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BEVEZETÉS ÉS CÉLKITŰZÉSEK 

Az egymásnak látszólag ellentmondó kísérleti eredmények mögötti 

talányok a felfedezés örömével kecsegtetik a kutató és rendszerező 

embert. Amennyiben nem emberi mulasztás áll a mérések hátterében, 

az ellentmondásos eredmények a tudomány számára még felderítetlen 

területekre világítanak rá. Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) 

importin-β-át kódoló Ketel génjével kapcsolatos látszólag 

ellentmondásos kísérleti eredmények nyomán haladtam az 

ismeretlenbe, az előttem haladók precíz és lelkiismeretes munkájának 

megnyugtató tudatában. 

   A „Szabad-műhely” munkatársai mutatták meg először a világon, 

hogy a Ketel gén terméke, az importin-β, nélkülözhetetlen az 

embriógenezis legelején, az első osztódás során (Lippai et al., 2000; 

Tirián et al., 2000). Az importin-β-ról a tudomány azt tudta, hogy a 

sejtmagi fehérje import fontos komponense. Az importin-β-val 

kapcsolatos eredményei is hozzájárultak Günter Blobel Nobel-dijához 

1999-ben. A Szabad-műhely genetikai és sejtbiológiai megközelítése 

nyomán az importin-β új funkcióira derült fény: azon túl, hogy a 

sejtmagi lokalizációs szignált tartalmazó fehérjéket juttat a sejtmagba, 

az importin-β részt vesz a sejtmaghártya összeszerelődésében is (Tirián 

et al., 2000; Timinszky et al., 2002). Sőt, az importin-β egy további 

funkciójára is elsőként mutattak rá: szerepe van a mikrotubulusok 



stabilizálásában is (Lippai et al., 2000; Tirián et al., 2003).  

   A Ketel génnel kapcsolatos kutatások során olyan különös 

jelenségekre figyeltek fel a Szabad-műhely munkatársai, amelyek 

megértésén négy évet dolgoztam, és miközben sokat tanultam, a 

rejtélyes jelenségek végére jártam. Ph.D. értekezésem azokat az 

eredményeket foglalja össze, amelyek nyomán fényt derítettünk a Ketel 

gén expressziójával kapcsolatos furcsaságokra. Íme, a korábban nem 

értett, magyarázatra váró jelenségek: 

 

1. Riportergének, valamint anti-importin-β használata alapján arra 

derült fény, hogy az importin-β képződését kódoló Ketel gén csak a 

diploid sejtekben expresszálódik, a nem osztódó, politén lárvális 

sejtekben nem (Lippai et al., 2000; Tirián et al., 2000). A megfigyelés 

érthetetlen, tudva, hogy a Drosophilának csak egyetlen importin-β-t 

kódoló génje van (Ketel), és biztosra vehető, hogy a roppant intenzív 

anyagcserét folytató lárvális sejtekben importálódnak fehérje 

molekulák a sejtmagba. Hogyan? Egy eddig ismeretlen úton? Vagy 

importin-β-val eleddig ismeretlen módon? 

 

2. Azok a zigóták, amelyeknek nincs funkcióképes Ketel génje 

(amelyek homo-, vagy hemizigóták egy ketelnull allélra) a második 

lárvastádium végén elpusztulnak, két nappal a lárvaállapot vége előtt. A 

jelenség érthetetlen, hiszen a lárvális élet befejezéséhez nincs szükség 

azokra a diploid sejtekre, amelyekben a Ketel gén expresszálódik, ám 

kellenek azok a lárvális sejtek, amelyekben a Ketel gén nem 

expresszálódik (Szabad and Bryant, 1982). Vajon mi a különös jelenség 

magyarázata? 

 

3. Azoknak a sejteknek tökéletes az életképessége, amelyek mitotikus 

rekombináció nyomán képződnek, és nincs bennük funkcióképes Ketel 

gén. Miként élhetnek, osztódhatnak és differenciálódhatnak azok a 

diploid sejtek, amelyekben nem képződnek importin-β molekulák?   

 

4. Milyen DNS szekvenciák, a hozzájuk kapcsolódó mely 

transzkripciós faktorok, és miként szabályozzák a Ketel gén 

expresszióját az egyedfejlődés különféle stádiumaiban?  

 

    A kérdések megválaszolására a genetika, a sejt- és a molekuláris 

biológia eszköztárát használtuk. A klasszikus günanderek használatán 

alapuló fókuszálási eljárással (Bryant and Zornetzer, 1973) 

megállapítottuk, hogy a Ketel gén funkciójára nagyon sok sejtben van 

szükség (Villányi et al. 2008a). Majd ketelnull hemizigóta hátéren a 

Gal4/UAS rendszerrel (Brand and Perrimon, 1993; Duffy, 2002) 

szövetspecifikusan expresszáltattuk a Ketel gént, „menekítettük” a 

letalitást, és állapítottuk meg, hogy a Ketel gén funkciójára az 

epidermisz prekurzor sejtekben van szükség. A Gal4/UAS és az RNS-



interferencia módszerének (Dietzl et al., 2007) kombinálásával 

megkerestük azokat a sejteket, amelyek nem nélkülözhetik az importin-

β funkcióját. Egy új megközelítéssel, GFP-vel jelölt importin-β 

alkalmazásával meghatároztuk az importin-β élettartamát. 

Megállapítottuk, hogy az importin-β alighanem az a fehérjeféleség, 

amely élettartama a leghosszabb a sejtekben. A Ketel gén promóterének 

analízise során megkerestük és azonosítottuk azokat a szekvenciákat, 

amelyek meghatározzák a gén jellegzetes expresszió-mintázatát 

(Villányi et al., 2008b). Megállapítottuk, hogy a lárvális sejtekben azok 

a hosszú életű importin-β molekulák végzik a sejtmagi fehérje 

importot, amelyeknek egyik része anyai eredetű, a továbbiak pedig a 

blasztoderma stádiumot követően abban a rövid időszakaszban 

képződnek, amely során a Ketel gén minden sejtben expresszálódik. A 

Ketel különleges expressziós viselkedése ésszerű. Intenzíven 

expresszálódik azokban a diploid sejtekben, amelyekben az importin-β 

mindhárom funkciójára szükség van: sejtmagi fehérje import, a 

magorsó képződése, valamint a sejtmaghártya összeszerelődése. Ám 

nem expresszálódik azokban a lárvális sejtekben, amelyek nem 

osztódnak, amelyekben az importin-β molekuláknak csak a sejtmagi 

fehérje importot kell megvalósítaniuk. Ez utóbbi feladatot az a néhány, 

ám roppant hatékonyan funkcionáló molekula is el tudja látni, amelyek 

részben anyai eredetűek, részben pedig a gasztruláció elején 

képződnek.   

 

ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

A kísérleti körülmények a következők voltak: 

− A muslica vonalak fenntartását, a keresztezéseket, a peték 

gyűjtését, ill. az élő embriók injektálását standard körülmények 

között, 25°C-on végeztük. 

− A DNS izolálás, a klónozás, PCR reakciók, a szekvenálás, valamint 

a gélshift kísérletek során jól bevált módszereket használtunk.  

− Az in silico promóter analízist számítógéppel, a TRES 

(http://bioportal.bic.nus.edu.sg/tres/) szoftverrel készítettük öt 

Drosophila faj (melanogaster, simulans, sechellia, yakuba és 

erecta) megfelelő genom szekvenciáinak összehasonlításával. A 

szekvenciák a Flybase honlapjáról származtak (www.flybase.org).  

− A kísérleteinkben felhasznált KetelGFP allélt együttműködő 

partnerünk, Alain Debec készítette. A Gal4 driver transzgénikus 

törzseket a Bloomingtoni Drosophila gyűjteményből szereztük be, 

kivéve a distalless-Gal4-et, ami Steven M. Cohen ajándéka volt. A 

Ketel-RNSi törzset Barry Dickson gyűjteményéből kaptuk. Az ép 

Ketel gént tartalmazó transzgént Lippai Mónika és Tirián László, a 

UAS-Ketel gént Timinszky Gyula készítette. A hiszton-RFP törzset 

Stefan Heidmanntól kaptuk.  

− A GFP-importin-β zöld fluoreszcenciáját konfokális mikroszkóppal 

készített optikai metszetek sorozatával követtük nyomon (Olympus 

http://bioportal.bic.nus.edu.sg/tres/�
http://www.flybase.org/�


SV1000). 

− A LacZ riportergén expressziójának nyomon követését embriókban 

és a petefészkekben standard módszerek szerint végeztük. A 

harmadik stádiumú lárvákat a fixálószerrel felfújtuk, majd egy 

szemészollóval felhasítottuk. A β-galaktozidáz kimutatása a 

kipreparált szervekben standard festési eljárással történt.   

 

EREDMÉNYEK 

Kutatási eredményeink a következő pontokban foglalhatók össze: 

1. Az anyai eredetű GFP-importin-β molekulák az utódokban a 

harmadik lárvastádium végéig kimutathatók. Tudomásunk 

szerint a GFP-importin-β molekulák a leghosszabb életű 

fehérjék, amelyet eddig élő Drosophila sejtekben kimutattak. 

2. Az apai eredetű Ketel allél a gasztruláció kezdetén kezd 

expresszálódni, az embrió minden sejtjében. 

3. A GFP-importin-β egyértelműen megmutatta, hogy az 

importin-β jelen van a politén lárvális szövetekben is, bár csak 

roppant csekély koncentrációban.   

4. A günander-analízissel, valamint a ketelnull háttéren, különféle 

szövetspecifikusan kifejezett Gal4 fehérjékkel expresszáltatott 

UAS-Ketel génnel, továbbá a UAS-Ketel-RNSi-vel végzett 

fókuszálás eredményeként megtudtuk, hogy a gasztruláció 

során minden sejtben bekapcsoló Ketel génexpresszió 

nélkülözhetetlen az ektodermális eredetű sejtekben. Továbbá 

azt is, hogy a mezodermális és entodermális eredetű sejtek 

életéhez elegendőek az anyai eredetű, valamint a gasztruláció 

kezdetén képződött importin-β molekulák.  

5.  Az in silico promóteranalízis számos, konzervált transzkripciós 

faktor kötőhelyet mutatott meg. A Ketel gén anyai, embrionális 

és szövetspecifikus expressziójában szerepet játszó 

kötőhelyeket gél-shift kísérletekkel, valamint riportergénekkel 

azonosítottuk. A következő transzkripciós faktorok 

kötőhelyeinek szerepére derült fény: CFDD (Common 

Regulatory Factor for DNA Replication), DREF (DNA 

replication-related element binding factor), CF2-II (Chorion 

Factor 2).   

6. Megmutattuk, hogy a DRE motívum szerepe alapvető a Ketel 

génnel kapcsolatos anyai hatás létrejöttében, valamint a 

génexpresszió szabályozásában a korai embriógenezis során, az 

embrió minden sejtjében. 

7. Valószínűsítettük, hogy a diploid sejtekben egy CF2-II kötőhely 

szabályozza a Ketel gén expresszióját. 

 

 

 

 



KÖVETKEZTETÉSEK 

Kísérleteink rávilágítottak arra, hogy 

(i) az importin-β fehérje egyedülállóan hosszú életű. Az importin-β 

hosszú élete és perduranciája magyarázza meg azt, hogy a 

diploid sejtek klónjai Ketel gén nélkül is képesek élni, 

funkcionálni és differenciálódni. Mivel a hosszú élettartam az 

importin-β fehérjének, és nem pedig az mRNS-nek köszönhető 

érthető, hogy génexpresszió és mRNS híján miért nem lehetett 

korábban sem a Ketel promóterrel meghajtott LacZ riporter 

génekkel, sem pedig in situ hibridizációval génexpressziót 

kimutatni a lárvális politén sejtekben. 

(ii) A zigotikus Ketel gén expressziója először a gasztruláció 

kezdetén következik be, és az embrió minden sejtjében. A 

politén sejtekben azért nem expresszálódik a Ketel gén, mert az 

anyai eredetű, valamint a gasztruláció kezdetén minden sejtben 

képződő hosszú élettartamú importin-β elegendő mennyiségben 

van jelen a lárvális sejtek ép funkciójához. Világossá vált az is, 

hogy a funkcióképes Ketel gént nem tartalmazó lárvák azért 

pusztulnak el 2. lárva stádium végén, mert a lárvális élet 

szempontjából létfontosságú sejtjeik nem kapják meg azt a 

szükséges importin-β mennyiséget, amit az anyai hatás mellett a 

gasztruláció kezdetén bekapcsoló Ketel génexpresszió biztosít. 

Ezek a lárvák az anyai eredetű importin-β-nak köszönhetik 

rövidke életüket.   

(iii) Az importin-β fehérje a diploid és a politén sejtekben egyaránt 

jelen van. Igaz, a politén sejtekben jóval kisebb koncentráciban, 

mint a diploid sejtekben. Ami érthető, hiszen a lárvális 

sejtekben az importin-β-nak csak a sejtmagi fehérje import 

funkciójára van szükség. Nincsen tehát felfedezésre váró 

alternatív sejtmagi fehérje import útvonal Drosophila 

melanogasterben. 

(iv)  A promóter analizis eredményei rámutattak, hogy a Ketel gén 

korai embrionális expressziójában és az anyai hatásban is, 

ugyanazon DRE motívumhoz kötődő DREF transzkripciós 

faktor játssza a főszerepet a különböző CFDD kötőhelyekhez 

kötődő CFDD fehérjékkel kölcsönhatva. A diploid sejtekben a 

CF2-II felismerőhely jelenléte nélkülözhetetlen a Ketel gén 

expressziójához.   

 

Összefoglalva: kutatásaink megválaszolták a Ketel gén expressziója 

körül kialakult ellentmondásokat. Kiderült, hogy a furcsaságok 

hátterében az importin-β rendkívül hosszú élettartama állt. Továbbá 

felderítettük azt a mechanizmust, amely a Ketel gén expresszióját 

szabályozza. Azonosítottuk azokat a szekvenciákat és transzkripciós 

faktorokat, amelyek a Ketel gén anyai, korai embrionális és szövet 

specifikus expressziójának szabályozását vezénylik.  
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