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Az importin-béta® szerepe a kromatin? szervezédésében

Abstract

Kutatdcsoportunk a Ketel® dominéns ndstény steril® mutéaciéval azono-
sitotta a muslica Ketel génjét. A Ketel gén az importin-béta Drosophila
homolégjat kodolja. Az importin- béta a sejtmagi fehérje-import egyik
komponense. Megleps, hogy a Ketel® muténs allélok téméritik a kroma-
tint, amint azt a pozicio effektus variegacid (PEV) alapjan kimutattuk.

A PEV:olyan. genetikai ,eszkdz", amely jelzi a. kromatin allapotat és
alkalmas olyan gének azonositdsara, amely gének terméke a kromatint
tomoriti, illetve lazitja.

Munkénk soran olyan fehérjepartnereket keresiink, melyek masképp kd-
t6dnek a mutdns importin-bétédhoz, mint a. vadtipusl importin-bétéhoz,
remélve, hogy lesz koztiik olyan, amelynek szerepe van a kromatin
szervezGdésében. A jeldltek egyike a nucleosome assembly protein 1
(Nap-1), melyrél ismert, hogy a kromatin szerkezet alap-egységének, a
nucleosoménak a képzésében jatszik szerepet.

Kimutattuk, hogy a Nap-1 gén duplikaciéja illetve deficiencidja is médo-
sitja a PEV-et, s6t, a Nap-1 duplikécid illetve deficiencia médositja a
Ketel dominans allélok hatasat is a PEV-re.

Eredményeink biztatéak: azonositottuk a Ketel egyik kdlcsénhatd partne-
rét, a Nap-1l-et, amely a Ketellel egyiittm(kédve mddositja a kromatin
szerkezetét.

Fogalomtar:
1. Importin-béta: olyan fehérje, amely a sejtmagi fehérjeimportban
jtszik szerepet, illetve részt vesz a kromatin szerkezetének
mddositdsaban, kialakitasaban.
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2. Kromatin: az &rokitéanyag és a hozzd kapcsolddd fehérjék
dsszessége, A fehérjék kettds szerepet tbltenek be:

1. biztositidk a ONS szerkezeti stabilitasat (specialis
madon feltekercselik)
2. szabalyozzak a transzkripciot (a gének atirdsat)

3. Dominans nostény steril mutacio;

a) Mutacié: lényegében a véltozas  képessége. Az
grokitbanyagban  spontdn  vagy  indukalt  moédon
bekovetkez6 maradandd valtozds, mely az élflény
valamely tulajdonsagdnak megvaltozasdhoz vezethet. A
mutacidk képezik az élSlények  valtozatossaganak,
végeredményben az evollciénak az alapjat.

b) Domindns mutacid: olyan mutdcid, amely fenotipusa
heterozigota allapotban is kifejezddik.

¢} Fenotipus: egy él8lény kiils§ érzékelhetd tulajdonsigainak
bsszessége.

d) Heterozigbta: egy gén kildnbézd valtozatait, azaz alléljait
hordozza.

e) Allél: az egy tulajdonsagra vonatkozd génvaltozat. Diploid
élélények esetében, (azaz olyan él8lényekben, mint pl.a
muslica, a gerincesek, igy az ember is az egyed keétszeres
kromoszémakészlettel rendelkezik, melyek egyike anyai,
masik része pedig apai eredetli) egy tulajdonsdg (pl:
szemszin) kifejez6déséért (min.) 2 allél felel, melyek
egyike az anyatdl, masika pedig az apatol szarmazik. Egy
adott tulajdonsdgra vonatkozd allél lehet dominans, vagy
recessziv. A domindns allél elnyomja recessziv allél altal
hordozott tulajdonsagvaltozatot, tehat a fenotipusban a
dominans allél altal hordozott tulajdonsag jelenik meg (pl.
a barna szemszin dominans a kékkel szemben).

f) N&stény steril mutdcié: olyan mutacié, amely a ndi
egyedek sterilitasat okozza, azok szaparodasra képtelenek.

4. Gén: az oroklddés és a genetikai funkcié egysége, a DNS egy
adott, jol definialhatd szakasza.

5. Drosophila Melanogaster: k&zonséges muslica, a genetikal
vizsgalatok idealis modellje, mert gyorsan szaporodik, kénnyen
tenyészthet, genetikai megfigyelése pedig egyszeri, hiszen
csupan négy kromoszomaja van. A muslica géntérképe ismert,
ami szintén nagy koOnnyebbséget jelent a DNS szakaszok
azonositasa soran.

6. Importin-béta Drosophila homolégja: az importin-béta fehérje
muslicaban talalhaté formaja.
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7.

10.
. Nap-1: Nucleosoma assembly protein-1: nucleosomak

12,

13.

Sejtmagi fehérjeimport: a sejtplazmabd! a sejtmagba irdnyuld
fehérjetranszport. A fehérjék szallitasat spec. molekulak
(importin fehérjék, mint pl. az importin-béta) végzik szintén
specidlis sejtmagpdlus-komlexeken keresztil. A széllitandd
fehériét a sejtplazméban k&tik meg egy jellegzetes szigndl-
molekula alapjan, amely azt jelzi, hogy a fehérje helye a
sejtmagban van. Minderre azért van szitkség, mert a fehérjék
szintézise a sejtplazmdaban tdrténik, funkcidjukat viszont egyesek
épp a sejtmagban latjak el. Példaul a kromatinhoz k&étédnek és
szabalyozzdk a gének atirddasat. Mivel a sejtmagot a plazmatdl
egy kettds membranréteg, a sejtmaghartya vaiasztja el, amelyen
bér vannak apré ,lyukak” a fehériék szamara nem atjarhatok, igy
az alagitként vagy atjéroként szolgalé sejtmagpdlus-komplexre
és a sejtmag importot folytatd fehérjékre egyarant szilkség van,
A transzport energiaigényét pedig tovabbi fehérjemolekuiak
szolgaltatjak. .
Pozicid effektus variegacio: olyan jelenség, mellyel a kromatin
génatirdsra gyakorolt hatasat vizsgdlhatjuk. (1asd aldbb)
Vadtipusi importin-béta: normdlis fehérje funkcigjdt és
szerkezetét tekintve. Mivel ez fordul eld legnagyobb
gyakorisdggal az élGlényekben, a természetben, ezért
vadtipusiinak nevezziik,

Mutans importin-béta: a vad tipustol eltérd valtozatok.

dsszeszerelését végzd fehérje.
a) nucleosoma: a DNS és a hozzd kapcsolddo un.
hisztonfehérjék altal alkotott korong alakd komlexek. A
Nap-1 sok mas fehérjével egyltt ennek a szerkezetnek a
kialakitasat végzi.
A gén duplikdcidja: ha egy gén két. allélja kozil az egyik
kétszeresen van jelen, lgy Osszesen az adott gén nem kettd,
hanem hdrom alléfjat hordozza az élélény., Emiatt a kodolt
fehérje is nagyobb koncentracidban van jelen a sejtben.
A gén deficiencidja: ha a gén két allélja koziil az egyik hidnyzik.
Tehdt csak egy génvaltozat van jelen, ami miatt a kédolt fehérje
is kisebb mennyiségben van jelen,
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Az importin-béta szerepe a kromatin szervezddésben.

Tankényvi adat, hogy az eukaridta sejtek drikitGanyaga jol szervezett
struktirdk formajaban van jelen a sejtmagban. Ez biztositja a DNS
szerkezeti stabilitidsat és szerepe van a génatirds szabalyozasaban is. Ez
a struktira a kromatin. A kromatin DNS-bél és a hozzd kapcsolodd
fehérjékbdl all. Fontos szerepet téltenek be a bazikus jellegd hiszton
fehérjék, melyekre a DNS feltekeredik, igy egy komplex, a nucleosoma
jén létre. A DNS tovabbi nemhiszton fehérjékkel kapcsolodik, ezaltal
tekercsek, szupertekercsek alakulnak ki, végill pedig létrején egy
LSZuper-szuper” tekercs, a kromoszéma. A kromatin részt vesz a
génatirds szabalyozdsaban hiszen a laza kromatinszerkezet lehet8vé
teszi a transzkripcidt, mig az erfsen feltekercsel8ddtt kromatin inak-
tivalja a géneket. A kromatin szerkezetvaltozasait egy jol ismert mod-
szerrel, a pozicid effektus variegacioval vizsgaljuk: olyan legyeket
készitink, melyek egy specidlis mutaciot, inverziot hordoznak. £z azt
jelenti, hogy a DNS egy szakasza kivagddik majd megfordul és ellentétes
iranyba épiil vissza. Ekkor eléfordulhat az, hogy egy gén - jelen esetben
a muslica white génje (mely a muslica piros szemszinéért felel) - kbze-
Iébe heterokromatin (azaz erGsen feltekercselodott, Atirodasra képtelen
DNS szakasz) kerill. Egyes esetekben a heterokromatin raterjed a white
geénre, tehat azt olyan mértékben feltekeri, hogy az atirdsa lehetetlenné
valik. Ezek a szemkezdeménysejtek és utodsejtjeik a muslica szemében
fehér foltként jelennek meg. Mas esetben a heterokromatin nem terjed
ra a white génre, igy annak transzkripcidja zavartalanul folyhat, ennek
megfeleléen ezek a szemkezdeménysejtek és utddsejtieik a muslica
szemében piros foltot eredményeznek. Végil olyan muslica szem alakul
ki, ahol a piros es fehér foltok mozaikszerlien rendezddnek. Mivel a
szemszinért a white gén és a heterokromatin egymashoz viszonyitott
poziciéja felel, a jelenség neve pozicio effektus variegacié {PEV). A PEV-
et szdmos modositd hatds érheti: a kromatint lazité mutdcidék ered-
ményeként a white gén nagyobb gyakorisdggal irddhat &t az egyes
szemkezdeménysejtekben, a muslica szeme az eldbb ismertetett moza-
ikos szemhez képest bepirosodik. A kromatint toméritd mutacidk viszont
a white gén atirédasat gatoljak, tehat a muslica szeme kifehéredik. Ha
egy mutacidnak a kromatinra gyakorolt hatasat szeretnénk vizsgalni nem
kell mast tenni, mint késziteni olyan muslicakat melyek az el6bb ismer-
tetett inverziot hordozzak majd keresztezéssel be kell vinni a vizsgalandd
mutacidét. Mint ahogy az elGzbekben is lattuk, a kromatin szerke-
zetvaltozadsadt jol tiikrozi a muslicdk - szemszinének pirossaga vagy
fehérsége, tehat nem kell mast tenni, mint a szemszin intenzitasat
vizsgalni.

Intézetinkben domindns ndstény steril mutacidkkal foglalkozunk.
Kivancsiak voltunk, hogy van-e ezek kiziott olyan, amely szintén hatassal
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van a PEV-re. Ezt megvalaszolandd kisérleteket folytattunk és kiderult,
hogy valdban vannak ilyen mutdciok. Ennek egyike a Ketel® néstény
steril mutdcid, amely a kromatin szerkezetét tomoriti, ami a muslicak
szemét kifehériti. A Ketel® mutdcio az importin-béta génben kovetkezett
be. Az importin-béta fehérje a sejtmagi fehérjeimport egyik f8szerepléje,
fehérjéket széllit a sejtplazmabdl a magba, a sejtmagpdéiuskomlexen ke-
resztill anélkil, hogy & maga ténylegesen a sejtmag belsejébe jutna.
Tehat az importin-béta egy citoplazmatikus fehérje, és ahogy Iattuk részt
vesz a kromatin moédositasaban. Ez azért nagyon érdekes, mert az eddig
megismert kromatin moédosité fehérjek mind a sejtmagban vannak és a
kromatinhoz kétddnek, az egyetlen kivétel az importin-béta. Felmerilt az
a kérdés, hogy hogyan befolydsolhatja mégis a kromatin allapotat.
Ismert adat, hogy a heterokromatin a sejtmaghartya belsé felszinéhez és
a sejtmagpolus-komlexhez kitddik. Itt elvileg lehetfség van arra, hogy
az importin-béta, mikézben a sejtmag és a sejtplazma kozétt ingazik
kapcsolédjon a kromatinnal. Azt feltételeztik, hogy vannak olyan
kromatin fehérjék, amelyek lehetdvé teszik ezt a kapcsolatot. Hogy ezt
bebizonyitsuk az affinitas kromatografia modszerét alkalmaztuk {olyan
fehérjéket kerestiink, melyek a mutans es vad importin-bétahoz eltérd
modon két8dnek): egy-egy specidlis oszlopra mutans és vad importin-
bétat kotottiink, majd ezen a muslicasejtek extraktjat (elfolydsitott ki-
vonatéat) csorgattuk at. Ekkor egyes fehérjék az importin-bétahoz kitd-
dtek. Ezeket lemostuk{levalasztottuk az importin-bétardl a koztik
kialakult kémiai kétések bontasaval.), majd geélelektroforézissel elki-
Iénitettiik (ez egy olyan eljards, amely a fehérjéket tdmegik alapjan
valasztja szét), végil eziistdzéssel festettilk, hogy lathatovad valjanak.
Ahogy vértuk, egyes fehérjék ersebben kotSdtek a muténs importin-
bétahoz, mint a vadtipusihoz. Ezeket a fehérjéket a gélbdl izolaltuk,
majd MALDI-TOF (matrix-associated-laser-dissorption-ionisation - time-
of-flight) médszerrel azonositottuk (ez egy olyan eljdrds, ami a
fehérjéket a peptidjeik(fehérjedarabkaik) tdmege alapjan képes azo-
-nositani). Az azonositott fehérjék egyike a Nap-1 voit, amelyrél kiderilt,
hogy egy mar ismert protein, a nucleosomak Osszeszerelésében vesz
részt, A gélelektroforézis sora lathattuk, hogy a Nap-1 a mutans
importin-bétdhoz joval erdsebben kotddik, mint a vadtipusihoz.
Mindebbdl arra kévetkeztettlink, hogy a mutdns importin-béta kroma-
tinra gyakorolt hatasat a Nap-l-en keresztill fejti ki. Ahogyan az
el5z6ekben mar lattuk a kromatin szerkezetét a muslicdk szemének
festéktartalma tokrézi. Abbdl a célbol, hogy a Nap-1 és az importin-béta
fehérjék kromatinra gyakorolt egylttes hatasat vizsgdljuk, olyan musli- -
cakat készitettiink keresztezésekkel, melyek hordoztak a korabban be-
mutatott inverziét, illetve az importin-béta mutaciéjat. Ezutdn a Nap-1
gén mennyiségét valtoztattuk duplikaciéval és deficiencidval. Mindezen
keresztezések sordn lathattuk hogyan befolydsolja a Nap-1 és a mutans
importin-béta a kromatin tomorségét a pozicid effektus variegaciot,
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ezaltal a white gén expresszidjat, végsd soron a muslicak szemének fes-
téktartalmat. A szemek pigmenttartalmat fotometralassal (olyan eljéras,
amely az egyes anyagok fényelnyelési tulajdonsagait vizsgalja egy stan-
dardhoz viszonyitva) mértik. Ekkor azt lattuk, hogy azon legyek szemé-
nek festéktartalma igen alacsony, amelyek hordoztak az importin-béta
malis génmennyiség). Ezutdn olyan legyeket készitettink, melyek az
importin-béta mutacié és az inverzié mellett a Nap-1 gén deficienciajat is
hordoztdk, ami azt jelenti, hogy a Nap-1 gén nem kett§, hanem csupdn
egy kopiaban volt jelen. Ekkor természetesen a Nap-1 fehérjét is kisebb
koncentracidban tartalmaztdak a sejtek. Azt tapasztaituk, hogy ezen
legyek szemének festéktartalma az elsé esethez képest csokkent. A
szem kifehéredése pedig a kromatin témorodésére utal, Olyan legyeket
is vizsgaltunk, amelyek az importin-béta mutdcion és az inverzion kivil a
Nap-1 gén duplikacidjst is hordoztdk, azaz harom kopia Nap-1 gént
tartalmaztak, ami miatt a Nap-1 fehérje mennyisége is megnétt. Mindez
azt eredményezte, hogy a legyek szemének pigmenttartalma jelentdsen
emelkedett, A bepirosodott szem pedig a kromatin lazuldsara utal.
Mindezek alapjan gy tlnik megvélaszolhatjuk azt a kérdést: hogyan
befolyasolhatja egy citoplazmatikus fehérje azaz az imporitn-béta a
kromatin szerkezetét. Valdszind, hogy az importin-béta a Nap-1-en ke-
resztil képes kapcsolodni a kromatinhoz, ezéltal kivonja a forgalmobdl a
MNap-1-et és megakadalyozza, hogy az a normalis funkcidjat betdltse: ki-
alakitsa a normalis nucleosoma szerkezetet és lazitsa a kromatint. A
megfigyeléseinkbd! az aldbbi kévetkeztetéseket vonhatjuk le: az impor-
tin-béta részt vesz a kromatinszerkezet felépitésében, illetve az im-
portin-béta a Nap-1-hez kapcsolddik, ezaltal meggatolja annak kromatin-
lazité hatasat, vegsd soron a kromatint tomoriti.
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