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Irodalmi attekintés

IRODALMI ATTEKINTES

1. Kommunikacié hatarokkal és hatarok nélkiil

Az eukariota sejtekben a fajfennmaradést biztositdo genetikai 6rokité anyag a
sejtmagba zarult. Ez lehetové tette, hogy a DNS megkett6zddése €s atirddasa térben €s
idében is elkiiloniiljon a citoplazmaban zajlo fehérjeszintézistol. A sejtfolyamatok
elkiiloniilése sziikségessé tette, hogy felépiiljon egy kommunikacids rendszer a sejtmag
¢és a citoplazma kozott. A kommunikéciot, egy kétiranyu szelektiv makromolekularis
transzport testesiti meg, amely biztositja, hogy mindig a megfelelé faktorok ¢&s
szabalyozd molekuldk jussanak be a magba illetve ki a citoplazmaba. A sejtmagot a
citoplazmatél kettés membranbol allé sejtmaghéartya hatdrolja el, ennek podrusai
biztositjak az atjarhatésagot a két, nagyon eltéré biokémiai kornyezet kozott. A
magasabbrendii szervezetekben sejtosztddas sordn a sejtmaghartya lebomlik és immar
koz0s térben kell a sejtnek megdrizni az osztodasi folyamatok integritasat és biztositani
a kromoszomak pontos szétvalasat. A mitdzis végeén a két utddsejt sejtmagja koril Gjra
kialakul a maghartya ¢és beindul a sejtmag ¢és a citoplazma kozotti két-iranya
molekuldris kommunikacio. A sejtmagi szallitds és a sejtosztodasi folyamatok
részleteikben eltérhetnek a kiilonbozd szervezetekben, de szabalyozdsuk és alapvetd
lépéseik evolucidsan konzervaldodtak az eukariotak torzsfejlddése sordn. Az évmilliok
alatt csiszolodott vezérlési mechanizmus segiti a hibatlan kommunikaciot és biztositja
az egymassal kolcsonhatd molekuldk bonyolult térbeli és iddbeli elérhetoségét és

egylttmikodését.

2. A sejtmagi szallitas és az orso kialakulas szabalyozasa

A magasabbrendii szervezetek interfazisos sejtjeiben a makromolekuldk sejtmagi
szallitasat, valamint a sejtosztddas soran az osztodasi orso kialakulasat, a metatazisos
kromoszomak elrendezddését és a magmembran Osszeszerelddését, ugyanaz a szigora
vezérlési mechanizmus szabdlyozza. A rendszer kozponti eleme a Ran, egy kis
molekulasulyt GTP-dz, ami hatasdt a citoplazmaban oldott allapotban talalhaté

transzport-receptor fehérjéken keresztiil fejti ki.
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2.1 Nuklearis transzport — néhany karioferin, ezernyi célfehérje

Az eukaridta szervezetekben, a sejtmag ¢és a citoplazma kozotti aktiv
anyagforgalom, kiilonb6z0 transzport receptorok kozremiikddésével, a maghartya
nukleéris porus komplexein (NPC) keresztiil megy végbe (Chook ¢és Blobel, 2001). A
szallito rendszer olyan jol szervezett, hogy példaul az emberi testben talalhato NPC-ken
keresztiil, percenként tobb mint egy kilogramm anyagmennyiség halad at (Weis, 2007).
Molekuldk ezrei; fehérjék, mRNS-ek, riboszémalis fehérjék varakoznak széllitasra a
maghartya mindkét oldalan és ennek az Oridsi feladatnak ellatdsara kiilonb6zo
transzport utak alakultak ki. A legtobb utvonal egymassal homolog transzport-
receptorokkal, karioferinekkel operal és valamennyi megegyezik abban, hogy a
szubsztrat-felismerés, megkotés, szallitds és idobeni elengedés, ugyanazzal a
mechanizmussal zajlik.

A karioferineket Importinoknak (Imp) vagy Exportinoknak (Exp) is nevezik,
attol fliggden, hogy a sejtmagba illetve a citoplazmdba torténd szallitasban vesznek
részt. Szubszrtratjaikat, azok jellemzd szignalja segitségével azonositjak. A nuklearis
lokalizacios szignal (NLS), egy adott fehérje sejtmagba torténd beszallitasat, mig a
nukledris export szignal (NES) a citoplazmaba torténd kiszallitasat biztositja (Dingwall
¢s Laskey, 1991; Fischer és mtsai., 1995). Mindkét iranya transzport folyamatot a

RanGTP koncentracidja iranyitja megegyez6 modon, de forditott eldjellel.

2.2. Ran, a karmester

A Ran, egy er6sen konzervalt kis molekulasaly GTP-az, a tobbi “kapcsold”
fehérjéhez hasonloan, GTP- és GDP-kotott formaban vesz részt a sejtfolyamatokban. A
citoplazméaban GDP-kotott formaja, a sejtmagban féleg GTP-kotott formaja van jelen
(Ren és mtsai., 1993). A kétféle molekula eltérd eloszlasaért, regulator fehérjéinek
aszimmetrikus lokalizacioja a felelés (1. abra). A RanGEF/ RCC1 (Ran guanyl-
nucleotid exchange factor) fehérje, a Ran GDP-GTP cseréld faktora, egy kromatinhoz
kotott fehérje (Nemergut €és mtsai., 2001). Az RCC1 N terminalis részén rendelkezik
egy NLS szekvenciaval €s interfazisban az Imp-a3/B komplex szallitja a sejtmagba. Ez
az NLS atfed a hiszton kotd doménjével, ami a fehérjét a nukleoszomahoz kapcsolja
(Nemergut ¢és mtsai., 2001). Az RCCI1 foszforilalt allapotban a H2A ¢és H2B
hisztonokhoz horgonyzodik ki, mig a Ran fehérje a H3 és H4 hisztonokhoz
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kapcsolddik. A két fehérje fizikai kapcsolata biztositja a nukleotid cserét (Bilbao-Cortés
¢s mtsai., 2002) ¢és ezaltal a sejtmagban illetve az oszt6do sejtekben a kromoszéma
kozeli, magas RanGTP koncentracidt (Caudron és mtsai., 2005; Kalab és mtsai., 2006)
(1. &bra)

A RanGTP hidrolizise a citoplazmaban torténik. A folyamatos hidrolizis
biztositja a magas citoplazmds RanGDP koncentraciét (Azuma és Dasso, 2000;
Mahajan ¢és mtsai., 1997). A Ran fehérjének, o6nmagaban csak nagyon alacsony GTP-az
aktivitasa van, amit a citoplazmatikus Ran GTPase Activating Protein (RanGAP) 10°-
szeresére novel (Klebe ¢s mtsai., 1995). A hidrolizis hatékonysagat még tovabbi két,
Ran-kot6 doménnel rendelkezd, medidtor fehérje (Ran bindig protein) faktor fokozza.

Ezek, a citoplazmaban oldott allapotban talalhato RanBP1 (Bischoff ¢s mtsai.,
1995) illetve az NPC-k citoplazmas fonalain talalhat6 RanBP2 (Seewald ¢s mtsai.,
2002), amelyek hozzdkapcsolodnak az NPC-n kijuté export-komplexekhez ¢és
elérhetové teszik a Ran kotOhelyeit a RanGap szamara. A RanBP2/Nup358 jelenléte
onmagaban még nem elégséges a RanGTP hatékony hidroliziséhez, ehhez még a

SUMO-ilat RanGAP sejtmaghartya-lokalizacioja is sziikséges.

Interfazis Korai mitozis Késdi mitozis

1. abra A RanGTP/GDP ciklus, nyugvé és 0sztodo sejtekben (Mattaj, 2012. nyoman).

A SUMO-ilacid, olyan konformacidé valtozast idéz el6 a RanGAP molekula-
szerkezetében, ami lehetové teszi kozvetlen kotddeését a RanBP2/Nup358-hoz (Dasso,
2008; Mahajan ¢és mtsai, 1997). A novényekben a RanGAP magmembran

rrrrrrr

allatoktol €s ndvényektdl eltérden, az élesztdben a RanGAP kizarolag oldott allapotban
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van jelen a citoplazméaban (Rose és Meier, 2001; Zhao ¢s mtsai., 2008). Mitozisban a
SUMO-ilalt RanGAP, komplexet alkotva a RanBP2 fehérjével, az orso fonalakhoz és a
kinetokorokhoz kapcsolodik (Joseph €s mtsai., 2004; Kalab és Heald, 2008; Salina és
mtsai., 2003). A RanBP1 fehérje pedig a centroszomak kdérnyezetében halmozodik fel
(Guarguaglini és mtsai., 2000).

2.3 A klasszikus transzport

A sejtmagi-citoplazmas fehérje transzport alapvetd vondsait az elsOként
azonositott €s klasszikus nuklearis importnak nevezett szallitdsi mechanizmus jol
korvonalazza. Transzportreceptorai a citoplazmaban oldott allapotban talalhatd
Importin-a és (Imp-a) €s az Importin-B (Imp-f), melyek meghatarozott id6- €s térbeli
sorrendben sok mas fehérjével 1épnek kapcsolatba. A folyamat kezdetén, az Imp-o IBB
(Importin-3 Binding) doménje az Imp-B-hoz kotddik és ezaltal kinyilik zart
konformacioja (Gorlich €s mtsai., 1996), 2. abra). A nyitott szerkezetli Imp-a ismeri fel
a szallitand6 fehérje klasszikus, egy- vagy kéttag, NLS szekvenciajat és ezt megkdtve
hozzékapcsolja a célfehérjét az Imp-p-hoz (Gorlich és mtsai., 1995; Imamoto és mtsai.,
1995; Moroianu €s mtsai., 1996). A szallitasi folyamat aktiv kozremiikoddje az Imp-3
(Christophe ¢és mtsai., 2000), ami az NPC-k hidrofil csatorndjan keresztiil juttatja a

magba a citoplazmaban kialakult harmas komplexet.

2.abra A szallitasi folyamat sematikus abrazolasa (Harremann nyoman, 2003). Az Imp-o
nyitott konformacidja biztositja az Imp-B-hoz ¢és az NLS-fehérjékhez kotodését a
citoplazmaban, zart szerkezete pedig a szallitott fehérjék felszabadulasat és az autoinhibiciot
sejtmagban.

Legajabb eredmények leirjak, hogy az NPC 6nmaga is egy dinamikus, adaptiv
makromolekuldris komplex, amelynek komponensei kozvetleniil befolyasoljak az

athalado NLS-kargo/Imp-o/f komplex helyzetét (Tran és Wente, 2006). Az NPC-ket
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felépitd nukleoporinok (nup) mintegy harmada eltéré hosszisagl, konzervalt FG
(fenilalanin-glicin) ismétlddéseket tartalmaz, amelyek flexibilis sorompo6t jelentenek az
athalado molekuldk szaméra. Az NPC-k citoplazmés oldaldn talalhatd filamentumokat
¢s a nukledris oldalon elhelyezkedd sejtmagi kosarat (nuclear basket) kialakito
periferialis-, valamint az NPC csatorndjaban komplexbe szervezddd, un. kozponti-nup-
ok fontos kolcsonhato partnerei az importinoknak a transzport soran (Clever és mtsai.,
2013). Az Imp-B eldszér a nagy molekulasilya Nup358-al létesitett kapcsolaton
keresztiil kihorgonyozza az NLS-kargd/Imp-o/f komplexet az NPC-hez (Hutten és
mtsai., 2008), majd tovabbi FG nukleoporinokkal torténd gyors, atmeneti kotések
lancolatan keresztiil viszi tovabb az NPC belsd csatorndjaban (Bednenko és mtsai.,
2003). A folyamat dinamikajat jelzi, hogy példaul az éleszté nup-ok, mintegy 200
dokkolo helyet biztositanak az importin-f-nak (Gilchrist és mtsai., 2002).

CAS
s =
S S'e

2y \ citoplazma
: ///’ - '.’___;-_ . <
maghartya y , RanGAP ;
) NPC ' ]
' : ‘ {
¢ -

' I sejtmag
CAS
(h ':‘
‘G
a

3. abra A kanonikus fehérie import és export (Stewart, 2007. alapjan)

A sejtmagba bejutd trimer szamara a Nup153, Nup50 ésNup98 alakitanak ki
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molekuldris platformot a disszocidciohoz (Walther és mtsai., 2001, Clever és mtsai.,
2013). Itt RanGTP kapcsolodik az Imp-B-hoz, olyan konformacids valtozast idézve el
annak szerkezetében, hogy nem tudja tovabb megkotni az Imp-a hajlékony IBB
doménjét (Gorlich és mtsai.,, 1996). A felszabadulo IBB domén NLS-hez hasonlo
szekvenciaja, erds autdinhibicids képessége folytan, leszoritja a szubsztrat fehérje NLS-
¢t az NLS koto helyrdl és a célfehérje felszabadul (Kobe, 1999).

A folyamat befejezd Iépéseként, a transzport receptorok kijutnak a sejtmagbol és
ezzel megkezdddhet egy ujabb szallitasi ciklus. Az Imp-oa dnmagaban nem képes a
citoplazméba visszajutni, ehhez specialis nuklearis export receptorra van sziiksége. Ez a
receptor a CAS fehérje, amely valdjaban egy Imp-B homolog és RanGTP-kotott
formaban képes megkdtni €s kiszallitani az Imp-a fehérjét a citoplazmaba (Kutay és
mtsai., 1997). Az Imp-f a Ran GTP-vel heterodimert képezve dnmaga jut vissza a
citoplazmaba. Az NPC-¢k citoplazmas fonalain lokalizdlt RanBP1, RanBP2 ¢és
RanGAP1 megkotik a reciklizalt receptor komplexeket és aktivaljak a RanGTP
hidrolizisét. A GDP-kotott Ran a tovabbiakban mar nem tud sem a CAS fehérjéhez sem
pedig az Imp-B-hoz kotddni, €s a szabadda valt Imp-a €s Imp-f elindithat egy Gjabb
nukleéris import ciklust (Fried és Kutay, 2003; Gorlich és mtsai., 1998).

2.4. A Ran, Imp-a és Imp-f trié a mitézisban

A sejtosztodas soran a RanGTP-4z, az orsok és az Uj sejtmaghartya (nuclear
envelope NE) megszervezését, ugyancsak az Importin fehérjékkel egyiitt iranyitja (Di
Fiore és mtsai., 2004; Walczak és Heald, 2008). Az Imp-o/Imp-B heterodimer megkoti,
¢s inaktiv allapotban tartja az NLS tartalma SAF (spidle assembly factor), MAP
(microtubule-associated protein) fehérjéket (Gruss és mtsai., 2001; Nachury és mtsai.,
2001), az ors6 kialakitasdban résztvevd motorfehérjéket, valamint a sejtmaghartya
megszervezésében résztvevd mitotikus faktorokat is (Clarke és Zhang, 2004; Walczak
¢s Heald, 2008). A szabalyozas teljesen analdg a sejtmagi transzport folyamattal és az
Osszes eukaridta szervezetben hasonloan miikddik, kezdve a novényektdl (Jeong és
mtsai., 2005; Pay és mtsai., 2002) az éleszton at (Fleig és mtsai., 2000; Sato és Toda,
2007) az emberig (L1 és Zheng, 2004; Moore €s mtsai., 2002).

2.5. Az osztodasi orso kialakulasa
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A magasabbrendii organizmusok sejtjeinek interfazisbol a mitdzisba torténd
atmenete soran a mikrotubulus halozat és a magmembran szerkezete teljesen atalakul. A
folyamat végeredményeként a maghartya lebomlik és a citoplazméba jutd nuklearis
szignalok eléidézik a mikrotubulusok (MT) dinamikus atszervezddését és a mitotikus
orsok kialakulasat (Wilde és Zheng, 1999). Az osztodasi orsok képzddését két fliggetlen
folyamat eredményezi. A centroszoémalis mechanizmus (,,search and capture”) soran, a
két centroszomardl a kromoszomak felé novekedd mikrotubulusok dinamikus, plusz
végel mintegy elkapjak a testvérkromatidak kinetokodrjait €s igy alakul ki a bipolaris
orsdé (Kirschner ¢s Mitchison, 1986; Mclntosh és mtsai., 2002). A kromoszdémalis
mechanizmus sordn a mikrotubulus nukleacié és novekedés a kondenzalt kromatin
kornyezetében torténik meg (Walczak ¢s Heald, 2008) Legujabb eredmények
bizonyitjak, hogy a centroszomalis és kromoszomalis mikrotubulus nukledci6 az egyes
szervezetekben ¢€s a kiillonboz6 sejttipusokban eltérd aranyban, de parhuzamosan zajlik

(Basto ¢s mtsai., 2006; Khodjakov és mtsai., 2000).

2.6 A titokzatos RanGTP gradiens

Barmelyik modja legyen is az orsd szervezOdésének, abban mindegyik
mechanizmus megegyezik, hogy egyarant RanGTP-4z fiiggé folyamat ¢s a RanGTP
koncentraci6 gradiense vezérli (Caudron ¢és mtsai.,, 2005; Kalab ¢és Heald, 2008).
Ugyanakkor, kisérletesen igazoltak, hogy a centroszomalis mechanizmus kevésbé
¢rzékeny a Ran utvonal esetleges hibaira, mint a kromatin irdnyitott folyamat (Kalab és
mtsai., 2006). Karmosbéka és emlds sejtkultardkban egyarant kimutattak, hogy a Ran
GTP-kotott formdban a kromoszomdk kornyezetében egy gradienst képez, ami
tavolodva a kromoszomaktol ¢€lesen csokken és ennek kovetkeztében megsziinik az
orsO-szervezOdése¢hez kedvezd kornyezet (Kalab és Heald, 2008). FRET analizissel
(Caudron ¢s mtsai.,, 2005), magneses rezonancia vizsgalatokkal ¢s matematikai
modellezéssel (Bastiaens és mtsai., 2006) még pontosabb képet alakitottak ki az egyes
molekuldk eloszlasar6l. A RanGAP ¢és RCC1 polarizalt eloszlasa a RanGTP
koncentracid6 meredekebb csokkenését eredményezi, mig a RanGTP/Imp-f szabad
diffuzioja egy kiegyenlitettebb gradienst alakit ki. Feltehetben a Ran utvonal
szabalyozasanak alapja az, hogy egy adott mitotikus esemény (MT nukleacio, -
polimerizacid, -stabilizacid) szamara létezik a RanGTP egy optimalis koncentracioja

(Clarke ¢és Zhang, 2008). A mikrotubulus nukledci®6 magasabb RanGTP




Irodalmi attekintés

koncentracional, egy kromatin kozeli Sum-es sziik régidban erds, mig a centroszoémalis

plusz végi mikrotubulus stabilizacid6 10um tavolsagban a legerdteljesebb (Caudron és

mtsai., 2005).

2.7. Az Imp-o/p komplex kozvetlen szabalyozasa alatt allo SAF fehérjék

Az osztdodasi orsd kialakuldsanak soran az Imp-o/f komplex tobbféle

fehérjecsoportot is szabalyoz, amelyek kozos jellemzdje, hogy rendelkeznek egytagl

vagy kéttagh NLS szekvenciaval. A legnépesebb csoport az ors6 mikrotubulusokhoz

kotédd SAF/MAP fehérjék, amelyek biztositjadk az osztodasi orsok képzodését és

stabilitasat, valamint szabalyozzak ¢€s biztositjak a kromoszoémak pontos szegregaciojat.

Cargo Fehe’rje Szabalyozott funkcio Kisérleti Irodalom
osztaly rendsz.
s e . ., Brunet, 2004; Gruss,
TPX2 | MAP kromatin figgd MT nukledcio, | XEE, =1 54 "g 40, 2003; Tulu,
Aurora aktivacio CMCs
2006

Maskin/ Or,slo Aurora foszforilalja, XEE, S. | Albee, 2006; Sato és
TACC Ili/? Au}s) centroszoémalis MT nukleacio pombe Toda, 2007

orso Haren és Merdes, 2002;
NuMA | polus MT minusz vég stabilizacio XEE, Nachury, 2001; Wiese,

MAP 2001

qe g, e, XEE, .
NuSAP | MAP MT stabilizacid, kromatin kotés CMC's Ribbeck, 2007
MT kotés, kinetokér MT XEE, Koffa ,2006; Silljé, 2006;

HURP | MAP stabilizacid, orso bipolaritas CMCs Wong és Fang, 2006

orso oy Ems-McClung, 2004;
XCTR2 | inezin | MT kotes XEE | Walczak., 1998

. kromo. kromoszoma karok MT irany( Tahara, 2008;
Kid . . , , CMCs .

kinezin orientalasa, orsoszervezés Trieselmann, 2003
LaminB | magmem me}ghartya os’szreszerelodes, orsd | yrp Tsai 2006

bran matrix kialakitésa,

1. tablazat A Ran/Imp-o/p komplex altal kozvetleniil szabalyozott NLS fehérjék és funkcioik. XEE-
Karmosbéka (Xenopus laevis) pete kivonat, CMCs-Human sejtkultira, S.pombe- (Schizosaccharomyces

pombe)-hasadoé éleszto.

Mutacioik stlyos osztddasi rendellenességeket okoznak,

ezért funkcidiknak és

szabalyozasuknak jobb megértése, fontos adatokat szolgaltathat a rdkos folyamatok
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kutatasanak is. A SAF és MAP fehérjék és importinok kozotti kapcsolatot emlds
sejtkultaraban és karmosbéka petekivonatban in vitro modellezték. Ezekben a
rendszerekben a Ran/Importin vagy az NLS-fehérjék mennyiségi viszonyainak
megvaltoztatdsa soran sulyos osztodasi orsod rendellenességeket figyeltek meg (Clarke
¢s Zhang, 2008). Karmosbéka petekivonatban a RanGTP szintjének ndvelése kromatin
hianyaban is elidézte a MT-ok polimerizacidjat illetve orsok kialakuldsat (Dasso,
2002), Imp-a hianya ill. TPX2 tualtermeltetése szintén MT aszterek kialakulasat
eredményezte (Schatz és mtsai., 2003). A TPX2 az egyik legjobban jellemzett SAF
fehérje, ami elsésorban a kromatin-fliggd MT nukleacidban jatszik szerepet ( Gruss és
mtsai., 2001; Schatz és mtsai., 2003; Tulu és mtsai., 2006), valamint aktivalja és a MT-
okhoz iranyitja az Aurora A kindz fehérjét, amely a mitozis korai szakaszédban az orsé
Osszeszerelodésében és a centroszoma funkcidkban jatszik szerepet (Kufer és mtsai.,
2002; Trieselmann és mtsai., 2003; Eyers és mtsai., 2003). Xenopus petekivonatban a
TPX2 komplexet alkot az XMAP215, Eg5, HURP és az Aurora A mitotikus fehérjékkel
(Koffa el al., 2006; Clarke és Zhang 2008). A SAF fehérjék orso-kialakulasban betoltott
szerepének és a Ran/Importin rendszerrel vald kolcsonhatasanak vazlatos modelljét

mutatja a 4. abra.

4. abra. Az Imp-o és Imp-f szerepe az osztodasi orsot megszervezd SAF-ok aktivitasanak
szabalyozasaban (Clarke és Zhang, 2008 nyoman)

Az Imp-a/B komplex altal, az NLS kotésen keresztiil szabalyozott szamtalan
MAP és SAF fehérjér6l deriilt ki, hogy rakos sejtekben a normalisndl erdsebben
fejezddnek ki (Tsou és mtsai., 2003; Wong és Fang, 2006). Kiilonb6z6 tumoros
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sejtvonalakon végzett nagy-1éptékli, mintegy 3700 gént érintd, RNS csendesitéses
tesztben magat a Ran fehérjét, valamint a TPX2-t is azonositottdk, mint olyan
fehérjéket, amelyek szintjének csdkkenése eldidézte a tumorsejtek pusztulasat (Morgan-
Lappe és mtsai., 2007). Differencidlaltlan tumorsejtekben az Imp-02/KPNA2 fehérjének
figyelték meg magas expresszios szintjét (Rhodes €s mtsai., 2004) €s nemrég szamoltak
be a stressz indukdlt génszabdlyozasban betoltott szerepérdl is Hela sejtekben

(Miyamoto €és mtsai., 2012).

2.8. Az Imp-o/p komplex és a sejtmagmembran lebomlasa/ajra-formalodasa

A metazoa szervezetek sejtosztodasakor, a profazis/prometafdzis dtmenetben a
sejtmaghartya lebomlik. Ebben a folyamatban a RanGTP-4z szerepe még nem teljesen
tisztazott, de karmosbéka petekivonatban végzett in vitro kisérletek azt mutattdk, hogy a
Ran kozremiikodése nem nélkiilozhetd. RanGTP ill. RCC1 ektopikus expresszidja
meggatolja a maghartya lebomlasat, ugyanez idézhetd el az Imp-o IBB doménjének
kifejeztetésével. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a NE (nuclear envelope)
bizonyos Osszetevdit, az NLS szekvenciaval rendelkezd laminB-t és a lamin-kotd belsd
magmembran fehérjéket (MAN1, LEM2, King és mtsai., 2006) a mitotikus citoszolban
az Imp-o/Imp-p heterodimer horgonyozza ki és ezaltal segiti el6 a magmembran teljes
lebomlésat (Miihlhdusser ¢s Kutay, 2007).

A kromoszomak szétvaldsa utan telofizis-ban a maghartya ismét felépiil a
dekondenzal6dé kromoszomak koriil. A RanGTP-Importin rendszer szerepét, a poszt-
mitotikus sejtmagmembran uUjra-formalodasaban egyarant bizonyitottak ¢lesztdben,
karmosbéka petekivonatban, fonalféregben (Caenorhabditis elegans) €és muslicaban
(Askjaer ¢és mtsai., 2002; Hetzer és mtsai., 2000; Ryan ¢és mtsai., 2003; Timinszky és
mtsai., 2002). A Ran/Imp-f rendszer hibatlan mikddése sziikséges a sejtmaghartya
integritasanak fenntartasahoz, a nukleoporinok kromatin-lokalizacidjahoz és az NPC-k

kialakulasahoz is (Mattaj, 2004).

3. Az Importinok molekularis felépitése

3.1. Az Importinok evolucios eredete
Az importinok/karioferinek evolucidosan konzervalt fehérjék, valdsziniileg egy

kozos 6stol erednek, szekvencia azonossaguk aranylag alacsony (20%), de hasonld
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molekulasulytiak és szerkezeti felépitéstiek. A fehérjecsalad altalanos jellemzdje, hogy
rokon eredetli szekvencidk tobbszords ismétlodései specialis, szuperhelikalis
szerkezetet alakitanak ki, ami szelektiv fehérjekotést tesz lehetévé (Conti €s mtsai.,
1998; Huber és mtsai., 1997). Az Imp-o-ban ez a jellemzd ismétlédés az ARM
(armadillo) szekvencia, az Imp-p-ban pedig a HEAT motivum. Az elsdként azonositott
karioferin az Imp-a volt. A karmosbéka petekivonatbol izolalt Imp-a, 44%-os
szekvencia azonossagot mutatott a sarjadzo ¢élesztd (Saccharomyces cerevisiae) Srpl
fehérjével (Loeb és mtsai., 1995). Késobb a sarjadz6 élesztdben még 14 karioferint
azonositottak, amelyek koziil kilenc az importban, négy pedig az exportban vesz részt
(Goldfarb és mtsai., 2004).

Az emberi genomban ez idaig 22 Importint irtak le, koziiliik hat tartozik az Imp-
a fehérjecsaladba (Gorlich és Kutay, 1999). Filogenetikai vizsgalatok kimutattak, hogy
az imp-o. gének tobbsége harom (al, a-2 és a-3) alcsaladba (5. dbra) sorolhatd (
Hogarth és mtsai., 2006; Kohler és mtsai., 1999; Malik ¢és mtsai., 1997). Az egyes
alcsaladokon beliil 85%-0s, a kiilonboz6 alcsaladok tagjai kozott 50%-os atlagos

szekvencia azonossagot talaltak (Quensel és mtsai., 2004).

Arabidopsis
100 Arabidopsis
Arabidopsis
Arabidopsis
Arabidopsis al-szerii
Arabidopsis

100 -
S. cerevisiae

S. pombe
S. pombe

Drosophila
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Human al

Human
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Human

04 Drosophila
'I E M. musculus | 02
Human
C. elegans
Drosophila
_[ M. musculus
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_| M. musculus
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100

5. abra Az eukariota imp-o. gének csaladja (Mason és Goldfarb, 2009 alapjan).
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Mig az élesztdben ¢és a ndvényekben taldlhatdé Importinok kivétel nélkiil az
Imp-al alcsaladhoz tartoznak, a magasabb rendii szervezetekben mindharom csoport
képviseldi jelen vannak (Kohler és mtsai., 1997). A fonalféreg harom Imp-a fehérjéje
koziil csak az IMA-3 sorolhatd az Imp-a3 csoportba, masik kettd egy nem
konvencionalis alcsaladba tartozik (Geles és Adam, 2001, Geles és mtsai., 2002). Az
ecetmuslica mindharom f6 alcsaldadbol rendelkezik egy képviselovel (Goldfarb és
mtsai., 2004, Mason ¢és Goldfarb, 2009). A koézelmultban azonositottak még egy
muslica imp-o gént, az imp-04-t (Phadnis et al., 2012), amely nem tartalmaz kanonikus,
az Imp-B kotéséhez sziikséges, IBB domént, ezért nem sorolhaté a konvencionalis
imp-a3 alcsaladba. Az emberi genomban harom imp-al, egy imp-a2 és két imp-o3 gén
talalhaté (Hogarth és mtsai., 2006). Ugy tiinik, hogy a szervezetek fejlettségi fokaval nd
az imp-a gének szama, amely a gerinceseknél éri el a legmagasabb szamot és
valtozatossagot. Ezzel parhuzamosan zajlott a funkcidk specializaloédasa, minek folytan
egyes paralogok szerepe kizarolag a transzportra, mig masoké foként a sejtosztodasi
folyamatokra koncentralodott. Az emberi genom 22 importin fehérjéje koziil az Imp-al,
Imp-B, Imp7 és Exp-1 vesz részt a sejtosztodasi folyamatok szabdlyozasaban a tobbi

haztartési funkciot lat el (Kalab ¢s Heald, 2008).

3.2. Importin-o, az adaptor fehérje

Az 50-60 kDa molekulastlyt Imp-a fehérjék szerkezete harom részre oszthato:
az N terminalis IBB (Imp-f kotd) domén, a kozépsd, helikdlis ARM domén (NLS
kotéhely) és a C termindlis CASB (az export receptor kotd) domén (Chook és Blobel,
2001). A flexibilis, 44 aminosavbdl 4ll6 IBB domén (al1-a54) kettds feladatot lat el,
koti az Imp-B-t és részt vesz a ceélfehérje disszociaciojaban. Az IBB domén N
terminalisan taldlhatd linearis szerkezetet kialakito 13 bazikus aminosav (all-023)
teremti meg azt az elektrosztatikus feliiletet, amely egyarant kotédik az imp-f helikalis,
illetve linedris savas felszin¢hez is (HEAT 7-11 és savas hurok) (Cingolani €s mtsai.,
1999; Koerner és mtsai., 2003). Az IBB domén C termindlis egysége (a24-a54) imp-f3-
kotott illetve -nem-kotott allapotban eltérd szerkezetti. Imp-p-kotott formaban ez az
egység helikalis szerkezetet vesz fel, amely beleilleszkedik az Imp-f belsdé arkaba (6.
abra). Nem-kotott allapotban viszont a teljes IBB domén linearis szerkezetli, és az
imp-a sajat, un. nagy NLS kotd doménjéhez kapcsolodva, kialakitja az Imp-a zart

konformaciojat, amely meggatolja a szubsztratok megkotését (Fanara és mtsai., 2000;
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Moroianu ¢és mtsai.,, 1996). Az imp-oa fehérje auto-inhibicidos képessége jelentdsen
hozzajarul a széllitott molekuldk megkotésének ill. elengedésének szabalyozasahoz
(Harreman ¢és mtsai., 2003; Kobe, 1999). Mivel a kitések preferencidja idoben €s térben
nagyon pontosan szabalyozott, az egyes NLS-célfehérjék Imp-a-hoz viszonyuld eltérd
affinitasa és ezenfeliil az Imp-a €s a tovabbi kozremiik6ddk koncentracids viszonyai is

nagyban befolyasoljak (Goldfarb és mtsai., 2004; Timney és mtsai., 2006).

human Imp-a1

IBB domén
(11-54)
Sv40
T antigén

NLS
N 3

2
egér Imp-a1 (S
ARM domén

6. abra Az Imp-a fehérje szerkezete (Chook és Blobel, 2001. nyoman). Az IBB doménnek az Imp-f-
hoz valo6 kapcsolodasa teszi lehetévé, hogy az ARM domén NLS kotd helyei az NLS szekvenciaval
rendelkez6 fehérjéket megkossék.

A kozépsO szerkezeti egyseég tizszer ismétlddo ARM motivumai, egy megnyult,
jobbmenetli spirdlis szuperhelikalis molekuldt formalnak, amelyben az egymadssal
szomszédos ismétlddések szoros kdlcsonhatasban allnak (Conti és mtsai., 1998; Huber
¢és mtsai., 1997). Egyetlen ARM ismétlddés harom hélixbdl tevédik ossze. Kettd (HI és
H2) alakitja ki a molekula kiilsd, konvex felszinét, a harmadik (H3) pedig a belsd,
konkav oldalon taldlhato ligand-koté barazdat (Conti €s Kuriyan, 2000; Conti és mtsai.,
1998; Fontes és mtsai.,, 2000). A molekula belsé felszinén az NLS-kotésért felelos
oldallancok két NLS-koto zsebet alakitanak ki. Az N terminalishoz kdzelebb esé nagy-
(ARM 2-4) és a C terminalishoz kozelebb esd a kis NLS-kotd domént (ARM 7-8).
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A C terminalis kiils6 H1 ¢ésH2 hélixeinek felszinén (ARM 9-10) talalhaté a CAS-
kotéhely (Herold €s mtsai., 1998). A CAS fehérje (cellular apoptosis susceptibility
protein) szintén egy karioferin, ami az Imp-a sejtmagbdl torténd exportjat végzi (Hood
¢s Silver, 1998; Kutay ¢s mtsai., 1997). Nemrégiben az IBB doménben is azonositottak
meég két tovabbi régiot (al2-18 és a 40-45), amelyeken keresztiil, az Imp-a interakciot
1étesithet a CAS fehérjével (Matsuura és Stewart, 2004). Szintén a 10. ARM ismétlédés
kiils6 hélixén, hataroztak meg egy RanGTP-t kozvetleniil megkotd régiot is, ami
lehetdvée teszi, hogy a CAS ¢és RanGTP egyidejiileg kotédjon a C terminalis régidohoz €s
az IBB domén N termindlis aminosavaihoz is. A CAS fehérje egy allosztérikus
regulatorként stabilizalja az Imp-a fehérje térbeli szerkezetét, ugy hogy biztositja a
linearis IBB domén szoros kapcsolodasat a nagy €s kis NLS-koté helyekhez is, ezaltal

megnovelve az IBB domén autoinhibicios képességét (Matsuura €s mtsai., 2003).

3.3. Importin-f, a szallit6 egység

Az Importin-f nagycsaladjanak képviseldi atlagosan 18-20 HEAT (Huntingtin,
Elongation faktor 3, protein foszfataz 2A PR65/A alegysége ¢és lipid-kinaz (TOR))
ismétlodést tartalmaznak. A 40 aminosav méretil, spiralis hajtii szerkezeti HEAT
ismétlodések, két kihurkolodassal dsszekapcesolt, antiparallel hélixbol (A és B) allnak
(Andrade és mtsai., 2001). A HEAT ismétlddések egymassal interakcioba lépve,
hasonloan az ARM ismétlddésekhez, szuperhelikalis szerkezet alakitanak ki (Chook és

Blobel, 1999; Cingolani és mtsai., 1999).

%,

M Imp-B1 m RanGTP m Imp-B1 (1-442)
W Imp-a (11-54) Imp-B1 savas hurok B Nup62 FXFG régio

7. abra Az Imp-f fehérje szerkezeti valtozatossaga a ligand kotés fliggvényében (imp-o IBB doménje,
RanGTP és Nup62) Chook és Blobel, 2001, nyoman.
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A rugodszerti molekuldban a spiralok hajlasszoge ¢€s relativ orientacidja rendkiviil
flexibilis, ez biztositja az Imp-f fehérjék széleskorti szubsztrat-felismerési és -kotési
képességét. A legtobb Imp-f fehérje 8. HEAT ismétlodése tartalmaz egy valtozatos
méretll, tobbnyire savas aminosavakbol allé inszerciot (savas hurok), ami tovabb noveli
a szubsztrat-specificitast. Ligand-kotés sordn, az S alaktl szuperhelikéalis molekula
harmadlagos szerkezetének konformadcidja, interakcios partnereitdl fliggden (7. abra),
zartabb vagy lazabb spiralt formal (Fukuhara és mtsai., 2004). A molekula szerkezete
akkor a legtomorebb, amikor a belsé B (7-19 HEAT) hélixeihez kotddik az Imp-a IBB
doménje (Fukuhara és mtsai., 2004, Cingolani ¢s mtsai., 1999). Kisebb a szerkezeti
valtozas, ha RanGTP-vel 1ép kapcsolatba, szintén a belsé B hélixeken (HEAT 1-4, 7, 8,
12-15) keresztiil (Conti és mtsai., 2006; Lee és mtsai., 2005; Vetter és mtsai., 1999). Az
Imp-P szerkezet akkor a legnyitottabb, amikor a kiils6, A helixek (HEAT 5-6 és 6-7), a
nup-ok konzervalt FXFG motivumaival alakitanak ki hidrofob interakciot (Bayliss €s

mtsai., 2000, 2002).

4. Az ecetmuslica importin-o. génjei és feladataik

A muslicdnak harom importin-a paralog génje van, az imp-o.l, az imp-o2 és az
imp-a3. Expresszidjuk sok esetben atfed, de egymastol eltérd, specifikus mintézatot is
mutat (Torok €s mtsai., 1995; Mathé ¢és mtsai., 2000; Giarre és mtsai., 2002). A harom
fehérje koziil az Imp-a3 nélkiilozhetetlen a szomatikus sejtekben az egyedfejlédés soran
(Mason ¢és mtsai., 2003), ezt kifejez0dési mint4zata is alatdmasztja, hiszen a muslica
Osszes fejlodési stadiumaban (a korai embrio kivételével) €s szovetében expresszalodik.
Hianyaban megakad a larvak fejlédése, elpusztulnak az L1-b6l L2 stadiumba torténd
atalakulasnal és a kifejlett egyedek szoveteinek differencidlodéasa is zavart szenved.
Szemben torténd klon analizis soran az imp-a3 gén vad alléljat nem hordozd mozaik
foltokban nem differencialédnak a fotoreceptor sejtek (Mason és mtsai., 2003), ezzel
szemben ektopikus sejtmagi felhalmozodasa az érzékeld szOrdk (mechano-sensor)
sulyos hib3ajat eredményezi (Tekotte és mtsai., 2002). Az imp-a3 szerepe az evolucid
soran foként a sejtmagi import folyamatokra specializalodott (Mathé és mtsai., 2000;
Tekotte ¢s mtsai.,, 2002; Ting és mtsai, 2007). Az elmualt években szdmos olyan,
célfehérjét azonositottak, aminek kizarolagosan az imp-o03 a receptora: az RCCI,

(Nemergut és mtsai., 2001; Quensel és mtsai., 2004), a DNS polimerdz nagy-alegysége
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(Math¢ ¢és mtsai., 2000) a hésokk gének aktivaciojat indukaldo hdésokk transzkripcids
faktor (dHSF) (Fang ¢és mtsai., 2001), ¢s a Wnt/B-catenin szignal ut antagonistajaként
ismert Naked (Nkd) fehérje (Chan és mtsai, 2008). Az imp-o3 inaktivacidja altal
okozott larvalis letalitast a paralég importin gének kifejeztetése csak részlegesen
menekitette. Az imp-al transzgén kifejeztetése atsegitette a larvakat az elsd, esetenként
még a masodik vedlésen, azonban az L3 stddiumban egységesen elpusztultak. Az
imp-a2 gén tultermelésekor a larvak egy része elérte a baballapotot, de ezekbdl kifejlett
egyed soha nem kelt ki. A menekitési kisérletek alapjan feltételezhetd, hogy az Imp-a3
redundans a larvalis fejlddés soran az Imp-a2 €s az Imp-al fehérjével, késobbi fejlodési
szakaszokban pedig részlegesen redundans az Imp-a2-vel (Mason €s mtsai., 2003). Ez a
funkcionalis szerep megegyezik a filogenetikai adatokkal (5. abra), amelyek azt
mutatjak, hogy az Imp-03 ¢és az Imp-02 kozott sokkal kisebb az evolicios tavolsag
(Kohler és mtsai.,, 1999; Mason ¢és mtsai.,, 2002). Ennek ellenére az imp-o2 gén
kifejezddése jelentdsen kiilonbozik az imp-a3-t6l. Nagyon erds a korai embridban, a
babban és a felndtt legyek ivarszerveiben. Larvalis szovetekben, az agy ill. adult
szervkezdemények kivételével, nem expresszalodik (Torok ¢és mtsai, 1995).

Homozigo6ta allapotban az imp-a2 mutansok egyedfejlodése teljes mértékben
normalis, a legyek elérik a felndtt kort, ami azt jelzi, hogy Imp-02 hianyaban nem
szenved karosodast az altalanos sejtmagi import (Gorjanacz €és mtsai., 2002), viszont a
mutans kifejlett ndstények teljesen, a himek pedig részlegesen (75%) sterilek. A stlyos
ndsténysterilitdsnak az az oka, hogy a petefejlddés soran a petesejtet €s dajkasejteket
0sszekotd  gylirticsatorndk  elzarodnak ¢€és ez megakadéalyozza, hogy fontos
citoplazmatikus faktorok a petesejtbe jussanak. Az alulfejlett ovariumokbol ritkan
lerakott peték sokkal kisebbek a vad tipusu petéknél és jellegzetesen megrovidiilt,
Osszeolvadt dorzalis fiiggelékekkel rendelkeznek (Gorjanacz és mtsai, 2002). Az imp-a.2
gén specifikus feladatot lat el az oogenezisben, amit az is alatdmaszt, hogy az altala
okozot ndsténysterilitdst imp-ol ¢€és imp-a3 transzgének kifejeztetése nem tudja
menekiteni (Mason és mtsai., 2002). Ezzel szemben a részleges himsterilitast barmelyik
paralog menekiti (Mason és mtsai., 2002).

Az imp-ol gén null mutacidja szintén nem letalis, de teljes him-és ndstény-
sterilitast okoz (Ratan és mtsai., 2008). A imp-al homozigota ndstények ovariumai és a
lerakott peték tobbsége a vad tipushoz hasonldak, bar a naponta lerakott tojasok szdma
egy nagysagrenddel kisebb, mint a vad tipus esetében. Feltételezik, hogy a ndstény-

sterilitas oka egy esetleges viselkedési fenotipus, ami a petelerakasban vagy a hibas

18




Irodalmi attekintés

parosodasi viselkedésben nyilvanul meg (Ratan €s mtsai., 2008). Ezzel ellentétben a
imp-al null mutans himben egyaltalan nem képzddnek életképes himivarsejtek. A
tesztiszek mérete kisebb a vad tipusndl, a cisztdkban talalhaté mutdns sprematocitak
flagellumai rendezetlenek, sejtmagjaik rendellenesen nagyok ¢és kerekek. A mutans
fenotipust kizarolagosan az imp-ol transzgén kifejeztetése tudja helyreéllitani (Ratan és
mtsai., 2008).

Az imp-o. géneknek a magasabb rendii szervezetekben torténd amplifikdcioja
feltehetden az ivarsejtképzés specialis igényére adott evolucios valaszként értelmezhetd

(Mason ¢és Goldfarb, 2009).

4.1. Az ecetmuslica oogenezisének sajatossagai

Az oogenezis az ecetmuslica petefészkében (ovarium) jatszodik le. A petefészek
15-17 petecs6bdl 4ll, az egyes petecsovek a fejlodés egymast kovetd (1-14)
stadiumaiban levd petekamrdk linedris sorozatat foglaljak magukba (8. 4bra). A
petecsovek csucsan talalhatd germariumban az Oscsirasejtek aszimmetrikus osztodéasa
létrehoz egy 1 Oscsirasejtet €s egy masik lednysejtet, amibol kialakul a cisztoblaszt. Ez

utobbi, tovabbi négy mitdzissal, kialakitja a 16 sejtes cisztat.

follikularis dorzalis fuggelék

sejtek

petekamrak

Germarum2 34 5 6 8 10 14

© gydricsatornak

8. abra A muslica petefejlodése (Drummond-Barbosa, 2001. nyoman)

Mivel az osztddasok soran nem megy végbe teljes citokinézis, a 16 sejtes ciszta sejtjei,
az osztodasi betliremkedésekbdl szarmazo6 stabilizdlodott csatornakon, ugynevezett
gylriicsatornakon keresztiil kapcsolatban maradnak. A 16 sejtbdl egy petesejtté
differencialodik, a maradék 15 politén dajkasejtté alakul. A cisztat testi sejtekbdl allo

follikularis sejtréteg veszi koriil, kialakitva az elsd stadiumu petekamrat, ami a
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germariumot elhagyva a tobb fejlédési stddiumon keresztiil halad a petecsd poszterior
vége felé.

A petesejtet a dajkasejtekkel 0sszekotd gylriicsatornak biztositjak, hogy a
transzkripcionalisan szinte teljesen inaktiv petesejtbe atjussanak a dajkasejtekben
szintetizalt mRNS-ek és fehérjék. A petefejlodés soran eldszor egy lassu, szelektiv
anyagaramlas folyik a dajkasejtek iranydb6l a petesejt felé, melynek soran a
kiilonb6zd,morfogén molekulak felhalmozddnak a petesejt meghatarozott pontjain,
meghatarozva ezzel a petesejt €s egyben a leendd embrid szimmetriatengelyeit (Van
Eeden és St Johnston, 1999). Majd a petefejlodés 10. stddiuméaban a dajkasejtek teljes
citoplazméja atpumpaldédik a petesejtbe a gytirlicsatornakon keresztiill (dumping)
(Mahajan-Miklos ¢és Cooley, 1994). Az ¢érett pete kialakulasanak feltétele a
gylrlicsatornak atjarhatosaga. Ehhez dontd mértékben jarul hozza, egy aktin kotd
fehérje, a Kelch, ami a csatorndk aktin szalait rendezett kotegekbe szervezi (Robinson

¢s mtsai., 1994).

4.2. A korai embriofejlodés a muslicaban

A megtermékenyitéskor a meidzis I metafidzisaban levé petesejt befejezi a
meiotikus osztodast és a négy anyai eredetli sejtmag koziil az egyikbdl kialakul a ndi
Osmag, a masik harombodl pedig az Un. sarki test. A muslicaban a ndi gamétaképzés
sajatossaga, hogy osztodasai centroszoma nélkiil zajlanak le, ezért a meg nem
termékenyitett petesejtben, sohasem latunk MT asztert. Az embrid fejlédéséhez
sziikséges centroszoma a megtermékenyitéskor a himivarsejt altal hozott, médosult
centridlum “basal body” koré szervezddik meg, majd a centroszomalis MT nukledcio
egy hatalmas asztert formal. A spermium magjanak gyors dekondenzalodasaval
kialakul6o haploid him 6smag 15-16 perccel a peterakds utan parba all a néivel, majd az
1dokozben megkett6z0dott centroszoma a két szorosan egylittalldo dsmagot 6sszekotd
képzeletbeli egyenesre merdleges tengely két ellentétes polusara vandorol. Ezzel
kezdetét veszi az els6, un. gonomerikus osztddas. Ez azt jelenti, hogy mivel a
sejtmaghartyak csak részlegesen, az ors6 pélusain bomlanak le (Harel és mtsai., 1989),
az anafézisig az apai ¢és anyai kromoszomakészlet egymastol térben elkiiloniilten
mozog, ¢s csak a telofdzisban keveredik 0ssze, létrehozva a valodi diploid sejtmagokat.
Mindekozben, a sarki testet formald, hdrom ndi haploid sejtmag prometafazisig

mimikalja az dsmagvak viselkedését, majd felfliggesztik a sejtciklust, kromoszomaik
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kondenzalt allapotban maradnak ¢és sejtmaghartyajuk lebomlik. Kromatinjukon nagy
mennyiségben mikrotubulusok nukledlodnak és a kromoszomak, centromerjeikkel a
kozéppontban, csillagszerii alakzatba rendezddnek. (Foe és mtsai, 1993).

A gonomerikus osztddas utdn még 13 szinkron magosztodas jatszodik le gyors
egymasutanban, atlagosan 10 perces osztodasi ciklusokkal. A rendkiviili sebességli
ciklusokban csak a sejtmagok osztdodnak citokinézis nélkiil egy k6zds citoplazmaban
(szincicium). A sejtmaghartya lebomldsa tovabbra is csak részlegesen, az orso
polusokon torténik meg €s az egyes osztdédasok kozotti G fazisok kimaradnak.

A szincicidlis osztodasoknak két szakasza van. Az els6 soran (1-9. ciklus) az
ugynevezett pre-blasztoderma allapotban 512 sejtmag keletkezik, mig a méasodik soran
(10-13. ciklus) a szincicialis blasztoderma szakaszban az embri6 eléri a 6000 sejtmagos
allapotot. A pre-blasztoderma stadiumban a sejtmagok mélyen a tojas belsejében
helyezkednek el és mindegyiket szikanyag nélkiili, sajat, kis citoplazma ,,sziget” vesz
koriil. A 8. ciklusban még kozel szinkron-osztdodo sejtmagok nagy része elindul az
embri6 felszine felé. A 9. ciklusban néhany sejtmag elkezd vandorolni az embrio
poszterior vége felé és kozben folytatjadk az osztodast. A 10. ciklus szincicialis
blasztoderma periddusaban az embrid poszterior végére vandorolt sejtmagok
lefiiz6dnek a kozos citoplazmabodl és kialakulnak a késobbi ivarszervek kezdeményei, a
polaris-sejtek (pole cells). A felszinre ért sejtmagok egy rétegben helyezkednek el a
k6zos citoplazmaban és még kétszer, kozel szinkron osztdodnak a kéreg (kortex)
sikjadban. Mivel az embri6 mérete nem valtozik, a szdmtalan 0szt6do sejtmag egyre
jobban kitolti a rendelkezésre allo teret és végiil kiszoritja a sarki testet a kortikalis
régiobol a belsé szikanyagba, ahol az lebomlik. A 13. osztddas utani interfazisban a
szikanyag-mentes, ugynevezett peri-plazma jelentdsen megndvekedik az embrid belseje
felé, a plazmamembranok beflizddnek, a sejtmagok megnyulnak ¢és kialakul a sejtes
blasztoderma, még mieldtt az embri6 belépne a 14. mitotikus ciklusba. Az utolsé ciklus
mar egy ora hossza és az 50. perc koriil megkezdddik a gasztrulacié folyamata. Ekkor
indul meg a zigotikus gének dontd tobbségének az expresszioja is (Foe és mtsai, 1993).

A szincicidlis osztéddsokhoz sziikséges mMRNS-t ¢és fehérjét, a tojas
citoplazméjaba elére “betdltve” az anya biztositja az embrid szamara. A korai
embrionalis fejlddéshez sziikséges géneket, amelyek termékei Osszetevéi ennek a

raktarnak, anyai hatdsu géneknek nevezziik.
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4.3. Az imp-a2 specialis szerepe az oogenezisben

Az imp-02""* homozigéta null mutans petekamrak gylirlicsatornaiban a Kelch
fehérje, nem lokalizalodik, igy a kortikalis aktin sejtvaz fellazulasanak kovetkeztében,

azok besziikiilnek (9. abra). A jellegzetes zsdkszerli tojas fenotipust a “dumping”

folyamat hianya idézi el6 a mutans anyak petéiben. (Gorjanacz, 2002).

Aktin Kelch

9. abra A beszikiilt gylriicsatornak megakadalyozzak a petesejtbe iranyuld tapanyag
transzportot. (A-B) Vad tipust gytiriicsatorna aktin és Kelch lokalizacioja. (D-G) Az imp-a2°"
¢s kelch delécios mutansokban a rendezetlen aktin kotegek eltomitik a gytirticsatornakat, Kelch
lokalizacié pedig nem figyelheté meg (Gorjanacz, 2002.)

Ugyanakkor, a dajkasejtek citoplazméjaban normalis mennyiségli Kelch van jelen, ami
azt jelenti, hogy az Imp-a2 a Kelch fehérje gylirlicsatornakban torténd felhalmozodasért
felelés (Gorjandcz ¢és mtsai, 2002). Az Imp-o2 fehérje hianya altal okozott
ndsténysterilitds menekitését tobb kiillonbozd, in vitro mutagenezissel eldallitott mutans
alléllal is megkisérelték. A fehérje kis és nagy NLS-kotdé helyén egyarant elrontott
(imp-a2™), illetve az export receptor kotd régidban mutans (imp-02“***) transzgének
null mutans hattéren nem menekitették a petefejlodési hibat, jelezvén, hogy ezek a
domének fontos szerepet jatszanak az Imp-oa2 fehérje petefejlédésében betoltott
funkcidjaban. Ezzel szemben, a AIBB, és SNLSB™ valamint az IBB doménen beliil
talalhato, foszforildlhatdo szerint alaninra cseréld allélok (S374, S564, S984)
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menekitették az ovarium fenotipust, azaz a mutdns ndstények, vad tipust tarsaikhoz
mérten, kdzel azonos szamu petét raktak. Ezek a mutans all¢lok azonban teljesen, vagy
részlegesen blokkolték a lerakott petékben az embridk fejlodését, azaz larvak nem, vagy
csak ritkan keltek ki beldliikk (Gorjdnacz és mtsai., 2006). Az embriok letalitasanak okat
a 97%-os letalitast mutatd S564 foszforilacids mutansban vizsgaltak részletesebben. Azt
talaltak, hogy az elsd, szinkron-osztdédasok lelassulnak, ill. elakadnak a mit6zisok korai
szakaszaban és csak az embridknak csak kozel 20 %-a jutott el a 10-13. ciklusig.
Azokban az embridkban pedig, amelyek elérték a fejlettebb allapotot a ciklusok
elvesztették szinkronitasukat és a vad tipussal ellentétben, a sejtmagok sem oszlottak el

egyenletesen a citoplazmaban.

4.4. A Ketel az importin-f8 Drosophila ortologja

A humadn imp-f génnel 60% homologiat mutatdé Drosophila imp-f gént (Lippai
¢s mtsai.,, 2000) korabban, mint dominans ndsténysteril mutaciot azonositottak ¢és
imp-p" vagy Fs(2)Ket® néven irtak le (Erdélyi és mtsai., 1997). Az imp-p~C/+
ndstények altal lerakott tojasok morfologidja a vadtipussal megegyezd, de ezekbdl nem
fejodik embri6. Vizsgalata soran kidertilt, hogy az Imp-BK‘ml fehérje nemcsak a sejtmagi
importban esszencialis, hanem a sejtosztodas végén az 0j sejtmaghartya kialakuldsaban
is fontos szerepe van (Tirian és mtsai., 2000, 2003). Erdekes modon, az Imp-p=<P
mutans fehérje embridkba injektdlva nem akaddlyozta meg az 4ltalanos sejtmagi
importot €s nem okozott zavart a mitotikus orsok kialakulasaban és lebomlasaban sem.
Az injektalas helyén a kromoszoéma szegregalddads a kontroll embridkhoz hasonlitott
(Timinszky €s mtsai., 2002).

Az imp-p~ allélben egy EMS mutagenezis okozta pontmutacié prolin-leucin

446

cserét eredményezett az Imp-B< fehérje 446-os pozicidjaban. A Pro**® funkcionalisan

egy fontos aminosav, a HEAT 10. és 11. ismétlodést Osszekapcsoldo régioban
helyezkedik el és leucinra vald cserélédése csokkenti a mutans Imp-p<“" fehérje
flexibilitasat. Ez a molekula nyitottabb szerkezetét eredményezi, ezaltal megvaltoztatva
az Imp-p*° fehérje RanGTP/GDP-kotd képességét (Timinszky és mtsai, 2002):
KetD

feltehetden ez az oka a nagyon erds dominans fenotipusnak. Az eredeti imp-f8

mutacid masodik mutagenezisével eldallitott recessziv revertdns mutaciok koziil az

KetRX13 KetRPI3 1

imp-p , imp-p és imp-LX*F* homozigotaban, L2 stadiumos larvalis letalitast
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eredményeztek, barmiféle morfologiai hiba nélkiil. Ezenfeliil, az imp-p~“**

hidegérzékeny dominans ndsténysterilitast is mutatott (Erdélyi és mtsai., 1997).
Hasonloan az imp-a génekhez, az imp-f<“? is kifejez6dik a petefejlédés soran.
A petekamrak dajkasejtjeinek citoplazmdjaban és sejtmaghartyajanal, valamint a
follikularis sejtek maghartyajan feldasulva mutathat6 ki. (Lippai €s mtsai., 2000). Az
Imp-BX'! fehérje korai embridban torténd lokalizaciojat rodamin-jeldlt Imp-p fehérje
szincicialis embrioba injektalasaval kovettek. Az Imp-3 az interfazisos sejtmagok
maghartyajahoz, illetve az osztddasi orsok kiilsd felszinéhez kotddott (Trieselmann €s
Wilde, 2002). A kbzelmultban az imp-~““*" allélt expresszald petében vizsgaltak a
fehérje lokalizaciojat (Katsani és mtsai., 2008). A fehérje inter- és profazisban a
sejtmaghartyanal, metafazistol anafézis végéig a mitotikus orsonal lokalizalodott, majd

telofazisban ismét a nuklearis membrannal halmozodott fel. Az imp-p~<!

gén zigotikus
kifejez6dése, csak a gasztrulacid folyamatakor kezdddik meg, majd a larvalis fejlodés
soran csak a mitotikusan aktiv, diploid sejtekben marad fenn. A nem 0szt6do, larvalis
szovetekben a sejtmagi import folyamatot a korabban képzddott, rendkiviil hossz

¢letidejti (féléletidd: 6t nap) Imp-BKml fehérje latja el (Villanyi és mtsai., 2008).
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CELKITUZES

Az importinok ¢s a RanGTP altal vezérelt sejtmagi transzport jol ismert
mechanizmusa mellett, a Ran Gtvonalnak a mitdzis szabalyozasaban betdltott szerepérdl
is egyre tobb ismeret all rendelkezésre. A két eltérd feladat szabalyozasa, teljesen
analog moédon valosul meg, és ez a mechanizmus a kiilonb6z6 szervezetekben az
¢éleszt6tdl az emberig evolucidosan konzervalt. Mig a torzsfejlddés kiilonbozd szintjein
levé szervezetek mindegyike egyetlen Ran fehérjét kodoldo génnel rendelkezik, addig
kozvetitd partnereinek, az importin géneknek a szdma egyre ndvekedett az ¢ldlények
szervezettségi fokaval parhuzamosan és ezzel a szerepiik is egyre specializalodott. A
jelenlegi kutatasok elsOdlegesen arra irdnyulnak, hogy a kiilonbdzd fajok importin
ortologjai milyen transzport-, €s/vagy mitotikus folyamatban vesznek részt, illetve hogy
az egyes fajokon beliili paralog gének, miként specializadlodtak a kiilonbozo feladatok
ellatasara. Az ecetmuslica mindhdrom importin-a alcsalad képviseldjével rendelkezik €s
ismeretes, hogy bar a muslica paralogok atfeddé funkcidkkal is rendelkeznek, az imp-o3
foleg az altaldnos sejtmagi transzportban, mig az imp-al ¢és imp-02 az
ivarsejtképzddésben jatszik szerepet.

A kiilonb6z6 importinoknak a mitdzisban, és azon belill az osztdodasi orso
kialakulasaban betoltott szerepét Drosophila melanogasterben in vivo még nem
vizsgaltdk. Erre kivaldo eszkozt szolgaltat az ecetmuslica szincicialis embridja. Az
embriofejlédés elsd két ordjaban konnyen megfigyelhetéek a kozods citoplazmaban
egymast gyorsan kovetd mitdzisok. Az ehhez sziikséges mitotikus faktorok mindegyike
nagy mennyiségben van jelen, igy aktivitdsuk szabalyozdsanak mechanizmusa jol
tanulmanyozhato.

Munkank célja, hogy részletesen vizsgaljuk az importinoknak a Drosophila
embrionalis fejlddésében betdltott szerepét. Az imp-a gének és az imp-f kozotti
kapcsolatot feltar6 genetikai analizisekkel, illetve a mutins anyak embridinak
sejtbiologiai és biokémikai vizsgalataval az volt a célunk, hogy fényt deritsiink az egyes
imp-o. paralogok szerepére, és megismerjiik az Imp-02/Imp-p* komplex funkcidit az
ecetmuslica korai embriondlis osztdodasai soran. Ennek érdekében a kovetkezd
vizsgalatokat terveztiik:

1. Az imp-a2""? és az imp-p recessziv allélok genetikai analizise.

2. Az imp-a2”"/imp-pFRE? interakcid molekularis genetikai és biokémiai

hatterének feltarasa DNS szekvenaldssal, homolog modellezéssel és pull
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down kisérletekkel.

Az imp-a2 paralog specifikus szerepének tisztazdsa genetikai interakcios
kisérletekkel €s immunocitologia segitségével.

Az Imp-a2 NLS fliggd mitotikus szabalyozdsanak vizsgalata genetikai és
sejtbiologiai kisérletekkel.

Ketel

Az  Imp-02/Imp-B komplex funkcidinak feltardsa sejtbiologiai

modszerekkel.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Felhasznalt Drosophila melanogaster torzsek

A Drosophila torzsek fenntartdsdhoz és a keresztezésekhez az altalanosan
elterjedt kukoricaliszt-€lesztd alapti muslica taptalajt hasznaltuk. Keresztezéseinket

25 °C-on végeztiik. A kisérleteinkben felhasznalt imp-a2°"*

allélt (az imp-o2 gén null
allélja; Torok és mtsai., 1995), illetve a pUASP2 vektorba klonozott, az imp-a2 gén,
kiilonb6zd régidinak in vitro mutagenezissel eldallitott, mutansait (Gorjanacz €s mtsai.

2006), mar korabban leirtak, 6sszefoglalasukat a 2. tdblazat mutatja.

imp-a.2 mutans vonalak

yw; imp-02°"/CyO,; P{UAS-AIBB}/TM6,Ubx

yw; imp-02°"/CyO,; P{UAS-SNLSB }/TM6,Ubx

yw; imp-02°"*/CyO; P{UAS-NLSB }/TM6,Ubx

yw; imp-a2°"/CyO,; P{UAS-CASB }/TM6, Ubx

2. tablazat. Az imp-a2 gén f6 doméjeiben mutans konstrukciokat hordozo vonalak 6sszefoglalasa.

A fenotipusok menekitéséhez, a szintén a harmadik kromoszémas, pUASP2-alapu, vad

crcr

szekvenciajat hordozo, P{imp-a2'} konstruktokat (Gorjanacz, 2002) hasznaltuk. Az

28921 .34265 .34266 36103

imp-ali”®"", imp-a2i°"""", imp-a2i”""°, imp-a3i ¢s imp-a3i RNSi gén-csendesitd

konstrukciokat tartalmazé transzgénikus torzseket a VDRC torzskdzpontbol szereztiik
be (Dietzl és mtsai. 2007). A pUASP2-alapu transzgéneket és a pUAST RNSi

konstrukcidkat az ovarum-specikfikus nos-Gal4:VPI16 (Van Doren és mtsai. 1998)

. . . . . K ’ / . KetRE.
driverrel fejeztettik ki. Az imp-f*““ recessziv revertins vonalakat imp-f<“RE?,

It bw/CyRoi, imp-B~*3 It bw/CyRoi, imp-p~**3, It bw/CyRoi (Erdélyi, 1997) és a

Ketel 1118,

-t kifejezd w''!®; imp-p~ee

vad tipust genomi imp-f torzset (Lippai és mtsai. 2000),

Szabad Janos bocsatotta rendelkezésiinkre. A piggyBac.inszercidkat hordozo imp-g~<!
torzseket w'''S; Fs(2)Ket™ "' /1Cy0, w'''®; Fs2)Ket"’"/CyO, w'''®; Fs(2)Ket"”’
(Thibault és mtsai. 2004) az Exelixis Collection, Harvard Medical School
gylijteményébdl szereztiik be. Az imp-al gént kiejté w'''®:Df(3L)imp-al*' ca/ TM6B

deléciot (Ratan és mtsai. 2008), az imp-a3'"/TM3(KR-GFP), Sb (Ting és mtsai. 2007)
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mutanst és az UTR’-imp-a konstrukciokat tartalmaz6, masodik kromoszomas UTR’-
imp-al, UTR-imp-a2 és UTR’-imp-a3 (Mason, 2003) torzseket Robert J. Fleming
(Trinity College, Hartford) szives kozremiikddésével kaptuk meg. A w''’S;
RanGap™™"'7/Cy0 -#16995 (Rerth 1996), a yw; P{EPgy2}RanGap""*""% #22503
(Bellen ¢s mtsai. 2004), a Df(3L)w5.4/TM6,Tb #4551 (Anderson és mtsai. 1995)
vonalak a Bloomington Torzskézpontbol szarmaznak (Indiana University). Vad tipusa
kontrollként az Oregon-R torzs szolgalt. A kisérletekben hasznalt genetikai markerek

leirasa megtalalhato6 a (http:/flybase.org/) adatbazisaban.

2 Az imp-a2 mutans transzgének rekombinalasa a nos-Gal4 kromoszomara

Az UAS-AIBB/nos-Gal4, UAS-SNLSB /nos-Gal4, UAS-NLSB /nos-Gal4 és UAS-
CASB /nos-Gal4 heterozigota ndstények utddai koziil a rekombinans jelolt himeket a
dupla P elem inszerci6 okozta erdsebb ,,miniwhite” szemszin alapjan valasztottuk ki.
Mivel, a csak egy P-elem beépiilést hordozd allatok koziil a nos-Gal4 konstrukttal
rendelkezOnek volt erdsebb szemszine a mutans imp-o2 konstruktokat hordozdkhoz
képest, ezért az imp-a2 transzgének jelenlétét ellendriztiik le imp-a2 specifkus
primerekkel, PCR modszerrel. A jelolt himekbdl, harmadik kromoszomas balanszeres
ndstényekhez vald keresztezés utdn, kromoszémalis DNS-t izolaltunk az “1 légy”
modszerben leirtak szerint (Gloor, 1993) ¢s az imp-a2 gén 2. és 3. intronjat kozrefogd
imp-a2-primerl (5’-ATGAGTAAGGCGGATTCTAACTCAC-3’) és imp-o2-primer7
(5’-CCATTTGCAGCAGTTTGACCAGG-3’) primerparral PCR reakciot végeztiink.
Ha az allatok genomjaban jelen volt valamelyik, intronokat nélkiil6z6 imp-a2 cDNS
transzgén is, akkor egy kisebb méretli, 880 bp hosszisagii PCR termék is keletkezett,
ami a sikeres rekombinacids esemény bizonyitékdul szolgalt. A rekombindnsokat

TM6, Ubx kromoszomaval balanszirozva allitottuk torzsbe.

3. A mutans anyaktol szarmazo embriok életképességének vizsgalata

A keresztezésekbdl a vizsgalni kivant allékombinacidju sziizeket gyiijtottiink
(20-30), majd Oregon-R himekkel (20) kereszteztiik. A 3-6 napos ndstényeket aktiv
szénnel szinezett friss almas agar taptalajon (22,5 gr agar 750 ml vizben f6zve, 250 ml
almalével és 25 gr cukorrral kiegészitve) 12 orat petéztettiik 25 °C-on. Ezt kovetden az

embriokat ujabb lemezre, legalabb 4x25-0s sorokba raktuk és 28 ora elteltével
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megszamoltuk az elhagyott pete-burkokat. Az embriok ¢Eletképességét az iires
peteburkoknak az Osszes lerakott peteszamra vonatkoztatott szdzalékaban hataroztuk

meg. Minden kisérletet, legalabb haromszoros ismétlésben végeztiink.

4.Statisztikai elemzések

Eredményeink feldolgozdsat az ORIGIN programmal végeztiik. A statisztikai
elemzés az adatok leird statisztikdjat (atlag, szoras, atlag hibaja), variancia analizisét
(ANOVA) és az atlagok paronkénti 6sszehasonlitasat (Scheffe-teszt) foglalta magaba.

. KetRE34
5. Az imp-p*¢

mutans DNS szekvencidjanak meghatarozasa

Az imp-BRE allélt yw; y+CyO hattérre tettik és az igy szelektalhatova valt
homozigdta 2. stadiumu larvabol az “egy légy” PCR-ben leirtaknak megfeleléen
izolaltunk genomi DNS-t. Az imp-f<“
(682-4428, a FlyBase szamozasnak megfeleléen) két atfedd, 2257bp €s 1699bp hossza

szakaszban, High Fidelity PCR Master Kit (Roche Applied Science) felhasznalasaval

gén, kodold régiojat lefedd DNS szekvenciat

amplifikadltuk PCR reakcidban. Az elsé szakaszhoz, a transzlacios start elott 83
bazisparral kezd6dd Forward 682 és Reverse 2938 primerpart, a masodikhoz, amely a
terminacidés kodon utan 134 bazisparral ér véget, a Forward 2730 és Reverse 4428
primerpart hasznaltuk. Ezek utdn az amplifikalt termékeket agar6z gélbdl izolaltuk és
QIAGEN DNA Purification Kit segitségével tisztitottuk. Az igy eldallitott DNS-t
szekvenaltattuk ABI 3730XL DNS szekvenatorral. A szekvenalashoz hasznalt
primerek:

Forward 682: 5’-TCCATCACCCACACAGACGCAC-3’

Reverse 2051: 5’-GTCAGCACATCGTTCGACTGGTTC-3’

Reverse 2489: 5’-AACTGCAGAGCACCTCGAGCATAG-3’

Forward 2730: 5’-CTTAAAGCCGCTCGTGGAGCAAG-3’

Reverse 2938: 5’-TATGTCTCGTTGATAGCCGCCTCG-3’

Forward 3259: 5’-AGCGCTTGAACCAGGTGATGCAG-3’

Reverse 4428: 5’-CAAGAATCGACACACCATTCGTTC-3’

A kapott szekvencidknak az aktudlis Release 3 Drosophila Genom Projektben

Ketel

megadott, vad tipust imp-f~"" genomi DNS szekvenciajaval torténd 6sszehasonlitasat
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az NCBI honlapjan elérhetd BLAST programcsomag

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) Align two programjaval végeztiik.

KetD72 r er e oo . ,
6. Az Imp-p*“*"*N mutacié in silico vizsgalata

A modellezéseket a MODELLER program segitségével végeztiik és a Protein
Data Bank-ban (PDB) megadott huméan Imp-B/Imp-a-IBB-domén komplex adatait
hasznaltuk, mint templatot (PDB code:1QK, Cingolani és mtsai., 1999). Az energia
allapotokat az ANOLEA (Atomic Non-Local Environment Assassment) programmal

értékeltuk ki.

7. Embriok gyiijtése és fixalasa az immunfestésekhez

A ndstényeket 2 Ora hosszat petéztettilk, majd tovabbi két oOran keresztiil
25 °C-on tartottuk, hogy a legfiatalabb embrid is elérhesse a 12. osztddasi ciklust Ezek
utdn az embridkat 4%-os Natrium-hypoklorit oldatban 4 percig aztattuk a korion burok
eltavolitasa céljabol. A dekorionozalt embridkat csapvizzel, utana 0,2%-os Tritonnal
mostuk, majd kiilonb6z6 modokon fixaltuk és a felhasznalasig metanolban -20 °C-on
taroltuk.
Metanolos fixalas: a dekorionizalt embridkat metanol:n-heptén 1:1 aranyu keverékében
45 masodpercig erdsen raztuk, a vitellin membran eltavolitasa érdekében. Az also,
metanolos fazis aljara siillyedt devitellinizalt embridokat még haromszor mostuk, 5-5
percig, metanolban forgatva. Ezutan, metanol:EGTA 9:1 ardnyl oldatdban kétszer 5
percig, majd ismét metanolban, kétszer 10 percig mostuk.
Gyors formaldehides fixalas: a dekorionizalt embridkat n-heptanba tettiik és azonos
térfogata 37%-os formaldehid oldat hozzaadéasa utdn 15 mdasodpercig erdsen raztuk,
majd 5 percen at forgatva inkubaltuk. A fazisok szétvaldsa utan az als6 formaldehides
fazist eltavolitottuk, majd azonos térfogatii metanolt hozzaadva 45 masodpercig erésen
raztuk. Ezutan, a felsd, n-heptanos fazist eltavolitottuk €s még hdromszor 5 percig
metanollal mostuk az embridkat. (Rothwell és Sullivan, 2000).
Lassa formaldehides fixalas: a dekorionizalt embridkat 3,7%-os formaldehidet
tartalmaz6 PEM pufferben (100 mM Pipes, pH 6,9, ImM EGTA, 1mM MgSO,) és
azonos térfogatli n-heptanban 15 masodpercig erdsen raztuk, majd forgatva még 20

percig inkubaltuk. Az also vizes fazis kipipettazasa utan ugyanolyan térfogatii metanol
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hozzaadasaval az embridkat tovabb raztuk, annak érdekében, hogy a vitellin membrant
eltavolitsuk. Majd a devitellinizalt embriokat metanolban még haromszor 5 percig

mostuk.

8. Az embriok immunohisztokémias festése

A metanolban, -20 °C-on tarolt embridkat a PBT (PBS + 0,1 % Tween 20)
koncentracidjat fokozatosan emelve 40 percig, 4 1€pcsdben rehidrataltuk (metanol:PBT
8:2, 6:4, 4:6, 2:8) és még tovabbi 1 orat PBT-ben forgatva inkubaltuk. A rehidratalt
embridkat 2 oran keresztiil blokkol6 oldatban (PBS + 0,1 % Tween 20 + 0,2 %
Triton X-100 + 1,5% BSA), majd tovabbi 2 6ran at blokkolo-GSN oldatban (blokkold +
5% Kecske Normal Szérum) forgatva blokkoltuk. Ezt kovetéen a blokkolo-GNS
oldatban higitott elsddleges ellenanyagokkal 4 °C-on éjszakan at (over-night) inkubaltuk
(3. Téablazat).

Elsddleges Ellenanyag Higitas  Forras és irodalom

anti-Imp-a2 poliklonalis, nytl 1:400  Torok és mtsai., 1995

anti-o-Tubulin monoklonais (YL1/2), patkany | 1:400  Serotec

anti-Centroszomin poliklonalis, nyul 1:200 ajandék T. Kauffmann
anti-LaminB monoklonalis, egér 1:30  ajandék H. Saumweber
anti-Foszfohiszton poliklonalis, nyul 1:500  Santa Cruz Biotechnology
anti-c-myc monoklonalis (9E10), egér 1:200  Santa Cruz Biotechnology
anti-SPD2 poliklonalis, nytl 1:200  ajandék David Glover

3. tablazat. Az embriok immunfestéséhez hasznalt elsddleges ellenanyagok

A nem kotott elsddleges ellenanyagokat hatszor 20 perces blokkold oldatban
torténd mosassal tavolitottuk el, majd az embridkat 2 6ran keresztiil blokkolo-GSN
oldatban Ujra blokkoltuk. Ezutan az embridkat blokkol6o-GSN oldatban higitott
megfeleld masodlagos ellenanyagokkal szobahdmérsékleten, fénytél védve 2 o6ran at
inkubaltuk. A kecskében termeltetett masodlagos ellenanyagokat, egér elleni Alexa-
488-konjugalt (Invitrogén) 1:300, nyul elleni Alexa-488-konjugalt (Invitrogén) 1:500 és
patkany elleni Cy3-konjugalt (Jackson & Immuno Research Laboratories) 1:400
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higitasban hasznaltuk. A meg nem k&tott masodlagos ellenanyagokat hatszor 20 perces,
blokkol6 oldatos mosassal tavolitottuk el. Ezutan az embridkat a DNS festéshez
haromszor 10 percig PBT-ben mostuk ¢s PBT-ben higitott, 1pug/ml Dapi (4°,6-
diamidion-2-phenylindole) oldatban 1 6rén keresztiil s6tétben inkubaltuk. Haromszor 20
perces PBT-s mosas utdn az embridokat Elvanol médiumba agyaztuk be és a kész
preparatumokat Leitz fluoreszcens mikroszkoppal (Leica), illetve Nikon (Nikon C1Si-
CLEM) konfokalis mikroszképpal vizsgaltuk. A mikrografokat az embriok 5-10pm
vastagsagu optikai szeleteib6l (10-20 db) allitottuk 6ssze, a Nikon EZ-C13.30

FreeViewer ¢és az ImageJ programok segitségével.

. K y . . .
9. Az imp-p“““ gén in vitro mutagenezise

A mutagenezis soran templatként a Bluescript 11 SK (+) vektor EcoRI klonozo

helyére beépitett 3612 bp méretii vad tipusa imp-g~

cDNS-t hasznaltuk (Lippai,
2000), amelyet Szabad Janos nagylelkiien bocsatott rendelkezésiinkre. Az imp-B<“ gén
in vitro mutagenezisét a PCR reakcion alapuldo QuickChange Site-Directed Mutagenesis
Kit (Stratagene) segitségével végeztiik el. Elészor a dominans nésténysteril imp-p~<>
allél P**OL prolin-leucin helyettesitést okozd mutaciot generaltuk, egy citozint timinre
cserélve, a Ket-P446L-Forw. 5°-C GGA CGT ATT TGC GAT ATA ATT CTC GAG
GCG GCT ATC AAC G-3’ és a Ket-P446L-Rev: 5’-C GTT GAT AGC CGC CTC
GAG AAT TAT ATC GCA AAT ACG TCC G-3’primerparral. Masodik 1épésben a

KelRE34 allélban  azonositott D725N

P446L konstrukcidba bevezettik az imp-f
aszparaginsav-aszparagin helyettesitést. A guanin-adenin cserét, a Ket-D725N-Forw:5’-
G GTT CTG TCT GCT TTC GGA AAT ATT GCG TTG AGC-3’¢s a Ket-D725N-Rev:
5’-GCT CAA CGC AAT ATT TCC GAA AGC AGA CAG AAC C-3’ primerparral
hoztuk létre. Az amplifikaciot a kit hasznalati utasitdsanak megfeleld program szerint
végeztik 16 cikluson keresztiill. Ezutdn a metilalt templat DNS-t Dpnl restrikcids
endonukleazzal 37 C°-on, 1,5 6raig emésztettiilk, majd a mutagenizalt plazmid DNS-t
XL1-Blue szuperkompetens (Stratagene) sejtekbe transzformaltuk. Mutdnsonként 3-3
koloniabdl PerfectPrep Spin Mini Kit (5Prime) segitségével plazmid DNS-t
preparaltunk és szekvenaltattuk. A szekvendlashoz ugyanazokat a primereket
hasznaltuk, mint a genomi mutacié azonositasa esetében. Végiil az NCBI Align two
program segitségével a kapott szekvenciakat a 6sszehasonlitottuk az aktualis Release 3

Ketel

Drosophila Genom Projektben megadott vad tipusa imp-f cDNS szekvenciajaval,
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hogy meggydzddjiink arrdl, hogy a tervezett mutaciot sikeriilt eldallitani, illetve mas

helyeken nem tortént mutacio.

10. Az imp-f*““ mutaciok klénozasa pGEX fehérje-expresszios vektorba

A pGEX-4T expresszios vektorban (GE Healthcare Life Sciences) a vad tipusu
imp-p“" cDNS teljes kodolo régidjat (Torok Istvan nem kozolt eredmény) hordozé
plazmid megfeleld szakaszat kicseréltiik a Bluescript I SK (+) vektorban eldallitott
imp-pP (P446L) és a imp-pFRE? (P446L és D725N) cDNS-ek, szoban forgd
mutacioit hordozd szakaszaival. A klonozas soran Bgl/ll és Sacll (mivel ezek fogjak
koriil a mutéltatott helyeket) restrikcids endonukleazokkal emésztettiik a Bluescript-
imp-p~“" plazmidokat és QIA quick Gel Extraction Kit (QIAGEN) segitségével

Ketel

izolaltuk a mutaciot hordozé fragmenteket. Ezt kdvetden, a pGEX-4T-imp-f~"" plazmid

azonos modon emésztett &és tisztitott, megfeleld fragmentjéhez ligaltuk a mutdns

K
etel vad

szekvencidkat hordoz6 fragmenteket, kicserélve igy az eredeti pGEX-imp-pf
tipust imp-p szekvenciat a mutans (P446L: klonEl és P446L-D725N: kl6nE2)
valtozatokra. Mivel az E1 klonban levé mutacio general egy Xhol hasitd helyet, mig E2
klonban levé egy Sspl hasitohelyet, ezért jelenlétiiket Bglll, Sacll és Xhol, illetve Bglll,
Sacll és Sspl emésztéssel ellendriztiik. A klonokat BL21-CodonPlus kompetens
sejtekbe (Stratagene) transzformaltuk. A pGEX-4T expresszios vektor segitségével, igy
olyan fuzios fehérjéket fejeztettiink ki baktériumban, amelyek a kiilonboz6 Imp-g<et
fehérjék N-terminalisdhoz kapcsolva hordoztdk a Glutation S-transzferaz (GST)

aminosav-szekvenciajat.

11. GST pull down és western blot

A kiilonbdzé plazmid konstruktokkal frissen transzformalt BL21 sejteket
22 °C-on novesztettik és 0,6 optikai sejtstiriiségnél IPTG-vel (Isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside) 1mM végkoncentracidban indukaltuk a fazios fehérjek
termelését. Indukalas utan tovabbi hat oran at razattuk, majd a baktérium szuszpenziot
Sorvall RC5C tipust centrifugaval 5000 rpm-es fordulatszdmon, 4 °C-on
lecentrifugaltuk. A pelletet, 1X PBS-ben torténd mosas utan, a feltaré oldatban (1X PBS
+ proteinaz gatlok) oOtszor 30 masodpercig, 30 masodperces sziinetekkel jégen

ultrahangoztuk. Ezutdn Triton X-100-at adtunk hozzd 1 % végkoncentraciora, majd
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megismételtiik az ultrahangozast. A feltart sejteket 20 percig 15000 g-vel 4 °C-on
centrifugaltuk. A feliilluszét azonnal Glutathion szefar6z-4B gyongyhoz adtuk €s egy
orat 4 °C-on kevertettiik, hogy a GST-fuzidés fehérje kikotédjék a gyongyhdz. A
gyongyoket haromszor tiz percig mos6 oldatban (feltard oldat + 0,1 % Triton X-100)
mostuk ¢és végiil jégen taroltuk, legfeljebb 4 napon at.

Az embriondlis fehérje-kivonat készitése soran Drosophila 0-2 Oras
dekorionizalt embridkat IP pufferben (10mM Tris-HCL pH7,5, 50nM KCl, 0,1% Tween
20, proteinaz gatlok) homogenizaltunk 0,2g embrid/ml-es koncentracidban (Mathe,
2000). Az Imp-a2 fehérje kotodési erdsségét ezzel a teljes fehérje kivonattal teszteltiik.
A Ran fehérjékkel elvégzett kisérletben az embri6 extrakthoz adtuk a baktériumban
termeltetett és affinitas tisztitott His-RanT** (RanGDP fagyott forma) vagy a His-
RanQ®. (RanGTP fagyott forma) mutans karmosbéka fehérjéket (Ian Mattaj szives
hozz4jaruldsaval) 10uM koncentracidban. Az elkésziilt fehérje-elegyeket 5:1 aranyban
kevertiik a szefar6z gyongy szuszpenzioval, amelyhez el6zetesen a GST-fuzios
Imp-pe! fehérjeket kotottik. Mindkét esetben a keveréket 25 °C-on egy 6ran at
folyamatos kevertetés kozben inkubdltuk, majd 6tszor IP pufferben mostuk, végiil
forralassal tavolitottuk el a gyongy felszinérél és SDS-PAGE-vel valasztottuk szét,
majd western blot modszerrel mutattuk ki. A felhasznalt ellenanyagokat: poliklonalis
nyal anti-Imp-02 1:6000, poliklonalis nytl anti-Imp-g<t
1:2000, poliklonalis nytl anti-Ran (H-96) (Santa Cruz Biotechnology) 1:200, és

(Szabad Janos jovoltabol)

alkalikus  foszfatazzal konjugélt anti-nyal masodlagos ellenanyag (Serva

Feinbiochemica) 1:25 000 higitasban hasznaltuk.
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1. Az imp-a2 és imp-p*““ kozotti kolcsonhatas genetikai vizsgalata

Az imp-02 génnek a Drosophila embrid fejlodésében jatszott szerepét az imp-o2
és az imp-f/Ketel gének kozotti kolesonhatason keresztiil vizsgaltuk. Az imp-a2”!? allélt
és az imp-B~’ kiilonbdzd recessziv mutans alléljeit transzheterozigdta kombinacioban
hordozé ndstényeket mindig vad tipusu (Oregon-R) himekkel kereszteztik. A
nostények altal lerakott peték ¢Eletképességét a beldliik kikeld larvak szézalékos
aranyaval fejeztiik ki, az 6sszes lerakott petére vonatkoztatva. Az imp-a2”'*-es allél
egy, az imp-o2 gén 5’ régiojaba beépiilt P elem ujra-mobilizaciojaval eldallitott,
ugynevezett excizios mutans, ami hordoz egy génen beliili deléciot, réla fehérje nem

termelédik, igy null mutansnak tekintheté (Torok és mtsai, 1995). Az imp-g<“ allélok

KetD

koziil harom, a domindns ndsténysteril imp-3 allél, kiilonboz6 modon eldallitott

KetRPI3 KetRX13

recessziv revertansa volt: az imp-f (P-elem excizi0), az imp-pf (rontgen

indukalt) és a hidegérzékeny imp-g<“*t* (EMS-indukalt) (Erdélyi és mtsai., 1997).

Tovabba felhasznaltunk harom, az el6zd alléloktol fliggetlen genetikai hattéren

létrehozott, PiggyBac transzpozont hordozo allélt (imp-B~?*73, imp-p~eet?®’

és
imp-p~<®*7", Thibault és mtsai., 2004). Az utobbiakrol a mobilis elem pozicidja

KetRE. ,
elRE3% mutdnssal

kombinacidban mutatott zigotikus letalitisuk is megerésitett. Az imp-aP'* és

alapjan feltételezheté volt, hogy null mutdnsok, amit az imp-f

KeRE34 mutaciokat hordozo transzheterozigota néstények altal lerakott igen

imp-f§
nagyszamu pete atvizsgaldsa soran megallapitottuk, hogy a fenti allélkombinacié olyan
erds embriondlis fenotipust eredményez, hogy 10 ezer petébdl egyetlen egy larva sem
kel ki. (4. tablazat).

Mivel a mutans ndstényeket mindig vad tipusi himekkel kereszteztiik, a
megfigyelt embrionalis fenotipus kizardlag anyai hatds kdvetkezménye lehet, hiszen a
zigotikus génkifejez0dés beinduldsa utan az apai eredetii vad allélek menekitették volna
az embriok letalitasat. Az Gsszes tobbi kombinacidban nem tapasztaltunk kdlcsonhatast,
azaz a transzheterozigota ndstények 4altal rakott peték kelési gyakorisaga a vad
tipuséhoz volt hasonlé (4. tablazat). Az imp-f“®¥/+ heterozigbtak esetében

ugyanakkor megfigyelhetd egy enyhe dominans negativ fenotipus is, ami csdkkent

embriokelési gyakorisadgot jelent (61 %).
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Nostények genotipusa Pete Szoras Vizsgalt embridk
¢letképessége szdma
(%)
imp-a2°"/+ 89 2,49 285
imp-BEeRE /1 61 9,5 234
imp-a. " /Ket™t* 0 0 10000
imp-pFet 4 79 3,23 120
imp-a2°"*/ imp-p~erX 80 9,97 300
imp-preRE /4 85 5,24 150
imp-a2°"* imp- KR 85 9,29 276
imp-pree0 7 /4 93 2,82 100
imp-a2°"* fimp- K047 90 5,56 290
imp-pree0o7 )+ 83 1,41 100
imp-a2°"*/ imp- 0?07 90 2,88 150
imp-pEeet3730/+ 92 6,24 275
imp-a2°"*/ imp-p~<?37" 94 3,44 175

Ketel

4. tablazat Az imp-a2”' és imp-p transzheterozigdta ndstények altal rakott peték

¢életképessége.

Ezen eredmények alapjan felmeriilt annak a lehetdsége, hogy a megfigyelt

mutans fenotipust, a kisérletekben felhasznalt imp-a2”"* ésivagy imp-p~etE

Ketel

kromoszomakon 1évé esetleges, hattér mutaciok okoztak. Mivel az imp-f null

mutansok nem mutattak kolcsonhatast az imp-a2”'? alléllal, ez kizarja annak a

lehetdségét, hogy az imp-a2”'?-es kromoszéman egy hipomorf imp-p~“ mutacié
legyen. Fennallt viszont annak a lehetdsége, hogy egy hipomorf imp-a2 mutacié van az

KetRE34

imp-p -es kromoszéman.

Ezt tisztazandé az interakcids fenotipust a vad tipust imp-a2 és imp-B<
transzgének harmadik kromoszomardl torténd kifejeztetésével probaltuk menekiteni. A

K . . crey
“el teljes genomi szekvenciajat

dominans kolcsonhatast az imp-o2 vagy az imp-f
tartalmazo6 transzgének, valamint az ovarium-specifikus nos-Gal4-el meghajtott vad

tipusu imp-a2 cDNS is menekitette (5. tablazat).
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Nostények genotipusa Peték élet- Szoras Vizsgalt
képessége embriok
(%) szama
imp-a2°" fimp- et 0 0,00 10000
imp-02°"* imp-XRE UAS-imp-02/nosGal4 38 7,77 280
imp-02°"* imp-XRE - imp-a2”/+ 46 2,30 340
imp-02°"* /imp-KRE - imp-BT/+ 30 2,12 172

5. tablazat Az imp-a2 vagy imp-f*““ transzgének menekité hatasa az imp-a2°" /imp-B<“*E* néstények

altal rakott peték ¢letképességére. Statisztikai elemzés a fiiggelék F1. tablazatban talalhato.

Tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy vajon akkor is jelentkezik-e a kdlcsonhatés,
ha az imp-a2 gén kifejez6dését RNS interferencia-csendesitéssel csokkentjiik,
imp-pRE* hattéren. Erdekes modon, az imp-a2i**?® konstruktot (Dietzl és mtsai,
2007) nos-Gal4VPI16 driverrel meghajtva, vad tipust hattéren nem kaptuk meg az
imp-a2°'* homozig6ta mutéansra jellemzd, korabban leirt ovarium fenotipust, és a peték
¢letképességében sem tapasztaltunk valtozast. Viszont, szignifikdnsan csokkent az
embriok életképessége, ha az imp-a2i**?®® konstruktot imp-a2”"* heterozigbta
ndstényekben fejeztettiik ki (6. tablazat). Még erdteljesebb hatast figyeltiink meg abban
az esetben, amikor az imp-a2 gén csendesitését imp-fEFE* heterozigota hattéren
veégeztiik. Ekkor az embridknak csak a 3%-a volt életképes. Eredményeink azt mutatjak,
hogy muslica imp-02 ovaridlis kifejezédésének jelentés csokkenése imp-f~eRE*
hattéren, a mutans ndstények altal rakott peték letalitasit okozza. Ebbdl arra
kovetkeztetiink, hogy az Imp-02 és Imp-p*°“ fehérjék koordinalt egyiittmiikodése

alapvetden fontos a muslica korai embrionalis fejlédésében.

Nostények genotipusa Peték élet- Szoras Vizsgalt
keépessége (%) embriok szama
imp-a2""/+ 89 2,49 285
imp-BEeRE /1 61 9,5 234
imp-a2i/nosGal4 93 3,42 150
imp-a2°"*/+; imp-a2i/mos-Gal4 57 4,55 176
imp-BRE /4 - imp-a2i/nos-Gald 3 1,73 530

6. tablazat Az imp-o2 gén ovariumban torténd RNSi csendesitése. Statisztikai elemzés a fiiggelék F2.
tablazataban talalhato.
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KetRE34

2. Az imp- allél molekularis természetének jellemzése

_ﬂKetRE34

2.1. Azimp allél vizsgalata DNS szekvenalassal

Az imp-pF*E7 allél egy EMS indukalt, hidegérzékeny, recessziv revertansa a

446-0s pozicioban prolin-leucin (P446L) cserét hordozo, domindns ndsténysteril

KetD KetP446L

imp-p~°" allélnak (imp-pf , ERDELYI és mtsai. 1997; LIPPAI és mtsai. 2000; TIRIAN

és mtsai. 2000). Az imp-B<*F5 &s az imp-Et recessziv null alléljei az imp-p<eF**o
mutansnak (LIPPAI és mtsai. 2000) és ezek az allélok imp-o”'* alléllal kombinalva nem
okoztak fenotipust. Ez alapjan feltételeztik, hogy az imp-f“*** hordozhat egy
addicionalis intragénikus muticiot. Ennek felderitése érdekében, DNS szekvendlast

KetRE34

végeztink az imp-f allélen, hogy tovabbi mutacidkat azonositsunk. Homozigota

muténs L2 1arvabol genomikus DNS-t izolaltunk, és az imp-f~**?*

gén, kodolo régiojat
(682-4428, a Flybase szamozasnak megfeleléen) két atfedd szakaszban amplifikaltuk
PCR reakcioban. A vizsgalt DNS régio a transzlacios start elott 83 bazisparral kezdddik
¢s 134 bazisparral a stop kod utan ér véget. Az amplifikalt PCR-termékeket az Anyagok
és modszerekben leirt primerekkel szekvenaltattuk, és a Flybase referencia
szekvenciajaval hasonlitottuk Ossze. Az eredeti P446L pontmutdcion tilmenden,
azonositottunk még egyet, ami egy aszparaginsavnak aszparaginra torténd cserélodését
eredményezte a fehérje 725-6s pozicidjaban. Ez a pozicid az Imp-B< fehérje Imp-o-
human Imp-B-ban a D719-esnek felel meg, €s a kristalyszerkezeti vizsgalatok szerint a

human Imp-a 43-as lizinjével alakit ki polaris interakciot (Cingolani és mtsai., 1999).

KetRE34 KetP446L

Ezek szerint az imp-f allél egy kettds mutans, amelyben az imp-f eredeti

dominans negativ hatasat a D725N mutaci6 szupresszalja.

2.2. Az Imp-p*“"N IBB domén-koto képességének in silico vizsgalata

Mivel a D725N helyettesités az Imp-p“® fehérje Imp-0-koté régidjaban
talalhato, elvégeztiink egy in silico analizist, hogy megtudjuk ez az aminosav csere
befolyésolja-e a két Imp fehérje kdlcsonhatdsat. Homolog modellezésben az Imp-o IBB

KetD725N

doménjének az imp-f a mutans fehérjéhez torténd dokkoldsat kovettiik nyomon,

templatként felhaszndlva a Protein Data Bank-ban (PDB) megadott human
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Imp-p/Imp-a-IBB-domén komplex adatait (PDB code:1QK, Cingolani, 1999) (7.
tablazat).

Receptor Ligand Legalacsonyabb dokkolo
energia (kcal/mol)

Imp-p== Imp-a IBB domén -75,63

Imp-p<eP7>N Imp-a IBB domén -75,53

7. tablazat A DN aminosav helyettesités hatisa az Imp-o IBB doménjének, mint ligandnak az
Imp-B-n, mint receptoron valé dokkolasi energiajara

A modellezés eredménye azt mutatta, hogy az Imp-o IBB doménjének egyenld
kotési affinitdsa van mind a vad, mind az Imp-B““"*N fehérjéhez, amibél azt a
kovetkeztetést vontuk le, hogy nem ennek a kolcsonhatasnak a gyengiilése okozza

imp-o'* /imp-p~“"E* interakcioban megfigyelt fenotipust.
2.3. Az Imp-p* és Imp-p*"*** egyforman kotik az Imp-a2 fehérjét

A kotési viszonyok felderitésének céljabol GST (glutation S-transzferaz) pull-

Ketel KetD

down kisérletet végeztink a vad Imp-f~°, a domindns negativ Imp-f~, az

KetD725N Ketel

Imp-p és az Imp-B<“®™* fehérjékkel. Ennek érdekében, a vad tipusa imp-B

cDNS-bé! kiindulva, in vitro mutagenezissel el6allitottuk az Imp-p ¢ (Imp-p<eP),

KetD725N ¢ KetP446L-D725N (Imp_BKetRE34

az Imp-f3 ¢s az Imp-f ) mutansokat, majd a vad tipusu

cDNS-hez hasonléan pGEX fehérje-expresszios vektorba klonoztuk. A vektor

segitségével olyan fuzios fehérjéket fejeztettiink ki baktériumban, amelyek a kiilonbdzo

Ketel

Imp-p fehérjek N terminalisahoz kapcsolodva hordoztadk a GST aminosav-

szekvenciajat.

A kiilsnbdzé Imp-p® fehérjéket a GST szekvencian keresztiil glutation
szefar6z gyongyhdz kotottiik, majd hozzaadtunk 0-2 6ras embriokbol késziilt nyers
fehérje kivonatot. Inkubalas €és kotd pufferrel torténd sorozatos mosasok utan, a

megkotott Imp-o2  fehérjét SDS-PAGE-sel elvalasztottuk és  western  blot

Ketel ¢
cte és

alkalmazasaval, a-Imp-a2 ellenanyaggal mutattuk ki (10. abra). A vad Imp-p a

KetD KetD725N

mutans Imp-f és Imp-p®* hasonlo erdsséggel kotottek ki az

, Imp-B
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embrionalis fehérje kivonatbol az Imp-a2 fehérjét. Ez az eredmény j6 egyezést mutat a

fehérje modellezés eredményével.

GST-
Imp-B

Ketel

10. abra. GST pull-down kisérlet eredményének kimutatasa western blot segitségével. Glutation szefaréz
oyongyhoz kotott Imp_BKetD (Imp_BKetP446L)’ Imp_BKetD725N éSImp_BKetREM (Imp_BKetP446L—D725N) &s vad
tipusti Imp-B*“"*! GST-fuzios fehérjékhez, vad tipusa muslica embrio kivonatot adtunk. Az Imp-a2 fehérje
jelenlétét anti-Imp-a2 ellenanyag segitségével mutattuk ki. A gyongyokrdl leoldott és gélre felvitt
fehérjék mennyiségi viszonyait anti-Imp-g*“*' ellenanyaggal ellenériztiik.

r KetD72 ) Ie . oye o ryr
2.4. Az Imp-p** és Imp-p*°P">" térszerkezetének in silico dsszehasonlitisa

Az Tmp-pFP7N fehérje térszerkezetének tovabbi elemzése ravilagitott, hogy a
pontmutécié eredményeként a D725-0s aszparaginsavat valtdo N725 aszparagin (N725),
ami a HEAT 16 ismétlddés B hélixén talalhatod, pozitiv toltésti amino-csoportjan
keresztiil, kialakit egy i) molekulan beliili polaris kdlesonhatéast a szomszédos HEAT 17
1smétlddés B hélixének 773-as pozicidjaban 1évo glutaminsav negativ toltésti karboxil-
csoportjaval (E773) (11. abra A). Ez a kolesonhatas a vad tipust Imp-p<° fehérjében
sosem jon létre, mert a 725-0s aszparaginsav negativ toltésii oldallanca taszitja a szintén
negativ toltésii glutaminsav oldallancot (11. abra B).

A mutans fehérjében létrejott polaris kdlcsonhatas stabilizalja a két szomszédos
HEAT ismétlédés pozicidjat, azaltal, hogy lecsokkenti a két B hélix egyméshoz
viszonyitott mozgasi szabadsagat. Ugyanakkor, az Imp-f fehérje rendkiviil széles
szubsztrat-specificitdsat nagyfoka konformdacids szabadsdga teszi lehetdveé (Conti,
2006). Ismeretes, hogy a molekula szerkezete az Imp-a IBB doménjének kotésekor a
legzartabb. A dominans negativ Imp-B<“° fehérjében talalhatd P446L helyettesités,
feltehetden egy talzottan nyitott konformaciot eredményez (Timinszky, 2002). A
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D725N szuppresszor mutacid, a 16-os és 17-es HEAT ismétlodések elcsuszasanak
gatlasa révén, egy zartabb szerkezetet eredményez, és valoszinlsithetéen ezaltal
ellensulyozza (habar csak részlegesen) a P446L domindns negativ muticionak a

nyitottabb konformacié irdnyadba mutat6 hatasat.

11. dbra Az Imp-p* és Imp-p*"">N fehérjék szerkezete. (A) A mutans Imp-B<"">N fehérjében az
Asn725 aminosav a molekulan beliil polaros koélcsonhatasokat alakit ki. Az Asn725 (HEAT 16) és a
Glu773 (HEAT 17) kozotti kdlcsonhatas stabilizalja a 16-os és 17-es HEAT ismétlddések B hélixeinek
16 B hélixén beliil alakit ki polaros kolcsonhatasokat, ami nem akadalyozza szomszédos hélixek
egymashoz viszonyitott elmozdulasat. Bal panel: a masodlagos szerkezet attekintése. alfa hélix (bibor),
S10 hélix (kék), kanyar (cian), rendezetlen-szerkezeti egység (fehér). Jobb panel: Az atomok részletes
attekintése. H (fehér), C (cian), N (kék), O (vords), H-hidak (fehér pontozas) vonalak).

3. Az imp-a2 Kkulcsszerepe az embrio korai fejlodésében

Annak érdekében, hogy felderitsiik vajon az imp-a géncsalad mésik két tagja is

Ketel

kolcsonhat-e az imp-f~°" génnel az embridfejlddés korai szakaszaban, eldallitottuk az

KetRE34

imp-p allélnek az imp-al illetve az imp-a3 gének funkcidovesztéses mutacidival

alkotott kombinacidjat, valamint megvizsgaltuk mindkét imp-a gén RNS
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csendesitésének hatasat is imp-f~“*5 hattéren. Eredményeinket a 12. abran foglaltuk
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12. abra Az imp-a2, imp-al, és imp-a3 gén csokkentett dozisanak hatésa imp-f<“***allé] kombinacioban

és mindharom imp-a gén imp-p~“*** hattéren torténd ovarium-specifikus RNS csendesitésének hatasa az

embriok életképességére. A delécio Df(3L)alSI kiejti az imp-ol gént ** P< 0,01; * P <0,05, a teljes
statisztikai elemzés a fliggelék F3. tablazataban talalhato.

Mind az imp-al gént kiejtd, Df(3L)imp-alS1 delécio (47 %) (Ratan és mtsai., 2008),
mind az imp-a3"’" mutacié (33%), amely egy csonkolt fehériét eredményez (Mason,
2003) szignifikdnsan kisebb mértékben csokkentette az embriok életképességét
imp-p~*? hattéren, mint az imp-a2®'* (0 %). Az RNS csendesitéssel is hasonlo
kiilonbséget kaptunk az imp-ali, illetve az imp-a3i és az imp-a2i hatdsa kozott (12
abra).

Ezek a megfigyelések azt mutatjak, hogy az anyai eredetii (maternalis) Imp-al vagy
Imp-a3 fehérjék csokkent mennyisége imp-B<“"E%/+ hattéren csak kis mértékben
csokkentik az embriok életképességét. Ezzel szemben, akar delécidval, akar RNS
csendesitéssel, csokkentjiik a maternalisan biztositott Impa-2 szintjét imp-p~e*E?
hattéren, nagyon erés embrio letalitast tapasztalhatunk.

Mivel az Imp-02 mennyisége nyilvanvaléan sokkal nagyobb a petében, mint az
Imp-al vagy Imp-03 fehérjéké (Maté, 2000), az osztddasi folyamatokhoz sziikséges
teljes NLS-koté kapacitast foleg az Imp-02 biztositja. Ezért, az imp-a2 kifejezodésének
csokkenése, ennek a kapacitasnak sokkal erdsebb visszaesését eredményezi, mint az

imp-ol vagy az imp-a3 géneké, kovetkezésképpen erdsebb hatast fejt ki az embrionalis
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fejlodésre. Annak eldontésére, hogy vajon az embriok kelési ratdjara gyakorolt hatas
fiiggetlen-e a kiilonb6z6é Imp-a fehérjék maternalisan biztositott relativ mennyiségétol,
olyan transzgéneket fejeztettiink ki imp-a2°'*/imp-p*“*5*hattéren, amelyek azonos
mennyiségii Imp-a fehérjét termelnek. Ehhez olyan UAS-UTR"-imp-a konstrukciokat
hasznaltunk, amelyek cDNS-ének 5° ¢és 3’ nemtranszlalodé (UTR) szekvencidjat
eltavolitottdk ¢és a transzlaciot eldsegit6 AAAATG konszenzus szekvenciat
(Cavener,1987) klonoztak mindhdrom imp-a gén, kodolo régioja elé¢ (Mason, 2003).
Amint, azt a 8. tablazat dsszefoglalja, imp-a2”'?/imp-p*“5 hattéren kizardlag az UAS-
UTR"imp-a2 transzgén tudta menekiteni az embridk letalitasat. A menekités mértéke

azonban alacsonyabb (21%) volt, mint amit a teljes hosszisagu imp-a2 cDNS-t kifejezd

Nostények genotipusa Peték élet- Szoras  Vizsgalt egyedek
keépessége (%) szama
imp-a2°"/ imp- e 0 0,00 ~10000
UTR"imp-ol,imp-a2°"* imp-p~<*E34 0 0,00 1426
UTR"imp-0.2,imp-a2°"* fimp-p~<*E34 21 2,08 355
UTR"imp-03,imp-a2°"* fimp-p~<*E34 0 0,00 1350

8. tablazat A kiilonbozé UAS-UTR’imp-a konstrukciok hatisa az imp-a2”"/imp-p*“"5? néstények
petéinek életképességére. A transzgének kifejez0dését biztositd nos-Gal4 driver minden esetben a
harmadik kromoszoman a helyezkedett el. Az eredmények statisztikai elemzése a fiiggelék F4.
tablazataban talalhato.

konstrukcidval (38%) értiink el. Ezt a kiilonbséget az magyardzhatja, hogy amig a
kontroll kisérleteinkben az imp-a2”'* homozigéta ndstényekben a teljes hosszisagh

imp-a2 cDNS konstrukcio 85%-ban menekitette az imp-a2°"*

allél fenotipusat, addig az
UAS-UTR"imp-a2 konstrukt csak 37%-ban. Fenti eredményeink arra engednek
kovetkeztetni, hogy a korai embriondlis szakaszban, amikor az anyai eredetli fehérjék
biztositjak a fejlddéshez sziikséges faktorokat, az Imp-a2 az Imp-BKml 6 egyiittmitk6do
partnere ¢és nem helyettesithetd sem az Imp-al sem az Imp-a3 fehérjével.

Ketel

4. Az imp-a2 NLSB doménjének inaktivalasa az imp-f~° gén csokkentett dozisaval

parosulva embrid letalitast okoz

A kovetkezOkben arra kerestiik a vélaszt, hogy vajon az imp-o2 gén melyik

régidja sziikséges, az embrid normadlis fejlodéséhez. Korabbi vizsgdlatok kimutattak,
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hogy az NLSB™ (a nagy ¢és kis NLS kotd helyek konzervalt triptofan (W) €s aszparagin
(N) aminosavai alaninnal (A) helyettesitve) ¢s a CASB™ (a CAS sejtmagi export faktor
kotdhely hat aminosava (GLDKLE) helyettesitve alaninnal) konstrukcid kifejeztetése
homozigota imp-a2”'* hattéren nem menekitette a sulyos petefejlédési fenotipust. Ezzel
szemben az SNLSB™ (W-A ¢és N-A cser¢k a kis NLS kot helyen) és a AIBB (az IBB
domén delécidja) konstrukt menekitették a petefejlodést, de blokkoltdk az
embridgenezist imp-a2”'? homozigéta hattéren (Gorjanacz, 2006). Mivel mind a négy
mutans imp-a2 cDNS konstrukcid6 UAS prométert tartalmaz, kisérleteinkben nos-Gal4

driver segitségével fejeztettik ki a transzgéneket el3szor vad tipusa, majd imp-a2”'?

LSB~
ZSN S,

NLSB~ .
2 , imp-a

. AIBB
, imp-a 2777

heterozigota hattéren. Vad tipust hattéren az imp-a

- D1
ZCASB 2 4

imp-a. transzgéneknek nincsen hatdsa az embridfejlodésére, imp-a

NLSB~

heterozigdta hattéren viszont az imp-o2 transzgén erds antimorf hatasat figyeltiik

meg 80%-o0s embrio-letalitdssal (13. dbra).
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13. abra Az imp-a2"%, imp-a2"F imp-a2”™8, imp-a2“*®" transzgéneknek hatisa az embridk
életképességére vad tipusu illetve imp-a2”'*/+ heterozigota hattéren nos-Gal4 driverrel kifejeztetve.
** P<0,01, *P<0,05.

Amikor a transzgéneket imp-a2” és kilonbozé imp-fY mull (imp-pFerE,
imp-pEREE | imp-K 5 imp-pFee % imp-pKee?77%) transzheterozigota érzékenyitett
hattéren fejeztettiik ki az NLSB™ transzgén dominans negativ hatasa feler6sodott és az
SNLSB régio inaktivalasa is teljesen ledllitotta az embriok fejlodését. Egyetlen kivétel

az imp-a2”'/imp-pFR allél kombinaciét, ami azt jelzi, hogy az imp-p*“RF
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feltehetéen egy hipomorf allél. Az imp-a2?28 és az imp-a2“**®” mutans transzgének
gy hip p p g

kifejeztetése nem befolyasolta az embriok fejlodését (9. tablazat).

Ndstények genotipusa’ Peték ¢letképessége (%)
NLSB— SNLSB— CASB— AIBB

+H+ 97 +1,73 89 +4,94 93 +424 94 42,08
imp-a2°"/+ 20 +2,32 76 +4,94 86 +0,00 87 +5.,85
imp-a2°"* /imp-p~erH 2 £1,12 0 +0,00 90 + na 85 + na
imp-a2°"* fimp- KR 23 49,19 32 +4,04 93 + na 91 + na
imp-a2°"* fimp- o047 0 +0,00 0 +0,00 91 + na 87 + na
imp-a2°"* fimp-Kee??67 0 +0,00 1 +1,12 87 + na 83 + na
imp-a2°"* fimp-Eee?3 70 0 +0,00 2 +1,76 84 + na 79 +1,54

9. tablazat Kiilonboz6 mutans imp-a2 transzgének hatasa imp-a2”'*/imp-p“” érzékenyitett hattereken.
Az inaktiv NLS-k6t6 doménnel rendelkezé mutans imp-a2 kifejeztetése sulyosan csokkentette az
imp-a2°" /imp-B<°’ néstények altal lerakott peték életképességét. +: szoras, a vizsgalt embriok szama
atlagosan 100-300." Az els6 oszlop csak a 2. kromoszéma mutacidit mutatja, az alcsoportokban
feltiintetett kiilonb6z6 imp-a.2 mutans konstruktokat a 3. kromoszéma hordozta.

Az IBB domén hianyaban az Imp-02°"®"

nem tud az Imp-B*'! fehérjéhez kotédni, igy

az ¢érz€kenyitett hattéren nem képes tovdbb csokkenteni a mikodoképes
Imp-02/Imp-p*?" komplexek mennyiségét. Ezt tiikrdzi az az eredmény, hogy az
Imp-a2*'®® kifejeztetése nem rontotta az embridk életképességét az imp-a2”"*/imp-p~"
hattérhez képest (4. és 9. tablazat). Ezzel szemben, a masik harom mutans fehérje intakt

IBB doménnel rendelkezik, azaz képes kapcsolodni az Imp-B<et

-hez, de az embridk
életképességét csak az Imp-02""% és az Imp-02°"%" tudta csokkenteni.

Osszességében, eredményeink azt mutatjak, hogy az NLSB domén és nem a
CASB domén kozvetiti a genetikai kolcsonhatast az imp-a2 és imp-f~““ koz6tt. Ebbél
megallapithatjuk, hogy az Imp-a2 és imp-f~““ fehérje kozotti egyiittmiikodés feltételezi
szamos NLS-szekvenciaval rendelkez6 faktor megkotését, melyek szerepet jatszanak a
korai embrionalis fejlédésben. Az NLSB domén Kkitiintetett szerepére az is ravilagit,

hogy az imp-a2""%

transzgén antimorf hatdsa mar az imp-a2”'?/+ heterozigéta hattéren
is szignifikansan kimutathaté volt és ez a hatas tovabb er6sddott, amikor az imp-g~<<“

gén dozisa lecsokkent.
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Ketel

5. Az Imp-a2 és Imp-p specifikus aktivitasanak csokkenése leallitja a mitozist

az embriofejlodés korai szakaszaban

Annak érdekében, hogy pontosabban meghatarozzuk, mikor all le az embriok
fejlédése, az  imp-02°"/imp-pFRE ¢s  imp-02P" fimp-pFU0 7 nos-Gal4-NLSB
ndstényektdl szarmazo embridkat 2 6ran keresztiil gylijtottiik és fixalas eldtt tovabbi két
oran keresztiil 25 C°-on tartottuk. gy a legfiatalabb embri6 is elérhetett a 13. osztodasi
ciklusba (4096 sejtmag). Ezutan az embridkat anti-a-tubulin ellenanyaggal és DAPI-val
festettiilk, majd fluereszcens- és konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk. A mutans
embriok fejlédése tulnyomorészt az elsé harom mitotikus ciklus soran, gyakran paratlan
szamu metafazis-szer(i alakzatban allt meg (14. 4bra). Bar az imp-a2"'*/imp-p*<=E*

kombinacidban az embriok néhany szazaléka eljutott a 6-7 szincicialis osztddasig, ennél

tovabb megvizsgalt embriok egyike sem fejlodott.

60% imp-a 2914 im p- BKetRE34

W imp-2°"/imp-B*°*"**"; NLSB/+

50%

40%

30%

20%

embriok szazaléka

10%

0% O

o
-

2 3 4 5-8 9-16 17-128
orsok szama

14. abra Az imp-02""/imp-pFRE4 &s imp-a 2P /imp-pE"*7 : nos-Gal4-NLSB™ néstényektdl szarmazo
2-4 6ras mutans embridkban talalhatd orsok szamanak alakuldsa. A vizsgalt embridk szama legalabb
100.

A vad tipusi embriokkal Osszehasonlitva az imp-a2”'/imp-pFRE? és
imp-a2°"* imp-pX4"**73 - nos-Gal4-NLSB/+ mutans néstényektdl szarmazo embriokban

az orsok szdmaban és alakjaban egyarant hibak figyelheték meg (15. dbra).

46




Eredmények

. ’ RE34
Imp_02D14/Imp_ﬁKet

vad tipus

. . 02473, .
Imp_a2D74/Imp_BKeIC ,Imp-d2NLSB_

15. abra A korai embrionalis fejlédés 2-4 oras embridkban. (A) vad tipusu embrié a 8. osztodasi
ciklusban, egy o6raval a pete lerakdsa utan fixalva. Az osztddasi orsok mar megkezdték vandorlasukat az
embrio felszine felé. (B és C) imp-a2°"*/imp-f<“*5 &s (D és E) imp-a2°" /imp-<“***7 : nos-Gal4-NLSB
nodstények embridi. a-tubulin (z6ld), DNS (kék). A nyilak a szabad asztereket jelolik. Mércevonal:100um.

Az 0sztddasi orsok polusain idonként nagy mikrotubulus tomeg névekedett (15. abra E).

A mikrotubularis aszterek szdma és szervezddése nagyon valtoz6 képet mutatott (15.

abra C, D ¢s E).

0sszevonas

vad tipus

Q
2
=
ks
<
3
S
Q

KetRE34

16. abra. Aszter tilndvekedés a mutans néstények 2-4 oras embridiban. (A) Vad tipusu (B)
imp-a2°"/imp-BFRE* (C) az imp-02P" imp-pE 3, nos-Gal4-NLSB  (a képen DI4/Ket™™’3;NLSB)
néstényebdl szarmazd embridk. Rendellenesen elhelyezkedd polaris test (nyihegyek), a-tubulin (zold),
DNS (kék). Mércevonal: 50 um.
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Az imp-a2”"fimp-pFRE s az imp-a2P'fimp-pF?* 7 nos-Gal4-NLSB
ndstényektdl szarmazo embridkban a rendellenességek széles skalaja el6fordult, de ezek
koziil a leggyakoribb a szabad aszterek kialakuldsa volt, amit az embriok mintegy
harom negyedében megfigyeltiink. Talaltunk embriokat, amelyekben a tubulin
polimerizacio teljesen ,.elszabadult” és az aszterek pokhaloszerlien kitoltottek a teljes
szinciciumot (16. dbra B ¢és C). Esetenként megfigyeltiink akar 50-60 szabad asztert
tartalmazo embriokat is.

Az imp-a2 és imp-BFY kozotti kolesonhatas jelentGségét bizonyitja az a
megfigyelésiink, amelyet a mutans imp-a2°'*/+; nos-Gal4-NLSB /+ vagy imp-B~*53%/+
egyszeres mutans anyaktol szarmazo (80- illetve 39%-0s embrid letalitas), valamint a
kettés mutans imp-a2°"*/imp-<*E &s az imp-a2°"* imp-K4"**7 : nos-Gal4-NLSB /+
nostényektdl szarmazod (100% embrid letalitds) fejlédésben elakadt embridk
Osszehasonlitasakor tettliink. Mig a kettds mutans embriok 95-100%-nak ooplazméjaban

kevesebb, mintl6 ors6t szamoltunk meg, addig az egyszeres mutansok letalis

embridnak 35-45%-a elérte a 129-4000 orsods allapotot (17. abra).

100

(] imp_a2014/imp_BKetREa4
[} imp-CYZD14/imp-,3Ket602473,'imp-a2NLSB_/-|

ch 80 [} imp_BKelRE34 /+ )

% ] imp-02014/+; imp_a2NLSB /+

N 60 |

N

n

S 40

S

=

® 20

1-16 17-128 129-4000 cellularizalt

orsok szama

17. abra Az orsok szamanak alakulésa a kiilonb6z6 mutans ndstényektdl szarmazo, 4-6 oras, fejlodésben
leallt embriokban ramutat az imp-a2 és imp-f<°“  specifikus mutins alléjainak szinergikus
kdlcsdnhatasara.

Mi tobb, az egyszeres mutdnsok 4-6 oOrds embridinak 15%-a mar részlegesen
cellularizalt allapotban volt, bar fejlodésiiket ledllitotta a kordbbi mitdzisok soran
jelentkezett szdmtalan rendellenesség (18. abra C-F). Eredményeink ramutatnak, hogy a

kettds mutans anyak embridiban a fejlédés hatarozottan korabban rekedt meg, mint az
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olyan anyadkéban, amelyek vagy az csak egyik vagy a csak masik gén mutaciojat

hordoztak, hangsulyozva, a két gén mutacidja kozotti szinergikus hatast.

vad tipus

imp-a2°*/+; imp-a2"->*

imp_BKelRE34/+

18. abra. Mitotikus fenotipusjegyek az egyszeres mutans anyak embridinak a 8-10 osztodasi ciklusaban.
(A) vad tipust embri6 (C és D) imp-a2”"/+; imp-a2""*% /+ és (E és F) imp-p~“***/+ genotipust anya
embridja. a-tubulin (z6ld), (A, C és E) centrosomin (piros), (B, D és F) lamin (piros), DNS (kék).
Meércevonal: 25um.

6. Az Imp-02/Imp-p*“* komplex szabalyozza a mitotikus folyamatokat

Az imp-a2”" fimp-BERE s imp-a 2P fimp-pEC 7 nosGal4-NLSB' néstények
embridinak részletesebb konfokalis mikroszkopos vizsgadlata sordn szamos olyan
mitotikus rendellenességet figyeltiink meg, amelyek a korai embridogenezis elakadédsat
jelzik. A vizsgélt embriokban, interfazisos sejtmagokat lényegében nem talaltunk.
Feltlint, hogy a szinciciumban el6forduld legtobb mitotikus alakzat megndvekedett
méretll orso volt (19. dbra).

Az ors6hibakon beliil a leggyakrabban eléfordulé rendellenes forma az
ugynevezett kovér orsd volt, amelyet a két, jol fokuszalt orsopdlusrol kiinduldé MT-
oknak az orso kdzepén kiszélesedd nagy tomege épitett fel, és a kromatin az ekvatoridlis

sikba rendezddve szabalyos metafdzisos lemezt formalt meg. A hordd-alakii orsok
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ugyancsak robosztusak voltak és szabalyos kromatin eloszlassal rendelkeztek, viszont
az ors6 polusaik szervezetlenek voltak. Lehetséges, hogy ezek a széles pdlusu orsok a
kovér orsok centroszoma-vesztése utan alakultak ki, mivel centroszoémak hidnyaban
nem volt, ami fokuszéalja a MT-okat. Megfigyeltiink még tobbpolust orsokat, kiilonallo
kromatin aggregatumokkal és olyan fokusz nélkiili orsokat, amelyekben a kromatin apro

toredékekben szordodott szét a MT-ok mentén.

korlatlan aszter képz&dés

metafazis anafazis

vad tl'pus
D14/Ket™***vagy NLSB

hordo-alaku kover tébb-pdlusu fokusz nélkdili fazionalt keskeny

19. abra Orso rendellenességek az imp-a2”" /imp-<“"5 és imp-a2”" /imp-p~““"**” : nos-Gal4-NLSB (az
abran NLSB") néstényektol szarmazo embridkban. (A) Vad tipusi metafizisos és anafazisos osztddasi
orsok. (B, C) Orso rendellenességek (B) az imp-a2”*/imp-p*“*53* &s (C) az imp-a2"" fimp-p~"**7 nos-
Gal-NLSB7/+néstények embridiban. (D) Aszter tilndvekedés. a-tubulin (zold) és DNS (kék) Mércevonal:
10pm

A tobbpolusu és az alig 5% t kitevd, egyik polusuknal Gsszetapadt, fuzionalt
orsok esetlegesen egy részlegesen 0sztodo sejtmag maradékat képviselhetik, vagy egy
szabalytan centroszoéma osztodas eredményei. Az orsok egy csoportja, meglepd modon,
nagyon kevés MT-bol felépiild keskeny orséd volt, csekély vagy nem kimutathato DNS-
sel. Erdekes, hogy az embriokban nagyon gyakran megfigyelt szabad aszterek
novekedésének irdnyat nem befolydsolta sem a szomszédos aszter, sem az esetlegesen
kozelben taldlhato DNS (19. édbra D). A kiilonbozé orsohibak el6fordulasanak
gyakorisdgat az embridkban megszdmolt Osszes orsd szazalékaban fejeztiik ki és
grafikusan abrazoltuk (20. dbra). Csakugy, mint az orsok szamaban (14.4bra ), az orso

rendellenességek  eloszlasdban  sem  taldltunk  szamottevd eltérést  a
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KetRE34 Ketc02473

imp-a2°"* /imp-p s imp-a2' fimp-p ;  nosGal4-NLSB™/+ genotipusu

ndstények embridi kozott.

' D14 s+ KetRE34
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20. abra A kilonbozé  orso-rendellenességek  gyakorisaga az  imp-a2”*/imp-pFUtEY és

imp-a2°" /imp-B<*7 . nos-Gal4-NLSB™ genotipusti ndstények embridiban. Vizsgalt orsok szama

legalabb 200 mindkét genotipusban.

Tovabb jellemezve a mitotikus fenotipusokat, megvizsgaltuk az orsok
kromatinjanak foszfo-hiszton festddési mintdzatit. Ehhez, a nukleoszomak H3
hisztonjdnak N termindlisan elhelyezkedd, 28-as foszforilalt szerint magéba foglalo
epitop ellen termeltetett, poliklonalis ellenanyagot hasznaltunk. A H3 hiszton
foszforilacigja szorosan kapcsolt a DNS kondenzaltsagi fokaval, mivel a hiszton-
foszforilacid lazitja fel €s teszi hozzaférhetdvé a kromatint olyan nuklearis faktorok
szdmara, amelyek a kondenzaciot eldidézik.

A vad tipusu embriokban a foszfo-hiszton festédés erés volt a kromoszomak
szétvalasa elott, utana pedig gyengébb (21.abra A és B). A mutans embriok nagyméretii
orsdiban, mind a metafazisos lemezben rendezetten elhelyezkedd, mind az orsén
rendezetleniil szétszorodott kromatin szerkezeteken, a metafazisra jellemzd erds és
homogén festddést lattunk (21. dbra C és D). Ezenkiviil, gyakran megfigyeltiink
foszfohisztonra nem fest6dé DNS aggregatumokat is az orsok kiils szélethez kozel,

vagy a keskeny orsokban, amelyek csokkent mennyiségli kromatint tartalmaztak (21.
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abra E és F). Ezek az eredmények azt jelzik, hogy a kromatin kondenzacidja is zavart

szenved a mutans embriokban.

0sszevonas foszfo-hiszton

21. abra Kromoszoma-kondenzacids rendellenességek anti-foszfo-hisztonH3 ellenanyaggal festett
imp-a2°" /imp-KRE? & imp-a2P" fimp-K40?*7 - nos-Gal4-NLSB™ genotipust ndstények embrioiban.
(A, B) Meta- és anafazis vad tipust embrioban. (C, F) Mutans néstények embridinak orsoi. (C) Foszfo-
hisztonra pozitivan festddott, kondenzalt kromoszomak egy kovér orsé metafazisos lemezében. (D)
Foszfo-hiszton-pozitiv kromatin szabalytalanul szétszorodva a tobbpolusu orsdban (E) Multipolaris orsé
foszfo-hiszton-pozitiv és -negativ (nyilhegyek) rendezetleniil szétvalt kromatinnal. (F) Foszfo-hiszton-
negativ, nem kondenzalt kromatin-rogék (nyilhegyek) a keskeny orsdban. o-tubulin (zold), foszfo-
hiszton (piros), DNS (kék).

Hasonloképpen, megvizsgaltuk a sejtmaghartya allapotanak alakuldsat
imp-a2°"* imp-KRE s imp-a2P' fimp-pEU?* 7 nos-Gal4-NLSB  genotipust anyak
embridiban (22. abra). A vad tipust embridban zajlo szinkron-osztddasok soran az anti-
lamin Dm0 ellenanyagfestés kirajzolja, az interfizisos sejtmagot hatarolo, 0sszefliggd
maghdartyat (22.abra A), ami a mitozis kezdetén az ors6 pdlusok koriili régidoban
lebomlik (részlegesen nyitott mitdzis). A metafazisos lamin festédés egy jol lathato,

széles savban veszi korbe az orsot, kijelolvén a fellazult magmembran maradékat
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(ors6kopeny), és sokkal gyengébben vagy egyaltalaban nem lathaté az orsopdlusokon
(22. abra B). A telofazisos festés ismét mutatja az ujraformalodé maghartyat a mar

szétvalt, dekondenzalodd kromatidak felszinén (22. ébra C).

0sszevonas lamin DNS

vad tipus
Interfazis

Metafézis

imp_02D14/imp_BKetCO2473’_NLSBA

imp_a2D14/imp_BKetRE34

22. abra A sejtmaghartya szervezédése az imp-a2”'*/imp-BRE* és imp-a2P'/imp-pE’ nos-Gald-
NLSB™ genotipust néstények embridiban. (A-C) Vad tipusii embrid sejtmagja (A) interfazisban, (B)
metafazisban és (C) telofazisban. (D) Feldusult laminnal vezett orso pélusok az imp-a2”/imp-p~<***7;
nos-Gal4-NLSB embrié hordd-alaka orsojaban. (E) Nagy aszter koriil koncentralddott lamin egy kovér
orsé polusanal imp-a2”" /imp-p*“"*? embrioban. (F) Laminnal 6vezett kromatin aggregatumok (nyilak)
egy tobbpolust orso egyik polusan imp-a2°"*/imp-B<“*E embridban. o-tubulin (z61d), lamin (piros), DNS
(kék) Mércevonal: 10 um

53




Eredmények

A mutans ndstények embridiban a vad tipustol teljesen eltérd, lamin-eloszlast
lattunk. A kovér €s hordo-alaku orsdkban, az orsd pdlusokat lamin festédé membran
vezikula felhd ovezte. Az ekvatorialis savszerl festddés esetenként gyengén latszott, de
legtobbszor hianyzott (22. abra D, E). A polusokon kialakult hatalmas aszterek
kornyezetében szintén magas koncentracioban lattunk lamin vezikuldkat (22. abra E). A
tobbpolust orsokban a lamin rendellenesen a MT-okhoz lokalizaltan, valamint az egyik
pOlusnal, 6sszefliggd gylirtit formalva lathato (22. abra F). Elképzelhetd, hogy ebben az
esetben a sejtmaghartya mar elkezd megszervezddni a metafazisos lemezbdl kihtizott
kromatidak koriil.

Idénként az embridkban megfigyeltiink DNS aggregatumokat, melyeket vastag,
szabalytalan alaka lamin réteg hatéarolt (23. dbra A és Al). Olyan, valtoz6 méretii lamin
képleteket is lattunk, amelyek 1ényegében DNS jelenléte nélkiil alakultak ki vagy csak
nagyon kevés kromatint tartalmaztak (23. abra B és BIl, sarga nyilak). Ritkan,
kialakultak olyan, lamint és DNS-t is tartalmazé aggregatumok, amelyeket nagyméretii,
Osszefiiggd, hatdrozott lamin godmbok zartak koriil (23. abra B és BI1, fehér nyilak).
Ezeknek az alakzatoknak az erds festddése kétségteleniil arra utalt, hogy vastagabbak,
mint a szabalyos sejtmaghartya.

Megfigyeléseinkbdl arra kovetkeztetiink, hogy az imp-a2 és az az imp-f<
gének aktivitasanak csokkenése egyilitt jar a szabalyos orsokdpeny lebomlédsaval és a
vezikulumok ors6 polusokon torténd rendellenes felhalmozddasaval, valamint a
maghdrtya térbeni és idobeni helytelen megszervezddésével, valamint rendellenes lamin

szerkezetek kialakulasaval.
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0sszevonas

imp_a2074/imp_BKetRE34

imp_a2D14/imp_BK91002473,,imp_02NLSB'

imp-02°" fimp-FRE s az
imp-a2°" /imp-B~**7 . nos-Gal4-NLSB~ genotipusi néstények embridiban. (A, Al) Kromatin
fragmentumok koriil megformalodott lamin az aszter-szerti MT felhalmozodason imp-a2”"/imp-p<< =5
embridban. (B, B1l) Rendhagyd, nagyméreti lamin gdmbokbe zart fragmentalt kromatin és lamin
aggregatumok (fehér nyilak) és kromatin nélkiil felépiild maghartya (sarga nyilak) imp-a2”"/imp-g~<<***7;
nos-Gal4-NLSB  embridban. a-tubulin (zold), lamin (piros), DNS (kék). Mércevonal:10 um.

23. abra. Sejtmaghartya szervez6dési rendellenességek az
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7. Az Imp—mZ/Imp-[SKetel komplex hozzajarul a centroszomak dinamikajahoz

Az orso6 polusok rendellenességei indokoltak, hogy alaposabban megvizsgaljuk a
mutans embridk centroszomait is. A centroszomak szervezddését, egy peri-centriolaris
matrix-0sszetevé fehérje elleni, anti-centroszomin (Heuer ¢&s mtsai., 1995)
ellenanyaggal torténd immunfestéssel kovettik nyomon a vad tipusi €és mutans
ndstények embridiban. A centroszoma rendellenességeket mutatd orsok eléfordulasanak
gyakorisagat, az Osszes vizsgalt orsdo szdmahoz viszonyitva, szazalékban hataroztuk
meg ¢és grafikonon abrazoltuk (24. abra). A vad tipusu ors6 két centroszomdja az
orsopOlusokon az asztralis MT-okkal kolokalizalodva helyezkedik el. A mutans orsok
legtobbjén nincs centroszoma (24. abra €s 25. dbra B) €s ez fliggetlen az orsok alakjatol.
Kisebb gyakorisaggal megfigyeltiink viszonylag nagy, centroszominra pozitivan fest6do
alakzatokat az orsok egyik pdlusan (25. dbra C és D), vagy kisebb pontokat az orso
periférigjan (25. abra C és F). A szamfeletti centroszomaval rendelkezd orsok
eléfordulasi gyakorisaga az imp-a2”'*/imp-p*“**** genotipusi néstények embridiban

Ke2473 . pos-Gal4-NLSB genotipust néstények embridiban

7%, mig az imp-a2”'*/imp-p
11% volt (24. abra). Ezek az ,.extra” centroszomas orsok feltehetdleg ugy keletkeznek,
hogy a mutans anyaktol szarmazo embriokban a centroszomak egy nuklearis cikluson

beliil akar két, harom vagy még tobb osztédason is keresztiillmennek.

60%

RE34
Imp C(2D14/Imp BKet

50%- m imp-a2”"/imp-B*”: imp-a2"-S% /+
40%
30%
20%
% I i

0 kett6 elengedett tobb

orsok szazaléka

24. abra. A orsénkénti centroszomak szama az orsok szazalékaban
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25. 4bra A centroszémak szervezédése az  imp-a2”'/imp-pFREY (képen  D14/Ket?H*)és
imp-a2°" /imp-B*3 - nos-Gal4-NLSB (képen NLSB™) genotipusu ndstények altal rakott petékben. (A)
Vad tipust metafazisos orso. (B-I) Mitotikus alakzatok mutans ndstényektdl szarmazo embridkban. (B)
Ors6 centroszoma nélkiil. (C) Erés centroszomin felhalmozodas egy tobbpolusu orséd egyik pdlusan. (D)
Kovér orso, egy inaktiv és egy levald centroszomaval. (E) Harompolusu orsd, megkettéz6dott
centroszomakkal minden poluson. (F) Hordé alaku orsé négy rendellenesen nagy centroszomaval. (G)

rrrrrr

szabadon allé (H) er6s, illetve (I) gyenge MT-nuklealo aktivitassal rendelkez6, 0sztdodd centroszomak.
a-tubulin (zold), centroszomin (piros), DNS (kék). Mércevonal: 10um

El6fordulhat, hogy duplikalodas utdn nem tudnak tokéletesen szétvalni (25. abra
E), vagy szétvalnak (25. abra F), de maradnak az osztodasi orson. Azt sem zarhatjuk ki,
hogy miutan er6s MT nukleald aktivitasuk folytan levalnak az orsordl (25. abra G), attol
eltdvolodva a kozos szincicialis térben folytatjak az osztodasukat (25. dbra H és 1).

Ezekbdl a megfigyelésekbol, arra kdvetkeztethetiink, hogy a mutans embridkban
a nukledris és centroszoma ciklus kozotti szigorti dsszekapcsoltsag megsziinik, és a
centroszomak, tekintet nélkiil arra, hogy osztodasi orson vagy attdl szabadon
helyezkednek el, onalléan osztdodnak. Hasonld fenotipust mas muslica mutansokban is

leirtak (Belecz és mtsai., 2001; Zhang ¢és mtsai., 2009).
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7.1. Az Imp-a2/ Imp-p*“** komplex gitolja a centroszéma amplifikaciét

A centroszoma rendellenességek igen érdekes formajat figyelhetjik meg
azokban, a feltehetben meg nem termékenyitett petékben, amelyekben sem orsét, sem
sarki testet nem taldltunk. Mivel a centriolum a him ivarsejttel keriil a pete
ooplazmajaba, megtermékenyités hianydban a vad tipust petékben nem is alakul ki
centroszoma (Foe ¢és mtsai, 1993). A mutans ndstényektdl szarmazod peték kis
csoportjaban, amelyek nem tartalmaztak a megtermékenyitésre utald orsokat, sem
elkiiloniilt polaris testet, szamos centroszominra pozitivan festddo, tobbnyire MT-okkal

asszocialt centroszoma alakzatot figyeltiink meg, (26. dbra).

0sszevonas 0sszevonas

I-mp_02D14/imp_BKetc02473,,imp_a2NLSB—

imp_a2D74/imp_ﬁKstRE34

26. abra. Centroszoma alakzatok a mutans anyak orsot és polaris testet nem tartalmazo, feltehetéen meg
nem termékenyitett petéiben. MT-okat nukleald, és nem nukleald (nyilak) centroszoma-szerii képletek
(A, Al és A2) az imp-a2”"/imp-B*“"**7; nos-Gal4-NLSB  és (B, B1 és B2) az imp-a2°" /imp-p**F*
genotipust ndstények altal rakott petékben. a-tubulin (z61d), centroszomin (piros). Mércevonal: 10 um
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A jelenség részletesebb vizsgalata céljabol az imp-a2°"/imp-p<“"**7; nos-
Gal4-NLSB /+ genotipusti sziiz néstények petéit, a korabbi kisérletekhez hasonld
koriilmények kozott gyhjtottiik €s fixaltuk, majd immunfestést végeztiink. Ezekben a
meg nem termékenyitett mutans petékben, alacsony gyakorisdggal, ugyancsak
megfigyeltiink centroszomin-festédésii alakzatokat kisebb vagy nagyobb csoportokban
elkiiloniilve (27. dbra), amelyek tobbsége MT-okkal asszocialt volt.

0sszevonas cnn tubulin DNS

27. abra Centroszomin-pozitiv alakzatok az imp-a2”"/imp-p“***3: nos-Gal4-NLSB™ mutéans sziiz
nodstények petéiben. centroszomin (piros), a-tubulin (z6ld), DNS (kék). Mércevonal: (A): S0um és (B): 10
um

I-mp_a2£714/imp_BKechZ473; imp_azNLSBA

Megnéztiik, hogy ezek a képletek festddnek-e egy masik peri-centriolaris-anyag
Osszetevd fehérje ellen termeltetett ellenanyaggal. A centriolum biogenezis egyik fontos
szereplojének, a huméan CEP192 fehérjének (Carvalho-Santos ¢s mtsai, 2010)
Drosophila ortologja, az SPD2, szomatikus sejtekben nem vesz részt a centriolum
duplikaciéban. A muslica SPD2 fehérjének kizardlagos feladata, hogy a petébe bejutd
himivarsejt csupasz bazalis teste koré gylijtse az embrioban maternalisan raktarozott
peri-centriolaris fehérjéket, ezaltal megszervezve az embrio elsd aktiv centroszomajat
(Dix és Raff, 2007).

Az imp-a2”" /imp-pE?*7; nos-Gal4-NLSB genotipust néstények meg nem
termékenyitett petéiben a centroszoma-szeri képletek SPD2 ellenanyaggal is pozitivan
festddtek ¢és egyarant kapcsolatban alltak MT-okkal (28. abra). Ebbdl arra
kovetkezethetiink, hogy a lathatd centroszoma-szerli alakzatok megszervezik a peri-
centriolaris matrixot és rendelkeznek MT-nuklealé képességgel is. Annak eldontéséhez,
hogy funkcionalis centroszomék keletkeznek-e, egy kizarolagosan centriolum-

specifikus ellenanyaggal torténd festésre lenne sziikség.
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Osszevonas

vad tipus

imp_02014/imp_ﬁKs[002473’,I-mp_a2NLSB-

28. abra SPD2 pozitiv képletek imp-a2”"*/imp-p~“"**”; nos-Gal4-NLSB  sziiz néstények embriodiban.
(A) Vad tipust (B és C) mutans embridok SPD2 (z6ld), a-tubulin (piros), DNS (kék). Mércevonal: 10 um

8. Az Importin-a2 az osztddasi orsokhoz kotédik a mitozisban

Az Imp-02 embrionalis funkci6janak megértése érdekében az Imp-a2 fehérjét
vad tipusi embrioban az ellene termeltetett poliklonalis ellenanyag segitségével
kovettiik nyomon (29. 4bra). Masrészt, imp-a2”'?/+; UAS-imp-a2-myc/nos-Gald
anyaktol szarmazd embriokban myc-taggel jelolt Imp-a2 fehérjét fejeztettiink ki é€s
monoklonalis c-myc ellenanyaggal festettilk (30. abra). Az interfazisban mindkeét
ellenanyaggal kifejezett Imp-02 jelet figyeltiik meg a sejtmagban (29. abra A ¢és 30. dbra
A), ugyanakkor a citoplazma is hatarozottan festodott, ami a nukleéris ciklus soran
végig fennmaradt. Ez jo egyezést mutatott korabbi megtigyelésiinkkel (Torok, 1995).
Mivel tobb kiilonb6zdé embrid-fixalasi mod, €s a két kiilonbozo ellenanyag alkalmazasa
soran is ugyanezt eredményt kaptuk, arra kovetkeztetésre jutottunk, hogy ez nem

pusztan hattérfestddés, hanem az embrid citoplazmdjaban felhalmozott nagy

60




Eredmények

mennyiségli Imp-02 fehérje altal szolgaltatott jel. Az Imp-02 ilyen magas
koncentracidjat valosziniileg a gyorsan zajlo osztddasi ciklusok megfeleld szabalyozéasa
igényli, és mivel a korai embridoban a zigotikus gének még nem kapcsolnak be, ez az
igény csak az anya altal felhalmozott, nagy mennyiségi Imp-02 fehérje révén
biztosithatd. Az osztodas eldrehaladtaval prometafdzisban, metafazisban és az anafazis
korai szakaszaban (anafazis A) az Imp-a2 egyre kifejezettebben az osztddasi orsdkon
jelent meg (29. abra B-D ¢és 30. abra B-D), majd az anafazis késd1 szakaszaban (anafazis
B) kirajzolta a korabbi metafdzisos lemez helyét (29. dbra E ¢és 30. dbra E). Aztén a
,midbody” kialakuldsdra mar eltint a sikbdl és telofazisra az ujonnan kialakult két
leany-sejtmagot festette (29. dbra F ¢s 30. dbra F).

Az Imp-02 fehérjének az orson valdo megjelenését korabban nem figyeltiik meg
(Torok, 1995), mivel az akkor alkalmazott lassi-formaldehides fixalasi modszer nem
alkalmas az osztddasi orsé megtartasara. A 29. dbran bemutatott immun-festéseket
ezuttal az in. gyors-formaldehides modszerrel, a 30. 4bran bemutatott immun-festéseket
metanolos modszerrel fixalt embriokon végeztiikk. Mindkét fixalasi eljards meg0rizte az
orsé szerkezetét, lehetové téve, hogy megfigyeljik az Imp-a2 fehérjének az orson
torténd lokalizaciojat. Az Imp-a2-nek ez a dinamikus eloszlasa az osztddasi orsokon, a
kiilonboz6 orsoszervezd faktorokkal torténd térben €s idoben Osszetett kolcsonhatasara

utal.
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Osszevonas Importin-a2

Interfazis

Pro-metafazis

Anafazis A Metafazis

Anafazis B

Telofazis

29, abra. Az Imp-a2 fehérje eloszlasa a mitozis egymast kovetd stadiumaiban vad tipustu embrid
fejlodésének korai szakaszaban. a- tubulin (piros), Imp-02 (z6ld), DNS (kék) Az embridkat 37%-0s
formaldehiddel fixaltuk 5 percig. Fehér mércevonal 10pm.
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Profazis

Anafazis-B Anafazis-A Metafazis

Telofazis

30. abra. Az Imp-o2-myc fehérje eloszlasa a mitdzis egymast kdvetd stadiumaiban az embrid
fejlodésének korai szakaszaban. a- tubulin (piros), c-myc-Imp-a2 (z6ld), DNS (kék) Az embriokat
metanollal fixaltuk. Fehér mércevonal 10pm.
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9. Imp-02 az NLSB doménjén keresztiil koti meg a sejtosztodasban szerepet jatszo

ISWI, CP190 és lamin fehérjéket

Az imp-a2 gén NLSB doménjének mutdcidi nagyon erds embrid fenotipust
eredményeznek imp-a2”"/imp-pF?*7? hattéren, ami arra utal, hogy az NLSB
doménnek kulcsszerepe van az embridogenezis kezdetén lejatszodo osztodasok soran a
mitotikus faktorok megkdtésében. Ezt a feltevésiinket tamasztjak ald korabbi adataink
is, amelyeket 0j megvilagitasba helyeztek mostani eredményeink. Vad tipusu és NLSB
doménjét nélkiil6zé Imp-a2 fehérjek ko-immun-precipitdtumat dsszehasonlitva, szdmos
olyan fehérjét mutattunk ki, melyek csak a vad tipust Imp-a2 fehérjével alkottak
komplexet (Gorjanacz PhD dolgozat, 2004). Ezek kozott azonositottuk egy-egy
résztvevojét mindhdrom olyan mitotikus folyamatnak, melynek rendellenességeit a
mutans embriok immunfestése soran megfigyeltik. Az ISWI az orso
Osszeszerelodésében résztvevd MAP (Yokoyama és mtsai., 2009), a CP190 a
centroszéma (Oegema ¢s mtsai., 1995), mig a Lamin Dm0 (Lenz-Bohme és mtsai.,
1997) a sejtmaghartya kialakulasdban jatszik szerepet. A genetika, sejtbioldgiai €s
biokémiai eredményeink egymassal jol Osszecsengenek és egyiittesen azt mutatjak,
hogy a muslica szincicidlis osztddasaiban résztvevd faktorok —aktivitasanak

szabalyozéasaban az Imp-a2 fehérje NLSB doménje kulcsfontossagu.

10. Az Imp-p*® és Imp-p*“"*** egyarint erésen kotik mind RanGTP, mind

RanGDP fehérjét

A mitdzis elakadasara az imp-a2°'*/imp-p<9"**: nos-Gal4-NLSB mutéans
ndstények embridiban j6 magyarazatot ad az NLSB konstrukt dominans toxikus hatésa,
ami abbdl ered, hogy a mutans Imp-02 nem tudja megkotni, és ezaltal inaktivalni az

KetRE34 ;y 7
CRE34 4rtalmas hatésat

ors0 Osszeszerelddésben szerepet jatszo faktorokat. Az Imp-f
azonban nem tudhatjuk be direkt médon az Imp-a2 hib4janak, hanem csak valami olyan
modosulasnak, ami a mitotikus faktorok Imp-a2 fehérjéhez torténd kotddését
befolyésolja.

Az Imp-B**® molekula-modellezési (7. tablazat) és Imp-02 pull-down (10. &bra)
eredményeink azt mutattak, hogy az Imp-B<“®*™** fehérjében 16v6 D725N szuppresszor

Ketel

mutacid hatdsira nem csokken a mutans Imp-f™ €s az Imp-02 IBB doménje kozotti

v s yo s . DIi4 ,. KetRE. o /v ’ r
kotés eréssége. Ugyanakkor, az imp-a2”'*/imp-p5“"*5?  néstényektsl szarmazod
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embriokban is jelentkezd fenotipus jegyek, a normalisndl nagyobb méreti orsok, a
korlatlan aszterképzddés, a hatalmas lamin gombok, a nagy centroszoma-szerii
alakzatok illetve szamfeletti centroszomak egyiittesen azt sugalljak, hogy ezekben az
embriokban is rendellenesen magas a mitotikus folyamatokban résztvevd fehérjék
szabad koncentracioja. Ennek egyik oka lehet az, hogy megvéltozott az Imp-p*eRE*
kotési hajlandosaga a RanGTP/GDP-hez, hasonloképpen ahhoz, amit a dominans
ndsténysterilitast okozé Imp-p fehérjérél leirtak (Timinszky és mtsai., 2002).

Ketel

A kotési viszonyok felderitésének céljabol a vad Imp-3

Imp-BP ¢és az Imp-pX"*** fehérjékkel GST pull-down kisérletet végeztiink.

, a dominans negativ

Megvizsgaltuk, hogy milyen kotési affinitassal birnak ezek a fehérjék a Ran két

kiilonboz6 mutans formajahoz. Az egyik a Ran®®,

ami nem képes a GTP-t
hidrolizalni, igy ez a fehérje megfelel a RanGTP ,,fagyott” formajanak, a masik pedig a
Ran™*", ami viszont a nukleotid cserét gatolja, ezért ez a RanGDP . fagyott”
formajanak tekinthetd (Klebe €s mtsai., 1995). A kiilonb6z6 GST-Imp-BK‘:t‘:1 fehérjéket a
GST szekvencian keresztiil glutation szefar6z gyongyhdz kotottiik, majd hozzaadtuk a
0-120 perces embriokbol késziilt nyers fehérje kivonatban higitott, His-tag segitségével

tisztitott Xenopus Ran®®®" vagy Ran'**M

mutans fehérjéket. A karmosbéka Ran
fehérjéjének ezt a két mutans valtozatat altalanosan hasznaljdk in vitro kisérletekben
mas organizmusok fehérjéivel kolcsonhatdsban (heterolog rendszerek), mivel a Ran

fehérje nagyfoku evolucios konzervaltsagot mutat.
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31. abra. GST pull-down kisérlet eredményének kimutatasa western blot segitségével. Glutation szefaroz
oyongyhoz kotott Imp_BKetD (Imp_BKetPM6L)’ Imp_BKetRE34 (Imp_BKetP446L—D725N) és vad tipust Imp_BKetel GST
fuzids fehérjékhez, His-Ran™* (RanGDP), vagy His-Ran?*’" (RanGTP) tisztitott, Xenopus Ran fehérjét
10uM-os koncentracidban tartalmazd, vad tipusi muslica embrié kivonatot adtunk. A Ran fehérjék
jelenlétét anti-Ran ellenanyag segitségével mutattuk ki. A gyongyokrol leoldott, és a gélre felvitt fehérjék
mennyiségi viszonyait anti-Imp-p< ellenanyaggal ellendriztiik.
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Tobbek kozott ezeket hasznaljdk Drosophila peték injektalasdhoz is (Bilbao-Cortes €s
mtsai., 2002, Silverman-Gavrila és Wilde, 2006). Kot pufterrel torténd sorozatos
mosasok utan, a megkotott Ran fehérjéket SDS-PAGE-sel elvalasztottuk, és western
blot alkalmazasaval, a-Ran ellenanyaggal mutattuk ki.

Az Imp-B*® és az Imp-B“R* fehérjék ersebben kototték a RanGDP-t, mint a

Ketel KetD

vad Imp-p*. Ugyanakkor, a vad tipusi Imp-B*““-hez képest, mind az Imp-p*P,

KetRE34

mind az Imp-f magasabb kotési hajlandosagot mutatott a RanGTP-hez is. (31.

abra). Ez, utobbi eredmény ellentétben 4ll a kordbban leirtakkal, miszerint az Imp-p*®

gyengébben koti a RanGTP-t, mint a vad tipust Imp-p<

(Timinszky és mtsai., 2002).
Ennek oka, feltehetéen az eltérd kisérleti koriilményekben keresendd. Esetiinkben, a
gyongyhoz kotott Imp-BF®! fehérjék azonos mennyiségi viszonyait a 31-es abra felsé
paneljén lathatod felviteli kontroll mutatja. Eszerint, a fent emlitett affinitasi kiilonbség
nem szarmazhat sem abbodl, hogy eltéré mennyiségii fehérjét kotottiink a gyongyhdz,
sem abbol, hogy a gélre felvitt mennyiségek kiilonboztek.

Az Tmp-B*P és az Imp-BFRF* fehérjék erds kotési hajlandosaga a RanGTP és

RanGDP fehérjékhez azt mutatja, hogy a mutans Imp-g<®

-eknek az Imp-02 fehérjével
alkotott komplexe, egyrészt mar alacsonyabb RanGTP koncentracional is disszocial,
masrészt a RanGDP is képes lehet a komplex szétvalasztdsara. Mindkét hatas azt
eredményezi, hogy az Imp-02 nem megfeleld helyen és/vagy idében engedi el az
NLS-tartalma fehérjéket, vagy azok nem tudnak hozzd kotddni ott, és amikor arra
sziikség lenne. Ez a szabad mitotikus faktoroknak egy allandd, megemelkedett szintjét
¢s tulhajtott aktivitasdt eredményezheti, ami teljesen felborithatja az osztodasi
folyamatok térbeli ¢és idobeli szabdlyozasanak szigorti rendjét és végiil a mitdzis

metafazisban vald elakadasaba torkollik.

_ﬂKetRE34

11. A RanGTP szint csokkentése menekiti az imp embriok letalitasat

Lathattuk, hogy a RanGTP/GDP megnovekedett kotési hajlanddsaga az

rrrrrr

orsoszervez0 faktorok aktivalodasat. Teszteltik, hogy olyan mutaciok, amelyek
befolyasoljgk a RanGTP/GDP koncentraciojat, modositjgk—e az  imp-B<"5%/+

ndstények embridinak szemi-dominans letalitasat (10. tablazat).
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Nostények genotipusa Pete ¢életképessége Szoras Vizsgalt embridk
(%) szdma
imp-p*/+ 58 3,56 234
imp-B*“"**/+; DfB3L)wS.4/+ 96 2,33 310
imp_ﬁKetRE.?éf/ RanGapEP] 173 27 6,55 778
imp_ﬁKetRE.?éi/RanGapE}Ql763 28 4’72 395
RanGap™"'7/+ 92 6,92 150
RanGap™"7%/+ 81 3,05 150

10. tablazat A RanGTP koncentraciojat befolyasolé mutaciok modositjak az imp-p~“*E** fenotipusat.
Az eredmények statisztikai elemzése a fliggelék F5. tablazataban talalhato.

Amikor imp-f“®5? heterozigdta hattéren a RanGEF (Ran Guanosine Exchang
Factor) fehérjét kodolo BjI/RCC1 doézisat egy, a gént kiejté Df(3L)w5.4 delécioval
csOkkentettiik, a kettds mutans anydk embridinak kelési gyakorisaga 96%-ra
emelkedett. Ha azonban, az imp-f<“****-et a RanGAP-et (a RanGTP-az aktivalo
fehérje) kodold gén  funkcid  vesztéses mutans alléljaival  kombindltuk
imp-BXRE RanGap™ 1P vagy  imp-BXE Y RanGap™?'%  transzheterozigbta
formaban, a kettés mutans ndstényektdl szarmazd embridk életképessége 27-28%-ra

. EPI1 EY21
csokkent. A RanGap™™''" 763

vagy a RanGap mutansoknak 6nmagukban nem volt
szamottevd hatasuk az embriok életképességére. Megvizsgaltuk azt is, hogy a két gén
RNS csendesitésekor is jelentkezik—e a fenotipus moédosito hatds. Az imp-p~<*=?
hattéren a Bjl gén RNS csendesitésével 77%-ra javult, mig a RanGap gén
csendesitésével 43%-ra csokkent az embriok életképessége.

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a RanGTP szintjének csokkentése képes

. KetRE.
volt az imp-preiE

antimorf hatdsat kompenzalni, feltehetéen azaltal, hogy tobb Imp-
BKetel/Imp-OQ komplex kialakulésat tette lehetévé €s ennek folytan megndvelte a hibas
embriokra jellemzd, renellenesen alacsony NLS-kot6é kapacitast. Ezzel szemben,
amikor, a RanGap csokkent GTP-4z aktivitdsa miatt, megemelkedett a RanGTP szintje,
akkor kevesebb Imp-p*““/Imp-02 komplex formalodott és felerésodédtt az imp-g<< 3
antimorf hatdsa. Osszességében, a genetikai, sejtbioldgiai és biokémiai eredményeink

, o , , - . . Ketel
egymassal Osszhangban és egymast erdsitve, vilagitanak ra az Imp-p-°

és Imp-a2
fehérjek egylittmiikodésének a mitotikus faktorok szabalyozasaban betdltott szerepére,

mely az ecetmuslica szincicialis osztodasai soran nélkiilozhetetlen.
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EREDMENYEK MEGVITATASA

Dolgozatomban bemutatom, hogy a korai embrionalis sejtosztodaskor az imp-o.2
és az imp-P Drosophila ortologija, az imp-B<“ kozotti kolesonhatas elengedhetetlen az
osztodasi  orsok, centroszomak ¢és a  sejtmaghdrtya  megszervezddésének
szabalyozasaban. Eredményeim arra is ravilagitanak, hogy az ecetmuslica imp-a2 génje
paraldg-specifikus szerepet jatszik a korai embridfejlodésben, amit sem az imp-al, sem
az imp-a3 nem tud helyettesiteni.

Ketel

1. Az Imp-02 és Imp-f kiegyensilyozott egyiittmiikodése sziikséges a muslica

szincicialis embrioban zajlé gyors, szinkron sejtmagosztédasokhoz

A sejtosztdodas soran a Ran-vezérelt Imp-02 ¢és Imp-B egyiittmiikodés
szabalyozza az NLS-tartalmi SAF fehérjék aktivitasat. Az Imp-02 és Imp-p/Ketel az
oogenezis alatt szintetizalédik ¢és viszonylag nagy mennyiségben raktarozodik a
magasabbrendii allatok, mint példaul a karmosbéka és a muslica petéiben (Gorlich ¢€s
mtsai., 1994; Gruss ¢és mtsai, 2001; Jans ¢&s mtsai, 2000). A muslica
embriofejlédésének elsé két ordjaban még nem fejezdédnek ki a zigotikus gének és a
szincicialis  citoplazmaban gyors egymasutanban zajld6  szinkron-osztodasok
elorehaladasat kizardlag az anya altal raktarozott géntermékek biztositjadk (Foe és
mtsai., 1993). Az Imp-02 és az Imp-B*' fehérjékbél olyan nagy a maternlisan
raktarozott mennyiség, hogy még felére csokkentett gén-dozis mellett is elegendd
fehérje all rendelkezésre a mitotikus az osztodasok levezényléséhez.

A dolgozatomban leirt genetikai kolcsonhatdsok, melyeket egyrészrol az

KetRE34 ZNLSB' ZSNLSB'

. Dl r . ’ 7 1 . . z
imp-02P'* és imp-p , masrészrol az imp-a vagy az imp-o. ¢s az

Kew2473 koz6tt  figyeltink meg, arra engednek kovetkeztetni, hogy az

imp-f§
Imp-a2/Imp-B*<'! funkcionalis komplex mennyiségének egy kritikus kiiszobérték felett

. . .y . . . T , ’ . K
kell maradni a korai embridgenezis mitotikus osztodasai soran. Mig az imp-p~"

heterozigota hattéren kifejeztetett imp-a2"*% vagy imp-a2*"**% allélok a funkcionalis

KetRE34

komplexek mennyiségét csokkentik, addig az imp-f , ahogy az a pull down

kisérletb6l €és az  interakcios  mitotikus  fenotipusokbol  kideriilt, az
NLS-fehérje/Imp-02/Imp-BX®" harmas komplex stabilitdsaval teszi ugyanezt. Az

imp-a2°" /imp-pXRE* néstények  embridiban, a kozel 1:1 aranyban jelenlevé

KetRE34 Ketel

Imp-p ¢és vad tipusu Imp-f™ versenyeznek a csokkent mennyiségli Imp-02 (50%
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géndozis) kotéséért. A ligand-dokkolasi szimulacié azt mutatta, hogy az Imp-02 IBB

doménje azonos kotési hajlandosagot tandisitott mind az Imp-peRFE**

, mind a vad tipusu
Imp-BKml fehérjéhez. Mivel, eddigi ismereteink szerint, az Imp-a2 fehérjének az IBB
doménje felelds az Imp-B<““-hez valo kotddésért, a vad és a mutans Imp-p<R= kotési
affinitdsanak az IBB domén irdnyaba mutatott hasonlosagat kiterjeszthetjiilk magara az
Imp-a2 fehérjére is, amit a teljes Imp-a2 fehérjével végzett GST pull-down kisérlet
eredménye is megerdsitett. Ebbél az kovetkezik, hogy imp-a2®'Yimp-preREH
heterozigotdkban a mindenkori, rendelkezésre all6 Imp-02 fehérjemennyiség fele a
mutans Imp-p““-hez kapcsolodik, megfelezve ez 4ltal a normalis stabilitast
Imp-a2/Imp-BX'?" komplex mennyiségét. Az eleve csokkent mennyiségli Imp-a2
fehérjét tartalmazo imp-a2”'*/imp-p<“*E néstények embridiban az Imp-o2/Imp-peet
funkcionalis komplexeinek mennyisége igy egy olyan kiiszobérték ald esik, ami mar
nem elégséges a korai embrid mitotikus osztodasaihoz.

HNLSB™

Hasonloképpen magyarazhatd az embriok Iletalitdsa az imp-a €s

LSB~
2SN S,

imp-o. mutans allélek imp-a2°"*/imp-f5° hattéren torténd kifejeztetésekor.

Ezeknek a mutans Imp-02 fehérjéknek az IBB doménjei sértetlenek, ezért képesek

Ketel

komplexet alkotni az Imp-B~"-el, viszont NLS-k6td doménjeiknek mutéacioja folytan

nem képesek az NLS-fehérjék megkotésére. A csokkent mennyiségl Imp-BKetel-t
tartalmazé imp-B~“" heterozigéta hattéren, a funkcionalis Imp-02/Imp-B<® komplexek
mennyisége igy ismét a kritikus kiiszobérték ala esik. Az a magyarazat is felvetodhet,
hogy az NLS-mutins Imp-a02, aktiv IBB doméjén keresztiil a vad tipusua Imp-a2
molekuldk NLS-kotd szekvencidjaval keriil kolcsonhatasba, ezaltal megakadalyozza,
hogy az NLS-célfehérjék az Imp-oc2/Imp-BK‘:t‘:1 komplexhez kotddjenek, ami szintén az
Imp-02/Imp-B* komplex kitd-kapacitasanak csokkenését eredményezi.

A genetikai elemzés eredményei az NLSB domén jelentdségét hangsulyozzak a
szincicialis embridban zajlo gyors sejtmagosztodasokban. A mitotikus fehérjék NLS-
fliggd immun-precipitacidja ezzel teljesen Osszhangban all és azt mutatja, hogy az

osztodasi orso kialakulasat megszervezd SAF fehérjék és egyéb mitotikus faktorok az

NLS szekvenciakon keresztiil kotédnek az Imp-o2/Imp-B<<' komplexhez.
2. A mutans Imp-p**** fehérjék molekularis természete

Az imp-B¥“"E* DNS szekvenciajat osszehasonlitva az eredeti imp-g<“' alléllal,

azonositottunk egy masodik mutaciot, amelyik egy aszparaginsav-aszparagin cserét
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eredményezett a 725-0s pozicidban (D725N). Feltehetden ennek a cserének, a molekula

P P TRy , . KetD
térszerkezetét stabilizalo, hatdsa az, ami az Imp-p~°

rendellenesen nyitott
konformaciojabol eredeztetett (Timinszky ¢és mtsai., 2002), dominans ndsténysteril
fenotipust gyengiti. Ugyanakkor, a dominans negativ Imp-p<“® fehérje kifejezédését
csokkentd harmadik muticid6 (a promoter- vagy az UTR régiokban) szintén
gyengithetné a dominans ndsténysteril fenotipust, de egy ilyen eléforduldsdnak az
eshetdsége elhanyagolhato.

Ezen tilmenden, tovabb erdsiti a D725N cserére, mint szuppresszor mutaciora
vonatkoz6 feltételezésiinket az a megtigyelés, hogy egy, a fehérje 317-es pozicidjaban
szerin-treonin helyettesitést (S317T) okoz6, mutacio teljesen elnyomja az Imp-p<P
dominans hatésat (Timinszky és mtsai., 2002), ravilagitva arra, hogy egy masodlagos

KetD eomorf

helyettesitéses mutacid képes lehet ra, hogy megvaltoztassa az Imp-3
természetét.

Mindazonaltal, az a megfigyelésiink, hogy az Imp-p“**** az Imp-p~“ —hez
hasonléan megkdti a RanGDP-t, arra enged kovetkeztetni, hogy D725N csere csak
részlegesen tudja a normalis, zartabb konformaci6é irdnyaba megvaltoztatni a mutans

fehérje szerkezetét, hiszen az tovabbra is képes arra, hogy erésen megkdsse a RanGTP-

Ketel KetRE34

nél nagyobb térigényli RanGDP-t, amit a vad Imp-f nem tud. Az Imp-P
RanGDP-koté képessége feltételezhetéen csokkenti Imp-B<“R**/Imp-02/NLS-fehérje
komplexek stabilitasat, ami végsd soron alacsony RanGTP koncentraci6 mellett is az
NLS-fehérjék felszabadulasat eredményezi, ezaltal silyosan megzavarva a mitotikus
faktorok Ran-gradiens altal torténd szabalyozasat. Minden bizonnyal, ezzel azonos

irAnyl hatast fejt ki az Imp-p<e®™*

RanGTP felé megnyilvanuld affinitdsanak a
megemelkedése is, ami tovabb fokozza az Imp-B<“"**/Imp-02/NLS-fehérje komplexek
érzékenységét az alacsonyabb RanGTP koncentraciok felé. Ezt a feltételezésiinket
tamasztja ala az a kisérleti eredményiink is, hogy a RanGTP szintjének csokkentése (a
Bjl/RCCI funkciovesztéses mutacidja) szuppresszalta, mig annak novelése (RanGap

KetRE34

funkcidvesztéses mutaciok), erdsitette az Imp-f gyenge antimorf fenotipusat.

3. Az Imp-02 paralég-specifikus szerepe

Mindharom Imp-a fehérje eltérd, de részben atfedd szerepet jatszik a muslica
fejlodésében (Hogarth és mtsai., 2006; Mason €és Goldfarb, 2009). A jelenleg elfogadott

szemlélet szerint, az Imp-a fehérjék specifikus feladatai az ivarsejt képzOodés sajatos
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igényeinek ellatasara kiilontltek el (Geles és Adam, 2001; Hogarth és mtsai., 2006;
Mason és Goldfarb, 2009), mely feltételezést az is megerdsit, hogy a muslica imp-al és
imp-a.2 homozigota mutansai him-, illetve nésténysteril fenotipust mutatnak. Ismeretes,
hogy az imp-ol a spermatogenezisben (Giarre és mtsai., 2002; Mason ¢és mtsai., 2002;
Ratan és mtsai., 2008), mig az imp-a2 az oogenezisben lat el specifikus feladatot
(Gorjanacz ¢és mtsai., 2002; Mason ¢s mtsai., 2002; Ratan ¢és mtsai., 2008). Az imp-a3,
bar kifejezddik mind a tesztiszben, mind az ovariumban (Giarré és mtsai., 2002;
Hogarth és mtsai., 2006; Mathé ¢és mtsai., 2000), elsédlegesen a sejtmagi transzportban
tolt be alapvetd szerepet, amit az is alatdmaszt, hogy a hdrom muslica imp-a gén koziil
egyediil az imp-a3 null mutacidja okoz zigotikus letdlis fenotipust (Mason és mtsai.,
2002; Mathé¢ és mtsai., 2000).

A kiilonbozé Imp-o fehérjéknek a muslica korai embriondlis fejlédésében
betSltdtt szerepét még nem vizsgaltdk. Az UTR*-imp-a kisérleteink eredményei
vildgosan ramutatnak az imp-a2 paraldog-specifikus, a masik két imp-a gén altal nem
helyettesithetd, szerepére a muslica embrid szincicialis osztodasai soran. Ezek a
megfigyeléseink Osszecsengenek korabbi eredményeinkkel is, miszerint az Imp-a2
SNLSB ¢és IBB doménjeiben mutaciot hordozo transzgének, ugyan képesek menekiteni
az imp-a2”'* homozigbta néstények petéinek dumpless fenotipusat, de nem tudjak
fenntartani a menekitett petékben az embridgenezist (Gorjanacz €s mtsai., 2006).

A mitotikus orsoképzodési folyamatban a Ran, az Imp-a2 és Imp-f
kozremiikodésével nagyon sokféle NLS fiiggd célfehérjét szabalyoz, ezért a maternalis
eredeti Imp-o/Imp-B magas koncentracidoja tobbszorose az egyes SAF-ok
mennyiségének. A karmosbéka petéjében 1000-szeresre becsiilték az Imp-o/Imp-
koncentracidjat a TPX és NuMA fehérjék mennyiségéhez képest (Jans €s mtsai., 2000).
Immunfestéseinkkel a muslica petében és az osztddasok soran ugyancsak kimutattuk az
korabbi eredményeinkkel (Torok €és mtsai., 1995) és a FlyBase imp-a2-re vonatkozo
adataival. Ezek szerint mind a ndstények ovariuméaban, mind a 0-2 6ras embriok
ooplazmajaban nagy mennyiségli Imp-a2 fehérje talalhato.

Azon talmenden azonban, hogy az Imp-02/Imp-p<t

komplexnek sok
kiilonboz6 célfehérjét kell inaktivdlni a megfeleld helyen ¢€s idOben a mitdzis
eloérehaladasa sordn, az Imp-a2 petében torténd, ilyen nagymértékii felhalmozasanak
van egy masik oka is, ami a mitdzis szabalyozasanak egy specidlis mechanizmusara

vezethetd vissza. Az eukariota osztodd sejtekben a normalis mitotikus szabalyozas
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részeként, a sejtmaghartya lebomlasa el6tt megszintetizdlodott mitotikus faktorok egy
részét (ingazd faktorok) az importinok (leggyakrabban az imp-a3) a sejtmagba
szallitjdk, hogy azok a citoplazmas mitotikus apparatussal kozvetleniil ne
¢rintkezhessenek (Kisurina-Evgenieva és mtsai., 2004; Raemaekers ¢s mtsai., 2003;
Walczak és Heald, 2008; Shen és mtsai, 2009).

A muslica petének ezekbdl a faktorokbol, a kdzds citoplazmaban kialakuld, tobb
mint 6000 ors6 szabalyozasdhoz sziikséges mennyiséget kell magaba foglalnia az
ooplazmaban. Nyilvanvalo, hogy a szincicialis osztddasok kezdetén, amikor még csak
1, 2, vagy 4 mag van jelen a citoplazmaban, a tobb ezer orso kialakuldsdhoz elegendd
ingdzo faktor nem férne el a kevés szami magban. Ezek inaktivalasara, tehat valamilyen
mas mechanizmus kell, hogy szolgdljon. Erre a kiilonleges feladatra kézenfekvd
megoldast jelenthet, hogy ezeket az ingaz6 faktorokat az NLS-iiknél fogva ragadjon
meg egy Importin fehérje (az Imp-02), és ahelyett, hogy bevinné¢ dket a magba, a
citoplazmaban tartsa inaktiv allapotban. Ehhez azonban, az Importin fehérjének a
szokasos sejtmagi transzportban résztvevonél tobb ezerszer nagyobb mennyiségben kell
jelen lenni, hiszen 6 maga nem hasznosulhat Gjra egy kovetkezd transzport ciklus
folyaman, mivel a mitotikus faktorok inaktivalasa sordan az Importin is inaktivalodik.

A mechanizmusra j6 példat szolgaltat a CP190, centroszoéma alkot6 fehérje (amit
az Imp-02 NLS-fliggd modon kot meg), mivel a CP190 sejtciklus-specifikus modon
ingazik a sejtmag és a centroszomak kozott (Kellogg és Alberts, 1992; Oegema ¢és
mtsai., 1995, 1997). Erdekes modon, a CP190 nem taldlhaté meg a sejtmagban a tizedik
nukledris osztodasi ciklust megelézden, de a citoplazmaban és a centroszomak
kornyezetében kimutathaté (Frasch és mtsai., 1986). Azt feltételezziik, hogy a tizedik
osztodasi ciklus elott a CP190 az Imp-02-hoz kotédésének koszonhetéen marad a
citoplazmaban inaktiv a centroszomak kornyezetét kivéve.

Az Imp-a2 sejtciklus fliggd eloszlasa a korai embrid szinkron osztodasai alatt,
még inkdbb alatdmasztja fontos szabdlyozd szerepét. A fehérje interfazisos sejtmagi
felhalmozodasa azt jelzi, hogy feltehetden a transzport-folyamatokban is részt vallal,
mivel az importra szakosodott Impa-3 alapvetden nem mutathaté ki a korai embridban
(Fang ¢s mtsai., 2001; Math¢ ¢és mtsai., 2000). Az orsé szervezésében szerepet jatszo
fehérjek allandéan vagy idblegesen kapcsolddnak az ors6 mikrotubulusaihoz
(Silverman-Gavrila és mtsai., 2006). Az Imp-02 mitotikus fazisokban megfigyelt orso-
lokalizacidja ugy magyarazhato, hogy az Imp-a2 az orson inaktiv konformacioban, azaz

CAS/RanGTP kotott formaban lehet jelen, igy keriilhetd csak el, hogy tjra komplexet
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Ketel

képezzen az Imp-B~ -el. Feltételezésiinket az is alatdmasztja, hogy a Drosophila CAS

a human CAS mitotikus ors6hoz torténd lokalizacidjat is megfigyelték (Scherf és mtsai.,
1996). A RanGTP kozelmultban megfigyelt ors6 MT-asszociacidja megerdsiti azt az
elképelésiinket, hogy a rendelkezésre allo RanGTP egyrészt a CAS fehérjével
egylttmiikodve stabilizalja az Imp-a2 zart szerkezetét, masrészt megkdti, a szintén
orsd-lokalizacioja Imp-BKetel-t. Az Imp-a2 az anafdzis B-ben az egykori metafazisos sik
helyén mutat egy gyors felhalmozddast, aminek okdra jelenleg nehéz magyarazatot
talalni, de elképzelhetd, hogy a MT nukleacié gatlasaban vesz részt, ami megzavarhatna
azt az intenziv MT polimerizaciot, ami az atfedd orsdfonalak plusz végein folyik az
osztodasi orsd ezen teriiletén. Az mindenesetre valOszinlisithetd, hogy ez a

felhalmozodas egy nagyon gyors mozgast, pluszvég-iranyitott kinezin

kozremukodésével torténik.

4. Az Imp-a2/Imp-p*“?" komplex szabalyozza a mitotikus folyamatokat a

szincicialis embrioban

Az Imp- osztodasi ors6 megszervezddésében jatszott szerepét karmosbéka
petekivonatban bemutattak (Nachury és mtsai., 2001). Bar a Drosophila Imp-f~““ egy
jol jellemzett gén (Timinszky és mtsai., 2002, Lippai és mtsai., 2000), részvétele a
mitotikus orsé kialakuldsaban még nem tisztazott. Az imp-f<“°/+ ndstények
petefejlodése az elsd osztodas soran ledll, mivel nem alakul ki a gonomerikus orsé és
csak rendezetlen MT szalakat figyeltek meg (Tirian €és mtsai, 2000). Tisztitott
Imp-B*® fehérje muslica embridba injektalasakor bar a sejtmaghartya nem alakult ki,
de sem orsd, sem ors6 kopeny rendellenességeket nem talaltak (Timinszky €és mtsai.,
2002). Az imp-f R vizsgalatakor megfigyelt orsd hibak ugyan nem éallnak kozvetlen
kapcsolatban az imp-B~“" fenotipussal, de egyértelmiien bizonyitjak az imp-g<¢
szerepét az orsoszervezddés folyamataban.

Az imp-a2P fimp-BXRE &s imp-a2P' fimp-pEC: nos-Gal4-imp-a2™P )+
ndstények embridiban megfigyelt egyéb mitotikus rendellenességek, mint példaul a
kromatin kondenzicid, a kromoszéma elrendezddés ¢és szétvalas hibai, elvileg
lehetnének a szabdlytalan orsoszervezddés masodlagos kovetkezményei is. Az ISWI

muslica ortolégjanak NLS-fliggd immunprecipitacidja az Imp-a2-vel, azonban arra

crcr
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kozvetlentil is lehet hatdsa a DNS allapotara ¢és a kromoszomak szervezddésére. Ezt a
feltételezésiinket tamasztja ala az a kdzelmultban kézzé tett eredmény, miszerint a
kromatin ujraszervezddéséért (kromatin remodelling) felelés ISWI ATP-azt (Brown és
mtsai., 2007; Corona €s mtsai., 1999; Siriaco €s mtsai., 2009) RanGTP-fiiggé MAP-
ként is azonositottdk, amelynek szerepe van a kromoszomdk szétvalasiban és az
anafazisos MT-ok stabilizaci6jaban karmosbéka petében €s muslica S2 sejttenyészetben
egyarant (Yokoyama és mtsai., 2009).

A mitotikus orsok hibas szervezddésével centroszoma rendellenességek is
gyakran egyiitt jarnak (Di Fiore és mtsai, 2004; Zhang és mtsai, 2008). Az
imp-a2°" imp-KRE &s imp-a2'fimp-pE; nos-Gald-imp-a2"*%/+ mutans anyak
embrioiban gyakran lathatd centroszOma vesztés esetleg még betudhato az
orsdszervezOdés masodlagos kovetkezményének, de a centroszoémak orsénkénti tobblete
vagy citoplazmas duplikacidja azt jelzi, hogy a centroszéma ¢€s nuklearis osztédasok
szétkapcsolodtak a mutdns embridkban. Az emlds sejtekben bonyolult szabalyozo
mechanizmusok halozata biztositja, hogy egy sejtciklus alatt csak egy centroszéma
duplikacié torténjék (Hinchcliffe and Sluder, 2001), mivel a rendellenes centroszéma
amplifikacio stlyos kovetkezményekkel, példaul rakos sejtek kialakuldsaval jarhat. Az
osztodasi orsokon esetenként megfigyelt, normalisnadl nagyobb méretii centroszomak
viszont felvetik annak a lehetdségét is, hogy ezekben a centroszoma alakzatokban nem
torténik meg a cenrtiolum replikacidja, csak egyre tObb peri-centriolaris anyag
halmozodik fel benniik. Ezt centridlum-specifikus ellenanyag-festésekkel lehetne
tovabb vizsgalni.

A centroszémak kialakulasdban és osztodasaban nélkiilozhetetlen szerepe van a
benniik taldlhaté centriolumoknak. Megtermékenyiiléskor a himivarsejt széllitja a
centridlumot (basalis test) az ooplazméba és e koré szervezOdik meg a fejlédd embrid
elsd centroszomdja. Megtermékenyités nélkiili, azaz de novo centroszoma-képzddés,
ritka kivételektdl eltekintve (szliznemzés) nem fordul elé a magasabbrendii allatok vad
tipust ndstényeinek petéiben.

Az imp-a2”" fimp-BERE s imp-a2P' fimp-pEC; nos-Gald-imp-a2"P I+ sziiz
ndstények petéiben megfigyelt centroszomak alapjan az a hipotézisiink, hogy a
petékben raktarozott centriolum és centroszoma fehérjéken a mutans Imp-oQ/Imp-BK‘:":l
komplexek NLS szekvencia-fliggd inaktivald hatasa nem érvényesiil és az igy szabadda
valo fehérje-készletbdl de novo centridlumok és centroszomak képzddnek. A de novo

centroszéma kialakuldsaval kapcsolatos feltételezéstinket megerdsitik azok a kisérletek,
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amelyekben tultermeltették a centriolum duplikacidban nélkiilozhetetlen SAK kinazt
vagy a SAS6 fehérjét. Mig embriok esetében centroszéma amplifikaciorol, addig meg
nem termékenyitett peték esetében de novo centridlum szervezédésrdl szamoltak be
(Peel és mtsai., 2007; Rodrigues-Martins €s mtsai., 2007). Ezzel egybevagdak azok az
eredmények, amelyeket egy mdasik muslica fajban irtak le. A partenogenezissel is
szaporodni képes Drosophila mercatorum meg nem termékenyitett petéiben zajlo
osztodasok sordn, az altalunk megtigyeltekhez hasonld, centridlum-specifikus
ellenanyagra is festddd, centroszoOma-szerli mitotikus alakzatokat figyeltek meg,
amelyek a késObbiekben megszervezték a normadlis mitézisokhoz sziikséges orsokat
(Riparbelli ¢s Callaini, 2008). Mindezeket egybevetve, feltételezhetd, hogy az
Imp-a2/Imp-BX<'" fehérjék olyan mitotikus faktorokat is szabalyoznak, amelyek a
centroszoéma kialakuldsanak ¢és dinamikijanak fontos szerepldi €és a centridlum
biogenezis folyamatat is befolyasoljak.

A lamin fehérjék a sejtmaghartya belsd oldalaval allnak kapcsolatban és fontos
szerepet jatszanak a maghartya szerkezeti integritasdnak fenntartasaban. Strukturalis
feladatuk mellett részt vesznek még alapvetd sejtmagi-folyamatokban, ugy mint a DNS
megkettézddése, transzkripcid és a kromatin epigenetikus szervezddése (Dechat és
mtsai., 2009). A lamin hiszton H2A-kozvetitett kotddése a kromoszémékhoz egy fontos
Iépés a nuklearis lamina €és a sejtmaghartya megszervezddésében (Mattout és mtsai.,
2007). Karmosbéka petekivonatban azonban, RanGTP-vel bevont gyongyok feliiletén,
kromatin jelenléte nélkiil is megfigyelték a sejtmaghartya kialakuldsat (Zhang és Clarke,
2000).

Az még nem teljesen tisztazott hogy a Ran, hogyan irdnyitja a sejtmaghartya
kialakulasat, de az Importin fehérjék részvétele ebben a mechanizmusban is alapvetd
(Brittle és Ohkura, 2005; Clarke és Zhang, 2008). A DNS nélkiil kialakult gombszerti
lamin Dm0 szervezédések, amiket az imp-a2”'?/imp-p*E? & imp-a2P" imp-p;
nos-Gal4-imp-a2""**~/+ néstényektdl szarmazo embriokban mi is megfigyeltiink, olyan
faktorok felszabadulasat jelzik a mutans Imp-o2/Imp-p*“" komplexbdl, amelyek a
kromatintol fliggetlentil is képesek megszervezni a sejtmaghartya megformaldédéasat. Az
a megfigyelésiink, hogy a lamin aggregidtumokat formal a kiilonb6z6 mutans
imp-a2°" imp-fXRE s imp-a2®/imp-pF:  nos-Gald-imp-a2VP/+  néstények
embrioiban, ramutat arra is, hogy in vivo az Imp-a2/Imp-B< komplexek akadalyozzak
meg a lamin spontdn aggregacidjat, amit a lamin-dimerek belsd szerkezeti

tulajdonsagaként irtak le in vitro kisérletek alapjan (Moir €s mtsai., 1991).
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Osszevetve a normélis lamin eloszldsi mintdzatot (Paddy és mtsai., 1996;

Ketel

Walker és mtsai., 2000) az imp-a2 €és imp-f~°° mutans embridkban latott rendellenes

lamin szervezddéssel €s azzal az erdeményiinkkel, hogy a lamin Dm0 NLS-fiiggéen

Ketel Lendszer

asszocial az Imp-2-vel, megallapithatjuk, hogy a RanGTP/Imp-02/Imp-3
miikodoképessége nélkiilozhetetlen a sejtmaghdartya kialakuldsaban.
Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a muslica embrionalis fejlodésének

un. pre-blasztodermalis szakaszaban, az Imp-02 és Imp-B<

fehérjek olyan
egybehangolt szabalyozasi feladatokat latnak el, amelyeket az oszt6dasi orsok és a
sejtmaghartya megszervezésében, valamint a centroszéma biogenezisében résztvevo

szamos mitotikus faktor NLS-ének Imp-a2 altali megkotésén keresztiil érvényesitenek.
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A Ran szabalyozasa mellett az importinok végzik a makromolekuldk aktiv
szallitasat a sejtmagi transzport folyamatokban. A citoplazmaban kialakult harmas
komplexben az Imp-a kozvetiti az NLS szekvencidval rendelkezd célfehérjék és az
Imp-B kozotti kapcsolatot. Az utdbbi évek kutatdsai alapjan korvonalazodott, hogy az
Imp-a/Imp-B a sejtosztodasi folyamatok térbeli- és idobeli koordinalasdban is részt
vesz, mégpedig az osztddasi orsot megszervezd SAF és MAP fehérjék aktivitasanak
szabalyozéasan keresztiil. Az ecetmuslica egy imp-f és harom imp-a génnel rendelkezik.
Az imp-f ¢és imp-a3 foként a sejtmagi transzportban, mig az imp-al a
spermatogenezisben lat el specifikus feladatot. Ugyanakkor, az imp-a gének szerepét a
Drosophila embri6 korai osztodasai soran eddig még nem vizsgaltak.

Korabban, laboratoriumunkban P elem mutagenezis soran azonositottuk az
imp-02 gén Drosophila ortologjat, és részletes vizsgéalataval felderitettiik a muslica
petefejlodésében betdltott specialis szerepét (Gorjanacz et al., 2002; Torok et al., 1995).
A homozigéta imp-a2”'* null mutansok felndtt egyeddé fejlédnek, viszont a ndstények
100%-ban sterilek, tobbségiik egyaltalan nem is rak petét. A nagyon ritkdn mégis
kialakulo peték sulyos fejlodési rendellenességet mutatnak, amelynek oka a
gylriicsatornak besziikiilése a petefejlddés soran. Ezt a hibat sem az imp-ol, sem az
imp-03 nem tudta menekiteni. Az imp-a2 kis NLS-k6t6 régiojat érintd, illetve az Imp-f3
kotesért felelds, IBB doménjét kiejtd mutans transzgének kifejeztetése normalis
morfologiaju, érett petét eredményez, viszont a lerakott petékbdl nem fejlddnek
embriok (Gorjanacz et al., 2006). Ez az eredmény felvetette annak lehetdségét, hogy az
importinok mit6zisban, és azon beliil az osztddasi orso kialakulasdban betoltott szerepét
in vivo vizsgaljuk meg Drosophila melanogaster-ben. Dolgozatomban az imp-o.2 korai
embrionalis funkci6it mutatom be, az imp-f-val létrejott genetikai interakciojan
keresztiil, illetve, sejtbioldgiai és biokémiai modszerek segitségével.

Munkank az imp-a2 gén és az imp-f Drosophila ortologja, az imp-f~““ gén
kozotti genetikai kolesonhatas vizsgalataval kezdéddtt. Az imp-o2 gén imp-a2°"*-es

r1: r . K r . KetRPI . KetRX13 r . - KetRE.
null allélje, és hat recessziv imp-p~< allél (imp-p~“RF5 | imp-pKe™55 &5 imp-pFRE? — a

KetD Keic02473 - Keie02657
, imp-f§ €s

dominans ndsténysteril imp-f
Kete03750

revertansai —, illetve imp-f
imp-p piggyBac  inszerciok)  kiilonbozé  kombinacidit  hordozd,
transzheterozigdta anydktol szdrmazoé embriok fejléddését kovettiik nyomon. A fenti

kombinaciok koziil egyedil az imp-a2°"/imp-p*“*E eredményezett embridletalitast,
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Ketel

amelyet mind az imp-a2, mind az imp-f~ vad alléljeinek transzgénikus kifejeztetése

egyarant menekitett, jelezvén, hogy az Imp-02 és Imp-p*° fehérjék koordinalt
egylttmiikodése kritikus a muslica korai embriondlis fejlédésében.

Az imp-pFRE? allélban azonositottunk egy masodik mutaciot, a D725N

Ketel Ketel

helyettesitést, amely az Imp-p Imp-02-k6td doménjében talalhat6. Az Imp-P

y e . .7 r . r . . ’ w 7 . y . KetRE34 ,
fehérje in silico és biokémiai modszerekkel torténd vizsgalata szerint az Imp-B<eR* és

a vad Imp-B~ fehérje az Imp-02 IBB doménjét ugyanolyan erésen koti. Ugyanakkor,

az N725 aminosav olyan, 0j, molekulan beliili, szerkezetmddositd kotéseket alakit ki,

amelyek feltehetden javitanak az Imp-p<eP

ezaltal csokkentve a dominans nésténysteril Imp-p<“° fehérje mérgez6 hatasat. A

KeRE3M szerkezeti modosulasa ugyanakkor, nem allitja vissza teljesen a vad tipusa

Imp-B
Imp-f
RanGDP fehérjékhez torténd megemelkedett kotési hajlandosadga is ravilagit.
KetRE34

Ketel molekulara jellemz6 fehérje kotési flexibilitast, amint arra a RanGTP és

Feltehetéen ez az oka az imp-f szemi-dominans természetének. Ezt a

feltételezésiinket tamasztja ald, hogy a RanGTP szintjének csokkentése (a Bjl/RCCI

funkcidovesztéses mutacidja révén) szuppresszalta, mig annak novelése (RanGap

KetRE34

funkcidvesztéses mutaciok altal), erdsitette az imp-f antimorf fenotipusat.

KetRE.
et 34'61

KetRE34

imp-a2, imp-al és imp-03 klasszikus funkciovesztéses allélok imp-f
transzheterozigdta kombindcidja esetén, vagy mindharom imp-o paraldég imp-f
hattéren torténd, ovarium-specifikus RNS csendesitésekor, csak az Imp-a2 szintjének
csokkentése  okozott  embridletalitist.  Tovabba, az  imp-a2”'/imp-pFRE
allélkombinaci6 erds embridletalis fenotipusat, az azonos szinten €s mintazatban
kifejeztetett, UTR”imp-a transzgének koziil, kizarolag az UTR”imp-a.2 menekitette. Az
Imp-a2 magas koncentracioban van jelen a 0-2 6ras embri6 szincicialis plazmajaban. A
gyors osztddasi ciklusok soran a mitotikus orsd6 mikrotubulusiahoz kotédik, mig
interfazisban a sejtmagban hatarozottan feldisul. A genetikai analizisek eredményeivel
parosulva ez a sejtciklus-fliggd eloszlasi mintazat egyértelmtien ravilagit a muslica
imp-a2 génjének paraldog-specifikus szerepére az embrid korai fejlodési szakaszaban a
szinkron magosztodasok soran.

LSB~
2NS

. SNLSB~ AIBB
,  imp-o2

. imp-a2’™8 imp-a2“*F)

A mutins imp-a2 (imp-a

transzgének analizisét imp-a2”'*/imp-f£““ null érzékenyitett hattéren végeztiik,

KetRPI3 Ketc02473, imp_ﬁKel€02657,

recessziv imp-p~< allélokkal (imp-B~"™"  imp-p , imp-P

imp-p~"3 7% kombinacioban. Az imp-a2 NLSB és SNLSB doménjeinek inaktivalasa

Ketel

az imp-f~°° gén csokkentett dozisaval parosulva embridletalitast okozott. Kimutattuk
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az imp-a2™"*% transzgén antimorf hatasat is imp-a2”'*/+ heterozigota hattéren, amit az

Ketel oen lecsokkent dozisa felerSsitett. A genetikai elemzés eredményei az NLSB

imp-p
domén jelentdségét hangsulyozzdk a szincicialis embridban zajlo  gyors
sejtmagosztodasokban €s a mitotikus fehérjék (lamin, CP190 és ISWI) NLS-fiiggd

AIBB ,
mutans

immun-precipitacioja ezzel teljesen Osszhangban 4all. Az imp-a2
kifejeztetésének imp-a2”'*/imp-p*“ null hattéren nem volt hatisa az embriok
fejlodésére, ami azzal magyarazhatd, hogy IBB domén hianyaban az Imp-oa2 nem tud az
Imp-BKml fehérjéhez kotddni, mig a masik harom, intakt IBB doménnel rendelkez6
Imp-a2 mutans fehérje képes fizikailag kapcsolatba 1épni az Imp-p*““-lel. Az Imp-a2
biztositd Imp-02“*S®/Imp-p**? komplexek tovabbra is ki tudnak alakulni, és igy
tovabbra is megkdtik az NLS szekvencidval rendlekezd mitotikus faktorokat, lehetové
téve az embrid normalis fejlodeését.

A dolgozatomban leirt genetikai kolcsonhatdsok, melyeket egyrészrol az

DI14 4

. : KetRE.
imp-a2°'* és imp-pEeRE

LSB— LSB— Ketc02473
ZN S. ZSN S, elc

, masrészrdl az imp-o. vagy imp-a. ¢és imp-p
kozott figyeltink meg, ravilagitanak arra, hogy az Imp-a2/Imp-B* funkcionalis
komplex mennyiségének egy kritikus kiiszobérték felett kell maradni a korai
embridgenezis osztodasai soran. Mig az imp-f~“" heterozigota hattéren kifejeztetett

LSB—
ZNS

imp-a. vagy imp-a2*"B- allélok a funkcionalis komplexek mennyiségét

csokkentik, addig az imp-f~“*

, ahogy az a pull down kisérletbdl és az interakcios
mitotikus fenotipusokbol kideriilt, az NLS-fehérje/Imp-02/Imp-p* harmas komplex
stabilitasaval teszi ugyanezt.

Az imp-a2”" fimp-BEREY ¢s imp-a2P fimp-fFUY5 - nos-Gald-imp-a2™SB-
ndstények altal rakott embriok immuno-citologiai vizsgalata szembetiind osztddasi
rendellenességeket tart fel. Mindkét mutans csoport kozos tulajdonséga, hogy az
embriok fejloddése talnyomorészt az elsd harom-négy mitotikus ciklus soran megallt és a
tobbnyire metafazis-szerli orsok szamaban és alakjaban is stlyos hibdkat figyeltiink
meg. Az embridk részletesebb konfokalis mikroszkdpos vizsgalatakor szamtalan
mitotikus hibat észleltiink. Korlatlan ndvekedésii szabad asztereket és tilnovekedett, jol
fokuszalt, vagy rendezetlen polusii osztodasi orsokat, orso-fuziot és elvétve, keskeny
orsokat lattunk. A robusztus méretli osztddasi orsok gyakorta szabalyos kromatin-
eloszlassal és -kondenzacioval rendelkeztek. Ezzel szemben megfigyeltiink nem
kondenzalodott DNS aggregatumokat, kiilondsen a tobbpolusi- vagy a keskeny

orsokban, amelyek csokkent mennyiségli kromatint tartalmaztak. Feltételezziik, hogy a
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talndvekedett orsok €s szabad aszterek, olyan mitotikus faktorok tulzott aktivitdsanak
kovetkezményei, amelyek a MT-ok tulndvekedését idézik eld, mivel elégséges

mennyiségli, funkcionalis Imp-a2/Imp-B<t

komplex hidnyadban kikeriilnek a
citoplazmas gatlas alol.

A sejtmaghartya rendellenes megszervezddését a hozzakapcsolodd lamin
eloszlasa rajzolta ki. Az imp-a2°"*/limp-X*53* &s imp-a2°'/ imp-pF?*7; nos-Gald-

2"ESB-pgstények embridiban a lamin vezikulumok az orso polusokon, az asztralis

imp-a.
MT-ok kornyezetében rendellenesen feldisultak. A vad tipust muslica embrid
részlegesen nyitott mitdzisara jellemzd, az osztddasi orsdkat széles savban Ovezo,
orsokopeny pedig hidnyzott. A tobbpdlust orsdékban gyakorta formalodott dsszefiiggd
maghartya a metafazisos lemezbdl az egyik polusra kihuzott kromatiddk koril. A
mutans anyak embridiban a lamin aggregatumokat képzett, vagy gyakran a toredezett
kromatin koriil a normalisnal vastagabb és nagyobb gomboket formalt. Erdekes médon,
esetlegesen kromatin jelenléte nélkiil is kialakult kisebb-nagyobb méretii 6sszefliggd
lamin struktara, ami arra hivja fel a figyelmet, hogy az Imp-0c2/Imp-BK‘:t‘:l komplex hibés
kooperécidja olyan faktorokat szabadit fel, amelyek kromatin nélkiil is megformaljak a
maghdartyat. A megfigyelt fenotipusok alapjan feltételezziik, hogy a sejtmaghértya
lebomlasanak/ajra-formalodasanak mechanizmusaban az Imp-02/Imp-pFet
egylttmiikodés fontos szerepet jatszik €s a lamin NLS-fliggd immunprecipitacidja
tovabbi bizonyiték erre a feltételezésre.

A centroszomin festésekkel lathatova valt centroszoma rendellenességek arra

vilagitottak r4, hogy az Imp-02/Imp-p<t

szabalyozas, az orsd kialakuldsatol
fiiggetleniil, érvényesiil a centroszoma dinamikajaban és a biogenezisében is. A mutans
anyak embridiban az orsok tobbségén nincsen vagy csak egyetlen centroszoma van.

Ennek oka feltehetden a centroszoma vesztés, amit az erdteljes asztralis mikrotubulus

------

szabad centroszomak citoplazmas duplikacidja, ugyanakkor azt jelzi, hogy a

centroszoéma ¢és nukledris osztodasok szétkapcsolodtak a mutans embridkban. Az

LSB—
ZNS

. Di4 ,. Ketc()2 . , o
imp-02°"*imp-K4V* - nos-Gald-imp-a mutans néstények meg nem

termékenyitett petéiben de novo képz0dd centroszomak, felhivjadk a figyelmet az
Ketel

Imp-a2/Imp-p komplex egy uj, esetleges szerepére, miszerint a komplex a

centridlum biogenezis reguldtorait is szabalyozza.
Eredményeinket osszefoglalva elmondhatjuk, hogy az Imp-o2 és Imp-p<et

specifikus egylittmiikodése sziikséges a mitotikus orsok kialakulasanak, a sejtmaghartya
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megszervezddésének, a centroszomak dinamikajanak és a centriolumok biogenezisének
a szabalyozéasahoz a Drosophila embri6 korai sejtmagosztodasai sordn. A kiilonb6zo
mitotikus faktorok regulacidja az Imp-a2 NLSB-doménjének kdozvetitésén keresztiil
érvényesiil. A kisérleteink eredményei vildgosan ramutatnak az imp-a2 paralog-
specifikus, a masik két imp-a gén altal nem helyettesithetd, szerepére a muslica embrio

szincicialis osztodasai soran.
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SUMMARY

The active import of macromolecules from the cytoplasmic compartment to the
nucleus is carried out by the importins under the regulation of Ran. Imp-o mediates the
binding of cargo proteins to the Imp-f through their NLS sequences by forming a
ternary complex in cytoplasm. The Imp-o/Imp-f involved in the spatial-temporal
coordination of mitotic processes as well, regulating the spindle assembly factors
SAFs/MAPs activity. The fruit fly has one imp-£ and three imp-a genes. The imp-f and
imp-a3 are mainly involved in nucleo-cytoplasmic transport and imp-al has specific
function during the spermatogenesis. However, the role of each imp-a gene during the
embryogenesis is not yet understood.

The Drosophila orthtolog of imp-02 gene was identified by a P element screen
in our group. The further characterization of the gene revealed that imp-a.2 has a specific
function during the oogenezis (Gorjanacz et al., 2002; Torok et al., 1995). The loss off
function mutation of imp-a2 leads to female-sterility characterized by the occlusion of
the ring canals and over-expression of imp-alor imp-a3 failed to rescue this phenotype.
Moreover, amongst a series of mutant imp-o2 transgenes generated, only the expression

LSB—
ZSN S,

of imp-a or imp-a2*™® resulted in matured eggs however, the development of

these embryos were arrested (Gorjanacz et al., 2006). This promted us to takeover
further investigation of the imp-a2 gene during the early embryogenesis to clarify its
contribution for these mysterious processes. In my thesis I describe a work involving
methods of genetic analysis, cell biology, molecular biology and in silico protein

modeling, focused on the imp-a2 functions during the early embryo development.

Ketel

First we set up a genetic analysis with imp-0.2 and imp-£~“°, the fly ortholog of

imp-p. We combined imp-a2 null allele imp-a2”'?, with six different recessive imp-g<“!

KetRPI3 KetRX13 KetRE34

— revertant of the dominant female
ete02657

alleles (imp-f , imp-f§ and imp-pf

KetD .
‘P _ as well as imp-f

Ketc02473 Kete03750

and imp-pf — piggyBac

insertions) and examined the viability of eggs laid by heterozygous females of each

sterile imp-f , imp-,

combination. Eggs produced by trans-heterozygous imp-a2”'*/imp-p*“*5* females were

lethal, whereas eggs laid by all other heterozygous females developed normally. The

embryo-lethality could be rescued by expressing the wild type imp-a2 or imp-p~<

Ketel

transgenes. This indicates that imp-a2 and imp-f interaction is critical during

embryogenesis.
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We identified a second mutation in imp-p*“**3? a D725N substitution, which

Ketel

located in the Imp-o-binding domain of Imp-B~~". The in silico analysis showed no

difference between the binding affinities of Imp-p““’*N and Imp-p* to the IBB
domain of Imp-a2. GST pull down experiments showed similar results. The D725N

substitution forms new intra-molecular interactions which probably weaken the

KetD

dominant negative character of imp-f allele by stabilizing its abnormally opened

KetRE34

structure. This structural modification in Imp-f3 is not sufficient to restore the wild

Ketel

type Imp-B molecule binding flexibility, which is showed by the strengthened

binding affinity of Imp-p<“®**** to both RanGTP and RanGDP, the probable cause of the
semi dominant character of this allele. Mutations decreasing the level of RanGTP (loss
of function mutation in BjI/RCCI) suppressed, while mutations increasing the level of

RanGTP (loss of function mutation in RanGAP) enhanced the semi-dominant phenotype
KetRE34

of Imp-f

Introducing classical imp-o alleles into imp-f“®5*/+ or ovarian-specific RNA
silencing the members of the imp-a gene family on the same genetic background
showed that only the imp-a2”"*/imp-p*®5? and the imp-02i/imp-p**=? combinations
resulted in strong embryonic lethality. Moreover, expressing UTR? transgenes producing
similar amount of Imp-al, Imp-02, and Imp-a3 each, only the UTR”-imp-a2 was able to
restore the embryonic viability of eggs laid by imp-a2”'/imp-f<“*** females. The
amount of Imp-02 is apparently high in the 0-2hs embryo cytoplasm. During the rapid
syncytial divisions Imp-a2 associates to the spindle MTs while in the inter-phase it
accumulates in the nucleus. The results of genetic analysis and the cell cycle dependent
localization of Imp-a2 together reveal that imp-a2 has a paralog-specific role in the pre-

blastoderm stage nuclear divisions of Drosophila embryo.

LSB~
aZNS

: SNLSB™
,  imp-a2

)

The analysis of mutant Imp-02 transgenes (imp-

AIBB

imp-02""8, " imp-a2“*5%)

. . DIl4 ,. K¢ o .
was carried out on imp-a2”'?/imp-p null sensitized

Ketel KetRX13 KetRP13

background using different recessive imp-f alleles (imp-f , imp-f , imp-

RO pp- 0267y pEEO70) nactivation of the NLSB or SNLSB domain of

imp-02 in combination with decreased dosage of Imp-p<°

, completely block the
embryonic development. We detected the antimorphic effect of imp-a2""*®" transgene
also in imp-a2”"*/+ females, and this effect was enhanced when gene dosage of

Ketel was reduced. Altogether, our data emphasize the importance of NLSB domain

imp-p
during the mitosis in the syncytial embryo, and the NLS-dependent co-

immunoprecipitation of mitotic factors, like lamin, CP190 and ISWI with Imp-a2
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AIBB

further support this. In contrast, the expression of Imp-o2 exerted no deleterious

effect on embryo development, which can be explained on the basis of the lack of IBB

Ketel

domain, which prevents it’s binding to Imp-B~, whereas the other three Imp-a2

proteins contain an intact IBB domain and were able to physically interact with

Ketel

Imp-p In the lack of CASB domain, which stabilizes the Imp-a2 closed

conformation, the opened structured Imp-oc2CASB"/Imp-BK‘:":l complexes could be formed

and could bind to the mitotic factors as well.

D14 KetRE34

The genetic interactions observed between imp-a2~ "and imp-f , as well as
Keic02473

between imp-a2"*% or imp-a2*"*5~ and imp-p , reveal that the concentration of

Ketel

the functional Imp-02/Imp- complexes should be above a threshold level in the

developing embryo. While expressing imp-a2""** or imp-a2*™*** alleles on imp-g~<"
pmg y p g imp

heterozygous background reduces the amount of functional complexes, the imp-g~“*5

allele, as inferred from pull down experiment and mitotic phenotypes, appears to
decrease the stability of the NLS-protein/Imp-02/Imp-$<¢

Embryos laid by imp-02°"/imp-p**53* and imp-a2°'*/imp-p~“"**7 : nos-Gal4-

ternary complex.

imp-02""%" females displayed a wide range of abnormality. Their development was
predominantly blocked during the very first mitotic divisions in cycle 1-4 and, we
detected abnormalities both in the number and the organization of the metaphase-like
structures. Examination by confocal microscopy of embryos revealed numerous
mitotic defects: uncontrolled free asters, overgrowth of well-focused or unfocused
spindles, spindle-fusions and, less frequently, narrow spindles. We observed robust
spindles with condensed and regularly aligned chromatin at the equator. We also
detected discrete, non-condensed aggregates of chromatin mostly in the multipolar and
the narrow spindles, which contained smaller amount of chromatin. Our data suggest
that phenotypes of overgrowth spindles and free asters could result from the activity of
factors that trigger a persistent MT formation in the spindle area, because in the
absence of sufficient amount of functional Imp-oc2/lmp-BK‘:":1 the SAFs could not be
kept inactive.

The nuclear envelope structure, delineated by lamin, was abnormal in the
embryos of imp-a2°"*/imp-fX“*E* and imp-a2®'/imp-pE?*7 -nos-Gald-imp-a2™E
females, showing high concentration of lamin-stained vesicles at the spindle poles and
nearly lacking the spindle envelope at the equator belt. In the multipolar spindles, the
continuous lamin-stained structures, at the periphery of the spindles suggests that

nuclear envelope could be formed around chromatids pulled out from the metaphase
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plate. Less frequently, we detected large masses of DNA and lamin aggregates
encapsulated by an apparently continuous and particularly thick layer of lamin.
Occasionally, we observed large lamin structures devoid of chromatin, which indicates

Ketel

that the factors released from Imp-a2/Imp-f™ complexes could form nuclear envelope

independently of chromatin. Our findings indicate that the Imp-02/Imp-B**

regulates
the nuclear envelope assembly in the Drosophila embryo and the NLS-dependent
association of lamin with Imp-a2 further support this hypothesis.

The observed abnormalities in the centrosomin stained embryos indicate that the
Ketel

Imp-a2/Imp-p complexes contributes to the centrosome dynamics and biogenesis
independently of spindle formation. The majority of the mutant spindles contained
either no centrosome or a single one, probably as a consequence of centrosome release
driven by strong astral microtubule polymerizing activity. The occurrence of extra
centrosomes associated with one spindle and the duplicating free centrosomal structures
in the cytoplasm indicate that the centrosomes frequently replicate independently of the
nuclear cycle. The detected centrosomes in the non-fertilized eggs of

LSB™
2NS

imp-a2°" imp-pX4"**73 - nos-Gal4-imp-a mutant females suggest a new possible

Ketel

function of Imp-02/Imp-B complex, ie. it may regulate factors of centriole-

biogenesis as well.

In conclusion, our work shows that Imp-02 and Imp-p<t

specifically cooperate
to essentially regulate spindle dynamics, NE assembly, centrosome dynamics and
centriole-biogenesis during the early nuclear divisions in Drosophila embryo. The
regulation of mitotic factors is mediated by the NLSB-domain of Imp-a2. Our results
also highlight the paralog-specific role of Imp-02 in the syncytial nuclear divisions of

the pre-blastoderm embryo.
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Fiiggelék

FUGGELEK

F1. tablazat Az 5. tablazat statisztikai elemzése

Leir6 statisztika

. ‘ . Atlag hibaja
Genotipusok Atlag Szoras (SEM)
:'mp _ HZDMI."imp _ IBREtEE'!d 0.00 . .
imp — a2P fimp — BFEEES A5 — imp — 027 fnosGald 38.54 7.73 5.46
fmp — w2 fimp — FFERE o — g2t 46.50 6.35 3.18
imp — a2 f[imp — BX R imp — 8% (4 30.23 2.14 1.23
Egy szempontos variancia-analizis
. Négyzet Atlag - P-érték
Szabadsagi fok (SzF) dsszeg néeyzet F értek (F) P)
Modell 3 1845.84 615.28 19.45 0.001
Hiba 6 189.78 31.63
Total 9 2035.61
H.: Az atlagok egyenlok.
H.:Az atlagok kiillonbozdek.
A csoportok atlagai 0.01 valdsziniiségi szinten szignifikansan kiilonbdznek.
Atlagok 6sszehasonlitasa (Scheffe teszt)
, Atlag .
_ Genotipusok kiilonbség SEM F P o | Sig
e s VAT aR e 38 54 | 6.89 | 10.44 | 0.008 | 0.01 | 2
Sl A 46.50 | 6.29 | 18.23 | 0.002 | 0.01 | 2
S S 3023 | 6.49 | 7.22 | 0.020 | 0.05 | 1

Ha, Sig egyenlé 2 jelzi, hogy az atlagok kiilonbsége szignifikansan kiilonbozik 0.01 valdsziniiségi

szinten.

Ha, Sig egyenld 1 jelzi, hogy az atlagok kiilonbsége szignifikansan kiilonbdzik 0.05valdszinliségi szinten.
Ha, Sig egyenl6 0Ojelzi, hogy az atlagok kiilonbsége szignifikdnsan nem kiilénbdzik.
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F2. tablazat A 6.tablazat statisztikai elemzése

Leird statisztika

Genotipusok Atlag Szoéras | Atlag hibaja (SEM)
imp — a2PM 4 89.50 2.38 1.19
imp — GRERE/+ 61.79 10.59 6.12
fmp — @2i 39758 fnosGald 92.67 3.77 2.67
imp — 220 /4 imp — a2i%97% [nosGald 56.61 9.76 5.63
imp — BEERERR L fmy — 2579206 (npsfald 1.31 1.25 0.72
Egy szempontos variancia-analizis
Szabadségi fok (SzF) | T e8yZet Atlag b ek (F) | P-érték (P)
Osszeg négyzet
Modell 4 15992.70 3998.16 89.03 8.91+107%
Hiba 10 449.07 4491
Total 14 16441.70
H.: Az atlagok egyenldk.
H_:Az atlagok kiilonbozdek.
A csoportok atlagai 0.01 valdsziniiségi szinten szignifikansan kiilonbdznek.
Atlagok 6sszehasonlitasa (Scheffe teszt)
Atlag .
kiilonbség SEM F P o | Sig
:'mp _ 'BR Eﬁ"'if!d-llll_l_
imp — 20 4 -27.71 5.12 | 7.33 0.005 0.01] 2
imp — a2 4208 fnosfald
mp — 20 4 3.17 5.80 | 0.07 0.988 0.01] 0
tmp — a2 frimp — a2 nosGald | 4y 00 | 512 11032 0001 |0.01] 2
imp — 220 4 ’ ’ ’ ’ ’
imp — 220 /4 imp — a2i%97% [nosGald
mp — 21796 [nos Cald -36.06 6.12 | 8.69 0.003 0.01 ] 2
iy — GREMESA [ o 0 3466 [ o e T
mp = mimp —a2iT W nesCald | 00 48 | 5.47 | 3055 | 139 «107F [ 0.01 | 2
imp — GREEESR 4
imp — BEERERR L fmy — 2579206 (npsfald _7
imp — @276 nosGald -91.36 6.12 | 55.76 | 842 =10 0.01 ] 2
imp — BEERERR L fmy — 2579206 (npsfald _c
:mp _ ﬂ'zﬂml."—H :mp _ ﬂ'zfgazﬁﬁfﬂﬂsﬂﬂfd- '55.30 5.47 25.54 3'-13 * 1{] 0.01 2

Ha, Sig egyenlé 2 jelzi, hogy az atlagok kiilonbsége szignifikansan kiilonbozik 0.01 valdsziniiségi

szinten.

Ha, Sig egyenld 1 jelzi, hogy az atlagok kiilonbsége szignifikansan kiilonbdzik 0.05valdsziniiségi szinten.
Ha, Sig egyenl6 Ojelzi, hogy az atlagok kiilonbsége szignifikansan nem kiilonbozik.
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F3. tablazat A 8. tablazat statisztikai elemzése

Leird statisztika

i ' o Atlag hibaja
Genotipusok Atlag Szoéras (SEM)
UTR® imp— a2%,imp — 2P fimp— FX=RE2 | 91 18 298 0.76
UTR® imp— al™,imp — a2P1* fimp — fETRE 0 0 0
UTR® imp— a37,imp — a2P1% Jimp — pHeERESS 0 0 0
Egy szempontos variancia-analizis
Szabadsagi fok Négyzet Atlag o ,,
(SzF) Gsszeg négyzet F érték (F) | P-érték (P)
Modell 2 2583.60 1291.80 681.67 0.00
Hiba 22 41.69 1.89
Total 24 2625.29
H,: Az atlagok egyenldk.
H.:Az atlagok kiilonbozdek.
A csoportok atlagai 0.01 valosziniiségi szinten szignifikdnsan kiilonboznek.
Atlagok Osszehasonlitdsa (Scheffe teszt)
Atlag '
kiilonbsé SE F P a Si
g M &
UTR® imp — a17,imp — a2’ ™ Jimp — fRoti
2118 | 067 | 202 [ aso-10-| %01
UTR® imp — a2*,imp — a2 /imp — §¥ETRES
UTR® imp — 37, imp — 205 [imp — o
2118 | 0.67 5031'2 450 1019 OiO 5
U’I‘R—‘l :mp _ ﬂ'2+_. E?‘J’!p _ wzﬂuftmp _ 'BREFEEE
UTR® imp — a37,imp — a2™ fimp — g7 "y
0 0.69 | 0.00 1.00 1 0
U’I‘R—‘l :mp _ ﬂ'1+_. E?‘J’!p _ wzﬂuftmp _ 'BREFEEE

Ha, Sig egyenldé 2 jelzi, hogy az atlagok kiilonbsége szignifikansan kiilonbozik 0.01 valdsziniiségi

szinten.

Ha, Sig egyenl6 1 jelzi, hogy az atlagok kiilonbsége szignifikansan kiilonbdzik 0.05valdsziniiségi szinten.
Ha, Sig egyenl6 Ojelzi, hogy az atlagok kiilonbsége szignifikansan nem kiilonbozik.
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F4. tablazat A 12. abra statisztikai elemzése

1. csoport: imp-a?2 leird statisztika

Genotipus Atlag Szoras Atlag hibaja (SEM)

imp — BRERES /4 53.43 8.17 4.72
lmﬁ — azﬂl-’-lﬁmp — ﬁKarREEél 0 L _
imp — a2i3%7% fimp — SHEERES 5.22 2.87 1.29
lmp — 5{2342 GEIJ;E:mp — ﬁKarREEélllla 0 . .
Egy szempontos variancia-analizis

Szabads. fok (SzF) | Négyz.osszeg r‘?ét;aygz . F ?;t)ek p-érték (P)
Modell 3 5226.31 1742.10 62.81 6.35 + 107
Hiba 6 166.42 27.74
Total 9 5392.73

H,: Az atlagok egyenlok. m_:Az atlagok kiilonbozdek. A csoportok atlagai 0.01 valdszinliségi szinten

szignifikansan kiilonboznek.

Atlagok 6sszehasonlitasa (Scheffe teszt)

. Atlag )
Genotipusok Kiilonbség SEM| F P a | Sig
imp — 201 fimp — GEStRESS
imi_ﬁxa:&;&;’;ﬁ g 5343 | 6.08 |25.73 | 7.98 «107* | 0.01 | 2
im _a-2134266 imp— KetRE34
l-mi_ﬁggm_gaq;::_i_ p-# -48.21 3.85 | 5237 | 1.07 «107% | 0.01 | 2
i — o 235268 iy _ [ KetRE
o Eggmff WP 5343 | 608 2573 | 7381107 001 | 2

Ha, Sig egyenl6 2jelzi, hogy az atlagok kiilonbsége szignifikansan kiilonbozik 0.01 valoszinliségi szinten.
Ha, Sig egyenld 1 jelzi, hogy az atlagok kiilonbsége szignifikansan kiilonbdzik 0.05valdsziniiségi szinten.
Ha, Sig egyenl6 0 jelzi, hogy az atlagok kiilonbsége szignifikansan nem kiilénbozik

2. csoport: imp-ol leird statisztika

Genotipusok Atlag Szoérds | Atlag hibaja (SEM)
imp — fRERE A+ 53.43 8.17 4.72
imp — a1l fimp — GKetRE34 47.50 2.15 1.08
imp — alifimp— fHetRES 52.50 25.36 12.68
Egy szempontos variancia-analizis

Szabads.fok (SzF) | Négyz. 6sszeg | Atlag négyzet | F érték (F) | P-érték (P)
Modell 2 75.65 37.82 0.15 0.87
Hiba 8 2076.42 259.55
Total 10 2152.07

H,: Az atlagok egyenlok. m_:Az atlagok kiilonbozdek. A csoportok atlagai 0.01 valdszinliségi szinten

szignifikansan kiilonboznek.
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Atlagok 6sszehasonlitasa (Scheffe teszt)

. Atlag .
Genotipusok Kiilonbség SEM F P a | Sig
im _a.-lsl ime — KetRE34
Emg _ ﬁm’;ﬂﬁ s k 593 |1230] 012 | 089 |0.01] 0
imp — uiifimp—ﬁ*’“mg” .
s — GEORES 1 093 |1230| 2841072 099 |0.01]| 0
imp —alifimp— GEetRES:
imi_ﬂ_ﬁ ﬂ.gp s p— 5.00 1139 009 | 091 |001] 0

Ha, Sig egyenl62jelzi, hogy az atlagok kiilonbsége szignifikansan kiilonbozik 0.01 valdsziniiségi szinten.
Ha, Sig egyenld 1 jelzi, hogy az atlagok kiilonbsége szignifikansan kiilonbozik 0.05valdsziniiségi szinten.
Ha, Sig egyenld 0 jelzi, hogy az atlagok kiilonbsége szignifikansan nem kiilonbozik

3. csoport: imp-a3 leird statisztika

Genotipusok Atlag Szoras Atlag hib4ja (SEM)
imp — fRIRES o4 53.43 8.17 4.72
tmp — a3 fimp — pRETRE 33.33 2.89 1.67
imp — a3i35103 fimp — fReEREIS 40.67 8.39 4.84
imp — a3i31%% fimp — GRRES 43.00 2.83 2.00
Egy szempontos variancia-analizis
Szabadsagi fok Négyzet Atla F érték -y
(Sze;g 6s§;’eg négyzget (F) P-crtek (P)
Modell 3 620.91 206.97 4.85 0.039
Hiba 7 298.72 42.674
Total 10 919.63

H,: Az atlagok egyenlok. m_:Az atlagok kiilonbozdek. A csoportok atlagai 0.01 valdsziniiségi szinten
szignifikansan kiilonboznek.

Atlagok 6sszehasonlitasa (Scheffe teszt)

. Atlag )
Genotipusok Kiilonbség SEM F P | Sig

imp — a’31?_1;‘1"mp —_ ﬁKﬂtR‘EEél
imp — BRRE: 14 -20.09 533 | 473 | 0.042 [0.05] 1
imnp— C{3E:361I}3 imp— KetRE34
a'mg _ ﬁggm£34f_,+ p=F -12.76 5.33 1.91 0.217 10.01| O
imp — 3136108 iy — [REEREH
imp — GREtREM y | -10.42 596 | 1.02 | 0.440 [0.01| O

Ha, Sig egyenlé 2 jelzi, hogy az atlagok kiilonbsége szignifikansan kiilonbozik 0.01 valdsziniiségi
szinten.

Ha, Sig egyenld 1 jelzi, hogy az atlagok kiilonbsége szignifikansan kiilonbdzik 0.05valdsziniiségi szinten.
Ha, Sig egyenl6 0 jelzi, hogy az atlagok kiilonbsége szignifikansan nem kiilonbozik
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F5. tablazat A 10. tablazat statisztikai elemzése

Leird statisztika

Genotipusok Atlag Szoras Atlag hibaja (SEM)
imp — pHERER 14 57.58 3.56 1.78
tmp — fXFER 1+, DF(3L)54/+ 95.78 2.97 1.21
imp — BEERE3R JRanGaptP1lT3 26.00 11.31 4.28
imp — B XFEH [RanGap® 175 28.87 7.12 2.91
RanGap®™7 [+ 90.67 3.06 1.76
RanGap®#17%% [+ 81.33 3.06 1.76
Egy szempontos variancia-analizis
Szabadsagi Négyzet Atlag s o
fok (SzF) Osszeg négyzet Feérték (F) | P-crtele (P)
Modell 5 25658.20 5131.64 103.46 5.55 10718
Hiba 23 1140.78 49.60
Total 28 26799
H.: Az atlagok egyenldk.
H_:Az atlagok kiilonbozoek.
A csoportok atlagai 0.01 valdsziniiségi szinten szignifikansan kiilonbdznek.
Atlagok 6sszehasonlitasa (Scheffe teszt)
. Atlag .
] E}Regr:jtlpusok Kiilonbség SEM F P o | Sig
imp—f"* J+; Df(3L)5.4/+ _
lmp _ ﬁKEtR_qu,f,_l_ 3819 455 1412 2.28 =10 & 001 2
iy — §EFtRESS Jp o= EPI1173
imi - gggﬂ”:: L 3158 | 441 | 1024 | 2931075 | 0.01 | 2
imp _ﬁKﬂtEEEtllll;RﬂnGapEYﬂl?GE B
imp — fKeRES 22872 | 455 | 798 | 1.75=107* | 0.01 | 2
lmp _ﬁKEtEEE‘}fRﬂ,TlGﬂ,pEY:l?GE
imp — f¥REI R oGy EP1LT3 2.87 3.92 | 0.11 0.99 0.01] 0
BanGap P13 /4 —10
imp — EKEEEEH{;HRQHGQPEP]':LH 64.67 486 | 3541 | 45510 0.01 2
RanGap®¥21783 /4 e
imp — BKSRE /R anGapFY21763 52.47 498 | 2220 | 417 =10 0.01] 2

Ha, Sig egyenldé 2 jelzi, hogy az atlagok kiilonbsége szignifikansan kiilonbozik 0.01 valdsziniiségi

szinten.

Ha, Sig egyenld 1 jelzi, hogy az atlagok kiilonbsége szignifikansan kiilonbdzik 0.05valdsziniiségi szinten.
Ha, Sig egyenl6 0 jelzi, hogy az atlagok kiilonbsége szignifikansan nem kiilonbozik.
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