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BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Mi, emberek barmely szemiink el6tt zajlé folyamatot érzékelve 6sztondsen a
kezdetek felé¢ fordulunk. Talan az az elgondolas iranyit minket, hogy ha egy
multban elkezdddott eseménysor legkorabbi mozzanatait pontosan ismerjiik,
lehetdségiink van a jelen eseményeinek alaposabb megeértésére, illetve ami még
sokkal kecsegtetobb, megjosolhatjuk a folyamat jovobeli kimenetelét. Az
Ujszovetséget kanonizalo papak megérezhették a benniink é16 6sztont: az igényt
a kezdetek feltarasara. Nem véletleniil kaphatott nagy hangstlyt a Megvalto
foldi életébdl a szeplbtelen fogantatas, illetve emlitettek szamos részletet Jézus
sziiletésének koriilményeib6l mind a négy evangéliumban. Az elsé napok
eseményeibdl fontosnak tartjak tudatni veliink még azt az apré mozzanatot is,
hogy a menekiild Szent Csalad bekototte a tevék labat, hogy meg ne haljak
Oket, ugyanakkor Jézus gyermekkorardl, és fiatalsagardl minddssze egyetlen
torténetet tartottak emlitésre érdemesnek.

Hasonlo legtobbiink elvardsa a természetben lezajlé folyamatokat leird
munkakkal kapcsolatban is. Ha az univerzumrol, a Foldrél, vagy a foldi életrdl
hallunk, a kezdeti események tesznek minket igazan kivancsiva. Nincs ez
masképpen az egyedfejlodést kutatokkal sem. Valosziniileg elsésorban az
eredendé kivancsisagnak koszonhetd, hogy manapsag a megtermékenyiilés
pillanatat, valamint az azt kozvetlenill kdvetd eseménysort - az embridgenezis
korai torténéseit - is sokan kutatjak. Ma mar részleteiben is jol ismert, hogy
miként talal egymasra, és egyesiil a két ivarsejt. Egyre finomodo modellek
sziiletnek a megtermékenyiilt petében a szimmetria viszonyok kialakulasarol, az
anyai hatasi  fehérjék szerepér6l, a petesejt-embrio transzformacio
mozzanatairol.

A megtermékenyiilés utani korai események megismerésére elterjedten
hasznalt modellrendszerek egyike az ecetmuslica, a Drosophila melanogaster
petéje, embridja. A petében, az anya testén kiviil, kényelmesen vizsgalhatok a

korai embriogenezis morfologiai és citologiai eseményei. A Drosophila



kutatasok hagyomanyosan er0s genetikai hattere, a teljes genom DNS
szekvencidjanak ismeretével és a molekularis genetika eszkoztaraval
kiegésziillve kecsegtetd tavlatokat nyit. A rendszer kinalta lehetéségek
felismerése, a dominans ndstény steril mutaciok rendszere kivald lehetoséget
kinal arra, hogy megismerjiik az egyedfejlodés legkorabbi eseményeit.

Ph.D. munkam kezdetén célul tiiztiik ki, hogy a kavar gént azonosit6 Kavar®
dominans ndstény-steril mutaciokbol kiindulva, megismerjiik a sejtvdznak a
korai embridban betoltott szerepét. A domindns negativ Kavar” mutéciok
gatolajk a megtermékenyiilés utani elsé mitotikus orsok kialakulasat, funkciojat,
és az embriok blasztoderma stadium el6tti pusztulasahoz vezetnek. Milyen, a
korai embrié osztodasi orsdinak kialakuldsahoz sziikséges specifikus sejtvaz
funkciét azonositanak a Kavad” mutaciok? A lehetséges valaszok
szerteagazoak, hiszen a korai Drosophila embridban lezajlo elsé 13
magosztddas tdbb szempontbol is szembetiinden eltér a blasztoderma stadium
utani osztodasoktol. (1) A magosztdodasokat nem kdveti citokinézis: a fiatal
embrid egy szincicium. (2) Az elsé 13 osztodasi ciklus kivételesen gyors,
hosszuk csupan percekben mérhetd, interfazisaiknak csak S-szakasza van, a G;
és G, szakaszok hidnyoznak. (3) Az els6 osztodasok a szincicium belsejében,
mélyen a sejthartya alatt torténnek. Az egymagui testi sejtek osztodasaval
ellentétben, lefolyasukban nem jatszanak szerepet sem az asztralis
mikrotubulusok, sem a szubkortikalis aktin halézat. (4) A sejtmagvak az
osztddasok alatt folyamatosan vandorolnak a pete kérgi része felé. (5) A
sejtmagvak mérete osztodasrol-osztodasra csokken (Venkei és szerztarsai
2000).

A fentieket figyelembe véve megvalaszolasra érdemes kérdéseknek talaltuk,
hogy (i) mely fehérjét kodolja a kavar gént, (ii) és mely, a korai embrionalis
osztodasokhoz sziikséges sejtvaz funkcio kothetd a géntermékhez? A gén

azonositasa illetve a vadtipusu, és a mutans géntermékek sejtbiologia,

molekularis genetikai, biokémiai és szerkezeti 6sszehasonlitasa révén reméltiik,

hogy arnyaltabb képet kapunk a sejtvaz korai embrioban betdltott szerepérol.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleteink koriilményei a kdvetkezok voltak:

- A muslica vonalak fenntartasat, a keresztezéseket, a peték gytijtését, ill. az é16
embriok injektalasat, mikroszkopos vizsgalatat standard koriilmények kozott,
25°C-on végeztiik.

- A DNS izolalas, A-fag génkonyvtar sziirés, klonozas, PCR, DNS elvalasztas és
szekvenalas soran standard protokollokat kovettiink.

- Az immuncitokémiai vizsgalatokhoz a petékrdl rovid NaOCl kezeléssel, vagy
manualisan valasztottuk le a choriont, majd heptan-metanolos kezeléssel
tavolitottuk el a vitellin membrant, és metanollal fixaltuk az embridkat. A
harmadik stadiumu larvak kiboncolt agyat 4%-os formaldehiddel fixaltuk. A
vizsgalni kivant sejtvaz alkotokat monoklonalis anti-a-tubulin, anti-
centroszomin és a-tubulin® specifikus ellenanyagokkal detektaltuk. A
monoklonalis anti-a-tubulin ellenanyag felismeri a konstitutivan expresszalédo
o-tubulin' és o-tubulin’® izoformakat, 4am nem ismeri fel az anyai hatisu o-
tubulin®-et. Az a-tubulin® felismerésére polipeptid tipusi poliklonalis
ellenanyagot készitettiink.

- Az injektalt embridkban a mikrotubulusokat zolden fluoreszkalod fehérjével
kapcsolt a-tubulin'  vilagitotta ki. Az injekciot kovetd mikrotubulus
atrendez6déseket konfokalis mikroszkoppal készitett optikai metszetek
sorozatan at idében kovettiik (Zeiss LSM400 és Olympus VS1000).

- A kiilonbdz6 genotipusti embridkbol szarmazo fehérje kivonatok Osszetevoit
10%-0s denaturald polyakrilamid gélben valasztottuk el. Az 51 kDa
molekulastilyt a-tubulin®, és az 50 kDa-os a-tubulin' és a-tubulin® molekulak a

gélben két egymastol jol elkiiloniilt diszkrét csikot képeztek. A Western-blot



kisérletekben az immuncitokémiai kisérletekben is hasznalt elsGdleges
ellenanyagokat alkalmaztuk. A kiilonb6z6 a-tubulin izoformak egyidejii
detektalasara mas-mas fluorokrommal kapcsolt masodlagos ellenanyagokat
hasznaltunk. A membranon a fluoreszcencia intenzitdst Typhoon 8600
késziilékkel detektaltuk.

- Az embriokbdl szdrmazé tubulin in vitro polimerizacidjat részben korabban
leirt protokoll alapjan, részben a kutatocsoportunk altal kifejlesztett in vitro
rendszerben, Taxol jelenlétében illetve hianyaban, fluorokrommal jeldlt
szarvasmarha tubulin  hozzaadasaval végeztik. A  polimerizalodott
mikrotubulusok hosszat fluoreszcens mikroszkoppal hataroztuk meg.

- A tubulin dimer szerkezetét a Ras-Top molekulamodellezd programmal

elemeztiik (forras: Protein Data Base, http://www.rcsb.org/pdb).

EREDMENYEK

Kutatasunk eredményei a kdvetezOk (Venkei és Szabad 2005; Venkei és
szerzGtarsai 2006 alapjan).

1. Pozicionalis kloénozassal azonositottuk a kavar (aTub67C) gént, mely az
anyai hatast a-tubulin® fehérjét kodoloja.

2. Meghataroztuk a Kavar® dominans mutans allélok, valamint egy kavar™"
allél molekularis természetét: kideritettiik, hogy a Kavar” dominans mutaciok
egy-egy bazispar csere nyoman képzddtek, és egy-egy aminosav cseréjét

5 mutacio E82K, a Kavar’'® mutaciok E426K aminosav

okozzédk. A Kavar
cserékhez vezetnek a 462 aminosavbol allo molekuldban. Az E82 a GTP
kotésében vesz részt a molekula belsejében, E426 pedig az elsddleges motor

ko6t6 hely része az a-tubulin® molekula felszinén (1. Abra.).

a-tubulin %

1 abra. A miktortubulus (MT) felépitése (A) és egy tubulin dimer térszerkezete
(B). A Kavar™ mutici6 E82K aminosav cseréhez vezet a GTP kotd
motivumban. A Kavar’’® mutacié az E426K aminosav cserét eredményezi a
tubulin molekula felszinén, a motork6té motivumban.

3. A Kavar' és a kavar™" allélok konfokalis mikroszkoppal végzett citologiai
jellemzésével ramutatunk, hogy az a-tubulin® fehérje esszencialis a legelsé
osztodasi orso kialakitasdhoz, illetve a leanycentroszomak szétvaldsahoz, a
folyamathoz sziikséges hossz mikrotubulusok kialakuldsédhoz (2. Abra).

4. A Kavar®kodolt, E82K-o-tubulin® tartalmazd citoplazma injekcioja
megmutatta, hogy az a-tubulin® a leanycentroszomak szétvalashoz sziikséges a
korai osztédasok inter- és profazisaban.

5. Az E82K-o-tubulin® fehérje ektopikus expresszioja nem befolyasolja a sejtek

életét, jelezve, hogy a sejtekben nincs sziikség a-tubulin*-re.
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2. abra Az els6 osztoddsi orsé vadtipusu ndstények megtermékenyitett
petéjében, és az orsd helyett kialakulo tubulin-DNS rog a Kavar'*/+ és
kavar™"/- néstények megtermékenyitett petéiben. A mutans néstények
megtermékenyitett petéiben a replikalodott centroszomak képtelenek

eltavolodni egymastol. Az abran a tubulin z6ld, a centroszomak piros, a DNS
kék.

6. Ellenanyagot készitettiink az o-tubulin® izoformara, mellyel kimutattuk a
fehérje felhalmozodasat a maghartya koriili interpolaris mikrotubulusokban a

korai osztodasok folyamén (3. Abra).

a-tubulin' &3 a-tubulin® DNS Osszevont

10 pm

3. bra Az tubulin' és a-tubulin® valamint az anyai hatast o-tubulin® izoformak
eloszlasa a tizenegyedik magosztodas profazisaban. A nyil az o-tubulin®
izoforma felhalmozddasat mutatja a maghartyat korbeodlelé mikrotubulusokban.
(a-tubulin' ®? piros, a-tubulin® zo1d, DNS kék.)

7. Kimutattuk, hogy az E82K-a-tubulin® fehérje in vivo és in vitro is képes
beépiilni a mikrotubulusokba.
8. In vitro tubulin polimerizaciés rendszerben kimutattuk, hogy az a-tubulin®

ahhoz sziikséges, hogy a mikrotubulusok gyorsan novekedjenek.

KOVETKEZTETESEK

A kisérleti eredményekbdl levont kdvetkeztetéseink a kdvetkezok:

1. A kavar gén az anyai hatast a-tubulin® fehérjét kodoloja. A fehérje funkcidjat
a korabban leirt hipomorf és dominans allélokkal kapcsolatos fenotipusok
alapjan a meiodzisban, a sperimum aszter kialakitdsaban, a korai mitotikus
osztddasokban, valamint az kozponti és a periférias idegrendszer kialakuldsaban
mutattak ki (Matthews és szerzétarsai 1989, Matthews és szerzOtarsai 1993,
Mathé és szerzotarsai 1998). A molekularisan nem jellemzett hipomorf
(gyenge) recessziv allélokra homo- és/vagy hemizigota ndstények petéiben
megfigyelt sokszinli mitotikus defektus alapjan a kodolé aTub67C gén
szerteagazo funkcidjat sugalltak. A mutaciokkal kapcsolatos rendellenességek
nem voltak a mitdzis valamely jol definialt szakaszahoz kothetdek. Az altalunk

azonositott kavar™”

allélt hemizogéta allapotban hordozd  (kavar™"/-)
ndstények megtermékenyitett petéiben (az a-tubulin® teljes hianyaban) sosem
alakul ki sem a spermium aszter, sem pedig €és az els0 mitotikus orsd. Bar a
petékben béven van a-tubulin' és a-tubulin® (1évén, hogy az a-tubulin® a pete
osszes o-tubulinjanak csak mintegy 20 szazalékat teszi ki), a-tubulin® hidnyaban
- amint leirtuk - csak révid mikrotubulusokboél all6 pamacs képzddik, benne két,
az egymas kozvetlen kozelében rekedt leanycentroszoma (Venkei és Szabad
2005). A kavar™"/~ néstények petéiben 16v6 mikrotubulus pamacs
kétféleképpen alakulhat ki: (1) a lednycentroszomak nem képesek szétvalni a
profazis végéig, (2) vagy a mar kialakult mitotikus ors6 Osszezuhan. A
kavar™"/— néstények petéiben latott mutans fenotipusa alapjan kijelenthetd,
hogy az o-tubulin® a leanycentroszomak szétvélasztasahoz sziikséges.

2. A Kavar'®/+ (vagy Kavar'®/-) néstények petéiben a kavar™/— esetben
leirthoz roppant hasonlé mikrotubulus pamacs alakul ki, jelezve, hogy Kavar'®
erds dominans negativ mutacio.

]80/_

3. A vadtipusii embridkba injektalt, Kavar néstény petéjébodl szarmazo

citoplazma gatolta a leAnycentroszomak szétvalasat interfazisban, &m hatéstalan



a mar kialakult osztodasi orsokra, jelezve, hogy az o-tubulin® a korai osztodasok
alatt a centroszomak interfazisban torténd szétvalasahoz sziikséges, és nem
okozza az orsOk Osszezuhanasat. Kiilonos, hogy a Kavar'®/— eredetli
citoplazmanak nem volt toxikus hatasa, ha az injektalt embrio sejtmagjai mar a
pete kérgi részében voltak, a cellularizacié el6tt. A citoplazma injekcio
kisérletek bizonyitottak, hogy az osztodasok elérehaladtaval a Kavar'™ éltal
azonositott mikrotubulus funkci6é szerepe folyamatosan csokken (Venkei és
szerzotarsai 2006).

4. A Kavar'*-kédolt E82K-a-tubulin® ektopikus expresszioja bizonyitotta, hogy
a mutans fehérje kizardlag a korai embridban toxikus, barmilyen sejttipusra
artalmatlan, vagyis o-tubulin®-re csak a korai embridgenezis soran van sziikség
(Venkei és szerz6tarsai 2006).

5. a-tubulin® specifikus ellenanyaggal kimutattuk az o-tubulin® felhalmozodasat
a sejtmaghartya koriili interpolaris mikrotubulusokban a korai osztdédasok alatt
(Venkei és szerzotarsai 2006). A Cytrynbaum ¢€s szerzo6tarsai (2003) altal leirt
modell szerint a sejtmaghartya mentén ndvekvd mikrotubulusok kezdik
széttolni a lednycentroszomakat a sejtmaghartya felszinén. A pete kérgi
részében a feladatot a mikrofilament-halozathoz kapcsolddo dineinek veszik at.
Az altalunk kidolgozott modell szerint az els6 magosztodasok soran, amikor a
dineineknek nincs szerepe a leanycentroszomak elkiilonitésében, a
leanycentroszomak atellenes polusba tolasat a sejtmaghartya mentén egyediil az
interpolaris mikrotubulusok végzik. Az a-tubulin® teszi alkalmassa arra a
mikrotubulusokat, hogy a sejtmaghartya mentén gorbiiljenek. Talan azért is
nagyok a citoplazma mélyén levd sejtmagvak, hogy az interpolaris
mikrotubulusok kdvethessék a sejtmaghartya gorbiiletét, ne torjenek el. A nagy
(kb. 10 pm) magatméré hossza utat (kb. 15 um), hossz interpolaris
mikrotubulusok képzddését feltételezi (Venkei és szerzotarsai 2006). Minthogy

a magosztodasok nyolcpercenként kovetik egymast (amelybdl négy perc esik az

osztodasra, négy az interfazisra), az interpolaris mikrotubulusoknak gyorsan

kell novekedniiik (4. Abra)

4. abra. Modell a leanycentroszomak szétvalasara és vandorlasara a korai
magosztodasok soran a muslica embrioban. A centroszomak kozt ndovekvo
mikrotubulusok (az interpolaris mikrotubulusok) toloerdt fejtenek ki a
szemkozti  centroszomara. Az o-tubulin’-et tartalmazé mikrotubulusok a
maghartyara gorbiilve ndvekednek, tavolitjak egymastol a centroszomakat. A
maghartydhoz kapcsolodott dineinek (az 4bran nincsenek feltlintetve)
kapcsolatot teremtenek a kozeli mikrotubulusokkal, ¢és a kezdetben
asszimertikus aszter miktrotubulusai mentén vandorolva a centroszémakat a
nyilakkal jelolt iranyba huzzak. Amint a centroszomak a mag ellentétes
pélusaba érkeznek, az interpolaris mikrotubulusok képtelenek tovabb koveti a
maghartya gorbiiletét, elhajlanak a maghartya feliiletétol, kovetkezésképpen a
centroszomakra kifejtett toloerejiik megsziinik. Egyidejileg a centroszomak
szimmetrikus mikrotubulus asztereket novesztenek, amelyek mentén a
centroszomakra hat6 huzderdk kiegyenlitik egymast.

6. A Kavar'*-kodolt E82K-o-tubulin® molekulak in vitro és in vivo is beépiilnek
a mikrotubulusokba. Az ép a-tubulin® 82. helyén glutaminsav™ van, ami egy
Mg*-on at annak a GTP molekuldnak a megtartdsaban vesz részt (tovabbi
aminosav oldallancokkal), amely GTP az a-tubulinok strukturalis alkotdja. Az
E82K-a-tubulin®-ben a glutaminsav® helyén lizin" van, ami miatt a GTP kotés
képessége csokken (Menéndez ¢és szerzdtarsai 2003), ami miatt a
mikrotubulusok instabilakka valnak, szétesenek.

7. Az E82K-a-tubulin® mikrotubulus destabilizdlo hatasat taxollal némileg

kompenzalni lehet (Venkei és szerztarsai 20006).



8. In vitro tubulin polimerizaciés rendszerben, ha elegendé id6 all
rendelkezésre, ugyanolyan hosszusagi mikrotubulusok képzddnek, fiiggetleniil
az a-tubulin® jelenlététSl, vagy hianyatol, jelezve, hogy az a-tubulin® nem a
hosszt, hanem a gyors mikrotubulus képzédéshez sziikséges (Venkei és
szerzotarsai 2000). A kiilonbség az in vitro és az in vivo koriilmények kozott az,
hogy az embriogenezis korai eseményeit egy olyan ciklin/ciklin-fiiggd-kinaz
rendszer szabdlyozza, amely megszabja a mikrotubulusok képzddéséhez
rendelkezésre allo id6t - ami nagyjabol négy perc. (Ji és szerzotarsai 2004,
Tadros és Lipshitz 2005). Mivel o-tubulin® hianyaban a rendelkezésre 116 idé
nem elég ahhoz, hogy hosszii mikrotubulusok képzddjenek, érthetd, hogy a

kavar™"/— nBstények petéiben csak révid mikrotubulusok képzSdnek.

Osszefoglalva: kutatasaink azt mutattak meg, hogy a gondos Drosophila anyak
azért tesznek a-tubulin® fehérjét petéik citoplazmajaba, hogy embridikban az o-
tubulin® tartalma interpolaris mikrotubulusok gyorsan névekedhessenek, és a

sejtmaghartyahoz tapadva ,,menetrendszeriien” kiilonitsék el a centroszomakat.
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KOSZONETNYILVANITAS

Halaval tartozom témavezetomnek, dr. Szabad Janosnak, akinek szakmai
tamogatasa és segitd biztatasa nagymértékben hozzéjarult az eredmények
megsziiletéséhez. Szerencsésnek érzem magam, hogy az altala megteremtett
barati 1égkorben ismerhettem meg a tudomanyos gondolkodas alapjait, a
kisérletes kutatdbmunka, és az egyetemi oktatomunka mindennapjait. Az itt
eltoltott évek igényességre, 6nalld problémamegoldasra és az 0j otletek iranti
nyitottsagra neveltek.

A tézisben leirt eredmények és kovetkeztetések természetesen nem egy
ember, hanem egy kutatdcsoport egylittgondolkodasabol és kozos munkajabol
sziilettek. Kiilon kdszonetet szeretnék mondani dr. Gaspar Imrének az inspirald
kozos munkaért, és itt is ki szeretném emelni, hogy a MT polimerizacos
kisérletek eredményei, melyek kovetkeztetéseink egyik fontos pilléreként
szolgalnak az altala kifejlesztett kisérleti rendszerben, az 6 keze alatt sziilettek.
SegitOkészségiikért ¢és szakmai Utmutatisaikért koszonettel —tartozom
kutatocsoportunk korabbi €s jelenlegi tagjainak: dr. Laszlé Zsuzsanak, dr.
Lippai Monikanak, Sarkadi Zsuzsanak, dr. Tirian Laszlonak, dr. Timinszky

Gyulanak, dr. Belecz Istvannak, Ordog Baldzsnak és Szalontai Tamésnak.

Odaad6 munkajukért és a napi munkahoz hatteret biztositd kellemes 1égkorért
szeretnék koOszOnetet mondani Teleki Gabriellanak, Kissné Aninak, dr.
Kisapatiné Margonak, Révész Katinak, Piroska Néninek és Lajos Bacsinak.

Ko&szonetet szeretnék mondani az SZBK Genetikai és Biokémiai Intézetei és a
Szegedi Tudomanyegyetem Genetikai és Molekularis Biologiai Tanszéke
vezetdinek ill. munkatarsainak: dr. Erdélyi Miklosnak, dr. Dedk Péternek és dr.
Boros Imrének szakmai utmutatasaikért. Szeretném megkdszonni dr. Ovadi
Juditnak, az SZBK Enzimologiai Intézete munkatarsanak, a szarvasmarha
tubulint.

Elsésorban pedig koszonettel és halaval tartozom sziileimnek, batyamnak és
baratnémnek, akik érdeklodésiikkel, tiirelmiikkel és tamogatasukkal
biztositottak, hogy nyugodt koriilmények kozott foglalkozhassam a
munkammal.

Az értekezés alapjat képezo kisérletek a (1) Magyar Tudomanyos Akadémia
Anyai Hatas és Embridgenezis Kutatocsoport, (2) az FKFP (No. 1348) és (3) a
Szegedi Tudomanyegyetem Hallgatoi Képzési Programjanak anyagi

tamogatasaval késziiltek.



