szint
valtozik-e a Drosophila petesejtben, iddben és térben?”

A Kkalcium szintjét, illetve annak esetleges valtoz&sat a Drosophila petekezdemény
fejlodése soran magunk nem mértiik, €s ilyen mérésrél nem tudok. Ismert azonban, hogy az
érett petében az un. aktivalasi folyamat soran emelkedett kalcium szint mérheté (Horner €s
Wolfner Dev Biol. 2008. 316(1): 100-109.) Mivel az oskar RNS lokalizacidja és transzlacioja
joval a peteaktivalas eldtt elkezdddik, az aktivalas soran mért kalcium szint valtozas nagy
valészinliséggel nincs hatassal az oskar RNS lokaliz&cidban szerepet jatszd tropomiozin aktin
kotésében.

A hobo-mutagenezises kisérletsorozatban azonositott életképes, anyai hatasd
ivarsejthianyos Poirot nullmuticié vizsgdlata soran az elébbi génnek az Oskar fehérje
poszterior polusu lokalizacioja biztositasaban allapitottak meg a szerepét. Vajon a Poirot gén
mRNS vagy fehérje terméke rendelkezik ilyen szereppel, és vajon ez a szerep kdzvetlenil
érvényeslil-e vagy tovabbi kozvetitd molekuldk révén?”

Minden bizonnyal a Poirot fehérjének az emberi Sab fehérjéhez hasonl6 aktvitasara
van szilkség az Oskar fehérje helyben tartdsaban, mégpedig kozvetett mdédon. Minderre a
kovetkez6 eredményeink utalnak.

A prt hatasmechanizmusanak felderitésénél abbdl indultunk ki, hogy az emberi Sab
(SH3 domain-binding protein that preferentially associates with BTK) fehérje a Bruton tirozin
kindz (Btk) fehérje negativ regulatora (Yamadori és mtsai Proc Natl Acad Sci U S A. 1999
25;96(11):6341-6.) A poirot (prt) gennek az emberi Sab génnel valé homoldgiaja alapjan
(Matsushita és mtsai. Biochem Biophys Res Commun. 1998 17;245(2):337-43.) feltételeztik,
hogy ez a negativ requlélé szerep is konzervalt. Genetikai kisérlettekkel belattuk, hogy a
poirot valéban a Drosophila Btk homolégjanak, a Btk29A nak negativ regulatora (Btk
funkcidvesztéses allélek szuppresszaltdk a poirot funkcidvesztéses fenotipust). A Btk29A
fehérje ismerten az aktin polimerizéacié egyik szabalyozd fehérjéje (Thomas and Wieschaus
src64 and tec29 are required for microfilament contraction during Drosophila cellularization.
Development. 2004 131(4): 863—871). Ezek alapjan feltehetd, hogy a Btk29A, illetve az 6t
szabalyoz6 Poirot az Oskar rovid izoforma megkotéséért felelos aktin filamentum tipus
kialakitasaban vagy stabilitdsanak fenntartasban vesz részt. Ezutan a Btk29A fehérje szerepét
kivantuk tisztazni az Oskar fehérje helyben tartdsaban. Btk29A hianyos petekezdeményeket
allitottunk elé6 mozaik technika segitségével. A Btk29A hiany jellegzetes petesejt fejlodési
hibat okozott, de rovid Oskar izoforma hidnyara utald fenotipust nem eredményezett.
Mindezek alapjan ugy gondoljuk, hogy a Poirot fehérje feladata a Btk29A aktin reguléld
faktor gatldsa. A Poirot fehérje e gatlas révén jarul hozza a rovid Oskar fehérje helyben
tartisara specializalodott poszterior aktin bendvések kialakitasdhoz. A Poirot fehérje hidnya
ektopikus Btk29A fehérje aktivitast, ennek kovetkeztében rosszul koordinalt poszterior aktin
halézatot, delokaizalt rovid izoformat, végsé soron ivarsejthianyos fenotipust eredményez.

»AZ in situ transzlalédd rovidebb és hosszabb Oskar fehérje differencialis
helybentartasaban fogalmazza meg a Poirot szerepét — a 19. &bran viszont a teljes Oskar



fehérje mennyiség eltiinni latszik a poszterior polusrol. A Poirot mutdcio rovid Oskar fehérje
kifejezédésre  kifejtett  szelektiv  hatasa inkabb transzldacio-szintii, a kisebb fehérje

transzlacidjat biztosité hatasra utalna - a jelenséget kiviilrél és eldszor szemléld, mds
teruleteken jartas biralé szamara.”

A 19. &bréan indirekt immunofluoreszcencia modszerrel mutatjuk meg az Oskar fehérje
lokalizacidjat vad tipusu és poirot mutans petekezdeményeken. Az 19E és 19G &bran nincs
festédés a poszterior péluson. Modelliink szerint a hosszu és a rovid izoformét egyarant
felismer$ ellenanyag segitségével a poirot mutans petekezdeményekben a poszterior
lokalizaci6ji hosszi Oskar izoformat mindig latnunk kellene. Ugy vélem, hogy az
ellentmondds magyarazata az indirekt immunofluoreszcencia csekély érzékenységeben
keresend6. A rovid izoformahoz képest sokkal kevesebb mennyiségben jelen levé hosszu
izoformat (Id. 20. &bran az izoformék ardnyat bemutaté western blot-ot is) ezzel a vizsgalattal
nem (19E, 19G) vagy alig (19F, 19H ébrarészlet) tudjuk kimutatni. Mindazonaltal az el6z6
kérdésre valaszként ismertetett hatdsmechanizmus felismerése utan sem nem zérhat6 ki, hogy
a Poirot fehérje részt vesz izofoma specifikus transzlacios szabalyozasban is.

,»Az &ltaluk modositott géncsapdazd transzpozon rendszer segitségével azonositottak a
moesin gént, mely a Drosophila-ban jelen 1évé egyetlen ERM fehérjét kddolja. Utdbbi tény az
allatot a fehérje csaldd funkcidinak vizsgalatara egyedilalléan alkalmassa teszi, mint azt a
25. 4bran bemutatott szubkortikalis aktin vz moesin mutins &llatban kimutathat6
morfolgiai valtozdsai mutatjdk. Az abran szerepld képek értelmezése, leirasa a birdlo
szamara nem magatol értetéddek: a kortexrdl valo aktin levalast kevésbé, a kadherin festéssel
megfigyelt szerkezeti elemek durvabb rostozottsdgat sokkal inkabb diagnosztizalnam.
Irodalmi adatot is talaltam, mely kapcsolhat6 ehhez az alternativdhoz: a Genes & Dev. 2007.
21: 483-496 kozleményben a microtubulusok kadherin-klaszterizaciét indukdld szerepére
utaltak szerz6i Drosophila epiteliumban.

Az aktin-kadherin kolokaliz&ciot hagyoméanyos konfokalis mikroszkdppal vizsgéltuk.
Ennek a mikroszkopianak felbontasa nem teszi lehetévé, hogy membran fehérjék
elhelyezkedésének finom analizisét megtegyilk. Igy az E-kadherin festéssel megfigyelt
szerkezeti elemek durvabb rostozottsdgat nagyobb felbontast biztositd mikroszkopiaval
kellene ellenérizni. A kérdésben emlitett kozlemény a mikrotubulusok kadherin-
klaszterizaciot indukald szerepét a Drosophila epitéliumban ugy foglalja 6ssze, hogy a
mikrotubulusok névekvé végei a Clip-170 és Rho-GEF fehérjéket a kortex kdzelébe juttatjék,
ahol ennek hatasara a Rho kinaz aktivitas megnd, ami egyéb fehérjékkel egyiitt e-cadherin-
klaszterizaciot eredményez. A Drosophila petekezdemény fejlddése soran a mikrotubulusok
novekvd végei stadiumrol stadiumra valtozéan ugyan, de jol ismert iranyokba mutatnak
(Januschke J és mtsai. The centrosome-nucleus complex and microtubule organization in the
Drosophila oocyte. Development 2006. 133(1):129-39.). Az altalunk a Moesin mutansokban
megfigyelt Aktin-Kadherin kolokalizacié megsziinésének helye, ahol az E-cadherin eloszlas
megvaltozasat latja birdlom nem esnek egybe a mikrotubulus ndvekvo végek
elhelyezkedésével. Ez alapjan, ha nagy felbontasu mikroszképpal kadherin-klaszterizasiora
utalo jeleket latndnk, annak ok&t nem a mikrotubulusok polarizlé hatasaval lehetne
magyarazni.



... TOVabb&: nem lehetséges, hogy a moesin kadherint tartalmazo sejtkapcsolo
szerkezetekben is fontos szerepet jatszhat? A Nature Reviews Molecular Cell Biology 11, 276-
287 (1 April 2010) kozleményben szereplé 3c abra megfelelhetne egy ilyen interpretacionak
is.”

A Moesin fehérje minden bizonnyal szerepet jatszik a Kadherint tartalmazd
sejtkapcsolok szerkezetének kialakitdsaban, illetve fenntartdsaban. Erre a IlehetGségre
vildgosan utal a kérdésben emlitett 6sszefoglalé 3C &braja. Az oskar RNS lokaliz4ciot, illetve
a moesin mutansokban a szubkortikalis aktin-levalast azonban Kadherint6l fiiggetlen
mechanizmussal magyarazzuk. Ebben megerdsit benniinket maga az idézett dsszefoglald is.
Az 0sszefoglalé Richard G. Fehon-t6l, az ERM fehérjék elismert szakért6jét6l valo, aki azon
tal, hogy idézi cikkiinket, abban a megtiszteltetésben is részesiti munkankat, hogy a 3A jelii
abran bemutatja a dolgozatomban leirt modelliinket. Az &brdn az lathatd, hogy a
membranfehérjéket kot6 FERM és az aktin kot6 C-ERMAD doménjével a Moezin fehérje a
petekezdemeény aktin vazat a kortexhez rdgziti, és az igy rogzilt szubkortikalis aktin koti az
oskar RNS-t. Ez a modell, mely Kadherinek szerepével nem szd&mol gyorsan elfogadotta valt.
K.G. Miller ,,A role for moesin in polarity” cimii, néhany hoénappal a Moesinnek az Oskar
lokalizacioban betoltott szerepérdl irt cikklink megjelenése utdn a Trends in Cell Boiology
folydiratbanhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=miller%20moesin%20drosophila  kdzolt
(2003 Apr;13(4):165-8) review-jdban abrdval mutatja Oskar lokalizaciorél alkotott
modelliinket melyben a Moesin szerepe a szubkortikalis aktin haldzat stabilizalasa.

A moesin mutacio hatasara bekovetkez6 Oskar mRNS és fehérje lokalizdacios
eltérések morfolégiai tobbféleségének — egy szigoriian ellendrzott rendszerben - mi lehet a
magyarazata? Mivel az aktin filamentumokkal igy is kolokalizaci6 mutatkozik, mindez nem
arra utal, hogy az aktin helyett-mellett valami mas molekularis szereplé kézremiikodése révén
idéz elé Oskar lokalizacios zavart a moesin mutacio?

Valbéban a 26. dbran tébb Oskar fehérje lokalizacios hibat mutatok meg. A tobbféle
fenotipust azzal magyardzom, hogy a vizsgalatokat hipomorf allélkombinacioval kellett
végezni, hiszen a Moesin amorf allélek letalitast okoznak. A gyenge allélek nem teljes
penetranciaval és expresszivitassal jellemezhetdek, melyek atmeneti fenotipusokat okoznak.
A 10 kovetkeztetés levonasat lehetové tevd fenotipus (26C, 26D abra), amikor a kortexrél
levalt aktin hal6zaton lokalizalodik az Oskar fehérje. EbbGl a fenotipusbol vontuk le a
kovetkeztetést, hogy az aktin hal6zat maga, és nem a kortex egyéb elemei felelosek az Oskar
fehérje helyben tartaséért. Ennél enyhébb fenotipus az, amikor az Oskar fehérjét a
szubkortikalis aktinon, de a poszterior p6lusrol mintegy elcstszva latjuk (26E &bra). Ezt a
gyengébb fenotipust azzal magyarazom, hogy kisebb mértékii Moesin hidny esetén a
membran-aktin keresztkotés nem sziinik meg, csupan meglazul, ami a szubkortikalis aktin
hal6zatnak a membrén sikjaban vald elmozdulasat teszi lehet6vé. Az ilyen elmozdulas a
kezdetben helyesen a poszterior pdluson lokalizalt Oskar fehérje oldal iranyd elmozdulésat
eredményezi. A 20B &bran az aktin halozattal nem kolokalizal6 Oskar fehérjét is latunk. Ugy
vélem, hogy ez a fenotipus a ,kortexr6l levalod aktin halozat” fenotipusbol degradacié ttjan
jon létre. A kortexrdl levalt Aktinnal az Oskar fehérje is levalik, majd a levalt aktin hal6zat
lebomléaséval az Oskar fehérje szabaddéa valik. A szabad Oskar fehérje megjelenését a levalt



aktin haldzatnak az ektopikus Oskar fehérjénél gyorsabb iitemii degradalodasa tenné lehetove.
A magyarazat jelen pillanatban feltételezésen alapul. Az ektopikus Oskar fehérje és az
ektopikus aktinhalozat stabilitarol kiserletes adatom nincs.

,»AZ aktin kozvetlen Oskar kotd képességét biokémai eszkozokkel is vizsgaltiak-e mar?
A kolokalizaciok kvantitativ és objektiv, korrelacios analizise scatter-plot-okon megtortént-
e?”

Mindezidaig az Oskar fehérje Aktin koto képességét nem vizsgaltuk és az irodalomban
sincs utalas kozvetlen Oskar-Aktin kotédésre. Feltételezem, hogy az Oskar fehérje
komplexben, mas fehérjékkel egyiitt, attételesen kotddik az aktin vazhoz. Jelenleg ennek a
feltételezett komplexnek egyetlen tagja sem ismert.

Az Aktin-Oskar illetve E-kadherin-Aktin kolokalizaciok kvantitativ analizisét nem
végeztiik el. Ugy vélem, hogy a jelenleg meglévé konfokalis mikroszkopi felvételek
kvantifikalasanal jobb eredményt adna, ha szuperrezolucios fénymikroszképpal (pl. STORM,
STED vagy PALM) 0j megfigyeléseket végeznénk. A Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpontban
szerencsére hamarosan modunk lesz elvegezni ezt a kisérletet egy Ujonnan beszerzett STED
mikroszkop segitségevel. Az Oskar-Aktin kolokalizacié szuperrezoliciés mikroszkopiaval
vald leirasat tervezzik.

,»A tovabbiakban a moesin szerepkorének vizsgalatara Iétrehozott 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 0sztddd sejtekben
orsoszerii elrendezésben. Az interfizisban kevés moesin volt kimutathato, ill. az citokinézis
soran eltiinik; mindez és a magi aktinnal kimuttott kolokalizacio eloszlatja az opponensben
felmeriilo kételyt, hogy esetleg a fehérje a sejtmembran, ill. a citoplazma felol depondlodna
prometafizist kovetéen az osztodasi orsora. Rendelkeznek-e a citoplazmdban és a magban
lokalizalt moesin mennyiség sejtciklus fiiggésérdl kvantitativ adatokkal is? ,,

Kvantitativ 6sszehasonlitdsokat nem végeztiink. A meglévé konfokalis mikroszkopos
felvételeink lehet6vé teszik az adatok szamszertisitésének elvégzését. Egyet értek birdlommal,
hasznos lenne a méréseket elvégezni. Mentségiinkre szolgél, hogy a Moesin fehérje magi
elhelyezkedésének kvalitativ leirasdval sem végeztink meég. Vilmos Péternek és Kristo
Ildikénak a dolgozatban be nem mutatott (j eredményei szerint a Moesin, interfazisban a
kromoszdmaékkal, azoknak is a transzkripcidsan aktiv régidival asszocial. A Moesin eloszlas
magosztodas soran valo részletes megfigyeléseivel, valamint a Moesin orsomatrix fehérjék
kozé sorolasaval sem végeztiink még.

., Fenticknek az orsomatrix modell keretében torténd értelmezése mellett szoba jon
olyan modell is, mely a magi aktint tartalmazé molekularis komplexek szerepét nem - a Szerzé
megfogalmazasa szerinti - passziv ,,kaptafaként, hanem éppen az aktiv kromoszoma
mozgésok kivitelezésében tételezik fel: Cell Motil Cytoskeleton. 2008 Nov;65(11):876-89.
Beilleszthetdk-¢ a disszertacioban targyalt adatok ezen utébbi modell kereteibe is? ,,



Az aktin alapd orsomatrix kromoszémamozgatd szerepét tobb Kisérlet is
aldtamasztja melyeket Forer és mtsai. a Protoplasma 2008 232: 137-141 szdmaban kivaloan
osszefoglaltak. Ez irdnyu kisérleteket a dolgozat beadasa 6ta magunk is folytattunk. Vilmos
Peéter és Szikora Szilard Szabad Janos laboratdriuméban mikrotubulus és aktin depolimerizéld
drogokat injektdltak (kolcemid, cytochalasin D) Drosophila korai embridkba és
videomikroszkopiaval figyelték a sejtek osztddasat. Megfigyelték, hogy a mikrotubulusok
teljes lebontasa utan is folytatddott a kromoszéméak szegregécidja. Amennyiben azonban az
aktin halézatot is depolimerizaltdk ez a mikrotubulus fliggetlen szegregacié megsziint. Tehat
sajat kisérleteink szerint is a magi aktin halozat képes a kromoszémékat mozgatni. Kovetkez6
Iépésként szeretnénk orsomatrix fehérjék koztiik a Moesin kromoszdmamozgatisban vald
szerepét megmutatni.

,,A moesin elhallgattatasnak latvanyos, de sejtenként valtozo hatasa volt a mitotikus
orso szerkezetere. Talan érdemes lenne az elhallgattatas (ill. megmarado moesin kifejezodés)
sejtenkénti mértékével korreldcioban megvizsgalni a morfologiai valtozasokat, kideritendo,
hogy a kiilonbozé tipusii rendellenességek nem az intracellularis moesin mennyiség
aktudlisan elért kiiszobértékeétdl fiiggenek-e€? A tripolaris orsok és rendellenes kromoszoma
szegregacio mas, pl. centriolaris diszfunkcid esetén is létrejon. Checkpoint Gtvonalak vajon
aktivalodtak-e ezekben a sejtekben? Utdbbi mozzanat esetleg a dolgozatban ezutan érintett,
érzékenyitett genetikai hétterek kialakitadsaval kapcsolatosan vethet fel (j kisérleti és
értelmezési lehetoségeket.”

A tripolaris orsdkat Moesin csendesitett Drosophila S2 sejtekben mutattuk meg
elészor. A csendesitést long hairpin RNS transzfekcidjaval valdsitottuk meg. A rendszer
sajatossaga az, hogy a bejuttatott long hairpin RNS koncentracidja, és ezzel egyitt a
csendestés mértéke sejtrél sejtre valtozik. Ennek megfeleléen valoban tobb fenotipust
kaptunk. A csendesités mértékét a fenotipussal csak Ugy lehetne korrelaltatni, ha minden
egyes sejtben mérni tudnank a Moesin fehérje szintjét. Erre a feladatra laboratériumunkban
nem vagyunk felkészilve. A dolgozat beadésa Ota Vilmos Péter és Kristd 1ldikd Moezin
hianyos Drosophila neuroblasztokban is kimutatték a tripolaris orsok megjelenéset, ami arra
utal, hogy nem sejttenyészetek bizonytalan kezelési moddjabol adodd miitermékkel van
dolgunk. A Drosophila rendszer arra is alkalmas, hogy a Moesin szintet megfeleltessik a
kapott fenotipusoknak. Jelenleg ezen dolgozunk. A Moesin mutdnsokban a checkpoint
utvonalak aktivalédasanak mérését nem végeztik el.

., Tekintettel a transzpozonos mutagenezis inszercios preferencidira és az erds
funkciovesztéses fenotipusok kizardlagossagdra, az ivarsejtek fejlédésének  tovabbi
tanulmanyozasa céljab6l a mozaik analizis és a genetikai interakcids rendszerek &ltal
biztositott eszkozok alkalmazasara tért at. EI6bbi kudarca nyomdn — melyrdl tanulsagos
osszefoglaldo olvashaté a dolgozatban -, az egyes gének A&ltal okozott fenotipusok
kdlcsonhatdsanak vizsgalatdba fogott. Ehhez ismert ivarhidnyos mutaciokbdl érzékenyitett
genetikai hattereket hoztak létre. Az ezt a projektet bevezetd elvi dttekintésben idézett Oskar
koncentracio fuggés és a dolgozat kezdetén idézett Oskar-null allélek dltal eldidézett
petefejlédési zavar nélkiili fenotipus létezése kozti ellentmondas a nem Drosophila-szakember



nem-genetikus birdlot zavarba ejtette. Vagy az egyébként sajnos nagyszamu elirds egyike
okozhatott a biralonak fejtorést.”

A dolgozat altalanos bevezetdje és az interakcids vizsgalatok bevezetd mondatai
nincsenek ellentmondésban egymassal. Klasszikus értelemben vett elirds sincs a szévegben.
Igaz azonban, hogy egyértelmiibben is fogalmazhattam volna. Amennyiben a 46. oldal
negyedik soradban ,.ivarsejthianyos fenotipus” helyett ,,embrionalis ivarsejthianyos fenotipust”
irtam volna elkertilhettem volna a félreértést. Itt megkisérlem az oskar fenotipusok tisztazo
felsorolasat:

Az oskar RNS null allélek a petekezdemények elhalasat okozzék. Ennek
megfeleléen az RNS null homozigdta ndstények nem raknak petéket. Az Oskar fehérje null
allélekre homozigota ndéstények alakra teljesen fejlett petéket raknak, melyekben azonban
embrionalis ivarsejteket nem tartalmazd embriok fejlédnek. Ezekben az embriokban egy
jérulékos fenotipus is megfigyelhetd ez pedig az potroh hidny. Vagyis az Oskar fehérje hianya
nem okoz petefejlodési zavart. Léteznek hipomorf oskar allélek is, melyek csokkent
mennyiségli Oskar fehérjét eredményeznek. Az Oskar fehérje mennyiségének csokkenése
embrionalis  ivarsejthidnyos, tovabbi csokkenése pedig embriondlis ivarsejt és
abdomenhianyos kettds fenotipushoz vezet. Azaz az Oskar fehérje az embridkban
koncentraciofiiggé modon hat. Interakcids rendszereink az Oskar fehérje szintjenek alkalmas
csokkentésen alapulnak, amikor atmeneti embriondlis ivarsejthianyos és abdomenhiényos
fenotipusok alakulnak ki. Az interakcios rendszerek alkalmazésaval ezeknek az atmeneti
fenotipusoknak penetrancijat és expresszivitasat madosito alléleket kerestiink és talaltunk.

,»A transzpozonok inszercios preferencidja esetleg interpretalhato-e a Drosophila ma
mar behatban ismert epigenetikai térképe alapjan? ,,

Ilyen irdnyu vizsgélatokrol nem tudok.

»A  kovetkezdkben leirtak szerin Oskar-tropomiozin duplamutans érzékenyitett
hattereken  ivarhianyos fenotipust erdsité  mutaciokat talaltak, melyek egyetlen
komplementécids csoportba voltak sorolhatok és a Rab 11 gent identifikaltak. A Rab 11
mutanskezdemeények sajatos Oskar lokalizacios zavara a petesejt mikrotubulus rendszerének
polaritasat befoly4sold egyéb mutaciok fenotipusara emlékeztett és a mikrotubulus rendszer
polaritsi viszonyainak megvaltozasat ki is tudtdk mutatni a Rab 11 muténs
petekezdeményekben. A zavart elrendezédésti mikrotubulusokon a kinezin motorfehérje daltali,
mikrotubulus menti Oskar mRNS szallitas hivsul meg, meggyozo modelljiik szervint. Vajon a
kétféle Oskar fehérje lokalizacidja mindekdzben hogyan valtozik meg?”

Ivarsejt klonanalizissel el6allitott Rab11 hidnyos petekezdeményekben egyaltalan nem
lehet Oskar fehérjét kimutatni (Dollar G, és mtsai. Development. 2002 Jan;129(2):517-26 7F
abra). Ez a megfigyelés jol magyarazhato az érvényben 1évé oskar RNS lokalizacids
modellel, amely kimondja, hogy a transzlacié a poszterior polus eléréseig gatolt. A Rabll
fehérje hianyos petekezdemény az oskar RNS nem érkezik meg a poszterior pdlusra, igy
annak tanszlacidja is elmarad. Hipomorf allélek kombinécidjaval atmeneti Rabll



fenotipusokat is leirtunk, amikor vannak olyan petekezdemények, melyekben az oskar RNS-
ek egy része eljut a poszterior pdlusra. Itt a transzlacio beindulhat, azonban a keletkezd Oskar
izoformak aranyét izoforma specifikus ellenanyag hidnyaban megmondani nem tudjuk.

»A transzheterozigota érzékenyité hatterek alkalmazasi korlatait tullépve, hdarmas
heterozigota kombindciot dllitottak el6. Az enhanszer fenotipusok penetrancia értékeit a
normal eloszlashoz viszonyitva &llapitottadk meg azt a kiisz6b penetrancia értéket, mely mar a
tesztelt gén hozzajérulasat tukrozheti. Vajon matematikailag a normal eloszlashoz val6
viszonyitas a kiiszobérték pontos megallapitdsa szempontjabol optimalis eljaras-e? ,,

Az interakcids rendszerek alkalmazdsa soradn kivétel nélkil mindig folyamatos
fenotipus eloszlast lehet kapni. A kisérletek eredményének értékelése sordn mindig felmeril
mi tekinthetd szignifikans interakcionak. Legtobbszor onkényes kiiszobértéket hataroznak
meg pl. a kontrol fenotipus érték kétszerese. A mi esetlinkben ezt a kiiszObértéket a kontrol
negy és félszeresénél, tehat igen magasan hataroztuk meg. A normal eloszléshoz vald
viszonyités valoban nem szabatos eljaras.

,»AZ 0sszes eddig azonositott, a gonddformélodasban szerepet jatsz6 RNS-t magaban
foglalo értékes gyiijteményiikre géncsendesitésre épiilo funkciondlis vizsgalatokat terveztek,
melynek soran GFP-t kifejezé  ivarsejtek megjelenését  kovették videomikroszkdpia
segitségével a dsRNS-ek preblasztoderma embrioba valo injektalasat kovetéen, meggydzo
negativ és pozitiv kontrollokhoz képest. A nagy koriltekintéssel azonositott RNS-eket
hierarchikus klaszterezéssel fenotipus-kategoriakba soroltadk, rejtett 0Osszefliggésekre
bukkanva és az ivarsejtfejlodesi részfolyamatokban szerepet jatszo gének egyiittmiikodo és
kolcsonhatd csoportjait megismerve. Vajon az emberi patologiaban eldfordulo fejlédési
zavarok tekintetében milyen tanulsagok vonhatok le az igy nyert daltalanos képbdol? Nemi
hormonok eldadllitasaert, szekréciojaért, hatasaért felelés géntermékek pl. vannak-e a
gytijtemeényben? ”

Az RNS interferencids vizsgélatsorozatunk végeredménye egy félszaz génbdl allo
lista. Ezen gének koziil haromnak van olyan emberi homoldgja, melyhez medddséggel
kapcsolatos korképet térsitottak mar. A Drosophila belle gén emberi homoldgja a DDX3Y
(DEAD box polypeptide 3, Y-linked), valamint a CG9576 Drosophila gén PHF7 (PHD
finger protein 7) nevii human homolégjanak mutécidja férfi meddéséget, a Drosophila nanos
gén Nanos3 nevii huméan homoldgja férfi és néi meddéséget okoz. Ezen feliil az Orb, CycB,
CyCA, ovo, KIp10A és dsx Drosophila géneknek ismertek egér homoldgjai, melyeknek az egér
ivarsejtfejlodésben, meidzis szabalyozasban vagy petefészek- és herefejlodésben betolt
szerepe mar ismert. A legnagyobb valdsziniiséggel ezeknek a géneknek a human homologjai
megfeleldé humangenetikai vizsgalatok utan szintén medddséggel kapcsolatos korképekhez
kotheték majd.

Végezetiil Gjra megkdszondom Szabd Gabor professzor ir munkam iranti megtiszteld
érdeklddét, valamint azt, hogy dolgozatom alapjan a fokozat odaitélését javasolja.
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