Vialasz Dr. Udvardy Andor opponensi véleményére

K6szonom Dr. Udvardy Andornak, hogy faradtsagot és id6t nem kimélve igen gyorsan, &m
annal figyelmesebben tanulmanyozta 4t dolgozatomat és készitette el birdlatat. Koszondm
elismerd észrevételeit, €s kiilon 6romomre szolgal, hogy elsé Mesterem, akinek az
iranyitasaval készitettem ¢letem els6 DNS preparatumat, szimpatizal az altalam is képviselt

kutatési filozofiaval. Megjegyzéseire, kérdéseire az alabbiak szerint valaszolok:

la. ,,A Frizzled 1 és 2 receptorok egymastol eltéré biologiai hatdsanak vizsgalatakor
ellenoriztétek-e a transzgének expressziojanak meértékét, vizsgaltatok-e tobb kiilonbozo
genomidalis helyre integralodott transzgén biologiai hatasat, van-e adatotok a transzgének

dltal kédolt Fz1 és Fz2 fehérjck féléletidejére?”

A birdlo érdeklodése a transzgének kifejezddési szintjével kapcsolatban teljesen logikus €s
relevans kérdés. Mi magunk is igy gondoltuk, ezért minden esetben tobb, de minimum négy
fiiggetlen transzgenikus vonal biologiai hatasat vizsgaltuk és a kifejez6dés mértékét is
ellendriztiik Western blot kisérletek soran. A fiiggetlen vonalak hasonld biologiai aktivitast
mutattak €s a kifejezddési szintek is nagyon hasonldak voltak. Ezek az informaciok a 18-as
szaml hivatkozds formajaban szerepelnek a dolgozat ezen fejezetének alapjdul szolgalo
eredeti publikacidban (Boutros et al., 2000), a disszertacidmba azonban a terjedelmi korlatok
miatt mar nem keriiltek bele. A Frizzled fehérjék fél¢letidejét nem vizsgaltuk, de a Western
blottok alapjan az nem lehetett tul alacsony, mert a Myc tag-gel ellatott fehérjék detektalasa

nem okozott problémat.

1b. ,,A Xenopus rendszerben nyert eredmények nem osszevethetok teljesen a Drosophila
transzgénikus dllatokban észleltekkel. Xenopus oocytak esetében kész mRNS-t injektaltok
(feltehetoen mindkét mRNS-bol azonos mennyiségeket), ott tehdat expresszios kiilonbség nem
Jjohet szoba. Még ebben a rendszerben is jelentos kiilonbség van a transzlalodott receptor

fehérjék mennyiségében (lasd az a-Myc immunoblot eredményét a 18. abran).”

Egyetértek azzal a megéllapitassal, hogy a Xenopus rendszerben nyert eredmények nem
teljesen vethetdek 0Ossze a Drosophila adatokkal és azzal is, hogy a receptor fehérjék
mennyisége kiilonbségeket mutat. Ennek megfeleléen, a Xenopus adatokat igyekeztiink a

hipotézisiinket erdsitd, de kiegészitd jellegli adatként kezelni €s interpretalni. Lehetséges,
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hogy ezt nem minden vonatkozasban sikeriilt megvaldsitani, de ettdl fliggetleniil osztom a

birald véleményét, hogy ebben az esetben indokolt a visszafogott fogalmazas.

2. A dTAK funkciovesztéses fenotipusanak vizsgdlatandl azt talaltatok, hogy a dTAK
dominans negativ formdinak embriondlis kifejezodése nem befolydsolta az embrionalis
fejlodest. Kettos szalu csendesito RNS korai embriokban torténd injektalasa utan az embriok
20%-ban kutikula zarodasi hibakat taldltatok. Ez a két adat ellentmondani latszik egymasnak,
és ebben a dominans negativ mutans hatdasa latszik biologiailag relevansabbnak. Nem
képzelheto el, hogy az RNSi kisérletekben a 20%-os zarddasi hiba artefaktum, az injektdlas

mechanikus karosito hatasanak kovetkezménye?”

Sajat tapasztalataink alapjan nem merném azt allitani, hogy altalanosan fogalmazva a
dominans negativ formak hasznalata megbizhatobb eredményt ad, mint az RNS1 hasznalata,
de a kérdéses esetben a birald megérzése/véleménye helytalld. Ezt azért jelenthetjiik ki, mert a
mi dTAK-ra vonatkoz6 publikacionk megjelenése utdn néhany évvel késobb, klasszikus
mutans allélok vizsgélatara alapozva bebizonyosodott ugyan a JNK jelatviteli Gt és a dTAK
kozotti funkciondlis kapcsolat, azonban az embrionalis hati zdrodasban jatszott szerepet ezek

a vizsgalatok nem igazoltak.

3a. Hogyan ellendrizted, hogy a dTAK, p35 kettos transzgénikus dallatban a dTAK
expresszioja legalabb olyan magas, mint a dTAK egyszeres transzgénikus dallatban?
Alacsonyabb dTAK expresszio a kettos transzgeénikus allatokban zavarhatja a p35 hatasanak

értelmezéset.”

Ebben az esetben a kifejezddési szinteket nem hasonlitottuk 6ssze, tehat teljes bizonyossaggal
nem allithatd, hogy kozel azonos az expresszios szint. Ugyanakkor nem gondolom, hogy a
biralé altal felvetett lehetdség tulsdgosan valoszinli. A kérdéses kisérleti elrendezésben
UAS/Gal4 alapu tultermeléseket hajtottunk végre, ahol Gal4 forrasként egy sevenless-Gal4
vonalat hasznaltuk. A sevenless enhancer erds Gal4 kifejez6dést biztosit a szem
meghatarozott sejtjeiben, a Gal4 transzkripcios faktor pedig igen nagy affinitassal kotddik az
UAS szekvencidkhoz, ezért elméleti megfontoldsok alapjan nem valdszinti, hogy a Gal4
limitalo faktor lenne a kettds taltermelés (UAS-dTAK ¢és UAS-p35) esetén. Emellett,
laboratoriumunkban mas biologiai kérdések vizsgalata soran tobbszor hasznaltak ezt a sev-

Gal4 vonalat egyéb UAS transzgének kifejeztetésére, és immunfestések alapjan soha nem
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lattunk arra vonatkozé indikaciot, hogy a kettds tultermelések esetén észrevehetden csokkent
volna a kifejezddési szint az egyes tultermelésekhez képest. Végezetiil, szintén nem direkt
kontroll kisérletként, de azt is megfigyeltiik, hogy a sev-Gal4>UAS-dTAK rekombinans altal
mutatott fenotipust az UAS-lacZ transzgén jelenléte nem szupresszalja, tehat a Gal4 nem lehet
olyannyira limitalt mennyiségben jelen, hogy minden extra UAS beépiilés képes legyen egy

kiiszob szint ald csokkenteni az UAS-dTAK inszert aktivalasara jutd Gal4 mennyiséget.

3b. ,Nem vilagos szamomra, hogyan értelmezheto, hogy a magas szintii dTAK tultermelés
sejthalalt okozo kdros hatasat 18 °C-on ki lehetett védeni? Alacsonyabb homérsékleten
nyilvan alacsonyabb a transzgén expresszios szintje, de alacsonyabb az ésszes transzkriptum

expresszioja is.”

A birdlé azon megallapitasaval, hogy alacsonyabb hémérsékleten alacsonyabb a transzgén
kifejez8dési szintje, teljes mértékben egyetértek hiszen az UAS/Gal4 rendszer hdmérséklet
fliggd aktivitdsa bizonyitott tény. Arrdl azonban nem vagyok meggy6zddve, hogy
alacsonyabb hémérsékleten minden gén transzkripcios szintje csokken. Ugy gondolom, mint
minden kornyezeti valtozas hatasara, a homérséklet csokkentésére is szamos gén expresszios
szintje valtozik meg a sejtekben, ezek tobbsége lehetséges, hogy csokkend iranyt mutat, de
mas gének esetében ez novekedés is lehet. Ezek a valtozasok is hozzajarulnak ahhoz, hogy a
18 °C-on tartott muslicak sejtjeiben mas fehérjék, mas ardnyban lesznek jelen, mint a pl. 25
°C-on tartottakban. Ily modon az aktiv fehérjék aranyat a dTAK-hoz képest aligha tudjuk
precizen megjosolni és konnyen elképzelhetd, hogy limitald szint ald esik a mennyisége a
feltételezett INKK tipust partnerhez képest. Masrészt, részben az imént emlitett transzkript
szint valtozdsok miatt, 18 °C-on szdmos szabdlyozasi rendszer (igy pl. az apoptozist
szabalyozo6 rendszer is) masképp fog miikddni, mint magasabb hdmérsékleten, ami szintén jol

magyarazhatja a 18 °C-on tapasztalt enyhébb fenotipust.

4a. ,Abbol a ténybol, hogy a Rab23 fehérje asszocial a Pk fehérjével nem kévetkezik
egyértelmiien, hogy a Rab23 PCP funkcioja a Pk fehérje vezikularis szallitasan keresztiil
realizalodik. A 15. oldalon leirtak szerint a Pk fehérje citoplazmatikus, és a transzmembran
lokalizacioju elsodleges PCP fehérjék segitik elo a Pk fehérje membran lokalizacidjat. Ha a

Pk fehérje citoplazmatikus, akkor nem szallitodik a vezikularis transzport uton.”



Ebben az esetben is egyet kell értenem opponensem megallapitasaval: abbol a ténybdl, hogy a
Rab23 fehérje asszocidl a Pk fehérjével, valoban nem kovetkezik, hogy a Rab23 PCP
funkcioja a Pk fehérje vezikularis szallitasan keresztiil realizalodik. Megfigyeléseink alapjan a
Rab23 mutansokban megvaltozik a Pk fehérje sejten beliili eloszlasa, ami utalhatna egy
transzport hibara, de egy citoplazmatikus fehérje esetében ez nem lehet a plazmamembran
felé¢ iranyuld direkt transzport. A Pk azonban egy membran asszocialt fehérje, ezért azt a
lehetdséget nem zarhatjuk ki, hogy a Pk-Rab23 kapcsolat funkcioval bir a Pk fehérjét €s
egyéb PCP fehérjéket tartalmazod komplexek membranbol vald eltavolitisaban. Tehat egy
ilyen tagabb értelemben a Rab23 fehérje mégiscsak hozzajarulhat a Pk sejten beliili
eloszldsanak a szabalyozdsahoz. A teljesség kedvéért pedig azt is hozza kell tenni, hogy
eredményeink alapjan a Rab23 legfontosabb PCP funkcidja az, hogy valami moédon a Pk-lel
egylttmikodve eldsegiti az Inturned komplex aktivalédasat. Azt azonban, hogy ez a folyamat
vezikularis transzporton alapul-e, és annak melyik tipusdn keresztiil torténik, egyelére nem

sikeriilt felderiteni.

4b. ,, A Rab23 T69A4 mutdcioja kétségteleniil elrontja a fehérje GTPase aktivitdsat, de az

crer

........

PCP fenotipust?”

Mindenképpen érdekes lenne a Rab23 GAP és GEF tipustu szabdlyoz6 fehérjéit vizsgalni,
azonban ezek a fehérjék nincsenek azonositva, igy ezeket a vizsgalatokat nem tudtuk

elvégezni.

Meég egyszer koszondm opponensem alapos birdlatat, elismerd szavait és gondolatébresztd

kérdéseit.
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