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Az importin-béta’ szerepe a kromatin” szervezodesében
Abstract

Kutatécsoportunk a Ketel’ dominans ndstény steril mutacioval azonositotta
a muslica Ketel génjét. A Ketel gén az importin-béta Drosophila
homologjat kodolja. Az importin-béta a sejtmagi fehérje-import egyik
komponense. Meglep0, hogy a Ketel® mutans allélok toméritik a kromatint,
amint azt a pozicio effektus variegacié (PEV) alapjan kimutattuk.

A PEV olyan genetikai ,,eszk6z”, amely jelzi a kromatin allapotat és
alkalmas olyan gének azonositisara, amely gének terméke a kromatint
tomoriti, illetve lazitja.

Munkénk soran olyan fehérjepartnereket keresiink, melyek masképp
kotddnek a mutans importin-bétahoz, mint a vadtipusi importin-bétahoz,
remélve, hogy lesz koztilkk olyan, amelynek szerepe van a kromatin
szervezOdéseben. A jeloltek egyike a nucleosome assembly protein 1 (Nap-
1), melyrél ismert, hogy a kromatin szerkezet alapegységének, a
nucleosomanak a képzeésében jatszik szerepet.

Kimutattuk, hogy a Nap-1 geén duplikédcidja illetve deficiencigja is
modositja a PEV-et, sot, a Nap-1 duplikacio illetve deficiencia modositja a
Ketel dominans allélok hatasat is a PEV-re.

Eredményeink biztatoak: azonositottuk a Ketel egyik kolcsonhato partnerét,
a Nap-l-et, amely a Ketellel egylttmiikodve modositja a kromatin
szerkezetét.

Fogalomtar:

1. Importin-béta: olyan fehérje, amely a sejtmagi fehérjeimportban
jatszik szerepet, illetve részt vesz a kromatin szerkezetének
modositasaban, kialakitasaban.

2. Kromatin : az oOrokitbanyag ¢és a hozza kapcsolodo fehérjek
osszessége. A fehérjek kettds szerepet toltenek be:

1. biztositjak a DNS szerkezeti stabilitasat (specialis
modon feltekercselik)
2. szabalyozzak a transzkripciot (a gének atirasat)

3. Dominéns ndstény steril mutacio:
a) mutacio: lényegében a valtozas képessége. Az
orokitdanyagban spontan vagy indukalt modon



f)

bekovetkez0 maradandd valtozas, mely az

¢ldlény valamely tulajdonsaganak
megvaltozasdhoz vezethet. A muticiok keépezik
az ¢ldlények valtozatossaganak,

végeredményben az evolucionak az alapjat.
Domindns mutacio: olyan mutacié, amely
fenotipusa heterozigota allapotban is kifejezddik.
Fenotipus: egy ¢élélény kiils6 érzékelhetd
tulajdonsdgainak Osszessége.

Heterozigdta: egy gén kiillonbozo valtozatait,
azaz alléljait hordozza.

Allél:  az egy tulajdonsdgra  vonatkozd
génvaltozat. Diploid ¢l6lények esetében, (azaz
olyan ¢ldlényekben, mint pl.a muslica, a
gerincesek, igy az ember is az egyed kétszeres
kromoszomakészlettel  rendelkezik, = melyek
egyike anyai, masik része pedig apai eredetil)
egy tulajdonsag (pl: szemszin) kifejezodeséért
(min.) 2 allél felel, melyek egyike az anyatol,
masika pedig az apatol szarmazik. Egy adott
tulajdonsagra vonatkozo all¢l lehet domindns,
vagy recessziv. A dominans allél elnyomja
recessziv allél altal hordozott
tulajdonsagvaltozatot, tehat a fenotipusban a
domindns all¢l altal hordozott tulajdonsag jelenik
meg (pl. a barna szemszin dominans a kékkel
szemben).

Nostény steril mutacid: olyan mutacio, amely a
ndéi  egyedek  sterilitasit  okozza, azok
szaporodasra képtelenek.

4. gén: az oroklodés €s a genetikai funkcio egysége, a DNS egy adott,
jol definialhat6 szakasza.

Drosophila Melanogaster: kozonséges muslica, a genetikai
vizsgalatok idedlis modellje, mert gyorsan szaporodik, konnyen
tenyészthetd, genetikai megfigyelése pedig egyszerti, hiszen csupan
négy kromoszomaja van. A muslica géntérképe ismert, ami szintén
nagy konnyebbséget jelent a DNS szakaszok azonositasa soran.
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Importin-béta Drosophila homologja: az importin-béta fehérje
muslicaban talalhat6 forméja.

Sejtmagi fehérjeimport: a sejtplazmabol a sejtmagba iranyuld
fehérjetranszport. A fehérjék szallitasat spec. molekuldk (importin
feherjek, mint pl. az importin-béta) végzik szintén specialis
sejtmagpolus-komlexeken keresztiil. A szallitandé fehérjét a
sejtplazmaban kotik meg egy jellegzetes szignal-molekula alapjan,
amely azt jelzi, hogy a fehérje helye a sejtmagban van. Minderre
azért van sziikseég, mert a fehérjék szintézise a sejtplazmaban
torténik, funkciojukat viszont egyesek €pp a sejtmagban latjak el.
Példaul a kromatinhoz kotddnek és szabalyozzak a gének
atirodasat. Mivel a sejtmagot a plazmatol egy kettds membranréteg,
a sejtmaghdartya valasztja el, amelyen bar vannak apr6 ,,lyukak” a
feherjek szamara nem atjarhatok, igy az alagitként vagy atjarokent
szolgald sejtmagpolus-komplexre €s a sejtmag importot folytato
fehérjekre egyarant sziikség van. A transzport energiaigényét pedig
tovabbi fehérjemolekulak szolgéltatjak.

Pozicio effektus variegacio: olyan jelenség, mellyel a kromatin
génatirdsra gyakorolt hatasat vizsgalhatjuk. (lasd alabb)

Vadtipusu importin-béta: normalis fehérje funkcigjat €s szerkezetét
tekintve. Mivel ez fordul eld legnagyobb gyakorisaggal az
¢lolenyekben, a természetben, ezért vadtipusunak nevezziik.
Mutans importin-béta: a vad tipustol eltérd valtozatok.

Nap-1:  Nucleosoma  assembly  protein-1:  nucleosomak
Osszeszerelését végzo fehérje.

a) nucleosoma: a DNS ¢és a hozza kapcsolddo Un.
hisztonfehérjék 4ltal alkotott korong alaku
komlexek. A Nap-1 sok mas fehérjével egyiitt
ennek a szerkezetnek a kialakitasat végzi.

A gén duplikdcidja: ha egy gén két allélja kozil az egyik
kétszeresen van jelen, igy 0sszesen az adott gén nem kettd, hanem
harom alléljat hordozza az ¢l6lény. Emiatt a kodolt fehérje is
nagyobb koncentracioban van jelen a sejtben.

A gén deficienciaja: ha a gén két allélja koziil az egyik hidnyzik.
Tehat csak egy génvaltozat van jelen, ami miatt a kodolt fehérje 1s
kisebb mennyiségben van jelen.



Az importin-béta szerepe a kromatin szervezddésben.

Tankonyvi adat, hogy az eukaridta sejtek orokitdanyaga jol szervezett
struktarak formajdban van jelen a sejtmagban. Ez biztositja a DNS
szerkezeti stabilitdsat és szerepe van a génatirads szabalyozasaban is. Ez a
struktira a kromatin. A kromatin DNS-bol ¢s a hozzd kapcsolodo
feherjekbol all. Fontos szerepet toltenek be a bazikus jellegli hiszton
fehérjék, melyekre a DNS feltekeredik, igy egy komplex, a nucleosoma jon
létre. A DNS tovabbi nemhiszton fehérjékkel kapcsolodik, ezaltal
tekercsek, szupertekercsek alakulnak ki, végiil pedig 1étrejon egy ,,szuper-
szuper” tekercs, a kromoszoma. A kromatin részt vesz a genatiras
szabalyozasdban hiszen a laza kromatinszerkezet lehetdvé teszi a
transzkripciot, mig az erdsen feltekercselodott kromatin inaktivalja a
géneket. A kromatin szerkezetvaltozasait egy jol ismert modszerrel, a
pozicid effektus variegacioval vizsgaljuk: olyan legyeket készitiink, melyek
egy specialis mutaciot, inverziot hordoznak. Ez azt jelenti, hogy a DNS egy
szakasza kivagodik majd megfordul és ellentétes iranyba épiil vissza. Ekkor
eléfordulhat az, hogy egy gén - jelen esetben a muslica white génje (mely a
muslica piros szemszinéert felel) - kozelébe heterokromatin (azaz erdsen
feltekercselddott, atirodasra képtelen DNS szakasz) keriil. Egyes esetekben
a heterokromatin raterjed a white génre, tehat azt olyan mértékben feltekerti,
hogy az éatirasa lehetetlenné valik. Ezek a szemkezdemény-sejtek ¢s
utodsejtjei a muslica szemében fehér foltként jelennek meg. Mas esetben a
heterokromatin nem terjed ra a white génre, igy annak transzkripcidja
zavartalanul folyhat, ennek megfelelden ezek a szemkezdemény-sejtek és
utodsejtjei a muslica szemében piros foltot eredményeznek. Végiil olyan
muslica szem alakul ki, ahol a piros és fehér foltok mozaikszerien
rendezOdnek. Mivel a szemszinért a white gén ¢és a heterokromatin
egymashoz viszonyitott pozicioja felel, a jelenség neve pozicio effektus
variegacio (PEV). A PEV-et szamos moddositd hatas érheti: a kromatint
lazitd6 mutacidk eredményeként a white gén atirédhat, igy a muslica szeme
az el0bb ismertetett mozaikos szemhez képest bepirosodik. A kromatint
tomoritd mutaciok viszont a white gén atirodasat gatoljak, tehat a muslica
szeme kifehéredik. Ha egy mutacionak a kromatinra gyakorolt hatasat
szeretnénk vizsgalni nem kell mast tenni, mint késziteni olyan muslicikat
melyek az elobb ismertetett inverzidt hordozzak €s ebbe be kell vinni a
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vizsgalandd mutaciot. Mint ahogy az eldzdekben is lattuk, a kromatin
szerkezetvaltozasat jol tiikkrozi a muslicdk szemszinének pirossdga vagy
fehersége, nem kell mast tenni, mint a szemszin intenzitasat vizsgalni.

Intézetiinkben domindns ndstény steril mutaciokkal foglalkozunk.
Kivancsiak voltunk, hogy van-e ezek kozott olyan, amely szintén hatassal
van a PEV-re. Ezt megvalaszoland6 kisérleteket folytattunk és kidertilt,
hogy valéban vannak ilyen mutaciok. Ennek egyike a Ketel” ndstény steril
mutacio, amely a kromatin szerkezetét tomoriti, ami a muslicdk szemeét
kifehériti. A Ketel® mutacié az importin-béta génben kovetkezett be. Az
importin-béta fehérje a sejtmagi fehérjeimport egyik fOszerepldje,
fehérjeket szallit a sejtplazmabol a magba, a sejtmagi poluskomlexen
keresztiil anélkiil, hogy 0 maga a sejtmag belsejébe jutna. Tehat az
importin-béta egy citoplazmatikus fehérje, €s ahogy lattuk részt vesz a
kromatin moddositasaban. Ez azért nagyon érdekes, mert az eddig
megismert kromatin modositd fehérjék mind a sejtmagban vannak €s a
kromatinhoz kotddnek, az egyetlen kivétel az importin-béta. Felmertilt az a
kérdés, hogy hogyan befolydsolhatja mégis a kromatin allapotat. Ismert
adat, hogy a heterokromatin a sejtmaghartya belso felszinéhez és a
sejtmagpolus-komlexhez kotddik. Itt elvileg lehetdség van arra, hogy az
importin-béta, mikdzben a sejtmag és a sejtplazma kozott ingazik
kapcsolodjon a kromatinnal. Azt feltételeztiik, hogy vannak olyan kromatin
feherjek, amelyek lehetove teszik ezt a kapcsolatot. Hogy ezt bebizonyitsuk
az affinitds kromatografia modszerét alkalmaztuk (olyan fehérjéket
kerestiink, melyek a mutans és vad importin-bétdhoz eltér6 modon
kotddnek): egy-egy specialis oszlopra mutdns ¢€s vad importin-bétat
kotottiink, majd ezen a muslicasejtek extraktjat (elfolyositott kivonatat)
csorgattuk at. Ekkor egyes fehérjék az importin-bétdhoz kotddtek. Ezeket
lemostuk, majd gélelektroforézissel elkiilonitettiik (ez egy olyan eljaras,
amely a fehérjéket tomegiik alapjan valasztja szét), végiil eziistozéssel
festettiik, hogy lathatova valjanak. Ahogy vartuk egyes fehérjék erésebben
kotodtek a mutans importin-bétahoz, mint a vadtipusthoz. Ezeket a
fehérjéket a gélbdl izolaltuk, majd MALDI-TOF (matrix-associated-laser-
dissorption-ionisation - time-of-flight) modszerrel azonositottuk( ez egy
olyan eljards, ami a fehérjéket a peptidjeik tomege alapjan képes
azonositani). Az azonositott feherjek egyike a Nap-1 volt, amelyrol
kideriilt, hogy egy mar ismert protein, a nucleosomak Osszeszerelésében
vesz részt. A gélelektroforézis soran mar lathattuk, hogy a Nap-1 a mutans
importin-bétahoz joval er6sebben kotddik, mint a vadtipusuhoz. Hogy ezt a
feltevésiinket igazoljuk Western-Blott-ot alkalmaztunk, anti-Nap-1
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ellenanyaggal (ez egy igen ¢rzékeny moddszer a fehérje kolcsonhatasok
vizsgalatara), mely igazolta az el6z0 eredményilinket. Mindebbdl arra
kovetkeztettiink, hogy a mutans importin-béta kromatinra gyakorolt hatasat
a Nap-1-en keresztiil fejti ki.



