Ph.D. értekezés tézisei

Az importin-a2 paralég-specifikus szerepe és 6sszehangolt
egyiittmiikodése az importin-fi/Ketel génnel az
ecetmuslica korai embrionalis fejlodésében

Viragh Eszter Erika

Témavezetd: Dr. Kiss Istvan
MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont

Bioldgia Doktori Iskola
Szegedi Tudomanyegyetem
2013.



1. Bevezetés

A magasabb rendlii szervezetekben a makromolekulak sejtmagi
szallitasat a Ran kismolekulaja GTP-4az szabalyozasan keresztiil az importinok
végzik. A citoplazmaban az Imp-a kdzvetiti az NLS szekvenciaval rendelkez6
célfehérjek és az Imp-f kozotti kapcsolatot, majd a harmas komplex a
sejtmagba jutva RanGTP jelenlétében disszocial. Az utdbbi évek kutatasai
alapjan korvonalazddott, hogy az Imp-o/f komplex a sejtosztodasi folyamatok
térbeli- és iddébeli koordindlasaban ugyancsak részt vesz, mégpedig az
osztodasi orsot megszervezO fehérjék (NLS-SAF és -MAP) aktivitasanak
szabalyozasan keresztil. A szabalyozasi mechanizmus az eukaridta
¢élélényekben az éleszt6tdl az emberig evoluciosan konzervalt.

Az ecetmuslica egy imp-f és harom imp-o génnel rendelkezik. Az
imp-fés  imp-a3 nélkiilozhetetlen a szomatikus sejtek  sejtmagi
transzportjaban. Az imp-ol a spermatogenezisben, az imp-o2 a petesejt
fejlodése soran lat el, a masik két imp-a paralog altal nem helyettesitheto
specifikus feladatot. Az eddigi elképzelések szerint, az Imp-a fehérjék
specifikus feladatai foként az ivarsejt képzOodés sajatos igényeinek ellatasa
miatt kiiloniiltek el. A homozigota imp-a2”"’ null mutansok felnétt egyeddé
fejlodnek, viszont a néstények 100%-ban sterilek, tobbségiik egyaltalan nem is
rak petét. A nagyon ritkdn mégis kialakulo peték sulyos fejlédési

rendellenességet mutatnak, amelynek oka a gylriicsatornak besziikiilése a
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fejlédnek embriok. Ez az eredmény felvetette annak lehetségét, hogy az
importinok mitozisban betdltott szerepét in vivo vizsgaljuk meg Drosophila

melanogaster-ben.



2. Célkitiizések

Munkank célja, hogy részletesen vizsgaljuk az importinoknak a

Drosophila embrionalis fejlédésében betdltott szerepét. Az imp-a gének és az

imp-f3 kozotti kapcesolatot feltard genetikai analizisekkel, illetve a mutans anyak

embridinak sejtbiologiai és biokémiai vizsgalataval az volt a célunk, hogy

fényt deritsiink az egyes imp-a paralogok szerepére, és megismerjik az

Imp-02/Imp-f

Ketel  komplex funkcidit az ecetmuslica korai embrionalis

osztddasai soran.

1.
2.

Az imp-a2”'? és az imp-fi recessziv allélok genetikai analizise.

Az imp-a2”"/imp-p*“"E interakcid molekularis genetikai és
biokémiai hatterének feltarasa DNS szekvenalassal, homolog
modellezéssel és pull down kisérletekkel.

Az imp-a2 paralog specifikus szerepének igazolasa genetikai
interakciods kisérletekkel és immunocitologia segitségével.

Az imp-o2 mutans transzgének embrionalis fenotipusanak
vizsgalata.

Az Imp-02 NLS fiiggd mitotikus szabalyozasanak igazolasa
genetikai és sejtbiologiai kisérletekkel.

Az Tmp-02/Imp-p*°® komplex funkcidinak feltarasa sejtbiologiai

modszerekkel.

3. Alkalmazott médszerek

1. Interakcios genetikai analizis

2. Embrio életképességi teszt



Embrio-fixalasi moédszerek és immunohisztokémias festések
DNS technikak (szekvenalas, klonozas, in vitro mutagenezis)
Fehérje expresszio

GST pull down és western blot

Fehérje homolog modellezés

Konfokalis mikroszkopia
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Képfeldolgozo szoftverek alkalmazasa

4. Eredmények

1. Munkank az imp-a2 gén ¢és az imp-fi Drosophila ortologja, az
imp-B<° gén kozotti genetikai kolcsonhatas vizsgalataval kezdédott. Az
imp-a2 gén imp-a2”-es null allélje, és hat recessziv imp-f<° allél
(imp-BREE  imp-KRX gs imp-pFRESt 4 dominans nésténysteril
imp-B*P revertansai —, illetve imp-B~**7  imp-p~?%7 &s imp-pFee’i 0
—  piggyBac  inszerciok)  kiilonbozé  kombinacidit  hordozd
transzheterozigbta anyaktol szarmazo embridk fejlodését kovettiik
nyomon. A fenti kombinaciok koziil egyediil az imp-a2”"/imp-p*“***
eredményezett embrioletalitast, amelyet a vad imp-a2 és a vad tipusu
imp-B~“ transzgének kifejeztetése egyarant menekitett, jelezvén, hogy az
Imp-02 és Imp-p*™® fehérjék koordinalt egyiittmitkodése kritikus a

muslica korai embrionalis fejlodésében.

2. Az imp-p**E7 allélban azonositottunk egy masodik mutaciot, a
D725N helyettesitést, amely az Imp-p~*! Imp-02-k6td doménjében

talalhat6. Az Imp-B* fehérje in silico médszerekkel torténd vizsgélata



szerint az Imp-p®">N és vad Imp-B*"* fehérje az imp-02 IBB doménijét

ugyanolyan erdsen kéti, amit az Imp-02 kotédését kimutatd pull down
kisérlettel is alatamasztottunk. Ugyanakkor, az N725 aminosav olyan, 1j,
molekulan beliili, szerkezetmodosito kotéseket alakit ki, amelyek
feltehetéen javitanak az Imp-B<” 10j4
ezéltal csokkentve a dominans ndsténysteril Imp-B<“ fehérje mérgezé

KetRE34

hatasat. Az Imp-f szerkezeti moédosuldsa ugyanakkor, nem allitja

vissza teljesen a vad tipust Imp-p<=

molekulara jellemz6 fehérje kotési
flexibilitast, amint arra a RanGTP és RanGDP fehérjékhez torténd
megemelkedett kotési hajlandosaga is ravilagit. Feltehetoen ez az oka az
imp-BF*E* szemi-dominéns természetének. Ezt a feltételezésiinket
tamasztja ala, hogy a RanGTP szintjének csokkentése (a Bj1/RCCI
funkcidvesztéses mutacidja révén) szuppresszalta, mig annak novelése
(RanGap funkcidvesztéses mutaciok altal), erSsitette az imp-p~“*t7*
antimorf fenotipusat.

Az imp-a2, az imp-ol és az imp-o3 klasszikus funkciovesztéses
alléljainak  imp-p*®*_¢l  transzheterozigéta kombinacidja  vagy
mindharom imp-a paraldg imp-pFE? héattéren  torténd, ovarium-
specifikus RNS csendesitése esetén, csak az imp-a2”'*/imp-p~“FE* és
imp-02i/imp-f<“*5? kombinacid okozott embrid-letalitast. Tovabbé, az
imp-02°" imp-BF*E3* allélkombinécio ers embrioletalis fenotipusat, az
azonos szinten és mintazatban kifejeztetett, UTR"imp-o transzgének koziil,
kizarolag az UTRYimp-a2 menekitette. Az Imp-02 a gyors osztodasi
ciklusok soran a mitotikus ors6 mikrotubulusiahoz kotédik, mig
interfazisban a sejtmagban hatarozottan feldisul. A genetikai analizisek
eredményeivel parosulva ez a sejtciklus-fliggd eloszlasi mintazat
egyértelmiien ravilagit a muslica imp-a2 génjének paralog-specifikus

szerepére az embrio korai fejlodési szakaszaban a szinkron magosztodasok
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soran

A mutans imp-a2 (imp-a2""% imp-a2°"*F | imp-a2?"® imp-a2“5F)
transzgének analizisét imp-a2”'*/imp-p*“? null érzékenyitett hattéren
végeztiik, tobbféle recessziv imp-B< allélt (imp-f<™, imp-pFRE,
imp-p~ 7 imp-pE imp-ptee 7% s kiprobalva. Az imp-a.2 NLSB

tel

és SNLSB doménjeinek inaktivalasa az imp-f<““ gén csokkentett
dozisaval parosulva embrié letalitast okozott. Kimutattuk az imp-a2"-5-
transzgén antimorf hatasat is imp-a2”'*/+ heterozigota hattéren, amit az
imp-f<°" gén lecsokkent dozisa felerdsitett. A genetikai elemzés
eredményei az NLSB domén jelent6ségét hangsulyozzak a szincicidlis
embridban zajlo gyors sejtmagosztodasokban és a mitotikus fehérjék
(lamin, CP190 és ISWI) NLS-fiiggd immun-precipitacioja ezzel teljesen
osszhangban all. Az imp-a2”® muténs kifejeztetésének imp-a2°"/imp-
5! null hattéren nem volt hatdsa az embriok fejlédésére, ami azzal
magyarazhato, hogy az IBB doménjét nélkiilézé Imp-02 nem tud az
Imp-p*'! fehérjéhez koétédni, mig a masik harom, intakt IBB doménnel
rendelkez6 Imp-02 mutans fehérje képes fizikailag kapcsolatba 1épni az
Imp-p*tlel. Az Imp-02 fehérje zart konformécidjat stabilizalo CASB
domén hinyaban a nyitott konforméaciot biztosité Imp-a2“*S® /Imp-p<et
komplexek tovabbra is ki tudnak alakulni, és igy tovabbra is megkoétik az
NLS-mitotikus faktorokat, lehetévé téve az embrid normalis fejlodését.

A dolgozatomban leirt genetikai kdlcsonhatasok, melyeket egyrészrol
az imp-a2”* & imp-pFRFY masrészdl  az  imp-o2™"P vagy
imp-a2°N5B¢s imp-pRe?? kozott figyeltink meg, ravilagitanak arra,
hogy az Imp-a2/Imp-p* funkciondlis komplex mennyiségének egy
kritikus kiiszobérték felett kell maradni a korai embri6-genezis osztddasai

NLSB—
2 S

soran. Mig az imp-p*“’ heterozigéta héttéren kifejeztetett imp-a vagy

25NESB= allélok a funkcionalis komplexek mennyiségét csokkentik,

imp-o.
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addig az imp-f*®* ahogy az a Ran-kotést bemutaté pull down
kisérletbél és az interakciés mitotikus fenotipusokbol kideriilt, az
NLS-fehérje/Imp-02/Imp-p*“®  harmas komplex —stabilitasaval teszi

ugyanezt.

Az imp-02"" fimp-pFRE &s  imp-a2P" fimp-F nos-Gald-

2VESB- néstények altal rakott embriok immuno-citologiai vizsgalata

imp-o.
szembetlind osztodasi rendellenességeket tart fel. Mindkét mutans csoport
kozos tulajdonsaga, hogy az embriok fejlédése thlnyomorészt az elséd
harom-négy mitotikus ciklus soran megallt. Az embridk részletesebb
konfokalis mikroszkopos vizsgalatakor szamtalan mitotikus hibat
észleltiink. Korlatlan ndvekedésti szabad asztereket és tilnovekedett, jol
fokuszalt vagy rendezetlen polusii osztodasi orsokat, orso-fuziot és
elvétve, keskeny orsokat lattunk. A robusztus méretii osztodasi orsok
gyakorta szabalyos kromatin-eloszlassal és -kondenzacioval rendelkeztek.
Ezzel szemben megfigyeltiink nem kondenzalodott DNS aggregatumokat,
kiilonosen a tobbpolusi- vagy a keskeny orsokban, amelyek csokkent
mennyiségli kromatint tartalmaztak. Feltételezziik, hogy az eclégséges

Ketel komplex hianya, olyan

mennyiségll, funkcionalis Imp-02/Imp-f
mitotikus faktorok tulzott aktivitdsat okozza, amelyek tulzott MT-

novekedést idéznek eld, mivel kikeriilnek a citoplazmas gatlas alol.

A sejtmaghartya rendellenes megszervezddését a hozzakapcsolodo
lamin  eloszliasa  rajzolta ki. Az imp-a2”/imp-pFRE &
imp-a2°"/imp-<7 - nos-Gald-imp-a2"**néstények embridiban a
lamin vezikulumok az ors6 polusokon, az asztralis MT-ok kornyezetében
rendellenesen feldusultak. A vad tipusu muslica embri6 részlegesen nyitott

mitézisara jellemz6, az osztodasi orsokat széles savban 6vezd, orsdkdpeny
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pedig hianyzott. A tobbpdlusu orsokban gyakorta formalddott dsszefiiggd
maghartya a metafazisos lemezbdl az egyik polusra kihuzott kromatidak
koriil. A mutans anyak embridiban a lamin aggregatumokat képzett, vagy
gyakran a toredezett kromatin koriil a normalisnal vastagabb és nagyobb
gémboket formalt. Erdekes modon esetlegesen kromatin jelenléte nélkiil is
kialakult kisebb-nagyobb méretli Osszefiiggd lamin struktira, ami arra

Ketel

hivja fel a figyelmet, hogy az Imp-o2/Imp-$ komplex hibas
kooperacidja olyan faktorokat szabadit fel, amelyek kromatin nélkiil is
megformaljak a maghartyat. A megfigyelt fenotipusok alapjan
feltételezziik, hogy a sejtmaghartya lebomlasanak/ujra formalodasanak

mechanizmuséban az Imp-02/Imp-p<

egylttmiikodés fontos szerepet
jatszik és a lamin fehérje Imp-a2 altali, NLS-fliggd immun-precipitacidja

tovabbi bizonyiték erre a feltételezésre.

A centroszomin  festésekkel lathatova  valt  centroszoma
rendellenességek arra  vilagitottak 14, hogy az Imp-02/Imp-g<
szabalyozas, az orsé kialakulasatdl fliggetleniil, érvényesiil a centroszoma
dinamikajaban és a biogenezisében is. A mutidns anyak embridiban az
orsok tobbségén nincsen vagy csak egyetlen centroszoma van, ennek oka
feltehetden a centroszoma vesztés, amit az erdteljes asztralis mikrotubulus
polimerizacié idéz eld. A ritkabban eléforduld orsonkénti centroszoma-
tobblet vagy a szabad centroszomak citoplazmas duplikacidja, ugyanakkor
azt jelzi, hogy a centroszoma és nuklearis osztodasok szétkapcsolodtak a
mutans embriokban. Az imp-a2”'/imp-p~"**7; nos-Gald-imp-a2™SB-
mutans nostények meg nem termékenyitett petéiben de novo képzddé
centroszomék, felhivjak a figyelmet az Imp-02/Imp-B**' komplex egy 1j,
esetleges szerepére, miszerint a komplex a centridlum biogenezis

regulatorait is szabalyozza.



5. Osszefoglalas

Ketel

1. Az Imp-a2 és Imp-P Osszehangolt egyiittmiikodése sziikséges a
muslica embri6 korai fejlédéséhez.

2. Az imp-02 mitotikus szerepét, az imp-ol és imp-a3 gén nem tudja
helyettesiteni a muslica embri6 szincicialis osztddasai soran.

3. Az Imp-a2 az osztodasi orsokon sejtciklus fiiggd dinamikus eloszlast
mutat.

4. A kiilonbdz6 mitotikus faktorok regulacidja az Imp-02 NLSB-doménjének
kozvetitésén keresztiil érvényesiil.

5. Az anyai eredetii Imp-02 és Imp-p<

funkcionalis komplexek elégséges
mennyisége esszencialis a muslica embriodfejlédésének korai osztodasai
soran.
6. Az Imp-02/Imp-B*“* komplex szabalyozza:
— a mikrotubulusok polimerizaciojaért felelos faktorok aktivitasat
— a sejtmaghartya lebomlasanak/\jra-formaldédasanak
mechanizmusat

— a centroszomak biogenezisét és dinamikajat.
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