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A kutatas el6zményeinek rovid osszefoglalasa

Az ERM (Ezrin-Radixin-Moesin) fehérjék a
sejtmembran alatt htizodo, un. kortikalis aktinhalozat és a
transzmembran  fehérjék  kozotti  kolcsonhatasok
kialakitdsaban vesznek részt, ezaltal fontos szerepet
jatszanak a  T-sejt  aktivacioban, a limfocitdk
utvonalakat befolydsolnak (Neisch és mstai., 2011). Az
utobbi években valt bizonyossd, hogy az ERM
fehérjecsalad tagjai, mas citoszkeletdlis fehérjékhez
hasonloan megtalalhatok a sejtmagban is (Batchleor és
mtsai., 2004; Vilmos és mtsai., 2009).

A csoportunkban kordbban végzett munka soran
megallapitottak, hogy a Drosophila melanogaster
egyetlen ERM fehérjéje, a Moesin megtaldlhaté a
sejtmagban is, illetve sejtosztddas soran kolokalizal az
aktin hal6zattal a mitotikus ors6 koriil (Vilmos és mtsai.,
2016). A laboratoriumunkban végzett vizsgalatok azt
bizonyitottdk, hogy a Moesin részt vesz az mRNS-ek
sejtmagbol torténd kiszallitdsdban. A Moesin ugyanis
kolokalizal a Rael és pABP export fehérjékkel az mRNP

komplexekben, valamint az mRNS exportban résztvevo



nup98 ¢és rael gének RNS interferenciaval torténd
csendesitése, mas mRNS export faktorokhoz hasonléan, a
Moesin sejtmagi halmozodasahoz vezet. Tovabbi
bizonyittk a Moesin fehérje mRNP komplexek
szallitasdban betoltott szerepére, hogy a fehérje
mennyiségének csokkentése mRNS felhalmozddast
eredményez a vizsgalt sejtek magjaban (Kristd és mtsai.,
2017).

Ugyanakkor az eddigi ismereteink a Moesin ¢és
egyeb citoszkeletalis fehérjék sejtmagi szerepérol foként
biokémiai megkozelitések eredményei, valamint a
Bloomingtoni kdzpontbol beszerezhetd Drosophila
torzsek nem alkalmasak a Moesin sejtmagi vizsgalatéra,
hiszen ezen transzgenikus vonalak eset¢ben a
citoplazmatikus funkciok is sériilnek. Ugy gondoljuk,
hogy az altalunk hasznalt modszerek és létrehozott
muslica vonalak alkalmazédsa lehetdvé teszi a Moesin

sejtmagi funkcidinak in vivo vizsgalatat.

Alkalmazott modszerek
Munkénk sordn a Moesin sejtmagi importjdnak

jellemzését S2R+ Drosophila embrionalis sejtkultira



sejtekkel végeztiik, melyeken a kiilonféle Moesin fehérje
formak magi halmozdodasat vizsgaltuk rael RNS
interferencia mellett.

A  Moesin sejtmagi funkcidjanak pontosabb
megismeréséhez a Drosophila melanogastert hasznaltuk
modellszervezetként. A CRISPR-Cas9 rendszerrel
eléallitott moe[NES] mutans legyekben megjelend
sterilitds és  fejlédési  rendellenességek miatt a
vizsgalataink  nagy  részé&t  embridkon, illetve
petefészkeken végeztiik, melyeken €16 mikroszkdopos
technikat, fixaldas wutani immunfestést, valamint
fluoreszcens in situ hibridizacioét alkalmaztunk. A
megfigyelt  fenotipusok  részletes  jellemzéséhez
transzgenikus  és  mutans  Drosophila  torzseket
hasznaltunk.

A kiilonféle DNS konstrukcidok és transzgenikus
muslica vonalak elkészitéséhez a hagyomanyos DNS
klonozasi technika mellett a SLIC (sequence and ligation
independent cloning), Gateway ¢és Gibson Assembly

modszereket alkalmaztuk.



Eredmények és kovetkeztetések

1. A sejtmagi transzport vizsgalata sordn bizonyitottuk,
hogy a Moesin aktiv importja egy konzervalt, kéttagu
nukledris lokalizacios szignal (NLS) révén valosul meg

(K279R280ILALCMGNHELYMR294RRK297).

2. Az NLS szekvencia kozelében a 292. és 300.
pozicidoban elhelyezkedd, vélhetéen foszforildlhato
tirozin (Y292) és treonin (T300) aminosavak szabalyzo
funkciojat vizsgaltuk oly moddon, hogy lecseréltiik
azokat allando foszforilacidos allapotot biztositd
aszparaginsavra, valamint nem foszforilalhat6 alaninra.
Eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy egyik
aminosav foszforilaciés allapota sem befolyasolja a
Moesin sejtmagi transzportjat, azaz sem a tirozin, sem

a treonin nem rendelkezik szabalyozo6 funkciéval.

3. A Moesin aktivacios dallapota ¢és importja kozotti
kapcsolatot tanulméanyozo kisérleteknél a konstitutivan
aktivnak tekintett Moe-Tss0D, valamint az inaktivnak
vélt Moe-TssoA fehérjéket hasznaltuk. Ezekben a
fehérje forméakban az aktivacioért felelds, 559.

pozicioban taldlhatd treonint lecseréltik allando



foszforilacidos  allapotot utdnzd aszparaginsavra,
valamint nem foszforilalhatdo alaninra. Az igy
létrehozott mutans fehérjék sejtmagi transzportjanak
vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a Moe-Tss9A-
GFP a vad tipushoz kozel hasonld aranyban
importaldédott a sejtmagba, mig a Moe-Ts50D-GFP
mutatta a legkisebb sejtmagi halmozodast. Ezek az
eredmények rdmutattak, hogy a Moesin foként inaktiv
formaban alkalmas a sejtmagi importra. Ugyanakkor a
Moe-Tss0D forma kisebb magi halmozdédasanak oka
nem feltétleniil a gyengébb importképesség, hanem
valdsziniileg inkabb az, hogy az aktivalt Moesin ¢és az
aktin citoszkeleton kozotti erds kapcsolatok gatoljak a
magi transzportfolyamatot. A Moesin inaktiv forméaban
is lezajlo importjat megerdsiti az a megfigyelésiink is,
hogy a foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat (PIP2)
kotésben gatolt, ezaltal aktivalodni képtelen Moe-KA
forma a vad tipussal megegyezd modon képes a

sejtmagban halmozddni.

. A szakirodalombdl ismert, hogy az altalunk azonositott

NLS egy feltételezett G-aktinkotd régio része, igy



megvizsgaltuk a monomer aktin szintnek a Moesin
importra gyakorolt hatasat is. A kisérletekkel
bizonyitottuk, hogy sem a Jasplakinolide kezeléssel
csokkentett, sem a polimerizaciora képtelen Rg3D aktin
forma termelésével megnovelt G-aktin mennyiség nem
befolyasolja a Moesin sejtmagi halmozodasat. Vagyis
az intracellularis G- és F-aktin szintek ardnyanak
nincsen szabdlyzd szerepe a Moesin sejtmagi
importjaban. Ugyanakkor ezen kisérletekkel még nem
zarhato ki teljesen az, hogy az aktin részt vesz a Moesin

sejtmagi transzportjanak folyamataban.

. A Moesin sejtmagi funkcidinak in vivo feltdrasara a
CRISPR-Cas9 rendszerrel olyan mutans Drosophila
torzset allitottunk eld, melyekben a moesin gént egy
nukledris export szignallal (NES) lattuk el, igy a
MoeNES fehérje a sejtmagbol torténd folyamatos
kiszéllitdsa miatt nem képes ottani funkcidit ellétni.
Ezzel vizsgalhatova valnak azok a véltozasok, melyek
a Moesin sejtmagi hianyabol addédnak. A NES
hasznalata azért volt indokolt, mivel a Moesin NLS

szekvencidjanak torlésével a sejtmagi funkciok



tanulmanyozasahoz sziikséges kozel Moesin-mentes

allapotot nem lehet elérni.

. A létrehozott mutins legyek altal mutatott
fenotipusokat oroklodési hatteriik szerint
csoportositottuk. A dominansan 6roklodd sterilitast, a
tergitelvaltozasokat, illetve részben az embriondlis és
larvalis letalitdst az anyai hatas miatt megjelend
fenotipusok ko6zé soroltuk, mig zigotikus eredetii
problémak a himek esetében azonositott csokkent
maszoképesség és €lethossz, tovabba a kiils6 ivarszerv
rotacidja. Szintén zigotikus hatteri a moe[NES]
himeknél ¢és ndstényeknél egyarant megfigyelt
csokkent hotlirés és részben az embrionalis, valamint
larvalis letalitas. Ezen tilmenden, a moe[NES] larvak
nyalmirigyeinek magjadban mRNS  halmozddast
mutattunk ki, mely a sejtmagi mRNS export sériilését
jelzi.

. Munkank egy részében olyan vizsgalatokat is
végeztiink, melyek valaszt adnak arra, hogy a
megfigyelt fenotipusokat a NES jelenlétébdl adodo

sériilt citoplazmatikus funkci6 vagy elmaradt aktivacio,



esetleg a CRMI transzport utvonal talterheltsége
okozza-e. Mivel ismert az, hogy a Moesin részt vesz az
aktin citoszkeleton kialakitdsadban, és ezaltal az anyai
hatasu faktorok normalis lokalizacidjaban,
megvizsgaltuk az aktin citoszkeleton szervezddésének
épségét, tovabba az anyai hatast faktorok eloszlasat
(oskar mRNS, Staufen ¢és Vasa-GFP fehérje) ¢és
mennyiségét (Vasa-GFP fehérje) a moe[NES] anyéak
ovariumaban. A kisérletek azt mutattdk, hogy a mutans
legyekben az aktin citoszkeleton szervezddése
normalis, €s az anyai hatast faktorok lokalizacidja
megfeleld. A moe[NES] ndstények embridiban mért
Vasa-GFP mennyisége, illetve eloszldsa szintén
megegyezett a vad tipust embriokban meért értékekkel.
Mindezeken tul megéllapitottuk azt is, hogy a MoeNES
sejtmagi exportja sordn hasznalt, a NES motivumot
felismer6 CRMI1  utvonal nincs  talterhelve,
megfeleléen miikodik, valamint hogy a MoeNES
fehérje aktivacidja és lokalizacioja a vad tipust
Moesinnel megegyezik. Ezen eredmények alapjan
elmondhat6, hogy a MoeNES fehérje, hasonldan a vad

tipusu Moesinhez, a citoplazmaban ellatja feladatait,



kovetkezésképp a mutansban megfigyelt fenotipusok

mindegyike a Moesin sejtmagi hidnya miatt alakult ki.

. Annak eldontésére, hogy a moe[NES] allatokban leirt
fenotipusok kialakitdsdban szerepet jatszhat-e a Moesin
sejtmagi hidnyabdl adodo sériilt transzkripcid vagy
mRNS szallitas, megszekvenaltuk a mutans néstények
petefészkeibdl izolalt teljes mRNS készletet. A
szekvenalasi adatok szerint a vizsgalt 13000 gén koziil
371 gén esetén emelkedett, mig 315 génnél csokkent a
transzkriptszint. A Flybase GO term adatbézisa alapjan
a megvaltozott aktivitdsi gének nagy része az
egyedfejlodésben, a transzkripcidban, valamint a
kornyezeti stimulusokra adott valaszreakciokban vesz
részt. A transzkripcios szint emelkedését mutato gének
kozott a megfeleld izommiikodés kialakitasahoz fontos
géneket, mint példaul a bt (bent), Mhc (Myosin heavy
chain), Mlcl (Myosin alkali light chain 1), Mic2
(Myosin light chain 2), Neurochondrin, up (upheld)
azonositottunk. A transzkriptszint csokkenését mutatod
gének kozott pedig hat hdsokk gént talaltunk (hsp70Aa,
hsp704b, hsp70Ba, hsp68, hsp26, hsp23), melyek



felelosek lehetnek a csokkent hotird képességért,

valamint hozz4jarulhatnak a sterilitas kialakulasdhoz.

9. A csoportunkban végzett korabbi munka alapjan a
Moesin minden bizonnyal részt vesz a hdsokk
indukalta transzkripci6 folyamatdban. Ezen eredményt
erdsiti meg az a megfigyelésiink, hogy a moe[NES]
legyekben  azonositott  Asp  gének  csokkent
transzkriptszintjei, valamint az ennek hatésara kialakult
héérzékenység a Moesin sejtmagi  hidnyanak a

kovetkeztében alakul ki.

Osszefoglalas és Kitekintés

A Moesin sejtmagi transzportjanak tanulmanyozasa
soran megallapitottuk, hogy a Moesin egy szabalyzott,
kéttagh NLS révén képes a sejtmagba jutni. Az NLS
azonositdsa utdn a Moesin sejtmagi transzportjanak
tovabbi vizsgalatat tervezziik oly modon, hogy a fehérje
importjaban szerepet jatszé transzportert azonositjuk a
jeloltekre tervezett RNS interferencia alkalmazasaval.
Korabbi munkénk sordn megallapitasra keriilt, hogy a
Moesin az NLS szekvencia hianydban nem képes

kiilonféle hatasokra (hdsokk, ekdizon, rael illetve nup98



RNS interferencia) sejtmagi halmozddasra. Ennek
megfeleléen tervezziikk olyan mutdns Drosophila vonal
létrehozasat, melyben a moesin génben az NLS
szekvenciat kodold régidt toroljik, és vizsgaljuk a
mutansokban  megjelend  fenotipusokat, = melyek
feltehetden a Moesin csokkent sejtmagi jelenlétébdl
adodnak majd.

A Moesin sejtmagi funkcidjdnak in  vivo
tanulmanyozasahoz 1étrehozott moe[NES] mutans
Drosophila vonal vizsgalata soran szamos fenotipust
megfigyeltiink. A késébbiekben ezek jellemzését ¢és
csoportositasat végeztik el, valamint vizsgaltuk a
megjelenésiik mogott meghtizddd okokat. A kapott
eredmények alapjan, a laboratoriumunkban korabban tett
megfigyelésékkel 6sszhangban megallapithattuk, hogy a
Moesin sejtmagi hidnya az mRNS szallitas, valamint a
transzkripcié hibajahoz vezet. Altalunk korabban igazolt
tény, hogy a Moesin hdésokk kezelés hatasara a
transzkripciondlisan aktivvd valo hdsokk géneken
halmozodik, ezért igy gondoljuk, hogy a isp gének idealis
jeloltek lehetnek a Moesin transzkripcidban betoltott

szerepének részletes tanulmanyozasara.



A moe[NES] legyekben megfigyelt dominans
sterilitds a NES motivum mellékhatdsa. Mivel dominans
hatast a dimerizacios képesség megvaltozasa valtja ki,
ezért a MoeNES fehérje molekuldris miikddésének
pontosabb feltérképezésére a dimerképzo tulajdonsagait
kell megvizsgalni, ami az ugynevezett micro scale
thermophoresis (MST) mérésekkel végezhetd el. Ezen
vizsgalatokkal eldszor kaphatunk majd képet a Moesin
dimerként betoltott funkciodirol. Ugyanakkor a MoeNES
citoplazmatikus funkcidinak tesztelése soran nem
talaltunk  bizonyitékot a fehérje citoplazmatikus
miikodésének sériilésére, igy joggal feltételezhetd, hogy a
megfigyelt domindns sterilitds kialakuldsa is a Moesin
sejtmagi mitkodésének, a sejtmagban kialakuld dimerek
funkcidjanak sériiléséhez kapcsolhatd. A MoeNES fehérje
dimerizacids vizsgalataival parhuzamosan folytatjuk a
dominans sterilitdst eredményezd ivarsejt elvesztés
okanak tovabbi tanulmanyozasat. Elsdsorban azt fogjuk
vizsgalni, hogy a polaris sejtekben a Vasa marker fehérje
eltinése apoptozis vagy az identitds -elvesztésének

eredményeként alakul-e ki.
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Nyilatkozat 1.

Alulirott, Dr. Vilmos Péter, kijelentem, hogy a
kozleményben (Bajusz Cs et al, Histochem Cell Biol. 2018
Sep;150(3), 235-244.: Nuclear actin: ancient clue to
evolution in eukaryotes?) megjelent eredmények
elérésében a jelolt, Bajusz Csaba jelentOs szerepet vallalt.
Kijelentem tovabba azt is, hogy mas jeloltnek nem adok ki
hasonl6 tartalmu nyilatkozatot azokrdl az eredményekrdl,

melyeket a jelolt fokozatszerzésében felhasznalt.

Dr. Vilmos Péter

Kelt: Szeged, 2020. 06. 30.



Tarsszerzoi nyilatkozat I1.

Alulirott, Dr. Vilmos Péter, kijelentem, hogy a
kozleményben (,,Kristo I et al, Biochimica et Biophysica
Acta - Molecular Cell Research 1864:10 pp. 1589-
1604.,16 p.(2017): The actin binding cytoskeletal protein
Moesin is involved in nuclear mRNA export.”) megjelent
eredmények elérésében a jelolt, Bajusz Csaba jelentOs
szerepet vallalt. Kijelentem tovabba azt is, hogy mas
jeloltnek nem adok ki hasonld tartalmt nyilatkozatot
azokrol az eredményekrdl, melyeket a jelolt

fokozatszerzésében felhasznalt.

Dr. Vilmos Péter

Kelt: Szeged, 2020. 06. 30.



