Viélasz Dr. Kiss Istvan opponensi véleményére

Eloszor is koszondm Dr. Kiss Istvannak, hogy doktori dolgozatomat igen alaposan
attanulmanyozta, és hogy eredményeimet pozitivan értékelte. Koszonom érdeklddd keérdéseit

¢s megjegyzéseit is, amelyekre az alabbiak szerint valaszolok:

Megjegyzések az abrakkal kapcsolatban:
1. ,.A 48. dbra (77. old.) magyardzatiban a genotipusok jelzése nem egyértelmii: pl. a stbm’;
Rab23’'/+ kombindcié a stbm allélra valésziniileg homozigta? A kivetkezd oldal 49.

dbrajan (78. old.) viszont mar precizen kiirja a homozigota mutaciokat.”

Egyetértek a birdlo meglatasaval, ugy gondolom valoban szerencsésebb lett volna egységes
jelolést hasznalni a két &bran, ezért az ilyen hibdk a jovében elkeriilendéek. Ugyanakkor,
ismereteim szerint a 48. dbra magyardzatidban hasznalt jelolésmod megfelel a Drosophila
genetikaban altalanosan elfogadott jelolésmodnak, ezért én azt egyértelmiinek gondolom.
Hozzéateszem, a Genetics cimi lap szerkesztdje €s cikkiink birdloi sem emeltek kifogést az
alkalmazott jelolésmoéd ellen, pedig birdlatuk alapjan rigordzusan figyelték az apro részleteket

IS.

2. ,,Az 56. abra azt szemlélteti, hogy a profilin és a ADAAM FHI-FH2 doménje szinergista
modon gyorsitjia az aktin filamentumok novekedését. Az 56.A abra grafikonjin a
polimerizacio sebessége egyértelmiien a profilin + aktin jelenlétében a legnagyobb. Az 56.B
dbra jobb oldalan feltiintetett polimerizdcios sebesség aktin + profilin jelenlétében 2,91 su/s,

aktin + profilin + dDAAN FHI-FH? jelenlétében viszont csak 2.35 su/s.”

A latszolagos ellentmondas ebben az esetben abbol fakad, hogy az 56. abra A panelje egy tn.
pirén-aktin ,,bulk” polimerizacios kisérlet eredményét mutatja és ott valojaban a teljes
monomer beépiilési rata van feltiintetve uM/s egységekben, mig a B panelen az egyedi
filamentumok novekedési sebessége van megadva alegység/s egységekben, amit valos ideji
TIRF mikroszkopos kisérletekkel hataroztunk meg. A lényeges kiilonbség a két kisérleti
elrendezés kozott ott van, hogy az elébbi a totdl pirén-aktin beépiilést méri, ami nem tud
kiilonbséget tenni az aktin polimerizacio €s a nukleacio kozott, mig a TIRF-es eljaras az

egyedi filamentumok analizisén alapul. A ,,B” panelen jo1 1athato, hogy DAAM jelenlétében



ugyan valamivel kisebb az egyedi filamentumok névekedési sebessége, mint a hianyaban, de
a DAAM jelenlétében sokkal tobb filamentum nuklealodik/indul névekedésnek, mint a
hianyaban, ezért ha azt mérnénk, a total (z6ld) fluoreszcencia itt is joval magasabb lenne, mint

a kontrollban.

3. ,,A 71. P dbra diagramjan nem vilagos, hogy mit jelentenek az egyes oszlopok tetején

feltiintetett szamok?”

A szamok a minta szamot jellik, ez valoban kimaradt az 4bra aldirasbol.

A kérdésekre adott valaszok:

1. ,,71-72. old.: a vad tipusu bab szarny-epidermisz sejtjeiben az aktin a sejtek disztalis
csucsan halmozodik fel, és a késobbiekben minden sejten egy trichoma szor fejlodik. A
Rab23"* muténsban viszont az aktin diffiizabb formdban halmozédik fel, és sejtenként tobb
trichoma is fejlodik. Lehetséges, hogy a két mutans jelleg nem fiiggetlen egymdastol: a
trichoma fejlodése ott indul meg, ahol az F-aktin koncentracioja meghalad egy kiiszobértéket,

és ez a mutans sejtekben egyidejiileg tobb ponton is megtorténhet?”

Igen, ez valdban igy van, legalabbis mas PCP mutansok (igy pl. az inturned csoportba tartozo
mutansok és az mwh) esetében is pontosan ez torténik, €s ezt tekinthetjilk az altalanosan

elfogadott modellnek a tudomanytertileten.

2. ,,79. old.: , Az elsodleges PCP gének vonatkozasaban a szinergisztikus interakcio arra
utak, hogy a Rab23 egy azoktol fiiggetlen vagy (részben) redundans jelatviteli utban vesz
részt.” Ha két mutins gén egymastol fiiggetleniil miitkodik, akkor fenotipusuk additive
osszeadodik. A szinergizmus inkabb arra utal, hogy a kétféle géntermék szorosan
egyiittmiikodve, pl. egy komplexben funkcional. A kévetkezé mondatban rogton kozli is, hogy
a Rab23 és a Pk fehérje egymassal komplexet képez.”

Meglepd modon, annak ellenére, hogy a gén kdlcsonhatasok leirdsa az elemi genetika fogalmi
korébe tartozik, a szinergisztikus kdlecsonhatasok értelmezésében a mai napig sem egységes a

szakirodalom. Nevezetesen, egyes genetikai iskoldk a szinergizmust az egymastdl fliggetlen,



de azonos szabdlyozasi csomopontra konvergaldé miikodésmod jelének értelmezik, masok
szerint, a birdldé véleményének megfelelden, a szinergizmus a szoros egyiittmiikddés jele,
ismét masok viszont a redundans vagy részlegesen redundans miikodésmodra valo utalasként
értelmezik. En ugy gondolom mindhirom elképzelés logikus, és gyakorlati példakkal is
alatdmaszthatd, ezért egy szinergisztikus kolcsOnhatdst mutatd kettds mutans fenotipus
értelmezése nem feltétleniil egyértelmli. Raadasul a fenotipusok értelmezését az is
bonyolithatja, ha hipomorf allél kombinaciokat vizsgdlnak amorf allélok helyett. Ilyen
megfontolasok alapjan, mi egyrészt null mutansokat hasznaltunk a kisérleteink soran,
masrészrdl viszont a pk; Rab23 kettds mutansok értelmezésénél, a fentiecknek megfelelden,
mindharom elvi lehetdséget megemlitettem. Tekintve azonban, hogy mas kisérleteink alapjan
a Pk és a Rab23 fehérjék egy komplexben talalhatoak, elfogadom a birdld véleményét, hogy a
fent emlitett harom elvi lehetdség koziil a szoros egylittmiikodés a legvaldszinlibb. Igaz
ugyan, hogy ennek a feltételezett komplexnek a felépitésérél és a pontos molekularis
funkciojarol egyeldre szinte semmit sem tudunk, de ettdl fliggetleniil helyén valo lett volna,
ha dolgozatomban a szinergizmus értelmezésénél hatdrozottabban foglaltam volna allast a

szoros egyiittmiikodés mellett.

3. ,80. old.: A Rab23 és a hedgehog (hh) gének gerinces ortologjai (pl. Shh egérben)
jelatviteli kapcsolatban dllnak egymassal. A Drosophila Rab23 mutdns fenotipus azonban
nem mutat hasonlosagot a hh fenotipussal, ami arra utalhat, hogy a két gén Drosophilaban
fiiggetlen egymastol. Van-e genetikai kolcsonhatas az ecetmuslica Rab23 és hh mutdnsok

kozou?”

Nem talaltunk dominans genetikai kdlcsonhatasra utalo jelet sem a 22 mutansokkal sem a hh

jelatviteli at két egyéb elemével.

4. ,83-84. old.: Az 52. abran lathato, hogy a dDAAM 5’ delécios mutansok, amelyek
homozigota letalisok, kiejtik az els6 harom, nem-transzlalt exont, de meghagyjik a 4.
exont, amelyben a transzldcios startpont van. Az lenne varhato, hogy a mutdns génrol
atirodo csonkolt mRNS-rol hianytalan fehérje szintetizalodik. Keletkezik-e mRNS ill.
dDAAM fehérje a mutansokban, és mi lehet a letalitds oka?



Ugyanitt a dDAAM™" delécié, amely eltivolitia a gén 3’ végét, de meghagyja a 4.-7.
exonokat, szintén homozigota letalis, és Western blot-on nem tudtik kimutatni a csonkolt

fehérje jelenlétét. Keletkezik-e ebben a mutansban csonkolt mRNS?”

Az abran bemutatott 5° delécios allélok koziil az Ex249-es jellit vizsgaltuk és azt protein null
allélnak talaltuk. Ez teljes mértékben megfelel az elvardsainknak, hiszen ebben az esetben
hianyzik a dDAAM gén transzkripcios start helye, ezért ebben a mutansban sem dDAAM
mRNS sem fehérje nem képzddhet. Kivéve természetesen, ha jelen van egy kriptikus
promoter, de eredményeink alapjan ilyen promoter vagy nincs a régidban vagy a képzddo
csonkolt transzkript nem elég stabil.

Az Ex202-es jeli 3’ delécidra homozigdta L2 stadiumu larvakbol valoban nem
tudtunk csonkolt fehérjét kimutatni, ahogy azt az 53. dbra mutatja, azonban homozigdta
embriokbol szarmaz6 fehérje kivonatokban kis mennyiségben detektalhatdo volt egy
méretében a prediktalt csonkolt fehérjének megfelel sav. Az mRNS szintet nem vizsgaltuk,
de ezek alapjan nyilvanvalonak latszik, hogy bizonyos mennyiségben képzddik csonkolt
transzkript. A csonkolt fehérje jelenléte egyben azt is jelezte, hogy az Ex202-es all¢l nem
teljesen protein null, nem amorf allél, és ez Gsszhangban van a genetikai viselkedésével is,

hiszen az alapjan hipomorf allélként kategorizaltuk.

5. ,.86. old.:Emlosokben a DAAM fehérje komplexet képez a Dsh fehérjével (1. 82. old.).
Drosophilaban azonban a dDAAM mutansok nem mutatnak a dsh mutansokéhoz hasonlo

PCP fenotipust. Van-e genetikai interakcio a dDAAM és a dsh mutansok kézott?”

Oriilok ennek a kérdésnek, mert a segitségével demonstralni lehet, hogy a kutatas egy allando
fejlodésben 1évé vildg. Mindez Ugy kapcsolodik opponensem kérdéséhez, hogy ugyan a
planaris polarizacid szempontjabol nem talaltunk genetikai interakciot a dDAAM és a dsh
mutansok kozott, azonban dolgozatom beadasa utan azt talaltuk, hogy a dsh €s mas ,,core”
PCP mutansok is kolcsonhatast mutatnak a gombatest axonok fejlodése soran. Ez egy egészen
friss megfigyelés a laboratoriumunkban, €s arra utalhat, hogy a Dsh-DAAM kapcsolat az
idegsejtekben egy Osibb szabalyozasi kapcsolat lehet, mint a gerincesekben megfigyelhetd
kapcsolat a kovergens extenzids mozgdsok szabalyozéasa soran. Természetesen ez egyelore

csak egy hipotézis, ami kisérletes alatamasztasra var.



6. ,,122. old., 84. abra: Az egér mDAAMI transzgén menekiti a Drosophila dDAAM™"™¢
mutans idegrendszer-fejlodési hibait. Képes-e az mDAAM1I helyettesiteni a ADAAM gént a

trachea fejlodése soran is?”

Ez a kisérlet benniink is felmeriilt, tekintve azonban, hogy az emldsok ¢és a rovarok
1égzdszerveinek 1ényegesen kiilonbozik a szoveti felépitése, igy pl. a tiido alveolusok felszinét
nem boritja kitines kutikula, nem tartottuk fontos kérdésnek az mDaaml funkcié vizsgalatat a
tracheaban. Ettdl fiiggetleniil a kérdéses kisérlet abszolute logikus felvetés, amit a teljesség

kedvéert a jovoben érdemes lenne elvégezni.

Még egyszer kdszondm opponensem alapos munkajat, elismerd szavait és relevans kérdéseit.

Szeged, 2011-10-07
Mihaly Jozsef



