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BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Az egymasnak latszblag ellentmond6 kisérleti eredmények mogotti
talanyok a felfedezés oromével kecsegtetik a kutatd €s rendszerezd
embert. Amennyiben nem emberi mulasztas all a méresek hattereben,
az ellentmondasos eredmények a tudomany szamara még felderitetlen
teruletekre vilagitanak ra. Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster)
importin-B-at koédolo Ketel genjével kapcsolatos latszdlag
ellentmondéasos kisérleti eredmények nyoman haladtam az
ismeretlenbe, az eléttem haladok preciz és lelkiismeretes munkajanak
megnyugtato tudataban.

A ,,Szabad-miihely” munkatarsai mutattak meg el6szor a vilagon,
hogy a Ketel gén terméke, az importin-p, nélkil6zhetetlen az
embridgenezis legelején, az els6 osztodas soran (Lippai et al., 2000;
Tirian et al., 2000). Az importin-B-rél a tudomany azt tudta, hogy a
sejtmagi fehérje import fontos komponense. Az importin-p-val
kapcsolatos eredményei is hozzajarultak Giinter Blobel Nobel-dijahoz
1999-ben. A Szabad-miihely genetikai és sejtbiologiai megkozelitése
nyoman az importin-p Uj funkcidira dertlt fény: azon tal, hogy a
sejtmagi lokalizacids szignalt tartalmazé fehérjéket juttat a sejtmagba,
az importin-f részt vesz a sejtmaghartya 6sszeszerelédésében is (Tirian
et al., 2000; Timinszky et al., 2002). Sét, az importin-p egy tovabbi

funkciojara is els6ként mutattak ra: szerepe van a mikrotubulusok



stabilizalasaban is (Lippai et al., 2000; Tirian et al., 2003).

A Ketel génnel kapcsolatos kutatasok sorén olyan kiilonos
jelenségekre figyeltek fel a Szabad-mtihely munkatarsai, amelyek
megeértésén négy évet dolgoztam, és mikdzben sokat tanultam, a
rejtélyes jelenségek vegére jartam. Ph.D. értekezésem azokat az
eredményeket foglalja dssze, amelyek nyoman fényt deritettiink a Ketel
gén expresszidjaval kapcsolatos furcsasagokra. ime, a korabban nem

értett, magyarazatra varo jelenségek:

1. Riportergének, valamint anti-importin-p hasznalata alapjan arra
dertlt fény, hogy az importin- képzodését kodolo Ketel gén csak a
diploid sejtekben expresszalodik, a nem osztddd, politén larvalis
sejtekben nem (Lippai et al., 2000; Tirian et al., 2000). A megfigyelés
érthetetlen, tudva, hogy a Drosophilanak csak egyetlen importin-f-t
kodold geénje van (Ketel), és biztosra vehetd, hogy a roppant intenziv
anyagcserét folytatd larvalis sejtekben importalddnak fehérje
molekulak a sejtmagba. Hogyan? Egy eddig ismeretlen uton? Vagy

importin-B-val eleddig ismeretlen médon?

2. Azok a zigotak, amelyeknek nincs funkcidkepes Ketel génje
(amelyek homo-, vagy hemizigotak egy ketel™" allélra) a mésodik
larvastadium végén elpusztulnak, két nappal a larvaallapot vége el6tt. A

jelenség érthetetlen, hiszen a larvalis élet befejezéséhez nincs sziikség

azokra a diploid sejtekre, amelyekben a Ketel gen expresszalodik, am
kellenek azok a larvalis sejtek, amelyekben a Ketel gén nem
expresszalddik (Szabad and Bryant, 1982). Vajon mi a kiilonds jelenség

magyarazata?

3. Azoknak a sejteknek tokeéletes az életkepessége, amelyek mitotikus
rekombinacio nyoman képzddnek, és nincs benniik funkcioképes Ketel
gén. Mikeént élhetnek, osztddhatnak és differenciadlodhatnak azok a

diploid sejtek, amelyekben nem képzédnek importin-f3 molekulak?

4. Milyen DNS szekvenciak, a hozzajuk kapcsolédé mely
transzkripcids faktorok, és miként szabalyozzak a Ketel gén

expresszidjat az egyedfejlédés kiilonféle stadiumaiban?

A kérdések megvalaszolasara a genetika, a sejt- és a molekularis
bioldgia eszkoztarat hasznaltuk. A klasszikus giinanderek hasznalatan
alapulé fokuszalasi eljarassal (Bryant and Zornetzer, 1973)
megallapitottuk, hogy a Ketel gén funkcidjara nagyon sok sejtben van
sziikség (Villanyi et al. 2008a). Majd ketel™" hemizig6ta héatéren a
Gal4/UAS rendszerrel (Brand and Perrimon, 1993; Duffy, 2002)
szovetspecifikusan expresszaltattuk a Ketel gént, ,,menekitettik” a
letalitast, és allapitottuk meg, hogy a Ketel gén funkcidjara az
epidermisz prekurzor sejtekben van sziikség. A Gal4/UAS és az RNS-



interferencia mddszerének (Dietzl et al., 2007) kombinalasaval
megkerestilk azokat a sejteket, amelyek nem nélkildzhetik az importin-
B funkciojat. Egy Uj megkozelitéssel, GFP-vel jel6lt importin-f
alkalmazasaval meghataroztuk az importin- élettartamat.
Megallapitottuk, hogy az importin-f alighanem az a fehérjeféleség,
amely élettartama a leghosszabb a sejtekben. A Ketel gén promdterének
analizise soran megkerestiik és azonositottuk azokat a szekvenciakat,
amelyek meghatarozzak a gén jellegzetes expresszio-mintazatat
(Villanyi et al., 2008b). Megallapitottuk, hogy a larvalis sejtekben azok
a hosszu életii importin-p molekuldk végzik a sejtmagi fehérje
importot, amelyeknek egyik része anyai eredetii, a tovabbiak pedig a
blasztoderma stddiumot kdvetden abban a rovid idészakaszban
képzbddnek, amely soran a Ketel gén minden sejtben expresszalodik. A
Ketel kuldnleges expresszios viselkedése ésszerii. Intenziven
expresszalddik azokban a diploid sejtekben, amelyekben az importin-f
mindharom funkcidjara sziikség van: sejtmagi fehérje import, a
magorsé képzédése, valamint a sejtmaghartya 6sszeszerelédése. Am
nem expresszalddik azokban a larvalis sejtekben, amelyek nem
osztodnak, amelyekben az importin-f3 molekuldknak csak a sejtmagi
fehérje importot kell megvaldsitaniuk. Ez utobbi feladatot az a néhany,
am roppant hatékonyan funkcionalé molekula is el tudja latni, amelyek
részben anyai eredetiick, részben pedig a gasztrulacio elején

képzddnek.

ANYAGOK ES MODSZEREK

A Kkisérleti korilmények a kovetkez6k voltak:

- Amuslica vonalak fenntartasat, a keresztezéseket, a peték
gylijtését, ill. az €16 embridk injektalasat standard koriilmények

kdzott, 25°C-on végeztik.

A DNS izolalés, a kldbnozés, PCR reakcidk, a szekvenalas, valamint

a gélshift kisérletek soran jol bevalt mddszereket hasznaltunk.

Az in silico promoter analizist szamitdgéppel, a TRES

(http://bioportal.bic.nus.edu.sg/tres/) szoftverrel készitettiik ot

Drosophila faj (melanogaster, simulans, sechellia, yakuba és
erecta) megfelel6 genom szekvenciainak 6sszehasonlitasaval. A

szekvencidk a Flybase honlapjarol szarmaztak (www.flybase.org).

_  AKkisérleteinkben felhasznalt Ketel®™

allélt egyiittmiik6do
partnerlink, Alain Debec készitette. A Gal4 driver transzgénikus
torzseket a Bloomingtoni Drosophila gytijteménybdl szereztik be,
kiveve a distalless-Gal4-et, ami Steven M. Cohen ajandéka volt. A
Ketel-RNSi torzset Barry Dickson gytijteményébdl kaptuk. Az ep
Ketel gént tartalmazd transzgent Lippai Mdnika és Tiridn L&szl0, a
UAS-Ketel gént Timinszky Gyula készitette. A hiszton-RFP t6érzset
Stefan Heidmanntdl kaptuk.

- A GFP-importin-p z6ld fluoreszcencidjat konfokalis mikroszkoppal

készitett optikai metszetek sorozataval kdvettiik nyomon (Olympus


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

SV1000).

- AlLacZ riportergén expresszidjanak nyomon kdvetését embridkban

és a petefészkekben standard modszerek szerint vegeztik. A

harmadik stadiumu larvékat a fixaldszerrel felfajtuk, majd egy

szemeszolloval felhasitottuk. A B-galaktozidaz kimutatasa a

Kipreparélt szervekben standard festési eljarassal tortént.

EREDMENYEK

Kutatési eredményeink a kovetkez6 pontokban foglalhatdk dssze:

1.

2.

4.

Az anyai eredetii GFP-importin-p molekulak az utddokban a
harmadik larvastadium végéig kimutathatok. Tudoméasunk
szerint a GFP-importin-p molekulak a leghosszabb életii
fehérjek, amelyet eddig é16 Drosophila sejtekben kimutattak.
Az apai eredetti Ketel allél a gasztrulécio kezdeten kezd
expresszalddni, az embrié minden sejtjében.

A GFP-importin-p egyértelmiien megmutatta, hogy az
importin-f jelen van a politén larvalis szdvetekben is, bar csak
roppant csekély koncentracidban.

A giinander-analizissel, valamint a ketel™" hattéren, kiilénféle
szovetspecifikusan kifejezett Gal4 fehérjékkel expresszaltatott
UAS-Ketel génnel, tovabba a UAS-Ketel-RNSi-vel vegzett
fokuszalas eredményeként megtudtuk, hogy a gasztrulacié
soran minden sejtben bekapcsol6 Ketel génexpresszid

nélkiilozhetetlen az ektodermalis eredetii sejtekben. Tovabba
azt is, hogy a mezodermalis és entodermalis eredetii sejtek
életéhez elegendéek az anyai eredetii, valamint a gasztrulacid
kezdetén képz6dott importin-f molekulak.

Az in silico promoteranalizis szamos, konzervalt transzkripcios
faktor kot6éhelyet mutatott meg. A Ketel gén anyai, embrionélis
és szovetspecifikus expresszidjaban szerepet jatszd
kotohelyeket gél-shift kisérletekkel, valamint riportergénekkel
azonositottuk. A kovetkez6 transzkripcios faktorok
kotéhelyeinek szerepére dertlt fény: CFDD (Common
Regulatory Factor for DNA Replication), DREF (DNA
replication-related element binding factor), CF2-11 (Chorion
Factor 2).

. Megmutattuk, hogy a DRE motivum szerepe alapvet6 a Ketel

génnel kapcsolatos anyai hatas létrejottében, valamint a
génexpresszid szabalyozasaban a korai embridgenezis soran, az

embrié minden sejtjében.

. Valoszintisitettiik, hogy a diploid sejtekben egy CF2-1I kotohely

szabalyozza a Ketel gén expressziojat.



KOVETKEZTETESEK rovidke életiiket.
Kisérleteink ravilagitottak arra, hogy (iii) Az importin-p fehérje a diploid és a politén sejtekben egyarant

(i) az importin-p fehérje egyedilalléan hosszu életti. Az importin-3 jelen van. lgaz, a politén sejtekben jéval kisebb koncentraciban,

hosszu élete és perdurancidja magyardzza meg azt, hogy a
diploid sejtek klonjai Ketel gén nélkil is képesek élni,
funkciondlni és differencidlédni. Mivel a hosszu élettartam az
importin-pB fehérjének, és nem pedig az MRNS-nek készonhetd
érthetd, hogy génexpresszido ¢és mRNS hijan miért nem lehetett
korébban sem a Ketel prométerrel meghajtott LacZ riporter
génekkel, sem pedig in situ hibridizacioval génexpressziot
kimutatni a larvalis politén sejtekben.

(if) A zigotikus Ketel gén expresszidja eldszor a gasztrulacid

kezdetén kovetkezik be, és az embrié minden sejtjében. A
politén sejtekben azért nem expresszalddik a Ketel gén, mert az
anyai eredetii, valamint a gasztrulacié kezdetén minden sejtben
képz6do hosszu élettartamt importin-p elegendé mennyiségben
van jelen a larvalis sejtek ép funkciojahoz. Vilagossa valt az is,
hogy a funkcidképes Ketel gént nem tartalmazé larvak azért
pusztulnak el 2. larva stddium végén, mert a larvalis élet
szempontjabol letfontossagu sejtjeik nem kapjak meg azt a
sziikséges importin-f mennyiséget, amit az anyai hatas mellett a
gasztrulacio kezdetén bekapcsold Ketel génexpresszid biztosit.

Ezek a larvak az anyai eredetli importin-f3-nak kdszonhetik

mint a diploid sejtekben. Ami érthetd, hiszen a larvalis
sejtekben az importin-p-nak csak a sejtmagi fehérje import
funkcidjara van szikseg. Nincsen tehat felfedezésre varo
alternativ sejtmagi fehérje import Gtvonal Drosophila
melanogasterben.

(iv) A promoter analizis eredményei rdmutattak, hogy a Ketel gén
korai embrionalis expresszidjaban és az anyai hatasban is,
ugyanazon DRE motivumhoz k6t6dé DREF transzkripcios
faktor jatssza a fészerepet a kiilonb6z6 CFDD kotohelyekhez
kotédé CFDD fehérjékkel kolcsonhatva. A diploid sejtekben a
CF2-1I felismerdhely jelenléte nélkiilozhetetlen a Ketel gén

expresszidjahoz.

Osszefoglalva: kutatasaink megvalaszoltak a Ketel gén expresszidja
korll kialakult ellentmondasokat. Kidertlt, hogy a furcsasagok
hatterében az importin-f rendkivil hosszu élettartama allt. Tovabba
felderitettik azt a mechanizmust, amely a Ketel gén expresszidjat
szabalyozza. Azonositottuk azokat a szekvenciakat és transzkripcios
faktorokat, amelyek a Ketel gén anyai, korai embrionalis és szovet

specifikus expresszidjanak szabalyozasat vezénylik.
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