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Biralat Bajusz Izabella ,,Az Enhancer of Zeste fehérje szerepe az epigenetikus represszid
létrehozasaban Drosophila melanogasterben” cimii doktori (Ph.D.) értekezésérdl

Bajusz Izabella disszertacids témaja a molekularis genetikanak egyik kézponti,
mindmaig megoldatlan kérdését feszegeti: hogyan stabilizalédik az egyes szovetek sejtjeiben
a terminalis sz6veti differencialédas soran kialakult génexpressziés mintazat? Ez az
epigenetikai mechanizmus egy életre ,,konzervalja” a megfelelé gén-prométerek ,,nyitott”
vagy ,,zart” allapotat; ett6l fiigg a génexpresszid indukalhatésaga €s ezen alapszik a
magasabbrendtiek testének szervezddése és miikodOképessége. A genom-programok sikere
ezt a kérdéskort mintegy ij dimenzidba helyezte, és fontossagat csak tovabb hangstlyozta az
a felismerés, hogy a gatlas €s aktivalas ,,félrecstuiszasanak™ szerepe van a rakos transzformacié
kialakulasaban is. Jelolt az epigenetikai represszié problémajat a Drosophila Bithorax-
komplexének (BX-C) péld4jan tanulmanyozta.

A dolgozat a hagyomanyos Bevezetés, Irodalmi attekintés, Eredmények, Diszkusszié
szerkezetet koveti, az egyes részek logikusan kapcsolddnak egymashoz és terjedelmiik
egymashoz viszonyitva aranyos. Meg kell viszont jegyezni, hogy a dolgozat szokatlanul
terjedelmes, az Irodalomjegyzék nélkiil is 177 oldal.

A mintegy 320 idézett irodalom megfeleléen kapcsolodik a targyhoz, tiikkrozi a
szaktertiilet legtijabb eredményeit is, és bizonyitja a Jelolt magas szintli szakmai
felkésziiltségét. Ezt tiikrozi a dolgozat logikai menete, az egyes kérdések felvetése és kisérleti
megkozelitése is. A munka a magasfoku genetikai analizis szép példajat adja, a klasszikus
genetikai megkozelités és molekularis médszerek kombinalasaval ér el 0ij eredményeket ezen
a kompetitiv szakteriileten.

A dolgozat a kdvetkezd, tudoméanyos szempontbdl 4j és értékes eredményeket
tartalmazza:

1.) Egy ujtipust funkciényerd mutanst izolaltak az Enhancer of Zeste, E(z) génben,

amely a BX-C ektopikus represszidjat okozza. Ennek oka a SET domain-ben tortént
741. Arg Lys csere.

2.) Genetikai és molekularis modszerekkel bizonyitottak, hogy az E(z) fehérjék
multimereket képeznek, egymashoz, valamint a TRX csoport fehérjéihez a SAC-
SET domain-jiikon keresztiil kétédnek.

3.) Kimutattak, hogy a hisztonok kovalens mddositasai (acetilacid, foszforilacio,
metilacid) és az ezeket okoz6 gének megvaltoztatjak az E(z)"™ mutéans fenotipusat,
¢s a modositasok befolyasoljak a H3 hiszton N-terminalis peptidjének in vitro
kotédését az E(z) fehérjéhez.

4.) A vad-tipust E(z) és E(z) "™ mutéans fehérjéknek hiszton-metil-transzferaz
aktivitasa van, amely a H3 9.Lys aminosav-maradékan mérhet6. A H3 10.Ser
foszforilalasa viszont gatolja a 9.Lys metilalasat.

5.) Eredményeik alapjan feltételezik, hogy a H3 hiszton 10.Ser foszforilaltsaga az a
molekularis jelzés, ami meggatolja az E(z)-fiiggd epigenetikus repressziot.

Az eddigi eredményeket egy kézleményben adtak kozre, amely rangos nemzetk6zi
folyoiratban jelent meg, és amelyben Jel6lt az els6 szerzd. Tovabbi harom kézlemény van
elokeésziiletben.

Az eredményekkel kapcsolatos kérdéseim a kovetkezok:

a.) A fenti kisérletek egyértelmiien bizonyitjak, hogy a hisztonok foszforilalasa,

acetilalasa és metilalasa befolyasolhatja az E(z) fehérje miikodését és az E(z)
mutans fenotipusat. Kérdésem az, hogy mit tudunk maganak az E(z) fehérjének a
lehetséges modositasardl, és hogyan befolyasolnd ez az E(z) miikodését?
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b.) Az E(z) fehérje nem kotédik a DNS-hez, hatasat minden valdszintliség szerint mas
fehérjékhez kapcsolddva fejti ki. Ugyanakkor az E(z)™" | Tritorax-mimic” hatasat a
741. poziciéban bekdvetkezett Arg  Lys csere okozza, ami a SET domaint a 7rx
SET-hez teszi hasonléva. Kérdés, hogy az E(z)™™ fehérjeterméke kétddhet-e Trx-
koto fehérjékhez, és magyarazhatd-e ezzel a mutans fenotipus?
Kritikai észrevételeim elsGsorban formai jellegiiek:

A disszertacio szovege nyelvileg helyes €s altalaban vilagos fogalmazasu.
Mindazonaltal az egészre jellemz0 a terjengdsség, amin szarazabb, de révidebb fogalmazassal
¢és egyes részek elhagyasaval lehetett volna segiteni. A Fiiggelék c. fejezetbdl pl. a
homeotikus génkomplexek miikédésének leirasa parhuzamos az Irodalmi attekintés megfeleld
részével, és roviditett forméaban ide lehetett volna beépiteni. Ugyanez vonatkozik a Drosophila
morfologiaja c. részre is. A Fiiggelék egyéb részeit el lehetett volna hagyni.

A disszertacio kiallitasa formai szempontbdl sz€p, az abrak altalaban szemléletesek, a
fényképfelvételek j6 mindségiiek, a tablazatok rendezettek. Az 6rdog természetesen itt is a
részletekben van, aholis szamos hibat talaltam.

Az abrak ko6zott tobb olyan van, amelyet mas szerzoktdl vagy konyvbdl vett at, és
nagyon helyesen megjelli a forrasmunkat is. Viszont t6bb ilyen hivatkozas nincs benne az
irodalomjegyzékben. Kimaradt a t6bbszor is hivatkozott Wolpert: ,,Principles of
Development” c. kényv, és nem talalhat6 a ,,Barges nyoman” (2.2. abra), ,,Allis 2000
nyoman” (2.10.4bra), ,,Francis és Kingston 2001” (2.11., 2.12. 4dbrak) hivatkozasai sem.
Miutan a disszertaci6 nyelve magyar, kifogasolhatd, hogy az atvett abrakon altalaban angol
nyelviiek a feliratok.

Altalanos igény, hogy az abrak nmagukban is érthetéek legyenek. A biokémiai
kisérleteket szemléltet abrakon egyes részletek nincsenek kellden definidlva, ezért nehezen
kovethetok. A 4.21. abra gélfotdjan nincs kijeldlve, hogy az egyes futési csikok milyen
fehérjéket tartalmaznak. A 4.22. abra két paneljét jo lett volna A. és B-nek jeldlni, és
megadni, hogy a jobb oldalon a baloldali gél autoradiogramja lathaté. Tébb magyarazatot
igényelne a 4.19., 4.20. és 4.26. abra is. Csak talalgatni tudom, hogy a 4.23. és 4.24. abrak
grafikonjainak fliggéleges tengelyén 1évé szamok valdszintileg szcintillacios beiitéseket
jelentenek, de lehet, hogy tévedek. Mi a kiilonbség a 4.24. abran jelzett ,,H3 full” és ,,wt H3”
hisztonok k6zott?

A tablazatok altalaban jol érthetdek, uniformizalt szerkesztésiiknél fogva még a
bonyolultabbak is kénnyen attekinthetéek. A 4.2. tdblazat azonban tGbb ponton hianyos: nincs
megadva a labjegyzetben, hogy a felsé indexben alkalmazott rombusz ill. kettés kereszt jelek
mit jelentenek? A labjegyzetben megmagyarazott, penetranciara vonatkozo ,,a” jelzést viszont
nem talaltam meg a tablazatban. Nem keriilt be a tablazatba a 72. oldalon emlitett ,,duplikacio
¢s plussz egy transzgén kopia” sem. A 4.9. tablazat 13. soranak A5 A4 oszlopaban szerepl6
,»83%t” esetében a ,,+” elirds, vagy nincs megmagyarazva a jelentése. A 4.10. abran szerepld
HindIII-Xbal fragmentum hossza 3520-163=3357 bp, a 90. oldalon megadott 3337 bp
helyett. A tablazatok labjegyzetének ,,klénozasa” soran igencsak elszaporodott a hibasan irt
,ellentés nemi” kifejezés.

Ertelemzavaré hibak a sz6vegben is eléfordulnak. A gének nevei a fejezetcimben is
kicsi délt bettivel irandok (pl. 2.4. fej. cimében az ,,ENHANCER OF ZESTE” helyesen
Enhancer of zeste). A 142. old. 2. bekezdésében emlitett £(z)"™“ muténs allél nincs
megmagyarazva. A 133. old. utolsé bekezdésében az E(z)"™ fenotipusat nyilvanvaldan nem a
Polycomb-csoport génjei, hanem azok mutansai szuppresszaljak.

A dolgozat angol nyelvii 6sszefoglaldja mind szakmai, mind nyelvi szempontbdl
mintaszertien kifogéstalan.



Véleményem szerint Bajusz Izabella disszertacidja egy érdekes teriileten végzett
fajsulyos munka 6sszefoglaldja, amelynek lényegi értékeit a felsorolt formalis hibak nem
érintik. Javasolom a dolgozat nyilvanos vitara bocsajtasat és a Ph.D. fokozat odaitélését.

Szeged, 2003. november 17.

Dr.Kiss Istvan
opponens
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Bajusz Izabella Ph.D. dolgozatanak biralata:

A biralatot a SzTE altal javasolt szempontrendszer szerinti pontokba szedve adom:

1., A dolgozat témaja a kromatin szerkezete-miikddése, az aktivacidt és inaktivaciot fenntartd
gének vizsgalata, valamint a hiszton kéd megfejtése napjainkban erésen kutatott és kompetitiv
teriiletnek szamit. Alapvetd szakmai kifogasom az elvégzett kisérleteket és a levont
kovetkeztetéseket illetéen nem mertilt fel.. Kitiing szakmai munka.

2., A dolgozat 200 oldalas. Aranytalanul tilméretezett, még akkor is, ha figyelembe vessziik
azt, hogy legalabb két Ph.D. dolgozat anyaga van beleirva. Klasszikus tagolédassal irédott, de
tartalmilag nem teljesen sikertilt ezt a tagolast megvaldsitani. A kdvetkezd f6 hibai vannak:
- Az irodalmi attekintés terjengds, a megértés szempontjabdl nem kozvetleniil
sziikséges irodalmi adatokat is ismertet.
- Az eredmények és értékelésiik fejezet alfejezetei nem koévetkeznek egymasbol.
Hianyzik egy vezérfonal, ami vezetné az olvasot.
- Az eredmények és értékelésiik cimil fejezetben az értékelések legtobbszor
hianyoznak, pedig ez nagymértékben javitotta volna a kdvethetdséget.
- Az eredmények megvitatasa cimil fejezetbdl jorészt szintén hianyzik a megvitatas,
nagyobbrészt eredmények ismétlése és irodalmi adatok ismétlése.
- Az els6 verzid utan megmaradt fliggeléket is foloslegesnek tartom, a muslica
életciklusa szerintem nem tartozik szorosan a témahoz.
- Az alfejezetek szdmozasat tovabbra is fo6loslegesnek tartom, (pl.3.3.7.1 alfejezet)
senkit nem segit az eligazodasban.

3., A bdségesen idézett és targyalt irodalmi adat nem hagy kétséget afel6l, hogy Izabella
otthonosan mozog a téma szakirodalmaban. Ezek alapjan elméleti felkésziiltségét
megfeleldnek talalom.

4., Az itt leirt nagymennyiségli munka sokféle technika felhasznéalasaval jart. Ennek
nagyobbik részét a magas szintli genetikai eszkoztar teszi ki, de Izabella a molekularis
munkékat is elsajatitotta. Ezek koziil a fehérje tisztitasi és kotési kisérletek kaptak
legnagyobb sulyt.

5., A dolgozat tudomanyos értékét a Genetics publikacié elfogadasaval a nemzetkozi
szakvélemény mar megfelelének értékelte. A munka legfébb erénye az, hogy az
Enhancer of zeste gén egy szokatlan dominans alléljat genetikai eszkdzokkel olyan
szinten sikeriilt jellemezni, amelyb6l a hiszton kéd miikodtetésében jatszott
molekularis szerepére lehetett kovetkeztetni. Az ezt koveté molekularis analizis a
genetikai adatokat igazolta, és Ujabb ismeretekkel egészitette ki. A munka tehat
szakmailag kerek egész.

6., A munka alapjat egy megjelent Genetics kézlemény szolgaltatja, de a dolgozatban leirt
eredmények legalabb még egy koézlemény alapjaul szolgalhatnak. Izabellanak ezen
kiviil megjelent egy cikke a British Journal of Pharmacology-ban. Ezzel az SzTE
kovetelményeinek megfelel.

7., Els6 kérdés: Az E(z) és az ASHI valamint TRX SET-domének kozott kimutatott
interakcioérél annyit olvashatunk, hogy ,felvetédik a SET domén kompeticid



lehet6sége". Fejtse ki azt bévebben, hogyan képzeli ezen interakcidk in vivo
miikodését.

Masodik kérdés: A mutans E(z)'™ fehérje a felhasznalt molekularis tesztekben
joszerével nem kiilonbozott a vad fehérjétol. Az eredmények megvitatasa fejezetben
nem talaltam olyan modell leirast, amely megprébalta volna megmagyarazni a mutans
fehérje molekularis hatasmechanizmusit. Hogyan képzeli az E(z)"™ mutans allél
pontos molekularis miikddését?

8., A disszertaci6 nyelvezete nehézkes. Legnagyobb hibdja a szabatos, ugyanakkor tomor
megfogalmazas hianya. Gyakori a feleslegesen hosszi és bonyolult mondat, az
ugyanazon gondolat ismétlése mas megfogalmazasban. Még mindig sok
magyartalansag akad a dolgozatban. Nem sikeriilt teljesen kiirtani az olyan
tudomanytalan megfogalmazéasokat sem mint ,,elképzelést vettiink fontoléra" vagy ,,a
feltételezést tovabbgondolva" stb. A legnagyobb gond az, hogy maga a téma igen
bonyolult, amit csak a leggondosabb megfogalmazassal lehetett volna a kiviilallo
szamara érthetdvé tenni. Az abraanyag megfeleld.

9., Ha az olvasé a szakmaban valamelyest jartas, és kell6 energiat szentel az olvasasnak,
akkor kirajzolédik elétte az, hogy Izabella hatalmas munkaval igen értékes
eredményeket ért el. Figyelembe véve azt, hogy a dolgozat nagy méretét foként az
okozza, hogy szerzdje a teljesség szandékaval irta, valamint azt, hogy az érthetosége
az 1d6k soran szamottevden javult, az értekezés mind tartalmat, mind kivitelét tekintve
mindenképpen alkalmas a nyilvanos vitara.

10., Az angol nyelvii 6sszefoglalé a dolgozat legjobban megirt része, mindamellett nem

oriiltem annak, hogy koréabbi stilisztikai és helyenként nyelvtani javitasaim teljesen
figyelmen kiviil maradtak a végsé valtozatban.
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