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BEVEZETÉS ÉS CÉLKITŰZÉSEK 

Mi, emberek bármely szemünk előtt zajló folyamatot érzékelve ösztönösen a 

kezdetek felé fordulunk. Talán az az elgondolás irányít minket, hogy ha egy 

múltban elkezdődött eseménysor legkorábbi mozzanatait pontosan ismerjük, 

lehetőségünk van a jelen eseményeinek alaposabb megértésére, illetve ami még 

sokkal kecsegtetőbb, megjósolhatjuk a folyamat jövőbeli kimenetelét. Az 

Újszövetséget kanonizáló pápák megérezhették a bennünk élő ösztönt: az igényt 

a kezdetek feltárására. Nem véletlenül kaphatott nagy hangsúlyt a Megváltó 

földi életéből a szeplőtelen fogantatás, illetve említettek számos részletet Jézus 

születésének körülményeiből mind a négy evangéliumban. Az első napok 

eseményeiből fontosnak tartják tudatni velünk még azt az apró mozzanatot is, 

hogy a menekülő Szent Család bekötötte a tevék lábát, hogy meg ne halják 

őket, ugyanakkor Jézus gyermekkoráról, és fiatalságáról mindössze egyetlen 

történetet tartottak említésre érdemesnek. 

   Hasonló legtöbbünk elvárása a természetben lezajló folyamatokat leíró 

munkákkal kapcsolatban is. Ha az univerzumról, a Földről, vagy a földi életről 

hallunk, a kezdeti események tesznek minket igazán kíváncsivá. Nincs ez 

másképpen az egyedfejlődést kutatókkal sem. Valószínűleg elsősorban az 

eredendő kíváncsiságnak köszönhető, hogy manapság a megtermékenyülés 

pillanatát, valamint az azt közvetlenül követő eseménysort - az embriógenezis 

korai történéseit - is sokan kutatják. Ma már részleteiben is jól ismert, hogy 

miként talál egymásra, és egyesül a két ivarsejt. Egyre finomodó modellek 

születnek a megtermékenyült petében a szimmetria viszonyok kialakulásáról, az 

anyai hatású fehérjék szerepéről, a petesejt-embrió transzformáció 

mozzanatairól.  

   A megtermékenyülés utáni korai események megismerésére elterjedten 

használt modellrendszerek egyike az ecetmuslica, a Drosophila melanogaster 

petéje, embriója. A petében, az anya testén kívül, kényelmesen vizsgálhatók a 

korai embriógenezis morfológiai és citológiai eseményei. A Drosophila 



kutatások hagyományosan erős genetikai háttere, a teljes genom DNS 

szekvenciájának ismeretével és a molekuláris genetika eszköztárával 

kiegészülve kecsegtető távlatokat nyit. A rendszer kínálta lehetőségek 

felismerése, a domináns nőstény steril mutációk rendszere kiváló lehetőséget 

kínál arra, hogy megismerjük az egyedfejlődés legkorábbi eseményeit.   

   Ph.D. munkám kezdetén célul tűztük ki, hogy a kavar gént azonosító KavarD 

domináns nőstény-steril mutációkból kiindulva, megismerjük a sejtváznak a 

korai embrióban betöltött szerepét. A domináns negatív KavarD mutációk 

gátolájk a megtermékenyülés utáni első mitotikus orsók kialakulását, funkcióját, 

és az embriók blasztoderma stádium előtti pusztulásához vezetnek. Milyen, a 

korai embrió osztódási orsóinak kialakulásához szükséges specifikus sejtváz 

funkciót azonosítanak a KavadD mutációk? A lehetséges válaszok 

szerteágazóak, hiszen a korai Drosophila embrióban lezajló első 13 

magosztódás több szempontból is szembetűnően eltér a blasztoderma stádium 

utáni osztódásoktól. (1) A magosztódásokat nem követi citokinézis: a fiatal 

embrió egy szincicium. (2) Az első 13 osztódási ciklus kivételesen gyors, 

hosszuk csupán percekben mérhető, interfázisaiknak csak S-szakasza van, a G1 

és G2 szakaszok hiányoznak. (3) Az első osztódások a szincicium belsejében, 

mélyen a sejthártya alatt történnek. Az egymagú testi sejtek osztódásával 

ellentétben, lefolyásukban nem játszanak szerepet sem az asztrális 

mikrotubulusok, sem a szubkortikális aktin hálózat. (4) A sejtmagvak az 

osztódások alatt folyamatosan vándorolnak a pete kérgi része felé. (5) A 

sejtmagvak mérete osztódásról-osztódásra csökken (Venkei és szerzőtársai 

2006). 

   A fentieket figyelembe véve megválaszolásra érdemes kérdéseknek találtuk, 

hogy (i) mely fehérjét kódolja a kavar gént, (ii) és mely, a korai embrionális 

osztódásokhoz szükséges sejtváz funkció köthető a géntermékhez? A gén 

azonosítása illetve a vadtípusú, és a mutáns géntermékek sejtbiológia, 

molekuláris genetikai, biokémiai és szerkezeti összehasonlítása révén reméltük, 

hogy árnyaltabb képet kapunk a sejtváz korai embrióban betöltött szerepéről. 

 

 

ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

Kísérleteink körülményei a következők voltak:  

- A muslica vonalak fenntartását, a keresztezéseket, a peték gyűjtését, ill. az élő 

embriók injektálását, mikroszkópos vizsgálatát standard körülmények között, 

25ºC-on végeztük.   

- A DNS izolálás, λ-fág génkönyvtár szűrés, klónozás, PCR, DNS elválasztás és 

szekvenálás során standard protokollokat követtünk. 

- Az immuncitokémiai vizsgálatokhoz a petékről rövid NaOCl kezeléssel, vagy 

manuálisan választottuk le a choriont, majd heptán-metanolos kezeléssel 

távolítottuk el a vitellin membránt, és metanollal fixáltuk az embriókat. A 

harmadik stádiumú lárvák kiboncolt agyát 4%-os formaldehiddel fixáltuk. A 

vizsgálni kívánt sejtváz alkotókat monoklonális anti-α-tubulin, anti-

centroszomin és α-tubulin4 specifikus ellenanyagokkal detektáltuk. A 

monoklonális anti-α-tubulin ellenanyag felismeri a konstitutívan expresszálódó 

α-tubulin1 és α-tubulin3 izoformákat, ám nem ismeri fel az anyai hatású α-

tubulin4-et. Az α-tubulin4 felismerésére polipeptid típusú poliklonális 

ellenanyagot készítettünk.  

- Az injektált embriókban a mikrotubulusokat zölden fluoreszkáló fehérjével 

kapcsolt α-tubulin1 világította ki. Az injekciót követő mikrotubulus 

átrendeződéseket konfokális mikroszkóppal készített optikai metszetek 

sorozatán át időben követtük (Zeiss LSM400 és Olympus VS1000). 

- A különböző genotípusú embriókból származó fehérje kivonatok összetevőit 

10%-os denaturáló polyakrilamid gélben választottuk el. Az 51 kDa 

molekulasúlyú α-tubulin4, és az 50 kDa-os α-tubulin1 és α-tubulin3 molekulák a 

gélben két egymástól jól elkülönült diszkrét csíkot képeztek. A Western-blot 



kísérletekben az immuncitokémiai kísérletekben is használt elsődleges 

ellenanyagokat alkalmaztuk. A különböző α-tubulin izoformák egyidejű 

detektálására más-más fluorokrómmal kapcsolt másodlagos ellenanyagokat 

használtunk. A membránon a fluoreszcencia intenzitást Typhoon 8600 

készülékkel detektáltuk.  

- Az embriókból származó tubulin in vitro polimerizációját részben korábban 

leírt protokoll alapján, részben a kutatócsoportunk által kifejlesztett in vitro 

rendszerben, Taxol jelenlétében illetve hiányában, fluorokrómmal jelölt 

szarvasmarha tubulin hozzáadásával végeztük. A polimerizálódott 

mikrotubulusok hosszát fluoreszcens mikroszkóppal határoztuk meg. 

- A tubulin dimer szerkezetét a Ras-Top molekulamodellező programmal 

elemeztük (forrás: Protein Data Base, http://www.rcsb.org/pdb).  

 

  

EREDMÉNYEK 

Kutatásunk eredményei a követezők (Venkei és Szabad 2005; Venkei és 

szerzőtársai 2006 alapján). 

1. Pozícionális klónozással azonosítottuk a kavar (αTub67C) gént, mely az 

anyai hatású α-tubulin4 fehérjét kódolója.  

2. Meghatároztuk a KavarD domináns mutáns allélok, valamint egy kavarnull 

allél molekuláris természetét: kiderítettük, hogy a KavarD domináns mutációk 

egy-egy bázispár csere nyomán képződtek, és egy-egy aminosav cseréjét 

okozzák. A Kavar18c mutáció E82K, a Kavar21g mutációk E426K aminosav 

cserékhez vezetnek a 462 aminosavból álló molekulában. Az E82 a GTP 

kötésében vesz részt a molekula belsejében, E426 pedig az elsődleges motor 

kötő hely része az α-tubulin4 molekula felszínén (1. Ábra.). 

 

 

 

 

1 ábra. A miktortubulus (MT) felépítése (A) és egy tubulin dimer térszerkezete 
(B). A Kavar18c mutáció E82K aminosav cseréhez vezet a GTP kötő 
motívumban. A Kavar21g mutáció az E426K aminosav cserét eredményezi a 
tubulin molekula felszínén, a motorkötő motívumban.  
 

 

3. A Kavar18c és a kavarnull allélok konfokális mikroszkóppal végzett citológiai 

jellemzésével rámutatunk, hogy az α-tubulin4 fehérje esszenciális a legelső 

osztódási orsó kialakításához, illetve a leánycentroszómák szétválásához, a 

folyamathoz szükséges hosszú mikrotubulusok kialakulásához (2. Ábra).  

4. A Kavar18-kódolt, E82K-α-tubulin4 tartalmazó citoplazma injekciója 

megmutatta, hogy az α-tubulin4 a leánycentroszómák szétváláshoz szükséges a 

korai osztódások inter- és profázisában.  

5. Az E82K-α-tubulin4 fehérje ektopikus expressziója nem befolyásolja a sejtek 

életét, jelezve, hogy a sejtekben nincs szükség α-tubulin4-re.  
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2. ábra Az első osztódási orsó vadtípusú nőstények megtermékenyített 
petéjében, és az orsó helyett kialakuló tubulin-DNS rög a Kavar18c/+ és 
kavarnull/– nőstények megtermékenyített petéiben. A mutáns nőstények 
megtermékenyített petéiben a replikálódott centroszómák képtelenek 
eltávolodni egymástól. Az ábrán a tubulin zöld, a centroszómák piros, a DNS 
kék. 
 

 

6. Ellenanyagot készítettünk az α-tubulin4 izoformára, mellyel kimutattuk a 

fehérje felhalmozódását a maghártya körüli interpoláris mikrotubulusokban a 

korai osztódások folyamán (3. Ábra). 

 

 

 

 

 

 

3. ábra Az tubulin1 és α-tubulin3 valamint az anyai hatású α-tubulin4 izoformák 
eloszlása a tizenegyedik magosztódás profázisában. A nyíl az α-tubulin4 
izoforma felhalmozódását mutatja a maghártyát körbeölelő mikrotubulusokban. 
(α-tubulin1 és 3 piros, α-tubulin4 zöld, DNS kék.)  
 
 

7. Kimutattuk, hogy az E82K-α-tubulin4 fehérje in vivo és in vitro is képes 

beépülni a mikrotubulusokba. 

8. In vitro tubulin polimerizációs rendszerben kimutattuk, hogy az α-tubulin4 

ahhoz szükséges, hogy a mikrotubulusok gyorsan növekedjenek.  

vadtípus kavarnull/– 

10 µm 

Kavar18c/+ 

α-tubulin4 DNS összevont α-tubulin1 és 3 

10 µm 

KÖVETKEZTETÉSEK 

A kísérleti eredményekből levont következtetéseink a következők: 

1. A kavar gén az anyai hatású α-tubulin4 fehérjét kódolója. A fehérje funkcióját 

a korábban leírt hipomorf és domináns allélokkal kapcsolatos fenotípusok 

alapján a meiózisban, a sperimum aszter kialakításában, a korai mitotikus 

osztódásokban, valamint az központi és a perifériás idegrendszer kialakulásában 

mutatták ki (Matthews és szerzőtársai 1989, Matthews és szerzőtársai 1993, 

Máthé és szerzőtársai 1998). A molekulárisan nem jellemzett hipomorf 

(gyenge) recesszív allélokra homo- és/vagy hemizigóta nőstények petéiben 

megfigyelt sokszínű mitotikus defektus alapján a kódoló αTub67C gén 

szerteágazó funkcióját sugallták. A mutációkkal kapcsolatos rendellenességek 

nem voltak a mitózis valamely jól definiált szakaszához köthetőek. Az általunk 

azonosított kavarnull allélt hemizogóta állapotban hordozó (kavarnull/–) 

nőstények megtermékenyített petéiben (az α-tubulin4 teljes hiányában) sosem 

alakul ki sem a spermium aszter, sem pedig és az első mitotikus orsó. Bár a 

petékben bőven van α-tubulin1 és α-tubulin3 (lévén, hogy az α-tubulin4 a pete 

összes α-tubulinjának csak mintegy 20 százalékát teszi ki), α-tubulin4 hiányában 

- amint leírtuk - csak rövid mikrotubulusokból álló pamacs képződik, benne két, 

az egymás közvetlen közelében rekedt leánycentroszóma (Venkei és Szabad 

2005). A kavarnull/– nőstények petéiben lévő mikrotubulus pamacs 

kétféleképpen alakulhat ki: (1) a leánycentroszómák nem képesek szétválni a 

profázis végéig, (2) vagy a már kialakult mitotikus orsó összezuhan. A 

kavarnull/– nőstények petéiben látott mutáns fenotípusa alapján kijelenthető, 

hogy az α-tubulin4 a leánycentroszómák szétválasztásához szükséges. 

2. A Kavar18c/+ (vagy Kavar18c/–) nőstények petéiben a kavarnull/– esetben 

leírthoz roppant hasonló mikrotubulus pamacs alakul ki, jelezve, hogy Kavar18c 

erős domináns negatív mutáció. 

3. A vadtípusú embriókba injektált, Kavar18c/– nőstény petéjéből származó 

citoplazma gátolta a leánycentroszómák szétválását interfázisban, ám hatástalan 



a már kialakult osztódási orsókra, jelezve, hogy az α-tubulin4 a korai osztódások 

alatt a centroszómák interfázisban történő szétválásához szükséges, és nem 

okozza az orsók összezuhanását. Különös, hogy a Kavar18c/– eredetű 

citoplazmának nem volt toxikus hatása, ha az injektált embrió sejtmagjai már a 

pete kérgi részében voltak, a cellularizáció előtt. A citoplazma injekció 

kísérletek bizonyították, hogy az osztódások előrehaladtával a Kavar18c által 

azonosított mikrotubulus funkció szerepe folyamatosan csökken (Venkei és 

szerzőtársai 2006).  

4. A Kavar18c-kódolt E82K-α-tubulin4 ektopikus expressziója bizonyította, hogy 

a mutáns fehérje kizárólag a korai embrióban toxikus, bármilyen sejttípusra 

ártalmatlan, vagyis α-tubulin4-re csak a korai embriógenezis során van szükség 

(Venkei és szerzőtársai 2006).   

5. α-tubulin4 specifikus ellenanyaggal kimutattuk az α-tubulin4 felhalmozódását 

a sejtmaghártya körüli interpoláris mikrotubulusokban a korai osztódások alatt 

(Venkei és szerzőtársai 2006). A Cytrynbaum és szerzőtársai (2003) által leírt 

modell szerint a sejtmaghártya mentén növekvő mikrotubulusok kezdik 

széttolni a leánycentroszómákat a sejtmaghártya felszínén. A pete kérgi 

részében a feladatot a mikrofilament-hálózathoz kapcsolódó dineinek veszik át. 

Az általunk kidolgozott modell szerint az első magosztódások során, amikor a 

dineineknek nincs szerepe a leánycentroszómák elkülönítésében, a 

leánycentroszómák átellenes pólusba tolását a sejtmaghártya mentén egyedül az 

interpoláris mikrotubulusok végzik. Az α-tubulin4 teszi alkalmassá arra a 

mikrotubulusokat, hogy a sejtmaghártya mentén görbüljenek. Talán azért is 

nagyok a citoplazma mélyén levő sejtmagvak, hogy az interpoláris 

mikrotubulusok követhessék a sejtmaghártya görbületét, ne törjenek el. A nagy 

(kb. 10 µm) magátmérő hosszú utat (kb. 15 µm), hosszú interpoláris 

mikrotubulusok képződését feltételezi (Venkei és szerzőtársai 2006). Minthogy 

a magosztódások nyolcpercenként követik egymást (amelyből négy perc esik az 

osztódásra, négy az interfázisra), az interpoláris mikrotubulusoknak gyorsan 

kell növekedniük (4. Ábra) 

 

 

 

 

 

 

 

4. ábra. Modell a leánycentroszómák szétválására és vándorlására a korai 
magosztódások során a muslica embrióban. A centroszómák közt növekvő 
mikrotubulusok (az interpoláris mikrotubulusok) tolóerőt fejtenek ki a 
szemközti centroszómára. Az α-tubulin4-et tartalmazó mikrotubulusok a 
maghártyára görbülve növekednek, távolítják egymástól a centroszómákat. A 
maghártyához kapcsolódott dineinek (az ábrán nincsenek feltüntetve) 
kapcsolatot teremtenek a közeli mikrotubulusokkal, és a kezdetben 
asszimertikus aszter miktrotubulusai mentén vándorolva a centroszómákat a 
nyilakkal jelölt irányba húzzák. Amint a centroszómák a mag ellentétes 
pólusába érkeznek, az interpoláris mikrotubulusok képtelenek tovább követi a 
maghártya görbületét, elhajlanak a maghártya felületétől, következésképpen a 
centroszómákra kifejtett tolóerejük megszűnik. Egyidejűleg a centroszómák 
szimmetrikus mikrotubulus asztereket növesztenek, amelyek mentén a 
centroszómákra ható húzóerők kiegyenlítik egymást. 
      
  

6. A Kavar18c-kódolt E82K-α-tubulin4 molekulák in vitro és in vivo is beépülnek 

a mikrotubulusokba. Az ép α-tubulin4 82. helyén glutaminsav– van, ami egy 

Mg2+-on át annak a GTP molekulának a megtartásában vesz részt (további 

aminosav oldalláncokkal), amely GTP az α-tubulinok strukturális alkotója. Az 

E82K-α-tubulin4-ben a glutaminsav82 helyén lizin+ van, ami miatt a GTP kötés 

képessége csökken (Menéndez és szerzőtársai 2003), ami miatt a 

mikrotubulusok instabilakká válnak, szétesenek. 

7. Az E82K-α-tubulin4 mikrotubulus destabilizáló hatását taxollal némileg 

kompenzálni lehet (Venkei és szerzőtársai 2006).  



8. In vitro tubulin polimerizációs rendszerben, ha elegendő idő áll 

rendelkezésre, ugyanolyan hosszúságú mikrotubulusok képződnek, függetlenül 

az α-tubulin4 jelenlététől, vagy hiányától, jelezve, hogy az α-tubulin4 nem a 

hosszú, hanem a gyors mikrotubulus képződéshez szükséges (Venkei és 

szerzőtársai 2006). A különbség az in vitro és az in vivo körülmények között az, 

hogy az embriógenezis korai eseményeit egy olyan ciklin/ciklin-függő-kináz 

rendszer szabályozza, amely megszabja a mikrotubulusok képződéséhez 

rendelkezésre álló időt - ami nagyjából négy perc. (Ji és szerzőtársai 2004, 

Tadros és Lipshitz 2005). Mivel α-tubulin4 hiányában a rendelkezésre álló idő 

nem elég ahhoz, hogy hosszú mikrotubulusok képződjenek, érthető, hogy a 

kavarnull/– nőstények petéiben csak rövid mikrotubulusok képződnek.  

 

Összefoglalva: kutatásaink azt mutatták meg, hogy a gondos Drosophila anyák 

azért tesznek α-tubulin4 fehérjét petéik citoplazmájába, hogy embrióikban az α-

tubulin4 tartalmú interpoláris mikrotubulusok gyorsan növekedhessenek, és a 

sejtmaghártyához tapadva „menetrendszerűen” különítsék el a centroszómákat.  
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