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Uj mikrotubulus funkcié
a genetikai boncolds tiikrében

Témavalasztas és a genetikai boncolas mddszere
(szemelvény miihelyiink munkaibol)

A ,miért kezdédik el az embridgenezis egy megtermékenyiilt petesejtben” kér-
dés sokak érdeklédésére szamithat. A feltételek minden bizonnyal a petesejt
érése soran teremtédnek meg, hisz’ a zigota fejlodése kezdetén nem hagyat-
kozik sajat génjeire, azok egy ideig be sem kapcsolnak. A START jelet azo-
nositand¢ feltételeztiik, hogy az olyan gén (gének) terméke, amely az anya-
ban fejezddik ki, és termékének a megtermékenyiilés utan, az embridgenezis
elkezd6désében van szerepe. Kisérleti objektumként a genetikusok egyik
kedves modell-fajat, a muslicat (Drosophila melanogaster) valasztottuk, vala-
mint az un. genetikai boncolds modszerét: olyan dominans néstény-steril (Fs)
mutaciokat indukaltunk és vizsgaltunk, amelyek valamelyikét hordozé mutans
néstényeknek ugyan képzddnek petéik, amelyek bar meg is termékenyiilnek,
am nem kezddédik el benniik az embridgenezis. Az Fs mutans allélok lénye-
gében olyan eszkozok, amelyekbdl kiindulva megismerhetjiik az ép (+) gén
molekularis funkciojat.

Kavar'®, a dominans néstény-steril mutaciok egyike

A miihelytinkben indukalt Fs mutaciok egyike Kavar'® (Erdélyi and Szabad
1989). Amig a vadtipust ndstények petéiben az elsé osztdédas soran kiala-
kul a jellegzetes magorsé két centroszomaval és a mikrotubulusokkal (MT),
addig a Kavar'®/+ n6stények petéiben alig kiiloniilnek el a leAnycentroszomak,
a MT-ok pedig csupan egy kicsiny bojtocskat képeznek (1. dbra). A szokatlan
jelenség alapjan arra kovetkeztettiink, hogy az ép gén termékének a leanycent-
roszomak elkiiloniilésében lehet szerepe, egy eladdig ismeretlen folyamatban.

A Kavar'® allélbol az ép génhez, annak szerepének megismeréséhez
a kovetkezd 1épések vezettek. El6szor Kavar'®/+ ndstények petéibdl kevéske
citoplazmat szivtunk ki, és injektaltuk olyan ndstények petéibe, amelyekben
a tubulinmolekulak egyik tipusa zolden fluoreszkalt (2. dbra). A citoplazma
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injekcié nyoman a leanycentroszomak csak részlegesen valtak szét, ami azt
jelzi, hogy a Kavar'3/+ ndstények petéinek citoplazmdja mérgez6, ép embri-
oOkba injektalva is kifejti hatdsat. Ebbél az kovetkezik, hogy a Kavar'® mutaci6
un. funkcidnyeréses tipusu: kddolja a géntermék-képzoédést.

Centrossiama Tubulin (b Ossrevont

1. dbra. A centroszoémak, a MT-okbdl all6 magorsd, valamint a DNS helyzete a megtermé-
kenytilést kovetd elsé osztodds soran vadtipusu, Kavar'®¢/+, valamint kavar™i/— néstények
petéiben. (Itt — egy olyan deficiencia jele, amely eltavolitja az ép gént.)

A centroszédmakat vorosen, a MT-okat alkot6 tubulin molekuldkat zolden fluoreszklo
ellenanyaggal, a DNS-t kéken fluoreszkalé festékkel jeloltiik.

Citoplazma vadtipusi Citoplazma Kavar'%/+
nistény petéjéhal nistény petéjéhal

2. dbra. A Kavar'®/+ n6stények citoplazmaja mérgez6: ép embriokba injektdlva megaka-
dalyozza a leanycentroszomak elkiiloniilését (v és ). A beinjektdlt petékben a tubulin-
molekulak egyik tipusa z6lden fluoreszkalt, kivilagitotta a MT-okat és a centroszomakat.

A kovetkez6 kérdés az volt, hogy vajon a Kavar'®-kodolt toxikus, és az ép gén

terméke ugyanabban vagy mas-mas folyamatban szerepel. A kérdést meg-
vélaszoland6 olyan Kavar'®/+/+ ndstényeket készitettiink, amelyek a Kavar'®
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mutdns allél mellett két ép gént hordoztak. Minthogy a Kavar'®/+/+ néstények
petéiben az embridgenezis tovabb haladt a bojtocska-stadiumnal, sét néme-
lyikbél larva kelt ki, arra kovetkeztettiink, hogy a Kavar'® mutdcié un. domi-
nans negativ tipust: az ép és a Kavar'® mutdns allél dltal kodolt géntermékek
ugyanabban a folyamatban jétszanak szerepet. Ugy, hogy a mutans géntermék
akadélyozza az ép funkciojat. Megismerve Kavar'3 domindns negativ termé-
szetét kezdtiik el az ép gén molekularis szintt vizsgalatat.

A kavar™ mutacio és haszna

A funkcidnyeréses domindns mutaciok (mint pl. Kavar'®) egy masodik muté-
ciéval funkcidvesztéses, recesszivvé alakithatok (Erdélyi and Szabad 1989;
Venkei and Szabad 2005). Mi is ezt tettitk: mutagenizaltuk Kavar'3-t, midltal
kavar™! allélokat készitettiink. (Kavar'®-t hordozé himeket sugaraztunk be
rontgensugarzassal, és kereszteztiik +/+ ndstényekkel). Az utéd Kavar's/+
néstények sterilek, kivéve azokat, amelyek kavar™!!/+-ak. Téliik utédok szér-
maznak, akikbél a kavar™# allél izolalhatd; Venkei and Szabad 2005.) A kavar-
mull mutécioknak hirom haszna van. (1) Vele megallapithatd, hogy mi torténik
az ép gén funkcidjanak hianyaban. Amint azt az 1. dbra mutatja, az ép gén
hidnyaban nem kiilontilnek el a centroszémék, ahogy a Kavar'3/+ néstények
embridiban sem. Ez a tény megerdsitette korabbi kovetkeztetésiinket: az ép
gén termékének a leanycentroszomak elkiiloniilésében van szerepe. (2) Itt be
nem mutatott kisérletek alapjan meg lehet hatarozni az ép gén helyét, aminek
ismeretében a kavar! allélt kombindlni lehet a kozeli gének muténs alléljai-
val. Mi is ezt tettiik, és megallapitottuk, hogy Kavar'® és a kavar™ allélok
az aTub67C gént azonositjak (Venkei and Szabad 2005). Az aTub67C gén
terméke az a4-tubulin, az a-tubulin csalad egyike, az un. anyai eredetii tagja
(Matthews és mtsai. 1993). (3) A kavar" allélbol kiindulva megklénoztuk
az aTub67C gént, és megismertitk molekularis funkciojat.

Tubulinok és MT-ok

Az eukaridta sejtekben az a- és a f-tubulinok azok a fehérjemolekula-féleségek,
amelyek polimerizacidjaval 24 nm atmér6jti csovecskék épiilnek fel, a MT-ok
(3 a. abra). A MT-ok nemcsak a sejtvaz alkotoi, hanem egyben olyan palyak is,
amelyeken motormolekulak haladnak, mikozben terhet szallitanak. A MT-ok
téglacskai olyan tubulin dimer molekulak, amelyekben egy a-, valamint egy
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B-tubulin kapcsolodik dssze (3 b. dbra). A tubulinmolekuldkba egy-egy GTP is
illeszkedik. A GTP nemcsak szerkezeti elem, hanem ahhoz is sziikséges, hogy
dimerek képzddjenek, kapcsolddjanak. A GTP-t aminosav-oldallancok tartjak
a helyén, kozvetleniil vagy egy Mg?* ionon at (3 c. dbra). A MT-ok csodélatos
tulajdonsaga, hogy gyorsan képesek Ossze- és szétszerelodni, atrendezédni
a sejt pillanatnyi sziikséglete szerint. Olykor sejtvazként és palyaként funk-
cionalnak, hogy aztan a sejtosztddas soran a magorso épiiljon fel beldliik.

3. dbra. MT és épitéelemei. Az abra (A) része egy MT szakasz molekula-modelljét
mutatja. Egy a- és egy B-tubulin kapcsolddasaval képzédnek azok a tubulin dimerek,
amelyekbdl a MT-ok felépiilnek. (B és C) Mindkét tubulinféleség szerkezeti eleme a GTP,
amely aminosav-oldallincokkal, valamint egy Mg?* ionon keresztiil egy glutaminsavval
kapcsolddik. A Kavar'®-kddolt E82K-a4-tubulin molekuldkban a 82., negativ toltési glu-
taminsav (egybetiis kodja E) helyén pozitiv toltésti lizin (K) van. Az E325K aminosavcsere
a Kavar'%-vel kapcsolatos minden rendellenesség forrdsa.

a4-tubulin, az anyai eredetii a-tubulinféleség

A tubulinok az evolucié soran bevalt, aminosav-sorrendjiitkben erésen meg-
6rzott molekulak (4. dbra). Az a4-tubulin egy, a muslica korai embridgenezise
soran haszndlt, az Gn. anyai eredett a-tubulinféleség (Matthews és mtsai.
1993; Mathé és mtsai. 1998; Venkei and Szabad 2005; Venkei és mtsai. 2006).
Az embridgenezis azon szakaszaban jatszik szerepet, amelyben a sejtmagvak
nyolcpercenként osztéodnak, mélyen a citoplazmdban vannak, tavol a tam-
pontként szolgald sejthartyatol (5. dbra). Az a4-tubulin a pete citoplazma
a-tubulin-készletének 20%-4t alkotja, a tovabbi 80% az al-, illetve a vele csak-
nem azonos aminosav-sorrenddi a3-tubulin, az a két un. konstitutiv tipusu
a-tubulinféleség, melyek mindig és minden sejtben jelen vannak. Azt, hogy
az a4-tubulinra sziikség van, az bizonyitja a legjobban, hogy hianyaban nem
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kezdédik el az embridgenezis, és csak egy kicsiny MT-bojt képzddik (1. dbra).
Vajon mi az a4-tubulin-molekulak szerepe az embridgenezis korai szakasza-
ban? A kérdést megvalaszolando olyan anti-a4-tubulin ellenanyagot készitet-
tiink, amellyel az a4-tubulin-molekulak lathatéva tehetdk, amely ellenanyag
nem ismeri fel a tobbi tubulinféleséget (Venkei és mtsai. 2006).
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4. dbra. A szarvasmarha es a muslica a-tubulinjai csak a szaggatott
vonallal kérbefuttatott és halvanyan kitoltott helyeken kiilonboznek.
A muslica a4-tubulinja a sziirkén jelolt helyeken tér el az al-tubulintol.
(Az 52. helyen beékel6dott, 11 aminosavbol 4ll6 blokk szerepe méig ismeretlen.)
A Kavar'® mutécié nyomdn a 82. aminosav (glutaminsav; E) helyén lizin (K) van.

5. dbra. A muslica-embridgenezis elsd kilenc stadiumaban a fehér pottyként feltting
sejtmagvak nagyok, a citoplazma mélyén vannak, tavol a sejthartyatdl.
A citoplazma egy szincicium: egyetlen sejt sok-sok sejtmaggal.
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Az anti-o4-tubulin ellenanyaggal folytatott vizsgalatok vilagosan megmutat-
tak, hogy az a4-tubulin, ugyanugy, mint az al-, illetve az a3-tubulinok, beépiil
a MT-okba (6. dbra). Az is nyilvanvalo, hogy az a4-tubulin eldszeretettel épiil be
az un. interpolaris MT-okba, amelyek az egyik centroszomatdl a masikig nytlnak,
és kovetik a sejtmaghartyat (Venkei és mtsai. 2006). Ez a megtigyelés azt jelzi, hogy
az a4-tubulin-molekulak teszik lehetévé, hogy az interpolaris MT-ok kapcsolatban
legyenek a sejtmaghartyaval. Nem véletlen, hogy az embridgenezis kezdeti szaka-
szaban a sejtmagok nagyok, gorbiileti sugaruk kicsi, és az egyébként meglehetsen
merev MT-ok anélkiil kévethetik a sejtmaghartya gorbiiletét, hogy eltornének (5.
és 7. dbra). Am amint a magok a sejthdrtya kozelébe érnek, és azt timpontként
hasznalhatjak, mdr nincs szitkségiik az interpoldris M T-okra, a sejtmagvak mérete
a korabbinak felére, harmadara csokken (7. dbra; Venkei és mtsai. 2006).

- és ed-tubulin ad-tubulin DS Osszevont

fiazis

Koorai pro

Anafizis

6. dbra. A konstitutiv al- és a3-tubulin, valamint az a4-tubulin egyarant a MT-ok alko-
toja. Az a4-tubulin elGszeretettel van jelen azokban az tn. interpolaris MT-okban, ame-
lyek a sejtmaghartya mentén futnak, az egyik centroszématol a masikig (v ).

Sejtmagatméra {pm)

7. dbra. A sejtmagatmérd valtozasa az osztodasi ciklusok soran a muslicaembridkban.
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Interpolaris MT-ok és a centroszomak pozicionalasa

Az a4-tubulin szerepére azok az in vitro kisérletek deritettek fényt, amelyek-
ben a MT-ok novekedését kovettitk nyomon az id6 fiiggvényében. A kisérlet
menete a kovetkezd volt. Citoplazmat gytjtottiink vadtipusu (+/-), valamint
kavar"!/— n8stények petéibdl, mely utdbbiakban nincs a4-tubulin. A cito-
plazmahoz GTP-t adtunk, segitend6é a MT-ok képzddését és novekedését,
majd megmértiik a képzédott MT-ok hosszat. Nem kis meglepetéstinkre 30
perc alatt a MT-ok egyforma hosszira novekedtek. Am a MT-ok nyolc perc
elteltével és a4-tubulin jelenlétében mintegy kétszer olyan hosszira nove-
kedtek, mint a4-tubulin nélkiil (8. dbra). Ez a megfigyelés azt jelenti, hogy
az a4-tubulin a MT-ok gyors novekedéséhez sziikséges (Venkei és mtsai.
2006). Igyekezetiik érthetd, hiszen az embridban egy ciklin/ciklin-depen-
dens-kindz ,,6ra” szabdlyozza a magosztddas-ciklusokat. Akkor is, ha a cent-
roszémak a sejtmaghartya mentén az ellentétes polusokba jutottak, és akkor
is, ha nem. A kavar"!/— ndstények petéiben, a4-tubulin hidnyaban a MT-ok
lassan novekszenek, a centroszomadkat csak csekély mértékben tudjak elkii-
16niteni, azok lekésik a ciklus eseménysorozatat, nem képzédnek magorsok,
a sejtmagvak nem osztéddnak, az embriok elpusztulnak, a ndstények sterilek.

Vadtipusi .

kavarj-

A mikrotubulusok hossza (pum)
ra
F

i L

10 20 1dé (perc) 30

8. dbra. A MT-ok méretének valtozasa in vitro polimerizacio soran
a4-tubulin jelen- és tavollétében, rendre vadtipust (+/-),
valamint kavar"™//— ndstények petéibél izolalt citoplazméban.

Azt, hogy miként okozzak a Kavar'®-kodolt E82K-a4-tubulin-molekulak
MT-bojtok képzddését, a kovetkezd kisérlet eredményei nyoman értettitk meg
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(9. dbra). Vadtipusu (+/-), valamint Kavar'®//— néstények petéibél citoplazmat
gyujtottiink, bennitk MT-ok képzddését indukaltuk, a mintakat lecentrifu-
galtuk, hogy a MT-ok letilepedjenek. Mintat gytjtottiink a petekivonatbdl,
a feliiluszobol, valamint az tiledékbdl. A mintdkbdl fehérjét izolaltunk, és
alkotoit gélelektroforézissel elvalasztottuk. Anti-a4-tubulin, valamint anti-al-
és a3-tubulin ellenanyaggal megvizsgalva a mintakat, arra deriilt fény, hogy
az E82K-a4-tubulintmolekulak beépiilnek a MT-okba (9. dbra). Minthogy
az E¥>K aminosav-csere miatt az E82K-a4-tubulin molekuldkban a GTP-
kotés, a B-tubulinnal torténd kapcsoldédas bizonytalan, a normalisnal rovi-
debb MT-ok képzddnek (1. és 3. dbra). Olyannyira révidek, hogy nem tudjak
a centroszomakat az ellentétes pélusokba tolni.
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9. dbra. A Kavar'3-kédolt E82K-a4-tubulinmolekulék beépiilnek a MT-okba.

A centroszémak pozicionalasa

Munkank soran arra deriilt fény, hogy az a4-tubulin-molekulaknak ahhoz
sziikségesek, hogy (i) az interpolaris MT-ok r6vid id6 alatt kell6 hosszusagura
novekedjenek, és (ii) mindekozben kapcsolatban legyenek a sejtmaghartya-
val, kovethessék annak gorbiiletét. Novekedésiik kozben a polaris MT-ok
a centroszomakat a sejtmaghartya mentén az atelleni polusokba toljak, hogy
aztan lehet6vé tegyék ép magorsok képzodését, a magosztddasok lefolyasat
(10. abra). Az embriogenezis kezdetén, amikor a sejtmagvak még a citoplazma
mélyén, a sejthartyatol tavol vannak. A fent bemutatottak alapjan megismer-
titk az a4-tubulin szerepét, és a centroszomak elkiiloniilésének uj, kordban
ismeretlen mechanizmusat irtuk le (10. dbra; Venkei és mtsai. 2006).
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Centroszoma Interpoliris
mikrotubulus, =~ _——-
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St:_]'.tma ghartya

10. dbra. Az interpolaris MT-ok, mikdzben gyorsan novekszenek
és a sejtmaghartyahoz tapadnak, a centroszomakat az atelleni pélusokba toljak.
A centroszomak mozgéasa akkor ér véget, amikor az ellentétes iranybol érkez6
MT-ok egyforma erével toljak éket.
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