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Vélemény Dr. Mihdly Jozsef ,, A szdveti polaritas és egy uj aktin sejtvaz szabalyozo

fehérje vizsgalata Drosophila melanogasterben” cimii doktori értekezésérol.

Dr. Mihdly Jozset doktori disszertacioja a fejlodésbiologia egy specidlis
kérdéskorét érinti, a szoveti polarizacio kialakulasat és szabalyozasat meghatarozo
gének azonositasaval és funkcionalis jellemzésével foglalkozik. A munka a Drosophila
melanogaster tobb mint 100 éves kivalo genetikai és fejlddésbiologiai hatterét hasznalja
fel, és a vizsgalt kérdéseket a molekularis €s sejtbiologia legmodernebb modszereivel
kozeliti meg. Kisérletes megkozelitése ,.klasszikusnak™ tekinthetd abban az értelemben,
hogy szemben napjaink divatos kutatasi irdnyzataival eredményeit nem komputer-
vezérelt robotokkal nyert tobb tiz-, vagy szdzezres mérésekbdl szarmaztatja, hanem a
Drosophila egyetlen szOrszalanak megfigyelésével, €s a kreativ emberi ész
absztrakciojaval képes mélyrehatd kovetkeztetéseket levonni a jelenség biologiai
hatterét meghatarozo molekularis- €s sejtbiologiai torténésekrol. Személy szerint én ezt
a kutatasi filozofiat értékelem nagyra.

A disszertacio bevezetd része kivalo 6sszefoglalast ad a jelolt munkajanak
tudomanyos hatterét jelentd irodalmi adatokbol. Az 6sszefoglalas nemcsak vilagos,
informativ és érthetd, hanem tartalmazza Mihdly Jozsef egyéni értékelését, véleményét
is az adott kérdésrdl (lasd 19. oldal), ami az irodalmi bevezetés szinvonalat és értékét

feltétlentil emeli.



Sajat kisérletes munkaiban egy évtized kutatasi eredményeit foglalja 6ssze.
Vizsgalataik elsé csoportjaban a Frizzled receptorok jelatviteli specificitasat vizsgaltak,
azt a kérdést analizaltak, hogy egy receptor fehérje hogyan képes kiillonb6z6
szovetekben, a fejlodés kiilonbdzd szakaszaiban teljesen kiilonbozo sejtvalaszokat
generdlni. Az egymadssal nagyfoka homoléogiat mutatd Frizzled 1 és Frizzled 2
receptorok molekularis analizisével bizonyitottak, hogy a planaris sejtpolaritadsban
betoltott eltérd szerepiik intracellularis doménjiik kiilonbozo szerkezetének
kovetkezménye, amely eltérd affinitast eredményez a receptoroknak a jelatviteli ut
soron kovetkezd kapcsolodo effektoraihoz. Vizsgalataik ezen csoportjdban
megallapitottak tovabba, hogy a Frizzled receptorok tobb transzkripcios faktor (Fos,
Yan ¢s Pnt) valamint az EGFR jelatviteli rendszerrel kdleson hatva szabalyozzak az
R3/R4 fotoreceptor sejtpar sorsat, ami meghataroz6 1épés a Drosophilak Gsszetett
szemében lejatszodo szoveti polarizalodas folyamataban.

A disszertéacio kiemelkedden fontos részének tartom azt a nagyléptékii
mutagenezis kisérlet sorozatot, melynek segitségével azonositani sikeriilt szamos 1j, a
planaris sejtpolaritast szabalyoz6 gént. A munka értékét az eldallitott mutans
gyljtemény, sz€ps€gét az a szellemes, a jeldlt munkacsoportja altal kidolgozott
genetikai mozaikossagon alapulé méddszer adja, amely egy adott mutaciora
heterozygota mutans egyedben homozygota fenotipus vizsgalatat tette lehetdve.

A mutagenezis kisérletek soran azonositott planaris sejtpolaritasi gének koziil
részletesen analizaltdk a Rab23 kis molekulasily GTPase fehérjének szerepét az adult
epidermiszt borit6 trichomék szoveti sikban torténd polarizaldédasaban. Bizonyitottak,
hogy a Rab23 az elsddleges sejtpolaritasi gének egyikével, a Pk fehérjével asszocial,

feltételezésiik szerint a Pk fehérje vezikuldris transzportjanak biztositasa révén.



A disszertacio utols6 nagy témaja részletesen targyalja a Drosophila DAAM
fehérjének a planaris sejtpolaritas kialakitasdban €s fenntartasaban betoltott szerepét.
Koncepciondlisan ez a munka Dr. Mihdly Jozsef egy Gjabb kutatoi kvalitasat mutatja
be. Nem az elobb ismertetett mutans-szelektalasi modszer segitségével azonositot PCP
gén vizsgalatat végezte el, hanem elméleti megfontolasokbdl kiindulva vizsgéltak ezt a
gént, ¢és eredményeik bizonyitottdk, hogy koncepciojuk, elgondolasuk helyes volt.
Munkéjuk soran biokémiai és biofizikai modszerekkel részletesen jellemezték a
Drosophila DAAM fehérje tulajdonsagait, az aktin polimerizacidjaban betoltott
szerepét. Miutan bizonyitottak, hogy a Drosophila DAAM gén magas szinten
expresszalodik a fejlodé embriondlis 1égcsdrendszerben, analizaltak a gén szerepét
abban a planaris sejtpolaritasi folyamatban, amely a 1égcsérendszer fejlodését kiséri.
Kimutattdk, hogy a DAAM fehérje szoros kolokalizaciot mutat az apikalis
aktinkotegekkel, ¢s DAAM mutansokban az apikalis aktinkotegek szama, lefutasa és
szerkezete abnormalissé valik. Ebbdl azt a fontos, ¢és teljesen Ujszerti ko vetkeztetést
vonték le, hogy a DAAM fehérjének az aktin polimerizacié iranyitasaban betoltott
szerepe kritikus a planaris sejtpolarizacio szabalyozasaban.

A DAAM gén mutécioinak analizisével bizonyitottak, hogy a fehérje
meghatarozo szerepet jatszik az embrionalis kdzponti idegrendszeri axonok
novekedésében. Elsoként vetették fel azt a fontos gondolatot, hogy az aktin
osszeszereld faktorként miikodé DAAM fehérje szamos mas fehérje faktorral
kooperacidban egy fontos molekularis effektor funkciot tolt be.

Osszefoglaldan a jeldlt tudoméanyos munkassaganak legnagyobb értékét abban
a technikailag ¢s koncepcionalisan komplex megkozelitési moédban latom, amellyel a
molekularis sejtbiologia egy izgalmas, €s nehezen megkdzelithetd kérdését, a planaris

sejtpolaritas mechanizmusat tanulmanyozta. Vizsgalatai soran messze tallépett a



klasszikus genetika vizsgaldo modszerei nyujtotta lehetdségektdl, a biokémia, biofizika
¢s sejtbiologia legmodernebb modszereit alkalmazta. A disszertaciot vilagos, érthetd
stilusban prezentalta, dbrai informativak €s igényesek, kiillondsen értékesnek tartom a
gazdag irodalmi hivatkozasi listat, amely a disszertaciot a témakor értékes 0sszefoglald
munkdjava teszi.

A disszertacio olvasasa sordn az alabbi kérdések mertiltek fel bennem:

1. A Frizzled 1 és 2 receptorok egymastol eltérd biologiai hatdsanak vizsgalatakor
ellendriztétek-e a transzgének expresszidjanak mértekét, vizsgaltatok-e tobb
kiilonb6z6 genomialis helyre integralodott transzgén bioldgiai hatasat, van-e
adatotok a transzgének altal kodolt Fz1 és Fz2 fehérjék feléletidejére? A
transzgének kiilonboz6 szintli expresszioja, vagy az altaluk kodolt fehérjék
kiilonb6z0 stabilitasa magyarazhatja, hogy LOF mutansokban a két receptor a
kanonikus Wnt/B-katenin jelatviteli itban egymast helyettesiteni tudjak, de a
transzgénikus allatokban biologiai hatdsuk lényegesen eltérd. LOF mutacio
esetében mar egy kis mennyiségili fehérje is képes a mutaciot menekiteni. A
Xenopus rendszerben nyert eredmények nem Osszevethetdk teljesen a
Drosophila transzgénikus allatokban észleltekkel. Xenopus oocytdk esetében
kész mRNS-t injektaltok (feltehetden mindkét mRNS-bol azonos
mennyiségeket), ott tehat expresszios kiilonbség nem johet szoba. Még ebben a
rendszerben is jelentds kiilonbség van a transzlalodott receptor fehérjek
mennyiségében (1asd az a-Myc immunoblot eredményét a 18. dbrén).

2. A dTAK funkcidvesztéses fenotipusanak vizsgalatanal azt talaltatok, hogy a
dTAK dominans negativ formainak embrionalis kifejez0dése nem befolyasolta
az embrionalis fejléddést. Kettds szali csendesitd RNS korai embriokban

torténd injektalasa utan az embridk 20%-ban kutikula zar6dasi hibakat



talaltatok. Ez a két adat ellentmondani latszik egymasnak, és ebben a dominans
negativ mutans hatasa latszik bioldgiailag relevansabbnak. Nem képzelhet6 el,
hogy az RNSi kisérletekben a 20%-0s zarodasi hiba artefaktum, az injektalas
mechanikus kérositd hatdsanak kovetkezménye?

3. Hogyan ellendrizted, hogy a dTAK, p35 kettds transzgénikus allatban a dTAK
expresszioja legalabb olyan magas, mint a dTAK egyszeres transzgénikus
allatban? Alacsonyabb dTAK expresszio a kettds transzgénikus allatokban
zavarhatja a p35 hatasanak értelmezését. Nem vildgos szdmomra, hogyan
értelmezhetd, hogy a magas szintli dTAK tultermelés sejthalalt okozo6 kéros
hatasat 18 °C-on ki lehetett védeni? Alacsonyabb homérsékleten nyilvan
alacsonyabb a transzgén expresszids szintje, de alacsonyabb az 6sszes
transzkriptum expresszidja is.

4. Abbol a ténybdl, hogy a Rab23 fehérje asszocidl a Pk fehérjével nem
kovetkezik egyértelmiien, hogy a Rab23 PCP funkcidja a Pk fehérje vezikularis
szallitasan keresztiil realizalodik. A 15. oldalon leirtak szerint a Pk fehérje
citoplazmatikus, €s a transzmembran lokalizacioja elsédleges PCP fehérjék
segitik el6 a Pk fehérje membran lokalizaciojat. Ha a Pk fehérje
citoplazmatikus, akkor nem szallitodik a vezikularis transzport uton. A Rab23
T69A mutacidja kétségteleniil elrontja a fehérje GTPase aktivitdsat, de az egész
fehérje konformacigjat is megvaltoztathatja gy, hogy elrontja a Pk fehérjével
kialakitott fehéjre-fehérje kdlecsonhatasat. Kérdésem, hogy vizsgaltatok-e, hogy
mutacioi eléidéznek-e PCP fenotipust?

Kérdéseim természetesen nem kérddjelezik meg a disszertacio téziseinek helyességét, a

disszertaci6 magas tudomanyos €rtékét €s a prezentalt eredmények ujszertiségét. A



jelolt publikacidinak magas szinvonala, a kozlemények impakt faktora és idézettsége
messze meghaladja az MTA Doktori Szabalyzataban megjelolt kovetelményeket, ezért

a doktori disszertaciot nyilvanos vitara alkalmasnak tartom.

Dr. Udvardy Andor
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