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Bevezetés

Az Importin-a. fehérjek homoldgiajuk szerint harom alcsaladba, az
al, a2 és az a3 alcsaladba sorolhatok. A Drosophila melanogaster
genomban harom importin-a-t kddoldé gén van, melyek mindegyike egy-
egy képviselbje a harom alcsalad valamelyikének.

Az interfazisos sejtekben az Importin-o fehérjék legfontosabb
funkcidja a sejtmagi anyag transzport kdzvetitése. Ebben a folyamatban
az Importin-o. fehérjék adapter szerepet toltenek be, mert specifikusan
felismerik és megkotik a nuklearis lokalizaciés szekvenciat (NLS)
hordozo6 célfehérjéket, de azok importjat csak az Importin-f fehérjékhez
kapcsolt modon képesek kozvetiteni. A sejtmagba érkezve a transzport
komplex szétesik és az Importin fehérjék visszakerulnek a citoplazmaba,
hogy egy ujabb import ciklusban vehessenek részt. Azonban az Importin
fehérjék tobb, a sejtmagi importtdl fuggetlen folyamat aktiv résztvevéi is
lehetnek. A legujabb felfedezések szerint részt vesznek az osztddasi
ors6k  mikrotubulusainak  polimerizalasaban, illetve az egyes
sejtosztodasokat kovet6 magmembranok  0sszeszerel6désben.
Vizsgalataink soran a Drosophila Importin-a2 fehériének egy Uj és
varatlan szerepére vilagitottunk ra a petefejlédés soran.

A Drosophila petefejl6désének kezdeti Iépéseként az dscsirasejtek
asszimetrikusan osztdédnak, Iétrehozva egy ujabb &scsirasejtet és egy
cisztoblasztot. A cisztoblaszt ezutan tovabbi négy nem teljes mitotikus
osztédason megy keresztlul és egy 16-sejtes cisztat eredményez. A
ciszta sejtjei koOzoOtti citoplazmatikus csatornak, vagy masnéven a
gylricsatornak, az osztodasi beturemkedések stabilizalédasa révén
alakulnak ki. Az osztodasi betiremkedések stabilizalodasat és a

gylricsatornak kialakulasat a petefejlédés megfelel§ stadiumaiban az



osztodasi betlremkedésekben felhalmozddd fehériek idézik eld. A
gylricsatornak egyik ilyen legfontosabb komponense az F-aktin. Az F-
aktin szalakat az ugyancsak gydricsatorna komponens Kelch fehérje
kotegekbe rendezi. A kdtegekbe rendezett aktint egy masik aktin-kotd
fehérje, a Filamin kapcsolja az osztédasi beturemkedések
plazmamembranjan levé mas fehérjékhez, Iétrehozva ezzel egy stabil és
tomor aktin alapu gyarat.

A legtobb élélény him és ndi ivarsejtiei fejlédésuk bizonyos
szakaszat gyUrlcsatornakkal Osszekapcsolt kozos eredetl cisztakban
toltik. A him ivarsejtek fejlddése soran ezeknek a gydricsatornaknak
fontos szereplk van az osztddasok szinkronitdsanak megtartasaban és
az eltér6 haploid genomu utodsejtek kozotti azonos RNS és fehérje
eloszlasban. A petesejt fejlédése soran viszont a gylricsatornak
lehetbvé teszik a petesejt feltOltését olyan anyagokkal, amelyek az
embrio fejlddéséhez és a megfelel6 szimmetria tengelyek kialakitasahoz
szukseégesek.

Ertekezésem az Importin-a2 fehérje Uj funkciéjanak azonositasarol
és annak részletes genetikai és biokémiai jellemzéseéerdl szol.
Bemutatom, hogy az Importin-a2 fehérje miként jatszik fontos szerepet a
Drosophila petekamrak gydricsatornainak normalis kialakulasaban.
Megallapitom, hogy ehhez a funkcidhoz a Importin-a2 fehérje mely
doménjeit hasznalnalja. A mikrotubulusok polimerizaciojaban valamint a
sejtmag membranok Osszeszerelédésében jatszot fontos szerepuk utan
az altalunk leirt gylrlcsatorna Osszeszerel6désre gyakoroélt hatas az
Importin-a. fehérjék harmadik olyan funkcioja amely a sejtmagi importtol

fuggetlen folyamat.



Alkalmazott moédszerek

> Drosophila melanogaster tenyésztése, genetikai keresztezések és a
transzgénikus torzsekkel torténd menekitési kisérletek

> |varvonal transzformalas Drosophila-ban

> Peték korion burkanak preparalasa

> Ovariumok és embridk immunohisztokémias festése

> Ovariumok B-galaktozidaz festése

> DNS munka: az importin-a2 gén in vitro mutagenezise, az importin-a2
gén vad tipusu és mutans formainak Myc- és ProteinA-jeldlése, PCR,
klonozas, szekvenalas

> Fehérje munka: in vitro transzlacié, ko-immunoprecipitacié, az
Importin-a.2 fehériekomplexek tisztitasa, in vitro mikrofilamentum kotés,
Western blot

> Fluoreszcens mikroszkop, lézersugar pasztazd6 mikroszkop és
differencial-polarizacids lézersugar-pasztazé mikroszkop hasznalata.

> Pasztazo elektron mikroszkopia

Eredmények és kovetkeztetések

Kisérleteink soran a Drosophila Importin-a2 fehérje funkcidjat

vizsgaltuk a csiravonal eredetl him és néi ivarsejtekben.

1. Immunohisztokémias kisérleteink soran megallapitottuk, hogy az
Importin-a2 fehérje a him ivarsejtek fejlédése soran sejt-ciklus
fuggé modon a korai profazisban felhalmozodik a sejtmagokban.

Hasonldé sejten bellli eloszlast figyeltek meg a korai



embriogenezis soran valamint mas osztédd szovetekben is. Ez
arra utal, hogy ezekben a szdvetekben az Importin-a2 fehérje
fontos szerepet jatszhat olyan fehérjék sejtmagba vitelében

amelyek a sejtosztédashoz fontosak.

A petefejlédés soran az Importin-a2 fehérje, ellentétben a
transzportrendszer tobbi komponensétél, nem halmozodik fel a
sejtmagokban. Alaposan megvizsgaltuk az osztdédo
cisztoblasztokat is, de ott sem tudtuk kimutatni az Importin-o.2
fehérjét a sejtmagokban. Dinamikus egyensulyi allapotban fbleg
citoplazmatikus eloszlast mutatott, jellegzetesen felhalmozddva a
kortikalis aktin vazon. Ezek az észrevetelek arra utalnak, hogy a
petefejlédés soran az Importin-a2 fehérje nem vesz részt az
altalanos sejtmagi transzportban. Azonban ez még nem zarja Ki
annak a lehet6ségét, hogy kevés szamu fehérje specialis

transzport receptora legyen.

Az Importin-a2 fehérje erbs citoplazmatikus felhalmozddasa azzal
magyarazhato, hogy a fehérje a kortikalis aktin vazhoz kotédik.
Abban az esetben amikor aktin depolimerizald vegyuletekkel
kezeltuk a petekamrakat azt talaltuk, hogy az Importin-a2 fehérje
kiur(lt a citoplazmabdl és felhamozddott a sejtmagokban. Az F-
aktin és az Importin-a2 fehérje kozotti kdlcsonhatas vizsgalata
soran megallapitottuk, hogy az Importin-a2 fehérje NLS-fuggé
modon  kapcsolédik  az  aktin @ filamentumokhoz. Ezt a
megfigyelésinket in vivo is megerdsitettik. Hasonldé NLS-fuggd F-
aktin kotést tapasztaltunk a sejtmagi transzport rendszer tobbi

tagja esetében is. Ez arra enged kovetkeztettni, hogy az aktin



filamentumok fontos szerepet jatszhatnak az altalanos sejtmagi

transzport szabalyozasaban.

Laboratériumunk egy P-elem mutagenezis soran azonositotta a
Drosophila importin-a2 gént. A P-elem pontatlan kivagodasaval
létrehozott importin-a2P'* delécid null mutansként viselkedett és
rola fehérje nem képz6dott. Az importin-2P'* homozigéta legyek
életképesek voltak, azonban részleges him- és teljes néstény
sterilitast eredményeztek. A nésténysterilitas abban nyilvanult
meg, hogy a mutans legyek petéi kis méretliek voltak, helyenként

megrovidilt és 0sszeolvadt dorzalis fuggelékekkel.

A mutans peték fenotipusanak részletes vizsgalata soran
megallapitottuk, hogy az importin-a2P** mutans petekamrakban a
gydricsatornakon keresztil torténé anyagtranszport hibas.
Ezekben a mutans petekamrakban a  gydricsatornak
abnormalisan beszlkultek és rajtuk keresztul jelentés anyag
transzport nem torténik. Az importin-a2P* homozigéta mutans
petekamrak gydricsatornainak fenotipusa teljes mértékben
megegyezik a kelchPE! homozigéta null mutans gydriicsatorna
fenotipusaval. Immunohisztokémias kisérleteink soran
megallapitottuk, hogy az importin-a2°* mutans gy(riicsatornakbal
csupan a Kelch nevl fehérje hianyzik. Ennek az aktin-koto
fehérignek fontos szerepe van a gydrldcsatornak aktin
filamentumainak kotegekbe rendezdédésében. Ezért hianya az
importin-a2P* homozigéta mutans gydriicsatornak aktin vazanak

rendezetlensegét okozza.



6. Kimutattuk, hogy habar a Kelch fehérje nem halmozdodik fel az
importin-a2P* homozigéta mutans gy(riicsatornakban, az mégis
jelen van a mutans petekamrakban. Ez azt jelenti, hogy az
Importin-a2 fehérie nem a Kelch fehérje kifejez6dését hanem
annak felhalmozddasat szabalyozza a gylriicsatornakban.
Azonban az Importin-a2 fehérjét semmilyen festési eljarassal sem
tudtuk kimutatni a gydricsatornakban. Ezek az észrevételek azt
igazoljak, hogy az Importin-a2 fehérje a Kelch fehérje elétt hat és
hogy ezt valamilyen kozvetett uton veégzi anélkul, hogy a

gyurlcsatornak része lenne.

7. Az Importin-a2 fehérje ezen funkcidjanak részletes vizsgalata
céljabol in vitro elBallitottunk uj importin-a2 alléleket. A
mutagenezis soran gondosan kivalasztott lehetséges funkcionalis
oldallancokat rontottunk el az importin-a2 génben és azokat UAS-
elem szabalyozasa alatt csiravonal-specifikus Gal4 driverrel
fejeztettlk ki az importin-a2P** homozigéta mutans genetikai
hattéren. Ezaltal a legyek csiravonal eredetl sejtjeiben csak az
altalunk mutagenizalt és kifejeztetett mutans Importin-a2 fehérjék
voltak jelen. Ez lehetbvé teszi az adott funkcionalis domén in vivo
vizsgalatat. Ezek segitségével a kovetkezdbket allapitottuk meg:

> az Importin-a2 fehérje citoplazmatikus jelenléte szukséges
a gyuricsatornak normalis szerkezetének kialakulasahoz

> az Importin-a2 fehérje Uj citoplazmatikus funkciojahoz
fontosak az NLS-koété domeének

> az Imporin-a2 fehérje képes bejutni a sejtmagba a

petefejl6dés soran is. Ez egyeértelmien igazolja azt, hogy az



Importin-a.2 fehérje a petefejlédés soran részt vesz a sejtmagi

transzportban.

8. Biokémiai kisérletekkel igazoltuk, hogy az Importin-a2 fehérje a
gylrlicsatorna komponens Kelch fehérjével komplexet képez.
Kolcsonhatasuk NLS-fuggd, ugyanis az NLS peptid kotésére
képtelen Importin-a2 fehérje nem képes komplexet képezni a
Kelch fehérjével és igy az importin-o2P* mutans fenotipus
helyreallitasara sem képes. Azonban a Kelch fehérjének nincs
klasszikus NLS peptidje ami felveti annak a lehet6ségét, hogy a
kOzOttuk tapasztalt kolcsonhatast egy harmadik, ezidaig még

ismeretlen fehérje kdzvetit.

9. Az Importin-a. fehérjék NLS-koté doménje két részbdl all, egy kis
és egy nagy NLS-kot6 domeénbdl. Az Importin-a2 fehérje NLS-koto
doménjeinek részletes vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a
nagy NLS-kotd domén elrontasa dominans negativ hatast idéz
el6. Kulonboz6 szovetekben kifejeztetve ez a mutans fehérje
sejthalalt idéz eld. Csiravonal eredetl sejtekben kifejeztettve,
azok elhalasa miatt, csiravonal hianyos ovariumokat eredményez.
Kisérleteink és az idevonatkozd szakirodalom részletes
attekintése utan ugy gondoljuk, hogy a nagy NLS-kotésben hibas
Importin-a.2 fehérje nem képes az autdinhibiciéra és igy a még
funkcioképes kis NLS-k6t6 doménjén keresztul allandéan
megkotve és funkcioképtelenné tesz mas NLS peptidet tartalmazé

fehérjéket.



10. Koimmunoprecipitacios kisérleteink soran megallapitottuk, hogy
az Importin-a2 fehérje a Drosophila petefejlédése soran legalabb
20 masik fehérjével alkot komplexet. Erdekes, hogy ko&zéttik
szamos olyan fehérje is megtalalhaté, amelyek a kromatin
fellazulasaban jatszanak fontos szerepet. igy felmeriil annak a
lehetbsége is, hogy a dominans negativ Importin-a2 fehérje ezen
fehérjék irreverzibilis megkotésén keresztll fejti ki hatasat.
Azonban ezen lehetség megerfsitése tovabbi vizsgalatokat

igényel.
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