Vilasz Dr. Vellai Tibor Professzor Ur birdlatara

Eldszdr is szeretném megkdszonni Vellai Tibor Professzor Urnak, hogy elvéllalta értekezésem
biralatat. K6szonom véleményét és timogatasat.

Kritikai megjegyzéseire és kérdéseire az alabbiakban valaszolok.

Az értekezés megjegyzéseire a valaszaim:
A formai kritikdkat jogosaknak tartom, sajndlom, hogy a dolgozatban benne maradtak.

A tudomanyos kérdésekre a valaszaim.

1. A genomsziirések soran feltart j fehérjék egyedi analizisét miért nem valésitotta meg
szisztematikusan? Szamos potencialis analizis maradt ki igy az eddigi életmiibél.

A genomsziirések esetében mindig egy vagy tobb érdekesnek tiind, reprezentativ jelslt esetében
végeztik el a részletes analizist. A CRISPR technolégia felfedezését és széles korti elterjedését
megel6zben eldszor a klasszikus mutansok és késébb az RNS interferencia segitségével tudtuk
a géntermékek hidnyaban fellépd fenotipust jellemezni, igy a részletes analiziseket el6szor a
torzskdzpontokbol elérhetd mutdnsokon végeztiik el. A fejlett genomszerkesztési technolégiak
elterjedésével ma mar lehetdségiink van a direkt reverz genetikai megkozelitésekre is, igy a
tovabbi jeldltek részletesebb vizsgalatara is.

2. Kis GTP-4zok és GRIP-domén fehérjék kiolcsonhatasait éleszté két-hibrid rendszerrel
vizsgilta. A pozitiv taldlatok mennyire (milyen %-ban) voltak megerésithetok mas
modszerekkel?

A kis GTP-dzok és GRIP-domén fehérjék kozotti, élesztd két-hibrid rendszerben tapasztalt
kolesdnhatasokat minden esetben GST pull-down kisérletekkel is meger6sitettiik. A GST jelolt
Rab GTP-4az fehérjéket baktériumban termeltettiik. A tisztitott fehérjék és a Drosophila S2
sejtvonaldban kifejez6dé GRIP-domén tartalmu fehérjék kozotti direkt kolesdnhatéast az egyes
fehérjékre specifikus ellenanyagok segitségével vizsgaltuk. (10.1083/jcb.200808018)

3. A foszfatidsav hogyan okozhat (mitokondridlis) membran gorbiiletet?

A kilonbozé lipid acil-lancok  vagy fejcsoportok kémiai tulajdonsagai  eltérd
membrangdrbiileteknek kedvezhetnek. A foszfatidil-kolinnal 6sszehasonlitva a foszfatidsavbol
hidnyzik a fejcsoporton 1évé kolin rész, igy a foszfatidsav fejcsoport része kisebb lesz mint a
foszfatidil-koliné. A foszfatidsav nettd negativ toltéssel rendelkezik. A foszfatidil-kolin
hengeres geometrigjdval ellentétben a foszfatidsav a két zsirsavvéghez viszonyitott kis
fejcsoportjaval negativan gorbiilt membranok kialakitdsat tdmogatja. Ezt a tipust
membrangodrbiiletet gyakran figyelték meg a mitokondriumok esetében, igy feltételezziik, hogy
a CdsA mutinsban is ez 4llhat a mitokondridlis fenotipusok hatterében.
(10.3390/biom12111707, 10.1016/j.tcb.2017.08.011)

4. A Jelolt egy transzkriptoma analizissel ubikvitin-proteaszéma-specifikus E2/3 enzimek
felhalmozodasat sugallja a tesztisz bazalis régidjaban. Sikeriilt-e mas maodszerrel is
igazolni ezeknek az enzimeknek a megnovekedett aktivitasat ebben a régiéban, és mi lehet
a funkcidja ennek a valtozasnak (mit bontanak)?



A spermatogenezis poszt-meiotikus stddiumaiban a spermatiddk megnyulasat kovetden
intenziv lebontd folyamatok eredménye a citoplazma eltavolitdsa az egyedi spermatidak
leflizédése soran. Ebben a nem apoptotikus kaszpaz utvonal és a proteaszomalis lebontd
folyamatok egyarant szerepet jatszanak. Bar szdmos E2/E3 enzimet azonositottunk a posz-
meiotikus stddiumokban torténé géntermék-felhalmozddéssal, viszont csak egy résziiknek
ismert a spermatogenezisben betoltott funkcidja. Az E3 ligdzok idealis jeloltek egy hierarchikus
szabalyozéasi utvonal létrehozasdhoz, amely a poszt-meiotikus fejlédési stadiumok
(sejtorganellum  differencidlodds, ciszta megnyulas, individualizacid, feltekeredés)
egymasutanisagat biztositja. A génatiras leallasanak kovetkezményeképpen, nagyobb szerep jut
a transzlacios €s poszttranszlacios szabalyozasnak, illetve az iranyitott protein lebontasnak. Két
E3 ligaz komplex, a K1hl10/Cul3/Roc1b és az Ntc/Cull/SkpA E3 komplexekrdl ismert, hogy
sziikségesek a spermiumok individualizaciéja soran a nem-apoptotikus kaszpaz kaszkad
aktivalasdhoz, illetve a proteaszomadlis lebontds serkentéséhez. (10.1242/dev.050088,
10.1371/journal.pbio.0050251, 10.1016/j.cell.2011.03.021). Munkéankbol kideriilt, hogy az
evolucidsan konzervalt, pleiotrdp Ago fehérje, amely egy E3 ligdz komplex (SCF tipusu) tagja,
hozz4jarul a Drosophila spermatogenezis poszt-meiotikus szakaszaiban a spermatidak
individualizaci6jdhoz €s a mitokondridlis morfologia szabalyozasahoz.

Vizsgaltuk és jellemeztik a konzervalt tesztisz-specifikus proteaszoma alegységeit is, és
kimutattuk  azok szerepét a  tesztisz-specifikus  sejtmagi  atrendezOdésben  és
sejtmagmegnyuldsban. Kimutattuk, hogy a ProspSR2, Rpn12R és Rpt3R homozigota mutansai
himsterilek, ami arra utal, hogy a proteaszéoma katalitikus és szabalyozo alegységeinek egyarant
lényeges funkcidja van a gametogenezisben. Transzgének segitségével kovettik a
spermatogenezis kiilonbozé szakaszaiban a proteaszémak lokalizaciojat. Kimutattuk, hogy a
spermatoproteaszoma a poszt-meiotikus sejtmagokban €s az individualizaciés komplexekben
egyarant jelen van. A citoplazma jelentds részének lebontdsa mellett a sejtmag megnyulaséval
¢és a kromatin atrendezédésével a magi fehérjék egy jelentds része is lebontésra keriil. Ezen
fehérjék pontos meghatérzasa a jovObeni kutatasaink egyik kiemelt témdja. Eredményeink arra
utalnak, hogy a konzervalt spermatoproteaszoma a poszt-meiotikus fehérje lebontasok egyik
kozponti eleme.

5. Mi lehet a Jelolt altal intenziven vizsgalt parakristalyos anyag funkcidja a tesztiszben?
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Tokuyasu szerint a parakristadlyos anyag rugalmas tulajdonsédgot kolcsonéz a spermium
farkanak, és a mozgasi energia tarolasa vagy felszabaditdsa révén hozzajarul a spermiumok
megfeleld hullamzaséhoz. Feltételezhetden a parakristalyos anyag a spermiumok néstényekben
torténo tarolasanal, illetve magénal a megtermékenyitésnél is szerepet jatszhat. (Exptl Cell Res
84 (1974)) Meg kell emliteni, hogy a megtermékenyitésnél a teljes, 1,8 mm-es spermium bejut
a petesejtbe €s a farki rész lebontésa a korai embidgenezis idején torténik meg. A lebontas soran
felszabadult molekulak a zigotikus expresszid beinduldsdig nyersanyagot szolgéltathatnak a
felépit6 folyamatokhoz. Természetesen ezen feltételezéseket a jovoben kisérletesen is igazolni
kellene.

Még egyszer nagyon koszonom a feltett kérdéseket és a dolgozatom alapos biralatat.

Szeged, 2025. 06. 12. Tisztelettel, ’
Dr. Sinka Rita



