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BEVEZETES

A sejtmagi transzport mechanizmusai

A ~60 kDa-nal nem nagyobb méretli makromolekulak, kismolekuldk és ionok
passziv diffuziora képesek a magporus komplexen (NPC) keresztiil (Wang and Brattain,
2007). A 60 kDa-nal nagyobb moltémegii molekulak szabalyozott sejtmagi transzport
segitségével kozlekedhetnek a sejtmag és a citoplazma k6zott (Kaffman and O’Shea, 1999).
A sejtmagi import folyamatanak harom f6 1épése van: dokkolas, athaladas a magporus
komplexen keresztiil, és végiil a szallitmany elengedése a sejtmagban. A sejtmagban a
szallitmany-importin komplex szétesik és az importin visszaszallitodik a citoplazmaba, ahol
részt vesz a sejtmagi import tovabbi ciklusaiban (Kaffman and O’Shea, 1999). Az importin
a szallitando fehérje egy specifikus szekvenciajan, az ugynevezett nuklearis lokalizacios
szignalon (NLS) keresztiil ismeri fel a szallitmanyat. A két legismertebb NLS-motivum a
Simian virus 40 nagy T-antigén NLS (SV40 NLS) és a nukleoplazmin kéttaga NLS-e. Az
utobbi NLS két rovidebb bazikus aminosavcsoportbo6l all (2 ill. 4 aminosav), amelyeket egy
10 aminosav hosszusagu térkitolté szekvencia valaszt el egymastol (Weis, 1998).

A sejtmagi exportfolyamat fobb 1épéseit tekintve hasonld a sejtmagi importhoz.
Elészor is a citoplazmaba exportalando szallitmanyt egy szolubilis exportreceptor, az
exportin egy sejtmagi export szignal (NES) segitségével felismeri. A szallitmany-exportin-
Ran-GTP trimer komplex ezutdn a NPC-n keresztiil a citoplazmaba transzportalodik, ahol
a komplex szétesik és a szallitmany felszabadul (Mattaj and Englmeier, 1998). A
legismertebb sejtmagi export Gtvonal egy leucinban gazdag sejtmagi export jelet hasznal,
amelyet a Crm1 (mas néven Exportinl) sejtmagi export receptor ismer fel (Fornerod et al.,
1997).

A sejten beliili fehérjelokalizaci6 szabalyozasa

Az NLS és NES szekvencidk a fehérjéket a sejtmagba illetve a citoplazmaba
iranyitjak, de a fehérjék sejten beliili lokalizacidjanak szabalyozasa tovabbi lehetoségeket
is kinal a sejten beliili eloszlas finomhangolasara. E szabalyozasi mechanizmusok kozé
tartozik a szallitmany poszttranszlaciés modositasa, amely megakadalyozhatja vagy
elésegitheti a szallitmany-transzportin komplex kialakulasat. Hasonloképpen a transzportin
aktivitasa is modosithato gy, hogy az befolyasolja a rakomannyal valo komplexképzésre
valdo képességét. Példaul a szallitmany-transzportin - komplexet a transzportin
kihorgonyozhatja egy citoplazmas komponenshez, megakadalyozva a komplex és az NPC
kozotti kolesonhatas kialakulasat. A transzport szabalyozasanak masik lehetséges modja
maganak az NPC-nek a mddositasa, ami szintén befolyasolhatja a transzportot (Kaffman
and O’Shea, 1999; Hung and Link, 2011). A szallitmany sejten beliili lokalizaciojanak
poszttranszlacios modositassal torténd szabalyozasara példa az aktivalt T-sejtek nuklearis
faktoranak (NF-AT) foszforilacioval torténd szabalyozasa. Normal koériilmények k6zott az
NF-AT foszforilalodik, és ennek hatasara a citoplazmaban olyan konformaciot vesz fel,
amelyben a NES hozzaférhet6, de az NLS nem. A T-sejt receptorok aktivalasanak hatasara
a kalcineurin defoszforilalja, ami az NF-AT-ban olyan konformaciés valtozast okoz, amely
az NLS-t hozzaférhet6vé teszi (Zhu and McKeon, 1999). A poszttranszlaciés modositasok
mellett a fehérjekomplexek kialakuldsa is egy lehetséges mddja annak, hogy a sejtmagi
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lokalizacié megvaldsuljon vagy gatlodjon. A Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells (NF-xB) esetében a kotOpartnerekkel kialakitott kotés okozza a
citoplazmaban valo visszatartast (Rothwarf et al., 1998). Az afrikai karmos béka, a Xenopus
laevis nuklearis faktor 7 (Xnf7) fehérjéje egy anyai uton kifejez6d6 transzkripcios faktor,
amely az egyedfejlédés egy meghatarozott fazisaig az oocita citoplazmajédban marad. Ebben
az esetben a citoplazmatikus visszatartast egy 22 aminosav hosszsagh citoplazmatikus
retencios domén (CRD) biztositja (Li et al., 1994). A fehérjék citoplazmaban valo
visszatartasat szamos kotopartner vagy akar hdsokkfehérjék is végezhetik, de vannak olyan
fehérjék is, amelyek kimondottan erre a tevékenységre specializalodtak. A 14-3-3
fehérjecsalad tagjai példaul az evolucidsan konzervalt szabalyozé molekulak ilyen
csoportjat alkotjak. Eddig tobb mint 200 molekularél mutattak ki, hogy a 14-3-3 fehérjék
szubsztratjai (Fu et al., 2000).

Az ERM fehérjecsalad

Az ERM fehérjecsaladnak harom paralogja talalhaté meg a gerincesekben: az ezrin,
a radixin és a moesin, mig a gerinctelenecknek csak egy ERM fehérjéjiik van. Az ERM-
fehérjék nagyfokll szerkezeti hasonlosagot mutatnak egymassal. Harom kiilonb6zo
doménnel rendelkeznek, egy N-terminalis, globularis FERM doménnel, a C-terminalison
talalhat6 tgynevezett C-ERMAD (C-terminalis ERM asszociacios domén) doménnel és egy
rugalmas alfa-helikéalis doménnel, amely a kett6t 6sszekoti. A FERM-domén, mint altalanos
fehérjekoté domén szamos membranfehérjével vald kolesonhatasért felelés. A C-terminalis
doménnek két f6 funkcioja van. Egyrészt az F-aktin kotésért felel, masrészt maganak az
ERM fehérjének a szabalyozasaban jatszik szerepet, mivel a FERM doménhez inter- és
intramolekularisan is képes kapcsolodni (Fehon et al., 2010).

Az ERM-fehérjék az N- és C-terminalis domének kdlcsonhatdsa révén
szabalyozddnak, mivel zart allapotukban, amikor a C-ERMAD a FERM-doménhez
kotddik, az intramolekularis kolcsonhatas elrejti a FERM-domén felszinén 1évo
kot6helyeket. A nyitott, aktiv konformacio eléréséhez az ERM-eknek foszfatidil-inozitol-
4, 5-biszfoszfatot (PIP2) kell kotniik a FERM-domén felszinén talalhato specifikus
kotézsebben, ami a molekula részleges kinyilasat okozza. Ebben a részlegesen nyitott
allapotban a C-ERMAD-ban egy treonin oldallanc hozzaférhetové valik és foszforilalodik
a Slik kinaz altal, ami a molekula teljes és stabil kinyilasat okozza (Nakamura et al., 1995;
Fievet et al., 2004; Ben-Aissa et al., 2012).

ERM fehérjék a sejtmagban

Az 0jabb tudomanyos eredmények megjelenésével ma mar egyértelmi, hogy a
citoszkeletalis fehérjék tobbsége nemcsak a citoplazmaban van jelen, ahol klasszikus, jol
ismert feladataikat végzik, hanem a sejtmagban is. Ma mar tudjuk, hogy az aktin, az egyik
legismertebb citoszkeletalis fehérje fontos szerepet jatszik a sejtmagban, mivel részt vesz
az RNS-polimerazok és transzkripcios faktorok, kromatin atrendez6 komplexek és hiszton-
deacetilazok aktivitasat szabalyozd folyamatokban. A sejtmagi aktint olyan emberi
betegségekkel is dsszefiiggésbe hoztdk, mint a rak, a neurodegeneracié és miopatiak. Ma
mar az is ismert, hogy az aktin sejtmagi transzportja - alapvet6 sejtmagi funkcioi miatt - egy
szigoran szabalyozott, aktiv folyamat (Dopie et al., 2012; Kelpsch and Tootle, 2018).
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Az aktinhoz hasonléan az ERM-fehérjék is jelen vannak a sejtmagban. A jelenség
legkorabbi megfigyelései koz¢ tartozott, amikor az ezrin 55 kDa-os, endogén moddon
hasitott fragmentumarél kimutattak, hogy emberi sejtekben a sejtmagba (pontosabban a
sejtmagvacskaba) lokalizalodik (Kaul et al., 1999), illetve amikor teljes hosszsagh ezrint
figyeltek meg patkany Schwann-sejtek magjaban (Melendez-Vasquez et al., 2001). Késébb
a moesint human limfocitak sejtmagjaban is kimutattak (Bergquist et al., 2001), valamint
azt is igazoltak, hogy az exogén modon termeltetett, GFP-vel jeldlt radixin a sejtmagba
lokalizalodik. Differencialis detergens extrakcios kisérletekkel kimutattak, hogy az ezrin és
a moesin szorosan kapcsolodik bizonyos sejtmagi komponensekhez, ami tovabb erdsiti azt
az elképzelést, hogy vannak olyan sejtmagi funkciok, amelyek miatt az ERM fehérjék a
sejtmagban talalhatok (Batchelor et al., 2004).

A Drosophila ERM fehérje, a moesin a sejtmagban

A Drosophila melanogaster-ben az ERM csaladnak csak egyetlen képviseldje van
jelen, a Drosophila moesin fehérje. Gerinces homoldgjaihoz hasonléan a Drosophila moesin
is megtalalhatd a sejtmagban. Tenyésztett Drosophila S2 sejtekben és embriokban
kimutattak, hogy a moesin az interfazisban a sejtmagba lokalizalodik, és a kromatinnal
komplementer sejtmagi eloszlast mutat (Vilmos et al., 2009). Az ecetmuslicaban végzett
késébbi vizsgalatok tovabbi fényt deritettek a Drosophila moesin sejtmagi funkcidira. Az
MRNS-ek sejtmagi exportjanak blokkolasakor a moesin sejtmagi szintje megemelkedik. A
Drosophila larvalis nyalmirigy politén kromoszoémainak felhasznalasaval kimutattak, hogy
a moesin a kromoszoéma puffokhoz (specialis eukromatikus régiok rendkiviill magas
transzkripcios aktivitassal) lokalizal. Egy masik tanulmanyban a szerzok igazoltak, hogy a
moesin az mRNS-ek sejtmagi exportjaért felelds mRNP komplexek alkotoeleme, ami arra
utal, hogy a fehérje az mRNS-exportban is szerepet jatszik (Kristo et al., 2017).

Mivel a moesin aktivitasanak teljes hidnya a sejt szamara letalis, és mivel a fehérje
barmilyen modositasa nemcsak a sejtmagi, hanem az alapvet6 citoplazmatikus funkciokat
is befolyasolnda, a szerzok az ecetmuslicaban létrehoztak a moesin egy olyan valtozatat,
amelyet egy nuklearis export szignallal (NES) lattak el (Bajusz et al., 2021). A moesin-NES
mutans fehérjét expresszaldé muslicak lassti fejlodést, csokkent élettartamot és
maszoképességet mutattak, kevesebb petét raktak, valamint a himeknél a nemi szervek
rotalédtak. A csokkent sejtmagi moesinszint hatasait mRNS szekvenalassal is
megvizsgaltak. A kisérlet soran kideriilt, hogy 371 gén expresszidja nétt, 315 géné pedig
csokkent (Bajusz et al., 2021). Az upregulalt gének kozott harom fontos, fejlédést
szabalyoz0 is szerepelt: a vasa, a Notch és a dpp. Ez magyarazatot adhat a moesin-NES
mutans allatokban megfigyelt fejlodési rendellenességekre. A gének masik érdekes
csoportja, amelyek expresszidja a moesin-NES allatokban csokkent, a hdsokkfehérjéket
(HSP) kodolo gének voltak, nevezetesen a hsp70Aa, hsp70Ab, hsp70Ba, hsp68, hsp26 és
hsp23. Ez az eredmény 6sszhangban van a korabban publikalt eredményekkel (Kristo et al.,
2017), ahol hésokk hatdsara a moesin a Drosophila larvalis nyalmirigyek politén
kromoszémain 1év0 hdsokk puffokhoz lokalizalodott, ami arra utal, hogy a moesin
sziikséges a hdsokk gének atirasahoz.



CELKITUZESEK

Az aktink6td, FERM-domént tartalmazo fehérjék jelenlétét a sejtmagban mar
évtizedekkel ezel6tt megfigyelték, és néhanyuk esetében a sejtmagi funkcidkat is kell6
részletességgel leirtak. Sejtmagi transzportjuk mechanizmusa és szabalyozasa azonban még
a legjobban jellemzett fehérjék esetében is alig ismert. A sejtmagi transzport feltarasa nagy
segitséget jelenthet mind az adott fehérje sejtmagi funkcidjanak megértésében, mind pedig
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Milyen dinamikaval jut be a moesin a sejtmagba?

Ismert, hogy a moesin rendelkezik NLS szekvenciaval. Mutat az NLS
szekvencia evolucios konzervaltsagot? Elarulhat a konzervaltsag egyéb
tulajdonsagokat, példaul a szekvencia szabalyozasara vonatkozdan?

Van szerepe foszforilacionak a moesin sejtmagi importjanak
szabalyozasaban?

Szabalyozhatja a moesin importjat a fehérje konformacios allapota?
Milyen egyéb mechanizmusok szabalyozhatjdk a moesin sejtmagi
importjat?



EREDMENYEK

A moesin sejtmagi importja egy aktiv, szabalyozott folyamat

A Drosophila moesin fehérje sejtmagi importdinamikajanak vizsgalatara sejtmagi
FRAP kisérleteket végeztiink. Annak érdekében, hogy felmérjiik a kisérlet soran a nem
kivant, szkennelésb6l adddd fakulas mértékét, tigynevezett ,,vak FRAP” kisérleteket
végeztiink, amelyek azt mutattak, hogy a kisérlet 40 perce alatt nem volt jelentés fakulas.
A moesin sejtmagi importdinamikajat jellemz6 FRAP-gorbét a GFP-vel jel6lt aktinéval
hasonlitottuk 0Ossze, amely a moesin egyik f6 kotépartnere, és sejtmagi importjanak
dinamikaja mar ismert az irodalombol (Dopie et al., 2012). Az aktin FRAP gorbéje igen
dinamikus sejtmagi importra utal, mig a moesin esetében kapott gorbe meglehetésen lapos,
ami a fehérje lassu €s egyenletes bearamlasat jelzi a sejtmagba.

Ismert, hogy a moesin felhalmozodik a sejtmagban az mRNS-export blokkolasanak
eredményeként. Megvizsgaltuk az import dinamikajat ilyen koriilmények kozott is, és azt
talaltuk, hogy az mRNS-export blokkolasaval a moesin sejtmagi importja dinamikusabba
valik, azonban még mindig nem olyan erds, mint az aktiné. Ezen eredmények alapjan a
legvalosziniibb magyarazat az, hogy normal koriilmények kozott a moesin sejtmagi
importja erésen gatolt. Amikor az importot indukaljuk (az mRNS-export blokkolasaval), ez
a gatlas részben feloldodik. Ezek a kisérletek azt is megmutattak szamunkra, hogy a moesin
sejtmagi importja aktiv, szabalyozott folyamat, hiszen ha a fehérjére nagyobb
mennyiségben van sziikség a sejtmagban, akkor az import dinamikaja fokozddhat.

A Drosophila moesin egy evoluciésan konzervalt, kéttaga NLS-sel rendelkezik

A moesin fehérje NLS-ét korabban Kristd Ildikd, Bajusz Csaba és Szabd Anikd
azonositottik és jellemezték laboratoriumunkban. Osszességében a négy prediktalt NLS
koziil a 294-297-es poziciokban talalhato RRRK szekvencia bizonyult felelésnek a sejtmagi
importért. A motivum az NLS szekvenciatol 13 aminosav tavolsagra, a 279-280-as
pozicidkban talalhato KR aminosavak bevonasaval kéttaginak bizonyult (KRx13RRRK).
Az NLS aktivitasat nem szabalyozza a kozelében 1évé foszforilalhatdo aminosavak (Y292
és T300) foszforilacios allapota, amint azt a nem foszforilalhatd (Y292A és T300A) és
foszfomimetikus (Y292D és T300D, majd Y292E és T300E) aminosavcserék kimutattak.

Annak vizsgalatara, hogy az altalunk a Drosophila moesinben azonositott NLS
megtalalhato-e mas fajok ERM fehérjéiben is, 18 kiilonbozé fajbol szarmazd, dsszesen 24
ERM fehérje szekvenciaillesztését végeztiik el. Az elemzés kimutatta, hogy a moesinben
azonositott kéttagi NLS evoliciésan erésen konzervalt. Ez a konzervaltsag nemcsak
magara az NLS motivum két részére, hanem a koztiik 1évo tavolsagra is vonatkozik. Az
NLS ¢és az azt kozvetleniil koriilvevd régid nagyfoku evolucios konzervaltsaga arra utal,
hogy az itt talalhatd aminosavak valoban fontosak az ERM fehérjék megfeleld
miikodésehez.

Sejtmagi import soran a zart konformacio a preferalt

Az ERM fehérjék nyitott (aktiv) vagy zart (inaktiv) konformacids allapotban
léteznek a sejtben. A nyitott konformaciot az 559-es pozicidban 1évé treonin foszforilacidja
stabilizalja. Annak vizsgélatara, hogy a fehérje melyik konformacids formaja lehet import-
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kompetens, létrehoztuk a MoeTS559D (aszparaginsavra cserélt 559-es treonin) és
MoeT559A (alaninra cserélt 599-es treonin) pontmutansokat, amelyeket az irodalomban
mar korabban leirtak (Polosello et al., 2002). Elészor azt vizsgaltuk a sejtek
plazamembranjanal végrehajtott FRAP kisérletekkel, hogy van-e valos kiilonbség a két
mutans fehérje aktivitdsa kozott. Az allanddéan aktiv mutans, a MoeT559D elsésorban a
sejtkéreghez lokalizalodott, és alacsonyabb kicserélddési ratat mutatott a fakitas utan, ami
arra utal, hogy erds molekularis kolcsonhatasokat alakit ki a plazmamembran kozelében.
Ezzel szemben az inaktiv mutans, a MoeT559A kozel homogén eloszlast mutatott a
citoplazmaban, és a FRAP kisérletekben nagyobb volt a kicserél6dési rataja, ami azt jelenti,
hogy nem vesz részt erds fehérje-fehérje kolcsonhatasokban a plazmamembrannal. Ezek az
eredmények megerésitették, hogy a két mutans forma kozott valdban fennall a vart
mitkddésbeli kiilonbség.

Ezutan a MoeT559 mutansokkal sejtmagi import FRAP kisérleteket végeztiink. Az
igy kapott FRAP gorbékbdl kideriilt, hogy a két mutans fehérje sejtmagi importdinamikaja
nagyon hasonld. Mindkét mutans a vad tipusi moesinhez hasonld import gorbét mutat, ami
a mutans formak lassu és egyenletes bearamlasat jelzi a sejtmagba. Ez arra utal, hogy
mindkét forma a vad tipust fehérjéhez hasonloan képes belépni a sejtmagba, és hogy a
moesin NPC-n valo athaladasanak dinamikajat nem maga a konformacioja szabalyozza.

A sejtmagi FRAP kisérlettel kapott eredményeket megerdsitette a GFP-vel jelolt
MoeT559D-t és a MoeT559A-t expresszald sejtek immunfestése is. A moesin sejtmagi
importjanak Rael RNSi altali indukcidjat kovetden mindkét mutans forma képes volt
bejutni és felhalmozddni a sejtmagban, akarcsak a fehérje vad tipusa. Az adatok
szamszer(isitése azonban azt mutatta, hogy az aktiv mutans a sejtmagi import indukcidja
utan lényegesen kisebb mennyiségben van jelen a sejtmagban, mint az inaktiv forma, ami
arra utal, hogy a fehérje zart konformacioja preferalt a sejtmagi import soran.

Annak megerdsitése vagy cafolata érdekében, hogy a zart konformacio a preferalt
sejtmagi import soran, megvizsgaltuk, hogyan befolyasolja az importot a Slik kinaz
csendesitése, amely a Drosophila moesin T559-es aminosavat foszforilalja. A Slik RNSi
kezelés onmagiban megnovelte a moesin mennyiségét a sejtmagban, még a Rael RNSI
altal kivaltott importindukcid nélkiil is. Ez az eredmény Gjabb bizonyitékot szolgaltat arra,
hogy a moesin nem foszforilalt formaja van elényben részesitve a sejtmagi import soran.

Az F-aktin kotése nem szabalyozza a moesin sejtmag importjat

Annak vizsgalatara, hogy a moesin aktinkot6 képessége szerepet jatszik-e a fehérje
sejten beliili lokalizacidjanak szabalyozasaban, Moe-GFP-t termeld Drosophila S2R+
sejteket jasplakinoliddal kezeltiink. A jasplakinolid el8segiti az aktin polimerizaciot, ezaltal
csokkenti a monomer aktin mennyiségét a citoplazmaban. A moesin sejtmagi importjanak
indukalasara Rael RNSi-t is alkalmaztunk. Azt talaltuk, hogy az F-aktin mennyiségének
novelése és ezzel egyidejileg a rendelkezésre allo G-aktin szint csokkentése nem
eredményez észrevehetd valtozast a moesin sejtmagi importjaban, a fehérje tovabbra is
képes felhalmozodni a sejtmagban az import indukcidjat kovetden. Ez azt jelzi, hogy a
monomer aktin nem akadadlyozza és nem is sziikséges a moesin nuklearis
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Egy kovetkezd kisérletben a szabad monomer aktin mennyiségét egy masik
citoszkeletalis drog segitségével noveltik. A Latrunculin A nevii, szivacsok altal termelt
méreganyag megakadalyozza az aktin polimerizaciot és fokozza a depolimerizaciot, ami a
sejtben 1évd szabad G-aktin mennyiségének ndvekedését eredményezi. Az eredmények
alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az aktinhaldzat depolimerizicioja sincs
hatassal a fehérje sejtmagi importjara, ami egytttal azt is jelenti, hogy nem az F-aktinhoz
valo kot6dés gatolja az aktivalt moesin sejtmagi importjat.

A moesin rendelkezik egy citoplazmas retencios szekvenciaval

A szintén FERM domént tartalmazo fehérje, a merlin az ERM fehérjék kozeli
rokona. A merlin gén masodik exonja a FERM-domén egy rovid szekvenciajat kodolja, és
err6l leirtdk, hogy felelés a fehérje citoplazmatikus visszatartasaért (Kressel and
Schmucker, 2002). Ennek az exonnak a delécidja esetén a mutans fehérje jelentds
mennyiségben képes a sejtmagba jutni. Osszehasonlitottuk a human merlin 2. exonjat a
aminosavval. Ezért megvizsgaltuk, hogy a moesin rendelkezik-e aktiv retencios
motivummal ebben a régioban (a tovabbiakban: citoplazmas retencids szignal vagy roviden
CRS), amely felelds lehet a citoplazmaban valo visszatartasaért. E célbol 1étrehoztunk egy
MoeACRS nevii delécios mutanst, amelyben a moesin potencialis, 25 aminosav hosszl
CRS-szekvenciajanak kozepérdl 10 aminosavat toréltiink. Megallapitottuk, hogy a GFP-vel
jelolt MoeACRS mutans fehérje sejten beliili lokalizacidja jelentésen eltér a vad tipusu
moesinétél. Erdekes modon a MoeACRS elsésorban a plazmamembranhoz és a
filopodiumokhoz lokalizalodik. A mutans fehérje mennyisége a sejtmagban azonban nem
kiilonbozik jelentsen a vad tipusétol.

A CRS-nek a moesin sejtmagi importjanak szabalyozasaban jatszott szerepének
vizsgalatara sejtmagi import FRAP kisérleteket végeztink GFP-jelolt MoeACRS-t
expresszald S2R+ sejteken. Azt talaltuk, hogy az import dinamikaja dramaian megvaltozott
akar a vad tipushoz, akar barmely mas, altalunk eddig létrehozott és tesztelt mutans
fehérjeformahoz képest. A FRAP gorbe azt mutatta, hogy a MoeACRS mutans rendkiviil
dinamikusan importalodik a sejtmagba.

Egy 25 aminosavas szekvencia felelés a Drosophila moesin citoplazmas retenciojaért

Az Gjonnan azonositott CRS szekvencia miitkddésének tovabbi tanulmanyozasahoz
és jellemzéséhez olyan kisérleti rendszert terveztiink, amelyben egy kontroll fehérjét, a mag
és a citoplazma kozott szabadon mozgd GFP-t kiilonb6zo hosszsagu, a moesin CRS
szekvenciajanak bizonyos részeit tartalmazo peptidekkel jeldltink. Harom GFP fuzios
konstruktot terveztiink és hoztunk létre (GFP-CoreCRS, GFP-CRS, GFP-Exonl0),
valamint két kontroll konstruktot (GFP és GFP-R60). Azt talaltuk, hogy a CoreCRS
szekvencia 10 aminosava nem volt képes gatolni a GFP sejtmagba vald bejutasat, mig a
CRS (25 aminosav) és az Exon10 (60 aminosav, amely a teljes CRS-t tartalmazza) peptidek
egyértelmiien gatoltak a GFP nuklearis lokalizaciojat. Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy a 25 aminosav hosszisagu CRS szekvencia elegend6 a fehérje sejtmagi bejutdsanak
megakadalyozasahoz, ¢és valdsziniileg ez a szekvencia a felelds a vad tipusu moesin
citoplazmaban valé visszatartasaért is.
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Annak tovabbi megerdsitése érdekében, hogy a moesin CRS szekvenciaja valoban
miikodéképes, elemeztiik az el6z6 kisérletben hasznalt néhany konstrukcié sejtmagi
importdinamikajat. A kontrollok, azaz a GFP és a GFP-R60 rendkiviil dinamikus import
FRAP gorbét mutattak, ami szabad és akadalytalan sejtmagba val6 bearamlasra utal. Ezzel
szemben a CRS szekvenciat tartalmazé GFP-Exonl0 magi importdinamikajat egy
minimalis emelkedésii, linearis FRAP gorbe jellemzi, amely szinte teljesen megegyezik a
vad tipusti moesin import gérbéjével.

A moesinen azonositott CRS szekvencia evolicids konzervaltiasgot mutat
A CRS evolucios konzervaltsaganak elemzése érdekében 12 fajban talalhato

crer

cres

erbsen konzervalt régié azonosithaté. A 22 aminosavbol 6t azonos az Osszes elemzett
szekvenciaban, mig tovabbi nyolc pozicioban hasonld kémiai tulajdonsagokkal rendelkez6
aminosavak talalhatdak, €s igy hozzajarulnak a nagyfoku konzervéacidhoz. Ennek a 22
aminosavbol allo rovid szakasznak a magas foku konzervaltsaga arra utal, hogy a CRS
valoban fontos része lehet a FERM doménnek, mivel szerepet jatszik a FERM domént
tartalmazo fehérjék sejten beliili lokalizaciojanak szabalyozasaban.
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EREDMENYEK ES KONKLUZIOK

A sejtmagi import FRAP technikaval bebizonyitottuk, hogy a Drosophila moesin
fehérje sejtmagi importja aktiv, szabalyozott folyamat. A sejtmagba vald bejutashoz a
moesin egy kéttagi NLS szekvenciat hasznal, amelyet korabban a laboratériumunkban
azonositottunk. A kiilonbdz6 fajokbdl szarmazé fehérjék NLS szekvencidinak tobbszords
illesztésével és Osszehasonlitdsaval kimutattuk, hogy a moesinben azonositott NLS
nagyfok evolicios konzervaltsagot mutat.

Bar tudjuk, hogy a moesin rendelkezik egy funkcionalis NLS-sel, a sejtek nyugalmi
allapotaban a fehérje foként a citoplazmaba lokalizalodik, ami arra utal, hogy az NLS
aktivitasa gatolt, szabalyozott. Az egyik lehetséges szabalyozasi mechanizmus szerint a
fehérje magporuson valo atjutasat a konformacioja szabalyozza. Azt talaltuk, hogy a moesin
nyitott és zart formaja egyarant képes bejutni a sejtmagba, azonban ugy tlinik, hogy a
sejtmagi importhoz az inaktiv, zart forma a preferalt.

Ezutan megvizsgaltuk, hogy az F-aktin kotése szerepet jatszik-e a moesin sejtmagi
importjanak szabalyozasaban, és arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a filamentaris és
monomer aktin mennyiségének aranya a sejtben nincs jelentds hatassal a moesin sejten
beliili lokalizacidjara.

Egy masik, szintén FERM domént tartalmazo fehérjében, a merlinben azonositottak
egy régiot, amely a fehérje citoplazmatikus visszatartasaért felelés. Amikor ezt a régiot
Osszehasonlitottuk a moesin megfeleld szakaszaval, nagyfoka hasonlésagot talaltunk.
Ennek a régionak a funkcionalitasat tobb modszerrel is vizsgaltuk. E kisérletek eredményei
mind azt az elképzelést tamasztottak ald, hogy a moesin rendelkezik egy miikodéképes
citoplazmatikus retencids szekvenciaval. Megvizsgaltuk ennek a CRS motivumnak a
konzervaltsagat is, és nagyfokt hasonldsagot talaltunk az illesztett szekvenciak kozott, ami
a CRS evolucios konzervaltsagara utal.

A disszertacioban bemutatott eredmények alapjan felallithatunk egy modellt a
moesin sejtmagi importjanak szabalyozasara. Eszerint a sejtmagi import indukcioja nélkiil
a moesin foként az interfazisos sejtek citoplazmajaban talalhato, mivel a fehérje sejtmagi
importja er6sen gatolt. Ez a gatlas tobb, egymassal parhuzamosan mik6d6é mechanizmus
révén valosul meg. Bizonyos esetekben azonban, mint példaul a sejt fokozott transzkripcios
aktivitasa, a moesin a sejtmagba szallitodik, ahol mennyisége viszonylag magas szintre
emelkedik. Ezt a megnovekedett sejtmagi importaktivitast valosziniileg a moesin stressz
altal kivaltott felszabadulasa okozza a CRS-t felismerd citoplazmas faktor kotédése alol,
ezaltal a moesin NLS-e hozzaférhetdvé valik az importin szamara, amely végiil a moesint
a magporus komplexen Keresztiil a sejtmagba szallitja.
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TAMOGATAS

Ezt a munkat az NKFIH (Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovaciés Hivatal)
tdmogatta a Nemzeti Biotechnoldgiai Laboratérium program 2022-2.1.1-NL-2022-00008
keretében.
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