Az aktinkoto Moesin sejtmagi

funkciojanak vizsgalata

Ph.D. értekezés tézisei

Szerzo: Kristo Il1diko

Témavezetd: Dr. Vilmos Péter, tudoméanyos fémunkatars

Magyar Tudomanyos Akadémia
Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont

Genetikai Intézet

Szegedi Tudomanyegyetem
Természettudomanyi és Informatikai Kar

Biologia Doktori Iskola

2016.
Szeged



A kutatas el6zményeinek rovid osszefoglalasa

A Moesin az emldsokben is megtalalhatd, konzervalt ERM fehérjecsaladba tartozik,
melynek tagjai els6sorban a plazmamembran fehérjék és az alatta szervez6do citoszkeletalis
aktin hélozat kozott hoznak 1étre kapcsolatot. A strukturdlis szerep mellett a kihorgonyzott
membranfehérjék természetétdl fliggden az ERM fehérjék jelatviteli titvonalakban is részt
vehetnek. Irodalmi adatok azonban arra utaltak, hogy az ERM fehérjék sejtekben betoltott
szerepe nem korlatozddik a citoplazmara (Batchelor és mtsai., 2004; Bergquist és mtsai.,
2001; Vilmos és mtsai., 2009).

Néhany évvel ezeldtt csoportunk azt a meglepd megfigyelést tette, hogy az eddig
kizardlagosan citoplazmatikusként ismert, ERM csaladba tartoz6 Drosophila Moesin fehérje
megtalalhatdé a sejtmagban is (Vilmos és mitsai., 2009). Egy teljes genomra kiterjedd
kotOpartner-analizis adatai szintén azt jelezték szamunkra, hogy a Moesin sejtekben betdltott
szerepe valosziniileg nem korlatozodik a sejt citoplazméjara. Ezt nagyon érdekesnek talaltuk,
mivel az utdbbi évtizedben a fehérjecsalad 6 kotdpartnerérdl, az aktinrol is bebizonyosodott,
hogy megtalalhat6 a sejtmagban, ahol részt vesz tobb sejtmagi komplex mitkodésében (Visa
¢s Percipalle, 2010), a DNS hibajavitasban (Belin és mtsai., 2015), a transzkripcidés komplex
Osszeszerel6désében és mikodésében (Fomproix és Percipalle, 2004; Hofmann és mtsai.,
2004; Hu és mtsai., 2004; Kukalev és mtsai., 2005; Obrdlik és Percipalle, 2011; Philimonenko
¢és mtsai., 2004; Soderberg és mtsai., 2012; Yoo és mtsai., 2007), valamint a sejtmagi RNS
szallitas (Percipalle és mtsai., 2002; Percipalle és mtsai., 2001) folyamataiban is.
Megfigyelésiink jelentdségét tovabb erdsitette, hogy az wutdbbi idOben egyre tobb
citoszkeletalis vazelemrdl, keresztkotd fehérjérdl, valamint aktin motorfehérjérdl i1s
bizonyitottdk, hogy a citoplazma mellett a sejtmagban is megtalalhatdéak és ott funkcidval

rendelkeznek (Simon és Wilson, 2011).



Célkitiizések

Az utobbi évtized egyik legizgalmasabb felfedezése a sejtbiologiaban, hogy az
eukariota sejtmag szabalyozott mennyiségli aktint tartalmaz. Ehhez a felismeréshez
kapcsolodott laboratoriumunk megfigyelése, amely szerint a Drosophila egyik fontos,
aktinkoté fehérjéje, a Moesin is jelen van a sejtmagban. Munkdm soran ennek a
megfigyelésnek a részletes vizsgalataval foglalkoztam. A citoplazmaban a Moesin elsdsorban
aktin polimerekhez horgonyoz tovabbi fehérjéket, azonban a hosszi polimer aktin jelenléte és
funkcioja a sejtmagban ma sem teljesen elfogadott és bizonyitott. Igy felmeriilt tehat a kérdés,
hogy van-e a Moesin sejtmagi lokalizaciojanak biologiai jelentdsége, van-e a fehérjének
funkcioja a sejtmagban. Ennek megvalaszoldsara a Moesin sejtmagon beliili eloszlasat, a
lokalizacid mintazatat kivantuk meghatarozni (1), tovabba célul tiiztiik ki a Moesin fehérje
sejtmagi import és export folyamatainak vizsgalatat (2), valamint az ott betoltott
funkcio/funkciok felderitését (3). Dolgozatomban ezeket a kérdéseket vizsgalo kisérleteinket,

valamint az eredményekbdl levonhato kovetkeztetéseket mutatom be.

Az alkalmazott modszerek

Munkank soran a Drosophila melanogastert vagy ecetmuslicat hasznaltuk
modellszervezetként. A harmadik stadiumu larvak nydlmirigysejtjeiben taldlhaté nagyméretii
politén sejtmagok alkalmas eszkozt biztositottak a sejtmagon beliili, valamint a
kromoszémakon torténd lokalizacios vizsgalatokhoz. Ehhez a kiilonb6z6 transzgenikus vagy
mutans torzsek keresztezésével létrehoztuk a megfelelé genotipusokat, majd a kiboncolt
nyalmirigyeken ¢l6 videomikroszkopiat és FRAP kisérletet vagy pedig fixalast kovetd
immunfestést végeztiink. Ezek segitségével tanulmanyoztuk a triptolid, ekdizon hormon és
hdsokk kezelések hatasat a Moesin sejtmagon belilli eloszlasara, illetve mennyiségére. A
kromoszémalis vizsgalatokhoz nyalmirigy oridskromoszoma preparatumokat készitettiink,
melyeken immunfestést hajtottunk végre.

Bizonyos kisérletekhez emellett S2R+ Drosophila embrionalis sejtkultira sejteket is
felhasznaltunk, mely nagy hatékonysagli transzfektdlhatosaga miatt megfeleld eszkozt
biztositott tranziens fehérje expresszidhoz, valamint az RNS interferencias vizsgélatokhoz. A
sejteken szintén vizsgaltuk a hdsokk kezelés hatasat a Moesin sejtmagi mennyiségére. A

kiilonboz6 kezelések utan a sejteket fixaltuk, majd immunfestést végeztiink.



A transzgenikus muslica torzsek létrehozasahoz, illetve a sejtkultara sejtekben torténd
fehérje termeltetéshez sziikséges DNS konstrukciok elkészitéséhez hagyomanyos klonozasi
modszereket, valamint a Gateway rekombinacios technikat alkalmaztuk.

A larvalis nyalmirigyekben, illetve az S2R+ sejtekben immunfestési vizsgalatokban
megfigyelt eredményeinket sejtkultira sejtekbdl izolalt fehérjemintakon koimmunprecipitacio

¢s Western-blot segitségével biokémiailag is megerdsitettiik.

Eredmények és kovetkeztetések

1, A Moesin lokalizacios vizsgalatai soran megallapitottuk, hogy az endogén, valamint a
kiilonb6z6 epitopokkal jelolt fehérje formék egymdéssal megegyezd mintdzatban lokalizalnak
a sejtmagban, mely jol mutatja, hogy az altalunk hasznalt jel616 epitdpok nem befolyésoljak a
Moesin fehérje sejten beliili eloszlasat. A Moesin jelen volt a sejtmagmembranon, a
kromoszoémak kozott a nukleoplazmaban, savos mintdzatban a kromoszomakon, valamint
idénként a magvacskaban is.

2, A Moesin sejtmagi jelenlétének dinamikdjat vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy nincs
jelentds Moesin fehérje kicserélddés nyugalmi allapoti sejtekben a sejtmag €s a citoplazma
kozott. Ha azonban olyan kiilsé ingert, kezelést alkalmazunk a sejteken, melyek szamos
sejtmagon beliili folyamat indukcidjat okozzdk (kromatin atrendezddések, transzkripciods
aktivitas emelkedés), akkor a Moesin nagy mennyiségben felhalmozodott a sejtmagban. Ilyen
stimulus volt a hdstressz és az ekdizon vedlési hormonnal torténd kezelés. Ez tehat azt
bizonyitja, hogy bar nyugalmi allapotu, interfazisos sejtmagokban nincs jelentds import,
bizonyos kiilsé hatasokkal mégis indukalhatd a Moesin aktiv, szabdlyozott sejtmagi
transzportja. Az interfazisos sejtmagon beliili k6t6dés vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy
ha a Moesin-GFP-t tartalmaz6 sejtmag egy kis teriiletét rovid id6 alatt kifakitottuk, a teljes
sejtmag elvesztette a fluoreszcens intenzitasat. Ebbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a fakitas
ideje alatt az Osszes Moesin fehérje kicserélodik a sejtmagon beliil, vagyis ott a fehérje
kotddése rendkiviil dinamikus.

3, A Moesin sejtmagi transzport mechanizmusanak részletes vizsgalatdhoz egy RNS
interferencia alapu szlirGvizsgalatot hajtottunk végre S2R+ Drosophila sejteken. Eredményiil
azt kaptuk, hogy amennyiben a nup98 nukleoporin gént, illetve annak kdézvetlen kdlcsonhatd
partnerét, a rael gént lecsendesitettiik, akkor a Moesin nagy mennyiségben felhalmozddott a
sejtmagban. Ez azt jelentheti, hogy ezek a fehérjék részt vehetnek a Moesin aktiv sejtmagi

export folyamatdban, vagy pedig a Moesin ezekkel a fehérjékkel kozos funkcioval



rendelkezhet, a megfigyelt fenotipus pedig ennek kovetkeztében alakul ki. A késébbi kisérleti
eredményeink a mésodik elképzelést timasztottak ala.

4, A Moesin fehérjében azonositottunk egy funkcionalis, konzervalt sejtmagi
lokalizacios szignal szekvenciat, mely sziikséges a Moesin aktiv sejtmagi importjahoz.

5, A Moesin kromoszomalis lokalizaciojanak részletesebb vizsgalata soran azt talaltuk,
hogy a fehérje komplementer festddést mutat a zart szerkezetli, tomor kromatint jel6lé DAPI
Emellett erés halmozodast mutatott a kromoszoma puffokban is, melyek extrém magas
transzkripcids aktivitdssal rendelkezd, nagymértékben fellazult szerkezetli eukromatikus
régiok.
specifikus aktivalt formdival tortént Osszehasonlitd immunfestési kisérletek eredményei
alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a Moesin nem sziikséges a transzkripci6 kezdeti, inicidcios
1épéséhez. Egy meghatarozott idGintervallumban éppen aktivalodo, illetve termindlodo gének
vizsgalata soran pedig azt figyeltiik meg, hogy a Moesin az egyre aktivabb régidkon van
jelen, mig ahol a transzkripci6 terminalddik, ott a Moesin nem mutathatdé ki a
kromoszomakon. Ezekben a kisérletekben azt is megfigyeltiik, hogy a Moesin festddés
kromoszomalis intenzitdsa egyenes aranyossdgot mutat az elongaciora specifikus RNS-
polimeraz II forma jel6lésével, vagyis a Moesin festddése a legintenzivebb RNS-atiras soran a
leger6sebb. Ez alapjan elmondhatd, hogy a Moesin nem vesz részt a transzkripcid
terminacioban sem, és legvaloszinlibben az elongacid fazisaban, illetve az elongéacidhoz
kapcsolhatd folyamatokban vehet részt, mint példaul az RNS molekulak érése, az intronok
kivagddasa vagy az mRNS molekuldk citoplazmaba torténd kiszallitasa.

7, A felsorolt lehetséges funkciok vizsgalatdhoz a Moesin sejtmagban és a kromoszéma
preparatumokon iS mutatott pontszerii lokalizacidjat Osszehasonlitottuk az intronok
kivagddasanak helyszineit jelzo SC35 fehérje eloszlasaval. Mivel nem talaltunk atfedést a két
festodés kozott, a Moesin valdszinlileg nem vesz részt az intronok kivagodasanak
folyamataban. Ezt kovetden Osszehasonlitottuk a Moesin magi lokalizaciés mintazatat az
MRNS-ek exportjaban résztvevo két fehérjével is: a Poli(A)-koté (PABP) és a Rael
fehérjékkel. Miutdn mindkét esetben nagymértékili atfedést tapasztaltunk a Moesin
mintazatdval, arra kovetkeztettiink, hogy a Moesin jelen van a képz6dé mRNS molekuldkat a
citoplazma felé szallito mRNS-fehérje komplexekben.

8, Ezutan a Moesin mRNS exportban betdltott szerepét biokémiai modszerrel, fehérje

koimmunprecipitacios kisérlet segitségével is megerdsitettiik, ahol a Moesin kdlcsonhatéast
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mutatott az mRNS exportban résztvevd Rael, Nup98 és PCID2 fehérjékkel S2R+ sejtekbdl
izolalt fehérje preparatumon.

9, Mivel a Moesin fehérjekoté FERM-doménje, illetve az aktink6td doménje kiilon-
kiilon is a sejtmagba, illetve a kromoszomakra lokalizalt, ezért feltételezéseink szerint a
Moesin a citoplazmatikus funkcidjadhoz hasonldéan a sejtmagban is keresztkotd funkcidval
rendelkezhet, melynek sordn aktinhoz horgonyozhat tovabbi, példaul az mRNS exporthoz
sziikséges fehérjéket, és igy az mRNP export komplexek Osszetartdé elemeként miitkodhet

kozre az mRNS exportban.

Osszefoglalas és kitekintés

Eredményeink alapjan tehat elmondhat6, hogy a Moesin sejtekben betdltott szerepe nem
korlatozodik a sejt citoplazmajara, a sejtmagnak is funkcionalis komponense, ahova
szabalyozott transzport mechanizmus segitségével jut be, ott pedig egy Uj tagja lehet az
atir6d6 mRNS molekulékat a citoplazma felé szallitdo fehérje komplexnek. A Moesin fehérje
metasztatikus folyamatokban betoltott szerepérdl szamos publikécio all rendelkezésre az
irodalomban. Tultermelédésével, illetve lecsokkent kifejez6désével hozzajarul patologias
elvaltozasok kialakuldsdhoz, melyeket a Moesin citoplazmatikus funkcidinak tulmiikodésével,
illetve kiesésével magyaraznak. Vizsgalataink alapjan azonban egyértelmiivé valt, hogy a
Moesin nem csak a citoplazmaban, hanem a sejtmagban is alapvetd fontossagu
folyamatokban vehet részt, mellyel pedig szintén hozzajarulhat a sejt megfeleld, fiziologias
miitkodéséhez, illetve a patologias elvaltozasok létrejottéhez. A Moesin fehérje sejtmagi
funkcidjanak részletes vizsgalata tehat segithet értelmezni a hibas miikodés soran
megfigyelhetd valtozasokat, illetve teljesen ) szemponttal egészitheti ki az ERM fehérjékkel

kapcsolatos eddigi ismereteinket.
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