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1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1. Az Importin fehérjék funkcioi

Az eukaridta sejtek kompartmentalizacidja szukségessé tette az egyes
kompartmentek kozotti molekula transzportot. Mivel a legtdobb fehérie a
citoplazmaban képz6dik, a membrannal hatarolt kompartmentek specialis, szignal-
kozvetitett transzport rendszereket fejlesztettek ki, hogy az egyes fehérjék
szallitasat biztositsak. Mig a mitokondrium a kloroplasztisz és az endoplazmatikus
retikulum esetében ez csupan egyiranyu molekula importot jelent, addig a sejtmagi
transzport folyamat egy annal sokkal 6sszetettebb kétiranyu folyamat (Schatz és
Dobberstein, 1996; Mattaj és Englmeier, 1998). A citoplazmaban szintetizalt
sejtmagi fehérjéknek a sejtmagba kell jutniuk, mig a sejtmagban képz6dott RNS-
ek tulnyomo része a citoplazmaba szallitodik. Becslések szerint ezek a folyamatok
kozel 1 millié molekula szallitasat jelentik egy emlés sejtben percenként (Gorlich
és Mattaj, 1996).

Az eukariotak kromoszomait kettés magmembranok hatarolédnak el a
citoplazmatol. A kulsé magmembran az endoplazmatikus retikulum kdzvetlen
folytatasa és azzal szerkezetében és mikoddésében is rokon, ezzel szemben a
bels6 magmembran attdl teljes mértékben eltérd, jellegzetes molekulahalozattal
rendelkezd struktura (Holaska és mtsai., 2002). A belsé magmembranban szamos
transzmembran és membran-kotott fehérje foglal helyet és ezek gazdag
intermolekularis kdlcsdnhatasaik révén (a kromatin fehérjéivel és a magmembrant
belllr6l szegélyez6 lamin halézattal) biztositjak az interfazisos sejtmag stabil
szerkezetének megdérzését (Goldman és mtsai., 2002).

A magmembrant hengerszerl nuklearis péruskomplexek (NPK) jarjak at,
melyek az élévilag egyik legnagyobb molekularis szervezédései (élesztében ~60
MDa, gerincesekben 125 MDa méretliek). A NPK-eket 50-100 kulénb6zé,
nukleoporinnak (Nup) nevezett fehérje alkotja, melyek mindegyike legalabb nyolc
példanyban fordul el egy poruskomplexen bellul (Stoffler és mtsai., 1999; Vasu
és Forbes, 2001). A NPK-ek képezik a magmembran egyetlen olyan csatornajat,
amin keresztll a molekulak kozlekedhetnek, és amin keresztil a sejtmagi

molekulak szallitasa végbemegy. Elvileg minden 9 nm-nél kisebb molekula (ami



kozelitbleg egy 60 kDa méretl globularis fehérjének felel meg) szabad diffuziéval
képes lenne atjutni a NPK csatornain. Gyakorlatilag azonban csak néhany fehérje
képes erre, mig az RNS-ek kozll egyik sem. Ez a sejtmagi transzport magasfoku
szelektivitasat (Ribbeck és Gorlich, 2002) és aktiv, szignal-kdzvetitett természetét
igazodlja. Ahhoz, hogy valamelyik fehérje bejuthasson a sejtmagba, nuklearis
lokalizacios szignallal (NLS) kell rendelkeznie. Ezek féleg bazikus aminosavakbdl
allo szekvenciak, melyek lehetnek egytaguak, mint amilyen a simian virus 40
(SV40) T-antigénjének klasszikus NLS szekvenciaja (PKKKRKYV), vagy kéttaguak
ahol két er6sen bazikus aminosav csoportot 10-12 aminosav hosszu szakasz
valaszt el egymastdl (Christophe és mtsai., 2000).

A sejtmagi transzport receptor molekulai az Importinok (Imp), vagy mas
néven a Karioferinek (Kap). Az els6 receptor molekula, amit ebben a transzport
folyamatban azonositottak az Importin-a (Imp-a) volt (Gorlich és mtsai., 1994).
Ezutdn szinte egyidében tdbb flggetlen laboratériumban azonositottdk a
kovetkezd receptormolekulat, az Importin-f1-et (Imp-B1), amit sztdchiometrikus
aranyban tisztitottak az Imp-a-val (Gorlich és mtsai., 1995; Imamoto és mtsai.,
1995; Radu és mtsai., 1995). Az NLS-figg6 nuklearis import els6 Iépéseként az
Imp-a/Imp-B1  heterodimer a citoplazmaban megkoti az NLS szekvenciat
tartalmazé célfehérjét (1. abra). Az Imp-a az N-terminalisan levé Imp-B-koté
domeénnel (IBB) el6szor az Imp-p1-hez kotédik (Gorlich és mtsai., 1996a), és majd
csak ezutan lesz képes az NLS felismerésére és megkotésére. Az NLS/Imp-
o/lmp-B1 heterotrimer komplexet valéjaban az Imp-B1 viszi at a sejtmagba tobb
fenilalanin és glicin (FG)-gazdag nukleoporinnal kélcsdonhatva (Gorlich és mtsai.,
1996b). Miutan az import komplex a sejtmagba kerult, az Imp-B1-hez kdzvetlendl
RanGTP, a nuklearis transzport egyik f6 iranyitdé molekulaja, kapcsolodik és ez az
Imp-B1 levalasahoz vezet (Rexach és Blobel, 1995; Gorlich és mtsai., 1996c¢). Az
Imp-a. ezutdn mar csak nagyon alacsony affinitassal képes kotédni az NLS-hez,
igy a célfehérje felszabadul a nukleoplazmaban (Kobe, 1999).

A nuklearis transzport folyamatanak kozponti szabalyzéfehériéje a Ras
csaladba tartozo kis molekulasulyd GTPaz, a Ran fehérje (1. abra). A Ran,
hasonléan a tobbi GTPaz fehériehez, GTP- és GDP-kotott formakban 1étezik. A
sejtmagban f6leg GTP-kotott, mig a citoplazmaban féleg GDP-kotétt formaban van

jelen. Ezért az asszimetriaért a Ran regulatorainak asszimetrikus eloszlasa a



felel6és. Az RCC1 fehérje, a Ran GDP-GTP cserél6 faktora, egy kromatinhoz kotott
sejtmagi fehérje (Nemergut és mtsai., 2001), ami allandéan magas RanGTP
koncentraciét tart fenn az interfazisos sejtek kromoszomai korul (Bischoff és
Ponstingl, 1991). A Ran fehérjének énmagaban csak nagyon alacsony GTPaz
aktivitasa van. Azonban a NPK-ek citoplazmatikus fonalain lokalizalt fehérjék, mint
amilyenek a Ran-koté fehérje 1 és 2 (RanBP1 és 2) illetve a Ran GTPaz aktivalé
fehérje a RanGAP1, tobb ezerszeresére képesek novelni a Ran fehérje GTPaz
aktivitasat (Bischoff és mtsai., 1994). Igy ezek a fehérjék egy allandéan magas
RanGDP koncentraciot tartanak fenn a citoplazmaban. A fentiekben leirt mddon
létrejott RanGTP koncentracié gradiens (legmagasabb RanGTP koncentracioval a
sejtmagban és legalacsonyabbal a citoplazmaban) megszabja nemcsak a

sejtmagi import de a sejtmagi export iranyat is (lasd az alabbiakban).

Sejtmag

(magas RanGTP)

Citoplazma
(alacsony RanGTP)

RanGTP

1. dbra. Az Importin-a fehérje transzport ciklusanak sematikus abraja (Gorlich, 1998). (1) Az NLS-
fuggd sejtmagi import kezdeti 1épéseként az Imp-o/Imp-p heterodimer megkdti a célfehérje NLS
szekvencigjat, majd a heterotrimer az Imp-B fehérjén keresztil a NPK-ek citoplazmatikus
fonalaihoz kapcsolddik (2) és bejut a sejtmagba (3). A magas sejtmagi RanGTP koncentracié az
Imp-B levalasahoz vezet (4) és ennek kévetkeztében az Imp-a elengedi a célfehérjét (5). Az Imp-a.
fehérje reciklizaciojat a CAS fehérje RanGTP-kotott formaja kdzvetiti (6,7). A RanGTP/CAS/Imp-a
heterotrimer komplexben levé RanGTP RanGDP-vé hidrolizal (8) ami az export komplex



széteséséhez vezet (8,9). A citoplazmaba visszakerllt Imp-a és Imp-B fehérjék ezutan egy Ujabb
import ciklusban vehetnek részt (10).

Az NLS/Imp-a/Imp-B1 heterotrimer komplexet a sejtmagban az Imp-B1-hez
kapcsolédd RanGTP felbontja (1. &bra). Az NLS-hordoz6é célfehérje
felszabadulasa utan mind a két receptormolekula reciklizalodik a citoplazmaba,
hogy egy ujabb import ciklusban vehessenek részt. Az Importinok reciklizaciéja
azonban eltér6 moédon térténik. Az Imp-f1 RanGTP koététt formaban énmaga is
képes visszajutni a citoplazmaba, de az Imp-a egy specialis nuklearis export
receptort igényel. Ez a receptor a CAS fehérje, ami val6jaban egy Imp-f3 homoldg,
és RanGTP kotott formaban képes megkaotni illetve kivinni az Imp-a fehérjét a
citoplazmaba (Kutay és mitsai., 1997). A NPK-ek citoplazmas fonalain helyet
foglalo RanBP1 és 2 valamint a RanGAP1 fehériegk megkotik a reciklizalt
receptorkomplexeket és aktivaljak a Ran GTP hidrolizisét. igy, a GDP-k6tétt Ran
a tovabbiakban mar nem képes sem az Imp-1-hez sem pedig a CAS fehérjéhez
kotédni, aminek kovetkeztében mind az Imp-p1 mind az Imp-a felszabadul a
citoplazmaba és egy ujabb nuklearis import ciklust kozvetithet. Ez volt az
Importinok szerepérdl és a klasszikus NLS altal kozvetitett nuklearis importrol
alkotott elsé elképzelés (1. abra) (Gorlich, 1998).

A tovabbi kutatasok azonban hamar ravilagitottak arra is, hogy a nuklearis
transzport, beleértve az importot és az exportot, egy ennél joval Osszetettebb és
bonyolultabb folyamat. Tisztazédott, hogy az Impo/Impp1 heterodimer komplex
adaptor molekulaja az Imp-o csak a klasszikus, lizinben gazdag bazikus
aminosavakbdl all6 egytagu vagy kéttagu NLS szekvenciakat kot meg.
Ugyanakkor az argin gazdag bazikus NLS szekvenciakat az Imp-f fehérje az
adaptor Imp-a nélul is képes megkotni. Ennek egyik jol jellemzett példaja a human
T-sejtes leukémia virus 1 (HTLV-1) illetve a human immunodeficiencia virus 1
(HIV-1) Rex illetve Rev fehérjéin talalhaté hosszu NLS szekvenciak, melyeket az
Imp-B1 egyedll kot meg és szallit a sejtmagba (Kubota és mtsai., 1989; Palmeri
és Malim, 1999). Egy ujabb, csak Imp-3 homoloégok altal felismert és megkotott
NLS szekvenciat fedeztek fel és részletesen jellemeztek. Ez a glicinben gazdag
M9 nev(li szekvencia, amely a klasszikus NLS-t6l teljes mértékben eltéréen,
bazikus aminosavakat nem tartalmaz (Siomi és Dreyfuss, 1995). llyen szekvenciat

mar tobb heterogén nuklearis ribonukleoproteinben (hnRNP) talaltak, amelyekrdl



bebizonyosodott, hogy egy Uj transzport receptor, az Imp- homoldég Transzportin
fehérje ismer fel (Pollard és mtsai., 1996; Fridell és mtsai., 1997).

Sok életfontossagu fehérjét nem csak egy, hanem tobb Imp-p egyltes
transzport mechanizmusa szallitja a sejtmagba. A hiszton H1 fehérjét példaul kettd
(Jakel és mtsai., 1999), mig a hiszton H2A és a H2B fehérjéket négy Imp-p
homolég egyfajta molekularis halézata importalja a sejtmagba (Mosammaparast
és mtsai., 2001). Ezen kivll tobb riboszomalis fehérjérdl (rpL23a, rpS7 és rpL5)
egyértelmlien kimutattak, hogy négy kiulonb6z6 Imp- sokkal hatékonyabban viszi
be azokat egyutt a sejtmagba, mint kulon-kulon (Jakel és Gorlich, 1998). Az
altalanos észrevétel tehat az volt, hogy a fentiekben részletezett Impo/Impp1
heterodimer a nuklearis importnak csak egy kisebb és valdszinlleg specialisabb
részét végzi. Mig az olyan fehérjék, amelyek konstitutiv médon importalédnak
illetve ingaznak a citoplazma és a sejtmag kdzott, Imp- molekulak altal kdzvetitett
uton jutnak be.

Az Imp-f homoldg fehérjék kdzott nemcesak a nuklearis importot, de az
exportot kozvetitd fehérjék is vannak. Szamos fehérje, riboszomalis alegység
illetve RNS folyamatosan kikeril a sejtmagbdl, ami a nuklearis importhoz
hasonlbéan, egy ugyancsak aktiv, szignal- és receptor-kdzvetitett folyamat. Az
ezidaig legjobban jellemzett nuklearis export szignal (NES) a HIV-1 Rev
fehérjéjének leucinban gazdag NES szekvenciaja (Fischer és mtsai., 1995). Ezen
NES szekvencidk specifikus receptor molekulaja az Imp- homolég Crm1 fehérje
(Fernerod és mtsai., 1997). Ezidaig mar t6bb ilyen jellegli export receptort irtak le
(Lipowsky és mtsai., 2000; Kutay és mtsai., 1998), melyek mindegyikére érvényes,
hogy csak RanGTP kotott moédon képesek ellatni a célfehérjék exportjat. A
citoplazmaba érve, a fentiekben mar részletesen leirt médon a Ran GTP GDP-vé
hidrolizal, ami a célfehérjék felszabadulasahoz vezet. Ugyan leirtak mar olyan
esetet is, ahol az export receptor nem egy Imp-B, hanem egy Imp-a fehérje volt
(Gorlich és mtsai., 1996b), azonban ez inkabb kivétel szamba mend eset, mint az
Imp-a fehérjék egy ujabb altalanos funkcidja.

Végll vannak olyan Imp-B homolég fehérjék is, melyek egyben import és
export receptorok is. llyen példaul az Importin13 nevi fehérje, amely a
citoplazmaban megkoéti és importalja az emberi Mago Nashi fehérjét. A sejtmagba

érve, a magas RanGTP koncentracié felbontja az import komplexet. A RanGTP-



kotott Importin13 ezutan specifikusan megkoéti a transzlacidos rendszer egyik
komponensét, az eukariota transzlaciés iniciacios faktor 1A fehérjét (elF1A) és
majd azt exportalja. A citoplazmaba érve az Importin13 fehérjén levé RanGTP
RanGDP-vé hidrolizal, ami az export komplex széteséséhez vezet és igy az elF1A
fehérje a citoplazmaban felszabadul (Mingot és mtsai., 2001).

Ezenkivll léteznek olyan alternativ nuklearis transzportfolyamatok is,
amelyek Importin- illetve Ran-fuggetlenek. llyen példaul az U1A és U2B”
szplajszoszoma fehérjék importja (Hetzer és Mattaj, 2000), az Importin fehérjékkel
rokon B-catenin importja (Fagotto és mtsai., 1998), illetve az mMRNS-ek exportja
(Nakielny és Dreyfuss, 1999).

Az utébbi néhany évben az Importin fehérjék két uj, a sejtmagi transzporttodl
eltéré funkciojat is leirtdk, nevezetesen a metazoa sejtek mikrotubulusainak
képzbdésében illetve a magmembranok Osszeszerel6désében betdltott
szerepuket. A metazoa sejtek interfazisbol a mitézisba vagy a medzisba térténé
atmenete soran a mikrotubularis hal6zat és a magmembran szerkezete dramaian
megvaltozik. Az interfazisos mikrotubulus halézat helyén kétpdlusu osztodasi orso
képzbdik (Hyman és Karsenti, 1998). A metafazis sordan a magmembran is
lebomlik (Burke és Ellenberg, 2002), lehetévé téve az orsd mikrotubulusai és a
kromoszdomak kinetochorjai kozotti kdlcsonhatast.

Tobb csoport szinte egyiddben irta le, hogy a sejtmagi transzport f6
szabalyz6 molekuldja a Ran, kulcsfontossagu szerepet jatszik a mikrotubulusok
polimerizacidjanak szabalyozasaban is. Kisérleteikben sejtmagmentes, mitdtikus
Xenopus petekivonatot hasznaltak. Megallapitottak, hogy a petekivonat RanGTP
szintjénak csokkentése, illetve az olyan mutans Ran fehérje hozzaadasa ami csak
GDP-kotott formaban létezik (T24N), a mikrotubulusok polimerizaci6janak
gatlasahoz vezet (Carazo-Salas és mtsai., 1999; Kalab és mtsai., 1999; Ohba és
mtsai., 1999; Wilde és Zheng, 1999). Ez azt jelenti, hogy a mikrotubulusok
polimerizacidjahoz a Ran fehérie GTP-kététt formaja szikséges. Ujabban az is
kiderult, hogy a RanGTP a mikrotubulus polimerizacié szabalyozasat, hasonloan a
nuklearis transzporthoz, Importin fehérjéken keresztul érvényesiti. Az Imp-a. és -
fehérjék megkotik és inaktiv allapotban tartjak az NLS tartalmu mikrotubulus-koté
TPX2 és NuMA fehérjéket (Nachury és mtsai., 2001; Gruss és mtsai., 2001; Wiese
és mtsai.,, 2001). A magmembran lebomlasa utan, ezek az inhibitor komplexek

szabadon megkozelithetik a kromoszomakat, ahol a kromoszomakon lokalizalt



RCC1 fehérje egy allandéan magas RanGTP koncentraciot tart fent. A RanGTP a
fentiekben mar részletesen leirt modon felbontja az TPX2/Imp-a/Imp-f vagy
NuMA heterotrimer komplexeket, és igy a felszabaduld TPX2 és NuMA fehérjék
megfelel6 id6ben és helyen aktivaljak a kromatin korali mikrotubulusok
polimerizacidjat. Ezekbdl a kisérletekbdl egyértelmlen kiderll, hogy az Importin
fehérjék nemcsak a sejtmagi transzportban vesznek részt, de aktit szerepuk lehet
a mikrotubulusok polimerizaciojanak szabalyozasaban is.

A mitozis végén a mitdtikus orso lebomlik a mikrotubulusok visszatérnek az
interfazisra jellemz6 allapotukba és az egyes utddsejtek kromatinja kordl
Ujraképzddik a magmembran. Habar a magmembran uUjraszervezddésének pontos
molekularis folyamata ezidaig ismeretlen, annyi bizonyos, hogy ezt a folyamatot is
a RanGTP fehérje szabalyozza. Tobb in vitro és in vivo eredmény azt latszik
alatamasztani, hogy a RanGTP legalabb részben az Imp-a és Imp-B fehérjéken
keresztul szabalyozza a sejtmagmembran ujraszervezdédését (Timinszky és
mtsai., 2002; Zhang és mtsai., 2002; Bamba és mtsai., 2002; Askjaer és mtsai.,
2002; Geles és mtsai., 2002).

1.2. Az Importin fehérjék molekularis kolcsdnhatasainak alapja

Mig az élesztében (Saccharomyces cerevisiae) csak egyetlen Imp-a-t
kodold gén (Srp1) van, addig a gerinces élélényekben mar tobb, akar nyolc Imp-a-
t kédolé gén is megtalalhatd. Filogenetikai vizsgalatok megallapitottak, hogy az
imp-a gének tulnyomo tobbsége harom alcsaladba, az a1, a2 és az a3 alcsaladba
sorolhatoak (Kohler és mtsai., 1997; Kohler és mtsai., 1999; Malik és mtsai., 1997;
Mason és mtsai., 2002). Erdekes, hogy az élesztéknek és a ndvényeknek csak az
o1 alcsaladba tartozo keépvisel6juk van, mig a tobbi tObbsejtli él6lény mind a
harom alcsalad legalabb egy képvisel6jével rendelkezik. Az emberi genom példaul
négy importin-a1, egy importin-a2 és harom importin-a3 homoldggal bir (Venter
és mtsai., 2001).

Az még nem teljesen vilagos, hogy miért alakult ki tobb Imp-a-t kddold gén,
de mivel ez féleg a tdbbsejtlekre jellemzé tulajdonsag, feltételezhetd, hogy
szerepuk lehet a szOvetek specializalédasaban illetve az egyedfejlédésben. Ezzel
egybehangzdan, tobb munka arrél szamolt be, hogy az imp-a1, -a2 és az -a3

alcsaladba tartoz6 gének szoOvet-specifikus kifejez6dési mintazatot mutatnak
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(Prieve és mtsai., 1996; Nadler és mtsai., 1997; Tsuji és mtsai., 1997; Kamei et al,
1999; Kohler és mtsai., 1999). Az is nyilvanvald, hogy az egyes Imp-a fehérjék
tobbféle NLS szekvenciat képesek felismerni és megkdtni, amiben meglehetésen
nagy mérteki atfedést mutatnak egymasal (Nadler és mtsai., 1997; Miyamoto és
mtsai., 1997; Prieve és mtsai., 1998). Azonban szinte minden egyes Imp-a-nak
létezik olyan preferalt szubsztratja is, amelynek kizarodlagos receptora, és amelyet
mas Imp-a nem, vagy csak nagyon kis affinitassal kot meg. Példaul csak az Imp-
a3 képes megkotni az RCC1 fehérjét (Kohler és mtsai., 1999) és a RanBP3
fehérjét (Welch és mtsai., 1999), mig a Stat 1 transzkripcios faktort csak az Imp-
o1 koti (Sekimoto és mtsai., 1997).

Az Imp-a és Imp-B fehérijek egymashoz igen hasonlo, rokon eredeti
ismétlédé szekvenciakbdl épulnek fel (Andrade és mtsai., 2001). Az Imp-a fehérje
legnagyobb részét kitevé6 ARM nevil ismétlédést el6szor a Drosophila szelvény-
polaritasi géntermékében, az Armadillo fehérjében irtak le (Riggleman és mtsai.,
1989). Jellemzéje, hogy egyetlen ARM ismétlédést harom hélix alkot, a H1, H2 és
a H3, melyek minden esetben ugy szervezdédnek, hogy a H3 hélix a fehérje belsé,
igen konzervalt, konkav felszinét alkotja (Huber és mtsai., 1997; Conti és mtsai.,
1998). Ez az Imp-a fehérje ligandum-kotd felszine. Az Imp-p fehérjékre jellemzé
HEAT ismétlédést el6szor négy, egymastol igen eltéré fehérjében irtak le. Ezt az
ismétlédést, szemben a rokon eredetii ARM-al, csak két hélix (az A és B hélix)
alkotja (Andrade és Bork, 1995).

Az Imp-a fehérje szerkezetét tekintve harom f6 részre oszthatd, az N- és C-
terminalis hidroféb, valamint a kézépsé 8-10 ARM ismétlédésbél allo hidrofil
részre. Az ARM ismétlédéseken két csoportba osztva talalhatéak az NLS-kotésért
felel6s oldallancok (2. abra). Az N-terminalisdhoz kozelebb esé 2.-4. ARM
ismétlédések H3 hélixei alakitiak ki a nagy NLS-két6 domaint, mig a C-
terminalishoz kézelebb esé 6.-7. ARM ismétlédések ugyanazon hélixei a kis NLS-
koté domaint. Az NLS kotést kozvetlendl a konzervalt WxxxN motivum végzi. Az
aszparagin (N) oldallancok hidrogén-hid kolcsonhatast, mig a triptofan (W)
oldallancok hidroféb és van der Waals kdlcsdnhatast Iétesitenek az NLS bazikus
aminosavaival (Conti és mtsai., 1998; Conti és Kuriyan, 2000; Fontes és mtsai.,
2000; Chook és Blobel, 2001).
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2. abra. Az Importin-a. fehérje NLS koétése (Chook és Blobel, 2001). Az Imp-a fehérje (zold) N-
termindlisanak mintegy 40 aminosav hosszusagu szakaszat (IBB) az Imp-$ fehérje (piros)
specifikusan megkoéti. Ez teszi lehetévé azt, hogy az ARM ismétiédésekben helyet foglalo kis és
nagy NLS-k6t6 oldallancok a célfehérje NLS szekvenciajat (szlrke) felismerjék és megkossék.

Az Imp-o és annak szubsztrat fehérjéi kozotti kdlcsdnhatast az Imp-1
fehérje azaltal képes szabalyozni, hogy az Imp-o/Imp-p1 heterodimer komplexben
az Imp-o NLS-kotését szignifikansan megndveli (Fanara és mtsai., 2000). Az Imp-
o N-terminalisan levé mintegy 40, f6leg bazikus aminosav, az Imp-B1 savas,
ligandum-koté felszinéhez kotédik (2. abra) (Gorlich és mtsai., 1996a; Weise és
mtsai., 1996; Precipalle és mtsai., 1997; Cingolani és mtsai.,, 1999). Ez az
ugynevezett Importin-beta kété domain, vagy masnéven az IBB (Importin-beta-
binding) domén. Amikor az Imp-B1 megkoti az Imp-o IBB doménjét, azt olyan
szerkezeti allapotba hozza, hogy a szubsztrat fehériek NLS szekvenciajat képes
lesz felismerni és megkotni (2. abra). Az Imp-B1 hianyaban a meglehetdsen
hajlékony N-terminalis szakasz visszahaijlik a sajat nagy NLS-k6té doménje folé és
a receptor fehérjét auto-inhibicios allapotba hozza (Kobe, 1999; Fanara és mtsai.,
2000). Moroianu és munkatarsai mutattak ki el6szor azt, hogy az Imp-a N-
terminalis szakaszan levé endogén NLS szekvenciajat a sajat nagy NLS-ko6té

doménje, Imp-B1 tavollétében, képes megkdtni (Moroianu és mtsai., 1996). llyen
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allapotban az Imp-a altalaban nem, vagy csak nagyon kis affinitassal koti a
szubsztrat fehérjét. Ezért az is érthetd, hogy miért esik szét az NLS/Imp-o/Imp-f31
heterotrimer komplex akkor, ha az a sejtmagba ér, illetve ha az a mitdzis soran a
kromoszomak kozelébe keril, és a RanGTP-vel talalkozik. Ekkor ugyanis a
RanGTP hozzakétédik az Imp-p1-hez és annak levalasat idézi eld. igy az Imp-o
flexibilis N-terminalisan levd sajat NLS szekvencidja leszoritja a szubsztrat fehérje
NLS-ét, ami annak felszabadulasahoz vezet (Kobe, 1999).

A Drosophila melanogaster genomban harom importin-a-t kddold gén
talalhaté, melyek mindegyike egy-egy képvisel6je a harom alcsalad
valamelyikének (Torok, és mtsai., 1995; Kussel és Frasch, 1995; Dockendorff és
mtsai., 1999; Mathé és mtsai., 2000; Adams és mtsai., 2000; Mason és mtsai.,
2002; Giarre és mtsai., 2002). Ezen fellul a Drosophila-ban egy negyedik, nem-
konvencionalis importin-a koédolé gén is taldlhatd (fehérjeazonosité szama
g7295403), amelyrdl azonban nem lehet biztosan tudni, hogy val6jaban képes-e
Importin-a fehérjeként mdkodni és NLS szekvenciat megkotni vagy sem. A
laboratériumunk a Drosophila Importin-a2 fehérjének a petefejlédésben betdltott
specialis szerepének vizsgalataval foglalkozik, ezért fontosnak tartom az
eredményeink targyalasa elott roviden ismertetni a Drosophila petefejlédésének

legfontosabb Iépéseit (Saffman és Lasko, 1999; Matova és Cooley, 2001).
1.3. A Drosophila melanogaster petefejlodésének rovid attekintése

A Drosophila petefészek egy olyan paros szerv, amit egyenként 14-18, a
petefejl6dés funkcionalis egységének tekinthetd petecsé alkot. Minden egyes
petecsd csucsi részén talalhaté az dscsirasejteket és a testi dssejteket magaba
foglalé germarium (3. abra) (Wieschaus és Szabad, 1979; Lin és Spradling, 1993;
Deng és Lin, 2001). A germarium harom részre tagolhato: az 1. régiora, amelyben
a két-harom mitotikusan aktiv dscsirasejt talalhato, a 2. régidéa, ahol a csiravonal
eredetl cisztak diferencialédnak és ezenkivil a testi ssejtek talalhatéak, valamint
a 3. régidra, ahol az ujonnan kialakult petekamrak foglalnak helyet (3. abra B).

A Drosophila petefejl6édése —a tobbi rovaréhoz és mas magasabbrendi
elélényhez hasonloan- az Gscsirasejtek osztdédasaval kezdédik. Ezt a folyamatot
két jelrendszer is szabalyozza. Az egyik a germarium csucsi részén elhelyezked6

terminalis filamentum testi sejtjeib6l szarmazé kulsé jel, mig a masik az
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Oscsirasejtek bels6 faktoraibol adoédé jel (Deng és Lin, 2001). A belsé kontrol
fontos részét képezi az ugynevezett spektroszoma, ami vezikulumokban,
riboszOmakban, mitokondriumokban valamint citoszkeletalis fehérjékben gazdag
citoplazmatikus sejtszerv (Lin és mtsai.,, 1994). A spektroszoma az
Oscsirasejtekben mindig asszimetrikusan helyezkedik el azok apikalis részén a
terminalis  filamentumok kozvetlen szomszédsagaban. A  spektroszéma
kulcsfontossagu szerepet tolt be a mitotikus ors6 egyik podlusanak
kihorgonyzasaban, és igy megszabja az els6é mitotikus osztddas iranyat. Ezen
osztédas soran az osztddasi betliremkedés még csak idélegesen stabilizalodik. Az
asszimetrikus osztdédas végeredménye a spektroszomat hordozo és a terminalis
filamentumhoz kozelebb esé leany Oscsirasejt, és a tavolabbi cisztoblaszt (Lin és
Spradling, 1997; Deng és Lin, 1997).

Miutan a cisztoblaszt kialakult, az tovabbi négy aszimetrikus osztédason
megy keresztll, amit részleges citokinézis kovet. Ennek eredményeként egy 16-
sejtes csiravonal eredetl ciszta alakul ki (3. abra A). A ciszta sejtjei az osztodasi
betiuremkedésbdl  szarmazdé  stabilizalt  csatorndkon, az  ugynevezett
gylricsatornakon keresztul citoplazmatikus kapcsolatban maradnak egymassal
(Robinson és Cooley, 1996). A ciszta két sejtie mindig 4, kettd sejtie 3, négy sejtje
2 és nyolc sejtie csupan 1 gydricsatornat tartalmaz. A ciszta fontos
citoplazmatikus sejtszerve a spektroszoma eredetl fuzéma (Knowles és Cooley,
1994). Osszetételiiket és funkcidjukat tekintve is meglehetésen nagy kozottik a
hasonlosag (de Cuevas és mtsai., 1997; Deng és Lin, 2001). Azonban a fuzéma
azon kivll, hogy az osztédasok soran a mitotikus orsok egyik podlusanak
kihorgonyozasaval befolyasolja a tovabbi osztdédasok asszimetrigjat valamint azok
szinkronitasat, aktiv szerepet jatszik az osztddasi betlremkedések
stabilizalasaban is (Lin és Spradling, 1995; Lin és Spradling, 1997; Deng és Lin,
1997). Minden egyes osztodas soran, az osztodasi beturemkedéseket ujonnan
képzbdott fuzéma jarja at, ami utana egybeolvad a mar elézéleg kialakult és a
tobbi gylrlcsatornat atjaré6 fuzéma anyaggal (de Cuevas és Spradling, 1998).
Ezaltal egy er6sen elagazo intercellularis organellum jon Iétre. A mitdzis végeén,
mikor a 16-sejtes csiravonal eredetl ciszta kialakul, a fuzoma teljes mértékben
lebomlik. Igy, a stabilizalt osztédasi betiiremkedések a ciszta egyes sejtjei kozott
zajlé  informaciocserének illetve  anyagtranszportnak kdzvetitécsatornaiva

valhatnak.
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3. abra. A petefejl6dés attekintése. (A) A cisztoblaszt négy nem-teljes mitdtikus osztédasanak
eredményeként létrejon a gylricsatorndkon (Gy) keresztlil 6sszekapcsolt 16-sejtes csiravonal
ciszt. (B) A germarium sematikus rajza. TF=terminalis filament sejtjei, 1SZ=ivarsejt eredeti
sztemsejt, vagy masnéven az &scsirasejt, C=cisztak, Gy=gydlriicsatornak, F=follikularis sejtek,
D=dajkasejtek, P=petesejt, K=karioszéma. Az 1, 2a, 2b és a 3 a germarium egyes régioit jeldli.
Szirke szinlek a testi eredetl sejtek, mig fehér szinlek az ivarsejt eredetl sejtek. (C) A
petefejlédés egyes stadiumainak (St.) sematikus rajza. (D) Egy 10. stadiumban levd petekamra.
(E) Egy érett Drosophila pete rajza.

Miutan a ciszta kialakult és az a germarium 3. régidja iranyaban mozdult,
egy testi sejtekbdl allé ugynevezett follikularis sejtréteg veszi kordl, kialakitva ezzel
az els6 stadiumu petekamrat. Id6kozben a ciszta két, egyenként 4-4
gylricsatornat hordozé sejtie kozul az egyikben aktivalodik a mikrotubulus
organizald kézpont (MTOC), ami egy polarizalt mikrotubulus halézatot hoz létre a
gyurlcsatornakon keresztlil, 6sszekapcsolva a ciszta mind a 16 sejtjét (Theurkauf
és mtsai., 1992). Ezen mikrotubulusok mentén a kinezin és a dinein motorfehérjék
idével szamos mMRNS-el és fehérjével latjak el a MTOC-ot hordoz6 sejtet,
meghatarozva, hogy beldle petesejt, mig a tobbi sejtbél dajkasejt differencialodjék
(Deng és Lin, 2001). A dajkasejtek magja politenizalddik és bennuk erds
transzkripcié indul el azzal a céllal, hogy a transzkripcionalisan szinte teljesen

inaktivalodott petesejtet taplaljak. Miutan a petekamra kialakult, a petesejt annak
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poszterioralis részére kerul, meghatarozva ezzel a petekamra és egyben az
elkovetkezendd embridé anteroralis-poszterioralis tengelyét (Deng és Bownes,
1998; van Eeden és St Johnston, 1999). A polarizalt petekamrak azutan elhagyjak
a germariumot, és a petecsd poszterioralis részén, az ugynevezett vitellariumban
fejlédnek tovabb 14 j6l meghatarozott morfoldgiai stadiumon keresztiil (3. abra C).

A petesejt mérete a 2. stadiumtdl egészen a 6. stadiumig azonos marad a
dajkasejtek méretével, azonban a 7. stadiumtdl kezdve jelentés méret
gyarapodasnak indul. Ez részben a zsirtest és a follikularis sejtek altal termelt
nagymennyiségl szik (yolk) fehérjék endocitézisaval, részben pedig a
dajkasejtekbdl a petesejtbe iranyuld anyag transzporttal magyarazhaté. A 10.
stadiumban a petesejt a petekamra egész poszterioralis felét betolti (3. abra D).
Szamos, a leend6 embrié szimmetriatengelyeit meghatarozé morfogén molekula
ebben a stadiumban mar asszimetrikus elhelyezkedésl (Deng és Bownes, 1998;
van Eeden és St Johnston, 1999). A 10. stadium végétdl kezd6dben a dajkasejtek
magmembranja permeabilizalddik és azok teljes citoplazmaja a gydricsatornakon
keresztul atkerul a petesejtbe, egy érett petét eredményezve (3. abra E) (Mahajan-
Miklos és Cooley, 1994). Az egyes petecsovek a fejlédés kuldonbdzd stadiumaiban
levé petekamrak linearis sorozatat foglaljak magukba.

A 14. stadiumban elkezdddik a meiotikus orsé képzddése és a petesejt a
meidzis 1 metafazisaban varja a megtermékenyitést (Carpenter, 1975). A
megtermékenyités utan a petesejt befejezi a meiodzist. A négy anyai eredetl

haploid sejtmag koézil harombdl sarki test mig egybél a néi 6smag alakul ki.
1.4. A Drosophila petekamrainak gydriicsatornai

A dajkasejtekben szintetizalt mMRNS-ek és fehérjék valamint azok bizonyos
citoplazmatikus organellumai (pl. mitokondriumok, riboszomak) stabil sejtek kozaotti
csatornakon az ugynevezett gydricsatornakon keresztll szallitodnak a fejl6dé
petesejtbe (4. abra). A gylricsatornak az egyes mitotikus osztdédasok soran
stabilizalodott osztodasi beturemkedésekbdl alakulnak ki, igy azok nemcsak a
csiravonal eredetll sejtek sajatossagai lehetnek, de testi sejtekben is
eléfordulhatnak. A korai elektronmikroszképos tanulmanyok kisebb méretl
gylricsatornakat irtak le kilénb6zé rovarfajokban (Van Ruiten és Sprey, 1974;

Meola és mtsai., 1977; Ramamurty és Engels, 1977; Fiil, 1978), igy a Drosophila
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(Poodry és Schneiderman, 1970; Giorgi, 1978) imaginalis diszkuszaiban, a
petekamrak follikularis sejtjeiben illetve atmenetileg a sejtes blasztoderma
embrionalis sejtjeiben.

A legtdbb élélény him illetve néi ivarsejtjei fejlédésuk bizonyos szakaszat
k6zbs eredetl cisztakban toltik (Gondos, 1973; Robinson és Cooley, 1996). A
himivarsejtek fejlédése soran a cisztak egyes sejtjeit 6sszekapcsolo
gylricsatornak az osztodasok szinkronitdsanak megtartasa mellett az eltéré
haploid genommal rendelkezd utdodsejtek kozotti egyenletes RNS és fehérje
eloszlasban is fontos szerepet jatszanak. A petesejt fejlédése soran a
gylricsatornak lehetévé teszik a pete feltdltését olyan anyagokkal, melyek az
embrio fejlédéséhez és a megfeleld szimmetria tengelyek kialakitasahoz
szukségesek (Rongo és Lehmann, 1996; Van Eeden és St Johnston, 1999; Deng
és Bownes, 1998).

A gyulrlUcsatornak eredetét a plazmamembran osztédasi beturemkedését
okozo, az 6sszehuzddasra képes kontrakcios gylrire vezetik vissza (4. abra C)
(Schroeder és mtsai., 1990; Satterwhite és Pollard, 1992). Az 6sszes allati sejt
osztodasat kisér6 citokinézist ez az aktin és miozin II alapu gyiri végzi. Ezidaig
szamos fehérjét azonositottak a Drosophila kontrakcids gylrdjében. llyen az aktin-
koté Anillin (Field és Alberts, 1995), a Peanut (Neufeld és Rubin, 1994) illetve az
elesztd Septin homoldg Sep1 és Sep2 fehérjék (Sanders és Field, 1994; Longtine
és mitsai., 1996). Ezeket a fehériéket az Osszes ezidaig vizsgalt osztodasi
betiremkedésekben medfigyelték (Neufeld és Rubin, 1994; Fares és mtsai.,
1995). Azonban az osztédasi betliremkedés stabilizalasa soran ezen fehérjék egy
része elvész, és helylket mas, a gydricsatorna kialakitasaban fontos szerepet
jatszé fehérjék veszik at.

Az els6 fehérjék amelyek az ovarium ujonnan kialakult gydriicsatornaiban
megjelennek, a kontrakciés gylribdl visszamaradt Anillin (de Cuevas és
Spradling, 1998), a kinezin-szer(i Pavarotti (Pav-KLP) (Minestrini és mtsai., 2002),
valamint az Orbit/Mast fehérje (Mathé és mtsai., 2003). Az Anillin az 6scsirasejt és
a cisztoblaszt kozotti atmeneti gylricsatornaban, illetve rovid ideig a fejl6dé ciszta
valamennyi gydricsatornajaban megfigyelheté. Mennyisége az 1. stadiumban
lepd petekamrak gydricsatornaiban dramaian lecsOkken és a 2. stadiumra mar
csak nagyon gyengén mutathatdo ki (Field és Alberts, 1995; de Cuevas és
Spradling, 1998).
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Régio 1
E plazma membran PY-fehérjék

— 1h — L

4.-5. stadium

Aktin, Hts, PY, Filamin, Kelch
szubkortikalis aktin

Hts, Kelch

9.-10. stadium

Aktin, Hts, PY, Filamin, Kelch

Fo7pd

4. abra. A gy(lrlcsatornak kialakulasa és szerkezet. (A) A petefejlédés 9. stadiumaban levd
petekamra aktin sejtvazat megfestettik. Jol lathatdé a dajkasejtek és a petesejt kozétti egyik
gyUrlcsatorna keresztmetszeti képe. Ezen keresztil torténik a dajkasejtekbdl a petesejtbe iranyuld
anyag transzport. (B) Ugyanezen gyir{icsatorna kinagyitott képe lathaté (A és B sajat felvétel). (C)
Az osztédasi betiremkedések stabilizalédasaval alakulnak ki a gylricsatornak. Kulénb6zé
fehérjék, a fejlédés jol meghatarozott idépontjaiban felhalmozdédnak az osztédasi betiremkedés
bels6 felszinén.

A korai elektronmikroszképos vizsgalatok arrdl szamoltak be, hogy a
gylricsatornak egy elektrodenz, a plazmamembranhoz kapcsolt kulsd szegélybdl,
illetve egy kevésbé elektrodenz belsd szegélybdl allnak (Koch és King, 1969;
Mahowald, 1971). Ez a megfigyelés a gylricsatornakat alkot6 komponensek
eltér6 elrendezédésére utal. Az osztodasi betiremkedés gylriicsatornava torténé
atalakulasa a kuls6 szegéllyel kezdbédik. A legkorabbi immunhisztokémia
segitségével végzett kisérletek is arrdl szamolnak be, hogy a kulsé szegélyt
bizonyos gliikoproteinek alkotjak (Koch és King, 1969). Ujabban kideriilt, hogy az
egyik ilyen glukoprotein a citoplazmatikus membranvezikulakon is megtalalhaté
Mucin-D fehérje (Kramerova és Kramerov, 1999). Ez a fehérje a germarium 1.
régidjaban a cisztoblaszt legelsé osztdédasai soran jelenik meg az osztédasi
betlUremkedésekben. Feltételezhetéen szerepe lehet a kontrakciés gyUri
gyUrlGcsatornava torténé atalakulasaban, illetve szamos gydricsatorna

komponensnek a plazmamembranhoz torténd kihorgonyzasaban.
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Miutan a gydricsatornak stabilizalédtak, szamos mas fehérje kezd bennuik
felhnalmozodni, kialakitva egy olyan Osszetett gyGrit, ami a fejlédés egyes
stadiumai soran meéretndvekedésre is képes (4. abra C). A kovetkezd fehérjék
amelyek a gydricsatornakban megjelennek a foszfotirozin (PY) epitdpokat
tartalmazo6 fehérjék csoportja (Robinson és mtsai., 1994). A PY-epitépok mar a
harmadik mitotikus osztdédas utan megfigyelhetéek a gylriicsatornak belsé
szegelyében, de jelenlétuk csak a negyedik mitotikus osztédas végére valik
szembetlinévé. A legtobb PY-epitdp tartalmu fehérje az ugyancsak gydricsatorna
komponens Src64 és Tec29 tirozin kindz szubsztratja (Roulier és mtsai., 1998;
Guarnieri és mtsai., 1998; Dodson és mtsai., 1998; Cooley, 1998).

Miutan a cisztoblaszt osztddasa befejez6dott és az a germarium 2.
régidjaba kerult, az F-aktin (Warn és mtsai., 1985; Theurkauf és mtsai., 1992;
Robinson és mtsai., 1994), a Hu-li tai shao (Hts-RC, azaz a Hts fehérje
gylricsatornakra specifikus formaja) (Yue és Spradling, 1992;Robinson és mtsai.,
1994) és a cheerio gén altal kédolt Filamin (Robinson és mtsai., 1997; Li és mtsai.,
1999; Sokol és Cooley, 1999) fehériegk is megjelennek a stabilizalt
gylricsatornakban, egy kifejezett aktin-gazdag gydrit képezve (4. abra). Mivel a
hts és a cheerio’ mutans petekamrak gyfriicsatornaibél az aktin-kétegek
hianyoznak valoszinusithetd, hogy a Hts-RC (Yue és Spradling, 1992) és a
Filamin (Robinson és mtsai.,, 1997) fehérjék kozos funkcidja lehet az aktin
felhalmozasa és annak stabilizalasa a gyUrlicsatornakban. A Filamin képes a
gylricsatornak  aktin  kotegeit  kilonb6zé  transzmembran  fehérjékkel
O0sszekapcsolni (Weihing és mtsai., 1985), igy fontos szerepe van a
gylricsatornak aktin kotegeinek kihorgonyzasaban a plazmamembranhoz (Sokol
és Cooley, 1999). A germarium 3. régiéjaban a mar kialakult 1. stadiumos
petekamra gydricsatornaiban utolsoként lokalizalédik a Kelch fehérje (Xue és
Cooley, 1993; Robinson és mtsai., 1994). A Kelch fehérje nem szukséges a
gylricsatornak  kialakulasahoz, viszont fontos szerepet jatszik azok
ndvekedésében valamint a belsd szegély szervezédésében (Robinson és mtsai.,
1994; Robinson és Cooley, 1997b; Robinson és Cooley, 1997c; Kelso és mtsai.,
2002).

A gyUrlcsatornak dinamikus strukturak, melyek az egyes stadiumok soran
ndvekedésre képesek (4.abra C) (Robinson és mtsai., 1994; Tilney és mtsai.,

1996a). A gydriicsatornak méretének ndvekedésével parhuzamosan a bipolaris
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aktin filamentumok szama is névekszik (Tilney és mtsai.,, 1996b; Robinson és
Cooley, 1997a), amelyek polimerizalasat az ugyancsak gydricsatorna komponens
Arp2/3 fehérje komplex végzi (Hudson és Cooley, 2002; Zallen és mtsai., 2002).
Az osztddasi betiremkedés stabilizaldédasanak idején atmérdjik még csak 0.5 és
1 um kozott van, 4. stadiumra mar 4 um mig végul a 11. stadiumban mar 10 um
az atméréjik. igy szemben a gap junction-nal (Paul, 1995), amin keresztiil csak
kis molekulak és az 1-2 kDa-nal kisebb fehérjék mehetnek at, a gylricsatornakon

méretuknél fogva sokkal nagyobb molekulak, sét organellumok is athaladhatnak.
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2. CELKITUZES

A Drosophila melanogaster harom importin-a fehérjét kodold génnel
rendelkezik, melyeknek f6 funkcidja a sejtmagi transzport folyamatok kozvetitése.
A Drosophila Importin-a2 fehérjérél korabban bemutattdk, hogy az minden
0sztodo szovet sejtjeiben a korai profazis idején bemegy a sejtmagokba (T6rok és
mtsai., 1995; Kussel és Frasch, 1995). Ezen észrevétel alapjan feltételezték, hogy
az Importin-a2 fehérje sejtciklus-fuggd sejtmagi importot végez. Kisérleteinkkel
vizsgalni kivantuk az Importin-a2 fehérje sejtmagi importban betoltott szerepét a
Drosophila petefejlédése soran. Varakozasainkkal ellentétben azonban azt
talaltuk, hogy a petefejl6dés soran az Importin-a2 fehérje nem vesz részt az
altalanos sejtmagi importban. Az utobbi néhany évben szamos munka arrdl
szamolt be, hogy az Importin fehériék a sejtmagi transzporttdl eltér6, mas
életfolyamatok aktiv résztvevéi is lehetnek. Ertekezésem a Drosophila Importin-o.2
genetikai illetve biokémiai elemzésérdl szol. Dolgozatomban bemutatom, hogy az
Importin-a2 fehérje miként jatszik fontos szerepet a Drosophila petefejlédése
soran és miként szabalyozza az ovariumok gydricsatornainak normalis
kialakulasat. Biokémiai megkdzelitést alkalmazva bemutatom, hogy az Importin-o.2
fehérje mely oldallancai szikségesek ehhez a funkciohoz. Tovabba leirom az
Importin-a fehérjék elsé6ként azonositott dominans negativ hatasu alléljat és annak
in vivo hatasat. Dolgozatom az eddig megszokott megkozelitésekkel ellentétben

egy fehérje részletes jellemzésébdl kiindulva vezet el annak funkcidihoz.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. A Drosophila melanogaster torzsek

A Drosophila torzseket az altalanosan hasznalt kukoricaliszt-éleszté alapu
muslica taptalajon tartottuk. Keresztezéseinket 25 °C-on végeztuk. Vad tipusu
kontrolként a legtobb esetben az Oregon-R tOrzset hasznaltuk, az ettdl eltérd
kontroll torzseket az adott kisérletnél feltuntettuk. A kisérleteink soran alkalmazott
egyéb torzsek: imp-a2°™ (Gorjanacz és mtsai., 2002), kelch®®’ (Xue és Cooley,
1993), P{lacZ jes 79 (Cooley és mtsai., 1992), GFP és NLS-GFP (Davis és mtsai.,
1995) és a GFP-Pav-KLP (Minestrini és mtsai., 2002).

Az importin-a.2 K9 vad tipusu cDNS-t (Torok és mtsai., 1995) és az abbdl
el6éallitott in vitro mutans valtozatokat pUASp2 P-elem alapu transzformald vektor
(Rorth, 1998) Not/ és Kpnl klonozohelyekre épitettuk be. A 6-kb méreti
genomikus fragmentumot, ami a teljes imp-a2 gént tartalmazta, pCaSpeR-4 P-
elem alapu transzformalé vektor EcoR/ klonozbéhelyére épitettik be. Ezeket a
vektorokat A2-3 helper plazmid segitségével, standard koériiményeket hasznalva
w'""® szincicialis blasztoderma stadiumban 1évé embridkba transzformaltuk (Voie
és Cohen, 1998). Az igy el6allitott pUASp-Imp-a2, pUASp-AIBB, pUASpP-S37A,
pUASpP-S56A, pUASpP-S98A, pUASpP-3xSA, pUASp-ANLSB, pUASp-AMNLSB,
pUASP-ASNLSB, pUASp-ADIM és a pUASp-ACASB transzgéneket imp-02°™
hattérhez kereszteztiik. A traszgének kifejeztetésére az ugyancsak imp-02°™
hattérhez keresztezett csiravonal specifikus nanosGal4:VP16 (Van Doren és
mtsai., 1998) és a follikularis sejt specifikus P(GawB)T155-Gal4 (Duffy és mtsai.,
1998) enhancer csapda vonalakat hasznaltuk. A transzgének szemben toérténd

kifejeztetéshez sev-Gal4 és ey-Gal4 torzseket hasznaltunk.
3.2. Az ovariumok immunohisztokémias festése

Az ovariumokat Drosophila Ringer oldatban boncoltuk, majd 30-60 percig
4%-o0s paraformaldehidet tartalmazé PEM pufferben (100 mM Pipes, pH 6.9, 1
mM EGTA, 1 mM MgSO,4) és ugyanilyen térfogatu n-heptanban fixaltuk. Az
ovariumokat haromszor mostuk 10 percig 50 mM Tris (pH 7.4), 150 mM NaCl és
0.5% NP-40 (nonylphenyl-polyethylene glycol) detergenst tartalmazdé oldatban,
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majd 1.5% BSA-t és 250 mM NaCl-ot tartalmazé6 PBT-ben (0.1% TritonX-
100+PBS=140 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10.1 mM Na;HPO,4, 1.8 mM KaH,PO,4, pH
7.4) 4 °C-on gytujtottik. A fixalt ovariumokat 2-4 6ran keresztil blokkolé oldatban
(1.5% BSA-t, 5% Kecske Normal Szérumot tartalmazé PBT-ben) blokkoltuk, majd
az elsddleges ellenanyagokkal ugyanebben az oldatban higitva 4 °C-on 16 6ran

keresztll inkubaltuk (1. Tablazat).

ellenanyag higitas irodalom és forras
anti-Imp-a.2 poliklonalis 1:50 Torok és mtsai., 1995
anti-Imp-al poliklonalis 1:50 Giarr¢ és mtsai., 2002
anti-Imp-a3 poliklondlis 1:50 Mithé és mtsai., 2000
anti-Ketel poliklonalis 1:300 Lippai €és mtsai., 2000
anti-Cheerio poliklonalis 1:1000 Sokol és Cooley, 1999
anti-Src64 poliklonalis 1:1000 Dodson és mtsai., 1998
anti-Prod poliklonalis 1:500 Torok és mtsai., 1997
anti-Vasa poliklondlis 1:1000 Bernard M. Mechler
anti-foszfotirozin monoklondlis | 2 pg/ml |BD, Biosciences, San Diego
anti-Lamin monoklonalis 1:10 H. Saumweber
anti-Kelch 1B hibridoma feliiluszo 1:1 Xue és Cooley, 1993
anti-Hts-RC hibridéma feliilaszo 1:1 Robinson és mtsai., 1994
anti-o.-Spectrin hibridoma feliiluszo 1:1 Dubreuil és mtsai., 1989
anti-c-Myc (9E10) monoklonalis | lpg/ml | Santa Cruz Biotechnology
anti-Myc (A-14) poliklonalis 1 pg/ml | Santa Cruz Biotechnology

1. Tablazat. Az immunohisztokémias festések soran hasznalt els6dleges ellenanyagok és azok
higitasainak dsszefoglalasa.

A nem kotott elsédleges ellenanyagokat haromszor 2 6ras mosassal (1.5%
BSA-t tartalmazé PBT-ben) tavolitottuk el, majd az ovariumokat 4 °C-on 16 6ran
keresztul blokkol6é oldatban ujra blokkoltuk. Ezutan az ovariumokat ugyancsak
blokkolé oldatban higitott (1:200) Cy2-, Cy3-, Cy5- és FITC-jelélt megfelel
masodlagos ellenanyagokkal (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.)
szobah6mérsékleten 2 o6raig inkubaltuk. A meg nem kotétt masodlagos
ellenanyagokat négyszer 30 perces PBT-s mosassal tavolitottuk el. Aktinfestéshez
Rhodamine-jelolt Phalloidine-t (Molecular Probes) vagy Alexa 488 Fluor
Phalloidine-t (Molecular Probes) hasznaltunk. Az aktin sejtvaz lebontasahoz a vad
tipusu ovariumokat 10 umol/ml Cytochalasin D-t (Sigma) tartalmazé Schneider

médiumban inkubaltuk szobahémérsékleten 1 oran keresztil. Az ovariumokat
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DNS festés el6tt 2 oraig PBS-ben feloldott RNaz-al (500 pg/ml) kezeltuk, majd
szobah6mérsékleten PBS-ben 1:5000-ben higitott TOTO-3 (Molecular Probes)
illetve 1:1000-ben higitott TO-PRO3 (Molecular Probes) festékekkel 30 percig
inkubaltuk. Ezutan az ovariumokat 4 °C-on 16 6ran keresztlil PBT-ben mostuk. Az
immunofestések végén az ovariumokat Vectashield médiumban (Vector
Laboratories) agyaztuk be és a kész preparatumokat Leitz fluoreszcens
mikroszkoppal (Leica) illetve Zeiss lézersugar-pasztazé (Carl Zeiss, LSM 410)
mikroszképpal vizsgaltuk. Az anizotrépia meéréseket Pomozi Istvan doktori
ertekezésében (2002, ELTE-TTK) leirtak alapjan végeztuk el, differencial-
polarizacios lézersugar-pasztaz6 mikroszkopot hasznalva (DP-LSM).

3.3. Az ovariumok B-galaktozidaz festése

Az ovariumokat Drosophila EBR oldatban (130 mM NaCl, 5mM KCI, 2 mM
CaClz, 10 mM Hepes, pH 6.9) boncoltuk majd 100 ul devitellinizalé oldatban (6%
formaldehid, 16.7 mMK H,PO4/K;HPO4, pH 6.8, 75 mM KCI, 25 mM NacCl, 3.3 mM
MgCl,) és 600 ul n-heptannal 10 percig forgatva fixaltuk. A fixalas utan az
ovariumokat haromszor 1 oraig EBR-ben mostuk, majd 37 °C-on 16 6ran keresztul
festettik 0.2% X-gal-t tartalmazé fest6 oldatban (10 mM NaH,PO.4/Na;HPO4, pH
7.2, 150 mM NaCl, 1 mM MgCly, 3.1 mM K,[Fe'(CN)g], 3.1 mM Ks[Fe"(CN)s, 0.3%
TritonX-100]. A festés utan az ovariumokat 50% glycerolt tartalmazé PBS

oldatban agyaztuk be és fénymikroszképpal (Zeiss Axioscope) vizsgaltuk.
3.4. Az embridk DNS festése

A 0-2 ¢dras petéket Ringer oldatban gyujtottik, majd kétszeresen higitott
Chlorax hypdban aztattuk a chorion burok eltavolitasa céljabol. A dekorionizalt
petéket PBS-ben mostuk, majd n-heptan:PEM:formaldehid 10:9:10 aranyu
oldataban er6s razatas mellet 30 percig fixaltuk. Az also, vizes fazis eltavolitasa
utan ugyanolyan térfogatu —80 °C-os metanolt adtunk hozza és a petéket tovabb
raztuk. Ezzel a bels6 vitellin membrant tavolitottuk el és a devitellinizalt embriok az
oldat aljara sullyedtek. Az embridkat —80 °C-os metanollal mostuk, majd PBS-ben
rehidrataltuk és PBT-ben gyujtottik. Az embriok DNS festését 1 ug/ml PBT-ben
higitott DAPI (4’,6-diamidion-2-phenylindole) festékkel végeztik 1 6ran keresztll

szobahémeérsekleten. A festés utan haromszor 30 percig PBT-ben mostuk az
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embridkat, majd Vectashield médiumban (Vector Laboratories) agyaztuk be és

Leitz fluoreszcens mikroszkoppal (Leica) vizsgaltuk.
3.5. A peték korion burkanak preparalasa

Vad tipusu és mutans néstény legyeket aktiv szénnel szinezett kemény
agar taptalajon (22.5 gr agar, 25 gr cukor, 750 ml vizben f6zve és 250 ml
almaszorppel kiegészitve) petéztettik, majd a petéket targylemezen Hoyer's
médium:tejsav 1:1 aranyu keverékében 1 napig 60 °C-on kezeltik. A

preparatumokat sotét latéterl illetve fazis kontraszt mikroszkoppal vizsgaltuk.
3.6. A pasztazé elektron mikroszkopia

A 2-3 napos legyeket —20 °C-on lefagyasztottuk, 16 éran keresztil 4 °C-on
PBS-ben és 2%-o0s glutaraldehidben fixaltuk, majd haromszor 20 percig PBS-ben
mostuk. Ezutén a legyeket etanol gradiens sorozatban (30, 50, 70, 95 és 100%),
illetve etanol:aceton (3:1, 1:1 és 1:3) megfelel6 keverékeiben 30-30 percig
inkubaltuk. A dehidratalas utolsé lépéseiként 1:1 aranyu hexamethyl-disilazane
(HMDS, Sigma) és aceton keverékben, majd tiszta acetonban 30-30 percig
inkubaltuk a legyeket. Szaritasukat szlrépapiron végeztik, majd pasztazo
elektron mikroszkép (SEM) rézérmékbe agyaztuk a legyeket és ~10 nm
vastagsagu arannyal bevontuk O6ket. A preparatumokat Philips SEM 505

készulékkel vizsgaltuk.
3.7. Az importin-a2 gén in vitro mutagenezise

Az importin-0.2 gén in vitro mutagenezisét a QuikChange™ Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene) segitségével végeztik el. A 2521 bp méretl vad
tipusu importin-0.2 K9 cDNS-t (Térok és mtsai., 1995) a Bluescript 11 SK (*/.) vektor
EcoRI klonozé helyére épitettik be és ezt hasznaltuk templatként a mutagenezis
soran.

Az in vitro mutagenezishez komplementer oligonukleotid primer parokat
hasznaltunk, melyek kozul csak a szensz primerek szekvenciait irom le, vastagon
szedve a bevezetett mutacidk helyeit. Az S37A mutacio elballitasahoz az: 5
CATCGAGCTGCGCAAGGCCAAAAAGGAG 3, az S56A mutacio elballitasahoz
azz. 5 GAGGATCTAACGGCGCCGCTCAAAGAG 3, az S98A mutacio
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el6allitdsahoz az: 5’ CAAGATGCTCGCTCGGGAACGCAATC 3
oligonukleotidokat hasznaltuk. A 3xSA mutanst a fenti harom primer par egymas
utani hasznalataval allitottuk el6. A ANLSB mutans eléallitasat 6t primer par
egymas utani mutagenizalo ciklusaival allitottuk el6, melyek a kdvetkezbek voltak.
A nagy NLS-kétd domainban levd W'° és az N'° mutageneziséhez az: 5
GAGGCCGCTGCGGCGCTTACCGCCATCGCCTCTG 3, W'" és az N'™
mutageneziséhez az: 5 GCAGGCAGTCGCGGCTCTGGGCGCCATTGCCGGCG
3, W2 ¢s az N?* mutageneziséhez az: 5 CAACATCGTCGCG-
CTGATGTCCGCCCTGTGCCG 3’ oligonukleotidokat hasznaltuk, mig a kis NLS-
koté domainban levé W3 és az N3
GGAGGCTGCCGCGACGGTCAGCGCCATCACAGCAGC 3, W és az N*%*
mutageneziséhez az: 5 GAGGCTGCCGCGGCGGTGACAGCCACCACGACATC

3’ oligonukleotidokat hasznaltuk. A nagy NLS-k6t6 domainban levé harom

mutageneziséhez az: 5

mutagenizald primer par egymas utani mutagenizalé PCR ciklusaival allitottuk el6é
a AMNLSB mutanst. A ASNLSB mutanst a kis NLS-k6t6é domainban levd két
primer par egymas utani mutagenizalé PCR ciklusaival allitottuk el6. A ADIM
mutanst négy primer par egymas utani mutagenizalo ciklusaival allitottuk elé. Ezek
a  kovetkezéek  voltak. Az  R*
CAACCTGTGCGCAAACAAGAATCCATCG 3, az Y?*® mutagenezisét az: 5’
GGGCTTTGTCCGCCGTCACGGACGACG 3, az R* mutagenezisét az: 5
GCCCGCCCTGGCCAGCGTTGGCAAC 3, az Y*° mutagenezisét az: 5
CGAGGAGGTCGCCAAGAAGGCCTACGCC 3’ oligonukleotidokkal vegeztik el. A
ACASB mutans elballitasat egy primer parral végeztik el, ami a kovetkezé volt: 5°
GGAGATGGGCGCTGCAGCCGCGGCGGCAACTCTGCAGC 3. Minden egyes

mutacio az adott aminosavat alaninra cseréli. A AIBB mutansban Sph/ restrikcios

mutagenezisét az: 5

endonukleaz segitségével a vad tipusu Importin-a2 fehérje 25. aminosavatol
egészen a 90. aminosavig tarto belsd deléciét allitottunk eld, ami teljes mértékben
kiejtette a fehérje IBB domainjat.

A mutagenizalé reakcidkhoz 5-30 ng DNS templatot, 125-125 ng
mutagenizalé primer part, 0.2 mM dNTP keveréket és 2.5 U/ul PfuTurbo™ DNS
polimeraz II-6t hasznaltunk. 18 PCR ciklus utan a metilalt templat DNS-t Dpn/
endonukleazzal emésztettik, majd a mutagenizalt DNS-t Epicurian Coli XL1-Blue

szuperkompetens sejtekbe (Stratagene) transzformaltuk. Az altalunk el6idézett
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mutaciokat T7 Sequenase Version 2.0 DNA Sequencing Kit és a T7 Sequenase
v2.0 7-deaza-dGTP Sequencing Kit (mindkett6: Amersham Pharmacia Biotech)
segitségével megszekvenaltuk és megbizonyosodtunk arrdl, hogy a tervezett
helyen kivil mas helyen nem tértént mutacié. Végul a mutagenizalt klonokat in
vitro transzlacioval is ellendriztik (TNT Coupled Reticulocyte Lysate Systems,
Promega). A jonak bizonyult mutans klonokbdl Not/ és Kpnl fragmentumokat
izolaltunk és azokat a pUASp2 transzformald vektor ugyanezen klénozohelyeire

inszertaltuk.
3.8. Az Importin-a2 fehérje Myc- és ProteinA-jelolése

A vad tipusu és az Osszes in vitro mutans Importin-a2 fehérie Myc
(EQKLISEEDLN) jeldléséhez PCR-el (Exp. High Fidelity PCR Syst., Roche)
felamplifikaltuk az importin-a2 cDNS-eket. A PCR reakcidk soran hasznalt 5’
primerbe (5° GGAAGATCTCACACATTTCATCGCAGCAGCAAACAT 3') Bglil
hasitd helyet mig a 3’ primerbe (3’ GGGTTCCGAGGGCTCCCACCGATGTGCAA-
GCTTAAGGCC 5’) EcoRI hasitd helyet épitettink be. Tovabba a 3’ primert ugy
terveztik meg, hogy az Importin-a2 fehérje stop kodonja (TAA) hianyozzék a
fragmentumrdl, mert az Importin-a2 fehérje C-terminalisara terveztik fuzionaltatni
a Myc epitopot. Az 5 primer tervezésénél figyelembe vettuk azt is, hogy az
importin-a2 cDNS-ek 5 nem-transzlalod6 régidja és annak riboszoéma-koté
szekvenciaja rajta legyen a konstrukcion. Az egyes PCR reakciok utan a
fragmenteket Bglll restrikcios endonukleazzal meghasitottuk, a tulnyuld véget
tompa véggé alakitottuk (PCR Polishing Kit, Stratagene) és a fragmenteket
megtisztitottuk (QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen). Végll a cDNS-ek 3’ végén
levé EcoRI helyen is meghasitottuk a fragmenteket. A Myc-jelélésre hasznalt
pSKBGlo11xmyc (Jurgen A. Knoblich 6nzetlen hozzajarulasaval) vektort Nco/
restrikciés endonukleazzal felnyitottuk, a tulnyulé véget tompa véggé alakitottuk,
majd EcoR/ restrikciés endonukleazzal is meghasitottuk. A linearizalt vektor végeit
defoszforilaltuk és az el6zéekben leirt mdédon eldkészitett importin-o.2 cDNS-eket
ezekre a klénozdhelyekre beépitettiik (Rapid DNA Ligation Kit, Roche). igy az
importin-a.2 cDNS-ekkel egyenként 9-9 db myc epitopot frame-be kldnoztuk. A
konstrukciokat in vitro transzlaltuk (TNT Coupled Reticulocyte Lysate Systems,

Promega) és Western blot segitségével anti-c-Myc (9E10) monoklonalis
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ellenanyaggal ellendriztuk. Miutan megbizonyosodtunk arrdl, hogy a Myc epitopok
erdsen megjelennek az Importin-a2 fehérjén, Not/ és KpnI hasitasokkal izolaltuk a
myc-jelélt importin-a.2 cDNS fragmentumokat és azokat pUASp2 transzformalo
vektor ugyanezen klénozdhelyeire épitettuk.

A Staphylococcus aureus ProteinA fehérje két 1gG-kotd domeénjét (zz) vad
tipusu, valamint a ANLSB és a AIBB mutans Importin-a.2 fehérjék C-terminalisahoz
fuzionaltuk. Az importin-a.2 cDNS-eket PCR-el torténé felamplifikalasukban az 5’
primert (5 ATAAGAATGCGGCCGCCACACATTTCATCGCAGCAGCAAAC 3))
NotI hasitéhellyel mig a 3 primert (5 CCCAAGCTTGAACGTGTAGC-
CACCCTCGGGAGCC 3) HindII hasitéhellyel lattuk el. Notl és HindIII restrikcios
endonukleazokkal meghasitottuk a PCR fragmentumokat, majd a pBluescript II
SK (*) vektor ugyanezen klonozohelyeire épitettiik. Ezt kdvetéen a pBS1479-
TAP-tag (Rigaut és mtsai., 1999; Puig és mtsai., 2001) vektorbdél PCR reakcioval
felamplifikaltuk a zz domént. A PCR reakcidban hasznalt 5 primert (5
CCCAAGCTTAAAACCGCGGCTCTTGCGCAACACG 3’) HindIITI hasitéhellyel mig
a 3’ primert (5 CGGGGTACCTTATCAGGTTGACTTCCCCGCGGAATT 3’) Kpn/
hasitohellyel lattuk el és a tisztitott PCR fragmentumot Hind/l és Kpnl restrikcios
endonukledzokkal meghasitottuk. Az importin-a2 cDNS-eket tartalmazé
pBluescript II SK (*/.) vektorokat HindIII és KpnI restrikcios endonukleazokkal
felnyitottuk, defoszforilaltuk, majd ligaltuk a fentiekben leirt modon elbkészitett zz
fragmentumokkal. A konstrukciokat in vitro transzlaltuk (TNT Coupled Reticulocyte
Lysate Systems, Promega) és Western blot segitségével ellenériztik a ProteinA
jelolést. Miutan megbizonyosodtunk arrdl, hogy a ProteinA epitdpok
megnyilvanulnak az Importin-a2 fehérjéken, Not/ és Kpnl hasitasokkal izolaltuk a
zz-jelolt importin-a2 cDNS fragmentumokat és azokat pUASp2 transzformalo

vektor ugyanezen klénozdhelyeire épitettuk.
3.9. Az Importin-a2 fehérjekomplexek tisztitasa

A kisérlet minden egyes lépését szigoruan jégen vagy 4 °C-on végeztuk. Az
Importin-a2-zz, ANLSB-zz és a AIBB-zz fehérjéket vad tipusu hattéren tultermeld
ndstény legyek ovariumait PBS-ben boncoltuk és azokat folyékony nitrogénben
gyujtéttik. Tipusonként 1200-1200 db ovariumot 2 ml kété pufferben (50mM Tris-
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HCI, pH 7.5, 100 mM NaCl, 20 mM KCI, 3 mM MgCl;, 5% glycerol, 0.1% NP-40,
0.5 mM PMSF és EDTA nélkuli Proteaz Inhibitor Keverék, Roche) homogenizaltuk
és 10 000 g-vel 20 percig centrifugaltuk. Az egyes fellluszék fehérje
koncentraciéit kiegyenlitettik, majd TLA-100.3 Beckman rotorban 100 000 g-vel 1
oran keresztiil centrifugaltuk. igy allitottuk elé a nagy sebességii feliiliszoét. Ehhez
a fellluszéhoz 50 ul, kétd pufferben equilibralt, human IgG Sepharose-t (6 Fast
Flow, Amersham Biosciences) adtunk és allandé lassu forgatassal 16 o6ran
keresztul inkubaltuk. A Sepharose gyongyoket ulepitettik, majd koté pufferben
tobbszori cserével 4 oran keresztlil mostuk. Az IgG Sepharose-hoz kotott
fehérjéket elual6 pufferrel (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 2 M MgCl,) oldottuk le, majd
95%-0s isopropanol végkoncentracioval kicsaptuk a tisztitott fehérjéket. A
fehérjéket 12-, 10- és 7.5%-0s SDS-PAGE géleken elvalasztottuk, Coomassie kék
festéssel megjelenitetttk és MALDI tdomegspektrometrias  modszerrel

(Shevchenko és mtsai., 1996; Shevchenko és mtsai., 1999) azonositottuk.
3.10. A Coomassie kék gélfestés

Az SDS-PAGE fehérje géleket mianyag talban fixalé oldatban (50%
metanol, 10% ecetsav, 40% desztillalt viz) lassu forgatas mellett 2 oraig fixaltuk. A
fixalé oldat eltavolitdsa utan Coomassie festd oldatot (50% metanol, 0.05%
Coomassie brilliant blue R-250 (Bio-Rad), 10% ecetsav, 40% desztillalt viz)
helyeztink a gélre és lassu forgatas mellett 4 o6raig festettink. A festdoldat
eltavolitdsa utan a gélt fixald oldattal atoblitettik, majd a festéktelenité oldattal
(5% metanol, 7% ecetsav, 88% desztillalt viz) 2 éraig er6sebben razattuk. Ezutan
tobbszori cserével addig mostuk festéktelenité oldatban a géleket, amig a fehérje
savok meg nem jelentek rajtuk. A gélek 4 °C-on és 2%-0s ecetsavban akar tébb
honapig is eltarolhatdk. Ezen festési eljaras érzékenységének alsé hatara 0.3-1 ug

fehérje/savban van.
3.11. A ko-immunoprecipitacio

A kisérlet minden egyes |épését jégen vagy 4 °C-on végeztik. A GFP és az
NLS-GFP fehérjéket tultermel6 1-3 napos legyek ovariumait jégen PBS-ben
gyujtottik és a biokémiai kisérlet idejéig folyékony nitrogénben taroltuk. 50-50 db
ovariumot 500 ul immunoprecipitaciés pufferben (IPB: 20 mM Hepes, pH 7.2, 100
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mM NaCl, 2 mM MgCl,, 0.5 mM EGTA, 1 mM DTT, 0.5% Triton X-100, 0.1% NP-
40 és Proteaz Inhibitor Keverék, Sigma) jégen homogenizaltuk és a sejttormeléket
4 °C-on 10 000 g-s centrifugalassal tavolitottuk el. A centrifugalas utani fellluszoét
20 pl protein G-agarézzal (Boehringer Mannheim) 1 éran keresztul el6tisztitottuk.
Miutan centrifugalassal eltavolitottuk az agarézt, 10 ug anti-GFP monoklonalis
ellenanyagot (Boehringer Mannheim) illetve 50 ul egér szérumot adtunk az
oldatokhoz és 5 6ran keresztul forgatva inkubaltuk. Ezutan az ellenanyagokat 40
ul protein G-agar6z hozzaadasaval és centrifugalassal Ulepitettik, majd egyszer
20 mM Hepes (pH 7.2), 300 mM NaCl és 0.1% Triton X-100-at tartalmazé oldattal,
illetve kétszer IPB-ben mostuk. A megkotott fehérjeket SDS-mintapufferben

forralassal elualtuk és 10%-o0os SDS-PAGE gélen elvalasztottuk.
3.12. Az in vitro mikrofilamentum kotés

A kisérlet minden egyes lépését jégen vagy 4 °C-on végeztik. A vad tipusu
Oregon-R valamint a mutans ANLSB, AIBB és a ACASB néstény legyek
ovariumait PBS-ben boncoltuk és azokat folyékony nitrogénen gyujtéttuk. Egy
kisérlet soran tipusonként 1400-1400 db ovariumot hasznaltunk. A vad tipusu
ovariumokbdl 250 mM sucrose és proteaz inhibitor keveréket (Sigma) tartalmazé
sejtmag izolald pufferben (15 mM Tris-HCI, pH 7.4, 60 mM KCI, 15 mM NaCl, 1.5
mM MgCl,, 0.5 mM DTT, 0.1 mM EGTA) homogenizatumot készitettiink, majd a
sejtmagvakat 1500 g-vel Ulepitettik. A mutans ovariumokbdl —mivel ezek a
mutans fehérjék mind sejtmagi lokalizaltsaguak voltak- szolubilis sejtmag frakciot
(25 mM Hepes, pH 7.6, 100 mM KCI, 12.5 mM MgCl,, 0.1 mM EDTA, 400 mM K-
glutamat, 20% glycerol, Kamakaka és mtsai., 1991) allitottunk el6 és 12 000 g-vel
centrifugaltuk. A fentiek szerint eléallitott ovarium kivonatokat TLA-100.3 Beckman
rotorban 250 000 g-vel 1.5 éran keresztil centrifugaltuk, majd a nagy sebességu
felUluszdkat aktin stabilizalé pufferben (5 mM Tris-HCI, pH 8.0, 2 mM MgCl,, 50
mM KCI) 16 6ran keresztul dializaltuk. A dializalas utan az extraktumot 180 000 g-
vel 1.5 oran keresztil ujra centrifugaltuk, majd a fehérjék koncentracioit
kiegyenlitettuk (1.3 mg/ml). Az F-aktin kotd kisérlethez (Smith és Raikhel, 1998) az
Actin Binding Protein Biochem Kit-et (Cytoskeleton) hasznaltuk. Az F-aktint (1
mg/ml) 2 mM MgCl,, 50 mM KCI és 1 mM ATP jelenlétében 23 °C-on 1 6raig

polimerizaltuk (23 uM), majd az ovarium kivonatokban 15 uM végkoncentracibig
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higitottuk. Az egyes reakcidkhoz adott szintetikus NLS oligopeptid
(GYGPKKKRKVED) végkoncentacidéja 200 uM volt. 30 perces inkubalasi id6
elteltével a reakciokat 900 ul 10%-os glycerol parnara (5 mM Tris-HCI, pH 8.0, 2
mM MgCl,, 50 mM KCI + glycerol 10%-ig) Ulepitettik és 1.5 6ran keresztil TLS-55
Beckman rotorral 135 000 g-vel centrifugaltuk. A csapadékban megjelent
fehérjéket 10%-0s SDS-PAGE gélen valasztottuk el.

3.13. A Western blot

Az SDS-PAGE géleken levs fehérjéket 0.8 mA/cm? allando aramerdséggel
Immobilion-P  polyvinylidenfluoride (PVDF) membranra (Millipore Corp.)
elektrotranszferaltuk. Az els6dleges ellenanyagokat blokkol6 (PBS, 0.2% blokkold
reagens, 0.1% Tween 20) és moso (PBS, 0.1% Tween 20) pufferek 1:1 aranyu
keverékében az alabbiak szerint higitottuk: anti-Importin-a2 poliklonalis
ellenanyagot 1:1000 (Torok és mtsai., 1995), anti-Importin-a1 poliklonalis
ellenanyagot 1:1000 (Giarré és mtsai.,, 2002), anti-Importin-a3 poliklonalis
ellenanyagot 1:1000 (Mathé és mtsai., 2000), anti-Ketel poliklonalis ellenanyagot
1:500 (Lippai és mtsai., 2000), anti-P40 poliklonalis ellenanyagot 1:15 000 (T6rok
és mtsai.,, 1999), anti-Kelch 1B hibridéma fellluszé 1:10, anti-aktin hibridéma
felluszé 1:10 és az anti-GFP monoklondlis ellenanyagot 0.6 pug/ml
koncentraciéban hasznaltuk. Az alkalikus foszfatazzal konjugalt masodlagos

ellenanyagokat (Serva Feinbiochemica) 1:20 000 higitasban hasznaltuk.
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4. EREDMENYEK

4.1. Az Importin-a2 fehérje nem halmozédik fel a Drosophila petekamrainak

sejtmagjaiban

A Drosophila mindharom Importin-a fehérjéje (Térok és mtsai., 1995; Mathé
€s mtsai., 2000; Giarré és mtsai., 2002), valamint az Importin-f1 homolog Ketel
fehérje (Lippai és mtsai., 2000) is kifejezddik a petefejlédés soran. Ezen fehérjék
ellen termeltetett specifikus ellenanyagok segitségével megvizsgaltuk sejten beluli
eloszlasukat a petefejlédés soran (5. abra). El6zetes munkakbdl ismeretes volt az
a tény (lasd az Irodalmi attekintést), hogy a sejtmagi transzportot végzé fehérjék
dinamikus egyensulyi allapotban a sejtmagmembranhoz kapcsoltak illetve a
sejtmagban felhalmozédhatnak. Ezért a Drosophila Importin fehérjéinek a
petefejl6dés soran mutatott sejten bellli eloszlasa fontos adatot szolgalhat azok
funkciojardl. Kisérleteink soran a sejtmagok festésére TOTO-3 nevii DNS-festéket
mig a magmembranok megjelenitésére anti-Lamin ellenanyagot hasznaltunk.

A Drosophila petefejlédése soran a sejtmagi transzportrendszer
komponensei kozll a legkifejezettebb sejtmagmembran koétédést mutatod fehérje,
az Importin-f1 homoldg Ketel bizonyult (5. abra E1-E4, 6.abra D1,D2). A korabbi
megfigyelésekkel (Lippai és mtsai., 2000) megegyezden mi is azt talaltuk, hogy a
Ketel fehérje a petekamra minden sejtiének magmembranjan erésen
felhalmozodik. Ez a Ketel fehérje aktiv sejtmagi transzportban térténd részvételére
utal.

Mathé és munkatarsai megfigyelték, hogy a petefejlédés legkorabbi
stadiumaitol kezddédbéen az Importin-a3 fehérje is erdsen felhalmozodik a
petekamra sejtjeinek magmembranjan (Mathé és mtsai., 2000). Megfigyeléseik
szerint a 7. és a 10. stadium Kkozott az Importin-a3 mar nemcsak a
magmembranhoz koétédik, de a sejtmagokban is felhalmozédik. Ugyanazokat a
korilményeket és ellenanyagot hasznalva (Mathé Endre 6nzetlen
hozzajarulasaval), mi nem tudtuk megerGsiteni a fenti megfigyeléseket.
Eszrevételeink szerint az Importin-a3 fehérie csak gyenge sejtmagmembran
asszociaciét mutatott, és a petefejlédés egyik stadiumaban sem toltotte ki a

dajkasejtek vagy a petesejt
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osszevonas Importinok Lamin

Imp-c1

Imp-c2

5. abra. A Drosophila melanogaster sejtmagi transzportjaért felel6s Importin fehérjék (zéld)
eloszlasa a petekamrakban. Az Importin-a1 (A2,B2), Importin-a2 (C2), Importin-a3 (D2) és az
Importin-B1 homoldg Ketel (E2) fehérjék sejten beliili eloszlasanak vizsgalatara a vad tipusu
petekamrakat anti-Lamin ellenanyaggal (piros) és DNS festékkel (kék) is festettiik. (E1-E4) Fontos
megjegyezni, hogy mig az Importin-p1 fehérje erés magmembran felhalmozédast mutat, (A1-D4)
addig az Importin-o. fehérjék féként citoplazmas eloszlastuak. A nyilak a gyenge magmembran
felhalmozodast jeldlik.

Imp-a.1 Imp—a2 Imp-a3

Importinok

Lamin

6. abra. A Drosophila Importin fehérjéinek eloszlasa a sejtmag koril. Vad tipusu petekamrakat
anti-lmportin-a1 (A1), anti-Importin-a.2 (B1), anti-lmportin-a3 (C1) és az anti-Importin-1 (D1) (felsé
sor), valamint az anti-Lamin (als6 sor) ellenanyagokkal festettik. 9.-10. stadiumban levd
petekamrak dajkasejtjeinek egy-egy sejtmagjat nagyitottuk ki. Az Importin-1 (D1,D2) a Lamin
fehérjével azonos helyen fordul el8, mig az Importin-a fehérjék kézul csak az -a3 (C1,C2) mutatott
egyértelmlt felhalmozédast a magmembranon. Az Importin-a2 (B1,B2) fehérje hianya a
magmembranrol a legszembetindbb.
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sejtmagijait (5.abra D1-D4, 6.abra C1,C2). Megfigyeléseink a korabiakkal
O0szhangban, azt az elképzelést erdsitik, miszerint az Importin-a3 a Drosophila
petefejl6dése soran aktiv résztvevéje a sejtmagi transzportnak. A Drosophila
masik két Importin-a fehérjéje még nagyobb eltérést mutatott a vart sejten bellli
eloszlasukban. Az Importin-a1 fehérje sejtmagmembranhoz torténd koétédése
csak a petefejlédés korai stadiumaiban volt észlelhet6, mig a késdbbiekben mar
nem talaltunk hasonlo felhalmozodast (5. abra A1-B4, 6.abra A1,A2). Az Importin-
o2 fehérjét, szemben az Importin-a1 és -a3 fehérjékkel, a petefejlddés egyik
stadiumaban sem tudtuk kimutatni sem a sejtmagmembranon sem pediglen a
sejtmagban (5. abra C1-C4, 6. abra B1,B2). Ez a medgfigyelés arra enged
kovetkeztetni, hogy a petefejl6ddés soran az Importin-a2 fehérje nem vesz részt az
altalanos sejtmagi transzportban, de természetesen nem is zarja ki annak a

lehetéségét, hogy kevés szamu fehérje transzportreceptora legyen.

4.2. Az Importin-a2 fehérje kdlcsonhat a Drosophila petekamrak kortikalis

aktin sejtvazaval

A Drosophila petefejlédése soran az Importin-a2 fehérje a transzpor
trendszer tobbi komponensétél a leginkabb eltérd sejten beluli eloszlast mutatott.
Ezért egy poliklonalis anti-Importin-a2 ellenanyag segitségével részletesen
megvizsgaltuk az Importin-a2 fehérje petefejlédés soran mutatott eloszlasat (7.
abra A). Az Imp-a2 a germarium 1. régidjaban lévé Gscsirasejtekben erésebben,
mig germarium 2. régidjaban osztddd cisztoblasztokban gyengébben fejez6dik ki.
Egészen az 5. stadiumig az Importin-a2 a follikularis sejtekben erésebben
kifejez6dik mint a csiravonal sejtekben. A 6. stadiumtdl kezdve azonban mar a
csiravonal eredetl sejtekben is megnd a kifejez6dés szintje, ami a petefejl6dés
végéig meg is marad. A 11. stadiumtdl kezdédéen, a dajkasejtek teljes
citoplazmajanak “atpumpalasaval’” az Importin-a2 szintje is jelentésen megné a
petesejtben.

Az Importin-a2 a petefejlédés minden egyes stadiumaban féként a
citoplazmaban fordul el és kulonb6zd festési vagy fixalasi eljarasokkal sem

mutathato ki a sejtmagmembranon.
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7. abra. Az Importin-a2 fehérje sejten bellli eloszlasa. (A) A vad tipusu petekamrakat anti-
Importina2 poliklonalis ellenanyaggal festettiik. Az Importin-a.2 fehérje (z6ld) a petefejlédés minden
stadiumaban a citoplazmaban fordul el6. A 9. stadiumtdl kezddédben erésen felhalmozédik a
petekamrak kortikalis részén (nyil). (B) Egy 10. stadiumos petekamraban az Importin-a.2 (z6ld) és
kortikalis aktin (piros) eloszlasa lathaté. Az Importin-a2 fehérje kolokalizalt az F-aktinnal (sarga).
(C) A vad tipusu petekamrak aktin vazat cytochalasine D kezeléssel depolimerizaltuk. Ennek
hatasara az Importin-a2 fehérje felhalmozodott a dajkasejtek és a petesejt sejtmagjaiban. A fehér
mércevonal hossza 50 um. (D) Az Importin-a.2 fehérje SV40-NLS jelenlétében egytitt Ulepedik az in
vitro polimerizalt F-aktinnal. A vad tipusu ovarium kivonathoz (1. oszlop) csak SV40-NLS-t adtunk
(2. oszlop), vagy csak in vitro polimerizalt F-aktint adtunk (4. oszlop), vagy mindkettét egyutt adtuk
(3. oszlop). Kontrolként az 5. oszlopban nem hasznaltunk semmiféle reagenst. Ezeket a reakciokat
10%-o0s glycerol parnara vittik, majd 150 000 g-vel Ulepitettik. Az Importin-a2 csak az SV40-NLS
jelenlétében Ulepedett egyutt az F-aktinnal. A Western blot el6hivasat anti-Imp-a2 ellenanyaggal
végeztik.

Azonban a csiravonal eredet( sejtek citoplazmajaban egy jellegzetes eloszlasara
lettink figyelmesek. A petekamrakat Importin-a2 és F-aktin kettés festésével azt
talaltuk, hogy az Importin-a2 a petefejlédés 9. stadiumatdl kezdédben erbésen
felhalmozodik a dajkasejtek, de még inkabb a peteseijt kortikalis aktin sejtvazan (7.
abra A,B).

Az Importin-a2 és a kortikalis aktinvaz kozotti lehetséges kolcsOnhatas
tovabbi vizsgalatara vad tipusu ovariumokat boncoltunk ki és azokat 1 6ran
keresztll 10 mM cytochalasin D-vel inkubaltuk. A cytochalasin D a szubkortikalis
F-aktin halozat felbomlasat idézte el6, ami nagyon befolyasolta az Importin-a2
eloszlasat (7. abra B,C). Azt talaltuk, hogy az Importin-a2 fehérje elvesztette
jellegzetes szubkortikalis kihorgonyozasat és egyenletesen oszlott el a csiravonal
eredetl sejtek citoplazmajaban. Ezzel egyidében az Importin-a2 fehérje nagy

mennyiségben halmozddott fel a dajkasejtek és a petesejt sejtmagjaiban (7. abra
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C). Ezzel szemben a mikrotubulusok depolimerizacidjat el6idézé agensekkel (pl.,
colchicine, colcemide) végzett hasonld kezelések nem valtoztattak meg az
Importin-a2 fehérje sejten bellli eloszlasat (be nem mutatott eredményeink
alapjan). Ezek az eredmények arra engedtek kdvetkeztetni, hogy az Importin-a2
fehérjének a dinamikus egyensulyban tapasztalhato citoplazmatikus eloszlasaban
a kortikalis F-aktin sejtvaz Iényeges szerepet jatszik.

Az Importin-a2 és az F-aktin kozotti kdlcsonhatas természetének részletes
elemzésére egy in vitro mikrofilamentum-koté kisérletet végeztink (7 abra D). Vad
tipusu ovariumokbdl nagy sebességl (150 000 g) citoplazmatikus fellluszét
allitottunk elé. Ehhez a fellluszohoz az SV40-NLS peptid jelenlétében illetve
annak hianyaban in vitro polimerizalt F-aktint adtunk. Rovid inkubalasi id6 utan
ezeket a reakciokat 10%-os glycerol parnara vittuk és az F-aktin szalakat nagy
sebességel (150 000 g) Ulepitettuk. Minden egyes F-aktinhoz koét6dd fehérje,
egyutt Ulepedett az F-aktinnal. Ezeket a fehérjeket SDS-PAGE gélen
elvalasztottuk és Western-blot segitségével vizsgaltuk. Azt talaltuk, hogy SV40-
NLS peptid jelenlétében az Importin-a.2 fehérje egyutt Glepedett az F-aktinnal, mig
az NLS-peptid tavollétében ilyen kdlcsonhatast nem tapasztaltunk. Ez az in vitro
kisérlet azt bizonyitotta, hogy az Importin-a2 fehérje NLS jelenléttében képes F-
aktinhoz kotédni. Azonban vajon ez kdzvetlen vagy kozvetett kdlcsonhatas révén
valésul-e meg, még nem ismeretes.

Mivel az Importin-a2 fehérje mikrofilamentumokhoz koétédése NLS-fuggé
folyamat, megvizsgaltuk, hogy NLS-peptidet tartalmazd egyéb riporter molekulak
miként oszlanak el a petekamran belll, és eloszlasuk hasonlit-e az Importin-a.2
fehérje eloszlasahoz. A kérdés megvalaszolasahoz olyan transzgénikus légy
torzseket hasznaltuk, amelyek az ovariumaikban NLS-peptidet tartalmazoé zdlden
fluoreszkald riporter fehérjét (NLS-GFP), illetve az NLS-t nem tartalmazé6 GFP
riporter fehérjét termelték (8. abra A). Mindkét riporter fehérje, a GFP és az NLS-
GFP is, kis méretik és bazikus természetiknél fogva felhalmozédnak a
petekamrak sejtmagjaiban. Az NLS-GFP molekula, az Importin-a2 fehérjéhez
hasonld6 modon, a petesejt kortikalis aktinvazan halmozoédik fel, mig az NLS-
peptidet nem tartalmaz6 GFP nem mutatott ilyen jellegl elhelyezkedést. Ezért
megallapithatdé, hogy az NLS-peptid jelenléte szukséges a riporter fehérje

kortikalis vazhoz torténd kotdédéséhez.
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8. abra. A GFP riportermolekula NLS-fligg6 felhalmozddasa a peteseijt szubkortikalis részén. (A) A
vad tipusu peték szubkortikalis részén csak az NLS-t tartalmazé GFP (z6ld) molekulak képesek
felhalmozddni (nyil). Az aktinvaz festését rhodamine phalloidin-el végeztik el (piros). (B) Az
Importin-a2 fehérje koimmunoprecipitacidja NLS-GFP-vel. Az immunoprecipitaciot (IP) GFP illetve
NLS-GFP riporter fehérjéket tultermeld ovariumok kivonataibdl készitettiik monoklonalis anti-GFP
ellenanyagot hasznalva. A Western blot el6hivasahoz anti-Imp-o2 (felsé panel) és anti-GFP (alsé
panel) ellenanyagokat haszndltunk. Teljes extraktum a GFP (1. oszlop) illetve az NLS-GFP
(2.0szlop) tultermeld ovariumokbdl, GFP-immunokomplex a GFP-t (3. oszlop) illetve az NLS-GFP-t
(4. oszlop) tultermel6 ovariumok extraktumaibdl. Az immunoprecipitacio specifitdsanak igazolasara
egér preimmunszérumot hasznaltuk kontrolként (5. oszlop).

Annak eldontésére, hogy vajon az NLS-GFP riporter fehérje és az Importin-
o2 fehérje kozott létezik-e tényleges kolcsbnhatas vagy sem, ko-
immunoprecipitacids kisérletet végeztink (8. abra B). A GFP illetve az NLS-GFP
riporter fehérjéket tultermel6 ovariumokbdl citoplazmatikus kivonatot készitettlink.
Ezekbdl a kivonatokbdl monoklonalis anti-GFP ellenanyag segitségévek kicsaptuk
a GFP illetve az NLS-GFP fehérjéket. Az Importin-a2 fehérje csak az NLS-peptidet
tartalmazé GFP molekulaval egyutt csapédott ki, mig az NLS-peptidet nem
tartalmazoéval nem. Ez azt jelenti, hogy az Importin-a2 fehérje és az NLS-GFP
riporter fehérje in vivo allapotban a petesejt aktin sejtvazan nemcsak egyutt
talalhatd, de kozottik tényleges kolcsdnhatas is létezik. igy az is elképzelhets,
hogy az Importin-a2 fehérje in vivo mas NLS-peptidet tartalamzo fehérjéket is

képes megkotni és azokkal egyutt kikotddni a kortikalis F-aktin sejtvazhoz.
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4.3. Az importin-a2 gén inaktivalasa sterilitast eredményez

Az importin-a2 gén Drosophila homoldgjat P-elem mutagenezis soran
azonositottak (Torok és mtsai.,, 1993). A P-elem remobilizacidjaval és annak

pontatlan kivagodasaval Iétrehozott importin-a.2 deléciok, az imp-0.2”°

és imp-
a2”™ null mutansként viselkednek, és roluk fehérie nem képzédik (Tordk és
mtsai., 1995). Homozigéta allapotban mindkét allél részleges him- (~75%) illetve
telies néstény-sterilitast eredményezett (Gorjanacz és mtsai., 2002; Giarré és
mtsai., 2002). Miutan mindkét null allél hasonldéképpen viselkedett, a tovabbi
vizsgalatainkban mar csak az imp-a.2°'*, vagy réviden a D14 allélt hasznaltuk.

A D14 homozigota legyek egyedfejlédése teljes mértékben normalis volt
jelezvén, hogy az Importin-a2 fehérje valoszinileg nem jatszik létfontossagu
szerepet az altalanos sejtmagi importban. Ellenkez6 esetben ugyanis hianya az
importin-a.3 mutanshoz hasonléan letalis fenotipust kellene hogy eredményezzen

(Mathé és mtsai., 2000).
4.4. Az Importin-a2 fehérje szukséges a Drosophila petefejlédéséhez

A homozigéta D74 néstény legyek sterilek voltak és csak nagyon ritkan
raktak petéket. Részletesebben megvizsgalva a mutans legyek ovariumait azt
talaltuk, hogy a D14 ovariumokban nagyon sok kis méreti degeneralt pete van,
amelyek eltomitik a petevezetéket. A ritkan lerakott peték jéval kisebbek a vad
tipusu petéknél, jellegzetesen megrovidult és 6sszenolvadt dorzalis fluggelékekkel
(9. abra D2). Ez egy jellegzetes fenotipusa azon mutansok csoportjanak, melyek a
dajkasejtekbdl a petesejtbe iranyuld kés6i anyag traszportot, az ugynevezett
"dumpingot” érintik. Ezért k6z6s néven ebben a folyamatban hibas mutansokat
"dumpless” mutansoknak hivjuk.

A dumping anyag transzport folyamatanak vizsgalatara egy olyan enhancer
csapda vonalat (es79) hasznaltunk, amely az N-termindlisan NLS-peptidet
hordozé [B-galaktozidaz riporter molekulat (NLS-BGal) csiravonal specifikusan

termel (9. abra).

38



vad tipus imp-0.2°"
A1

9. dbra. A dajkasejtekbdl a petesejtbe iranyuld citoplazma transzport hibas a homozigéta mutans
D14 petekamrékban. A P{lacZes79 enhancer csapda csiravonal specifikusan termeli a p—
galaktozidaz enzimet a vad tipusu (A1,B1,C1,D1) és a homozigéta mutans D74 (A2,B2,C2,D2)
hattéren. A petekamrak p-galaktozidaz aktivitasat a petefejlédés kildnb6z6 stadiumaiban
vizsgaltuk. A lelassult anyagtranszport kdvetkezménye, hogy a D74 néstény legyek kis méreti
petéket raknak (D2).

A vad tipusu ovariumokban a petefejl6dés 10. stadiumaig pB-galaktozidaz
aktivitast csak a csiravonal eredetl petesejt és a dajkasejtek sejtmagjaiban
tudtunk kimutatni (9. abra A1). A 10. és 11. stadium kozott, mikor is a dajkasejtek
sejtmagmembranja permeabilizalédik, a B-galaktozidaz aktivitds megjelenik a
dajkasejtek citoplazmajaban is (9. abra B1). Ezt kovetbéen a dajkasejtek
citoplazmaja és vele egyutt a B-galaktozidaz aktivitas is atker(il a petesejtbe. A
transzport folyamat végére, a 13. stadiumban mar nem marad B-galaktozidaz
aktivitas a degeneralt dajksejtekben (9. abra C1). A homozigéta D14
petekamrakban, a vad tipusuakhoz hasonléan, a 10. stadiumig csak a csiravonal
eredetl sejtek magjaiban mutathaté ki a B-galaktozidaz aktivitas (9. abra A2). Ez
egyben azt is jelenti, hogy az NLS riportermolekula az Importin-a2 fehérje teljes
hianya mellett is képes bejutni a sejtmagba. A 10. stadium végére a D714
petekamrak dajkasejtjeinek citoplazmajaban is megjelenik a p-galaktozidaz
aktivitas, de a dajkasejtek citoplazmajanak a petesejtbe torténd ataramlasa
jelentés mértékben redukalodik (9.4bra B2). A petefejlédés legkésdbbi
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stadiumaiban is még jelentds citoplazma mennyiséget és B-galaktozidaz aktivitast
talaltunk a D14 dajkasejtekben (9. abra C2). Ez azt jeneti, hogy az importin-a.2 gén
inaktivalasa a dajkasejtekbél a petesejtbe iranyuld anyag transzport gatlasat
eredményezi.

Bizonyitani kivantuk, hogy a dumpless fenotipust ténylegesen az Importin-
a2 fehérje hianya idézi el6, ezért a vad tipusu importin-a2 gént hordozd
genomikus fragmentummal transzgénikus torzset allitottunk el6. Ez a transzgén
tokéletesen menekitette a fentiekben leirt D14 mutans dumpless fenotipust.
Viszont ez nem valaszolta meg azt a kérdést, hogy az Importin-a2 fehérje
funkcidjara a csiravonal eredetli sejtekben, vagy a testi eredetl follikularis
sejtekben van-e sziikség. Ennek a problémanak a megvalaszolasahoz UAS-imp-
a2 transzgénikus torzset hasznaltunk, ahol az importin-o.2 gén cDNS-e UAS elem
szabalyozasa alatt all. Az UAS-imp-a2 cDNS-t specifikus Gal4 driverek
segitségével tetszés szerinti helyen és id6ben képesek vagyunk kifejeztetni.
Csiravonal-specifikus nanos-Gal4 (Rorth, 1998) drivert hasznalva, az UAS-imp-a.2
transzgén teljes mértékben megszintette a D14 mutans fenotipust. Azonban a
testi eredetl follikularis sejtekben mikodé P(GawB)T155-Gal4 drivert hasznalva
azonban nem tapasztaltunk semmiféle valtozast a D714 delécié okozta
fenotipusban. Ezek szerint az Importin-a2 fehérje a csiravonal eredetl sejtekben

€s nem a testi eredeti follikularis sejtekben fejti ki hatasat.

2D14

4.5. Az importin-a petekamrak gyiiriicsatornai besziikultek

A 10. stadiumtdl kezdédbéen a Drosophila petekamrak sejtvaza jelentés
valtozasokon megy keresztll. A dajkasejtek plazmamembranja és magmembranja
kozott aktin gerendak alakulnak ki (Gutzeit, 1986), melyek a dajkasejtekbdl a
petesejtbe iranyulé anyag transzport soran a dajkasejtek sejtmagjait tavoltartjak a
gylricsatornaktdl. Tobb olyan gén mutacidja (chickadee, singed és quail),
amelyek ezen aktin gerendak kialakulasat megakadalyozzak azt okozzak, hogy a
dajkasejtek magjai elzarjak a gydricsatornakat. Ennek eredményeként dumpless
fenotipusu, kisméretli peték képz&dnek. Mivel ezek a gének, az importin-o.2
génhez hasonléan, mind aktin-kot6 fehérjéket kodolnak, mi is megvizsgaltuk a
D14 mutans petekamrak aktin gerendainak kialakulasat. F-aktin és DNS kettds

festésével azt talaltuk, hogy a mutdans D174 petekamrakban a vad tipusu
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petekamrakhoz hasonlé6 médon alakultak ki az aktin gerendak (be nem mutatott
eredmények). Ez az eredmény felvetette annak a lehetéségét, hogy a D14 peték

dumpless fenotipusaért a gylrlcsatornak hibas szerkezete a felel6s.

vad tipus imp-a.2°"

F-aktin

10. abra. A vad tipusu és a D14 mutans peték gyUriicsatornainak szerkezete. A vad tipusu (A,C,E)
és a D14 (B,D,F) mutans petekamrak aktin (z0ld) és PY-epitop (piros) (C,D) kettésfestése illetve
aktin (zold) és Hts (piros) (E,F) kett6sfestése lathatd. Az aktin filamentumok a tobbi fehérjével
egyetemben éles gylriivé szervezédnek a vad tipusu gydlricsatornakban, mig a D74
gylrlGcsatornak laza aktin kotegei a hozzajuk kapcsoléddé tdbbi fehérjével belognak a
gy(lricsatornak bels6 jarataiba. A fehér mércevonal hossza 50 um (A,B) és 10 um (C-F).

A homozigéta mutans D74 petekamrak gydriicsatornainak nagy felbontasu
vizsgalatahoz kettés festést végeztink F-aktin-ra illetve tovabbi két, ugyancsak
gyuricsatorna komponensre, a PY és a Hts-RC fehérjékre (10. abra). A vad tipusu
és a D14 gydrlcsatornakat 0Osszehasonlitva azt talaltuk, hogy a D714
gylricsatornak bels¢ jarata jelentés mértékben beszikilt. A vad tipusu
gylricsatornak aktin kétegei a hozzajuk kapcsolédd PY és Hts-RC fehérjékkel
egyutt tomor gydrdat alkotnak (10. abra A,C,E), ezzel szemben a D14
gylricsatornak ugyanezen komponensei (F-aktin, PY, Hts-RC) elzarjak a
gylricsatornak jaratat, megakadalyozva ezzel a dajkasejtekb8l a petesejtbe
iranyuld massziv anyagtranszportot (10. abra B,D,F). A D14 gylrlcsatornak

elzarédasanak f6 oka a belsd szegélyuk hibas szervezédése. A gylrlicsatornak
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bels6 szegeélyének belogd aktin kotegei gyakran tovabbi kisebb gydriket
képeznek, melyek szoros kapcsolatban maradnak a kuls6 gydrivel. Az Importin-
a2 fehérje hianya tehat a gylricsatornak abnormalis szervezédését eredményezi,
utalva arra, hogy az Importin-a2 fehérje nem a gydriicsatornak kialakulasaban
hanem azok normalis szerkezetének fenntartasaban jatszik fontos szerepet.
Mindezek ellenére semmilyen festési illetve fixalasi korulmény alkalmazasavak
sem tudtuk kimutattni az Importin-a2 fehériét a  gy(riicsatornakban. gy
valoészinUsithetd, hogy az Importin-a.2 fehérje nem kdzvetlen hanem kozvetett uton
fejti ki hatasat a gydricsatornak szerkezetére.

Egy tovabbi észrevételink a D74 mutans petekamrak aktin szerkezetére
vonatkozéan az volt, hogy az Importin-a2 hianya a kortikalis aktin sejtvaz
fellazulasahoz illetve annak megvastagodasahoz vezetett (10. abra B). Ez arra
utal, hogy az Importin-a2 fehérje nemcsak a gydrlicsatornak, de a kortikalis

sejtvaz F-aktin szerkezetére is hatassal van.
4.6. A Kelch fehérje hianyzik az importin-a2°' gyiiriicsatornaibol

A D14 mutans gy(Urlcsatornak fenotipusaval teljes mértékben megegyez6
szerkezeti elvaltozasokat irtak le a kel’®’ null mutans gydriicsatornaiban is
(Robinson és mtsai., 1994). A kelch gén egy olyan gydrlicsatorna fehérjét kodol,
amely a petefejl6édés 1. stadiumaban halmozédik fel a gydricsatornak belsé
szegélyében és feladata az F-aktin szalak kotegekbe rendezése. A
gylricsatornak vazat képez6 F-aktin kihorgonyozasat a plazmamembranhoz a
cheerio gén altal kodolt Filamin fehérje végzi. Mivel a D14 mutans gyUricsatornak
F-aktin szerkezete hibas, specifikus ellenanyagok segitségével megvizsgaltuk a
Kelch és a Filamin fehérjék eloszlasat a vad tipusu illetve a D714 mutans
gyurlcsatornakban (11. abra A-l).

A vad tipusu gydricsatornak (11. abra A,B,C) hasonlé szerkezetet
mutatnak aktin, Kelch és Filamin festéssel egyarant. Ezzel szemben a D714
gylricsatornak (11. abra D,E,F) Filamin eloszlasa, az el6z6ekben bemutatott PY
és Hts-RC fehérjékhez hasonléan (10. abra D,F), egybeesik az F-aktinnal. A ke/"’
mutans gylrlcsatornak (11. abra G,H,lI) az 6sszes eddig vizsgalt fehérjére (F-
aktin, PY, Hts-RC és Filamin) ugyanolyan eloszlast mutattak mint a D74 mutans

gylricsatornak. Ezért megvizsgaltuk, hogy a Kelch fehérje jelen van-e a D14

42



gylricsatornakban (11. abra E). Varakozasainknak megfeleléen Kelch fehérjét
nem tudtunk kimutatni a D74 mutans gyurlcsatornakbol. Western-blot analizis
segitségével azonban kimutattuk, hogy a Kelch fehérje normalis szinten fejezédik
ki a D14 mutans petekamrakban (11. abra J). Ez azt jelenti, hogy az Importin-o.2
fehérje nem a Kelch fehérje expresszidjat, hanem annak a gydricsatornakba

torténd felhalmozodasat szabalyozza.

aktin Kelch filamin

[
menekités (cCDNS)

imp-0.2°"
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11. abra. A Kelch fehérje hianyzik a homozigéta mutans D714 gylrlcsatorndkbdl. A
gylricsatornakat aktin és Kelch kettés festése (A,B,D,E,G,H) illetve Filamin festése (C,F,l) lathato.
Az imp-a2°™ (D-F) és a ke’ (G-1) mutans gyiiriicsatornak aktin kdtegei abnormalisan belognak a
gylrlcsatornak belsejébe. A Kelch fehérje, ami a gylrlcsatornak normalis kialakulasaért felelés,
hianyzik a D14 muténs gylrlicsatornakbdl. A fehér mércevonal 10 pum. (J) Western blot
segitségével kimutattuk, hogy a Kelch fehérje normadlisan megnyilvanul a D74 mutans
petekamrakban is. A Western blot el6hivasahoz anti-Kelch és anti-P40 ellenanyagokat
hasznaltunk.

hDE 1

4.7. Az importin-a2°* és a kelc gylriicsatornak aktinkétegei

rendezetlenek

A gydricsatornak F-aktin szalainak rendezettségét differencial-polarizacios
|ézersugar-pasztazd mikroszkoppal (DP-LSM), a Zeiss LSM 410 modellnek Garab
Gy6z6 és munkatarsai altal az MTA-SzBK-ban tovabbfejlesztett valtozataval
vizsgaltuk (Pomozi Istvan doktori értekezése, 2002). Ezzel a moddszerrel a
fluoreszcencianak nem csak az intenzitasa, de tobbféle polarizacios paramétere is
mérhetd. A DP-LSM-mel az intenzitas képpel egyutt az anizotrépia (r) eloszlasat is
megmeértik, ami az emisszids dipdlusok térbeli elhelyezkedésérdl ad informaciot
(12. abra).
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12. abra. A vad tipusu és mutans gyiriicsatornak aktin kdtegeinek elrendezddését anizotrédpia (r)
méréssel vizsgaltuk meg. A vad tipust (A1,A2) és a mutans imp-a2°™* (B1,B2) és a ke’ (C1,C2)
gylrlcsatornakat Alexa 488 Phalloidine festékkel aktinra festettik, depolarizalt 488 nm
hulldmhosszusagu lézersugarral gerjesztettilk, majd ez emisszids dipdlusok intenzitast (A1,B1,C1)
€s az anizotropia (r) eloszlasat (A2,B2,C2) megmértik. Kék szinl a gydriicsatorna azon része ahol
az abra vizszintes sikjahoz képest inkabb vizszintes dipdlusok (r+1) emitalnak, sarga ahol inkabb
fuggoleges (r -1) és szilrke (r~0) ahol az emisszids dipdlusok polarizalatlanok.

Vad tipusu (12. abra A1,A2) illetve a mutans D714 (12. abra B1,B2) és
kel°t" (12. abra C1,C2) gyiricsatornakat az F-aktin szalakba interkalalédé Alexa
488 Fluor Phalloidine festékkel festettuk. A preparatumokat 488 nm
hulldamhosszusagu depolarizalt |[ézersugarral gerjesztettik és a gydlricsatornakrol
LSM képeket készitettink. Azonban ezek a képek azon felil, hogy a
gylricsatornak aktin vazat bemutatjak, nem arulnak el semmit azok
irAnyultsagarol illetve rendezettségérél. A gylrlcsatornakat polarizalatlan
|ézersugarral gerjesztettik és anizotrépia (r) méréseket végeztink azzal a céllal,
hogy az emisszids dipolusok elhelyezkedését illetve azok egymashoz viszonyitott
orientacidjat meghatarozzuk. Ugyanis a kisérletink soran hasznalt F-aktin festék
iranyspecifikusan kotdédik az aktinszalakhoz, igy az altala emitalt dipolusok iranya
hien tlkrozi a gydricsatornat alkoté F-aktin szélak iranyultsagat és azok
rendezettségét. Az anizotropia meérését az abra vizszintes sikjahoz képest
végeztuk (az emittalt fény terjedése merdleges a lap sikjara), a mintazatokon a
kék arnyalatok a pozitiv értékeket (inkabb vizszintes emisszios dipolusok), a sarga
arnyalatok a negativ értékeket kodoljak (inkabb flggbleges allasu dipdlusok). A
kék és sarga kozotti atmenetet, ahol r~0, az abran szurkével jeloltuk, ugyanis

ekkor az emisszios dipdlusok vagy 45°-ban allnak, vagy az adott pontbdl az
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emisszié polarizalatlan (az emisszios dipdlusok rendezetlenek, nincs specifikus
iranyuk).

A vad tipusu gydricsatornan végzett anizotropias (r) mérések a
gylricsatornat négy részre osztottak (12. abra A2). A gylri két oldalan sarga,
mig fent és lent kék szin( jeleket detektaltunk, a sarga és kék régiok kozoétt az
atmenet, a szlrkén keresztil, folyamatos volt. Ez arra utal, hogy a vad tipusu
gylricsatorna aktin kotegei szorosan egymas mellett allo, koncentrikusan
rendezett F-aktin szalakbol allnak. Azonban a D14 (12. 4bra B2) és a kel’t' (12.
abra C2) mutans gylrlcsatorndkban nem tapasztaltunk hasonlé szinbeli
felosztast. A mutans gyUlrlcsatornak ehelyett szirkék voltak jelezvén, hogy
bennuk az F-aktin szalak nem képeznek szabalyos koncentrikus strukturat, hanem
azok tobb irdnyba rendezetlenul helyezkednek el. A gylrlcsatornak kilsé és belsé
szegélye egyarant rendezetlen volt. Kismértékli rendezetlenségre utald jelet
azonban a vad tipusu gyUrlcsatornak belsejében is talaltunk. Ez 6sszefiggésbe
hozhaté a gydricsatornak novekedésével egyuttjaré aktin szerkezetének
valtozasaval is.

Sajnos az ellenanyagos festéseknél hasznalt masodlagos ellenanyagok
fluoroférjainak véletlenszerl eloszlasa nem teszi lehetévé a gylricsatornak tobbi
komponensének hasonlo vizsgalatat. Azonban az adott fehériegk GFP jeldlése

kaput nyithat az ilyen tipusu vizsgalatok kibévitése felé.

4.8. Az Importin-a2 fehérje funkciéjanak elemzése in vitro elballitott
allélekkel

Annak vizsgalatara, hogy az Importin-a2 fehérje miként vesz részt a
gylrlcsatornak szervezésében és miként szabalyozza a Kelch fehérje
felhalmozodasat a gylrlcsatornakban in vitro mutagenezissel Uj importin-o.2
alléleket allitottunk el6. A mutagenezis soran gondosan kivalasztott funkcionalis
oldallancokat céloztunk meg és a kivalasztott aminosavakat alaninra cseréltuk (13.
abra). Minden egyes mutans és vad tipusu importin-o.2 cDNS-t UASp vektorba
klénoztuk és azokkal transzgénikus torzseket allitottunk el6. A mutaciok hatasat
D14 mutans hattéren nanos-Gal4 (Rorth, 1998) csiravonal specifikus driver
segitségével vizsgaltuk. igy ezen legyek csiravonal eredeti sejtjeiben csakis az

altalunk bevitt Importin-a2 fehérje képz6dott.
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13. abra. Az Importin-a2 fehérje in vitro mutagezise. Az Importin-a2 fehérje N-terminalis
szakaszan levé bazikus aminosavbodl allé Importin-p két6 domént (IBB) enzimes hasitassal
tavolitottuk el ezért ezt az allélt AIBB-nek neveztik el. A harom lehetséges foszforilacios szerin
oldallancot alaninra cseréltik és a mutaciokat helylktél figgdéen S37A, S56A és S98A-nak
neveztink el. Az NLS koétésért (NLSB) kozvetlendl felelés aszparagin és triptofan oldallancokat
alaninra cseréltiik és ezt a mutans allélt ANLSB-nek neveztiik el. Ugyancsak alaninra cseréltik a
dimerizacioért felelés aminosavakat is, amit ennek megfeleléen ADIM-nek neveztiink el. Végil a
CAS fehérje kdtésében (CASB) szerepetjatszé6 aminosavakat is alaninra cseréltiik és ezt az allélt
ACASB-nek neveztik el. Piros X a mutaciok helyeit jelzi.
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14. abra. A vad tipusu és a mutans Importin-a.2 fehérjék képzdédése az ovariumban. Vad tipusu (3.,
5. oszlop) és a mutans (6.-13. oszlop) importin-a2 cDNS-eket legyekbe transzformaltuk, majd
csiravonal specifikus Gal4 driver segitségével imp-a2°’™ (2. oszlop) null mutans hattéren
expresszaltuk. Az 1. oszlop az endogén Importin-a2 szintet, mig a 4. oszlop egy genomikus
fragmentrdl szarmazo expresszids szintet mutatja. Csillaggal jeldltik az Importin-a2 fehérje azon
migraciés izoformajat, amely az S37A mutaciéval kapcsolatos. A Western blottot Importin-a2-re és
a felviteli kontrolként hasznalt P40 fehérjére festettlk.
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Western-blot segitségével megvizsgaltuk az egyes transzgének kifejez6désének
mértékét és mindegyik allél esetében kivalasztottunk egy-egy olyan fuggetlen
beépulést ami az endogén Importin-a2 fehérjeszinthez inkabb hasonlo
kifejez6dést mutatott (14. abra). A tovabbiakban mar f6leg ezekkel a torzsekkel
dolgoztunk.

Az el6z6ekben mar beszamoltam arrdl, hogy a vad tipusu importin-o.2
cDNS transzgén egyetlen képiaja elégséges ahhoz, hogy a D714 delécidé okozta
fenotipust tokéletesen menekitse és a legyek fertilitasat helyreallitsa. Az Uj mutans

allélek azonban menekitbképességuk alapjan két csoportba oszthatok.

e peterakas kikelés
allélek ?eorfitlﬁgg néstények pete/ndstény/nap peték szama %
szama

vad tipus fertilis 15 14.0 680 88,7

imp-0, 2014 steril 24 1.2 88 0
v.t. cDNS fertilis 11 13.6 860 88,2
S37A steril 10 12.2 490 31,5
S56A steril 9 12.4 643 3,5
S98A steril 12 13.0 392 6,7
3xSA steril 12 10.9 766 9,2

ADIM steril 10 13.1 >800 0

AlBB steril 23 12.0 830 0

ANLSB steril 46 1.6 227 0

ACASB steril 45 1.0 146 0

2. Téablazat. Az in vitro mutagenezissel el6allitott mutédns Importin-a2 fehérjék funkciénalis
vizsgalata. Az 6sszes vad tipust és mutans importin-a2 cDNS-t imp-2°™ hattéren csiravonal
specifikus nanos-Gal4 driverrel hajtottuk meg. A néstény legyek peterakasi gyakorisagat illetve a
lerakott peték kikelési gyakorisagat vizsgaltuk. Ezek alapjan a mutansokat két csoportra osztottuk.
Az egyik csoportba tartoztak azok a mutansok, amelyek normalis petéket raktak, jelezvén, hogy a
mutacié nem befolydsolta az Importin-a2 funkciojat a petefejl6édés sordn. A masik csoportba
tartoznak azok a mutansok, amelyek dumpless fenotipusu petéket raktak, jelezvén, hogy az
ezekben a mutansokban elrontott oldallancok fontosak a petefejl6dés soran.

A mutansok elsé csoportjat képeztek a foszforilacios mutansok (S37A,
S56A, S98A, 3xSA) és a dimerizaciés mutans (ADIM), melyek tOkéletesen
menekitették a D74 legyek hibas petefejlodését. A peterakasi gyakorisag (2.

Tablazat) és a peték alakja (15. abra) is arrdl tanuskodik, hogy a Drosophila
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petefejl6dése soran ezek az oldallancok nem jatszanak fontos szerepet. Az
embirio fejl6dése soran viszont fontos szerepuk lehet, ugyanis ezek a mutaciok az
embrio fejl6édését a legkorabbi szakaszban allitigk meg. A peték DNS festésével
megallapitottuk (15. abra G1-H2), hogy a mutans petékben a vad tipusu petékhez
hasonlé médon normalisan befejezédik a meidzis. Kialakul a sarki test illetve a néi
6smag is, azonban a pete vagy ritkan termékenydl meg, vagy ha megtermékenydl
is a n6i és him 6smagvak elsodrodnak egymastdl és a legtobb esetben nem
fuzionalnak. Az embridk egy része kis gyakorisaggal azonban fejlédésnek indul és

eléri a larva allapotot (2. Tablazat).

15. abra. Az in vitro mutagenezissel elballitott mutansok petéinek fenotipusa. (A) A D14/D14; UAS-
imp-a2/nos-Gal4, (B) D14/D14; UAS-imp-a2/+, (C) D14/D14; UAS-AIBB/nos-Gal4, (D) D14/D14;
UAS-ANLSB/nos-Gal4, (E) D14/D14; UAS-ACASB/nos-Gal4 és a (F) kel”®'/kel’"" néstény legyek
alltal lerakott peték. A mutansok elsd csoportjaba tartozék vad tipusu petéket raktak. A (G1,G2)
vad tipusu és a mutansok elsé csoportba tartozoé (H1,H2) 3xSA néstények petéit DNS festékkel
festettiik. A G1 és H1 képen a sarki testek lathatéak. A G2 képen a vad tipusu embrié masodik
osztddasa soran létrejott négy sejtmag lathatd. A H2 képen a nyilak a két 6smagvat, a haromszdg
a sarki testet jelzi.

A masodik csoportba tartoznak azok a mutansok, amelyekben az Importin-
B kotésért (AIBB), az NLS kotésért (ANLSB) és a CAS fehérje kotéséért (ACASB)
felel6s aminosavakat cseréltuk ki alaninra. Ezek a mutansok nem képesek a D74
legyek hibas petefejlédésének tdkéletes menekitésére, jelezvén, hogy ezek a
domének fontos szerepet jatszanak az Importin-a2 fehérje petefejlédésben
betdltott funkcidjaban. Ezek kdzul is a ANLSB és a ACASB mutansok hatasa a
legerdsebb, hiszen a peterakasi gyakorisagukban (2. Tablazat) és a ritkan lerakott
peték alakjaban is teljes mértékben megegyeztek a D74 mutans esetében
tapasztaltakkal (15. abra B,D,E). A AIBB mutans hasonlo, de ennél valamivel

gyengebb fenotipust mutatott. A peterakasi gyakorisaga megkozelitette a
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foszforilacios mutansoknalt tapasztalt gyakorisagot, viszont a peték alakja 14%-
ban vad tipusunak és 86%-ban mutansnak bizonyult. Habar a mutans peték
mérete majdnem mindig eléri a vad tipusu peték méretét, dorzalis fuggelékeik
részlegesen Osszeolvadnak (15. abra C). Ez arra utal, hogy az Importin- koté
domén is fontos szerepet jatszik a Drosophila petefejlédés soran.

Ezek a vizsgalatok azt is jelzik, hogy az Importin-a2 fehérje altalunk
felfedezett Uj funkciojahoz az Importin-B-koté és az NLS-koté domének fontosak.
Ezek a domének az Importin-o fehérjék ezidaig leirt funkcidiban (a sejtmagi
transzport a mikrotubulusok polimerizacidja és a sejtmagmembran

Osszeszerel6dés) ugyszintén fontosnak bizonyultak.

4.9. Az Importin-a2 fehérje citoplazmas jelenléte sziikséges a normalis

petefejlédéshez

Miutan a kulonb6zé mutans Importin-a2 fehérjék egy része nem képes
helyreallitani a D14 legyek petefejlédését, kivancsiak voltunk azok sejten bellli
eloszlasakra. Poliklonalis anti-Importin-a2 ellenanyagot hasznalva megallapitottuk,
hogy a D174 hattéren kifejez6d6 vad tipusu Importin-a2 fehérje az endogén
Importin-a2 fehérjével teljes mértékben megegyez6 eloszlast mutatott (16. abra
C1-C3). Hasonlo6 eloszlast figyeltink meg mindazon mutans Importin-a.2 fehérjék
esetében is, melyek képesek voltak menekiteni a D14 peték dumpless fenotipusat
(16. abra D1-D3). Ezért megallapithatd, hogy sem az alatlunk mutagenezissel
modositott foszforilacids oldallancok, sem pedig a dimerizacios aminosavak nem
befolyasoljak az Importin-a2 fehérje sejten bellli eloszlasat és annak a
petefejlédés soran kifejtett funkciojat.

Azonban mindazok a mutansok (AIBB, ANLSB és ACASB), melyek nem
tudtak menekiteni a D74 peték dumpless fenotipusat, a vad tipusu Importin-a2
fehérjéhez képest jelentés mértékl sejten bellli eloszlas valtozast mutattak. A
ACASB mutansban azokat az aminosavakat cseréltuk ki alaninra, melyek az
Importin-a  fehérjék sejtmagi export receptoranak a CAS fehériének a
megkotéséért felelések (Tekotte és mtsai., 2002). Ezért az Importin-a2 fehérje
erthet6 modon a sejtmagokban marad (16. abra G1-G3). Ez egyben azt is jelenti,

hogy az Importin-a.2 fehérje a petefejlédés soran biztosan bemegy a sejtmagba.
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16. abra. A kilonb6z6 mutans Importin-a2 fehérjék sejten beliili eloszlasa a petekamrakban. A
D14 null mutans hattéren (B1-B3) csiravonal specifikus driverrel meghaijtott vad tipusua (C1-C3) és
mutans (D1-G3) Importin-a2 fehérjéket poliklonalis anti-Importin-a2 ellenanyaggal festettik (zold).
A DNS festésére TOTO3 DNS festéket hasznaltunk (piros). A haromszégek a AIBB, ANLSB és a
ACASB mutans fehérjék hianyat jelzik a kortikalis aktinvazon. A mércevonal hossza 50 pum.

N N

A ¥ B &

< ()
oo z s\e .
N csapadék S csapadék
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
ANLSB=-| = ACASB = | wm -
Aktin - ‘ - Aktin - -
SV40-NLS - = + + SV40-NLS - = + +
F-aktin = + + - F-aktin = + + -

17. dbra. A mutans Importin-a2 fehérjék F-aktin kdtésének in vitro vizsgalata. D74 hattéren a
ANLSB (A) és a ACASB (B) mutans fehérjéket termelé ovariumok extraktumaihoz (1. oszlop) in
vitro polimerizalt F-aktint (3. oszlop), NLS oligopeptidet (5. oszlop), vagy mindkettét (4. oszlop)
vagy egyiket sem (2. oszlop) adtuk hozza, majd 10%-os glycerol parnara vittik. 150 000 g-vel az
F-aktint Glepitettiik és megvizsgaltuk mely mutans Importin-a.2 fehérje képes NLS jelenléttében az
aktinnal egyut Ulepedin. A Western blot el6hivdsahoz anti-Importin-a2 (felsé panelek) és anti-aktin
(als6 panelek) ellenanyagokat hasznaltunk.
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A AIBB (16. abra E1-E3) és a ANLSB (16. abra F1-F3) mutans Importin-a.2
fehérjék is a sejtmagmembranon illetve a sejtmagokban halmozddnak fel. Tébb
kozlemeény arrél szamol be, hogy az Importin- megkotésére nem képes Importin-
o fehérjék (AIBB) csak nagyon alacsony affinitdssal tudnak NLS peptidet kotni
(Hodel és mtsai., 2001). Ez magyarazhatja azt is, hogy miért vesziti el a AIBB
mutans fehérje a kortikalis aktinvazhoz térténd kihorgonyzédas képességét. A
AIBB mutans fehérjével szemben a ANLSB fehérje egyaltalan nem képes NLS
kotésére. Ezt tamasztja ala az in vitro F-aktin kotd képesseg vizsgalatara végzett
kisérlet is (17. abra). A ANLSB mutans fehérjét tultermeld ovarium kivonathoz
SV40-NLS peptid jelenlétében hiaba adtunk in vitro polimerizalt F-aktint, a mutans
fehérje nem volt képes megkotni az NLS szekvenciat és igy az F-aktinhoz sem
tudott kotdédni (17. abra A). Ezzel szemben az ugyancsak a sejtmagban
felhalmozod6 ACASB fehérje in vitro képes NLS jelenlétében az F-aktinhoz
kotédni (17. abra B). Ez azt jelenti, hogy a ACASB fehérje elvileg képes lenne a
szubkortikalis aktinvazhoz kotédni, de a sejtmagi “becsapdazasa” miatt
gyakorlatilag teljes mértékben eltlinik a citoplazmabdl és a kortikalis aktinvazrol.
igy a fenti kisérletekbdl vilagosan latszik, hogy az Importin-02 fehérje funkcidja

szempontjabol fontos annak citoplazmas jelenléte is.
4.10. Az Importin-a2 fehérje komplexet képez a Kelch fehérjével

A AIBB, ANLSB és a ACASB mutans peték dumpless fenotipusa (15. abra)
arra utal, hogy az ezekben a mutansokban érintett domének fontos szerepet
jatszhatnak a gyUrlcsatornak szerkezetének fenntartasaban illetve a Kelch fehérje
normalis felhalmozodasaban a gylricsatornakban. Ezért monoklonalis anti-Kelch
ellenanyag segitségével megvizsgaltuk a Kelch fehérje eloszlasat az in vitro
mutagenezissel elballitott  mutansok  gydricsatornaiban (18. abra).
Varakozasainknak megfelel6en azt talaltuk, hogy az S37A, S56A, S98A, 3xSA és
a ADIM mutans petekamrak gyUrlcsatornai normalis fenotipusuak és bennik a
Kelch fehérje is normalisan felhalmozddik (18. abra D1-D5). A két leger6sebb
fenotipust mutatd ANLSB (18. abra H1-H5) és ACASB (18. abra [1-15) mutans
gylricsatornaiban azonban a Kelch fehérje nem kimutathaté. Ez a D74

gylricsatornakkal teljes mértékben megegyez6 mutans fenotipust eredményez.
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18. abra. Az in vitro mutagenezissel el6allitott 0j importin-a2 allélek hatasa a gylrlicsatornak
szerkezetére. D14 hattéren vad tipusu (C1-C5) és a mutans Importin-a2 fehérjéket (D1-15) kifejez6
ovariumokban kett6s festéssel megfestettik az aktint (piros) (A2,B2,C2,D2,E2,F2,G2,H2,12,J2) és
a Kelch fehérjét (zold) (A3,B3,C3,D3,E3,F3,G3,H3,13,J3). A Filamin (A4,B4,C4,D4,E4,F4,G4,H4,14,
J4) és a Hts (A5,B5,C5,D5,E5,F5,G5,H5,15,J5) festést kulon-kildn végeztik el.

AIBB

A AIBB petekamrak gylricsatornainak egy részében nagyon gyengén, de
ki tudtuk mutatni a Kelch fehérje jelenlétét. Ebben a mutansban 73%-ban (18. abra
F1-G3) D14-szerl és 27%-ban (18. abra E1-E5) csak gyengén beszikult mutans
gylricsatornak figyelhetéek meg. Ezzel megmagyarazhatd, miért mutatnak
csupan gyenge dumpless fenotipust a AIBB mutans peték (15. dbra C). Miutan
ismeretes az a tény is, hogy a AIBB fehérje csak kis affinitdssal képes az NLS
peptidet megkdtni, a AIBB mutans gydrlcsatornakban tapasztalt gyenge Kelch
fehérje felhalmozddas felveti annak a lehetéségét, hogy az Importin-a2 fehérje

NLS kozvetitésén keresztiil szabalyozza a Kelch fehérje felhalmozddasat a
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gylricsatornakban. Ennek vizsgalatara Importin-a2 fehérje komplexeket
tisztitottunk ovariumokbol.
A Feliiliszé6  lgG-kotott B 1gG-kotétt
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19. abra. Az Importin-a2 fehérje az ovariumban legalabb 20 masik fehérjével komplexet képez.
Vad tipusu (A,B), és mutans ANLSB (B) Importin-a2 fehérjéket ProteinA (zz) epitdppal jeldltik és
vad tipusu hattéren csiravonal specifikus Gal4 driver segitségével az ovariumokban fejeztettik ki.
Ezekbdl az ovariumokbdl kivonatot készitettlink és IgG-Sepharose hozzaadasaval, az IgG-hez
kotott ProteinA-val jeldlt Importin-a2 fehériéket a hozzajuk kapcsolodd tébbi fehérjével egyiitt
tisztitottuk. 12%-os (A) és 10%-os (B) SDS-PAGE géleken Coomassie festéssel jelenitettik meg a
tisztitott fehérjéket. Az azonositott fehérjék a 3. Tablazatban tekinthetéek meg. Csillaggal jeldltik
az aspecifikusan tisztitott fehérje savokat.

A vad tipusu, valamint a AIBB és a ANLSB mutans Importin-a2 fehérjéket
ProteinA epitoppal lattuk el és azokat ovariumokban tultermeltettik. Miutan
meggy6zddtink arrdl, hogy a ProteinA epitdp nem zavarja meg az Importin-a.2
fehérje normalis mikodését, a fenti ovariumok kivonataibdl nagy sebességi (100
000 g) fellluszoét készitettink. IgG-Sepharose hozzaadasaval ProteinA epitopon
keresztul kitisztitottuk az Importin-a2 fehérje kdlcsonhat6é partnereit majd azokat
MALDI tdmegspektrometrias analizis révén azonositottuk (19. abra) (Shevchenko

és mtsai., 1996).
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sav Mw név
1 220 CG4453, nukleoporin
224 CG8103-PA, Mi-2
2 191 CG11375
158 CG12819-PA
3 121 centroszéma asszocialt fehérje
4 129-133 Brahma asszocialt fehérje, 155 kDa
5 130-132 CG14712
131 Brahma asszocialt fehérje 155 kDa
129 moira
110 CG7003
105 CG7752
6 107 CG7843
120 transzkripcids regulator dre4
118 ISWI fehérje
108 csiravonal transzkripcids faktor 1, Gnf1
7 127 DDB1
8 79 Brahma asszocialt fehérje 111 kDa
9 89 transzlaciés endoplazmatikus reikulum ATPaz Ter94
10 100 Importin-beta (Ketel)
11 85 TXBP181-like, CG2072
12 71 lamin prekurzor
13 58 Importin-alpha2-zz
71 Heat shock 70 kDa
71 lamin
14 58 Importin-alpha2-zz
15 58 Brahma asszocialt fehérje 60 kDa
16 46 CG8863
50 Ef1 alpha 48D géntermék
17 42 Snf5-related 1
42 aktin-87E
18 36-41 Bc:LD06837 géntermék
39 CG8722
19 40 CG12233

3. Tablazat. Az Importin-a2 fehérjekomplex tagjai. A tablazatban a 19. abran bemutatott és
megszamozott fehérje savok MALDI-val azonositott fehérjéit mutatja. Egy fehérje savon bell
gyakran tébb hasonlé méretii fehérjét is azonositottunk. Erdekes észrevétel, hogy az azonositott
fehérjék kdzul nagyon sok a kromatin remodellingben résztvevé fehérje.

A vad tipusu Importin-a2 fehérje legalabb 20 masik fehérjével alkot
komplexet az ovariumban (19. abra A,B, 3. Tablazat), mig a AIBB és a ANLSB
mutans Importin-a2 fehérjék csupan néhany fehérjével (19. abra B). llyen fehérjék
példaul a Hsp 83 és a Hsc 70-4 (19. abra B), amelyek valdszinlleg a AIBB és a
ANLSB mutans Importin-a2 fehérjek szerkezetének fentartasa végett

kapcsolédnak hozzajuk. Azonban a tdbbi fehérje, amivel az Importin-a2 in vivo
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komplexet alkot nem képez hasonlé komplexet a AIBB és a ANLSB mutans
Importin-a2 fehérjékkel. Ez egyben azt is jelenti, hogy az Importin-a2 fehérje
molekularis kolcsdnhatasainak tulnyomo tébbségéhez az NLS kotésben szerepet

jatsz6 domének szukségesek.

feliiluszo IgG-kétdtt nemkotott
N N N
oy N
R BEEREE
2 2 3 m 223 0o
EES S EES SE
IB
- -
= — Anti-lmp-a.2
imp-2:| SR -
imp--| G- - | Anti-imp-p
Kelch- | e e p— | Anti-Kelch
Aktin-l | p—— \ Anti-Aktin

20. abra. A tisztitott Importin-a2 fehérjekomplexek vizsgalata Western blot segitségével. A vad
tipusu és mutans ANLSB és AIBB ProteinA (zz)-jeldlt Importin-a2 fehérjéket IgG-Sepharose
segitségével tisztitottuk (felsd panel). Csillaggal jel6ltik a vad tipusu hattéren kifejeztetett ProteinA-
jelolt fehérjéket. Specifikus ellenanyagok segitségével (anti-lImportin-a2, anti-lImportin-g, anti-Kelch
és anti-Aktin) megvizsgaltunk néhany, az Importin-a2 fehérjéhez kapcsolodd mas fehérjéket. Az
aktin nincsen jelen az Importin-a2 komplexekben, mert a nagyfordulatszamu fellliszéban mar
csak monomer formaban fordul elé (als6 panel).

Annak vizsgalatara, hogy vajon az Importin-a2 fehérje képes-e komplexet
képezni a Kelch fehérjével és igy szabalyozni annak felhalmozédasat a
gylricsatornakban, részletesebb elemzésnek vetettlk ala a kitisztitott
fehérjekomplexeket. Monoklonalis anti-Kelch ellenanyag segitségével Western-
blot alkalmazasaval kimutattuk (20. abra), hogy a vad tipusu Importin-a2 fehérje
valéban komplexet képez a Kelch fehérjével. Ezzel szemben a AIBB és a ANLSB
mutans Importin-a2 fehérjek nem voltak képesek hasonlé komplexek képzésére
(20. abra). Ez egybevag az el6z6 megfigyeléseinkel, miszerint az Importin-a.2
fehérje NLS szekvencian keresztil szabalyozza a Kelch fehérje felhalmozddasat a
gylricsatornakban. Ennek ellenére a Kelch fehérje nem rendelkezik klasszikus
NLS szekvenciaval, csupan néhany bazikus aminosavakbdl allé szakasszal. igy
konnyen elképzelhetd, hogy az Importin-a2 és a Kelch fehérje kozotti

kdlcsdnhatas egy harmadik, NLS tartalmu fehérjén keresztll valésul meg.
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4.11. Az importin-a2 gén dominans negativ allélja

Az Importin-o. fehérjék NLS-kotéseért felelés konzervalt WxxxN motivumai
két doménba, egy nagy és egy kis NLS-k6td doménba szervezdédnek (részletezve
az Irodalmi attekintés fejezetben). A ANLSB mutansban mindkét domén NLS
kotésért felelds triprofan (W) és aszparagin (N) aminosavait alaninra cseréltik.
Mivel az Importin-a2 és a Kelch fehérjek kozotti interakcido NLS szekvencian
keresztll valésul meg, fontosnak tartottuk részletesebben megvizsgalni az
Importin-a2 fehérje NLS kotésért felelés oldallancait. Ezért két ujabb mutanst
allitottunk eld, melyekben kllén-kulon csak a nagy (AMNLSB, M=maijor) illetve
csak a kis (ASNLSB, S=small) NLS-k6t6 domént mutagenizaltuk (21. abra). Az
el6z6ekhez hasonléan ezeket a mutacidokat is D74 hattéren vizsgaltuk.
Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a ASNLSB mutans tokéletesen menekiti
a D14 legyek hibas petefejlédését, vad tipusu petéket eredményezve. Azonban
ezekben a latszolag normalis petékben sosem indul el az embrio fejlédése. Ezzel
szemben a AMNLSB nem képes a D74 legyek hibas petefejlédését menekiteni. Ez
azt jelenti, hogy az Importin-a2 fehériének a pefejlédésben betdltott funkcidja

szempontjabol csak a nagy NLS-koté domain jatszik kritikus szerepet.

ANLSB [ T [ [ T |

AvNLsE L

ASNLSB L.l L | I I

21. abra. Az Importin-a2 fehérje nagy és kis NLS-k6t6 doménjének elvalasztasa. A ANLSB
mutansban mindkét NLS-kotd domént egyszerre mutagenizaltuk, a AMNLSB mutansban csak a
nagy, mig a ASNLSB mutansban csak a kis NLS-k6té domént rontottuk el. A mutaciés pontokat
piros X jelzi.

A AMNLSB mutans tovabbi vizsgalataval megallapitottuk azt is, hogy ennek
a mutacionak er6s dominans negativ hatasa van (vad tipusu és D74 hattéren
egyarant). Csiravonal specifikus nanos-Gal4 driver segitségével termeltetett
AMNLSB fehérje az ovariumok csiravonal sejtjeinek teljes hianyahoz vezet. Ezen
érdekes megfigyelés tovabbi vizsgalata érdekében Myc epitdppal jeldltik meg a

dominans negativ AMNLSB fehérjét. Miutdn megbizonyosodtunk arrél, hogy a
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petefejl6dés soran az Importin-a.2 fehérje funkcidjat nem zavarja a Myc epitop, vad
tipusu hattéren megvizsgaltuk a AMNLSB:Myc fehérje sejten beluli eloszlasat (22.
abra). Hasonl6an a ANLSB:Myc fehérjéhez a AMNLSB:Myc fehérje is a csiravonal
eredetl sejtek sejtmagmembranjain halmozodott fel, mig a petefejlédés tokéletes
menekitésére képes ASNLSB:Myc fehérje a vad tipusu Importin-a2:Myc fehérje

eloszlasat kovette (22. abra).

o0sszevonas Myc DNS

Imp-a2:Myc

ANLSB:Myc

AMNLSB:Myc

ASNLSB:Myc

22. abra. Az NLS-kotésért felelés domének elrontasa befolyasolja az Importin-a2 fehérje sejten
bellli eloszlasat. Myc epitdppal jelolt (zold) vad tipusu (A1-A3) és mutans ANLSB (B1-B3),
AMNLSB (C1-C3) és ASNLSB (D1-D3) fehérjéket vad tipusu hattéren nos-Gal4 driver segitségével
fejeztettiik ki. A DNS festésére TO-PRO3 DNS festéket hasznaltunk (piros). A nyil a dominans
negativ hatas altal el6idézett kisméretli germariumot mutatja, amibdél tovabbi petekamrak mar nem
diferencialodnak.

Ez felvetette annak a lehet6ségét, hogy a sejtmagmembranon illetve a
sejtmagokban felhalmozddd tobbi mutans Importin-a2 fehérjének is lehet hasonlé
hatasa. Ezért megvizsgaltuk, hogy az altalunk Kkészitett tobbi in vitro
mutagenezissel elballitott mutans Importin-a2 fehérjék koézul van-e masoknak is
hasonlé dominans negativ hatasa. Azt talaltuk, hogy egyedidl a ANLSB mutans
mutatott 14,6%-0s dominans negativ hatast. Azonban ez is csupan mozaikos
csiravonal hianyos ovariumokat eredményezett, melyekben csupan az egyik oldali
ovarium mutatott mutans fenotipust. Ez azt jelenti, hogy a ANLSB és a AMNLSB
mutansok k6zotti hasonldsagot jelentd nagy NLS-k6té domain mutaciodja kitlintetett
szerepet jatszik a dominans negativ hatas kialakitasaban. Azonban a két mutans

kozotti kulonbseéget jelentd kis NLS-k6t6 domain megléte ezt a hatast jelent6s
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mértékben képes erdsiteni. Végul a vad tipusu Importin-a2 fehériének a
lehetséges dominans negativ hatasat is megvizsgaltuk ugy, hogy azt erésen
tultermeltettlk az ovariumokban. Azt talaltuk, hogy harom UAS-importin-o2
transzgén és két nanos-Gal4 driver egyites jelenléte sem tudott semmiféle

észlelhet6 dominans negativ hatast eredményezni.

4.12. A dominans negativ allél a csiravonal eredetii sejtek életképességét

érinti

A frissen kikelt AMNLSB legyek ovariumainak 50%-aban mar a kikelés
pillanataban nincsen normalis petekamra (24. abra B1,B2). A legyek masik felének
ovariumaiban viszont a kikelésuk utan szamitott els6 hét végéeig még
megigyelhetd néhany petekamra, melyek ritkdn ugyan, de képesek normalis alaku
petékké differencialédni. Ezekben az ovariumokban az utolséként kialakult
petekamrak csucsan kis méretli Ures germariumok lathatéak, amelyekbél tovabbi
petekamrak mar nem differencialédnak, annak ellenére, hogy bennuk a
AMNLSB:Myc fehérje jelenléte még jelzi a csiravonal eredetl sejtek meglétét (22.
abra C1-C3). Az 1-2 hetes ovariumokban mar nagyon gyakoriak az olyan
petekamrakkal, melyek csiravonal eredetl sejtjei az elhalas jeleit mutattak (23.
abra A1-B3). A kikelés utani 20. napon mar gyakorlatiiag egyetlen mutans
ovariumban sem talalunk csiravonal eredetl sejtet.

Annak vizsgalatara, hogyan és miért Urulnek ki a csiravonal eredetl sejtek
a AMNLSB ovariumokbdl, fiatal 1-2 napos ovariumokat gyjtéttink. A csiravonal
eredetl sejtek specifikus megjelenitésére anti-Vasa (24. abra) és anti-Orb (be
nem mutatott eredmények) ellenanyagokat hasznaltunk. A frissen kikelt AMNLSB
legyek felének germariumaiban a kikelés pillanataban még vannak
Oscsirasejteket. Bel6liuk azonban a néhany normalisan kialakult ciszta utan mar
csak ritkan alakult ki ujabb ciszta, vagyis a AMNLSB germariumok (24. abra D1-
D3), a vad tipushoz képest (24. abra C1-C3), kevesebb szamu oszt6édo
cisztoblasztot tartalmaznak. Ezért a AMNLSB germariumok 2. és 3. régioja sokkal

uresebbnek tlnik, mint a vad tipusu germariumok ugyanezen régioi.
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23. abra. A AMNLSB mutans Importin-a2 fehérje dominans negativ hatasa az ovariumokban. A
Myc-jeldlt AMNLSB (A1-B3) fehérjét (zold) nos-Gal4 driver segitségével fejeztettiik ki. A DNS piros
szinben lathaté. A haromszdgekkel az elhalé petekamrakat jeldltik. A pontban végz6d6 vonal egy
kiliresedett petecsdvet mutat.

» '

—

N1 yad el (.. o

24. dbra. A AMNLSB dominans negativ Importin-a2 fehérje a csiravonal eredetl sejtek pusztulasat
idézi eld. Vad tipusu hattéren kifejeztettilk a vad tipusu Importin-a2 fehérjét (A1,A2) valamint a
AMNLSB mutéans fehérjét (B1,B2). Az 1-2 napos ovariumokat aktinra (piros) és DNS-re (kék)
festettik (A2,B2). Az A1 és B1 képeket Nomarski optikaval készitettik. Vasa festéssel (z6ld) a vad
tipusu (C1-C3) és mutans AMNLSB (D1-D3) germariumok csiravonal eredetl sejtjeit festettik. C1-
D3-ig a nyilak a terminalis filamentumok bazalis sejtjeinek poziciéjat mutatjak. A pontban végz6dé
vonal a germarium Ures részét mutatja. Az E1 és E2 képeken Vasa festéssel (z6ld) a AMNLSB
mutans ovariumok utolsdként észlelhetd csiravonal eredeti abnormalis cisztai lathatdak
(haromszog), melyek utan a petecsdveket sok kis méretli testi eredetl sejt tolti ki (kettés
haromszdg) (E3). A DNS piros szinnel jeldlt.
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Ez az észrevétel azt jelzi, hogy a dominans negativ allél a cisztak korai fejlédését
erinti.

Ezt er6siti meg az a megfigyelés is, miszerint az utols6 csiravonal eredeti
sejt, amit Vasa festéssel még azonositani tudtunk, mar nem tudja befejezni a négy
mitdtikus osztddast és igy egy abnormalis alaku és méretll, az elhalas jeleit
mutatd, csiravonal cisztava differencialédik (24. abra E1,E2). Végul a 3. hét
végére mar az 0sszes csiravonal eredetl sejt eltlinik a petecsovekbdl és helylket
sok apro testi eredetl sejt tolti ki (24. abra E3).

Az GBscsirasejtek egyik jellegzetes citoplazmatikus sejtszerve a szamos
sejtvaz alkotérészt, koztik a Spectrint is, magabafoglalé spektroszéma. A
spektroszomak az 6scsirasejtek apikalis részén talalhatdk szorosan kapcsolodva
azok plazmamembranjahoz a terminalis filamentumok bazalis sejtjeinek kdzvetlen
szomszédsagaban (25. abra A-C) (Lin és Spradling, 1993). A ciszta utddseijtjeit
O0sszekapcsold fuzoma is jelentds mennyiségl Spectrin fehérjét halmoz fel (Lin és
mtsai.,, 1994). A AMNLSB {&scsirasejtjeinek részletesebb vizsgalata céljabdl
megvizsgaltuk a Spectrin eloszlasat ezekben a mutans germariumokban (25.
abra). Azt talaltuk, hogy a vad tipusu &scsirasejtekhez (25. dbra A-C) képest a
AMNLSB 6scsirasejtjei (25. abra D-F) csak nagyon kis méretl spektroszomat
tartalmaznak a terminalis filamentek bazalis  sejtjeinek  kodzvetlen
szomszédsagaban. Ez azt jelenti, hogy a AMNLSB mutans germariumokban az

Oscsirasejtek kialakulnak ugyan, de azok nem teljesen normalisak.

0sszevonas Spectrin DNS

v.t.

AMNLSB

25. abra. Az 0Gscsirasejtek vizsgalata. 2-3 napos vad tipusu (A-C) és mutans AMNLSB (D-F)
germariumokat Spectrin fehérjére (z6ld) és DNS-re (piros) festettiik. Az egyfejl nyilak a terminalis
filamentek bazalis sejtjeinek pozicidjat, mig a kétfeji nyilak a spektroszémakat jelzik.
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4.13. A dominans negativ allél sejthalalt idéz elé

A fenti eredményeink felvetették annak a lehetéségét, hogy a dominans
negativ AMNLSB fehérje a sejtek életképességét érinti. Ezért megvizsgaltuk, hogy
a AMNLSB mutans fehérje okoz-e dominans negativ hatast mas olyan szévetben
is, ahol az Importin-a2 fehérje eredetileg is megnyilvanul. Ennek vizsgalatara
kilénb6z6 driverek (sev-Gal4, ey-Gald) segitségével szdvetspecifikusan a szem-
antenna diszkuszokban fejeztettiik ki a AMNLSB fehérjét (26. abra).

(A,E) UAS-Imp-c:2/ (B,F) UAS-AMNLSB/ (C,G) UAS-AMNLSB/ (D) UAS-AMNLSB/
sev-Gal4 sev-Gal4 ey-Gal4 ey-Gal4

(H) UAS-Imp-a.2/
ey-Gal4

26. abra. A AMNLSB dominans negativ hatdsanak vizsgalata Drosophila szemekben. A szemeket
kis (A,B,C,D,H) illetve nagy nagyitason (E,F,G) vizsgaltuk. Vad tipusu hattéren a vad tipusu
Importin-a2 fehérje tultermeltetése sev-Gald (A,E), vagy ey-Gal4 (H) driver segitségével nem
idézett eld észlelhetd elvaltozast. Viszont a AMNLSB dominans negativ hatasu Importin-o2 fehérje
kifejeztetése sev-Gald4 driver (B,F) segitségével az ommatidiumok R7/R8 receptor sejtjeinek
pusztulasahoz vezet. Az ey-Gal4 drivert (C,G,D) hasznalva a AMNLSB dominans negativ hatasu
fehérje a szem-antenna diszkuszokban sejthalalt idézett el6, ami a csapok és szemek
redukcidéjaban nyilvanul meg (D).

Az ommatidiumok 7. és 8. fotoreceptor sejtjeiben (R7/R8) mikodé sev-Gald
driver segitségével tultermeltettik a vad tipusu Importin-a2 fehérjét (26. abra A,E),
azonban ez semmilyen észlelheté hatast nem okozott. A AMNLSB fehérje
tultermelése ugyanezen driverrel durva szem( fenotipust idézett el (26. abra

B,F). Az ommatidiumok kozepén I|év6 R7/R8 fotoreceptorok elhalasa

kovetkeztében az ommatidiumok kdzepe uresnek tint, kraterszerlien bemélyedd
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format eredményezve. A AMNLSB fehérje tultermelése egy masik driverrel, az ey-
Gal4-el, ugyancsak jelentés elvaltozasokat eredményezett (26. abra C,G,D). A
szem-antenna diszkuszok jelentds sejt pusztulasa olyan atalakulasokat idézett el6,
mint példaul a gyakori szem és csap redukcié (26. abra D) illetve a sejtek
elhalasat kovet6 regeneracié soran a szemekbdl kindvd csap (26. abra C,G). A
vad tipusu fehérje tultermelése ezen driverrel sem mutatott negativ hatast (26.
abra H). Ezek az eredmények azt bizonyitjak, hogy a AMNLSB fehérje dominans
negativ hatasa sejthalalt okoz. Miutan ez a hatas minden olyan szoOvetben
el6idézhetd ahol a AMNLSB fehérjét tultermeltik, felmertlt annak a lehetésége,
hogy a dominans negativ hatas valamilyen alltalanos molekularis mechanizmust
érint.

Az Importin-o. fehérjék IBB doménjukon belul egy endogén NLS peptidet
hordoznak, ami egyben autoinhibiciés doménként is funkcional. Az Importin-f3
fehérje tavollétében az IBB domén egyfajta hurkot képezve visszahajlik a sajat
nagy NLS-kot6 doménje folé ami megkoti a sajat NLS peptidét. llyen allapotban az
Importin-a. fehérje nem képes mas fehérjék NLS szekvencidinak a megkotésére. A
sajat NLS peptid megkotését csak az Importin- fehérje tudja megakadalyozni
azaltal, hogy az Importin-a fehérje IBB doménjét megkdti és ezaltal lefedi a sajat
NLS peptidét. igy egyuttal lehetévé teszi, hogy az Importin-o. mas fehérjék NLS
peptidét megkosse. Elképzelésink szerint a AMNLSB fehérje egy autoinhibiciéra
nem képes fehérje, ami szamos NLS peptiddel rendelkez6 fehérje és az Importin-
B fehérje allandé megkdtésével gatolja azok funkcidit. igy meriilt fel annak a
lehetésége is, hogy a AMNLSB fehérje esetleg az altalanos sejtmagi importot
gatolja. Ezért megvizsgaltuk a kulénb6z6 sejtmagi fehérjék (Pav-KLP, Prod, stb.)
sejten bellli eloszlasat a AMNLSB mutans petekamrakban (27. abra). Azt talaltuk,
hogy mindegyikik a vad tipusu petekamrakban tapasztaltakkal megegyez6
modon, képesek bemenni a sejtmagba. igy megallapithatd, hogy a AMNLSB
fehérje nem gatolja az altalanos sejtmagi importot.

A sejtek elhalasanak egyik lehetséges kovetkezményeként Lamin
aggregatumokat talaltunk a AMNLSB mutans csiravonal cisztakban (28. abra B1-
C3). Miutan ismert az a tény, hogy a Caenorhabditis elegans Importin-a2 fehérjéje
aktiv szerepet jatszik a sejtmagmembranok osszeszerel6désében (Askjaer és

mtsai., 2002; Geles és mtsai., 2002), felmerllt annak a lehetésége is, hogy a
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AMNLSB mutans cisztdkban talalt Lamin aggregatumok nem a sejthalal
kévetkezménye, hanem éppen annak kivalté oka. igy elképzelhetd, hogy a
Drosophila Importin-a2 fehérje is szerepet jatszhat a sejtmagmembran
Osszeszerel6désében és hogy a dominans negativ fehérje ezt a folyamatot gatolja

az egyes sejtosztodasokat kovetden.

osszevonas Pav-KLP

AMNLSB

27. abra. A sejtmagi import normalisan miikédik a AMNLSB mutans petekamrakban. Két sejtmagi
fehérjét a Pav-KLP (zold) (A2,B2,C2) és a Prod (piros) (A3,B3,C3) fehérjéket riportermolekulakként
hasznaltuk annak vizsgalatara, hogy a AMNLSB mutans petekamrakban miként mikodik az
altalanos sejtmagi import. Mindkét riportermolekula a AMNLSB mutans petekamrakban (C1-C3) a
vad tipusu (A1-A3) és a D714 (B1-B3) mutans petekamrakban tapasztaltakhoz hasonléan,
normalisan felhalmozédik a sejtmagokban.

osszevonas Lamin DNS

v.t.

AMNLSB

28. abra. A AMNLSB muténs petekamrak magmembranja nem alakul ki normalisan. A vad tipusu
(A1-A3) és mutdns AMNLSB (B1-C3) Importin-a2 fehérjéket vad tipusu hattéren nos-Gal4 driverrel
fejeztettik ki. A petekamrakat Laminra (piros) és DNS-re (kék) festettik. Nyilakkal a AMNLSB
mutans petekamrakban lathaté Lamin aggregatumokat jeldltik.
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5. EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Dolgozatomban a Drosophila Importin-a2 fehérje egy U] és varatlan
funkciojat irtam le a petefejl6dés soran.

Az Importin-a2 fehérje, szemben a sejtmagi transzport rendszer tobbi
alkotéelemével, nem halmozodik fel a petekamra sejtieinek magmembranjan
illetve sejtmagjaiban. Dinamikus egyensulyi allapotban féleg citoplazmatikus
eloszlast mutat és NLS-fliggé mddon kihorgonyozddik a kortikalis aktinvazhoz.

Az importin-0.2°™

null mutans részletes jellemzésével megallapitottuk, hogy
az Importin-a2 fehérje fontos szerepet jatszik a dajkasejtekbdl a petesejtbe
iranyul6 anyag transzport folyamatban. Az Importin-a2 fehérje hianya a
gylricsatornak jaratainak beszikuléséhez vezet.

Immunohisztokémias kisérletekkel megallapitottuk, hogy az Importin-a2
fehérje nem strukturalis alkotérésze a gydricsatornaknak és azok szerkezetét
kozvetett uton befolyasolja. Kimutattuk, hogy az Importin-a2 fehérje befolyasolja a
gylricsatorna komponens Kelch fehérje felhalmozddasat a gydlriicsatornakban.

Immunoprecipitacié alkalmazasaval igazoltuk, hogy az Importin-a.2 fehérje
komplexet képez a Kelch fehérjével és igy szabalyozza annak felhalmozédasat a
gydricsatornakban.

Az in vitro el6allitott importin-a.2 mutans allélek részletes jellemzésével
megallapitottuk, hogy az Importin-a2 és a Kelch fehérjék kozotti kdlcsdnhatas
NLS-fuggd. Ugyanezen mutansok segitségével azt is megallapitottuk, hogy az
Importin-a2  fehérje  citoplazmatikus jelenléte  szikséges funkcidjanak
betoltéséhez.

Az Importin-a2 fehérje NLS-kot6 doménjének részletes elemzésével
megallapitottuk, hogy az Uj citoplzamatikus funkciéhoz az Importin-a2 fehérje nagy
NLS-ko6té doménje a fontos.

Az Importin-o2 fehérje nagy NLS-k6t6 doméjének mutacioja dominans
negativ hatast idéz el6. Csiravonal eredetli sejtekben tultermeltettve, csiravonal
hianyos ovariumok képz6édnek. Barmely mas osztodo szbvetben tultermeltettve ez
a mutans fehérje sejthalalt idéz el6. Feltételezéseink szerint a nagy NLS-ko6té

domeén elrontasa egy altalanos molekularis hatasmechanizmust érint.
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6. EREDMENYEK MEGVITATASA

6.1. Importin-a2 és a sejtmagi transzport

Az interfazisos sejtekben az Importin-a fehérjék legfontosabb funkcidja a
sejtmagi anyagtranszport kdzvetitése. Azonban a himivarsejtek fejlédése és az
embridnalis sejtosztédasok soran azt tapasztaltdk, hogy az Importin-a2 fehérje
csak sejtciklus-fliggd modon végez sejtmagi importot (Torok, és mtsai., 1995;
Kussel és Frasch, 1995; Mason és mtsai., 2002; Giarre és mtsai., 2002). Az
osztodasok korai profazisaban jelenik meg a sejtmagokban és a mitozis végére
mar eltinik a sejtmagokbdl. Ez arra utal, hogy az Importin-a2 fehérje fontos
szerepet jatszhat olyan molekulak importjdban amelyek a sejtosztédashoz
fontosak. llyenek lehetnek bizonyos ciklinek illetve olyan egyéb molekulak,
amelyek a mitétikus mikrotubulusok kialakitasaban jatszanak fontos szerepet. Az
Importin-a2 fehérje sejtmagi importban betdltott szerepét in vitro kisérletek is
bizonyitjak (Dirk Gorlich és Torok Istvan, személyes kozlés). Permeabilizalt
sejtekben az in vitro szintetizalt vad tipusu Importin-a2 fehérje képes az NLS
tartalmu riporter molekulak sejtmagi importjara, mig a AIBB mutans Importin-o2
fehérje erre nem képes. Ez kdzvetlenul igazolja, hogy az Importin-a2 fehérje,
hasonléan a tobbi Importin fehérjéhez, potencialisan képes a sejtmagi import
kOzvetitésére.

A sejtmagi importot végz6 fehérjék jellegzetessége, hogy a dinamikus
egyensulyi allapotban a sejtmagmembranon illetve a sejtmagban felhalmozddnak.
Ez két dologgal magyarazhat6é. Egyrészt azzal, hogy a transzportfolyamat
legidéigényesebb 1épésének a szamos Nukleoporin fehérjével torténd
kolcsonhatas és a NPK-eken keresztlli atjutas szamit. Masrészt viszont, amikor
az importkomplex bejut a sejtmagba, az lekétédve marad a NPK-ek belsé
kosarszerll részehez, illetve a reciklizaci6 utan a NPK-ek citoplazmatikus
filamentjein. Ezért immunohisztokémias modszerekkel ezek a fehériek a
sejtmagmembranon illetve a sejtmagban mutathaték ki. Azonban a Drosophila
petekamrain belll, a dajkasejtekben és a petesejtben is azt talaltuk, hogy az
Importin-a2 fehérje citoplazmatikus eloszlast mutat, észrevehet6 felhalmozédas

nélkil a sejtmagokban illetve a sejtmagmembranokon. Alaposabban
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talaltunk semmiféle felhalmozédast a sejtmagmembranokon. A ACASB mutans
Importin-a2 fehérje azonban mar a petefejl6dés legkorabbi stadiumaitol
kezdddben felhalmozddik a sejtmagokban jelezvén, hogy az Importin-a2 fehérje
valamilyen alacsony szinten de mégis részt vesz a sejtmagi importban. A sejtmagi
importban val6 részvételt erésiti az a megfigyelés is, hogy az Importin-a2 fehérje
kOlcsonhaté partnereinek tisztitasa soran szamos NPK komponenst illetve
sejtmagi fehérjét azonositottunk. Osszességében tehat megallapithatjuk, hogy az
Importin-a2 fehérje minden valdszinlség szerint részt vesz a Drosophila
petefejl6dése soran a sejtmagi transzportban, azonban ez valdszinuleg csak
specialis és kevés szamu molekula sejtmagi importjat jelenti. Ezt tamasztja ala az
a megfigyelés is, miszerint az Importin-a2 null mutaciéja csupan sterilitast
eredményez, mig az altalanos sejtmagi importban bizonyitottan résztvevé
Importin-a.3 null mutacidja letalis (Mathé és mtsai., 2000).

A kovetkezd kérdésunk az volt, hogy vajon mi szabalyozhatja az Importin-
a2 fehérje sejtmagi importjat és annak nagy mennyiségi citoplazmatikus jelenlétét
a petefejl6dés soran. Erre a kérdésre a valaszt a petekamrak F-aktin sejtvazanak
vizsgalata adta meg. Abban az esetben ugyanis, amikor a vad tipusu petekamrak
aktin vazat cytochalazin D-vel lebontottuk, az Importin-a2 fehérje eltint a
citoplazmabol és felhalmozodott a csiravonal eredetl sejtek sejtmagjaiban. Az
Importin-a2 mutans fehérjék sejten bellli eloszlasanak, valamint mikrofilament-
koté képességének vizsgalataval igazoltuk, hogy az Importin-a2 fehérje NLS-
fliggd moédon koétddik a kortikalis aktin vazhoz. igy a kortikalis aktin vaz az
Importin-a2 fehérje sejtmagi importjanak f6 szabalyzoja. Ez azonban nem csupan
az Importin-a2 fehérjére érvényes, ugyanis hasonlé6 NLS-fuggé F-aktin kotést
tapasztaltunk az Importin-a.1 és -a3, valamint a ketel gén altal kodolt Importin-f1
fehérje esetében is (be nem mutatott eredményeink alapjan). Ez viszont azt
jelentheti, hogy a kortikalis aktin vaz a sejtmagi transzportfolyamatok altalanos
szabalyozéja lehet a Drosophila petefejlédése soran. Ezért érdekes lenne
altalanossagban is megvizsgalni, hogy vajon a tobbi sejttipusban milyen szerepet
jatszik az aktinvaz a sejtmagi transzport folyamatok szabalyozasaban illetve az

NLS-alapu fehérjekomplexek kialakulasaban.
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Az in vitro elallitott mutans Importin-a2 fehérjék menekitéképességének
vizsgalata feltarta szamunkra azt, hogy az Importin-a2 fehérje citoplazmas
jelenléte szikséges annak funkcidjanak ellatasahoz. Ugyanis amennyiben a
sejtmagbdl torténd reciklizacidért felelés domaint elrontottuk (ACASB), az
Importin-a2 fehérje kiurdlt a citoplazmabdl és nem volt képes ellatni funkciojat. Ez
az észrevétel, valamint a vad tipusu fehérje magas citoplazmatikus jelenlétte arra
utal, hogy az Importin-a2 fehérjének kell, hogy legyen egy citoplazmatikus

funkcidja is.
6.2. Importin-a2 és a gyiirlicsatornak

Az Importin-a2 fehérje hianya nem csokkenti a legyek életképességét,
viszont teljes néstény sterilitast és részleges (~75%-0s) him sterilitast okoz
(Gorjanacz és mtsai., 2002; Mason és mtsai., 2002; Giarré és mtsai., 2002). A
D14 null mutans ndstény legyek kisméretl petéi arra utalnak, hogy a ndéstény
sterilitdas oka a dajkasejtekb6l a petesejtbe iranyuld anyag transzport
akadalyoztatasaban lehet. Ez a transzport folyamat kétféle mechanizmus révén
valésul meg: egy korai szelektiv és egy késbbbi nem-szelektiv anyagaramlas
révén (Mahajan-Miklos és Cooley, 1994; Theurkauf, 1994; Cooley és Theurkauf,
1994). A korai szelektiv transzport folyamatot a petesejtbdl a gyiricsatornakon
keresztll a dajkasejtekbe atnyuld polarizalt mikrotubulus hal6zat teszi lehetéveé
(Pokrywka és Stephenson, 1991). Ezen mikrotubulusok mentén mozgo
motorfehérjék szamos, a dajkasejtekben képz8dott mMRNS-t és fehérjét szallitanak
a petesejtbe.

Vizsgalataink szerint a D714 homozigéta mutans petekamrak abnormalis
gylricsatornai nemcsak a késébbi nem-szelektiv, de a korai szelektiv
anyagtranszportot is megzavarjdk. A dajkasejtekben képz6dott morfogén
molekulak, mint amilyen a bicoid és az oskar mRNS ugyan normalisan atkerllnek
a petesejtbe, azonban azok nem mindegyike képes normalisan lokalizalodni a
petesejt meghatarozott részén (be nem mutatott eredményeink alapjan). Mig a
bicoid (Frohnhofer és Nusslein-Volhard, 1986) és a gurken (Neuman-Silberberg és
Schupbach, 1993) mRNS-ek a vad tipusu petesejthez hasonléan a D714
petesejtben is az anterioralis illetve az antero-dorzalis sarokban halmozodnak fel,

addig az oskar (Ephrussi és mtsai., 1991) mRNS hianyzik a D714 petesejt
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posterioralis részérél. Ugyanez érvényes egy masik morfogén molekulara a Mago
nashi (Newmark és Boswell, 1994) fehérjére is, amely szintén hianyzik a D14
petesejt posterioralis részérdl. Ennek egyik magyarazata lehetne az is, hogy az
Importin-a2 fehérje hianya a petesejt kortikalis aktin vazanak abnormalis
megvastagodasahoz vezet. Ez ugyanis elviekben el6idézhetné a kortikalis
aktinvazhoz kikot6dé morfogén molekulak elmozdulasat illetve hianyat a petesejt
poszterior részérdl (Jankovics és mtsai., 2002). Azonban a kelch®®’ null
mutansban, ami egy kizardélag a gyuricsatornakban megfigyelhet6 fehérjét kodol,
ugyszintén azt talaltuk, hogy az oskar mRNS abnormalis lokalizaciot mutatott. Az
esetek 91,5 %-aban az oskar mRNS abnormalisan, mig 8,5 %-aban normalisan, a
petesejt posterioralis részén helyezkedett el. Ugyanakkor a kelch®®" mutansban a
petesejt kortikalis aktin vaza nem szenvedett semmiféle hasonlo, a D714
petesejtben tapasztalt elvaltozast (be nem mutatott megfigyeléseink szerint; Xue
és Cooley, 1993). Ezek az észrevételek két dologra is magyarazatot addhatnak.
Egyrészt arra, hogy a D714 petesejtben a morfogén molekulak abnormalis
lokalizaciojaért nem a kortikalis aktin vaz hibaja a felel6s, hanem a gylricsatornak
besziikulése és a korai szelektiv transzport folyamat akadalyoztatasa.
Maskuldnben ugyanis nem tapasztalnank abnormalis oskar mRNS lokalizaciét a
kelch®®" mutans petesejtekben. Elképzeléseink szerint a D14 és a kelch®®'
mutans petekamrakban szamos olyan molekula, amely a morfogének normalis
lokalizaciojaért felelések nem kerlilnek at kell6 mennyiségben a petesejtbe,
el6idézve ezzel azok hibas lokalizacidjat. Masrészt viszont ezek a megfigyelések
megerdsitik, hogy a D14 petesejtben tapasztalt kortikalis aktinvaz fellazulasa nem
a dajkasejtekbél a petesejtbe iranyuld transzport folyamat hibajanak tudhaté be,
hanem inkdbb az Importin-a2 fehérje hianyanak a kortikalis aktinvazrél. Ellenkezd

esetben ugyanis a kelch®®’

mutans petekamrakban is hasonlé kortikali aktin vaz
fellazulast kellene tapasztalnunk.

A késobbi nem-szelektiv transzportfolyamat soran a 11. stadiumtdl kezdve
a petekamrak dajkasejtjei apoptdzissal elhalnak (Foley és Cooley, 1998; Chao és
Nagoshi, 1999; Nezis et al, 2000), és azok teljes anyagtartalma a szubkortikalis
aktinhald és a hozza kapcsolddé nem-izom jellegd miozin II motorfehérjék

O0sszehuzodas révén atkerll a petesejtbe (Cooley és mtsai., 1992; Theurkauf és

68



mtsai., 1992; Wheatley és mtsai., 1995; Edwards és Kiehart, 1996). Ezért ezt a
folyamatot gyakran dumping-nak nevezik.

A dajkasejtekbdl a petesejtbe iranyuld nem-szelektiv anyag transzportot
harom kilénbdz6 mutans tipus zavarhatja meg, kis méretli, dumpless fenotipusu
petéket eredmeényezve. Az egyik csoportba tartoznak azok a mutaciok, amelyek a
10. stadiumban megakadalyozzak a dajkasejtek plazmamembranja és azok
magmembranja kozotti aktin-gerendak kialakulasat. Ezek a citoplazmatikus aktin-
gerendak ugyanis fontos szerepet jatszanak a dumping soran a dajkasejtek
sejtmagjainak tavoltartasaban azok gydrdcsatornaitél (Warn és mtsai., 1985;
Gutzeit és mtsai., 1986). Ezért ezen gerendak kialakulasaért felelés aktin-koté
fehérjéket kodolo singed (Cant és mtsai., 1994), quail (Mahajan-Miklos és Cooley,
1994) és a chikadee (Cooley és mtsai.,, 1992) gének mutacioi a dajkasejtek
sejtmagjainak elsodrédasahoz és a gylrlcsatornak jaratainak eltomitéséhez
vezetnek. A masodik mutans csoportba tartozik a spagetti-squash gén mutacidja
(Jordan és Karess, 1997), ami a miozin II kénny( lancat érinti, meggatolva ezzel
az aktin-miozin sejtvazat a megfelel6 mechanikai er6 kifejtésében és a dajkasejtek
plazmajanak atkerulésében a petesejtbe. A harmadik mutans csoportba a
gylricsatornak kialakulasaért és normalis szerkezetlik fenntartasaért felel6s
gének mutacioi alkotjak. Ezért ebbe a csoportba féként a gydlricsatorna
komponenseket kodolé gének mutacioi tartoznak.

A D14 homozigéta mutans petekamrak vizsgalata soran megallapitottuk,
hogy azokban csupan a gylrlcsatornak szervez6dése hibas, mig a
citoplazmatikus aktin-gerendak és az aktin-miozin rendszer normalisan kialakul.
Medfigyeléseink szerint a D714 mutans gylrlcsatornak belsé jarata erdsen
beszikul és igy fizikailag meggatolja a dajkasejtekbdl a petesejtbe iranyuld korai
szelektiv és a kés6bbi nem-szelektiv anyag transzportot.

A Drosophila petekamrak gylrlicsatornai az osztdédasi betiremkedések
stabilizalodasa révén alakulnak ki. A legelsé fehérjék amelyek a gy(riicsatornak
kialakulasa soran megjelennek az osztodasi betiuremkedésekben a kontrakcios
gylribél visszamaradt Anillin (Field és Alberts, 1995; de Cuevas és Spradling,
1998), Orbit (Mathé és mtsai., 2002) és a Pav-KLP fehérjék (Minestrini és mtsai.,
2001) (29. abra). Ezért ezek a fehérjék mar az &scsirasejtek osztédasa soran a
még nem stabilizalt osztdodasi beturemkedésekben is megfigyelhetéek. A

cisztoblasztok elsé osztdodasa utan létrejon a csiravonal eredetl cisztak elsé
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stabilizalt gydricsatornaja. Ezen csatornakban el6szor a Mucin-D glukoprotein
halmozodik fel és feladata az osztédasi betiremkedések stabilizalasa (Kramerova
és Kramerov, 1999). A cisztdk harmadik osztddasa utan PY-epitdépokat tartalmazé
fehérjék jelennek meg a gylrlcsatornakban, de jelenlétik csak a negyedik
osztédasra valik igazan nyilvanvaléva (29. abra) (Robinson és mtsai., 1994). Ezen
fehérjék tulnyomo tdbbsége szubsztratja a petekamrak kortikalis aktinvazan és a
gyurlcsatornak kuls6é szegélyén megdfigyelhetd Src64 nevi tirozin kinaz fehérjének
(Dodson és mtsai., 1998). Az Src64 és a Tec29 tirozin kindz gének mutacioi
ndstény sterilitast eredményeznek és megakadalyozzak a dajkasejtekbdl a
petesejtbe  iranyuld6 anyag transzportot. Ezen mutans petekamrak
gydricsatornaiban a PY-epitdpok mennyisége dramain lecsokken és a
gyurlcsatornak kis méretiek maradnak. Minden mas ezidaig vizsgalt fehérje jelen
van ezekben a gydriicsatornakban. igy valészinl, hogy az Src64 és a Tec29
kinazok altali tirozin foszforilacio a gydlricsatornak ndévekedéséhez és azok
méretének fentartdasahoz szikséges, de nem fontos a gyUricsatornak
kialakulasahoz (Roulier és mtsai., 1998; Guarnieri és mtsai., 1998; Dodson és
mtsai., 1998). Mivel az src64 mutans gylricsatornakbdl a Tec29 fehérje hianyzik,
és a tec29 mutans gylrlcsatornakbdl az Src64 fehérje nem, valdszinusithet6,
hogy az Src64 kinaz a Tec29 kinaz el6tt fejti ki hatasat.

A ciszta negyedik osztdédasat kovetben a germarium 2. régidjaban
egyszerre tobb fehérje is megjelenik a gylrlicsatornakban (29. abra). Ezek a
fehérjék kdzé tartozik az F-aktin (Warn és mtsai., 1985; Theurkauf és mtsai., 1992;
Robinson és mtsai.,, 1994), az aktin polimerizalasat végzd Arp2/3 komplex
(Hudson és Cooley, 2002), az aktin-koté Hts-RC (Yue és Spradling, 1992;
Robinsonés mtsai., 1994) és a szintén aktin-kété Filamin (Robinson és mtsai.,
1997; Li és mtsai., 1999; Sokol és Cooley, 1999). A Filamin fehérjét kodold
cheerio, valamint a hts mutans petekamrak gylricsatornai ugyan kialakulnak,
azonban azok bels6 szegélye teljes mértékben hianyzik. Mindkét mutans
gylricsatornaiban a negyedik osztddas elétt megjelené fehérjék, mint példaul az
Anillin vagy a Mucin-D, normalisan felhalmozdédnak. Azonban azok a fehérjék
amelyek velik egyidében, a ciszta negyedik osztdodasa soran kezdenek
megjelenni a gydricsatornakban, csak atmenetileg és nagyon kis mennyiségben
figyelhetéek meg. igy ezekben a mutans gydriicsatornakban az F-aktin, a Hts-RC

es a PY-epitopok a késbbbi stadiumokban mar nem mutathatoak ki. Ez egyben azt
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is jelenti, hogy a Filamin és a Hts-RC a fenti fehérjék megtartasara hat. Erdekes
megfigyelésnek szamit az is, miszerint a hts mutansban a Filamin normalis
lokalizaciot mutat, mig a cheerio mutans gydricsatornakbdl a Hts-RC fehérje
hianyzik. Eszerint a Filamin a Hts-RC fehérje el6étt hat. A jelenlegi elképzelés
szerint a Filamin fehérje fontos szerepet jatszhat a gy(rlicsatornak

plazmamembranjan levd glukoproteinek illetve a gylricsatorna F-aktin kotegeinek

keresztkotésében.
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29. abra. A Drosophila ovarium csiravonal eredetli sejtieire jellemzb gylriicsatornak
kialakulasanak sematikus abraja. A kép jobb oldalan a germarium egyes régioit tintettem fel. Kék
nyilak azt mutatjdk, hogy az adott gylricsatorna komponens mikor jelenik meg a
gylricsatornakban. A piros nyilak és a doltbetls mutacidk azt jelzik, hogy az adott mutacié mely
fehérjék felhalmozodasat gatoljak a gylriicsatornakban.
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Ezért a Filamin hianya a gyUrlcsatornak belsd szegélyében lev6 aktinvaz és a
hozza kapcsoldodo kulonbozé aktin-koto fehérjék elvesztésével jar egyut.

Ismereteink szerint a gylrlcsatornakban utolséként megjelené fehérje az
ugyszintén aktin-k6té Kelch fehérje (29. abra) (Robinson és mitsai., 1994;
Robinson és mtsai., 1997). Ez a fehérje fontos szerepet jatszik a gylricsatornak
aktin szalainak kotegekbe rendezésében, ezért hianya azok rendezetlenségéhez
vezet. Hasonldan rendezetlen aktin strukturat talaltunk a D74 mutans
gylriicsatornakban is. Ezekben a (D14 és kelch®") mutans gy(riicsatornakban
minden ezidaig megvizsgalt gylrlcsatorna komponens jelen volt, azonban azok
minden esetbe kolokalizaltak a gylricsatornak belsé jarataba nyuld rendezetlen
aktin szalakkal. Miutan a kelch®" null mutans gy(riicsatornai telies mértékben
megegyeztek a D714 null mutans gylrlcsatornaival, megvizsgaltuk, hogy a Kelch
fehérje miként oszlik el a D74 mutans petekamrakban. Azt talaltuk, hogy a D74
gylricsatornakbdl a Kelch fehérje hianyzott, azonban maga a fehérje jelen volt a
D14 petekamrak citoplazmajaban. Ez azt jelenti, hogy az Importin-a2 fehérje a
Kelch fehérje elétt hat, valamint azt, hogy az Importin-a2 fehérje sziksées ahhoz,
hogy a Kelch fehérje normalisan felhalmozodjon a gylricsatornakban.
Immunohisztokémias kisérleteink soran azonban az Importin-a2 fehérjét nem
tudtuk kimutatni a gyUrlcsatornakban. Ez még természetesen nem jelenti azt,
hogy atmenetileg kevés szamu Importin-a2 fehérje ne fordulhatna el6 a
gylricsatornakban, azonban ennél sokkal val6szinibb, hogy az Importin-a2
fehérje kozvetett uton befolyasolja azok szerkezetét.

Elképzeléseink szerint az Importin-a2 fehérje ezt a funkcidjat kétféle uton
végezheti. Egyrészt komplexet képezhet a Kelch fehérjével és ily maodon
szabalyozhatja annak megjelenését a gydricsatornakban. Masrészt viszont az
Importin-a2 fehérje egy harmadik, ezidaig ismeretlen fehérje megjelenését is
szabalyozhatja a gydricsatornakban.

Az in vitro eredmeények szerint a Kelch fehérje nem-specifikus mddon
kotédik az aktin szalakhoz, mig in vivo a Kelch fehérje csak és kizarolag a
gylricsatornak aktin vazan figyelheté meg (Robinson és Cooley, 1997c; Kelso és
mtsai., 2002). Ez felveti annak a lehetéségét, hogy a Kelch fehérje kotédését a

gylricsatornak aktin vazahoz egy harmadik, ezidaig azonositatlan fehérje
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szabalyozza. Ezért elképzelhetének tartjuk, hogy az Importin-a2 fehérje erre az
ismeretlen fehérjére gyakorolt hatdsa révén szabalyozza a Kelch fehérje
felhalmozodasat a gy(lriicsatornakban.

A legujabb felfedezések szerint a Kelch fehérje 627. aminosavanak
foszforilacioja (Y®') kritikus a gy(riicsatorna aktin-kdtegeinek szervezésében és
az in vitro F-aktin kotésben (Kelso és mtsai., 2002). A Y®* éppen a Kelch fehérje
aktin-k6td doménjében helyezkedik el és foszforilacidja jelentds mértékben
csokkenti a Kelch fehérje aktin-kot6 képességét. Ugynakkor a nem-foszforilalt
forma er6sebb aktinkdtése azt igazolja, hogy a Kelch fehérje dinamikus
foszforilacioja illetve defoszforilacidja aktiv szerepet jatszhat a gydriicsatornak
aktin-kotegeinek keresztkotésében valamint azok novekedésében. Mig a genetikai
eredmények alapjan ismeretes, hogy a Kelch fehérje foszforilaciojat az Src64
tirozin kinaz végzi (Kelso és mtsai.,, 2002), addig semmit sem lehet tudni a
defoszforilalasat végzé foszfataz enzimrél. Ezidaig csak egy olyan foszfatazt irtak
le, amelynek hatasa volt a gylrlcsatornak szerkezetére, de ezen gén mutacioja
sem vezetett a kelch®™ vagy a D714 mutans gydriicsatornak hasonlé
fenotipusahoz és nem befolyasolta a Kelch fehérje megjelenését a
gylricsatornakban (Tan és mtsai., 2002). Elképzelhetének tartjuk azonban azt,
hogy az Importin-a2 fehérje egy ezidaig ismeretlen foszfataz szabalyozasa révén
képes Dbefolyasolni a Kelch fehérje foszforilaciés allapotat és annak
felhnalmozdédasat a gylrlcsatornakban. Ezen elképzelésink vizsgalatat
kétdimenzios  gél-elektroforézisel kivanjuk elvégezni, hogy ily mddon
meghatarozzuk a D714 mutans gydricsatornak foszforilalt illetve nem-foszforilalt
Kelch formainak aranyat. Ez a kisérlet dont§ bizonyitékot szolgaltathat az
Importin-a.2 fehérje gylriicsatornakra gyakorolt hatasanak felderitésében.

Biokémiai kisérleteink soran Drosophila ovariumokbdl Importin-a2 fehérje
komplexeket tisztitottunk és kimutattuk, hogy a Kelch fehérje az Importin-a2
fehérjével komplexet képez. Mivel azonban a AIBB és a ANLSB mutans Importin-
a2 fehérjék nem voltak képesek a Kelch fehérje megkotésére, feltételezzuk, hogy
a két fehérje kozotti kdlcsdnhatas NLS peptiden keresztul valésul meg. Azonban a
Kelch fehérjében nincs klasszikus NLS csupan néhany bazikus aminosavbdl allé
sziget, ami csak elviekben funkcionalhatna NLS-ként. Az Importin-a2 fehérje NLS-

koté domainjének tovabbi boncolasaval azt is megallapitottuk, hogy az Importin-a.2
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fehérje kis NLS-kété doménje nem fontos ehhez a kdlcsdénhatashoz. Azonban az
Importin-a2 fehérje nagy NLS-k6té doménje, varakozasainknak megfeleléen,
kitintetett szerepet jatszik ebben a funkciéban. Erdekes tovabba az a
megfigyelés, hogy a Kelch fehérje KREP domeénje, amely szikséges és egyben
elégséges feltétele a Kelch fehérje gydricsatornakban valé lokalizaciéjahoz,
nagyszamu bazikus oldallancot tartalmaz (Robinson és Cooley, 1997). Ez a Kelch
fehérje bazikus szigeteinek NLS-ként vald viselkedését és az Importin-a2 és a
Kelch fehérjék kozotti kdzvetlen kolcsdnhatast tamogathatja. Ezen kdlcsénhatas
igazolasa céljabol GST lecsapasos kisérletet tervezink vegezni.

A fenti eredményeink azt igazoljak, hogy az Importin-a2 fehérjének van egy
uj citoplazmatikus funkcioja, amelyet mechanisztikusan hasonlé mdédon végez,
mint ahogyan az Importin fehérjék a sejtmagi transzportot, a mikrotubulusok
polimerizalasat illetve a magmembranok Osszeszerelését kozvetitik. Nem
ismeretes még szamunkra, hogy az Importin-a2 fehérie, az el6z6ekkel
megeggyez6 modon, RanGTP fehérje szabalyoz6é hatasan keresztll végzi-e a
Kelch fehérje felhalmozédasat a  gydricsatornakban. Azonban az
mindenféleképpen érdekes, hogy a korai petefejlédés soran, ugyan ritkan, de ki
tudtuk mutatni az Importin-B1 (Ketel) fehérjét a gyiricsatornakbdl (be nem
mutatott megfigyeléseink alapjan).

A him ivarsejtek gydrlicsatornai dsszetételuket és méretiket tekintve is
nagy mértékben eltérnek az ovarium gyrlcsatornaitél. A him ivarsejtek fejlédése
soran 4 mitotikus osztédast 2 meiotikus osztodas kovet, melyekre mind jellemzé a
nem-teljes citokinézis, létrehozva egy 64 sejtbél és 63 gylrlcsatornabdl allo
poszt-meiotikus cisztat. Ezekre a gylrlcsatornakra jellemz6, hogy megtalalhatdéak
bennik a kontrakcios gylrlibdl szarmazdé (Anillin, Peanut, Setin1 és Septin2)
fehérjék, valamint néhany PY-epitoppal rendelkezd fehérje is, de szemben az
ovarium gydricsatornaival, nem halmoznak fel F-aktint, Hts-RC vagy Kelch
fehérjéket (Hime és mtsai., 1996). Ezért nyilvanvald, hogy a D74 homozigdta
legyek him sterilitasa a ndstény sterilitastol eltér6 mddon alakul ki. Valoszind,
hogy a spermatogenezis soran, az aktiv sejtciklus-fugg6 sejtmagi importotot végz6
Importin-a2 fehérje hianya, ezen import folyamat elmaradasa révén vezet el a D14

legyek him sterilitasahoz.
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6.3. Importin-a2 és a sejthalal

Az Importin-a2 és a Kelch fehérjék kozotti NLS-alapu kolcsdnhatas
részletesebb vizsgalata céljabol kulonvalasztottuk az Importin-a2 fehérje nagy
(MNLSB) illetve kis NLS-kot6 (SNLSB) domainjét. Ezen mutansok vizsgalatai
soran eészrevettuk, hogy az Importin-a2 fehérje nagy NLS-k6t6 doménjének
elrontasa (AMNLSB), homozigéta D14 és vad tipusu hattéren egyarant dominans
negativ hatast idézett el6. Ezt a hatast vad tipusu Importin-a2 fehérje
tultermeltetésével nem tudtuk helyreallitani. A AMNLSB mutans fehérjét tetszés
szerint kivalasztott osztodo szovetben kifejeztetve azok elhalasahoz vezetett. Ez
egyben azt is jelentette, hogy a dominans negativ hatas molekularis
hatasmechanizmusa valdszinlileg minden szdvettipusban hasonlé6 mddon
ervényesul.

Minden Importin-a. fehérje flexibilis IBB doménjén belll megtalalhaté egy
endogén NLS, ami Importin-p fehérje hianyaban visszahajlik a sajat nagy NLS-
koté doménje folé. llyen allapotban az Importin-a. fehérje nem képes mas fehérjék
NLS-ét megkotni (Kobe, 1999; Catimel és mtsai., 2001), ezért az endogén NLS-t
gyakran autoinhibiciés doménként is szokas emlegetni. A AMNLSB mutans
Importin-a.2 fehérjében mi éppen ezen autoinhibicios funkcioért is felelés NLS-kotd
aminosavakat valtoztattuk meg. Igy valésziniinek tartjuk azt, hogy a AMNLSB
fehérje dominans negativ hatasat az idézi el6, hogy a fehérje nem képes az
autoinhibiciéra és ezért irreverzibilis médon, a még funkcidképes kis NLS-koté
doménjén keresztll, megkot és funkcioképtelenné tesz mas fehérjéket.
Amennyiben a nagy NLS-ko6té domén mellett a kis NLS-koté domeént is elrontottuk
(ANLSB), ugy a mutans Importin-a2 fehérje dominans negativ hatasa jelentésen
lecsokkent. Abban az esetben viszont, amikor az Importin-a2 fehérje teljes IBB
domeénjét eltavolitottuk (AIBB), a mutans Importin-a2 fehérjének egyaltalan nem
volt dominans negativ hatasa. Ez azt jelenti, hogy a dominans negativ hatas
kifejtéséhez szUkséges az Importin-f1 fehérje megkotése.

A Drosophila importin-f1 gén dominans negativ hatast mutacidi (ketel°)
szintén mérgez6 hatasuak a sejtekre (Erdélyi és mtsai., 1997; Tirian és mtsai.,

2000; Timinszky et al, 2002). A Ketel® fehérje meggatolja az egyes sejtosztodasok
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utani Uj magmembranok kialakulasat, de sem a sejtmagi transzportot, sem pedig a
mikrotubulusok kialakulasat nem befolyasolja. A AMNLSB mutans fehérje altal
elbidézett citoplazmatikus Lamin aggregatumok arra utalnak, hogy a dominans
negativ hatas a magmembranok normalis kialakulasat is érintheti. Annak
eldontésére, hogy ez kovetkezménye-e a sejthalalnak, vagy éppen annak
el6idézdbje tovabbi kisérleteket igényel.

Ezidaig még nem ismeretes szamunkra, hogy milyen fehérjéket inaktival és
ezzel mely életfolyamatokat érint a AMNLSB mutans fehérje. Viszont
elképzelhetének tartjuk azt, hogy a AMNLSB mutans Importin-a2 fehérje olyan
fehérjéket inaktivaljon, amelyeket a vad tipusu Importin-a.2 fehérje in vivo megkot.
Miutan a AMNLSB fehérje a sejtek magmembranjan halmozodik fel elképzelhetd,
hogy ilyen fehérje valamilyen Nukleoporin vagy esetleg a Lamin lehet. Ezen
fehérjék NLS szekvenciaihoz irreverzibilis médon kapcsolédé AMNLSB mutans
fehérje meggatolhatja az altalanos sejtmagi importot. Ezt az elképzelésinket
tamogatta az is, hogy a vad tipusu Importin-a2 fehérje kdlcsbnhatd partnerei
kozott szamos Nukleoporint és Lamint valamint Lamin prekurzor fehérjét
azonositottunk (19. abra, 3. Tablazat). Azonban vizsgalataink azt igazoltak, hogy a
dominans negativ hatas nem befolyasolja az altalanos sejtmagi transzportot, ezzel
erésen valdszinlsitve egy masfajta hatast. Erdekes észrevétel, hogy a vad tipusu
Importin-a.2 fehérje kdlcsdnhatd partnerei k6zott szamos kromatin remodellingben
résztvevd fehérjét azonositottunk. llyenek példaul a Brahma asszocialt fehérjék a
moira az ISWI az SnF5 vagy a CG11375 nev( géntermék. Ezeknek a fehérjéknek
aktiv szerepuk van a kromatin fellazulasaban és igy inaktivalasuk eredményezhet
egy az Aalltalunk is tapasztalt sejthalalt. Azonban ennek vizsgalatara tovabi
biokémiai kisérleteket tervezink elvégezni. Tetszés szerint kivalasztott
extraktumokbdl in vitro termeltetett AMNLSB fehérjével tisztitani és azonositani
szeretnénk a kodlcsdnhato fehérje partnereket. Ez fontos informacidkkal szolgalhat
az Importin-a2 fehérje molekularis hatasmechanizmusardl és elbsegitheti a

sejtmagi importtdl eltérd, ujabb funkcidjanak feltarasat.
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7. SUMMARY

In eucaryotic cells the macromolecular transport between the nucleus and
the cytoplasm is a selective signal- and receptor-mediated process (for reviews,
see Mattaj and Englmeier, 1998; Ohno és mtsai.,, 1998; Jans és mtsai., 2000;
Chook and Blobel, 2001; Kuersten és mtsai., 2001; Holaska és mtsai., 2002; Weis,
2002;). In the cytoplasm, the Importin-a. adapter protein recognizes the nuclear
localization signal (NLS) peptide of the cargo proteins and in a heterotrimeric
complex with Importin-p they translocate into the nucleus. The high nuclear
concentration of the Ran-GTP dissociates this complex and then the transport
receptors are recycled. However, it was recently found that the Importin proteins
and Ran exert other functions as well, not related with nucleocytoplasmic
transport. In vitro studies show that Ran-GTP elicits spontaneous microtubule
polymerization and spindle assembly in cell-free Xenopus egg extracts (Carazo-
Salas és mtsai., 1999; Kalab és mtsai., 1999; Wilde és Zheng, 1999; Zhang és
mtsai., 1999). Recently, the effect of Ran was found to be mediated by Importin-a
and —B, which can bind to and inhibit the function of the microtubule-assotiated
TPX2 and NuMA proteins (Gruss és mtsai., 2001; Nachury és mtsai., 2001; Wiese
és mtsai., 2001). TPX2 and NuMA become released from the Importins by Ran-
GTP and can thus promote spindle and centriole formation. Similar interaction may
explain the involvement of Importins and Ran in nuclear envelope assembly
following mitosis (Hetzer és mtsai., 2000; Askjaer és mtsai., 2002; Bamba és
mtsai., 2002). In this way, Importin-a, Importin-f and Ran participates in three
distinct processes mechanisticaly in the same way.

We have examined the function of Drosophila Importin-a2 protein during
oogenesis (Gorjanacz és mtsai., 2002) and spermatogenesis (Giarré és mtsai.,
2002). We have found that during spermatogenesis Importin-a2 showed a cell
cycle-dependent nuclear accumulation that was similar to the previously described
distribution during early embryogenesis (Térok és mtsai., 1995). This may indicate
that during both spermatogenesis and embryogenesis Importin-a2 participates in
the nuclear import of cell cycle-specific molecules. However, during oogenesis
Importin-a2 remains cytoplasmic in steady-state, in contrast to the nuclear

accumulation of other Importins, suggesting a possible cytoplasmic function. Here

77



| report on the critical role played by Importin-a2 during Drosophila egg chamber
development and describe a novel, entirely cytoplasmic function distinct from the
nuclear transport.

A characteristic of gametogenesis in Drosophila is that sperm and oocyte
develop within a cyst of cells (for reviews, see de Cuevas és mtsai., 1997; Pepling
és mtsai., 1999; Deng and Lin, 2001). These are derived from a cystoblast that
undergoes four rounds of mitosis with incomplete cytokinesis to produce 16 cells
interconnected through 15 cytoplasmic bridges called ring canals. The ring canals
are built around the remnants of the cleavage furrow and contain several of its
molecular components such as F-actin, Anillin, Filamin or Kelch (for reviews, see
Mahajan-Miklos and Cooley, 1994; Robinson and Cooley, 1996; Robinson and
Coolay, 1997a). In oogenesis, one cell differentiates as oocyte and the remaining
15 cells become the highly polyploid nurse cells that are synthetically active and
contribute cytoplasm to the oocyte. The process of this transfer can be divided into
two phase. The first phase that take place up to stage 10 of egg chamber
development, is characterized by a slow and selective transfer of RNA transcripts
and proteins, resulting more particular in the deposition of embryonic
determinants. Then, from stage 10 a second non-selective phase of transfer
results in a rapid discharge (dumping) of the cytoplasmic content of the nurse cells
into the oocyte, leaving behind the nuclei in the apoptotic nurse cell remnants.

We have established an intrinsic deletion in the Drosophila importin-o.2
(imp-a.2°™) gene and have found that it causes partial male and full female
sterility. Examination of imp-a.2°™ ovaries showed that egg development was
retarded producing smaller eggs than the normal. This phenotype is a
characteristic of dumpless mutations in which the transfer of nurse cells cytoplasm
into the oocyte is incomplete. In the known dumpless mutants, the failure in this
transport may be explained by three distinct defects in which in each case the
actin cytoskeleton is involved (Robinson and Coolay, 1997a). This promed us to
€gg
chambers. Phenotypic analysis reveals, that the block of this transport in imp-

investigate the distribution of F-actin in wild type and mutant imp-0.2°™

a2”™ egg chambers is result of the partially occluded ring canals. In imp-0.2°™

mutant ring canals the actin flaments and all of the proteins bound to the actin
(Filamin, Hts-RC, Pav-KLP, PY-epitopes, efc.) extend into the lumen of the ring
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canals, whereas wild type ring canals formed a compact ring. These data indicate
that the Importin-a.2 function is involved in the assembly of functional ring canals.
Despite it, we were unable to detect any trace of this protein in association with
wild type ring canals indicating, that Importin-a2 may affect the ring canal
assembly indirectly, without beeing a component of it. A very similar mutant ring

canal structure could be observed in kelchPt’

null mutant egg chambers (Robinson
és mtsai., 1994; Robinson and Cooley, 1997b). However, Kelch protein is a stable
constituent of the wild type ring canals and is responsible for the dynamic chross-
linking of the ring canals’ actin filaments. To determine whether Kelch or any other
known ring canal components involved in ring canal assembly were missing from

imp-0.2°™ mutant ring canals, we performed the immunostaining of these proteins

2D14 hDE1

in wild type, imp-o and kelc mutant egg chambers. These examinations

2D14 hDE1

revealed that no Kelch protein could be detected in neither imp-a nor kelc

mutant ring canals, although Western blot analysis showed that Kelch protein was

normally expressed in imp-02°™

egg chambers. We can thus infer that the
organisation of actin filments and associated proteins in the ring canals depends
on Kelch assotiation with these structures. These data show, that Kelch is a
downstream target of Importin-a2 and that Importin-a2 plays a role in the proper
targeting of Kelch to the ring canals.

To elucidate this novel function of Importin-a2 and to determine the
domains indispensable for ring canal assembly, we performed an in vitro site-
directed mutagenesis of the importin-a2 gene. Mainly based on the
crystallographic analysis made on yeast Importin-a protein (Conti és mtsai., 1998),
we targeted the Importin-f binding domain (IBB), NLS-binding domain, CAS-
binding domain and some putative phosphorylation residues of Importin-a2
protein. The mutant constructs were transformed into the flies and their effect was
investigated on imp-a.2°"* null mutant background. We found that the IBB domain
and the residues necessary for NLS-binding were also important for the
Drosophila oogenesis and for the deposition of Kelch protein to the ring canal. This
observation suggests that Importin-a.2 protein may function in ring canal assembly
mechanistically in the same way as the Importin-o. proteins participate in the
nucleocytoplasmic transport, microtubule assambly or nuclear envelope assembly,

mentioned above.
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To get a better idea on how Importin-a2 protein participates in ring canal
assembly, we performed a complex purification by overexpressing ProteinA-
tagged wild type and mutant Importin-a2 proteins in Drosophila ovaries. Among
the numerous isolated proteins we found that Importin-a2 formed a complex with
the Kelch protein. However, the mutant forms of Importin-a2 proteins, in which the
IBB domain and the NLS-binding residues were targeted, could not make the
complex with Kelch protein. These observations strongly indicate, that the
interaction between Importin-a2 and Kelch depends on NLS binding. Since Kelch
protein has no NLS sequence (only a stretch of basic residues), we can envisage
that Importin-a2 transports Kelch to the ring canals through an intermediary of an
unknown component.

The in vitro generated mutant, where the CAS-binding residues
(responsible for the recyclization of Importin-o. protein from nucleus) were
targeted, was trapped into the nuclei and completely depleted from the cytoplasm
of each cells of egg chambers. This observation unequivocally verify that during
oogenesis Importin-a2 protein takes part in nucleocytoplasmic transport. However,
the intact nuclear import of NLS-reporter proteins (NLS-GFP, NLS-BGal, Pav-KLP,
etc.) on imp-0.2°™ mutant background, moreover the subcellular distribution of
Importin-a2 suggest that this protein is not responsible for the bulk nucler transport
during oogenesis, but may be involved in nuclear import of some specific factors.
Another characteristic of Importin-a2 cytoplasmic localisation is its cortical
colocalisation with F-actin. To characterise their relationship we depolymerised the
cortical actin filaments of egg chambers and found that it caused a dramatic
redistribution of Importin-a2 protein. Importin-a2 accumulated in the nuclei of
nurse cells and oocyte, suggesting that F-actin may regulate the nuclear import of
this protein. Furthermore, we found that the F-actin binding is dependent on NLS-
binding and that it is common in the case of other Importins. This indicates that F-
actin network may serve as a major organisator of the nuclear transport during
Drosophila oogenesis.

It was previously describe, that the Importin-a proteins contain two NLS-
binding sites: a major and a small one (Conti és mtsai., 1998). In the absence of

Importin- the major NLS-binding site serve as an auto-inhibition domain, too. The
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endogenous NLS sequence of Importin-a. proteins is bound by this major NLS-
binding site preventing the interaction with other NLS sequences.

Since the interaction between Importin-a2 and Kelch depends on NLS
squence, we made a further dissection of the NLS-binding domains of Importin-a2
protein. When only the small NLS-binding domain was targeted, the Importin-a.2
did not lost its function during oogenesis. However, when only the major NLS-
binding site was modified, the Importin-a2 lost its function. This suggests that for
the function of Importin-a2 during oogenesis only the major NLS-binding site is
critical. Additionlally, this mutant had a very strong dominant negative effect.
Overexpressing in germ cells or in other proliferating tissues it caused cell lethality.
We belive that a possible explanation for it is that this mutant protein lost its ability
for the auto-inhibition and that through its still functional small NLS-binding domain
it may irreversibly bind and prevent the function of some other proteins. To prove it
we are planning some further biochemical experiments.

In my Ph.D. thesis | describe a novel function of Importin-a2 played during
Drosophila oogenesis. | presented that in this function Importin-a.2 uses the same
domains and mechanistically function in a similar manner as the Importin proteins
function in the previously described functions. By a set of in vitro mutants of
importin-a2 gene | made a detailed description of the function of Importin-a2

protein and found the first dominant negatve allel of this gene.
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8. FUGGELEK

8.1. Roviditések jegyzéke

NPK: (nuclear pore complex) sejtmagi poruskomplex

Nup: Nukleoporin fehérjék, a sejtmagi poéruskomplexeket felépitd fehérjék
altalanos elnevezeése

RCC1: a Ran fehérje guanin nukleotid cserél6 faktora

RanBP: Ran-GTP-kotd fehérje

RanGAP1: a Ran fehérje GTPaz aktivalo faktora

CAS: az Importin-alpha fehérjék export receptora

Imp: Importin fehérjék roviditése, masnéven Karyopherin (Kap) fehérjék

ARM: armadillo ismétlédé szekvencia, az Importin-alpha fehérjékre jellemzé
HEAT: ismétl6db szekvencia, az Importin-beta fehérjékre jellemzé

NLS: (nuclear localization sequence) a fehérjék sejtmagi lokalizacios jele

NES: (nuclear export sequence) a fehérjék sejtmagi export jele

IBB: (Importin-beta binding domain) az Importin-alpha fehérje Importin-beta koté
része

AIBB: az Importin-alpha fehérje csonkolt valtozata, amelyrél hianyzik az Importin-
beta k6té domain

S37A: az Importin-alpha2 egyik pontmutansanak neve ahdl a 37. szerint alaninra
csereltuk

S56A: az 56. szerint alaninra cseréltik

S98A: a 98. szerint alaninra cseréltuk

3xSA: mindharom fent emlitett szerint (37., 56. és a 98.) egyszerre cseréltik
alaninra

ADIM: a dimerizacidés aminosavakat cseréltuk alaninra

ANLSB: az 6sszes NLS-kotd (NLSB=NLS-binding) aminosavat alaninra cseréltik
AMNLSB: csak a nagy (M=major) NLS-k6t6 domén aminosavait cseréltlk alaninra
ASNLSB: csak a kis (S=small) NLS-k6té domén aminosavait cseréltik alaninra
ACASB: a CAS fehérje kotéséért (CAS-binding) felelés aminosavakta alaninra
csereltuk

D14: a Drosophila importin-alphaZ2 gén delécidjanak roviditése
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PY: foszforilalt tirozin oldallanc

F-aktin: filament6zus aktin

Hts-RC: Hu-li tai shao nevi aktin-koté fehérje gylricsatornakban (RC: ring canal)
megjelend formaja

GFP: zblden fluoreszkalo fehérje

LSM: (laser scanning microscope) lézersugar pasztazoé mikroszkop
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