Multidiszciplinaris Orvostudomanyok Doktori Iskola

Szegedi Tudomanyegyetem
Ph.D. értekezés
, & PYS

oI()()BRC
WOC

A sejtmagi aktin funkciojanak vizsgalata

Borkuti Péter

Témavezeto: Dr. Vilmos Péter

2022.



Az értekezéshez kapcsolodo kozlemények listaja

l. Borkati, P., Kristo, 1., Szabo, A., Bajusz, C., Kovacs, Z., Réthi-Nagy, Z., Lipinszki, Z.,
Lukécsovich, T., Bogdan, S., & Vilmos, P. (2022). Parallel import mechanisms ensure
the robust nuclear localization of actin in Drosophila. Frontiers in Molecular
Biosciences. Kozlésre elfogadva. https://doi.org/10.3389/FMOLB.2022.963635
IF: 6,113 (Q1)

1. Bajusz, C., Kristo, L., Abonyi, C., Venit, T., Vedelek, V., Lukacsovich, T., Farkas, A.,
Borkuti, P., Kovacs, Z., Bajusz, 1., Marton, A., Vizler, C., Lipinszki, Z., Sinka, R.,
Percipalle, P., & Vilmos, P. (2021) The nuclear activity of the actin-binding Moesin
protein is necessary for gene expression in Drosophila. The FEBS Journal, 288(16),
4812-4832. https://doi.org/10.1111/FEBS.15779
IF: 5,62 (Q1)

I11.  Borkuti, P., Bajusz, L., Bajusz, C., Kristo, 1., Kovdcs, Z., & Vilmos, P. (2019) Testing
the biological significance of the nuclear localization of actin. Biopolymers and Cell,
35(3), 204—-204. https://doi.org/10.7124/BC.000A06
IF: 0,218 (Q4)

Az értekezéshez kapcsolodo publikaciok kumulativ impakt faktora: 11.951

Nem kozvetleniil az értekezéshez kapcsolodo kozlemények listaja

l. Bajusz, C., Borkuti, P., Kristo, 1., Kovacs, Z., Abonyi, C., & Vilmos, P. (2018) Nuclear
actin: ancient clue to evolution in eukaryotes? Histochemistry and Cell Biology, 150(3),
235-244. https://doi.org/10.1007/s00418-018-1693-6
IF: 2,64 (Q1)


https://doi.org/10.1111/FEBS.15779
https://doi.org/10.7124/BC.000A06

Roviditések

ABPs —aktin koto fehérjék

BDSC — Bloomington-i Drosophila Torzskozpont
BiFC — bimolekularis fluoreszcens komplementacio
DGRC - Drosophila Genomics Resource Center
GFP — green fluorescent protein

IVTT — in vitro transzkripcio és transzlacio

LMB - leptomycin B

NES — nukledaris export szignal

NLS — nukleéris lokalizacids szignal

NPC — sejtmag porus komplex

Pi — foszfat

P-TEFb — pozitiv elongacios faktor b

PTM — poszttranszlacidos modositas

RNAPII — RNS polimeraz II

SUMO - kis ubikvitinszerii fehérje

YFP — Yellow fluorescent protein



1. BEVEZETES
1.1. Az aktin az egyik legosibb fehérje

Az aktint elészor Straub F. Bruno izolalta 1942-ben Szegeden. Az eukaridta szervezetek
egyik legnagyobb mennyiségben eléforduld fehérjéje, evolucidosan erdsen konzervalt
szerkezetll, és igen Osi eredetli. Legkorabbi formdja mar a baktériumok, archeak és eukariotak
kozos Gseiben is megjelent. Szerkezetiiket tekintve a prokariota aktinszerti fehérjék (pl. MreB,
FtsA és ParM), az eukariota aktinszerii fehérjék (pl. ARP-k és HSP-k) és az eukariota aktinok
mind globularis harmadlagos szerkezetet mutatnak, amely négy aldoménbdl all. A domének
kozott talalhatd mély hasadéknak ATP kotd szerepe van. A fehérjék kozos funkciondlis és
szerkezeti tulajdonsagaik alapjan egyértelmiien egy 6si és divergens aktin szupercsaladot
alkotnak.

A prokariotak sejtvazuk szervezéséhez és fenntartasahoz az ugynevezett ,,egy-filamentum-
egy-funkci6” rendszert hasznaljak. A MreB példaul a sejt alakjdnak fenntartdsaban, illetve a
sejtfal szintézisét végzo fehérjekomplex tagjainak toborzasaban részt vesz. A prokariotak egy
masik figyelemre méltd aktinszerii fehérjéje az FtsA, amely elengedhetetlen a sejtosztédaskor
aktiv komplexek Osszeszereléséhez. A sejtosztodas soran a bakterialis plazmidokat pedig a
ParM nevii aktinszer(i fehérje valasztja szét egymastol.

Ezzel szemben az eukariotak az aktin fehérjét hasznaljak olyan folyamatok soran, mint a
citoszkeleton szervezddése, a sejtmozgas €s az intracellularis szallitas, csak hogy néhanyat
emlitsiink. Az eukariota sejteknek nem sziikséges az aktinszerti fehérjék mennyiségének magas
szinten tartdsa; a szamos funkciospecifikus aktinvarians nélkil is képes az aktin a biologiai
folyamatok szélesebb skalajaban részt venni.

Bar az aktin gének szama az eukariota fajok kozott nagymértékben valtozo, az aktin
evolucidja mégis ,,fagyott allapotban” van, a kiilonb6z6 eukaridta szervezetek aktin fehérjéje
rendkiviil konzervalt. Az univerzalis aktin rendszer 1étrejotte ugyanis egy magasabb szintii
szabalyozas kialakulasanak az eredménye, amely lehetdvé teszi az aktin nagyszamu egyedi
funkcidinak fenntartdsat. A magasabb szintli szabalyozast aktinko6td fehérjék serege biztositja.

Erdekes modon, az aktin szekvencidjaval mutatott homologiajuk 15-70% kozt véltozik.

1.2. Az aktin citoszkeletalis fehérje
1.2.1. A G-aktin és F-aktin szerkezete

Az aktin az eukariota sejtekben monomer, G-aktin, illetve polimerizalt, F-aktin formaban
van jelen. Az emberben a monomer aktinnak 3 izoformaja van: a-aktin (jelen van az

izomsejtekben), f-aktin (jelen van a nem izomsejtekben) és y-aktin (mind az izom-, mind a nem



izomsejtekben jelen van). Ezek az izoformak csak néhany aminosavban kiilonb6znek az N-
termindlis végiikon, amely eltérés minden bizonnyal felelés az aktin izoformak funkcionalis
kiilonbségeiért, ezaltal morfologiailag és citoarchitekturalisan eltérd sejteket eredményezve a
gerincesekben. A Drosophila melanogaster esetében azonban a hat aktin izoforma aminosav
szekvenciainak kiilonbségei nem jatszanak semmilyen funkciondlis szerepet.

Poszttranszlaciés modositasok (PTM-ek) képesek befolyasolni az aktin miikodését. Ilyen
PTM példaul a szumoilécio, acetilacio, metilacid vagy a ribozilacié. Szumoiléaci6 soran a kis
ubikvitinszerti fehérjék (SUMO) a célfehérjék konzervalt szumoilacids motivumaban 1évo
lizinekhez kovalensen kotddnek. Ez a modositas legtobbszor gének transzkripcidjanak
megvaltozasahoz, fehérje-fehérje interakciok modosulasahoz, illetve a fehérjék kompartmentek
sziikségesek a fehérje szumoilacidjahoz. E16bbi az aktin-SUMO kolcsonhatas stabilizalasaért
felelds, mig az utobbi blokkolja az aktin sejtmagi export szignaljanak (NES) hozzaférhetoségét.
befolyasolni.

Az aktin els6 szerkezeti jellemzése 6ta mar jol ismert, hogy a fehérje 375 aminosavbol allo
polipeptidlanca 4 aldomént alkot, amelyek a fehérje globularis szerkezetét alakitjak ki. Ezek a
szubdomének méretiik alapjan kis €s nagy alegységekre oszthatok. A polipetdilanc ezek kozott
a kis és nagy alegységek kozott athaladva két hasadékot hoz létre. Az igy kialakult felsé hasadék
képes ATP-t és Mg?* iont kotni, mig az alsd hasadék az aktinkoté fehérjék kotohelyeként
szolgal.

Mint mar emlitettiik, az aktin a sejtekben G- vagy F-aktin formaban van jelen. Az F-aktin
képzddése harom-négy, G-aktinbol allé nukledcidos magrol indul el. A novekvd filamentum
polaris szerkezetii, mely az F-aktin végeinek eltéré novekedési sebességébdl ered. A G-aktin
filamentumba torténd beépiilése energiaigényes folyamat, mely soran az ATP lassan ADP-vé
¢és szervetlen foszfatta (Pi) hidrolizal. Az ATP hidrolizise és a keletkezett ADP + Pi
felszabadulasa sokkal lassabb folyamat, mint az uj monomerek beépiilése. A filamentumok
egyik vége tobbnyire ATP- vagy ADP + Pi-kotott, mig masik vége ADP-kotott allapotban van.
Az eldbbi, gyorsan ndvekvo véget szoges végnek, a filamentum ellentétes oldalan 1évé, lassan
novekedd végét pedig hegyes végnek nevezziik. A filamentum képzdédés rendkiviil lasst és
energiaigényes folyamat. A sejtekre jellemz6 gyors filamentum névekedés kizardlag az ABP-

k szigoru szabalyzasa és kozremiikodése mellett érhetd el.



1.2.2. Az aktin citoplazmatikus funkcioi

A citoszkeleton szervezése mellett szamos mas, sejten beliili folyamatban is részt vesz az
aktin, mint példaul a plazmamembran internalizacio, citokinézis és izomdsszehuzodas. Az aktin
miikodését ezekben a folyamatokban is szamos ABP segiti és szabalyozza. Plazmamembran
internalizacié soran példaul kiilonboz6 aktinkotd fehérjék segitik az aktin foltok kialakulasat.
Ezekrdl a foltokrol polimerizalodo aktin filamentumok hatésara fellépd mechanikai erdk segitik
az endocitotikus vezikuldk kialakulasat. A citokinézis és az izomosszehuzddasok esetében az
aktin kiilonb6z6 tipustt miozin fehérjékkel egyiittmitkodve képes az aktin filamentumok hosszat
megroviditeni, ami az 0sztddo sejtek szétvalasat, vagy az izomdsszehuzoédasok makroszkopikus
mozgasat eredményezi. Ez csak néhany egyszerti példa, amelyek szemléltetik, hogy milyen sok

feladatot lat el az aktin az aktinkotd fehérjék segitségével a sejtekben.

1.3. A sejtmagi aktin
1.3.1. A sejtmagi aktin felfedezése és formai

A sejtmagi aktin létezésével kapcsolatos korai megfigyelések még eléggé ellentmondasosak
voltak. A sejtmagi aktin elsd megfigyelése borji csecsemOmirigy sejtek szubcellularis
frakciojaban tortént. Késébb az elektronmikroszkopia fejlodésével sikeresen figyeltek meg
stresszhatasokra kialakulo fibrillaris aktin kotegeket a sejtmagban. Ma mar vitathatatlan tény,
hogy az aktin nemcsak jelen van a sejtmagban, hanem ott szamos feladatot is ellat.

A sejtmagon beliil az aktinnak tobb formaja is ismert. A sejtmagi monomer aktin
megegyezik a citoplazmatikus G-aktinnal, azonban poszttranszlaciés modositasai és
kotOpartneret még ma is ismeretlenek. A sejtmagi aktin oligomerek nem rendelkeznek
filamentozus szerkezettel, de néhany kutatas sikeresen kapcsolt sejtmagi funkciokat ezen aktin
formakhoz is. Egy tovabbi ismert forma a sejtmagi aktin palca. Eltéréen a citoplazmatikus F-
aktintol, ez a forma nem detektalhato phalloidinnel. Ennek legvaldszintibb oka, hogy a sejtmagi
aktin palcakhoz nagy mennyiségben kot kofilin fehérje, ami megakadalyozza a phalloidinnel
torténd festddését. Ennek a jelenségnek a ténye azt sugallja, hogy a sejtmagi aktin palcak

szerkezetileg nagy mértékben eltérnek a citoplazmatikus F-aktintol.

1.3.2. Az aktin sejtmagi-citoplazmatikus transzportja

Az aktin jelenléte a citoplazmaban és a sejtmagban feltételez egy er0sen szabalyozott, aktiv
transzport mechanizmust, amely fenntartja a kompartmentek egymastol eltérd, stabil
aktinszintjét. Ugyan az aktin méretét tekintve (42 kDa) az NPC-k passziv diffuzios gatja (40-

60 kDa) alatt van, kisérletek bizonyitjak, hogy a magpoérus komplexeken mégis aktiv transzport



révén jut keresztiil. Az aktin nem rendelkezik klasszikus sejtmagi lokalizacios szignallal (NLS),
azonban egyik kotépartnere, a Kofilin tartalmaz egy kéttag, SV40-tipust NLS-t. Dopie és
munkatarsai kisérletesen bizonyitottak, hogy az aktin valoban a kofilinnel komplexben keriil a
sejtmagba az Importin 9 nevii béta-importin segitségével.

Az aktiv import mechanizmus megléte feltételezi, hogy a sejtmagi export folyamata is
szigorian szabalyozott, aktiv modon torténik. Az aktin rendelkezik két felételezett NES
motivummal, melyek leucinban ¢és hidrofob aminosavakban gazdagok. Ezeket a NES
motivumokat a CRM1 export fehérje képes felismerni. Leptomicin B (LMB) kezelés hatasara,
mely egy ismert CRM1 gatloszer, az aktin sejtmagi felhalmozodasa és sejtmagi aktin palca
képzddése figyelheté meg Drosophila sejtekben. Ez arra a kovetkeztetésre vezetett, hogy a
CRM1 az aktin f6 nuklearis export faktora. Mivel az LMB kezelés 6nmagaban is stressszhatast
jelent a sejteknek, ezért az elmélet kritikusai az aktin magi felhalmozodasat nem kozvetleniil a
CRML1 aktint exportaldé mechanizmusaval hoztak Osszefliggésbe. Ezen tilmenéen az is
bizonyitast nyert, hogy a human CRMI1 fehérje nem ismeri fel az aktint, mint kiszallitand6
fehérjét.

Ezzel szemben Stiiven és munkatarsai azt talaltak, hogy human sejtekben az aktin-profilin
komplex stabilan kotédik az Exportin 6 fehérjéhez a sejtmagon beliil. Az Exportin 6 hianyanak
hatasara sejtmagi aktin felhalmozodas figyelhetd meg, amelyet CRM1 taltermeléssel nem lehet
megsziintetni. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a gerincesekben az Exportin 6-profilin-

aktin komplex az aktin f6 sejtmagi export utvonala.

1.3.3. A sejtmagi aktin funkcioi

Napjainkban gyorsan boviil a sejtmagi aktin funkcioinak listdja, mivel a fehérje majdnem
minden alapvetd sejtmagi folyamatban részt vesz. A legismertebb sejtmagi Szerepeit olyan
folyamatokban latja el, mint példaul a transzkripcié szabalyozasa, a kromatin atrendezddés,
DNS hibdk javitdsa, mRNS szallitds, a sejtmag méretének €s szerkezetének biztositasa,
valamint az eldmag kialakitasa.

Biokémiai kisérletek tapasztalata alapjan az aktin rendszerint egyiitt tisztul az RNS
polimeraz II (RNAPII) komplexszel. A G-aktin képes a komplexhez toborozni a pozitiv
elongacids faktor b (P-TEFb) fehérjét, hogy az foszforilacion keresztiil aktivalja az RNAPII-t.
Emellett a sejtmagi aktin polimer formaban is képes a sejtmagi miozinnal kélcson hatva részt
venni a transzkripcioban.

A sejtmagi aktin kozvetve is szabalyozhatja a transzkripcios faktorok miikodését. A G-aktin

képes példaul megkdtni az MRTF-A transzkripcids kofaktort a citoplazmaban. Emiatt az



MRTF-A fehérje NLS-e nem lesz hozzaférhetd, igy nem tud bejutni a sejtmagba, ezzel gatolva
egyiittmikodését az SRF transzkripcios faktorral a sejtmagban. Szérumindukcio esetén az aktin
polimerizalodik, a G-aktin szintje gyorsan csokkenni kezd, és megsziinik az MRTF-A fehérje
aktin altali gatlasa. Ennek kOszonhet6en képes lesz bejutni a sejtmagba, és az SRF-fel
koélcsonhatva ellatni transzkripcios aktivalo feladatat.

Atfogo kutatasok ravilagitottak arra is, hogy az aktin részt vesz a kromatin szervezésének
szabalyozasaban is. Az Ino80-Arp4/Aktin/Arp8 komplex rendelkezik a linker DNS-t érzékeld
képességgel, és az aktin ATP-hidrolizalé aktivitasa elengedhetetlen a kromatin atrendezd
komplexnek a DNS szal mentén torténd elmozdulasahoz. Ez a harom példa hivatott

szemléltetni, mennyire sokrétii sejtmagi funkciokkal rendelkezik az aktin fehérje.

1.4. A Drosophila melanogaster mint modellrendszer a sejtmagi aktin vizsgalatahoz

A modell organizmus, melyet kutatasunkhoz hasznaltunk a Drosophila melanogaster. Az
aktin gének az ecetmuslica esetében is redundansak és nagyfoku evoltcios konzervaltsagot
mutatnak. A hat, aktint kodold génbdl kettét (Act5C és Act42A) minden szdvetben
expresszalodo, citoplazmatikus formanak tekintenek, mig a tobbit (Act57B, Act76B, Act87E és
Act88F) izomspecifikus forméanak. Az aktin sejten beliili szintjét autoregulacios folyamatok
alacsony monomer aktinszint, éppen ellenkezdleg fokozzak az aktin mRNS-ének szintézisét.

A két citoplazmatikus ActSC és Act42A izoforma kozott minddssze két aminosav eltérés
van, mely nem okoz semmilyen funkcionalis valtozast a fehérjékben. Wagner és munkatarsai
ugyanakkor bizonyitottak, hogy az Act5C teljes hianya letalis, melybdl kovetkezik, hogy
funkciéi nem redundansak. Ennek ellenére a két izoforma fehérjekddold szekvencigja
helyettesithetd egymassal, annak ellenére, hogy a szovetspecifikussaguk és relativ transzkript
szintjiik eltérd. Az Act5C mRNS szintje elsésorban a fejlddé agyban magas, mig az Act42A
mRNS nagy mennyiségben fordul eld a gonddokban €s a bél bizonyos szakaszainak sejtjeiben
(Wagner et al.,, 2002). Ezek a tények arra utalnak, hogy a Drosophila citoplazmatikus
aktinjainak egyedi funkcioit nem az elsédleges szerkezetben 1évé kiilonbségek okozzak, hanem
a gének eltérd szabalyozasa.

A Drosophila aktin is jelen van a sejtmagban, és laborunk sikeresen kimutatta, hogy mind a
hat izoforma mutat sejtmagi lokalizaciot. Vizsgalataink targya az Act5C gén, mivel a gén
szerkezete ¢és szabalyozéasa jol ismert, kis mérete alkalmassd teszi a molekuléris

manipulaciokra, hidnya pedig letalitast okoz.



2. CELKITUZESEK
A sejtmagi aktin funkciok ma is kevéssé ismertek. Munkam célja a sejtmagi aktin bioldgiai
jelentdségének jobb megismerése volt, magi lokalizaciojanak robusztussagat vizsgalva. Ennek
érdekében egy modularis genetikai rendszert hoztunk 1étre Drosophila melanogaster-ben, mely
lehetové teszi a vizsgalatot a szervezet szintjén. Rendszeriinkkel a kovetkezd kérdésekre
kerestiik a valaszokat:
1. Egy extra NES motivum beépitésével Iehetséges-e a sejtmagi aktinszint
csokkentése?
2. Abban az esetben, ha igen, ez miként befolyasolja az allatok életképességét?
3. A mar korabban leirt aktin szumoilaci6 képes-e csokkenteni a sejtmagi aktinszintet
a Drosophilaban?
4. A mar leirt aktin importin, &8 RanBP9 teljes hidnya képes-e megsziintetni az aktin
magi jelenlétét?
5. A RanBP9 teljes hianya milyen hatassal van az allatok életképességére?
6. A felsorolt hatasok kombinalasa miként befolyasolja az allatok életképességét?

7. Van-e a RanBP9 mellett mas importfaktora az aktinnak az ecetmuslicaban?

3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Drosophila torzsek és fenntartasuk

Minden Drosophila torzset és keresztezést standard taptalajon tartottunk fent, alland6 25 °C-
on, kivéve, ha nincs masképp jeldlve. A térzsek a Bloomington-i Drosophila Torzskdzpontbol
(BDSC) vagy a Kyoto-i Torzskozpontbol keriiltek beszerzésre. A transzpozazt termeld torzset
Dr. Sinka Rita (Szegedi Tudomanyegyetem) biztositotta szamunkra. Az ecetmuslica embriok
injektalasat az SZBK Drosophila Injektalé Laboratériuma végezte (SZBK, Szeged).

Az embrionalis és larvalis letalitas vizsgalatahoz az Act5C null mutans torzs fekete agaros
taptalajra volt petéztetve. A petéztetés szinkronizalva volt, és 200 darab petét gylijtottiink

genotipusonként. Az allatok egyedfejlodését 72 oran keresztiil kovettiik nyomon.

3.2. Null mutinsok készitése

A DrosDel projekt instrukcioit kovettiik a torzsek beszerzése, a keresztezési sémak
megtervezése ¢és a kezelések soran, hogy elkészitsiik az Act5C null mutéans torzset.

A RanBP9 gén eltavolitdsdhoz, a 205564 torzsszamu, P-elemet hordozé allatokat
kereszteztiik 2. balanszer kromoszomads, transzpozdz enzimet expresszald allatokhoz. A

mutaciot standard P-elem medialt mutagenezis mddszerrel végeztiik.



A mutans vonalak molekularis jellemzéséhez a Cold Spring Harbor Protocols modszere
alapjan genomi DNS-t izoldltunk. A mutdns vonalak validdlasa PCR reakcioval ¢&s
szekvenalassal tortént. Az ActbC gén amplifikdlaséhoz az  ActSCFup2 (5°-
CCAGTTGCGGAGGAAATTCTC), Act5CRev2 (5’-ATGATGCGATTAAAGTGCCGT), és
Pry4 (5’- CAATCATATCGCTGTCTCACTCA) primereket hasznaltuk. A RanBP9 delécio
toréspontjainak meghatarozasahoz a RanBP9 Fwl (5’-TTGTACTGAGCAGGCTTAACA) és
RanBP9 Rev2 (5’-GGTTTGCATTCTAAAAGCCTCG) primer parokat hasznaltuk. A PCR
reakciokat a DreamTaq polimerazzal a gyari protokoll alapjan végeztiik, az amplikonok

szekvenalasat a Eurofins Genomics TubeSeq szolgaltatasa végezte szamunkra.

3.3. Act5C fehérjét expresszalé transzgenikus torzsek készitése

Ahhoz, hogy elkészitsiik az endogén promotere altal szabéalyozott, mddositott ActSC fehérjét
termeld transzgéneket, Q5 High-Fidelity polimeraz segitségével amplifikaltuk az Act5C gén
koriili, 7,2 Kbp méretii genomi szakaszt. A PCR reakcidhoz Gateway forward és reverz
primereket hasznaltunk. A NES és V5 epitop tageket PCR reakcio segitségével épitettiik be az
Act5C gén start kodonja utdn kozvetleniil, a kovetkezd primerek segitségével: 5’rev, 3’for,
Actin-seql, Actin-seq2, Bam-Mlu-Not-for, Bam-Mlu-Not-rev, Stop-for, Stop-rev, NESfor,
NESrev, V5for, és V5rev (a primer szekvencidk megtalalhatdéak a doktori dolgozatban).

A modositott Act5C fehérjét expresszald genomi szakaszok pBluescript 11 SK vektorba
lettek klonozva, majd onnan atklénoztuk pAttB Drosophila transzformalo vektorba BamHI és
Xhol enzimek segitségével. A FLAG-taget kédoldé dsDNS oligo a NES és V5 tagek utan lett
beépitve, egyedi MIul restrikciés enzimmel. Az elkésziilt konstruktokat szekvenalassal
ellendriztiik, és a 2. kromoszdmajukon, a 25C6 citologiai helyen attP integracids helyet hordozo

Drosophila embriokba injektaltattuk.

3.4. Menekitési kisérletek

Minden menekitési kisérlet 25 °C homérsékleten, normal Drosophila taptalajon volt
elvégezve. A sziikséges keresztezéseket standard Drosophila keresztezési elvek alapjan
terveztilk meg és hajtottuk végre. A menekitési kisérlethez sziikséges szliz néstények null
mutans torzsekbdl voltak gylijtve, mig a himek a transzgenikus, un. ,,menekitd” torzsekbdl. A

kiilonb6z6 genotipusu him utdédok fenotipikus markerek alapjan voltak kategorizalva.



3.5. Molekularis klénozas és DNS konstruktok
3.5.1. Az Act5C-K285R-t expresszalé konstruktok klonozasa

Azért, hogy az Act5C gén megfeleld méretli legyen, a mutagén PCR elvégzéséhez az Act5C
genomi fragmentet FastDigest HindIIl restrikcios enzimmel kivagtuk az ActSC-pAttB
konstruktbol. A fragmentet agardz gélbdl izolaltuk és pBSK+ vektorba klonoztuk be. Az igy
elkésziilt konstrukton QuickChange II Site-Directed Mutagenesis Kit segitségével elvégeztiik
a K285 szubsztiticidt. Az ehhez sziikséges ActSC _K285R Fw és Act5C_K285R Rev
primereket az Agilent QuickChange Primer Design online eszkozével terveztiik meg. Minden
plazmidtisztitas High-Speed Plasmid Mini Kit-tel tortént. Az Act5C-K285R-pBSK+ konstrukt
szekvenalasa utan a megfeleld fragmentet Hindll enzimmel vagtuk ki. A fragment agardz
gélbol torténd izolaldsa utan T4 DNS ligazzal készitettik el az Act5C-K285R-pAttB
konstruktot. A szekvenalassal ellenérzott Act5C-K285R-pAttB  konstruktot az SZBK
Drosophila Injektald Laboratoriuma injektalta a megfelelé genotipusi Drosophila torzsbe.
Harom fiiggetlen transzgenikus torzset hoztunk igy létre.

Az S2R+ Drosophila sejtkultiran végzett kisérletekhez Act5C-pAGW konstrukton végeztiik

el a K285 szubsztitiiciot a fent leirt modszerekkel.

3.5.2. Az importin CDS-ek klénozasa BiFC Kkisérletekhez, és az Act5C gén klénozasa in
vitro pull-down kisérletekhez Gateway klonozasi modszerrel

Az importin jeloltek cDNS-¢éhez a Drosophila Genomics Resource Center (DGRC) Gold
Collection gylijteményéb6l jutottunk hozza Gateway primerek ¢és Q5 High-Fidelity
polimerazzal torténd amplifikalas segitségével.

Az ,entry” klonokat Gateway BP clonase enzim segitségével hoztuk 1étre, €s szekvenalassal
igazoltuk az importin jeldltek kodolo szekvenciajanak helyes beépiilését. Ezt koveten a kodold
szekvencidkat tovabb klonoztuk split-YFP tageld vektorokba, Gateway LR Clonase II
enzimmel. A kisérletekhez az aktin fehérjét N-terminalisan jeloltik a YFP N-terminalis
darabjaval, még az importinokat mind N- és C-terminalis oldalrdl is jeloltiik a YFP fehérje C-
terminalis darabjaval. Az aktin His-taggel torténd jeldléséhez a polimerizalodni képtelen

Act5CR®P kodolo szekvenciat pET16b vektorba klonoztuk LR reakcidval.

3.6. Sejtkultira médszerek
Az S2R+ Drosophila sejttenyészetet 25 °C-on tartottuk fenn 10% FBS szérummal és 1%

antibiotikummal (Penicillin-Streptomycin) kiegészitett Schneider médiumban. A sejtek



transzfektalasat az Effectene Transfection Reagent Kit-tel végeztiik, a gyarto utasitasai szerint.
Az 816 sejtek mikroszkopos vizsgalatahoz 8x10° sejtet hasznaltunk minden kisérletben.

Az importinok sziirdvizsgalatdhoz a “préda” és “zsakmany” fehérjéket expresszalo
plazmidokat pMT-Gal4 vektorral egylitt kotranszfektaltuk. A pMT-Gal4 plazmid biztositotta a
Gal4 expresszidjat a rendszerben, egy indukalhaté metallothionein promoteren keresztiil. A
transzfekciot kovetd masodik napon 1 mM végkoncentracioban réz-szulfatot adtunk a
sejtekhez. Két ora réz-szulfattal torténd indukalas utan a sejttenyészetek 3 ml friss médiumot
kaptak, és a fehérje-fehérje interakciok meglétét Zeiss LSM800 konfokalis mikroszkoppal

vizsgaltuk.

3.7. Immunhisztokémia

Az immunfestések Osszes 1épése szobahdmérsékleten volt elvégezve. A nyalmirigyek
boncolasahoz az allatok a larvalis egyedfejlodés L3 stadiumaig fejlddtek. Ebben a stddiumban,
4%-0s paraformaldehid-PBS oldatban kiboncoltuk a nyalmirigyeket. Ezutan a nyalmirigyeket
PBS oldatban atmostuk, majd PBT oldatban permeabilizaltuk 20 percen at. A mintakat PBT-N
oldatban blokkoltuk 1 oran at. Ezt kovetden éjszakan at inkubaltuk anti-FLAG elsddleges
ellenanyaggal 6ket 4 °C-on. Masnap haromszor 10 percig mostuk a mintakat PBT oldattal, majd
PBS-ben oldott Alexa488-cal konjugalt anti-egér masodlagos ellenanyaggal és DAPI (0,2
pl/ml) festékkel inkubaltuk sotétben, 1 oran at. Egy utols6 PBS-sel torténé mosas utan a
nyalmirigyeket targylemezre helyeztiik, és 20 pul Fluoromount-G médiumba beagyaztuk. A kész
mintakat Olympus Fluoview FVV1000 konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk.

3.8. Adatbazis hasznalat, pixel intenzitas kvantifikalasa és statisztikai kiértékelések

A fluoreszcens jel sejtmagi-citoplazmatikus aranyat az Image J szoftverrel mértiik le. A
sejtmagban és citoplazméaban lemért teriileteket kézzel jeloltiik ki. Minden kisérletben, 3-6
egyedi nyalmirigyet vizsgaltunk, melyeknek legalabb ot sejtjét lemértiik. A kozépértékeket és
szorasokat Microsoft Excel szoftverrel szadmoltuk ki, a statisztikai kiértékelést €s a grafikonok

elkészitését GraphPad Prism 9 szoftverrel végeztiik.

3.9. In vitro pull-down Kkisérletek
3.9.1. Rekombinans fehérje tisztitas

A fehérje tisztitasahoz, az Act5CR®P-pET16b konstruktot E. coli SixPack kompetens
sejtekbe transzformaltuk. Ezutan egy egyedi transzforméns telepet 50 ml folyékony LB

médiumba atoltottunk, és a kultiurat OD 0,6-0,8 stirliségig ndvesztettiik. A fehérje expressziojat



egy éjszakan at indukaltuk 0,5 mM IPTG-vel. Az indukalt baktériumokat 10 ml lizis puffer +
1,5 ml EDTA mentes 7X PIC oldattal atmostuk és szonikalassal lizaltuk. A sejtlizatumot 15
percig centrifugéltuk (10.000 x g) 4 °C-on. A HisPur Cobalt Resin gydongydket 2 ml lizis pufter
+ 0,5 mg/ml BSA oldattal mostuk 5 percen keresztiil 4 °C-on, kétszer ismételve. A gyongyoket
ezutan 5 percig 4 °C-on centrifugaltuk (500 x g). Ezt koveten a kobalt gyongyokhoz 10 ml
sejtlizatumot adtunk, amihez elézetesen 50 pl BSA-t (100 mg/ml) adtunk. A kobalt gyongy-
sejtlizatum keverékét 2 oran keresztiil, 4 °C-on forgattuk. Az inkubalast kovetden a gyongyoket
haromszor htsz percig mostuk 5 ml mosé pufferben, a mosasi Iépések kozt pedig 5 percig
centrifugaltuk (500 x g). Végiil, a kobalt gydngydkre kotdtt Act5CROP fehérje mintat 250 pl
tarol6 pufferben felvettiik és -20 °C-on taroltuk.

3.9.2. A zsakmany fehérjék in vitro transzkripcioja és transzlacioja (IVTT)

A S jellt importin jelltek in vitro transzkripcidja és transzlacidja TNT Quick
Transcription/Translation rendszerben tortént, egy mar bevett protokoll alapjan. Csaliként
tisztitott His-Act5CR%P  fehérjét, negativ kontrollként pedig His-EGFP-FLAG fehérjét
hasznaltunk. Roviden Osszefoglalva, 15 pl térfogatt IVTT reakcionként 90 ng T7 promoter
altal szabalyozott cDNS templatot (Tnpo-pOT2, Tnpo-SR-pOT2 RanBP9-pOT2, RanBP11-
pOT2, Cadmus-pOT2, Ketel-pOT2, Msk-pHY?22, Artemis-pHY?22), 11 ul TNT Master Mix-et,
0,33 pl PCR enhanszert, 0,54 ul MBq *S-metionint, 0,33 pl U RNAsin-t és 0,33 ul 50x EDTA
mentes protedz inhibitor koktélt hasznaltunk. A reakciokat 30 °C-on inkubaltuk egy oran
keresztiil, majd lecentrifugaltuk 6ket 4 °C-on (17.000 x g). A feliiliszobol 0,25 pl-t inputként,
pull-down kisérletenként pedig 7,3 pul-t hasznaltunk.

3.9.3. Invitro His-pull down teszt és autoradiografia

Az in vitro pull-down teszteket Karman és munkatarsai altal leirtak alapjan végeztiik. A
kobalt gyongyokre kotott His-FLAG-EGFP és His-Act5CR®P fehérjéket PDWB1 pufferrel
atmostuk. Ezutan az izotoppal jelolt zsakmany fehérjéket Binding pufferben felvettiik,
hozzaadtuk a kobalt gydongyokhoz és masfél oran at inkubaltuk éket. Az inkubaciot kovetden
elészor PDWBI pufferrel, majd PDW2 pufferrel 3-3 alkalommal mostuk a fehérjéket. Végiil a
gyongyhoz kotott fehérjéket 1x SDS Minta pufferben vettiik fel, és 6t percen keresztiil forraltuk
oket. A fehérjéket ezutan 10%-0s SDS-PAGE gélen szeparadltuk és PVDF membranra
atblottoltuk. A membrant megszaradasa utan kozvetleniil hasznaltuk autoradiografidhoz. Az
autoradiografias filmre (Kodak, Biomax MS) torténd expoziciot -80 °C-on végeztiik Low

energy transcreen (Kodak, Biomax LE) hasznalataval.



4. EREDMENYEK
4.1. A sejtmagi aktin funkcioinak vizsgalatahoz létrehozott genetikai rendszer

Az Act5C gén kisméretli, ezaltal konnyen kezelheté molekuléris kisérletekben, illetve
funkcidvesztése letalis fenotipust okoz. Ecetmuslicaban azonban mind a hat aktint kodol6 gén
erOsen konzervalt, ezért a CRISPR/Cas9 rendszer nem alkalmas az Act5C gén in vivo
manipuldlasara. Ennek okan, az Act5C gént in vitro moédositottuk, majd transzgénként
beépitettik a genomba. Ezzel péarhuzamosan az endogén ACt5C-t eltavolitottuk, ezaltal
megszintetve az Act5C vadtipust funkcidit. A modositott ActSC fehérjét expresszalo

transzgének segitségével vizsgaltuk a sejtmagi aktin szintjének valtozasat.

4.2. Az Act5C null mutansok készitése és molekularis jellemzése

Elérheté Act5C null mutans torzs hianyaban, a DrosDel P-elem rendszerrel hoztunk 1étre
valddi delécios torzseket. A modszer segitségével két fliggetlen null mutans jeldlt torzset
készitettiink (ActSCRS és Act5CRS2). Mindkét torzsben megfigyelhetd volt a muticiok letalis
fenotipusa homo- és hemizigdta allapotban.

Az Act5C delécioit egy RS elemre specifikus forward és Act5C-re specifikus reverz PCR
primer parral azonositottuk. Az Act5CRS! PCR amplifikaldsa sordn kapott termék szekvenalasa
illetve a gén 3’ UTR-ének nagy részét sikertilt eltavolitani. A tovabbiakban erre a torzsre Act5C

null-ként hivatkozunk.

4.3. Az Act5C null mutinsok fenotipikus jellemzése
4.3.1. Embrionalis letalitas

Mivel az Act5C null mutacio erés letalis fenotipust okoz, meg akartuk hatarozni, hogy a
letalitas melyik egyedfejlodési stadiumban érvényesiil. Megallapitottuk, hogy mindkét Act5C
null mutans torzs csak enyhe embrionalis letalitast mutat, tehat az erés fenotipus az

egyedfejlodés késobbi szakaszaban 1ép fel.

4.3.2. Larvalis letalitas

Az Act5C deléciot FM7-GFP balanszer kromoszoma mellé kereszteztiik, hogy el tudjuk
kiiloniteni a null mutans larvakat a heterozigdta és a vad tipust testvéreiktol. A kisérlet
kimutatta, hogy az 0sszes hemizigota larva egyedfejlodése megakadt az elsé larvastadiumban,

¢s a késébbiekben ezek az allatok kivétel nélkiil elpusztulnak. A letalitas mellett megfigyeltiik,



hogy a null mutans allatok testmérete drasztikusan lecsokkent, illetve mozgasuk lassu és

koordinalatlan a heterozigota és vadtipusu testvéreikhez képest.

4.4, Act5C transzgenikus torzsek készitése és ellenorzése
4.4.1. Transzgén konstruktok készitése és transzgenikus torzsek megalapitasa

A tagek in vitro keriiltek beépitésre az Act5C start kodonja utan kozvetleniil. A modositott
Act5C-t expresszalo transzgéneket pAttB transzformalod vektorba épitettiikk. A konstruktokat
attP dokkold helyet hordoz6 embridkba injektaltattuk, majd megalapitottuk a transzgenikus
Drosophila torzseket. Az Act5C génbe V5-, NES-, V5-FLAG- és NES-FLAG tageket
épitettiink be. A modositas nélkiili ActSC-t expresszald transzgén vadtipust kontrollként
szolgalt. Az Osszes transzgénrdl torténd kifejez6dés az ActSC sajat transzkripcios

szabalyozasaval torténik.

4.4.2. Act5C transzgenikus torzsek ellendrzése

A transzgenikus torzsek fehérje expressziojanak ellendrzéséhez a torzsekbdl larvalis
nyalmirigyeket boncoltunk, és V5 vagy FLAG ellen termelt antitesttel immunfestettiik azokat.
Az immunfestett mintdk az Act5C vadtipusi expresszids mintazatdt és sejten beliili
lokalizaciojat mutattak, amibdl kovetkezik, hogy a fehérje expresszidja és igy nagy
valoszintiséggel funkcidja is normalis ezekben az allatokban.

A NES tag sejtmagi lokalizacios hatdsanak vizsgalatdhoz kiszdmoltuk a NES-FLAG-ACct5C
fluoreszcens jel sejtmagi-citoplazmatikus aranyat, és azt hasonlitottuk a V5-FLAG-Act5C-t
expresszalo torzsben mért értékhez. A kisérletsorozatbol megallapitottuk, hogy az aktin NES
motivummal valo jeldlése ugyan nem sziinteti meg teljesen a fehérje sejtmagi jelenlétét, de

jelent6sen csokkenti azt (25%).

4.5. Az Act5C null mutacié letalis fenotipusanak menekitése modositott ActSC fehérje
izoformat expresszalo transzgénekkel

Az els6 menekitési kisérletiinkben, az Act5C null mutécioé letalis fenotipusat modositatlan
(kontroll) és moddositott ActSC-t expresszalo transzgenikus torzsekkel IS menekitettiik. A
kiilonboz6 genotipustt him utddokat megszamoltuk €s ardnyaikat egymashoz viszonyitottuk.
Virakozasaink ellenére, nem tudtunk megfigyelni semmilyen szignifikans valtozast az Act5C,
V5-Act5C és NES-Act5C fehérjével menekitett him utdédok szama kozt. Az eredmények
kimutattak, hogy a sejtmagi aktin mennyiségének 25%-os csokkenése nem befolyasolja annak

funkcidjat. Ezen felil megallapitottuk, hogy a V5-tel jelolt Act5SC fehérje a kontrollal



megegyezd mértékben képes menekiteni a letalis fenotipust, igy a tovabbi kisérletekben ezt

hasznaltuk pozitiv kontrollként.

4.6. A sejtmagi aktin szintjének csokkentése az ActSC K285 szumoilacios helyének
elrontasaval

A kovetkezOkben az ActSC szumoilacios helyének elrontdsaval kivantuk csokkenteni a
sejtmagi aktin szintjét. Elkészitettink GFP jelolt Act5C-K285R ¢és NES-Act5C-K285R
expresszalo konstruktokat. Ezekkel Drosophila S2R+ sejteket transzfektaltunk, és kiszamoltuk
a sejtmagi-citoplazmatikus fluoreszcens jel aranyat. Az eredmények nem mutattak szignifikans
kiilonbségeket a vad tipusu Act5C és a K285R pontmutans valtozat kozott.

Ezzel parhuzamosan eclkészitettiink Act5C-K285R expresszald transzgenikus muslica
torzseket is, melyekkel az Act5C null mutécio letdlis fenotipusat menekitettilk. A menekitd
kisérlet eredménye nem mutatott szignifikdns csokkenést a nem szumoildlhato Act5C
izoformaval menekitett him utdédok szamaban. Végeredményiil tehat megallapithatjuk, hogy a

Drosophila aktin 285. lizinjének szumoilacidja nem hat magi retencios jelként.

4.7. A sejtmagi aktin szintjének csokkentése a RanBP9, aktin importin eltiavolitasaval

Annak érdekében, hogy a sejtmagi aktin szintjét tovabb csokkentsiik, a RanBP9 (importin
9) fehérét kodold gént P-elem ugrasztassal tor6ltiik. A null mutansokat szekvenalassal
ellendriztiik. A homozigéta null mutansok teljes sterilitdst mutattak, tovabbi fenotipusok
azonban nem voltak megfigyelhetok. A RanBP9 null mutici6 sejtmagi aktinszintre gyakorolt
hatasanak vizsgalatahoz, a null mutaciot bevittiik a transzgenikus, Act5C formakat expresszald
torzsekbe. Ezutan az allatok larvalis nyalmirigyét FLAG ellenanyaggal festettiik, és a mar
bemutatott modon kiszamoltuk a sejtmagi-citoplazmas fluoresszencia itenzitasok aranyat.
Heterozigota RanBP9 null mutaciot hordozo hattéren nem volt megfigyelhetd szignifikans
valtozas, azonban a homozigota RanBP9 null mutans hattér 18%-kal csokkentette a sejtmagi
aktin szintjét. Végeredményiil megallapitottuk, hogy a RanBP9 hidnya nem képes teljesen
kizarni az aktint a sejtmagbol.

Ezt kovetden megvizsgaltuk, milyen hatassal bir a RanBP9 null mutacioé és az aktin NES-
sel valo jelolésének kombinacidja. Ehhez megalapitottunk egy Act5C;RanBP9 kettds null
mutans torzset, melynek letdlis fenotipusat menekitettiik a kiilonbozOképpen jeldlt aktin
fehérjékkel. A kisérlet eredményébdl megallapitottuk, hogy a RanBP9 homozigota null mutacio

koriilbeliil 30%-kal csokkenti az életképességet. Ezzel szemben, a homozigota RanBP9 null



mutans allatok menekitése NES-Act5C fehérjével drasztikusan, ~70%-kal csokkentette az
utddok életképességét.

Végeredményiil megallapitottuk, hogy a sejtmagi aktin NES altal kényszeritett exportjanak
¢s a RanBP9 null mutacié miatt fellép6 csokkent sejtmagi importnak egymast erdsité hatasa
van a letalitasra. Ez a hat4s azonban tovabbra sem képes az ¢életképességet nullara csokkenteni,
ami azt jelzi, hogy a sejtmagi aktinszint oly mddon van fenntartva, amely hatékonyan
ellensulyozza a zavar6 hatasokat. F6 megallapitasunk tovabba, hogy a RanBP9 fehérje nem

kizarolagos sejtmagi import faktora az aktinnak.

4.8.Az Act5C 1j importinjainak azonositasa
4.8.1. In Vitro transzKkripcioval kapcsolt transzlacios teszt

Annak érdekében, hogy 1), az aktin sejtmagi lokalizacidjaért felelés importinokat
azonositsunk, nyolc béta importint vizsgaltunk: Cadmus (cdm), Moleskin (msk), RanBP9
(Importin 9), Artemis (Arts), Ketel (Fs(2)Ket), RanBP11 (Importin beta 11), Transportin
(Tnpo), és Transportin-Serine/Arginine rich (Tnpo-SR). Elészor egy in vitro IVTT tesztet
végeztiink veliik. Az importinokat 3°S-sel jeldlt metioninnal, a polimerizalodni képtelen
monomer aktint és az Act5CR%P fehérjét pedig His epitop taggel jeldltiik. A pull-down kisérlet
kimutatta, hogy a Cadmus, Moleskin, RanBP11, Tnpo és Tnpo-SR fehérjék képesek kotni a His

jelolt monomer aktint, in vitro.

4.8.2. Bimolekularis Fluoreszcens Komplementacios (BiFC) teszt

Az Ujonnan azonositott béta importinok €s az aktin kozotti kdlesonhatdsok megerdsitése
érdekében BiFC-alapu sziirést végeztiink tenyésztett Drosophila S2R+ sejtekben. Ehhez az
Act5C fehérjét N-terminalisan jeloltik a YFP fluoreszcens fehérje N-terminalis, csonkolt
részével, az importin fehérjéket pedig mindkét végiikon jeloltik a YFP C-terminalis csonkolt
részével. A Moleskin, Artemis, Cadmus, Ketel és Tnpo-SR fehérjék esetében sikeriilt pozitiv

fluoreszcens jelet megfigyelni, ami a csali és zsakmany fehérjék kdlcsonhatasara utal.

5. UJ EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

A modositott ActSC fehérjét (NES-, V5- ¢és FLAG jelolt) expresszalo torzsek
immunfestéssel tortént validalasa, és az AcCt5C null mutacid letalis fenotipusanak ezen
torzsekkel torténd menekitése megerdsitette, hogy a NES motivum hatdsara jelentdsen csokken
a sejtmagi aktin szintje. Ez a csokkenés azonban nem volt hatassal az allatok életképességére,

¢s nem okozott semmilyen mas fenotipust sem. Mivel az aktin szumoilécios helyének elrontdsa



nem fokozta a fehérje magi exportjanak szintjét, megallapitottuk, hogy az aktin szumoilacioja
nem tekinthetd erds retencios szignalnak a Drosophila melanogaster esetében. Ezzel szemben
a RanBP9 importin jelenlétének teljes megsziintetése szignifikdnsan csokkentette a sejtmagi
aktin szintjét, viszont életképesség romlast csak a NES-sel felszerelt aktinnal tortén6 menekités
mellett tudtunk megfigyelni. Ez a csokkenés azonban tovabbra sem volt 100%, ami a RanBP9
import utvonallal parhuzamosan miikodd, még nem ismert, import mechanizmusok létezését
feltételezik. In vitro és in vivo szlirések segitségével sikeresen azonositottunk négy, 0j PB-
importint, mely kdlcsonhat az aktinnal.

Munkank soran létrehoztunk egy genetikai rendszert, ami alkalmas a sejtmagi aktin
funkcioinak a szervezet szintjén torténd vizsgalatara. Eredményeink kozvetlen bizonyitékot
szolgaltatnak arra, hogy az aktin sejtmagi jelenléte nagymértékben talbiztositott, ezzel

megerdsitve a feltételezést, hogy a sejtmagi aktin biologiai funkcioi esszencialisak.

6. TAMOGATAS

A dolgozatban ismertetett munkat az NKFIH, Bioldgiai Nemzeti Laboratorium program
(NKFIH-871-3/2020, Vilmos Péter), PD127968 (Maruzs-Krist6 Ildiko) és a Dr. Rollin D.
Hotchkiss Foundation (Borkuti Péter) tamogatta.
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