Sejtmag forgolddas és pozicionalas
bokogeté mikrotubulusokkal

Ph.D. értekezés tézisei

Szikora Szilard

Biokémia, Biofizika és Sejthioldgia doktori
program

_Szegedi Tudomanyegyetem
Altalanos Orvostudomanyi Kar
Orvosi Biologiai Intézet

Szakvezeto: Prof. Dr. Szabad Janos

Szeged, 2012.



BEVEZETES

Kozismert, hogy a magasabbrendii ¢lélények legtobb
sejtjében egyetlen sejtmag van, benne a kromoszomak,
azokban pedig a DNS, amely a sejtek funkcidit irdnyitja.
A sejtmag tobbnyire egy meghatarozott poziciéban van a
sejten beltl (Morris, 2000). Hogyan kertill oda? Mi, és
hogyan mozgatja a sejtmagot? Mi annak a jelentésége,
hogy a sejtmag jol meghatarozott helyen van? Mi
torténik, ha a sejtmag nem keriil a helyére? Munkank
sorén ezekre a kérdésekre kerestik a valaszt.

Mikdzben a citoplazma &ramlas mechanizmuséat
tanulmanyoztuk él6 muslica petekezdeményekben
(Gaspar and Szabad, 2009), arra lettiink figyelmesek,
hogy a follikularis sejtek magjai forgolddnak (1. abra). A
sejtmagok kiilonos viselkedése azért tlinhetett fel, mert a
sejtmaghértyaba illeszked6 sejtmagporus-komplexek
z6lden voltak kiviladgitva, mocorgasuk feltiind volt a

felgyorsitott sorozatfelvételeken (1. abra).
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1. abra. Sejtmag  forgolodds a  muslica
petekezdeményének follikularis sejtjeiben. Follikularis
sejtek magjainak Importin-B-GFP mintazata 7. stadiumu
petekezdeményekben. Az 06sszevont képeken (utolso
oszlop) egyetlen pont mozgasanak Utvonalat jeloltuk. A
z6ld az Utvonal kezdetét, a piros az Ut végét jeldli. A GFP
mintazat, egy adott sejtmag esetében perceken keresztul
valtozatlan. A skala hossza: 2 um.

Mikozben forgoldédnak a sejtmagok, a sejt egyik
VEgEDbOI (apikalis) a masik vég (bazalis) kozelébe jutnak,
majd miutdn  megérkeztek rendeltetési  helylkre,
megsziinik a mozgasuk (2. abra). Ugy tiint, mintha a
sejtmagok forgolédasa egy olyan mechanizmus
megnyilvanulasa lenne, amely a sejtmagokat a sejt
megfeleld pontjaba juttatja (a sejtmag pozicionalddasrol
bévebben lasd: Dupin and Etienne-Manneville, 2011).
Alighanem azért, hogy a sejt funkcioit a legkedvezobb

helyrdl irdnyitsak.
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2. abra. Egy Drosophila petecsé 6t petekezdeménnyel,
fejlodésiik kiilonbozo stadiumaban (St). A follikularis
sejtek egyetlen rétegben fedik a petesejtet, valamint a
testver dajkasejteket. A betét-képek 6-9. stadiumu
petekezdemények follikularis sejtjeit abrazoljdk. Amig a
6. stddiumban a sejtmagok az apikadlis membran
kdzelében vannak, addig a kilencedik stddiumra a bazalis
membran kozelébe kertilnek. A sejtmembrant Spider-
GFP, a DNS-t Hoechst 33342 jeloli az ¢16
petekezdemények optikai metszetein.



CELKITUZESEK

Munkam céljai, pontokba szedve, a kovetkezok voltak:

1.

Annak megallapitasa, hogy a sejmagporus-
komplexek elmozdulasa csak a sejtmaghartya, vagy
a teljes sejtmag elmozdulésat reprezentalja.

A sejtmagok szokatlan mozgéasanak jellemzése,
kilonos tekintettel az irany és a sebesség
valtozasaira.

A sejtmagok mozgatasaban résztvevé molekuléris
faktorok azonositasa: a sejtvaz mely elemei, €s
mikeént vesznek részt a sejtmag mozgasaban?
Milyen szerepet jatszanak a molekuléris motorok a
sejtmag mozgatasaban?

A petekezdemények fejléddésének mely szakaszara
jellemz6 a follikularis sejtek magjainak
forgolodéasa?

Mi a jelentdsége a sejtmagok forgolodasanak,
milyen fizioldgiai folyamathoz kéthetd a
megfigyelt jelenség?

Miért és hogyan all meg a sejtmagok mozgasa?



ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérletes munkam pillére a muslica (Drosophila
melanogaster) volt, nagyszeriien kidolgozott genetikajaval,
biologia technikék is a megszokottak voltak. A
sejtbiologiai munkank nelkildzhetetlen eszkdze volt a
konfokalis mikroszkdp. Eredményeim a genetika, a
molekuldris-, a sejt és a fejlédésbioldgia eszkdztaranak

felhasznalasaval szilettek.

EREDMENYEK

Munkam legfontosabb eredményei, pontokba szedve, a

kovetkezOk (Szikora et al., 2012).

1. A kilonféle fluoreszcensen jeldlt sejtalkotok optikai
metszeteibdl késziilt filmek alapjan kimutattuk, hogy
a sejtmagpérus-komplexek elmozdulasa a sejtmagok
egészének elmozdulésat kovetik.

2. A sejtmagok mozgasa a szomszédos follikularis

sejtekben egymastol fliggetlen.



3. A sejtmagforgolddas a petefejléddés masodik

staddiumatdl a kilencedikig tart.
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3. abra. A sejtmagforgolddas jellemzése. (A) A mozgast
leird gorbe (kimogréaf) egyetlen Importin-p-GFP foltot
kovet ot percen keresztil. A nyilak a mozgas
irdnyvaltasait jelolik. (B) Harom példa a kerileti
sebesség valtozasanak bemutatasara hetedik stadiumu
petekezdemeényekben.

4. A sejtmagok forgolodasa szakaszos elfordulasok
sorozatabdl tevidik 0ssze. Hirtelen irany és
sebességvaltasok jellemzik. Semmilyen forgasi
tengelynek nincs nyoma (3. abra).

5. A hatodik stddiumot kdvetden a follikularis sejtek
megnyulnak, bennik a sejtmagvak a bazélis membrén
irdnyaba mozdulnak el (4. abra).

6. Az aktin sejtvaz elroncsolasa a sejtmagvak

forgolddasat felgyorsitja. Ugyanakkor a sejtmagok



némelyike szokatlanul kdzel kerul a bazalis

membranhoz (4. abra).

7. A sejtmagok forgolodéasa a dinamikus

mikrotubulusoktol fiigg, azonban nem fiigg a

mikrotubulus asszocialt motorfehérjéktél. Nyomnyi

kolhicin, valamint taxol kezelés hatdsara abbamarad a

sejtmagforgolddas, a sejtmagvak pozicionalddasa

szabalytalanna valik (4. abra).
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4. dbra. A cytochalasin D, a kolhicin és a taxol hatdsa a

sejtmag  apikalis-bazalis

tengely mentén  torténd

pozicionalodasara, a hatodiktdl a kilencedik stadiumig.
Minden pont egy sejtmagnak felel meg. A sejtmembrant
Spider-GFP, a DNS-t Hoechst 33342 jeloli az ¢él6
petekezdemények optikai metszetein. A skala hossza: 5

um.



8. A follikuléris sejtekben a mikrotubulusok az apikalis-
bazalis tengely mentén szervezOdnek. Negativ végik
a sejtmembran, pozitiv (ndvekvd) végiik a sejt belseje
felé nez.

9. A ndvekvd mikrotubulusok belelitkoznek a
sejtmagba. Polimerizacidjuk olyan nyomoer6t fejt ki,

aminek a hatasara a sejtmag egy kicsit elfordul (5.

abra).

5. abra. A sejtmagforgolédast a mikrotubulusok
polimerizalodasanak ereje hajtja. Az egymast kovetd
optikai metszetek 17 masodpercen keresztll kovetik,
ahogyan egy Kkortikalis pontbdl eredé6 mikrotubulus a
sejtmagba Utkozik. A mikrotubulus meggorbulése az
erokifejtés egyértelmi jele. A mikrotubulus gorbulését a
sejtmag apro elforduldsa koveti. A B és F képek
Osszevonasaval lathatova valik a sejtmag elmozdulésa és
a mikrotubulus meggdrbilése. A skéla hossza: 2 um.



10. A mikrotubulusok az 5-40 pikonewton (pN) er6t a

sejtmagporus-komplexeken at fejtik ki a sejtmagokra.

KOVETKEZTETESEK

A sejtmag forgolddas egy eddig ismeretlen sejtmag
pozicionalddasi mechanizmus megnyilvanulasa. A muslica
petekezdemenyek follikularis sejtjeiben a mikrotubulusok
az apikélis-bazalis tengely mentén szervezddnek és nem a
centroszoma a fo mikrotubulus organizalé kozpont,
hasonl6an mas epitélialis sejtekhez. A follikularis sejtekben
a dinamikus (noévekvé és szétesé) mikrotubulusok a
sejtmagnak  Utk6znek. A ndvekvé mikrotubulusok
nyomoerdt fejtenek ki az utjukba keriild akadalyra
(Dogterom et al.,, 2005), ez esetben a sejtmagra. A
sejtmagba  1itk6z6  mikrotubulusok a  viszkozus
citoplazmaban elforgatjdk a sejtmagot. A véletlenszeri
utkdzések kovetkeztében a sejtmag forgolddasa is
véletlenszerti. A follikularis sejtek polarizaltak, benniik az
apikalis ¢és bazédlis membran iranyabol novekvo
mikrotubulusok szdma eltér. Az eltérés kovetkeztében a

bazalis membran fel6l tobb mikrotubulus tutkodzik a



sejtmagba, aminek eredményeként a sejtmag elsodrodik az
apikdlis membran iranyaba, a hengerszeri follikuléris
sejtekben. Végeredményben a sejtmag aszimmetrikusan
poziciondlodik a polarizalt follikularis sejtekben. A
rogzitik a bazalis membran kozelében, a sejtmaghéartyaba
¢kel6dd  ,.hid-fehérjék” (SUN és KASH fehérjek)
kozvetitésevel (Yu et al., 2006).

AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Ph.D. értekezésem eredményei a kovetkez6 pontokban
foglalhatok 6ssze.
1. Megismertink, és jellemeztiink egy korabban nem
értett sejtmagmozgast, a sejtmagvak forgolddasat.
2. Kimutattuk, hogy a sejtmagforgolddas, a dinamikus
mikrotubulusoktol fliggd folyamat.
3. A novekvd mikrotubulusok képesek nyomoderot
kifejteni az 5-40 pN tartomanyban.
4. A follikuléris sejtekben a mikrotubulusok az

apikalis-bazalis tengely mentén szervezddnek.



5. A sejtmagot az apikalis-bazalis iranybol érkez6
,»t010” mikrotubulusok pozicionaljak a follikularis
sejten beltl. A sejtmagvak forgolddasa és
sodrodésa a sejtmagvaknak a sejten belli
pozicionalasanak eleddig ismeretlen
mechanizmuséra deritett fenyt.

6. A sejtmagot az aktin filamentumok rogzitik a

bazalis membran kozelében.
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