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1. BEVEZETES

1.1. Citoszkeletalis fehérjék a sejtmagban

A kozelmultban megjelent szamos tanulményban bizonyitdst nyert, hogy a
citoszkeletalis fehérjék jelentds része, koztiikk a tubulin, az aktin és aktinszerii fehérjék,
aktinkotd fehérjék és miozinok megtalalhatoak a sejtmagban is, ahol a DNS-hibajavitasban,
transzkripcidban, valamint kromatin atrendezd és transzport folyamatokban résztvevod

komplexek tagjaiként mitkodnek (Kumeta és mtsai, 2012) (1. tablazat).

Elsédleges . s g g o
YT Ty Sejtmagi kdtOpartner Sejtmagi funkcio
RNS pol. I/II/111;
transzkripcids faktorok; | transzkripcio; DNS
aktin citonlazma kromatin modosito és hibajavito
plaz atrendez6 komplexek; | folyamatok; mRNS
hnRNP; nuklearis transzport
lamina; NPC; stb.
nuklearis miozin sejtmag RNS pol. I/II transzkripcio
miozin I citoplazma RNS pol. II transzkripcio
miozin Va citoplazma
miozin Vb sejtmag RNS pol. 1 transzkripcio
miozin VI citoplazma RNS pol. 1T transzkripcio
kofilin citoplazma RNS pol. II transzkripcio
N-WASP citoplazma RNS pol II transzkripcio
transzkripcio; DNS
. kromatin atrendez6 hibajavitd
Arpd sejtmag komplex folyamatok;
kromatin médositas
transzkripcidé; DNS
. kromatin atrendez6 hibajavito
Arp5 sejtmag folyamatok;
komplex ,
kromoszéma
szegregacio
. kromatin atrendez6 transzkripcio;
Arp6 sejtmag komplex; HP1 kromatin modositas
transzkripcio; DNS
kromatin atrendez6 hibajavitd
Arp8 sejtmag komplex; mitotikus folyamatok;
kromoszémak kromoszéma
szegregacio
actinin-4 citoplazma kromatin dtrendezS transzkripcid
komplex
nesprin fehérick - lamin A/C; ERK1/2; szignaltranszdukcios
P ! Jimag PML-testek utvonalak
aSpecll citoplazma FANCA; FANCG; XPF DNS hibajavito
folyamatok
BSpeclVES sejtmag PML-testek PML-test kialakitas

1. tablazat Citoszkeletalis fehérjék sejtmagi funkcioi (Kumeta és mtsai, 2012).



1.1.1. Tubulin fehérjék

A tubulinok esetében hét kiilonbozd csaladot kiilonboztetiink meg: a-, B-, y-, 6-,
€-, (- ¢és m-tubulint, melyek kiilonb6z6 tubulin izoformakbol allnak. Az o és B tubulin
dimerek épitik fel a mikrotubulusokat, mig a y-tubulinok a centroszémak kialakitasaban,
1990-es és 2000-es években irtdk le; feltehetben a centriolumok és a bazalis testek
felépitésében jatszhatnak szerepet (McKean és mtsai, 2001). Emlosok esetében hat o és hét
B izoformat kiilonboztetink meg, melyek foként az N- és C-termindlis részeikben
kiilonboznek. A kiilonféle tubulin izoformék hatassal vannak a mikrotubulusok stabilitasara
¢s funkciojara (Akoumianaki és mtsai, 2009). Mar 1980-ban kimutattak, hogy a tubulinok
jelen vannak a sejtmagban is, ott a kromatinnal asszocialva talalhatok meg (Menko és Tan,
1980). Immunhisztokémiai vizsgalatokkal kés6bb megallapitottdk azt, hogy a f6 sejtmagi
tubulin a BII izoforma (Walss-Bass és mtsai, 2002; Xu és Luduena, 2002), illetve hogy a
tubulin koimmunprecipitalhat6 egy transzkripcios koaktivatorral, az ASC-2 fehérjével (Goo
¢és mtsai, 2003), és az aktivalt Notch1 (N1IC) receptorral (Yeh és mtsai, 2004). Ugyanakkor
azonban olyan kozlemények is napvildgot lattak, melyek vitatjdk a tubulin normal
koriilmények kozotti sejtmagi lokalizacidjat és funkciojat. Az ezekben megfogalmazott f6
kritika az, hogy a tubulinokat tumoros sejtvonalak magjaiban vizsgaltak, mig a normal sejtek

magvaiban nem sikeriilt 6ket kimutatni (Walss-Bass és mtsai, 2002).

1.1.2. A sejtmagi aktin

Az aktin fehérjék az aktinszerii €s a hdsokk fehérjékkel (pl. Hsp70), valamint egyes
enzimekkel (pl. hexokindz), tovabbd ATP kotésére képes prokaridta fehérjékkel (pl. FtsA,
MreB, ParM) egyiitt alkotjak az aktin szupercsaladot (1. abra) (Kabsch és Holmes, 1995). A
csalad els6 képviseldjének megjelenése a baktériumok, archeak €s eukariotak kozos dsében,
tehat még joval a sejtmag megjelenése eldtt valdszinisithetd (Erickson, 2007; Bajusz és
mtsai, 2018). Az aktin szupercsaldd tagjainak legfontosabb feladata a polimerizacids
képességiik révén a citoszkeletalis mikrofilamentum rendszer kialakitdsa, igy ennek

megfelelden részt vesznek a sejtalak fenntartasdban é€s a sejtosztédasban (Erickson, 2007).



1. abra Az aktin és az eukariota, valamint prokariota aktinszeriu fehérjék
kozotti térszerkezeti hasonlésagok (Bajusz és mtsai, 2018).

Az aktin az eukaridta sejtek egyik legnagyobb mennyiségben és legaltalanosabban
eléforduld fehérjéje. Az evolucid soran a gerincesekben az aktinnak hadrom {6 izoformaja
alakult ki (alfa, béta, gamma izotipusok), melyeket expresszios helyilik alapjan tovabbi
alcsoportokra oszthatunk (Pollard, 2001). Az alfa izoformak az izomrostok kialakitasaban
vesznek részt, mig a béta és gamma tipusu aktinok minden sejtben termelddnek és foként a
citoszkeletalis vazrendszer kialakitdsaban vesznek részt. Az egyes izoformdk aminosav
szekvenciaiban nagyfoktl hasonlosdg figyelhetd6 meg. A szekvencidban megjelend

kiilonbségek foként a fehérjék N-terminalis részét érintik (2. abra) (Perrin €s Ervasti, 2010).

Qi -aktin C-
Beito,-aktin C-
Qy4zizom spec. -aktin C-
QAszivizom spec. -aktin C -
Qgimaizom spec.-aktin C -
Ysimaizom spec,-@Ktin C-

O oo o0ooo

V-1 -
-V-V-
-V-C-
-V-C-
-V-C-
-V-C-

> > > > > >
— e

2. abra Az aktin izoformak szekvenciai kozotti kiilonbségek.
Az izom- és a citoszkeleton-specifikus aktin tipusok kozotti kiilonbségek pirossal, mig a
két citoszkeletalis izoforma kozotti eltérések sargaval vannak jeldlve
(Perrin és Ervasti, 2010).



Az aktin sejtmagi jelenlétét els6ként Ohnishi és munkatarsai mutattdk ki biokémiai
moddszerekkel szarvasmarha timocitak izolalt sejtmagjaiban 1963-ban (Ohnishi és mtsai,
1963). A kor tudomanyos kozvéleménye az eredményeket miterméknek gondolta, mivel a
citoplazmaban nagy mennyiségben jelenlévo aktin szennyezhette a sejtmagi izolatumot. Az
aktin sejtmagi jelenlétének vizsgalatat nehezitette az a tény is, hogy sokaig nem alltak
rendelkezésre sem megfeleld mikroszkdpos modszerek, sem az aktint jelold érzékeny festési
eljarasok, melyek lehetévé tették volna a nuklearis aktin tanulmanyozasat. Késobb, a 90-es,
de foleg a 2000-es években a fejlettebb vizsgalati mdodszerek megjelenésével, a fluoreszcens
mikroszkopos €s biokémiai megkdzelitésekkel bizonyossd valt a sejtmagi aktin Iéte.
Specifikus ellenanyagok és in. nanobody-k alkalmazasaval kés6bb mar nem csak G-aktint,
hanem filamentaris aktin strukturdkat is sikeriilt lathatova tenni a sejtmagban
(Schoenenberger és mtsai, 2005). McDonald és munkatarsai ,,fluorescence recovery after
photobleaching” (FRAP) vizsgélatokkal azt is bizonyitottak, hogy az aktin a sejtmagban két
frakciora oszthatd: egy mobilis €s egy kevésbé diffuz, immobilis frakciéra (McDonald és
mtsai, 2006).

Ma mar a sejtmagi és a citoplazmatikus aktin készletek kozotti kapcsolat jol
jellemzett. Maga az aktin fehérje ugyan nem tartalmaz sejtmagi lokalizacids
szignalszekvenciat (Hofmann, 2009), &m monomer formaban a kofilin és az Importin9
fehérjékkel kapcsolodva hatékonyan képes a sejtmagba szallitodni (Dopie és mtsai, 2012).
A sejtmagbdl a citoplazmaba iranyuld transzportja pedig az aktin két, leucinban gazdag
exportszignalja révén valosul meg. EmlOsok esetében a sejtmagi export az Exportinl
segitségével, illetve a profilin és Exportin6 fehérjékkel alkotott komplex forméjaban torténik
(Falahzadeh és mtsai, 2015).

Az elmult masfél évtizedben az aktin sejtmagi funkcidira irdnyuld vizsgéalatok
feltartak, hogy a fehérje szinte minden alapvetd sejtmagi folyamatnak fontos szerepldje. Igy
példaul szamos tanulmany bizonyitja, hogy az aktin a kromatint mddositd és atrendezo
komplexek része (Blessing és mtsai, 2004), és hogy jelen van a NuA4 (hiszton
aciltranszferaz) kromatin modositd, illetve az INO80, SWI/SNF, SWR1 kromatin atrendez6
komplexekben (Knoll és mtsai, 2018), ezaltal kozvetleniil részt vesz a kromatin
modositasanak és szerkezetének a szabalyozasaban (Kapoor és Shen, 2014).

A sejtmagi aktin DNS-hibajavitisban betdltott szerepére utal, hogy sejtmagi
mennyiségének csokkenésével a DNS karosodasok gyakorisdga megemelkedik (Belin és
mtsai, 2015). DNS kérosodas hatasara aktin palcak kialakuldsat figyelték meg a sejtmagban,

ugyanakkor filamentaris aktin képzdédést mas koriilményekkel is (hdstressz, Latrunculin



vagy DMSO kezelés, illetve virusfertdzes) sikeriilt indukélni a sejtmagban (Kalendova ¢és
mtsai, 2014). Az is bizonyitast nyert, hogy az F-aktin nukleacidban szerepet jatsz6 Formin2
¢s Spirel/2 fehérjék magi jelenléte is nélkiilozhetetlen a DNS karosodas soran 1étrejovo
nuklearis aktin struktirak kialakuldsahoz (Belin és mtsai, 2015).

Az aktin és a transzkripci6 kozotti kapesolatrol egy 1979-es tanulméany szdmolt be
els6ként. Smith és munkatarsainak sikeriilt az RNS polimeraz II-vel egytitt izoldlni monomer
aktint nyalkagombabol (Physarum polycephalum) (Smith és mtsai, 1979). A késébbiekben
masok kimutattdk, hogy az aktin a tobbi RNS polimerdzzal is koimmunprecipitalhato
(Percipalle és Visa, 2006), tovabba, hogy aktin hianyaban a preiniciacidos komplex nem
szerelodik 6ssze (Hofmann és mtsai, 2004), és aktin sziikséges a génatiras inicidcios és
elongécios lépései kozotti atmenethez is (Percipalle, 2013). Ugyanakkor fontos megemliteni,
hogy az aktin nem csak a transzkripcidos komplex részeként vesz rész a géndtirds
szabalyozasaban. Az SRF (Serum Response Factor) ttvonal altal szabalyozott gének
aktivacidja a monomer és polimerizalt aktin aranyéan, valamint a sejtmagi és citoplazmatikus
aktin készletek kozotti dinamikus kapcsolaton alapul. A szérum stimulus altal indukalt aktin
polimerizacié kovetkeztében a MAL fehérje (Myocardin-related transcription factor A) és a
G-aktin kozotti kapesolat a lecsokkent monomer aktin szint miatt nem képes kialakulni. A
MAL az igy szabadda valoé nuklearis lokalizacios szignalja (NLS) révén bejut a sejtmagba,
ahol az SRF transzkripcios faktorral egyiittmiikddve aktivéalja a célgéneket. Emelkedett G-
aktin szint esetén a MAL ¢és a G-aktin alkotta dimerek kialakuldsa miatt a MAL fehérje
felszinén levé NLS szekvencia hozzaférése megsziinik, igy az nem képes a citoplazmébol a
sejtmagba szallitddni (Guettler €s mtsai, 2008). A legutobbi idokben kideriilt, hogy az
aktinnak a MAL fehérje esetében leirt szabalyoz6 mechanizmusa nem egyedi, a YAP/TAZ
transzkripcids faktorok aktivitdsat is ugyanez a mechanizmus szabalyozza (Wesolowska és

Lenart, 2015).

1.1.3. Aktinszerii fehérjék (Actin related proteins — Arps)

Az aktinhoz hasonldan szamos aktinszeri fehérje is megtalalhaté a sejtmagban.
Szerkezetiik az aktinéval egyezden négy konzervalt doménbdl és a kozponti ATP-kotd
zsebbdl all. A doméneken beliil specifikus aldomének kiilonithetdk el, melyek az adott
aktinszer( fehérjére jellemzo strukturak (Oma és Harata, 2011). Az aktinszerli fehérjék ¢€s

az aktin kozott fennallo szerkezeti azonossag ellenére nagyfoku szekvencialis kiilonbségek



figyelhetok meg kozottik. Az egyes aktinszeri fehérjék és az aktin kozott 38-69%-os

hasonléség all fenn (Dion és mtsai, 2010).
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3. abra Aktinszeri fehérjéket tartalmazoé kromatin médosit6 és atrendezo faktorok
élesztében és emberben (Kristd és mtsai, 2016).

Mind ¢lesztd gombdkban, mind emberben az aktinszeri fehérjék egyéb sejtmagi
funkcioik mellett (Kristd €s mtsai, 2016) a kromatin modosito €s atrendezd komplexeknek
is tagjai (3. 4bra). Erdekes megfigyelés, hogy az Arp6 az SWRI kromatin atrendezd
komplextdl fiiggetlen modon is képes a kromoszomakhoz kapcsolédni (Oma és Harata,
2011). Az Arp2 és Arp3 fehérjék ugyanakkor egyetlen kromatin modositd €s atrendezd
komplexnek sem tagjai, f6 funkcidjuk az RNS polimeraz II altal atirt gének szabalyozasa

(Yoo és mtsai, 2007).

1.1.4. Aktinkoto fehérjék a sejtmagban

Az aktin sejtmagi funkcidjanak jelentdségét tovabb erdsiti az a tény is, hogy az
aktinkotd fehérjék, melyek f6 funkcidjukbdl addddan (F-aktin strukturdk fenntartasa,
szabalyozéasa) nagyobb mennyiségben a citoplazmaban taldlhatok meg, egy részérdl mara
mar bizonyitast nyert a sejtmagi lokalizaciojuk. Az elsd, sejtmagban is eléfordulé miozin
izoforméat Pestic-Dragovich és munkatérsai irtak le 2000-ben (Pestic-Dragovich és mtsai,
2000), mig a spektrin motivumot tartalmazé fehérjék sejtmagi lokalizacidjat késdbb szamos
kutatds bizonyitotta (Kumeta és mtsai, 2012). Az Ezrin, Radixin, Moesin (ERM) fehérjek

sejtmagi jelenlétét elsoként Batchelor ¢s munkatarsai igazoltak (Batchelor és mtsai, 2003).



1.1.4.1. A Miozin fehérjek

A Miozinok az aktin-alapi mozgasban szerepet jatszé motorfehérjék, melyek a
mozgashoz sziikséges energiat az ATP hidrolizisébdl fedezik. Napjainkban bizonyitotta valt,
hogy a kiilonféle Miozin izoformak az aktinhoz hasonldéan szintén megtalalhatok a
sejtmagban (De Lanerolle, 2012). Az elsOként leirt sejtmagi Miozin a nuklearis Miozin |
(NMI) (Pestic-Dragovich és mtsai, 2000), mely részt vesz az RNS polimeraz II altal atirt
gének transzkripcidjaban (De Lanerolle, 2012), illetve a riboszomalis gének atirasaban
(Philimonenko és mtsai, 2004). A késébbiekben szamos mas Miozin izoforma sejtmagi
lokalizacioja is bizonyitast nyert (1. tadblazat) (De Lanerolle, 2012). A Miozin Il az ICAM-1
(Intercellular Adhesion Molecule 1) gén esetében a preinicidciés komplex
Osszeszerel6désében (Li €s Sarna, 2009), mig a Miozin Va az RNS érésében jatszik szerepet
(Pranchevicius ¢és mtsai, 2008). A Miozin Vb izoforma a sejtmagvacskakban az aktinnal
egylitt az RNS polimeraz I transzkripcios komplex tagja (Lindsay és McCaffrey, 2009), a
Miozin VI pedig hasonléan az NMI-hez, részt vesz az RNS polimeraz II irdnyitotta
génkifejezOdésben (Vreugde és mtsai, 2006). Az eddig felsoroltakon tul egyéb Miozin
1izoformakat is azonositottak a sejtmagban, melyek a sejtciklus szabalyozasdban vesznek
részt (Miozin XVI), vagy feltehetéen tumor szuppresszor hatassal birnak (Miozin MVIII)
(De Lanerolle, 2012).

1.1.4.2. Spektrin motivumot tartalmazo fehérjék

Szerkezetiik ko6zds jellemzdje az evolicidsan konzervalt, egyes prokaridta és
eukariota fehérjékben egyarant megtaldlhatd, harom alfa hélixbdl felépiild spektrin
motivum. Ezen tipust fehérjék a spektrin doménjeikkel képesek keresztkotni az aktin
filamentumokat, igy kiterjedt aktin haldzatot, illetve kotegeket hoznak létre a citoplazmaban.
A sejtmagi folyamatokban szerepet jatszd spektrin doméneket tartalmazé fehérjék funkcioit
a 4. abra foglalja 0ssze. A Muscle A kindz (mAKAP) a sejtmag membranjdhoz koti a
Ryanodine (RyR) receptort, melynek aktivitasat is szabalyozza a protein kinaz A-val (PKA)
egyiittmiikédve (Young és Kothary, 2005). Az alfa spectrin II (aSpecll) esetében pedig
kimutattdk a DNS hibajavitdsban szerepet jatszO FANCA (FA) és XPF fehérjékkel a
kozvetlen kapcsolatot (Sridharan és mtsai, 2003). A béta spectrin IVES (BSpecIVZS) a
promielocitas leukémia-testekben (PML) lokalizalodik (Young és Kothary, 2005), mely

szerepet jatszik a DNS replikéacioban, valamint a hibajavito mechanizmusokban, tovabba a
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transzkripcid szabalyozéasaban (Borden, 2002). A Nesprin kiilonféle izoformai pedig az aktin
filamentumokkal (MF), valamint a laminokkal és az emerinnel (EM) alakitanak ki

kapcsolatot (Sridharan és mtsai, 2003).
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4. abra Spektrinszeri fehérjék a sejtmagban (Young és Kothary, 2005).

1.1.4.3. Az ERM fehérjék

Mar Batchelor és munkatarsai 2003-ban kimutattdk, hogy a human Ezrin és Moesin
megtalalhatok a sejtmagban, ugyanakkor magi funkcidjuk ekkor még tisztdzatlan maradt
(Batchelor és mtsai, 2003). Késdbb, a Drosophila Moesin (Moe) vizsgalata kapcsan lett
vilagos, hogy az ERM fehérjék részt vesznek az mRNP komplexek sejtmagbdl torténd
kiszallitdsaban (Kristo és mtsai, 2017).

Az ERM fehérjecsalad tagjai (Ezrin, Radixin, Moesin) kozott evolicidsan
konzervalt, nagyfoku hasonlosag figyelheté meg. Az ERM fehérjék jelentdségét jelzi, hogy
alacsonyabbrendli éldlényekben (csalanozok, fonalférgek, izeltlabuak) is megtalalhatok
(Fiévet és mtsai, 2006). A fehérjék a 4.1 szupercsaladba tartoznak, melyeknek k&zos
sajatsaguk, hogy rendelkeznek egy megkozelitéleg 300 aminosavbol allo FERM doménnel
(Four-point-one, Ezrin, Radixin, Moesin). A FERM-domén hirom alegységbdl épiil fel,
melyek egyiitt egy 16here alaku struktirat alakitanak ki. A domén szerkezeti hasonlosagot
mutat az ubiquitinnel és az acyl-CoA kotd fehérjével (Fiévet €s mtsai, 2006). Az ERM
fehérjéket az N-terminalis FERM doménen kiviil a fehérjék kozépso részén talalhato alfa

helikalis szerkezettel rendelkezd flexibilis régio, valamint egy C-terminalis, F-aktint koto
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domén épiti fel (5. abra) (Maniti és mtsai, 2012). K6zds tulajdonsaguk tovabba, hogy kétféle
térszerkezeti allapotban, egy zart, inaktiv és egy nyitott, aktiv konformacioban fordulnak
eld. A zart térszerkezetet a fehérjék FERM- ¢és aktink6té doménjei kozott kialakuld
kolcsonhatas biztositja. A termindlis doméneken keresztiili megvalosuldo kapcsolat
ugyanakkor lehetdséget biztosit az ERM fehérjék dimerizaciojara is. gy elmondhat6, hogy
az inaktiv konformacids allapot intra- és intermolekularis kdlesonhatasok eredményeképpen

is kialakulhat (5. abra) (Clucas és Valderrama, 2014).

dimer ERM formak

POCKET PATCH kotéhely
kotohely -

aktivalt — _\ m‘:]

ERM
fehérje

FERM Alfa helikalis Aktinkoto
domén régio domén

5. abra Az ERM fehérjék szerkezete.

Az ERM fehérjék aktivacidja, és az ennek soran bekovetkezd térszerkezeti
valtozéasok jol ismertek (Ben-Aissa és mtsai, 2012). Az aktivaci6 elsd 1épéseként az ERM
fehérjék megkotik a membranba agyazott fosztatidil-inozitol-4,5-biszfoszfatot (PIP2). A
kotésért a FERM harmadik alegységében talalhatd, ugynevezett PATCH (Drosophila
Moesin esetében a 254-255., és 263-264. lizin) régi6 a felelés (5. adbra). Az aktivalodas
tovabbi lépéseként a PIP, és PATCH régio kozott fennalldé gyenge kolcsonhatés
megsziinésével a PIP, athelyezddik a szintén FERM doménen taldlhato, un. POCKET
(Drosophila Moesin esetében 61., 64. és 279. lizin) kétohelyre. A POCKET-PIP; kozott
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1étrejott erds kotddés a fehérjék aktiv, nyitott konformaciojat eredményezi, mely a C-
terminalis aktink6té doménben taldlhato treonin (Drosophila Moesin esetén 559. treonin)
foszforilalodasaval stabilizalodik (6. abra). Az evolucidsan konzervalt treonin aminosav

foszforilalasat a Polo kinaz-kindz 1 (slik) végzi.

/ CD43, CD44, ICAM-1,ICAM-2, NHE- \
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6. abra Az ERM fehérjék aktivacioja.

Az ERM fehérjék kozotti nagymértékli hasonlosag foként a FERM- és az aktinkoto
doménekre korlatozodik (7. abra). A tagok kozott fennallo nagyfoki hasonlosag tényét
tovabb erdsiti az a megfigyelés is, hogy az egyes ERM fehérjék bizonyos funkcidikban
atfednek (Louvet-Vallée, 2000) egymassal.

1 320 497 586
Ezrin I FERM domain l o.domain | C-ter %"—al 100%
N-ERMAD C-ERMAD
H 1 320 496 583
S .
Radixin | 87% ] 60% | 69% =| 76%
1 320 490 577
Moesin | 86% ] 51% | 68% =| 73%
1 321 481 575
Dm | Dmoesin | 78% ] 24% | 51% =| 57%
1 321 473 563
Ce | ERM-1 | 76% ] 21% | 44% | 55%

7. abra Az ERM fehérjék doménjei kozti hasonlosag mértéke.
Hs: Homo sapiens, Dm: Drosophila melanogaster, Ce: Caenorhabditis elegans
(Fiévet és mtsai, 2006).
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Az ERM fehérjék f6 funkcidja a sejtek membranja alatt huzodd sejtkortex
szervezésében nyilvanul meg. Az aktivalt fehérjék az aktinko6to- €és FERM-doménjeik révén
keresztkotéseket képesek kialakitani az aktin citoszkeleton és a sejtmembran szamos
fehérjéje kozott. Ebbdl kovetkezden fontos szereppel birnak a kiilonféle jelatviteli
utvonalakban, valamint intenziv citoszkeletalis atrendezddésekkel jaro folyamatokban

(McClatchey, 2014).

1.1.4.3.1. A Drosophila Moesin fehérje

Az ERM fehérjék kutatdsdban az ecetmuslica ideédlis modellszervezet, mivel a
Drosophilaban a csaladnak minddssze egyetlen képviseldje taldlhatdé meg. Az egyes
fajokbol szarmazé ERM fehérjék szekvenciainak Osszehasonlitasai azt mutatjak, hogy a
Drosophila egyetlen ERM fehérjéje az emlés ERM fehérjék mindharom képviseldjével
hasonlosdgot mutat (7. dbra). Az emlds6k Moesin fehérjéinek sajatossdga azonban az alfa
helikélis rész és az aktink6td domén kozott elhelyezkedd, prolinban gazdag régid hidnya,
mely szakasz a Drosophila ERM fehérjében sem taldlhaté meg. Ennek megfeleléen nevezték
el a muslica ERM fehérjét Moesinnek (Polesello €s mtsai, 2002).

A Drosophila Moesint kodold gén a Drosophila X kromoszomajan a 8B4-8B6
citologiai pozicioban talalhat6. A gén 14 exonbol all, melyekrdl 13 mRNS valtozat irodik
at, s amelyekrdl 7 kiilonbozd fehérje képzddik. Az egyes izoforméak szekvencidinak
illesztése soran megallapithato, hogy a kiilonbségek foként a transzkriptek 5° €és 3 végét,
illetve a fehérjevaltozatok N-terminalis részét érintik.

A moesin gén Drosophilaban mar az egyedfejlédés korai szakaszaban kifejezddik,
hidnya letalitast okoz. A Moesin megfelelé miikddése nélkiilozhetetlen a petesejt aktin
halozatanak épségéhez és megfeleld miukodéséhez, igy ezaltal tobbek kozott az oskar mRNS
megfeleld lokalizaciojahoz is (Polesello és mtsai, 2002; Jankovics és mtsai, 2002). Az oskar
mRNS egy anyai hatast faktor, mely fontos szereppel bir a petesejt anterior-poszterior
tengelyének a kialakitdsaban, valamint az ivarsejtek fejlodésében. A Moesin citoplazmatikus
funkcidinak sériilése esetén, a normal koriilmények kozott a poszterior poluson jellegzetes
félhold alakban elhelyezkedd oskar mRNS a vad tipustol eltérd, szétterjedt, illetve a
poszterior polustdl tdvol esd lokalizaciés mintdzatot mutat.

A fehérje legnagyobb mennyiségben a citoplazmaban, féleg a sejtkéreg teriiletén
talalhatd, de az utdbbi években végzett kutatdsok megallapitottdk, hogy a Moesin a

sejtmagban is jelen van. A Moesin sejtmagi jelenlét passziv elhatarolédas eredményeként, a
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mitozis végén bekovetkezd magmembran Gjjaszervezddés soran alakul ki (Vilmos és mtsai,
2016). A sejtmagba zarodott Moesin az interfazis alatt részt vesz az mRNP komplexek
sejtmagbdl torténd kiszallitasdban, melyre bizonyitékként szolgal az, hogy kolokalizal a
Rael és pABP mRNS export fehérjékkel az mRNP komplexekben. Illetve az mRNS
exportban szerepet jatszd nup98 és rael gének csendesitése esetén a Moesin magi
halmozodasa figyelheté meg, mig a moesin RNS interferencidval torténd csendesitése az

mRNS-ek magi felhalmozodésat okozza (Kristo és mtsai, 2017).

A citoszkeletalis fehérjék sejtmagi funkcioinak vizsgalata

A citoszkeletalis fehérjék sejtmagi szerepérdl nyert ismereteink foként biokémiai
megkozelitések eredményei, igy a sejtmagi funkcidik élettani jelentdségérol csak kozvetett
adataink vannak. Més fajokhoz hasonloan a Bloomingtoni Drosophila térzskdzpontbol
beszerezheté mutans és RNSi Drosophila torzsek nem alkalmasak a citoszkeletalis fehérjék
sejtmagi aktivitdsanak vizsgalatdra, mert ezen vonalak esetében a vizsgalt fehérjék
citoplazmatikus funkciéi éppugy sériilnek, mint a sejtmagiak. Ugy gondoljuk azonban, hogy
a jelen dolgozatban leirt, altalunk kidolgozott modszer és 1étrehozott Drosophila vonalak
lehetove teszik az ERM fehérje, a Moesin sejtmagi aktivitdsdnak a citoplazmatikus
funkci6itol elkiilonitett, in vivo vizsgalatdt. Ezek hasznalatdval sikeriilt arra a kérdésre

valaszt kapnunk, hogy mi a jelentésége a Moesin sejtmagi jelenlétének.
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2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. Drosophila melanogaster Keresztezések és modszerek

A Drosophila torzseket normdl taptalajon, 25 °C-on tartottuk fenn. A
moe[NES]DsRed mutans vonalak 1étrehozasdhoz hasznalt w!!'8; PBac{y[+mDint2]=vas-
Cas9}VK00027 (No. 51324) torzset a Bloomingtoni Drosophila torzskdzpontbdl szereztiik
be. A DsRed markergén eltavolitasahoz hasznalt prn®,w"; hs(Cre),CyO/hs(flip),Sco torzs,
illetve az XAX/Y;+/+; RecA-B/TM6,Sb genotipusu, kapcsolt X kromoszémat hordozé
alaptorzs Sipos Laszl6 (SZBK) laboratoriumabdl szarmazott. A CRM1 transzportutvonal
épségét célzo vizsgalatokhoz hasznélt w'!'8; PBac/Med-GFP.FLAG}VK00037 (No. 42278)
vonalat a Bloomingtoni térzskdzpontbol rendeltiik. Az oskar mRNS valamint a Staufen
fehérje lokalizacigjanak tanulmanyozasahoz haszndlt oskarMS,MS2-GFP/TM3 ¢és
w,P{w+ matTub4:GFP-Staufen}; stau[D3]/CyO torzseket Daniel St Johnstontol (University
of Cambridge, UK) kaptuk. A genitalia rotacio jellegének meghatarozasdhoz hasznalt
UASp>MoeKN/TM3,Sb,Ser, illetve az UASp>MoeTss0A és az UASp>MoeTssoD torzsek
Francois Payre (Paul Sabatier Université, Toulouse, Franciao.) laboratoriumabol
szarmaznak. A Vasa fehérje lokalizacidjanak tanulmanyozasahoz hasznalt +/+; vasaAID-
GFP; +/+ torzs, valamint a transzpozonok vizsgélatdhoz hasznalt UAS>Dcr-2(X),hs-hid(Y);
NGT-Gal4; nos>Gal4-VP16,n0s>NLS-GFP_lacZ-vas-3'UTR_burdock-target [attP2]/TM3,
Ser és az UAS>Dcr-2(X),hs-hid(Y); NGT-Gal4-VP16; nos>GFP _lacZ HetA/Ser, és UAS-
sovRNSi[3-2] torzseket Erdélyi Miklds laboratériuma bocsatotta rendelkezésiinkre. A
moe[NES] mutacié validalasdhoz és jellemzéséhez hasznalt altalunk eldallitott UAS torzsek
a kovetkezdk voltak: UASp>Moe-Venus, UASp>Moe-V5, UASp>Moe-HA, UASt>Moe-
NES-GFP/TM3. Az UAS promoterek meghajtasahoz az act5C>Gal4/CyO-GFP torzset
hasznaltuk, melyet a Bloomingtoni Drosophila torzskdzpontbol beszerezhetd
v w'; P{Act5C-GAL4}25F01/Cy0, y* (No. 4414) genotipust vonalbol allitottunk eld a
balanszer kromoszoma lecserélésével. A moesin allélok teszteléséhez a moe[PG26]/FMO
moesin null mutans torzset hasznaltuk, melyben a Gal4 forras kifejez0dését a moesin
promotere szabdlyozza. A torzset Francois Payre bocsatotta a rendelkezésiinkre. A
moe[NES] legyekben megjelend fenotipusok hatterének meghatarozasahoz a kapcsolt X
kromoszémakat tartalmazd moe[NES] torzsben jelenlévd Y kromoszomat lecseréltiik a

moesin gént ¢és kornyezetét transzlokdcido formaban tartalmazé Y kromoszomara. A
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keresztezéshez hasznalt Dp(1,Y)619, y[+] B[S]/w/[1] oc[9]/C(1)DX, y[1] f]1] (No. 108358)

torzset a Kyotoi Drosophila torzskdzpontbdl szereztiik be.

2.1.1. A moe|NES]DsRed mutans vonalak létrehozasa

A muténs generaldsahoz az elkészitett donor konstruktot a guide RNS-ekkel (gRNS)
egyiitt injektaltuk w, vasa>Cas9/TM6,Tb genotipusti embridkba. Az injektalt elegyben az
egyes komponensek koncentracidi a kdvetkezok voltak: donor konstrukt = 556,67 ng/ul,
Cas9 2 gRNS = 149,083 ng/ul, Cas9_3 gRNS = 142,4 ng/ul. A donor konstrukt és a gRNS-
ek injektalasahoz 30 perces, 25 °C-on, sotétben torténd petéztetést kdvetden Osszegylijtottiik
az embridkat. Kovetkezd 1épésként az embridkat 2,5 percig hipoban dekorionaltuk, majd
agarkockan ecsettel egymas mellé sorba rendeztiikk. Ezutdn heptdnos ragasztoval bevont
fedolemezre athelyeztilkk az embridkat, végiil Voltalef olajjal lefedtik. Az embridkat
mikroszkép alatt, 18 °C-on, kapillaristiivel injektaltuk. Az injektdlds utdn 24 oOréval a
larvakat normdl Drosophila tdptalajra helyeztiik. A kikeld legyeket FM6w™ balanszer
kromoszomat hordozé himekkel kereszteztiik (8. abra). A donor konstrukt beépiilésének
nyomon kovetését a vektoron jelenlévo, eltdvolithato, a szemben piros fluoreszcenciat okozo

markergén (DsRed) tette lehetdveé.

W1118l vasa > Cas9 W1118_ vasa > Cas9
wlli8’  TMe6, Sh ® Yy '’ TM6,Sb
Injektalds
wilis ~vasa > Cas9 FM6w~ +
w1118 moe[NES|DsRed’  TM6,Sh Yy ' F
w, " "% moe[NES]DsRed ~ + FM6éw~ +
FM6w~ * TM6,Sb v 7

8. abra A moe|NES|DsRed vonalak megalapitasa.
A moe[NES]DsRed torzs megalapitasahoz a piros fluoreszcensen vilagité szemi
néstényeket (W' /w8 moe[NES]|DsRed; vasa>Cas9/TM6,Sb) kereszteztiik FM6w
balanszer kromoszoémat hordozé himekkel a torzs megalapitasahoz.
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2.1.2. A DsRed markergén eltavolitasa

A moe[NES]|DsRed/FM6w™ vonalak megalapitdsat kovetéen a szemspecifikus
kifejez6dést biztositdé 3PX3 promoterrel szabalyozott DsRed markergént helyspecifikus
rekombinaciéo segitségével eltavolitottuk. A marker eltavolitisdhoz a pra®w';
hs(Cre),CyO/hs(flip),Sco torzset hasznaltuk. Azokban a himekben illetve ndstényekben,
melyek egyszerre hordoztdk a moe[NES]DsRed, valamint a Cre rekombindz génjét, a
markergént a 25 °C-on is kifejez6d6 Cre rekombinaz eltavolitotta. Ezekbdl az allatokbdl az
FM6w™ balanszer kromoszomat tartalmazé himekkel, illetve ndstényekkel torténd

keresztezéssel két 1épésben stabil torzseket alapitottunk (9. abra).

w, 18 moe[NES|DsRed + ? prntS, w* hs(Cre),Cy0

FMé6w- "+ Y " hs(Flip),Sco
FL Y hs(Cre),Cy _ FMéw~ +
" w,1118 moe[NES]DsRed’ + wllls 4
F2. FMéw~™ FMé6w™
" w1118 ;moe[NES] Y

9. abra A DsRed markergén eltavolitasa.
A markergén eltavolitasahoz azokat a himeket, melyek egyszerre hordozzak a
moe[NES]DsRed, valamint a Cre rekombinaz géneket (w!''8,moe[NES]DsRed/Y;
hs(Cre),CyO/+), kereszteztiik FM6w™ balanszer kromoszomat tartalmazo ndstényekkel.

2.1.3. A kapcsolt X kromoszomakat tartalmazo moe[NES] vonalak létrehozasa

A kapcsolt X kromoszomakat tartalmazo torzsek alkalmazasa lehetdvé teszi a

domindns anyai hatdssal bir6 mutaciok fenntartdsit. A ndstények két, fizikailag
Osszekapcsolt X, és egy Y kromoszomat tartalmaznak (X"X/Y). Ezekben a vonalakban a

him utédok az Y kromoszémat az anyjuktol, mig az X kromoszémat az apjuktol kapjék.

Ennek megfeleléen, a moe[NES]DsRed és a Cre rekombindz géneket hordozo himet

kereszteztiik a X X /Y ;+/+; RecA-B/TM6,Sb néstényekkel (10. abra).
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b w18 moe[NES|DsRed + +®prnt5,w+ hs(Cre),Cy0 +
' FMé6w~ "+ 4+ Y " hs(flip),Sco” +
- w,1118 [moeNES|DsRed hs(Cre),Cy0 + XX + RecA—B
' Y ’ + "+ Y '+’ TM6,Sb ?
- w, 1118 moeNES + + ®)€X + +
' Y '+ ’TM6,Sb ~ Y’ +’ TM6,Sb ?

w, 1118 moe[NES]

Y- ’

+ +
+' +

10. abra Kapcsolt X kromoszomakat tartalmazo moe|[NES] vonalak létrehozasa.
A DsRed eltavolitasdhoz, azokat a himeket, melyek egyszerre hordozzék a
moe[NES]DsRed, valamint a Cre rekombinaz géneket (w'!'8, moe[NES]DsRed/Y
hs(Cre),CyO/+), kereszteztiik a kapcesolt X kromoszomakat hordozé ndstényekkel.

2.1.4. A moe|NES] mutans legyek élettani jellemzése
2.1.4.1. A letalitas vizsgalata

A letalitds meghatarozasahoz az allatokat mindig 25 °C-on, inkubétorban tartottuk.

Embriondlis letalitds

A w18 és moe[NES]/moeS**!® egykora ndstényeket kereszteztiink w!!!'8/Y himekkel,
majd a ndstényeket szinkronizaltan petéztetdcsdében petéztettiik. Az embridkat 100-as
csoportokban a taptalajon sorba rendeztiik, majd megszdmoltuk a kikelt larvakat, valamint a

koran (fehér) és késon (barna) elpusztult petéket.

Larvalis letalitds

A W/moeeB5 s moe[NES]/moeS*"> genotipusii, azonos életkorral rendelkezd
néstényeket w!'18/Y himekkel kereszteztiik. A szinkronizalt petéztetést kovetden a frissen
kikeld larvakbol 20-20 darabot friss taptalajra helyeztiink, majd foljegyeztiikk, az L3

stadiumig eljutott larvak, illetve a babok és a kikelt egyedek szdmat.
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2.1.4.2. Elethossz vizsgdlat

Azonos kortt moeS**'>/moe[NES], moe[NES]/w!'!''® &s moeSt45/w!!1® néstényeket,
valamint moe[NES]/Y és w'''8/Y himeket gytijtottiink, majd kisebb csoportokban friss
taptalajra helyeztiik 0ket. Minden nap meghataroztuk az elpusztult allatok szamat, és az €16
legyeket friss taptalajra tettiik. Az élethossz vizsgalatokat harom hémérsékleten, 18 °C-on,

25 °C-on, és 29 °C-on végeztik.
2.1.4.3. A moe[NES] mutansok éhezési stressz tiirése

Azonos kora moeS*3/moe[NES], moe[NES]w!''¥ és moeS™15/w!!!8 néstényeket
egyenként kettd darab w!!!8/Y himmel kereszteztiik. A legyeket minden nap friss taptalajra
helyeztiik, majd megszamoltuk az el6z6 nap lerakott petéket. A 4. és az 5. nap az éllatokat
¢lesztOmentes taptalajra (1% agar, 0,5% propionsav — foszforsav (9:1), 5% szukrdz)
helyeztiikk, majd a 6. napon ismételten normal taptalajon tartottuk oket, amikor is
meghatdroztuk az el6z6 nap lerakott peték szamat. Ezutan mindig friss taptalajra helyeztiik

a legyeket, és 10 napon at szamoltuk a lerakott petéket.
2.1.4.4. A moe[NES] mutdns ndstények petehozama

Azonos kortl ndstényeket (m0e“**'5/moe[NES], moe[NES]/w!!!® és moeC*13/y!118)
egyenként kereszteztiink be ketté darab w!'!'8/Y himmel. A legyeket minden nap friss

taptalajra tettiik, majd 12 napon keresztiil szamoltuk a petéket.
2.1.4.5. A moe[NES] mutansok maszoképessége

Az egyidés w'''¥/Y és moe[NES]/Y himeket centiméter skala mellett hengerben
maszattuk, majd meghataroztuk azon legyeknek a szadmat, melyek képesek voltak 8

masodperc alatt a 15 centiméteres tavot megtenni (Manilja és Hasan, 2018).
2.1.4.6. Transzpozonok szabadlyozasanak vizsgadlata petefészekben

A moe[NES]/Y, illetve a pozitiv kontrollnak hasznalt UAS-sovRNSi[3-2]; nos>Gal4
himeket a Burdock (nosGal4-VP16, nos>NLS GFP_lacZ vas-3'UTR burdock-target
[attP2]/TM3,Ser), illetve HetA (NGT-Gal4-VP16; nos>GFP_lacZ HetA/Ser) szenzorokat

kifejezd néstényekkel kereszteztiik be, majd az utddok petefészkein X-gal festést végeztiink.
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2.1.5. Mellékhatasok kizarasa
2.1.5.1. A CRM1 utvonal épségének ellenorzése

A CRMI transzportitvonal épségét célzd vizsgilatokhoz a w'!'%; PBac{Med-
GFP.FLAG} vonalat hasznaltuk. A ndstényeket moe[NES]/Y illetve w'!'8/Y himekkel
kereszteztiik. Ezt kdvetden vizsgéltuk a heterozigéta néstények utdodainak dajkasejtjeiben a

Medea-GFP (Med-GFP) fehérje sejtmag/citoplazma intenzitasi aranydnak kiillonbségét.
2.1.5.2. Citoplazmatikus funkciok épségének ellenorzése

Az oskar mRNS lokalizaciojanak vizsgalata

Az oskar mRNS lokalizaciojanak tanulmanyozasahoz haszndlt oskarMS,MS2-
GFP/TM3 torzsben a transzgenikus oskar mRNS-éhez hozzaépitették a viralis eredetii MS
szekvenciat, melyhez az MS2-GFP fehérje specifikusan kapcsolodik. Az oskarMS,MS2-
GFP/TM3 genotipusii ndstényeket moe[NES]/Y illetve w!''¥/Y genotipusu himekkel
kereszteztilk. Ezt kovetden vizsgaltuk a moe[NES]/+; oskarMS,MS2-GFP/+, valamint
w8+ oskarMS, MS2-GFP/+ utodok petefészkeiben az oskarMS mRNS lokalizaciojat. Az
oskarMS,MS2-GFP/TM3 legyek els6 kromoszomajat lecserélve létrehoztuk a
moeS**3/FM7c; oskarMS,MS2-GFP/TM3 torzset. A moe®**1° egy recessziv letalis null allél,

EPI632 oy hipomorf moesin allél, amelyekben egy-egy P-elem talalhato. Ezeket a

mig a moe
torzseket keresztezve is elvégeztilk a fent emlitett kisérletet. Az endogén oskar mRNS
lokalizacidjanak  vizsgélatit — moe[NES]/moe®®®, és  w''¥/moet®!5  néstények
petefészkeiben fluorescens in situ hibridizacios (FISH) modszerrel végeztiik el. Ehhez a

moe[NES]/Y, és a w'''8/Y himeket moe“**5/FM7c néstényekkel kereszteztiik be.

A Vasa fehérje lokalizaciojanak vizsgalata petefészekben illetve embriokban

A kisérletek soran a vasaAID-GFP (2. kr.) néstényeket kereszteztilk moe[NES]/Y,
illetve w!'''®/Y himekkel. Ezt kdvetden a néstény utddok petesejtjeiben vizsgaltuk az
endogén Vasa-GFP lokalizaciot. A Vasa fehérje embridkban torténd vizsgéalatdhoz az
elébbiekben leirt keresztezés utddait petéztettilk 1 oran keresztiil. A petéztetést kdvetden

azonnal vizsgaltuk a Vasa fehérje eloszlasat.

A Moesin-NES fehérje aktivaciojanak és lokalizaciojanak vizsgalata

G0415 G0415

Az aktivacios és lokalizacios kisérleteket moe[NES]/moe és w!''8/moe

ndstények petefészkein végeztiik el.
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2.1.6. E16 petefészkek vizsgalata mikroszképpal

A legyeket PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NaHPOs,
1,8 mM KH>PO4) oldatban boncoltuk, majd az ovarioldkat targylemezre helyeztiik és
Drosophila Schneider’s tapoldatban (Lonza, Schneider’s Drosophila Medium, Modified, 04-
351Q) feddélemezzel lefedtiik. Az elkésziilt mintdkat Olympus konfokalis mikroszkoppal
vizsgaltuk (Olympus Fluoview FV1000 Confocal Microscope, 40x olajimmerzids objektiv,

1.3 NA).

2.1.7. K16 Drosophila embriok vizsgalata mikroszképpal

A mikroszkopos vizsgalathoz 60 percig 25 °C-on, sététben torténd petéztetést
kovetden Osszegylijtottik az embridkat. Kovetkezd 1épésként 2,5 percig az embridkat
hipoban dekorionaltuk, majd agarkockén ecsettel egymés mellé sorba rendeztiik. Ezutan
fedolemezre athelyeztiik az embriokat, Voltalef olajjal lefedtiik, és az igy elkészitett
mintakat Olympus (Olympus IX83 Spinning Disk Confocal Microscope, 20x olajimmerzids
objektiv, 0.45 NA) mikroszkoppal vizsgaltuk. Az embriokban mérhetd fluoreszcencia
intenzitds gorbéit anterior-poszterior irdnyban, a kozépvonal mentén vettiik f6l az Imagel
programmal. Az intenzitas gorbékhez tartozo értékek statisztikai kiértékelését az Origin86
szoftver alkalmazasaval végeztiik el.

A polaris sejtek lefliz6désének folyamatat, Olympus (Olympus IX83 Spinning Disk
Confocal Microscope, 60X olajimmerzids objektiv, 0.45 NA) mikroszkoppal vizsgaltuk. A
poszterior polus vizsgalatdhoz az embriokat tivegalju petricsészébe (Cellvis, 20 mm Glass
bottom dishes, D35-20-1-N) helyeztiik, majd Voltalef olajjal lefedtiik. Az egyes embridkrol

készitett videok az Imagel programmal késziiltek az optikai szeletek dsszeflizésével.

2.1.8. Petefészkek preparalasa és immunfestése

A ndstényekbdl PBS oldatban kiboncolt petefészkeket 4%-os paraformaldehid-PBS
oldatban fixaltuk 20 percig 25°C-on. Ezutan a petefészkeket PBS-ben részlegesen
ovarioldkra szedtiik szét, majd PBT (PBS + 0,1%-o0s Triton-X) oldatban forgatva 2x30
percig mostuk 25 °C-on. A mintak blokkolasa 1,5 ml-es kupakos centrifuga csében forgatva,
25 °C-on tortént, 1 6ran &t PBT-N-ben (PBT, 1% BSA, 5% FCS). Ezt kdvetden az elsédleges

ellenanyaggal a mintakat 4 °C-on, egy €jszakéan at inkubaltuk. A hasznalt ellenanyagok ¢és
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higitasaik a kovetkezok voltak: anti-GFP 1:500 (Thermo Fisher Scientific, A6455), anti-
foszfo ERM 1:200 (Cell Signaling Technology, 3141), anti-vasa 1:200 (DSHB, 760351),
anti-HTS (1B1) (DSHB, 528070). Ezt kovetden a mintakat 2x30 percig mostuk PBT
oldatban forgatva 25 °C-on, majd 2 oran keresztiil inkubaltuk sotétben a masodlagos
ellenanyagokkal. A kdvetkezd masodlagos ellenanyagokat hasznaltuk a kisérleteink soran:
anti-rabbit Alexa Fluor 488 1:600 (Thermo Fisher Scientific, A11008), anti-rat Alexa Fluor
647 (Thermo Fisher Scientific, A21247), anti-mouse Alexa Fluor 546 (Thermo Fisher
Scientific, A11030). A masodlagos ellenanyaggal egyiitt a DNS-jeloléshez PBT-N-ben
oldott DAPI festéket (Sigma-Aldrich, D9564; végkonc. 0,2 ng/ml), valamint a filamentaris
aktin jeloléséhez Phalloidin Alexa Fluor 546-ot (1:40) (Thermo Fisher Scientific, A22283)
alkalmaztunk. A sejtmembran jelolésére Wheat Germ Agglutinin (WGA) Alexa Fluor 647-
et (Thermo Fisher Scientific, W32466) hasznaltuk. A PBS-ben térténd WGA festést (1:500)
a PBT-N-ben torténd blokkolas elott végeztiik 45 percig, 25 °C-on. A masodlagos
ellenanyaggal torténd reakciot kovetéen a mintdkat 2x30 percig forgatva mostuk PBT
oldatban. Végiill az ovarioldkat targylemezre helyeztik ¢és bedgyaz6 médiummal

(Fluoromount G, Thermo Fisher Scientific, 00-4958-02) lefedtiik.

2.1.9. Hosokkolt nyalmirigyek preparalasa és immunfestése

A nyalmirigyeket PBS-ben, 3. fejlddési stadiumban 1évd larvakbol boncoltuk ki,
majd athelyeztiik 6ket Drosophila Schneider’s tapoldatba (Lonza, Schneider’s Drosophila
Medium, Modified, 04-351Q). A mintakat tartalmaz6 Eppendorf csdveket vizfiirdében 37
°C-on, 30 percen keresztiil inkubaltuk hésokkolas c€ljabol. A nyalmirigyeket ezutan 4%-os
paraformaldehid-PBS oldatban fixaltuk 10 percig 25 °C-on. Az immunfestés a ~2.1.8.
Petefészek preparalasa ¢s immunfestése” részben ismertetett mdodon tortént. A hasznalt
elsddleges ellenanyagok és higitasaik a kovetkezdk voltak: anti-GFP 1:500 (Thermo Fisher
Scientific, A6455), a nyul poliklonélis Moesin ellenanyagot (1:1000) Dr. Vizler Csaba és
Dr. Marton Annamadria (SZBK, Biokémiai Intézet) készitette el a szamunkra. A kdvetkezd
masodlagos ellenanyagot hasznéltuk a kisérleteink soran: anti-rabbit Alexa Fluor 488 1:600

(Thermo Fisher Scientific, A11008).

2.1.10. Petefészkek X-gal festése

A harom napos ndstény legyeket PBS-ben boncoltuk, majd a petefészkeket 0,5%
glutaraldehid-PBS-ben fixaltuk 15 percig. A mintakat 3x10 percig mostuk PBS-ben, ezt

23



kovetden a festéoldatban (10 mM PBS, 1 mM MgCl,, 150 mM NacCl, 3 mM K-ferricianid,
3 mM K-ferrocianid, 0.1% Triton, 0.1% X-Gal) inkubaltuk 25 °C-on transzpozon

szenzoroktol fliggden 2 6ran (Burdock szenzor), valamint €jszakan (HetA szenzor) at.

2.1.11. Fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH)

A larvékat, illetve a kifejlett néstényeket PBS-ben boncoltuk, majd a nyalmirigyeket
¢és a petefészket 4%-o0s paraformaldehid-PBS oldatban fixaltuk 10 percig. A fixald oldat
eltavolitasa utdn 10 perces metanolos posztfixald 1épés kovetkezett, végiil 70%-os etanolos
mosassal rehidrataltuk a mintainkat. Ezt kovetéen a nyalmirigyeket és petefészkeket 1M
Tris-HCl (pH 8.0) oldattal forgatva 5 percig mostuk, majd 1 oran keresztiil 37 °C-on
inkubaltuk a hibridizacios pufferben (25% formamide, 10% dextran-szulfat, 0,005 % BSA,
0,001 pg/ul fluoroforral jeldlt oligonukleotid proba (nyalmirigy esetén Cy3-oligo-dT (5°-
/5Cy3/T30y-3"), petefészeknél oskar mRNS specifikus proba, melynek szekvencidja 5°-
/5Cy5/TGGCATTGGCAAAACAAATCACAGAC-3), 2XSSC (300 mM NaCl, 30 mM
natrium-citrat, pH 7,0) oldatban). A hibridizacids 1épést 2x2 perces 2XSSC-vel torténd
mosas kovette. A DNS jeloléséhez a DAPI festés (0,2 pg/ml 2XSSC pufferben) 30 percig
tartott, majd szintén 2x2 perces 2XSSC-s mosas kovetkezett 25 °C-on. Ezutin a
nyalmirigyeket, illetve az ovarioldkat targylemezre helyeztiik és bedgyazé médiummal

(Fluoromount G, Thermo Fisher Scientific, 00-4958-02) lefedtiik.

2.2. Molekularis bioldgiai modszerek

A vizsgélatainkhoz sziikséges oligonukleotidok (primerek, FISH probék) szintézisét
az Integrated DNA Technologies (BioScience Kft.), valamint az SzBK oligonukleotid
szintézis laboratériuma végezte. A szekvenalds soran az Eurofins és az SzZBK Szekvenald
Platform szolgéltatasait vettiik igénybe. A PCR reakciokat MJ Research PTC-200, valamint
Thermo Scientific ARKTIK Thermal Cycler késziilékeken végeztiik. A kisérletek soran
alkalmazott KIT-eket (DNS tisztités, illetve izoldlas, klonozas, mutagén PCR, transzfekcios

kit) a gyartok utasitasai alapjan hasznaltuk.
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2.2.1 A CRISPR moédszer
2.2.1.1. A CRISPR gRNS-ek létrehozdsa és tesztelése

A megfelel6 CRISPR hasitohelyeket a flyCRISPR Optimal Target Finder
(http://targetfinder.flycrispr.neuro.brown.edu/) online program segitségével azonositottuk €s
valasztottuk ki az elhelyezkedésiik és off-target helyeik szama alapjan. A kritériumoknak
legjobban négy Cas9 hasitohely felelt meg. Ezek a kovetkezdk voltak:

Cas9 1 (4 db off-target, 5’- CCAATGAATATAGTCTTGATACC-3"),

Cas9 2 (6 db off-target, 5’- CCCTTATGCTCCACTCAACTAAC-3’),

Cas9 3 (0 db off-target, 5’-CCTATGTAATATACTGGAAACTT-3"), és

Cas9 4 (2 db off-target, 5’-CCAACCGCGCAACTTAAGGTAGC-3’)

Ezutan megszintetizaltattuk a gRNS-ek szensz €s antiszensz szalait, majd elvégeztiik
az oligonukleotidok 5” végeinek foszforilalasat, a komplementer szdlak hibridizacidjat és az
igy kapott kettdsszalu oligonukleotidok pU6-Bbsl-chiRNS plazmidba épitését. Az
elkészitett gRNS-eket paronként (Cas9 1+Cas9 3; Cas9 1+Cas9 4; Cas9 2+Cas9 3;
Cas9 2+Cas9 4), 250 ng/ul-es koncentracidban w; vasa>Cas9/TM6,Th genotipusi
embriokba injektaltuk. Az injektalds menete megegyezett a donor konstruktok és a gRNS-
ek injektalasa soran ismertetett protokollal. Az injektalast kovetd 22 oOra mulva az
embriokbol DNS-t izolaltunk. A konstruktokrol termelddé gRNS-ek hatékonysaganak
teszteléséhez az injektalt embriokat otosével 1,5 ml-es, kupakos centrifuga csObe
Osszegyljtve 20 pl izolalé pufferben (10 mM Tris-HCI (pH 8,2), 25 mM NaCl, 1,0 mM
EDTA, 0.2 v/v % Triton X100) homogenizaltuk, majd 1 oraig 37 °C-os vizfiirdében
tartottuk. Ezutdn a homogenizatumokat 95 °C-on 5 percig hdinaktivaltuk. A mintdkon
elvégzett ellenérz6 PCR-hez Taqg (5 unit/pl, Thermo Fisher Scientific) és Pfu DNS
polimerazok (2,5 unit/ul, Thermo Fisher Scientific) 20:1 aranyu keverékét és a gMoeFw4
forward (5'- GCATTCAGGACGAGGTCAACG -3") + gMoeRev4 reverz (5'-
GCCTCTCAATCGAGATATACAACT -3') primerpart hasznaltuk. A PCR reakciodelegyek
Osszetétele: 14,5 upl desztillalt viz; 2,5 pl puffer (10X, (NH4)2SO4); 2,0 ul DNS a
homogenizatumbol; 2,5 pul MgSO4 (1,5 mM végkoncentracid) 1,0 ul ANTP (2,5 mM
torzsoldatbol); 1,0 ul forward primer (5 uM torzsoldatbol); 1,0 ul reverz primer (5 uM
torzsoldatbol); 1,0 ul 7ag DNS polimeraz (5 unit/pul)-Pfu DNS polimerédz (2,5 unit/ul) 20:1
aranyu keverékébdl (Thermo Scientific). A PCR reakcid soran hasznalt program: 95 °C - 2
perc, 95 °C - 30 mésodperc, 60 °C - 1 perc, 72 °C - 3 perc, 72 °C - 3 perc, a ciklusszdm 35

volt.
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2.2.1.2. A donor konstrukt megépitése

A donor konstrukt megépités¢hez PCR reakcidval amplifikaltuk a sziikséges kb. 5 kbp
nagysagu moesin génszakaszt. A reakcidban Phusion High-Fidelity DNS polimerazt
(Thermo  Fisher Scientific, F530S) valamint a gFMoeSL2 forward (5°-
GCTGATCCAGGACATTACACTG-3) és gRMoeLS2 reverz (5-
GATCACGCTGTGAACTCTGC-3") DNS primereket, valamint egyetlen 1égybdl izolalt
genomi DNS-t hasznaltunk. A reakcidelegy Osszetétele: 28,5 ul desztillalt viz; 10 ul High
Fidelity puffer, 1 ul gDNS; 4,0 ul ANTP (2,5 mM torzsoldatbol); 3,0 ul forward primer (5
UM torzsoldatbol); 3,0 pul reverz primer (5 pM torzsoldatbol); 0,5 ul Phusion High Fidelity
DNS polimeraz. A PCR soran hasznalt program: 98 °C - 1 perc, 98 °C - 15 masodperc, 61
°C - 30 masodperc, 72 °C - 4 perc, 72 °C - 10 perc. A reakcio sordn a ciklusszam 40 volt.

A keletkezett PCR terméket pJET (CloneJET PCR Cloning Kit, Thermo Fisher
Scientific, K1231) vektorba épitettiik a gyartd ttmutatasait kovetve. Az igy létrehozott moe-
pJET konstrukton ezutan mutagén PCR segitségével megvaltoztattuk a Cas9 3 hasitohely
szekvenciajat, hogy ezzel megvédjik a majdani donor konstruktot az embridban torténd
Cas9 altali lebontastol. Mivel a masik gRNS felismerdhely szekvencidja a donor konstrukt
Osszeépitése soran megvaltozott, ennek kiillon modositasa sziikségtelen volt. A mutagén PCR
(Quick Change II Site Directed Mutagenesis KIT, Agilent, Cat No. 200523) soran a

kovetkezd primereket hasznéltuk (a genomi szekvencia moddositasai pirossal jelolve):

MoeCas9mut Fw forward (5'-
TAAAACAACAAAATGCCACGTTTTTATTTTATCTATATAATATACTGGAAACTT
TCGACATGT-3") és MoeCas9mut Rev reverz (5'-

ACATGTCGAAAGTTTCCAGTATATTATATAGATAAAATAAAAACGTGGCATTT
TGTTGTTTTA-3'). A tovabbiakban ezen a modositott moe-pJET konstrukton végeztiik el
a donor konstrukt megépitéséhez sziikséges PCR reakciokat.

A donor konstrukt megépitéséhez hasznalt primerek 5’ végére restrikcios enzimek
felismerd helyeit szintetizaltattuk, melyeket a szekvencidkban kékkel jeldltiink. Az elsé PCR
reakcioban (PCR1I) hasznalt primerek: (Fw_Moe EcoRI) 5’-
CGTAGAATTCATAGCTGATCCAGGACATTACACTG-3" ¢és (Rev_Moe Notl) 5°-
GGAGGCGGCCGCAGACATAAGGGACTCGATTTCGAAC -3°. A masodik PCR
(PCR2) soran alkalmazott primerek: (Fw_Moe_Sapl) 5-
GCATGCTCTTCGTATCTCCACTCAACTAACAATATCA-3* ¢és (Rev_NES HindIll)

26



5’ATAAAGCTTTTATGTCTTGTTGATATCAAGACCTGCTAATTTCAAGGCTAATT
CATTCATGTTCTCAAACTGATCGACG-3’. A harmadik reakciéban (PCR3) hasznalt

primerek a kovetkezok voltak: Fw_Moe HindIII (5°-
GGCGAAAGCTTAAGCTATCAAAGATCAGAGATC-3’) ¢és Rev _Moe Sapl (5°-
GAATGCTCTTCAGACCAATCTGTTGATGTAGGC-3’). A homoldégiakarok

Osszeallitasdhoz hasznalt harom PCR reakcid elegyének Osszetétele: 32,5 ul desztillalt viz;
10 ul 5X High Fidelity puffer, 1,0 ul DNS (10 ng/ul térzsoldatbol); 1,0 ul ANTP (10 mM
torzsoldatbol); 2,5 ul forward primer (10 uM torzsoldatbol); 2,5 ul reverz primer (10 uM
torzsoldatbol); 0,5 pl Phusion High-Fidelity DNS polimeraz (Thermo Fisher Scientific,
F530S). Az alkalmazott PCR programok a kdvetkezok voltak: 98 °C - 30 masodperc, 98 °C
- 10 masodperc; 55 °C - 30 mésodperc, a 72 °C-os elongacios fazis a PCR1 esetében 55, a
PCR2 reakcional 10, mig a PCR3 esetében 70 masodperc volt. A 72 °C-os utépolimerizaciods
1épés a PCR1 esetében 5 perc, PCR2 reakcional 2 perc, mig a PCR3-nal 10 percig tartott, a
reakciok soran a ciklusszam 35 volt.

PCR1 PCR2 PCR3

Exonl4 - 3*UTR

= Exonll == Exonl2 = Exonl3

1. homologia kar 2. homologia kar

pHD-DsRed

11. abra. A NES beépitésekor hasznalt donor konstrukt szerkezete.

Az els6 PCR reakcio (PCR1) terméke adta az els6 homologiakart, melyet az 5’
multiklénoz6 helyre, mig a méasodik (PCR2) és harmadik (PCR3) PCR reakciok
termékeibdl all6 masodik homologiakart a 3° multiklénozé helyre épitettiik be. loxP: a
markergén eltavolitdsakor hasznalt helyspecifikus rekombinécios szekvencia, 3xP3:
szemspecifikus prométer, DsRed: piros fluorescens fehérjét kodold markergén, SV40:
poliadenilacids és terminacios szignal, MCS: multiklonozo hely.
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Az elkészitett PCR termékek alkottdk a templat elsé ¢és masodik homoldgiakarjat,
melyeket a pHD-DsRed plazmidba épitettiink be. A vektort Erdélyi Miklos laboratdriuma
(SZBK, Genetikai Intézet) bocsatotta a rendelkezésiinkre. A két homologiakart egymastol
egy eltavolithatd, loxP helyek altal hatarolt DsRed markergén valasztja el egymastol. Az elso
homoldégiakar esetében a vektort és az els6 PCR reakci6é (PCR1) termékét a Notl és EcoRI
(Fermentas) enzimekkel emésztettiik, majd az elsé homoldgiakart T4 DNS ligdzzal (New
England BioLabs, MO0202S) beépitettiik a plazmidba. A mésodik homoldgiakar
Osszeépitéséhez a masodik (PCR2) és harmadik PCR (PCR3) reakciok termékeit HindIII
(Fermentas) enzimmel hasitottuk és egymashoz ligaltuk. Ezt kovetden az els6 homologiakart
tartalmazo fragmentet a Sapl (New England BiolLabs) enzimmel hasitott pHD-DsRed
plazmidba épitettiik (11. abra). Az elkésziilt donor konstruktot 2T1 kompetens E. coli
sejtekbe transzformaltuk. A DNS izolalast kovetden (Geneaid — High-Speed Plasmid Mini

Kit) a homologiakarokat tartalmazd donor konstruktot szekvenaltatassal ellendriztiik.

2.2.1.3. A NES szekvencia génbe épiilésének ellendrzése PCR-rel

A beépiilést ellen6rz6 PCR-hez (Phusion High-Fidelity DNA Polymerase, Thermo
Fisher Scientific) és szekvenaltatdshoz hasznalt oligonukleotidok a kovetkezéek voltak:
gMoeFw7 forward (5’- GAGATTCGTAAGGGCAACACA-3’) és gMoeRev reverz (5°-
GTCCTTCCTAACCGTCTTCTC-3’) primerek. Templatként egyetlen him 1égybdl
(moe[NES]/Y) izolalt genomi DNS-t hasznéltuk. A PCR reakcié Osszetétele: 27,5 pl
desztillalt viz; 10 pl High Fidelity puffer, 2 pl genomi DNS egy 1égybdl; 4,0 ul ANTP (2,5
mM torzsoldatbol); 3,0 ul forward primer (5 uM toérzsoldatbol); 3,0 ul reverz primer (5 pM
torzsoldatbol); 0,5 ul Phusion High-Fidelity DNS polimeraz (Thermo Fisher Scientific,
F530S). A PCR soran hasznalt program: 98 °C - 30 masodperc, 98 °C - 10 masodperc, 53 °C

- 25 masodperc, 72 °C - 30 masodperc, 72 °C - 5 perc. A reakcio soran a ciklusszam 35 volt.

2.2.1.4. A moe[NES] génrol képzodé mRNS izoldlasa és szekvendalasa

A moe[NES] legyekbdl izolalt totdl mRNS mintabol 1 pg izolalt RNS-hez 1 pl PAT-
anchor primert adtunk, majd a mintat kiegészitettilk 8 pul RNéaz-mentes vizzel (Thermo
Fisher Scientific, Nuclease-free Water (not DEPC-treated), AM9938). Ezt kovette 5 perc
inkubacid 80 °C-on, majd a mintat lehiitottiik 25 °C-ra. A térmelék lecentrifugalasa (18000
X g) utdn a mintdhoz adtunk 12 pl, elére 6sszemért és jégen tartott reakcioelegyet (4 ul dH2O,

4 ul 5x reverz transzkriptaz puffer, 1 pl 100 mM DTT, 1 ul 10 mM dNTPs, 1 ul RNazOUT,
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0,5 pl (5 U) Klenow polimeraz (Fermentas, EP0051). A 25 °C-on torténd, egy Oras
inkubdaciot kdvetden a mintat 10 percig 80 °C-on tartottuk, majd 55 °C-ra lehiitve 1 percig
allni hagytuk. Ezutan a reakcidohoz 1 pl reverz tranzkriptaz (Invitrogen, SuperScript IV,
18090010) hozzdadasa utan 1 oraig tartd inkubacid kovetkezett 55 °C-on. Végiil a reverz
transzkriptaz inaktivaciojahoz a mintat 80 °C-on tartottuk 10 percig és PCR alkalmazaséaval
(Phusion High-Fidelity DNA Polymerase, Thermo Fisher Scientific, F530S) a moe/NES]
cDNS-re specifikus gMoe 3’ reverz primer (5’- TCGCTGGTGGGATAGTTAGC -3’) és
MoePCR3’ Fw (5’- CTGGACACCGACGAGCATA -3’) primerparral amplifikaltuk az
mRNS-t. A keletkezett terméket a MoePCR3’ Fw primerrel torténd szekvenalassal

ellendriztik.

2.2.2. Genomi DNS izolalasa egy légybol

A NES beépiilésének ellendrzésére a mutans vonalakbol egy-egy moe[NES]/Y
himet, valamint a donor konstrukt megépitéséhez hasznalt 5 kbp-os moesin génszakasz
amplifikalasahoz w!!'8/w!!!® legyet kivalasztottunk, majd 1.5 ml-es centrifugacsében 10
percig -80 °C-on tartottuk, hogy elpusztuljon. A legyekre 50-50 ul SB oldatot (10 mM Tris-
HCl (pH 8,2), ImM EDTA, 25 mM NaCl, 200 pg/ml proteinaz K) mértiink, majd
homogenizaltuk dket. Kovetkezd 1épésként 30 perces, 37 °C-os inkubacio, majd 10 perces,
95 °C-os hdinaktivacidt végeztiink. Ezutan a mintakat centrifugaltuk (25 °C, 18000 x g),

majd a feliiluszot a PCR reakciok soran templatként hasznaltuk.

2.2.3. Teljes mRNS szekvenalas
2.2.3.1. Teljes mRNS izoldlasa

Ezekhez a kisérletekhez az eszkdzoket haszndlat eldtt dietilpirokarbonattal (DEPC)
kezeltiik és sterileztilk. Az oldatokat szintén DEPC-kezelt, steril desztillalt vizzel
készitettiik. A moe[NES] mutans vonalbol 10 himet CO»-dal elaltatva 1 ml 4 °C-os TRIzol
oldatban (Thermo Fisher Scientific) homogenizaltunk, majd szobahdmérsékleten 5 percig
inkubaltunk. A homogenizatumot 5 percen keresztiil 15610 x g-n 4 °C-on centrifugaltuk. Ezt
kovetden a feliiluszohoz 200 pl kloroformot adtunk, majd 3 perces inkubécio kovetkezett. A
mintat ezutan 15 percen keresztiil 15610 x g-n centrifugaltuk 4 °C-on. Az RNS-eket
tartalmazo felsé vizes fazishoz 500 pl izopropanolt adtunk, majd 10 perces inkubacio

kovetkezett szobahdn. Az inkubéci6 utan a mintakat Gjra centrifugéltuk (10 perc, 15610 x g,
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4 °C), a pelletet 1 ml 75%-o0s etanollal mostuk, majd ismételt centrifugalas kovetkezett 4 °C-
on (5 perc, 6100 x g). A csapadékot szaritas utan 20 pl RNaz-mentes vizben (Ambion,
Nuclease-free water (not DEPC-treated), AM9938) 55-60 °C-on feloldottuk.

2.2.3.2. Teljes mRNS mintdk elokészitése a szekvenalashoz

A teljes mRNS szekvenalashoz a PBS-ben kiboncolt 3 napos 10-10 darab
moeS**/moe[NES], moeS**/w!8 valamint w!'''"®/moe[NES] néstények petefészkeibdl
teljes mRNS-t izolaltunk a fent részletezett médon (2.2.3.1. Teljes mRNS izolalasa), majd
az mRNS szekvenalast Piergiorgio Percipalle laboratoriuma (New York University Abu

Dhabi) végezte el a szamunkra Tomas Venit és munkatérsai altal kozolt cikk alapjan (Venit

¢és mtsai, 2020).

2.2.3.3. Teljes mRNS szekvendlds adatainak a feldolgozdsa

A teljes mRNS szekvenalds adatainak kiértékelését a Nucleic Acid SeQuence
Analysis Resource (NASQAR) online programmal
(http://nasqar.abudhabi.nyu.edu/GeneCountMerger) végeztiik el. A program altal hasznalt
CG szamok Flybase azonositova konvertdlasdra a Flybase ID Converter programot
(http://biotools.fr/drosophila/fbgnconverter) hasznaltuk. A doboz abrdkhoz (50., 51.,52., és
53. abra) felhasznalt adatokat harom parhuzamos biologiai minta szolgéltatta minden
genotipus esetében. A log2cpm a log2 counts per million roviditése. A doboz abrak
elkészitéséhez a START: Shiny Transcriptome Analysis Resource Tool online programot

hasznaltuk.

2.2.4. Kvantitativ PCR (qPCR)

A vizsgédlathoz 5 ndstény légy petefészkét boncoltuk ki hideg PBS-ben. A
petefészkeket kupakos centrifuga csdbe gytijtottilk, majd a PBS eltavolitasa utan 500 pl
Drosophila Schneider’s tdpoldatban (Lonza, Schneider’s Drosophila Medium, Modified, 04-
351Q) 37 °C-on hdsokkoltuk 30 percig. Ezt kdvetden a tapoldatot eltdvolitottuk, majd a
mintdkat folyékony nitrogénben fagyasztottuk. A qPCR vizsgalatokat, valamint az RNS
izolalast Dr. Sinka Rita laboratériuméban (SZTE, Genetika Tanszék) Dr. Vedelek Viktor
végezte el a szdmunkra. Az ovariumokat homogenizatorral poritottdk, majd 350 ul béta-
merkaptoetanollal kiegészitett RLT Plus Lysis pufferben tovabb homogenizaltak (RNeasy
Plus Micro Kit, Qiagen, Cat, No. 74034). A lizatumot 3 percig 13000 x g-n centrifugaltak,
majd a feliiliszot a Rneasy Plus Kit (Qiagen, Cat. No. 74134) gDNA Eliminator oszlopara
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toltottek, és egy percig centrifugaltak (18000 x g). Ezt kdvetden az atfolyot a Quick-RNA
Miniprep Kit Spin-Away Filter (Zymo Research, Cat. No. R1057) oszlopra toltotték fel.
Ettdl a 1€péstdl a Zymo Research Quick-RNA Miniprep Kit protokollja szerint folytattdk az
RNS kinyerését, azzal a modositassal, hogy DNaz I kezelés iddtartamat 30 percre emelték
fel. A cDNS-t 2 pg tisztitott RNS-b6l, a RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
(Thermo Fisher Scientific, K1622) felhasznalasaval, random hexamer primerekkel, a gyarto
altal ajanlott protokoll szerint készitették el. A qPCR reakcidkat a Thermo Scientific Maxima
SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) felhasznalasaval triplikdtumokban végezték el,
az alabbi program alapjan: 95 °C - 10 perc, 45 ciklus: 95 °C - 10 mésodperc, 54 °C - 15
masodperc, 72 °C - 20 masodperc. A reakcidkat Rotor-Gene Q (Qiagen) gép segitségével
analizaltdk, valamint Rotor-Gene Q Series Software és Q-Rex programok haszndlatidval
értékelték ki. A relativ gén expresszid meghatarozdsdhoz rp49 héaztartasi gént hasznaltak fel
referencianak. A reakciokhoz alkalmazott primerek ¢és szekvencidik a fliggelékben

talalhatok.

2.3. Sejtkultira médszerek
2.3.1. Az S2R+ sejtek fenntartasa, transzfekcioja

A Kkisérletekhez hasznalt Drosophila sejteket 25 °C-on Drosophila Schneider’s
tapoldatban (Lonza, Schneider’s Drosophila Medium, Modified, 04-351Q) tenyésztettiik,
mely 10% FBS szérumot (Biowest, Fetal Bovine Serum, S1820-500) és 1% antibiotikum
oldatot (Penicillin-Streptomycin, Lonza, DE17-603E) tartalmazott. A transzfekcidhoz az
Effectene Transfection Reagent Kit-et (QIAGEN, 301425) hasznaltuk. A kisérleteket 24
lyuku sejttenyésztd lemezen (Thermo Fisher Scientific, Nunclon 24-Well x 1 ml MultiDish
Cell Culture Dish, 142475) végeztiik 1,5x10° sejt/lyuk kiindulasi sejtszammal. A sejteket 5
napon keresztiil neveltiik a sejttenyésztd lemez lyukaiba helyezett, 12 mm atmérdjii liveg

fedélemezeken (ROTH, P231.2).

2.3.2. S2R+ sejtek immunfestése

A tapoldat eltavolitasa utan a sejteket PBS-sel mostuk, majd 4%-os paraformaldehidet
tartalmazd PBS-ben szobahdn 20 percig fixaltuk, végiil 3x2 percig ujra mostuk PBS-sel.
Ezutdn 5 percig inkubaltuk a mintdkat PBT-ben, 1 6ran keresztiil blokkoltuk PBT-N
oldatban, végiil az anti-GFP (Rabbit, 1:500, Thermo Fisher Scientific, A6455) elsddleges
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ellenanyaggal 4 °C-on egy éjszakan at forgattuk. Masnap a sejteket 3x2 percig mostuk PBS-
ben, és a masodlagos ellenanyaggal (goat anti-rabbit Alexa Fluor-488, 1:600, Thermo Fisher
Scientific, A11008) 1 o6ran keresztiil inkubaltuk szobahén. A 3x2 perces PBS-sel torténd
mosas utan a sejteket 1 oran at kezeltiik a filamentaris aktin jeloléséhez hasznalt Phalloidin
Alexa Fluor-546 (1:40, Thermo Fisher Scientific, A22283) festékkel és DAPI-val. A
masodlagos festéseket kovetden a mintdkat 3x2 percig mostuk PBS oldatban, majd
targylemezre helyeztiik és 8 pl beagyazé médiummal (Fluoromount G, Thermo Fisher
Scientific, 00-4958-02) lefedtiik. Az eredmények értékelését Olympus (Olympus Fluoview
FV1000 Confocal Microscope, 40x olajimmerzios objektiv, 1.3 NA), és Leica (Leica TCS
SP5, 63x olajimmerzios objektiv, 1.4 NA) konfokalis mikroszképokon végeztik.

2.3.3. A transzfekciohoz hasznalt expresszios konstruktok elkészitése

A kisérletekhez hasznalt egyes Moesin formékat a Quick Change II Site Directed
Mutagenesis Kit és a Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit (New England BioLabs, E0554S)
segitségével allitottuk el6. A SLIC modszer soran hasznalt T4 DNS polimerazt a New
England BioLabs cégtdl szereztik be. Templatként a Moesin-pDONR221 vektort
hasznaltuk, mely tartalmazza a teljes moesin cDNS szekvenciat. Az elkészitett modositott
moesin szekvenciat a pAWG vektorba épitettiik be a Gateway LR Clonase II Enzyme Mix
(Thermo Fisher Scientific, 11791-020) alkalmazasaval a gyartd utasitdsainak megfelelden.
Az egyes Moesin izoformak eldéallitdsakor hasznalt primerek és szekvencidik a fliggelékben
talalhatok. A MAL-GFP termeléséhez hasznalt konstrukt Maria Vartiainen laboratdriumabol

szarmazik, mely az egér MAL fehérje cDNS-ét tartalmazza (Dopie és mtsai, 2012).
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3. EREDMENYEK
3.1. A sejtmagi import vizsgalata

A Moesin sejtmagi importjanak vizsgalata sordn a koradbban a laboratériumunkban
azonositott NLS1 szekvencia részletes jellemzését végeztem, valamint annak szabalyozasat
tanulmanyoztam S2R+ sejttenyészeten. nyugalmi koriilmények kozott ugyan a Moesin
fehérje csak kis mennyiségben van jelen a sejtmagban, de az mRNP komplexek szallitasaban
résztvevd Rael export faktor (RNA export factor 1) mRNS-ének csendesitése esetén a
Moesin magi felhalmozodésa figyelhetd meg. Ennek oka nagy valoszintiséggel az, hogy a
sejt a csokkent Rael mennyisége miatt gatolt mRNS exportot a tobbi mRNP szallitasban
résztvevo faktor importjanak novelésével probalja ellensulyozni (Krist6 és mtsai, 2017). Ezt

a jelenséget felhasznalva végeztem a Moesin sejtmagi importjanak vizsgalatat.

3.1.1. A Moesin NLS szekvenciajanak azonositasa

A csoportunk egy NLS szekvencia azonosito program (NucPred) alkalmazaséval mar
kordbban meghatarozta a lehetséges, sejtmagi lokalizacioért felelds régidokat a Moesin
fehérjében (nem publikalt adat). Kristo Ildikd, a munkdja sordn, a 294-297 aminosav
pozicioban taldlhato RRRK, illetve a 447-450 pozicioban taldlhato RRKQ régiokat kapta
eredményiil, amelyeket NLS1 és NLS2 szekvencidknak nevezett el (12. 4bra).
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12. abra. A Drosophila Moesin NLS szekvenciaja.
Az NLS1 motivum egyik tagja pirossal, mig a masik tagja lilaval, valamint az NLS2
sargaval van jelolve. A feltehetden szabalyz6 funkcioval rendelkezé aminosavakat zold
szinnel, mig az aktivacié soran foszforildlodo treonint kékkel jeloltiik.
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Az RRRK ¢és RRKQ régioknak a sejtmagi importban betoltott szerepét oly mdodon
vizsgélta, hogy az érintett aminosavakat eltdvolitotta, majd az igy 1étrehozott ARRRK (Moe-
ANLS1) és ARRKQ (Moe-ANLS2) fehérjevaltozatok sejtmagi importjat indukalta a rael

gén csendesitésével (13. abra).

Moe-ANLS1 ~ Moe-ANLS2
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13. abra A Moesin NLS szekvenciajanak azonositasa.

A feltételezett NLS szekvencidk eltavolitasat kovetden minden Moesin-GFP
fehérjevaltozat (zold szin) kis mennyiségben megtalalhaté a sejtmagban. A rael gén (rael
RNSi) csendesitése esetén kizarolag a Moe-ANLS1 forma nem volt képes sejtmagi
halmozodasra. DAPI festés: kék. Kristo [1diké munkaja.

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy normdl koriilmények kozott mindkét
muténs fehérje a vad tipust, teljes hosszisagi Moesinnel megegyezé modon helyezkedik el
a sejtekben. A Moesin sejtmagi importjanak indukalasakor, azonban a rael gén csendesitése
esetén az NLS1 forma a tobbi Moesin forméval ellentétben nem halmozodott fel. Ezek
alapjan elmondhato, hogy az NLS1 szekvencia valoban egy mitk6do sejtmagi lokalizacios
szignalnak tekinthetd.

Ahogy példaul a nukleoplazmin esetében is megallapitottak korabban, egyes fehérjék
olyan NLS-eket tartalmaznak, amelyek két kiillon motivumbdl épiilnek fel. Az egyes
motivumokat altalaban 10-12 aminosavbdl allo 6sszekdtd régid valasztja el egymadstol
(KR10-12RRRK), igy ezeket a lokalizacids szekvencidkat kéttagh NLS-eknek nevezziik

(Harreman ¢s mtsai, 2004). A Moesin esetében az NLS1 szekvenciatdol N-termindlis
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iranyban, a 279-280 pozicidoban taldlhaté egy KR motivum (KR;3RRRK), melynek
aminosav Osszetétele és pozicioja teljesiti a kéttag NLS-ekre megallapitott feltételeket.
Annak eldontésére, hogy a Moesin NLS szekvencidja valéban két tagbol épiil-e fel, a KR
motivumot eltavolitottuk (Moe-AKR) és megvizsgaltuk az igy létrehozott fehérje (Moe-
AKR) sejtmagi halmozodésat rael RNS interferencia mellett (14. dbra).
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14. abra Az NLS1 szekvencia masodik tagjanak azonositasa.

A 279-280 pozicioban talalhatdo KR aminosavak torlése utdn a Moesin (z61d szin) nem
képes rael RNSi hatdsara halmozddni a sejtmagban. A ARRRK forméhoz hasonlo
sejtmag/citoplazma intenzitasi érték egyuttal arra is utalhat, hogy az egyes tagok egyforma
mértékben vesznek részt az NLS aktivitasdban. DAPI festés: kék.

Az eredmények azt mutattak, hogy a KR279.280 motivum eltavolitdsakor a Moesin,
hasonldéan a Moe-ANLS1 forméahoz, nem képes a sejtmagba bejutni és halmozddni. Ez azt
jelenti, hogy a KR és az RRRK motivumok egyiittesen alkotjdk az NLS1 szekvenciat, tehat
az altalunk azonositott NLS kéttagti. Pawlowski és munkatarsai korabban megallapitotték,
hogy a MAL transzkripcios kofaktor aktinfiiggd sejtmagi importja esetében a kéttagua NLS
hierarchikus felépitésii, az egyes motivumok eltavolitasa eltéré mértékben csokkenti a MAL
magi importjat (Pawlowski és mtsai, 2010). Azonban a Moesin esetében az RRRK, illetve a
KR eltavolitasakor kozel azonos sejtmagi fluoreszcencia intenzitdsi aranyokat mértiink,
amely arra enged kovetkeztetni, hogy a Moesin NLSI1 szekvencidjanak miikodése

szempontjabol a két tag egyenrangu.
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3.1.2. A sejtmagi import szabalyozasa

Az irodalombdl ismert, hogy az NLS szekvencidk kornyezetében taldlhato,
foszforilalodni képes aminosavak szabalyozo funkcioval rendelkezhetnek, foszforilaltsagi
allapotuktol fiiggden eldsegitik vagy gatoljak az adott fehérje magi importjat (Nardozzi €s
mtsai, 2010). A Moesin esetében az NLS1 szekvencia kozelében talalhatd, vélhetdéen
szabalyozd szerepil tirozin (Y292) és treonin (T300) aminosavak (12. &bra) vizsgalatat
allando6 foszforilacios allapotot utanzé aszparaginsavra (Y292D), illetve nem foszforilalhatod
alaninra (Y292A) torténd cserélésiikkel, és az igy elkészitett fehérjevaltozatok indukalt
sejtmagi importjanak nyomon kovetesével végeztiikk. A mikroszkdpos felvételek elemzése
alapjan elmondhatd, hogy sem a tirozin, sem a treonin foszforildltsagi allapota nem
befolyasolja a sejtmagi importot, indukcido hatdsdra mindkét esetben szignifikansan

megemelkedik a sejtmagi Moesin mennyisége (15. abra).

Ugyanakkor a Moe-Y292A ¢és Moe-Y292D fehérje formak esetében kisebb sejtmagi
halmozo6dast detektaltunk, mint a vad tipusi Moesin esetében. Ezek alapjan nem zarhat6 ki
az, hogy az aminosavcsere miatt modosul a Moe-Y292A ¢és Moe-Y292D fehérje formak
térszerkezete, mely kihat ezen Moesin izoformak sejtmagi importjara. Ezért a jovOben
tervezziik a tirozint a szerkezetileg nagyon hasonld, de foszforilalodni képtelen fenilalaninra
is lecserélni. Elképzeléseink szerint ez a kisérlet valaszt adhat arra, hogy a Moe-Y292A és
Moe-Y292D forma gyengébb halmozoddasa az esetlegesen fellépd tészerkezeti valtozas
kovetkezményeként alakult-e ki. Ugyanakkor a Moe-Y292A ¢és Moe-Y292D formak
egymashoz hasonld nuklearis fluoreszcencia intenzitasi értékkel rendelkeztek (15. abra),
valamint képesek a sejtmagi halmozddasra, melyek alapjan feltételezhetd, hogy a tirozin

nem rendelkezik szabalyozoé funkcidval.

Az NLSI1 kozelében talalhatd masik foszforilalhatdé aminosav, a treonin esetében
egyértelmiien megallapithatd, hogy nem jatszik szerepet a Moesin importjaban. A Moe-
T300D és a Moe-T300A fehérje forma is a vadtipussal kdzel azonos fluoreszcencia értékeket
mutatott mind nem indukalt, mind indukalt sejtmagi import esetében. Ezek a kisérletek
egyuttal megerdsitik azt is, hogy a KRo279.280 motivum esetében korabban megfigyelt
importot szabalyozo hatas valoban specifikus, és nem az NLS szekvencia kozelében levd

aminosav-kornyezet megvaltozasa miatt alakul ki aspecifikusan.
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15. Abra Az RRRK motivum koézelében elhelyezkedd, foszforilalodni képes
aminosavak sejtmagi importot szabalyozo funkcidinak tesztelése.

A 292. ¢és 300. pozicidban talalhat6 tirozin és treonin aminosavak nem rendelkeznek
szabalyz6 funkcidval. Az allando foszforilaltsagi allapotot utanzé (Moe-Y29:D €s Moe-
T300D), valamint a foszforilalédni képtelen (Moe-Y292A és Moe-T300A) formak a vad
tipussal megegyezé mddon képesek halmozddni rael RNSi hatasara. Az egyes Moesin
formakat zold szinnel, mig a DAPI festést kékkel jeloltiik.

3.1.3. A Moesin aktivaciés allapota és sejtmagi transzportja kozotti kapcsolat

vizsgalata

A Moesin fehérje alapallapotban megfigyelhetd zart konformacioja egy tobblépéses
aktivacios folyamat eredményeként nyitotta valik (6. abra a bevezetésben). Az aktivacid
utols6 1épéseként az 559. pozicidban taldlhatd treonin (12. dbra) foszforilalodik, aminek
hataséra a fehérje nyitott konformacioja stabilizalodik. A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy
a Moesin sejtmagi importjara milyen hatassal van a fehérje aktivacios allapota. Ehhez
elkészitettiik azokat a fehérjevaltozatokat termeld konstrukciokat, amelyekben a Moesin
aktivacigjaért felelés treonint lecseréltiik dallandd foszforilacidés 4llapotot utanzéd
aszparaginsavra (MoeTss0D-GFP - konstitutivan aktiv”’ forma), valamint nem
foszforilalhato alaninra (MoeTss0A-GFP — ,inaktiv’ forma), majd a fehérjék sejtmagi
importjat vizsgaltuk rael RNS interferencia mellett. Az eredmények azt mutattak, hogy a
vad tipusu és az inaktiv MoeTssoA forma kozel hasonl6 aranyban volt jelen a sejtmagban,
mig a MoeTssoD mutatta a legkisebb sejtmagi halmozddast (16. dbra), ami arra utal, hogy a

Moesin foként inaktiv allapotban képes a sejtmagi importra.
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16. abra A Moesin aktivacioja és importja kozotti kapcsolat vizsgalata.

A Moesin aktivacios allapotanak modositasaval megallapithatd, hogy az 4llanddan aktiv
MoeTssoD forma gyengébb magi halmozodast mutat, mint az inaktiv formanak tekintett
MoeTssoA. A fenti eredmények alapjan elmondhatd, hogy a Moesin foként inaktiv
formaban alkalmas a sejtmagi transzportra. Moesin fehérje formak: zold szin. DAPI festés:
kék szin.

A konstitutivan aktiv MoeTssoD forma gyenge magi halmozodasanak magyarazata
valdsziniileg nem els@sorban a gyenge importképesség, hanem az, hogy az aktivalt Moesin
forma ¢€s az aktin citoszkeleton kozott kialakuld erds kapcsolat gatolja a magi transzportot.
Ezt a feltételezésiinket erdsiti Frangois Payre laboratoriuméban (CBI Toulouse) végzett
munka, amelynek soran kimutattak, hogy a MoeTssoD izoforma sokkal nagyobb
mennyiségben kotddik a sejtmembran alatt huz6édé F-aktin halozathoz, mint a MoeTss0A
valtozat (Roch és mtsai, 2010). Mindezek mellett tovabbi kisérletek lennének sziikségesek

annak megerdsitésére, hogy az F-aktin valoban kozvetve, az aktiv Moesin forma

citoplazmaban torténé megkotésével gatolja a sejtmagi importot.
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A Moesin fehérje aktivacioja PIP; szekvencialis kotésével valosul meg. Ennek soran
a PIP molekula a Moesin fehérjén a tranziens kotéhelyr6l (PATCH -
K254,K255,K263,K264) a stabil kotohelyre (POCKET - K61,K64,K279) kertil at. A korabbi
kisérletekben az NLS els0 tagjaként meghatarozott, 279-280 pozicidban levd KR motivum
lizinje a POCKET kotohely része, ami felveti annak a lehetdségét, hogy valojaban a PIP;
kotése sziikséges a Moesin sejtmagi importjahoz. Ezért a tovabbiakban a FERM domén
harmadik alegységében, a 254-255 és 263-264 poziciokban talalhatéd lizineket (PATCH)
alaninra cseréltiik. {gy a fehérje aktivaciojanak feltételét jelentd, a PIP; kotés elsd 16péséért
felelés PATCH kotohelyet teljesen elrontva egy olyan Moesin format (MoeKA) hoztunk
létre, melyben a POCKET ké&tohely érintetlen, am mégsem képes PIP, megkotésre. Ezzel a
mutans forméval elvégzett kisérlet azt mutatta, hogy a MoeKA a vad tipusit Moesinnel
megegyez0 modon képes halmozodni rael/ RNS interferencia hatdsara, melynek alapjan
kijelenthetjiik, hogy a Moesin sejtmagi transzportjahoz a PIP> kotése nem sziikséges (17.
abra). Ez az eredmény egyuttal azt is meger6siti, hogy a KR aminosavak hidnya nem a PIP2
kotés elmaradésa miatt gatolja a sejtmagi importot, hanem azért, mert sejtmagi importért

felelds motivumot képeznek, tehat az NLS valoban kéttagu.
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17. abra A konstitutivan inaktiv, PIP2 kotésre képtelen MoeKA forma sejtmagi
importjanak vizsgalata.
A MoeKA Moesin forma a vad tipusit Moesinhez hasonl6 mdodon képes a sejtmagi
halmozodasra rael RNSi hatasara. Ezek alapjan megallapithato, hogy a Moesin sejtmagi
importjahoz a PIP; kotés nem sziikséges, kovetkezésképp a transzport a fehérje inaktiv,

crer

A szakirodalomban altalanosan elfogadott mdédon a MoeTssoA fehérjevaltozatra
inaktiv formaként hivatkoznak, azonban tapasztalatunk szerint ez az aminosavcsere nem
biztositja a teljes inaktivitast. Ezt bizonyitja az UASp>MoeTss0A torzzsel végzett menekitési
kisérletiink is, amely azt mutatta, hogy a MoeTss9A transzgén hatékonyan képes a moe null
mutaciot menekiteni (31. abra). Mivel a PIP, megkotése a PATCH kotéhelyen alapfeltétele
a Moesin aktivacigjanak, igy kovetkezésképpen a MoeKA fehérje forma nagy
valdszinliséggel valoban teljesen inaktiv. A MoeKA sértetlen sejtmagi importja tehat
egyuttal megerdsiti a MoeTssoA ,,inaktiv’ formdval kapott eredményt is, nevezetesen azt,
hogy a fehérje importjahoz nincsen sziikség aktivalodasra, zart, inaktiv konformécioban is

bejut a sejtmagba.
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3.1.4. A sejtmagi import aktinfiiggése

Dolgozatomban mar kordbban emlitésre kertilt, hogy az aktin kdzvetlenil is részt
vesz az aktink6td MAL transzkripcios kofaktor sejtmagi importjdnak szabalyozasaban. A
Moesin NLS1 szekvencidja és kornyezete evolucidsan konzervalt, minden ERM fehérjében
megtalalhat6, tovabba a huméan Ezrin esetében ez a régié G-aktin kotOhelyként is
funkcionalhat (Roy ¢és mtsai, 1997). Ezért megvizsgaltuk, hogy a monomer aktin
befolyésolja-e a Moesin magi transzportjat. A Moesin importjanak monomer aktint6l torténd
fliggését az aktin filamentumokat stabilizal6 szerrel (Jasplakinolid — cs6kkenti a monomer
aktin szintet) tortént kezeléssel, valamint nem polimerizal6dd, Re3D mutaciot hordozé aktin
(Posern és mtsai, 2002) fehérje taltermelésével (ndveli a monomer aktin szintet) vizsgaltuk.
A két kisérlet azt mutatta, hogy a MAL kontroll fehérjével ellentétben a G-aktin szintjének
csokkentése nem indukélta a Moesin sejtmagba aramlédsat, mig ndvelése pedig egyaltalan
nem gatolta az indukalt Moesin importot (18. &bra). Ezen eredmények alapjan tehat
elmondhat6, hogy a Moesin sejtmagba jutdsa fliggetlen a monomer aktin mennyiségétol,

vagyis a G-aktin nem szabalyozza a Moesin sejtmagi importjat.

Moe + DMSO MAL + DMSO Moe + R;D aktin Moe + Ry;D aktin + rae/ RNSi

Moe + Jasplakinolide MAL + Jasplakinolide

Hkok ek =
35 p=0.0001 p=0.0031 ” *okk *kk
p< 0.0001 p< 0.0001

T

- 5]
h o h w

—

Sejtmag/citoplazma intenzitas
Sejtmag/citoplazma intenzitas

Moe + Rg;D actin + rael RNSi

Mal + Jasplakinolide

Moe + DMSO

Moe + Jasplakinolide
Moe + rael RNSi
Moe + Rg;D actin

Mal + DMSO

]

18. abra A Moesin sejtmagi importjanak aktinfiiggése.

A Moesin importjat nem befolydsolja sem a lecsokkent (Jasplakinolid kezelés), sem a
megemelkedett (Rs3D aktin-RFP) G-aktin szint. Piros szinnel az Re3D aktin-RFP, mig
zolddel a Moesin fehérjét jeloltiik. MAL: pozitiv kontrollként hasznalt fehérje, DMSO: a
Jasplakinolid oldoszere.

Moe

=l
= h
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3.2. A sejtmagi funkcié vizsgalata

Az elézdekben ismertetett kisérletek azt bizonyitottak, hogy a Moesin mennyiségét
a sejtmagban NLS-fliggd, szabalyozott import hatarozza meg, illetve korabbi kutatasi
eredményekbdl kideriill az is, hogy a Moesin hdsokk, valamint a rael gén RNS
interferencidval torténd csendesitése esetén sejtmagi halmozddast mutat. Mindezek arra
utalnak, hogy a sejtmagban a Moesinnek feladata van, ezért munkank soran arra a kérdésre
is valaszt kerestiink, hogy mi a Moesin sejtmagi funkcidja, mi a jelentdsége a sejtmagi
Moesin funkcidinak az allat fejlédése €s €lete szempontjabol.

A Moesin sejtmagi tevékenységének vizsgalatat a tobbi, sejtmagban megtalalhatod
citoszkeletalis fehérjéhez hasonldan nagyban neheziti, hogy a citoplazméban esszencialis
feladatokat 14t el, ezért a magi és citoplazmas funkcioi nehezen kiilonithetdk el egymastol.
A Moesin esetében ugyan sikeriilt a sejtmagi lokalizacioért feleldés peptid szekvenciat
meghatdroznunk, melynek elrontdsaval a Moesin magi funkcioit kiiktathatjuk, azonban a
Moesin esete mégis specialis, mert a sejtmagban megtalalhatdé Moesin nem az NLS
segitségével, hanem a mitdzis utdn, a sejtmag Ujraszervezddésekor, a kromoszoémakhoz
kapcsolodva zarodik be a sejtmagba (Vilmos és mtsai, 2009). A folyamat az NLS hianyaban
1s végbemegy (Vilmos €s mtsai, 2009), és normalis koriilmények kozott a fehérje alig hagyja
el a sejtmagot (Kristd ¢és mtsai, 2017). Ennek megfelelden, a Moesin NLS szignaljanak
torlésével nem lehet Moesin-mentes allapotot létrehozni a sejtmagban, igy a Moesin
sejtmagi funkcidjanak vizsgalatdit egy nukleédris exportszignadl (NES) alkalmazasaval
hajtottuk végre (MoeNES). Ezzel kozel Moesin-mentes allapotot tudtunk eldidézni a
sejtmagban, melyet az eldkisérletben a transzgénrdl termeltetett MoeNES fehérje eloszlasa

igazolt (19. abra).

sgs3>Moesin-GFP sgs3>Moesin-GFP-NES

19. abra Moesin-GFP-NES lokalizacioja a Drosophila 1arva nyalmirigy sejtjeiben.
A vad tipusu Moesin kis mennyiségben megtalalhat6 a sejtmagban, mig a Moesin-GFP-
NES forma egyéaltalan nem. A NES-sel felszerelt fehérje ugyanakkor a vad tipusuhoz
hasonldan erdteljesen lokalizal a sejtek kortexén talalhato aktin halozathoz. sgs3:
nyalmirigy specifikus promoter.
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3.2.1. A moe|NES] mutans Drosophila vonalak létrehozasa

A kozel Moesin-mentes sejtmagokat hordozd Drosophila vonal 1étrehozasdhoz a
moesin génbe egy nukledris exportszignalt épitettiink a CRISPR-Cas9 rendszerrel, melynek
1épéseit a 20. abra foglalja 6ssze. A CRISPR rendszer a baktériumok és Archeak védekezd
mechanizmusa az 6ket megfert6z6 virusokkal szemben. A rendszer miikodési egysége a
CRISPR I6kusz, melynek atirodasat kovetd, hosszii érési folyamat eredményeként
crisprRNS (crRNS) keletkezik. Az érett crRNS a Cas9 nukleazt tartalmazé komplex
részeként, a bazisparosodas szabalyainak megfelelden kapcsolddik a komplementer idegen
DNS-hez, elésegitve annak Cas9 altali szekvencia specifikus hasitasat. A CRISPR lokusz
szerkezetétdl, valamint a crRNS érésétdl fliggden harom CRISPR csoportot kiilonboztetlink
meg: L. II. és III. tipus. (Sorek és mtsai, 2013). A II tipusi CRISPR rendszer kevés
komponensbdl all, ezért ebbdl adodd konnyli kezelhetOsége miatt hasznaljak iranyitott
génmoddositasi célokra. A génmanipuldcios eljardsok soran a crRNS-t egy ugynevezett
guideRNS-sel (gRNS) helyettesitik, mely a ctrRNS-en feliil tartalmaz a crRNS megfeleld
érés¢hez nélkiilozhetetlen transz-hat6 crisprRNS-t is (tractRNS) (Carroll és mtsai, 2011).
hasitohelyeket kerestiink az aldbbi kritériumoknak megfeleléen: 1. A plazmidrol torténd
megfeleld kifejez6dés miatt a kezdd nukleotid G legyen. 2. A kivalasztott szekvencia 3’
veégét egy NGG triplet hatarolja. 3. A hasitohelyek olyan genomi kornyezetben kerestiik
(intronikus, valamint a gén utani nem kodold régid), hogy a markergén eltavolitasakor
visszamarado loxP szekvencia €s a 3° végi hasitohely megvaltoztatasa ne okozzon valtozast
a moesin gén miitkddésében. A moe[NES] mutans készitésének elsdé lépéseként eldszor
leteszteltiik a megtervezett gRNS-eket. Az elkészitett gRNS plazmidokat (Cas9 1; Cas9 2;
Cas9 3 ¢és Cas9 4) paronként (Cas9 1+Cas9 3; Cas9 1+Cas9 4; Cas9 2+Cas9 3,
valamint Cas9 2+Cas9 4) injektaltuk nos>Gal4; UAS>Cas9“"P Drosophila embriokba.
A négy gRNS par koziil a Cas9 2+Cas9 3 kettds rendelkezett a legjobb hatasfokkal, ebben
az esetben egyértelmiien azonosithatd volt a hasitas kovetkeztében 1étrejovd 1132 bazispar
méretli deléciés PCR termék (21. abra). A vad tipusnak megfelelé 2313 bazisparos PCR
termék az injektalt mintak esetében is megtalalhato6 volt, mivel a Cas9 altali hasitas az embrio
nem minden sejtjében ment végbe, illetve a PCR reakcid soran hasznalt DNS templatot 6t

embridbol izolaltuk.

44



w~ + wvasa > Cas9 -
—_—— —————  Exonl3 Exonl4 3’ UTR
w-'+' TM6,Tb xon ol

Templat DNS, guide RNS-¢k injektalasa;
mutans jeldltek torzsbe allitasa

w~,moeNES{3XP3 > DsRed} loxP loxP
= Exon13 —JHESESEREN-I— Exon14 - 3UTR ——
FMéw

DsRed markergén eltavolitasa Cre rekombinazt
tartalmazo torzzsel

w~ ,moeNES loxP -
—_— ——— Exonl3 —J}— Exonl4 I’UTR
FMéw~

20. abra NES beépitése a moesin génbe a CRISPR-Cas9 rendszer alkalmazasaval.
A NES szekvenciat a kddold szekvencia és a 3° UTR kozé épitettiik be. A mutans legyek
azonositasat kdvetden a beépiilést jelzd 3XP3>DsRed markergént eltavolitottuk a 13. és a

14. exonokat elvalaszto intronbol.

€— vad tipusi termék

1 €— delécios termek

Cas9_2 + Cas9 3

21. abra A Cas9 2 és Cas9 3 gRNS par tesztelésének eredménye.
A hasités soran 1132 bp méretli, mig a kontrollban 2313 bp nagysagu vad tipusu terméket
kaptunk.

A homolog rekombinacids hibajavitashoz templatként szolgalo donor konstruktot az
5 kbp-os moesin génszakaszon végzett harom PCR termékbdl épitettiik dssze (22. dbra). A
PCR segitségével a NES szekvenciat a fehérjekodolo rész és a 3° UTR kozé épitettiik be. A
két homologiakart egy loxP helyek segitségével eltavolithato, 3xP3 nevii, szemspecifikusan
aktiv promoterrel rendelkezd DsRed markergén valasztja el, mely lehetdvé tette szamunkra
a mutansok konnyebb azonositasat, valamint a markergén késobbi eltdvolitasat. A gRNS,
valamint a donor konstruktok injektalasat kdvetden a kikeld embriokbdl négy egymastol

fliggetlen mutans moe[NES] vonalat alapitottunk.
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PCR1 PCR2 PCR3

— Exonl]l Exonl2  Ex0n13 s Exonl4 - I UTR

1. homoloégia kar 2. homologia kar

pHD-DsRed

22. abra A hasitas soran templatként szolgalé donor konstrukt felépitése.

A moesin génszakaszt tartalmaz6 homologiakarokat harom PCR termék ligalasabol
épitettiik Ossze. A homoldg szakaszokat egymastol a mutans azonositasat eldsegitd loxP
helyek altal hatarolt DsRed markergén valasztja el. 3xP3: szemspecifikus prométer. MCS:
multiklonozo hely.

A mutansok azonositasat kovetden a piros fluoreszcens szemszint okozé markergént
(3xP3>DsRed) (23. abra) eltavolitottuk a Cre rekombinazt tartalmazé transzgenikus torzs

alkalmazaséaval, s igy mindossze egy loxP szekvencia maradt a gén utolsé intronjéban.

23. abra A 3xP3>DsRed markergén kifejezédése (piros) a mutans jelolt szemében.
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A modositott génrdl képzddd moe[NES] mRNS-t ezutan RT-PCR-rel és szekvenalassal
ellendriztiik, és az adatok alapjan kijelenthettiik, hogy a loxP szekvenciat tartalmazé intron
a moe[NES] mRNS ¢érése soran hibatlanul eltavolitddik. Az igy elkészitett moe[NES]
vonalakkal lehetdséglink adodott arra, hogy a Moesin sejtmagi hianyabol ad6do fenotipusok

segitségével a fehérje sejtmagi funkciojat a citoplazmas funkciogitol elkiilonitve vizsgaljuk.

3.2.2. A moe|NES] torzs létrehozasa

A munka folyaman a DsRed markergént a moesin gén utols6 intronjaban még
tartalmazé mutans vonalak (w’,moe[NES][3xP3>DsRed]/FM6w") esetében letalitast
tapasztaltunk, ami felvetette annak lehetOségét, hogy a sejtmagi Moesin az élethez
nélkiilozhetetlen. A DsRed markergén eltavolitdsdval azonban a letalitds megsziint, jelezve,
hogy nem ez a helyzet.

A markergén eltavolitasaval 1étrejott moe[NES]/FM6w™ allatok ugyan életképesek és
fertilisek voltak, azonban a tovabbi vizsgalatok sordn kideriilt, hogy a Moesin-NES anyai
hatasu faktorként, domindns mdédon a ndstények utddainak 100%-aban sterilitast okoz.
Mivel a moesin gén az els6 (X) kromoszéman taldlhato, a moe[NES] allél megtartdsara és a
mutans torzs létrehozasara a moe[NES]DsRed ¢és Cre rekombinaz géneket egyarant
tartalmaz6 himeket kapcsolt X kromoszomat hordozé néstényekkel (X X/Y) kereszteztiik
(10. abra). A kapcsolt X kromoszoma két, kozds kromocenterrel rendelkezd, teljes
hosszusagu els6 kromoszoémat tartalmaz, igy egyiitt 6roklddnek, ezért a kapcsolt X
kromoszomat hordoz6 ndstények him utddai az Y kromoszoémajukat mindig az anyjuktol,
mig X kromoszomajukat az apjuktol oroklik. Vagyis a kapcsolt X kromoszomat tartalmazo
moe[NES] mutans torzsek esetében csak a himek hordozzak a moe[NES] allélt tartalmaz6 X
kromoszomat (moe[NES]/Y), a ndstények nem, igy az anyai hatasu sterilitds probléméja
kikiiszobolodik. Ez egyuttal azt is jelenti, hogy a torzs moe[NES] himjeiben esetleg
megjelend fenotipusok nem anyai hatds kovetkezményeként alakulnak ki, vagyis
mindegyikiik zigotikus eredetli. A kapcsolt X kromoszoéma segitségével fenntartott torzs
moe[NES]/Y genotipust himjei ugyan életképesnek és fertilisnek bizonyultak, azonban a
domindns anyai hatdsu, 100%-os sterilitds miatt a moe[ NES] allélt hordozo6 ndstényeket csak
ugy tudtunk vizsgalni a tovabbiakban, ha a moe[NES]/Y himeket minden kisérletben
vadtipustnak tekinthetd (w'!'®) vagy moesin null allélt (moeS®*1>) hordozo néstényekkel
kereszteztilk. Ezutan a kikeld, az elsé esetben a moe[NES]-re nézve heterozigdta, mig a

masodik esetben csak moe[NES]-t expresszalo ndstény utdodokat vizsgalhattuk (24. abra).
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wlll® m0e[NES] moe®*>  moe[NES]
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moe|[NES] moe[NES]  moe[NES]

24. abra. A kisérletekben hasznalt kiilonféle moe[NES] genotipusu néstények
eléallitasa.

Az elso keresztezésbdl csak moe[ NES] heterozigdta ndstény utdd kel ki, mig a masodikban
van lehetdség kizarolag moe[NES] allélt kifejezd ndstények vizsgalatara is. A masodik
keresztezés ndstény utodai koziil a vad tipusit Moesint expresszald ndstény
(moe[NES]/FM7c) a balanszer kromoszéman 1évé markergén (Bar) segitségével
megkiilonboztethetd.

3.2.3. A moe[NES]| mutansok fenotipusai

A moe[NES] mutans legyek esetében szamos fenotipust megfigyeltiink, melyek egy
része zigotikus, mas része anyai hatds eredményeként alakult ki (25. abra). Az anyai hatast
fenotipusok a moe[NES] ndstények utddainal jelennek meg eldszor, az utodok genotipusatol
fliggetleniil. Az igy azonositott anyai hatasu fejlddési rendellenességek foként a test
poszterior részEt érintették: tergit elvaltozasokat és csdkevényes ivarszerveket, tovabba az
¢letképesség csokkenését és sterilitast észleltiink. A zigotikus hatast fenotipusok ezzel
szemben a kapcsolt X kromoszoémat hordozd ndstények segitségével fenntartott torzsek
moe|NES] mutans himjeiben is megjelennek. Ilyen fenotipus a csdkkent maszasi és hotiird
képesség, az élethossz csokkenése, a genitdlia rotacidja, illetve a sététebb és durvabb szem,
valamint a kiilonféle szarnyfejlédési hibak.

Annak megerdsitésére, hogy az anyai hatasi domindns sterilitas kialakuldsa valoban
a MoeNES fehérjéhez, s annak dominans negativ (antimorf), a vad tipusu Moesinnel
ellentétes hatasdhoz kothetd, a MoeNES fehérjét taltermeltettik a nos>Gald ¢és
UASp>MoeNES vonalak keresztezésével létrehozott UASp>MoeNES/nos>Gal4
genotipusti ndéstények ivarvonalaban. A ndstényekben a két kopiaban jelenlevd, vad tipusa
moesin gén ellenére a MoeNES fehérje hatdsara az utdédok 98%-os ivarsejthianyos fenotipust
mutattak, ami egyértelmiien igazolja a NES motivum antimorf hatasat, és azt, hogy az
ivarsejtek elvesztéséhez elegendd a MoeNES fehérje jelenléte az anya ivarvonaldban.

Ugyanakkor az utédokban fejlédési rendellenességeket nem tapasztaltunk.
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25. abra A moe|NES| mutans legyekben megfigyelt fenotipusok.
A megfigyelt fenotipusok egy része anyai hatds eredménye miatt alakult ki, melyek
a kovetkezok: tergitet érintd elvaltozasok, részben a letalitas és sterilitas. A leirt
fenotipusok masik része zigotikus eredetii: csokkent mészasi és hotlird képesség, genitdlia
rotacio, illetve részben a letalitas.

3.2.3.1. A lathato fenotipusok

A moe[NES] mutansok utédaiban megfigyelhetd fejlodési rendellenességek foként a
test poszterior részére terjednek ki, és ezek a kovetkezok: him genitalia rotacidja (26.A abra),
csOkevényes ivarszervek (26.B dbra), tergitet (26.C3 abra) és szarnyat (26.D dbra) érintd
elvaltozasok, valamint sotétebb és durvabb felszinli szem (26.E abra). Ugyanakkor
megfigyeltiik a himek esetében a kiilsd ivarszerv teljes hianyat (26.C2 abra), illetve extra
sz6rok megjelenését (26.C1 abra) és megvaltozott tergit pigmentacidt (26.C4 abra) is. A
tergitelvaltozasok, illetve a csokevényes ivarszervek akkor figyelhet6k meg, amikor az anya
legalabb egy példanyban hordozza a moe[NES] allélt. A moe[NES]-re nézve homozigbta
(moe[NES]/moe*1%), illetve heterozigdta (moe[NES]/FM7-GFP) néstények utodainak
vizsgélata részletesebb jellemzést eredményezett a tergitet érintd elvaltozasokat, valamint a

genitalia rotaciot illetden.
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26. abra A moe[NES] mutans legyek utddai altal mutatott fejlodési rendellenességek.
ACV: anterior keresztvéna, PCV: poszterior keresztvéna, WT: vad tipus.

Mivel a moe[NES]/FM7-GFP ndstények utddai koziil csak a moe[NES]/Y him utédok
mutattak genitalia rotaciot, mig az FM7-GFP/Y himek egyike sem, illetve a moe[NES]/Y
hemizigo6ta himekben az anyatol fliggetleniil megjelenik a fenotipus, ezért kijelenthetd, hogy
a genitalia rotacid kizarolag zigotikus eredetli (27. abra). A tergitet érintd elvaltozasok
esetében pedig megallapithato, hogy ezek részben anyai eredetlieck, mivel a
w’,moe[NES]/FM7-GFP néstények FM7-GFP/Y him utddai kozott is megfigyelhetdk ilyen
tipusu fejlédési rendellenességek. Tovabba az elvaltozasok anyai hatterét igazolja az a tény
1s, hogy azon moe[NES]/moe[NES] utdédokban, ahol az anya egyetlen miik6doé moesin allélja
a moe[NES] volt (w,moe[NES]/moe®®!3), sokkal nagyobb aranyban fordulnak eld tergitet
érintd hibak, mint a moe[NES]/FM7-GFP ndstények utoddai esetében, ahol a vad tipusu
moesin allél részben képes menekiteni ezt a MoeNES fehérje okozta fenotipust. Ugyanakkor
a tergitet érint0 fejlédési hibardl elmondhat6, hogy az anyai hatas mellett zigotikus hattérrel
is rendelkezik, mivel a moe[NES] all¢lt is hordozo utddokban gyakoribb volt a

tergitelvaltozas. Tovabba ezekbdl az adatokbol az is megéllapithatd, hogy a mutacié nem
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neomorf vagy hipermorf jellegli, mivel a vad tipusti moesin részben képes menekiteni a

moe[NES] okozta elvaltozasokat.

Fejlodési rende]lenesseg

F2 utédok

bzarny ter 1 gc
T otauo

100 % 57,81%  10,94%  31,25%

p w~,moe[NES] w~,moe[NES]

moe[(NES] /moe[NES] 64) 67) a (20) - © T moeG04ls %
GO415 100 % 62,7% 4% 33,3%
moe[NES]/moe 75) @7) G) 25)
100 % 33,33% , 28,57% 38,1%
moe[NES]/Y @1 o 0% ) ®)
n=161
100 % 62,75% 27.45% 9.8 %
moe[NES]/moe[NES] 1) (32) (14) )
100 % 91,07% 0,89 % 8,04 % _ _
moe[NES]/FM7-GFP (112) (102) ) ©) o ~ w”,moe[NES] _ w~,moe[NES]
100 % 47,06% 294%  22,06% 27,94 % " FM7 - GFP Y
moe[NES]IY (68) E ) (15) (19)
100 % 93 % . 7% .
FM7-GFP/Y (114) (106) 0% %) 0%
n=345

27. abra Zigotikus és anyai hatasu fenotipusok elkiilonitése.
A tergitet érintd elvaltozasok részben anyai, részben zigotikus hattérrel is rendelkeznek. A
genitalia rotacio ugyanakkor egyértelmiien zigotikus hatterti, mivel az anyatol fiiggetleniil
jelenik meg a moe[NES]/Y hemizig6ta himekben.

A kapcsolt X kromoszémat tartalmazo mutans vonalakbdl szarmazd moe[NES]/Y
himek esetében szarnyat érinté fejlddési rendellenességet, valamint genitdlia rotaciot
figyeltink meg, melyek Osszesitett adatait a 28. abra tartalmazza. A kisérletekhez
elkészitettiik a kapcsolt X kromoszomat tartalmazo torzs olyan valtozatat is, ahol az Y
kromoszémat lecseréltiik egy, a moesin kozvetlen genomi koOrnyezetét tartalmazd Y
kromoszdémara (Dp(1:Y)619). Az utodok fenotipikus vizsgélata alapjan elmondhatd, hogy a
genitalia rotacid gyakorisaga a duplikacids torzs esetében kevesebb, mint a felére (38%)
csokkent, vagyis menekitette a MoeNES okozta fenotipust. Ez egytttal azt is jelenti, hogy a

genitalia rotacios fenotipus a MoeNES-hez kothetd és annak funkciovesztése okozza.
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w™, moe[NES] % XX
Y Y

Fejlodési rendellenesség

Utoédok genotipusa Normal

: o : szarny és
szarnyat érintd genitaliarotacio genitalia rotacié
moe[NES]/Y; +/+ 145 db 63,45% (92) 1,38%(2) 32,41% (47) 2,76% (4)
XXv; +/+ 186 db 100% (186) - - -
w™,moe[NES] XX
Y (DpMoe) Y (DpMoe)
moe[NES]/Y (DpMoe) 171 db 83,63% (143) 2,34% (4) 12,28% (21) 1,75% (3)

XXy (DpMoe) 360 db 100% (360) - - -

28. abra A kapcsolt X kromoszomakat tartalmazé moe|NES], valamint moesin
duplikacios torzs fejlédési rendellenességeinek gyakorisaga.
A kisérlet adatai alapjan elmondhatd, hogy a duplikaciét hordozo torzs képes menekiteni a
moe[NES] okozta genitélia rotaciot.

A kovetkezOkben mas megkozelitéssel is vizsgaltuk, hogy a genitélia rotacid valoban
a Moesin sejtmagi hidnydnak a kovetkezménye-e vagy esetleg példaul egy masodlagos
hattérmutacié okozza. Ehhez moesin null mutans allatokat menekitettiink transzgénrol
termeltetett Moesin-NES fehérjével. A kisérletben az altalunk 1étrehozott UASt>MoeNES-
GFP transzgenikus torzset hasznaltuk, melynek kifejez6dését egy Gal4 enhancer csapdazo
mutans, a moe[PG26] jeltl torzs Gal4 forrasa biztositotta. A moe[PG26] allél elénye, hogy a
Gal4 fehérje expresszidjat a moesin promoter iranyitja és egyben null mutans is a moesin
génre nézve. A moe[PG26]/Y; UASt>MoeNES-GFP himek 28,57%-a (14 db) mutatott
genitalia rotaciot (29. abra), ami gyakorlatilag megegyezett a kapcsolt X-es torzs esetében
megfigyelt értékkel (32,41%). Mindezen eredmények alapjan kijelenthetjilk, hogy a

genitalia rotacid valoban a Moesinhez kothetd, €s annak sejtmagi hianya okozza.
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p. moesin|[PG26] ® UASt > MoeNES — GFP
' FMO TM3

Utddok genotipusa _

moesin[PG26]/+; UASt>MoeNES-GFP/+  17,8% (134)

moesin[PG26]/+; +/TM3 18,8% (142)
FMO/+; UASt>MoeNES-GFP/+ 21,4% (161)
FMO/+; +/TM3 13,4% (101)

moesin[PG26]/Y; +/TM3 -
moesin[PG26]/Y; UASt>MoeNES-GFP/+ 6,5% (49)

FM0/Y; UASt>MoeNES-GFP/+ 13% (98)
FMO/Y; +/TM3 9,1% (69)
n: 754 db

29. abra A genitalia rotacio gyakorisaga a moe[PG26]/Y; UASt> MoeNES-GFP/+
himekben.
Az ilyen himek 28,57%-a mutatott genitalia rotaciot, mely azt bizonyitja, hogy a mutécio
valéban a moesin génhez kapcsolhatd, nem a NES beépitése soran létrejott masodlagos
hatas eredménye.

A kovetkezOkben azt vizsgaltuk, hogy a moe[NES]/Y himeket érint6 genitalia rotacid
kapcsolhat6-e valamilyen Moesin formahoz, igy nyerve informaciot a mutacio jellegérdl. A
vizsgalt Moesin formék a kovetkezdk voltak: 1. UASp>MoeKN-GFP forma, melynél a PIP»
kotésért felelds PATCH kotohely lizinjeinek aszparaginra tortént modositdsaval egy
konstitutivan inaktiv fehérje jon létre. 2. UASp>MoeTss0A-GFP fehérje esetében az
aktivitasért felelds 559. pozicidban 1évé treonint valtoztattdk alaninra, mellyel egy
defoszforilalt inaktiv fehérje képzddik. 3. UASp>MoeTssoD-GFP forma esetében az
aktivacios treonint aszparaginsavra cserélték, igy egy folyamatosan aktiv allapotban 1évo
fehérjét kapunk. Az egyes UAS transzgének kifejezddését a moe[PG26] Gal4 forrassal
biztositottuk. Erdekes modon, mig a konstitutivan inaktiv MoeKN gyakorlatilag nem, az
alland6 aktivacios allapotot mutaté MoeTssoD forma pedig csak nagyon kis mértékben volt
képes menekiteni a moe[PG26] null mutéciot (30. abra), addig az inaktiv MoeTss0A forma
jol menekitette a letalitast (31. dbra). A kisérlet soran érdekes megfigyelés volt, hogy az
elenyészOen kis szdmban kelt moe[PG26]/Y; UASp>MoeTss90D-GFP/+ menekitett him

legyek minden esetben genitalia rotaciot mutattak.
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p. moesin[PG26] _ UASp > MoeKN — GFP
' FMO TM3,Sh, Ser

Utdédok genotipusa _

moesin/PG26]/+; UASp>MoeKN-GFP/+ 21% (142)

moesin[PG26]/+; +/TM3,5b,Ser 17,3% (117)
FMO/+; UASp>MoeKN-GFP/+ 21,3% (144)
FMO0/+; +/TM3,Sb,Ser 21,2% (143)

moesin/PG26]/Y; +/TM3,5b,Ser -
moesin[PG26]/Y;, UASp>MoeKN-GFP/+ 0,2% (1)

FMO0/Y; UASp>MoeKN-GFP/+ 11,2% (76)
FMO0/Y; +/TM3,Sb,Ser 7,8% (53)
n: 676 db

moesin[PG26]
P: MO &® P{UASp > MoeT5,D — GFP}

Utodok genotipusa _

moesin[PG26]/+; P{UASp>MoeT;5,D-GFP}/+  34,3% (111)

FMO/+; P{UASp>MoeT;;,D-GFP}/+ 35,5% (115)
moesin[PG26]/Y; P{UASp>MoeTss5,D-GFP}/+ 1,5% (5)
FMO/Y; P{UASp>MoeT;5,D-GFP}/+ 28,7% (93)
n: 324 db

30. abra A MoeKN és MoeTssoD izoformak menekitéképessége.
A menekitési kisérletekbdl kidertil, hogy a MoeTssoD, mely allando6 aktiv formanak
tekinthetd, illetve a PIP; kotésre képtelen MoeKN formak nem képesek menekiteni a
moe[PG26] null mutéciot.

A moe[NES] mutéacio genitalia rotaciot okozo hatdsarol ezek alapjan az feltételezhetd,
hogy hasonlé negativ hatassal rendelkezik, mint az aktiv MoeTssoD forma. Ennek egyik
lehetséges magyardzata, hogy a MoeNES fehérje tilmiikodése kovetkeztében az aktin
citoszkeleton szervezddése zavart szenved. Ugyanakkor azonban a dolgozatomban késdbb
részletezett kisérleteink alapjan egyértelmiivé valik, hogy a moe[NES] legyekben az aktin
citoszkeleton épsége nem sériilt, valamint hogy a MoeNES fehérje a citoplazmaban
megfelelden aktivalodik és lokalizal. A genitdlia rotacid megjelenésének masik lehetséges
magyarazata lehet a Moesin sejtmagi funkcidjanak a zavara. Ebben az esetben a moe[NES]
legyekben a Moesin sejtmagi hidnya, mig a MoeTssoD forma esetében az allando
foszfomimetikus allapot okozza a fenotipus megjelenését, mivel a folyamatosan aktiv
allapot kovetkeztében sejtmagi importja gatlédik €s/vagy nem képes ellatni sejtmagi

funkciojat.
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Az elozokkel ellentétben, az irodalomban inkativ formanak tekintett MoeTssoA
forma meglepd moédon képes menekiteni a moe[PG26] null mutaciot: moe[PG26]/Y;
UASp>MoeTss90A-GFP genotipusu legyek életképesek, nem mutatnak genitalia rotaciot,
valamint kozel azonos gyakorisagban kelnek, mint a vad tipustnak tekinthet6 FMO/Y;

UASp>MoeTss50A-GFP utodok (31. ébra).

moesin[PG26]
P.——— "= @ {UASp > MoeT,A — GFP}

FMO
I
moesin[PG26]/+; P{UASp>MoeTssoA-GFP}/+ 26,9% (150)
FMO0/+; P{UASp>MoeTs5,A-GFP}/+ 25,8% (144)
moesin[PG26]/Y; P{UASp>MoeT'sseA-GFP}/+ 21,1% (118)
EMO/Y; P{UASp>MoeT'ss0A-GFP}/+ 26,2% (146)

n: 558 db

31. abra A MoeTss9A Moesin forma menekitoképessége.
A MoeTss0A-GFP fehérje képes menekiteni a moesin null mutaciot. A moe[PG26]/Y;
P{UASp>MoeT559A-GFP}/+ legyek kozel azonos ardnyban keltek, mint a tobbi
genotipus osztaly.

crer

a Moesin csokkent sejtmagi mennyisége okozza.

3.2.3.2. A moe[NES] mutdnsok élettani jellemzése

Miér a kisérletek kezdetén észrevettik a moe[NES] legyek gyenge, lassu
maszoképességét, valamint a homérséklettel szembeni érzékenységét. A tovabbiakban ezért
a moe[NES] mutacié kovetkezményeinek megismerését célzd élettani vizsgalatokat
végeztiink a mutans legyeken, tovabba tanulmanyoztuk, hogy a MoeNES milyen hatéssal

van az embridk ¢€s a kifejlett legyek €letképességére.
A moe[NES] mutdns néstények petehozama

A tovéabbiakban azt vizsgaltuk, hogy a moe[NES] mutacié milyen hatdssal van a
moeS**5/moe[NES], illetve moe[NES]/w'!'® néstények petehozamara (32. 4bra).
Eredményiil azt kaptuk, hogy a mutans legyek altal lerakott peték mennyisége megegyezik
a kontroll legyek esetében mért értékekkel. Ebbol arra kovetkeztethetiink, hogy a moe[NES]

mutacio a petehozamra nincs hatassal.
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Petehozam

Lerakott peték (db)
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=M oe[G0415]/Moe[NES] ====Moe[NES]/w1118 ====Moe[G0415]/w1118

32. 4bra A moe®**15/moe[NES] néstények petehozama.
A mutans ndstények petehozama a kontroll csoportokkal megegyezé mértékii.

A moe[NES] nostények embrioinak életképessége

A kovetkezékben megvizsgaltuk a moe[NES]/moeS*4!3

mutans anyaktol szarmazd
embriok életképességét (33. dbra). Az adatok alapjan elmondhatd, hogy a mutans vonal

esetében a letalitas mértéke 74%, mig a vad tipus esetében 12% volt, ami azt jelzi, hogy a

Embriok
kikelt — - Osszes embrid
wiiis 88% 2, 7% 9,3% 150 db
moe[NES]/moe®0413 26% 18% 56% 200 db

33. abra Embriok életképességének vizsgalata.
A moe[NES]/moeS®*"> ndstények embridinak letalitasa 74%.

mutans ndstények altal lerakott peték %i-e életképtelen. Tovabba azt is megfigyeltiik, hogy a
ndstények életkoranak emelkedésével csokken az embridk életképessége, mely egy vad

tipust moesin alléllal részlegesen menekithetd (34. 4bra).
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Embrio letalitas
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— —Moe[G0415]/Moe[NES] — —Moe[NES]/w1118
Moe[G0415]/w1118

Lerakott peték szama (db)

34. abra Embriok letalitasanak a meghatarozasa.
A ndstények ¢életkoranak novekedésével az embridk letalitdsa is nd. A fenotipus részben
menekithetd a vad tipust moesin alléllal.

A moe[NES] mutansok embriokor utani életképessége

Az embridk életképességének csokkenése mellett larvalis és bab kori letalitast is
azonositottunk, melyek a vad tipusu moesin alléllal teljes mértékben menekithetdk voltak,
vagyis a moe[NES] okozta letalitds nem dominans hatas kovetkeztében alakult ki, hanem a
Moesin feltehetden sejtmagi hidnyabol adodo funkcidvesztés eredményeként. Csokkent
élethosszt 25 °C-on a moe[NES]/Y himek esetében tapasztaltunk, mig a moe[NES]/moe®**>

mutans ndstények élettartama a kontroll csoportéval kozel megegyezd volt (35. 4bra).
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35. abra A moe[NES| mutansok életképessége.
A moe[NES] mutaci6 larvalis és bab letalitast, valamint a himek esetében csdkkent
¢letképességet okoz.

A moe[NES] mutansok éhezési stressz tiirese

A kovetkezdkben a petehozam mérésével az ¢hezési stressz tlirését vizsgaltuk oly
moddon, hogy a legyeket minden nap friss taptalajara helyeztiik, majd a 4. és az 5. napon
megvontuk toliik a taplalékot, és szamoltuk a ndstények altal lerakott petéket. A diagramon
(36. abra) leolvashato, hogy a ndstények az €hezés kovetkeztében csokkent petehozamot
mutattak, majd normal taptalajra vald visszatérés sordn a petehozam az éhezés eldtti
allapotra visszaallt. A kisérletben a moe[NES] ndstényekben az ¢hezésre adott valaszreakcio
a vad tipussal megegyez0 volt, a mutans legyek a vad tipushoz nagyon hasonlé petehozamra

képesek.
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36. abra A mutans néstények éhezési stressztiirésének vizsgalata.
A moeS**3/moe[NES] legyek hasonld modon reagalnak az éhezésre, mint a kontroll
legyek, a Moesin sejtmagi hidnya nem befolyasolja az éhezésre adott valaszreakciokat. Az
¢heztetés iddszaka sziirke hatérrel kiemelve.

A moe[NES] mutansok maszoképessége

A moe[NES] torzsek esetében megfigyeltiik, hogy a mutans himek egy része lassan,
vagy egyaltalan nem képes a fiola fiiggdleges falan felmaszni. Ennek megfelelden felmértiik
a mutans himek motoros funkcidinak épségét, melynek legegyszeriibb vizsgalati mddja az
un. maszasi teszt alkalmazésa. A teszt eredményéiil azt kaptuk, hogy a moe[NES]/Y mutans
himek szignifikdnsan gyengébben teljesitenek a maszoteszten: 13%-uk volt képes 8
masodperc alatt a teljes tdv megtételére, mig a vad tipusnal ez az arany 48% volt (37.A abra).
A vizsgalatot elvégeztiik 1dosebb, 1 hetes allatokkal is, &m az Oregedéssel a maszas
képessége jelentdsen nem romlott a kontroll allatokhoz viszonyitva, ahol a vad tipusu legyek
59%-a, mig a mutans legyek 10%-a volt képes azonos id6 alatt megtenni a teljes tavot. A
tesztet ndstényeken is elvégezve azt kaptuk, hogy a moe[G0415]/moe[NES] legyek
koriilbeliil 70%-a képes volt a teljes tav megtételére, hasonldoan a kontrollként hasznalt
moe[G0415]/w[1118] ndstényekhez. Egy hetes ndstényekkel megismételve a kisérletet
hasonlé eredményt kaptunk, mindkét genotipusbdl a legyek kozel 60%-a tette meg a 15 cm-
es tavot. Ezek alapjan megallapithatd, hogy a mutans himekkel ellentétben, a moe[NES]

ndstényeknél nem all fenn a motoros funkcié zavara (37.B dbra).
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37. abra A moe|NES] legyek motoros funkcidjanak vizsgalata. A himek mészastesztje
soran (A) a moe[NES]/Y legyek lassabbak, mindossze 10%-uk képes a mért tdvolsagot (15
cm) 8 masodperc alatt megtenni. A mutans néstények viszont hasonl6 eredményt értek el a

maszasteszten (B), mint a vad tipusu ndstények, igy megallapithato, hogy a csokkent
maszoképesség csak a moe[NES] himeket érinti.

3.2.3.3. A moe[NES] mutdns vonalak anyai hatasu sterilitdsa

Mar a moe[NES] vonal létrehozdsa sordn azonnal, a kisérletek legelsé fazisaban
nyilvanvalova valt a dominans anyai hatasu sterilitas. Megfigyeltiik, hogy a moe[NES] allélt
akar egyetlen kopiaban hordoz6 ndstények utddai valamennyien sterilek lettek, azaz a
néstények unokatlan (grandchild-less) fenotipustiak voltak. Munkank tovabbi részében a

sterilitds anatdmiai és molekuldris okait vizsgaltuk.
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A MoeNES fehérje citoplazmatikus funkcioinak vizsgalata

A Moesin hidnya az é¢lettel 0sszeegyeztethetetlen, a null mutans sejtek és allatok
elpusztulnak. A moe[NES] homozigdéta ndstények ¢és hemizigdta himek ugyanakkor
¢letképeseknek bizonyultak, ami a MoeNES fehérje aktivacidjanak és citoplazmatikus
funkcidinak legalabb részleges épségét bizonyitja. Azonban a moe[NES] mutansban a
megfigyelt fenotipusok miatt mégis fennall a lehetdsége, hogy a Moesinnek nemcsak a
sejtmagi funkcioi hianyoznak, hanem a citoplazmas funkciéi is részlegesen sériiltek, s ez
hozzajarul a megfigyelt elvaltozasokhoz. Ezért a domindns anyai hatasu sterilitas okainak
mélyebb felderitését eloszor annak tisztazasaval kezdtiik, hogy a MoeNES fehérje
megfelelden ellatja-e a vadtipustt Moesin citoplazmatikus feladatait, illetve hogy a nuklearis
export tag (NES) nem okoz-e mellékhatasokat. Ezeknek a vizsgalatoknak az eredménye
természetesen nem csak a sterilitas, hanem a tobbi mutdns fenotipus szempontjabdl is fontos

volt.

A MoeNES fehérje aktivacioja és lokalizdcioja

Az ivarsejthidnyos fenotipus megjelenésének egy masik lehetséges oka az lehet,
hogy a NES szekvencia miatt a MoeNES fehérje nem képes megfelelden aktivalédni és
ennek kovetkeztében funkcigjat ellatni. Ezért elvégeztiik a Moesin aktivalodasat jelzd, 559.
pozicidban levd, foszforilalt treoninra specifikus foszfo-ERM (P-ERM) ellenanyaggal a
moe[NES]/moeS*! petefészkek festését. Az immunfestés segitségével megallapithatod volt,
hogy a MoeNES fehérjét a P-ERM ellenanyag felismeri, azaz a fehérje megfelelden képes
aktivalodni, s6t a vad tipussal megegyez6 modon lokalizal a sejtkortexen (38. dbra), ami

egyuttal az F-aktinko6to képességének épségére is utal.
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38. abra MoeNES fehérje azonositasa foszfo-ERM (P-ERM) ellenanyaggal a
petefészekben. A MoeNES fehérje a vad tipusu fehérjével megegyez6 mdédon
foszforilalodik és aktivalodik.

A CRM1 utvonal épsége

A MoeNES fehérje sejtmagi exportja a NES szekvenciajat felismer6 CRM1 (mas
néven embargoed vagy XPO1) export faktor segitségével valosul meg. A kovetkezdkben azt
ellendriztiik, hogy a mddositott Moesin fehérje esetleg befolyasolja-e, pl. talterhelés révén
gatolja a CRMI1 export Gtvonal normalis mitkddését, és esetleg legalabb részben ez a
mellékhatas okozza-e a tapasztalt fenotipusokat. Ehhez vad tipusti és mutans ndstények
petefészkének dajkasejtjeiben megvizsgaltuk a CRM1 egy masik szallitmanyanak, a Medea
(Med-GFP) fehérje mennyiségének aranyat a sejtmagban ¢€s a citoplazméaban. Az export
tulterhelése esetén a Med-GFP magi halmozddasa lenne megfigyelhetd. A vad és muténs
dajkasejtek sejtmagjaban azonban kozel azonos ardnyban volt jelen a Med-GFP,
szignifikans eltérést nem tapasztaltunk, ami alapjan elmondhat6, hogy a moe[NES]

mutansokban a CRM1 utvonal mikodése normalis (39. abra).
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39. abra CRM1 ttvonal épségének ellenérzése.
A Med-GFP (z6ld szin) hasonlé mennyiségben figyelhetd meg a mutans legyek
petefészkeinek dajkasejtjeiben, mint a vad tipus esetében, igy elmondhato, hogy a CRM1
utvonal megfeleléen miikddik a moe[NES] mutans legyekben.

3.2.3.4. Az anyai hatasu sterilitds oka
Az ivarszervek vizsgalata a moe[NES] anyadk és ndstény utddaik petefészkeiben

A moe[NES] mutacié dominans moédon, 100%-ban sterilitdst okoz a moe[NES]
néstények utddaiban, vagyis a MoeNES fehérje dominans anyai hatasu faktorként gatolja az
ivarsejtek kifejlodését, mely az ugynevezett grandchild-less (unokatlan) fenotipus
kialakulasat eredményezi. A jelenség kialakuldsanak okait felderitendd a kovetkezékben
eldszor a moe[ NES] anyak, valamint utddaik petefészkeit az ivarvonal dssejtekre, illetve az
ivarsejtekre specifikus ellenanyagokkal festettiik meg. A mikroszkopos képek alapjan
megallapitottuk, hogy a moe[NES] anyak petefészkeiben mind az ivarvonal 8ssejtek, mind
az ivarsejtek megfelelden kialakulnak, jol azonosithatok az ivarvonal dssejtekre specifikus
HTS (Hu li tai shao) és az ivarsejteket jelold Vasa fehérjéket felismerd ellenanyagokkal.
Ugyanakkor a moe[NES] ndstények utodainak petefészkében nem talalhatok sem ivarvonal
Ossejtek, sem ivarsejtek, sot az utodok petefészke a normalis struktirat sem mutatja (40.

abra).
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40. abra A moe|NES] néstények és utodaik petefészkén végzett HTS és Vasa festés.
A moe[NES] nostény utdédok petefészkei kisméretiiek és csokevényesek voltak. Az egyes
ovariolakban a germarium sem felismerhetd és teljesen hidnyoznak az ivarvonal dssejtek
(HTS), valamint az ivarsejtek (Vasa). HTS: ivarvonal dssejt specifikus ellenanyag, z6ld
szinnel jeldlve. Vasa: ivarsejt specifikus, pirossal jelolve. DAPI festés: kék.

Az ivarsejtek vizsgalata a moe[NES] anydk embriciban

Mivel az ivarsejtek hianyoztak a ndstény utodok petefészkeibdl és a petefészkek
szerkezete is teljesen eltért a normalistol, a kovetkezd kisérletekben az utdodok ivarvonal
dssejtjeinek (GSC-k vagy poldris sejtek), illetve petefészkeinek fejlédését kovettiik nyomon
az egyedfejlodés kezdeteitél, hogy megallapitsuk, mikor ¢és hogyan torténik az
ivarsejtvesztés. Ehhez eldszor a moe[NES]/+ anydk embridinak fejloddése soran
tanulmanyoztuk a polaris sejtek leflizodését, melyekbdl a fejlodés késdbbi szakaszaban az
ivarsejtek alakulnak ki. A kisérletekben az embrid poszterior polusan lefiz6d6 ivarvonal
Ossejteket a Vasa fehérje segitségével tettiik 1athatova. A moe[NES]/+ ndstények 1 oOrés,
fixalt embridin végzett immunfestése alapjan kijelenthetd, hogy az ivarvonal dssejtek a
megfeleld idoben és szdmban lefiizOdnek, alakjuk normalis. A polaris sejtek leflizodésének
folyamatat nyomon kovetd mikroszkopos filmeken ugyanakkor mar az is jol lathatova valt,
hogy ugyan a mutdns anydk petéiben a poldris sejtek idében és normalis szdmban
lefizOdnek, &m nem sokkal késébb, a gasztrulacid kezdeti szakaszaban, a vad tipussal

ellentétben, elveszitik a Vasa-GFP szignalt, eltiinnek (41. abra).
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41. abra A polaris sejtek lefiizodésének folyamata.

A moe[NES]/+ ndstények embrioi esetében az ivarsejtek lefiizddnek (A2), majd a
gasztrulacié meginduldsakor, a passziv vandorlasuk kezdetekor elvesztik a Vasa-GFP jelet
(B1-B2). Az A1 és A2 képeken a Vasa zolddel, mig a B1 és B2 felvételeken fehér szinnel

van jelolve.

A korai embridkban végzett mikroszkdpos vizsgalatokkal megallapitottuk, hogy a
sterilitas hatterében a polaris sejtek elveszése all, igy a kovetkezOkben az ivarvonal dssejtek
eltlinésének lehetséges okait kerestiik. Az elveszés eredménye lehet a korai apoptozis, az
identitas elvesztése, a transzpozonok nem megfeleld szabalyozasa, illetve az anyai hatast
faktorok nem megfeleld lokalizacidja. Ennek megfeleléen a moe[NES]/+ anyak petefészkein
vizsgaltuk a transzpozonok szabdlyozasanak épségét €s a kulcsfontossagu anyai hatasu
faktorok lokalizacidjat. A mutans anydk embridin az apoptdzist jelzd, illetve az 1d6 eldtti
transzkripcids aktivitds meginduldsanak kimutatdsdra szolgald kisérletek a dolgozat

megirdsakor folyamatban vannak.

Transzpozon aktivitds vizsgalata a moe[NES] nostények petefészkeiben

A moe[NES] mutdnsokban megfigyelt sterilitds egyik lehetséges oka a
transzpozonok aktivalédasa a petefészekben. Normal allapotban a transzpozon elleni
védekezés az ivarvonal sejtekben az ugynevezett Piwi RNS-eken keresztiil valosul meg, igy
csokkentve a transzpozonok mozgasabol adodd mutacids gyakorisagot (Jankovics és mtsai,
2018). Ennek megfelelden megvizsgaltuk a moe[NES] mutans ndstények ivarvonaldban a

transzpozonok szabalyozéasat. A transzpozonok aktivitdsat érzékelé HetA ¢s Burdock
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szenzorokat is kifejezé moe[NES] mutans néstények petefészkein B-Gal festést végeztiink,
pozitiv kontrollként az UAS>sov-RNSi[3-2]; nos>Gal4 torzset hasznaltuk, melynek
ivarvonal sejtjeiben bizonyitottan magas a transzpozonok aktivitasa (Jankovics és mtsai,
2018). A mikroszkopos felvételek alapjan egyértelmiien megéallapithat6 volt, hogy a pozitiv
kontrollal ellentétben a moe[NES] mutansban nem detektalhat6 transzpozon aktivitas, tehat
a Moesin mutansokban megfigyelt ivarsejt elveszésért nem a transzpozonok aktivizalodasa

a felelds (42. abra).

~ moe[NES]

42. abra A transzpozonok aktivitasanak vizsgalata a moe[NES] mutans ndstények
petefészkeiben.
A moe[NES] mutans legyek esetében nem figyelhetd meg a transzpozonok talmiikdése. A
transzpozonok aktivitasat -Gal festésnél kék szinli csapadék jelzi a dajkasejtek magjaban.
A HetA ¢és Burdock a kisérletben hasznalt transzpozon szenzorok, mig pozitiv kontrollként
a sov gén RNSi csendesitése szolgalt.

Az anyai hatasu faktorok vizsgadlata a moe[NES] anyak ovariumaban

A polaris sejtek megfeleld fejlodéséhez anyai hatasu faktorok, mint példaul az oskar
mRNS ¢és Vasa fehérje megfelel6 mennyisége és a fejlddé embriok poszterior polusan félkor
alakban vald koncentralt elhelyezkedése is elengedhetetlen (44.A abra). A tovabbiakban
ezeknek a faktoroknak az eloszlasat, illetve mennyiségét vizsgaltuk meg a moe[NES]
ndstények petesejtjeiben €s embridiban. Az oskar mRNS lokalizacidjardl megallapitottuk,

hogy a moe[NES] (moe[NES]/moeS®*>: oskar-MS,MS2-GFP/TM3) ndstények 10. fejlodési
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stadiumban 1évo petesejtjeiben az oskar mRNS minden vizsgalt esetben a vad tipushoz

hasonlo6an a poszterior péluson helyezkedik el.

w8 moeEF1632 ippeGdls moe[NES]/moe%04

oskMS,MS2-GFP oskMS,MS2-GFP oskMS,MS2-GFP

wiiis moe[NES]/moe%1’

Cy5-oskar mRNS Cy5-oskar mRNS
proba proba

43. abra oskar-MS,MS2-GFP lokalizacioja moe[NES] mutans néstények embrioiban.
A moe[NES] ndstények embridiban az oskar mRNS lokalizaci6 megfeleld, a pozitiv
kontrollként hasznalt moe®’ %2 /moe“**!3 nétények embridihoz hasonl6 hibas oskar mRNS
lokalizaciot (B) nem figyeltiink meg a moe[NES] anyak utddaiban (C). A mutans
ndstényekben az endogén oskar mRNS lokalizacidja (E) teljesen megegyezik a vad tipust
ndstényekben megtigyelt elrendezddéssel (D).

Ugyanakkor a kisérletben pozitiv kontrollnak hasznélt moesin hipomorf és null
mutans alléljat hordozd (moef" %2 /moe*'>;  oskar-MS,MS2-GFP/TM3) néstények
petesejtjeibdl 14,8 % mutatott a poszterior polustdl tavol esé oskar mRNS lokalizaciot (43.B
abra), illetve a vizsgalt petesejtek 7,4 %-ban egyaltalan nem detektaltunk oskar mRNS-t a
poszterior poluson. Tehat a pozitiv kontrollként hasznalt moesin mutans petesejtek mintegy
negyede (23,2 %) mutatott oskar lokalizacids problémat, szemben a moe[NES]| mutédnssal,
ahol nem figyeltiink meg ilyen fenotipust (43.C é&bra). A moesin funkciovesztéses
allélkombinacidja (moer'%?/moe**1%) esetén a Moesin citoplazmatikus funkcidja
bizonyitottan sériil (Jankovics és mitsai, 2002). A normalis oskar mRNS lokalizacio
alapfeltétele a megfeleléen szervezddott citoszkeletalis halozat, mely a moet592/moeS1

néstények utddainak esetében nem all fenn, ezért detektdlhatd a normalistol eltérd oskar

mRNS elrendezddés ezekben a petesejtekben. Az oskar mRNS lokalizacios vizsgalataibol
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megallapithatd tehat, hogy a moe[NES] mutans vonalak esetében a megfigyelt sterilitds nem
az oskar transzkript abnormalis elhelyezkedésébdl adodik (43.D-E abra).

A moe[NES]| mutansok anyai hatasi dominans sterilitdsanak analizisét a Vasa fehérje
eloszlasanak vizsgalataval folytattuk a moe[NES]/+; vasa-AIDGFP/+ néstények 1 oras
fejlédd  embridiban  (44. abra). Az embriok anterior-poszterior  tengelye

mentén mért GFP intenzitasi értékeket grafikonon abrazolva meghataroztuk a mutans

A vad tipus moe[NES]
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vad tipus n=37 005 1
moe[NES] mutans n=25
vad tipus moe[NES]

44. abra A Vasa fehérje mennyiségének és eloszlasanak vizsgalata a moe[NES] anyak
embridiban fluoreszcens mikroszkoppal. A vad €s moe[NES] embriok hosszaban felvett
intenzités értékekbdl hataroztuk meg a Vasa-GFP eloszlasat (A). A mutans embridkban a
Vasa-GFP eloszlasa (B) és mennyisége (C) megegyezik a vad tipusu embridokban mért
értekekkel. Tovabba az is megallapithatd, hogy a mutans embridkban a Vasa-GFP fehérje
hasonlé modon oszlik el (D), mint a kontroll embridkban.

embriokban a Vasa-GFP eloszlasat (cstcs alatti teriilet), mennyiségét (csicsmagassag), €s

elhelyezkedését (csucshoz tartozo félérték szélesség). A kiértékelt adatok azt mutattak, hogy
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a moe[NES] ndstények embridiban a Vasa-GFP hasonlé mennyiségben, elhelyezkedésben
¢s eloszlasban van jelen mint a kontrollként hasznalt vasa-AID-GFP/+ anyak embridiban.
igy a lokalizacios vizsgalatok alapjan elmondhatd, hogy a moe[NES] vonalakban megjelend
sterilitasért nem a korai embriogenezisben részt vevo anyai hatast faktorok rendellenes
lokalizécioja a felelds.

Ugyanakkor azonban nem zéarhaté ki a dajkasejtek altal termelt anyai hatdsu
transzkriptek  Gsszmennyiségében bekovetkezd valtozas, mely a Moesinnek a
transzkripcioban és mRNS exportban betoltott szerepébdl kovetkezhet. Ezért a késdbbi
kisérleteink soran megvizsgaltuk az egyes anyai hatdsu faktorok relativ
transzkriptmennyiségét is, valamint teljes RNS szekvenalas alkalmazasaval jellemeztiik a

transzkripcid allapotat a moe[NES] anyéak petefészkében.

3.2.3.5. A transzkripcio vizsgalata a moe[NES] anyadk ovariumaban

A laboratoriumunkban végzett korabbi munkak sordn megallapitottuk, hogy a
Moesin részt vesz a sejtmagi mRNP komplexek szallitdsdban, ami miatt a moesin RNS
interferencia hatdsara mRNS halmozodés figyelhetd meg a nyéalmirigyek sejtmagjaiban
(Kristo ¢és mtsai, 2017). Ezért egy fluoreszcens proba segitségével megvizsgaltuk a
moe[NES] hemizigdta him larvak nyalmirigyeiben az mRNS-ek eloszlasat, valamint teljes
mRNS szekvendlassal tanulmanyoztuk, hogy az egyes gének esetében hogyan valtoznak a

relativ transzkriptmennyiségek a moe[NES]/moe“*>

ndstények petefészkeiben.

A moe[NES] hemizigota him larvak nyalmirigyeinek sejtmagjaban egyértelmii
mRNS halmozddast detektaltunk (45. abra), ami a magi mRNS export sériilését jelzi.
Kontrollként a moe[NES] torzsbdl szarmazo, kapcsolt X kromoszomékat hordozo6 ndstények
nyalmirigyeit hasznaltuk parhuzamosan, ahol a vartnak megfelelden nem detektaltunk

mRNS halmozodast a sejtmagokban.

69



kontroll moe[NES|/Y

45. abra A moe|NES]/Y himek nyalmirigyeinek sejtmagjaiban mRNS halmozodast
(piros szin) figyeltiink meg, ami a sejtmagi mRNS export hibajara utal.
Kontrollként a kapcsolt X kromoszomékat hordozd ndstényeket hasznaltuk.

G0415

A teljes mRNS szekvenalas soran 10 darab, 3 napos moe[NES]/moe mutans

GO415 " valamint a domindns hatés kontrolldlasara

néstény mellett kontrollként w'!'8/moe
moe[NES]/w!''!®  néstények petefészkeit hasznaltuk. A szekvenalds soran minden
genotipusbdl harom parhuzamos bioldgiai minta feldolgozasa tortént meg. A fokomponens-
analizis (Principal Component Analysis - PCA) soran a biologiai mintak kozott fennalld
hasonlosagot abrazoltuk, mely alapjan megallapithatd, hogy a genotipusonként hasznalt
harom fliggetlen mintabdl a 2. ismétlés minden értéke jelentds eltérést mutat a tobbi értéktdl

(46. abra), igy az adatok analizisét ezen mintak kihagyasaval végeztiik el.

PCA Plot
@ moe[GO415]/w[1118] 1. minta
moe[G0415]/moe[NES]_3. minta @

@ moe[G0415]/w[1118] 3. minta ]
- moe|G0415]/moe[NES] 1. minta @

PC2: 16% variance
® moe[G0415]/moe[NES] 2. minta
@ moe[G0415)/w{1118]_2. minta
moe[NES]/w[1118]_1.minta
[

moe[NES]/w[1118] 3. minta @

® moe[NES])/w[1118]_2. minta

PC1: 24% variance
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46. abra A teljes mRNS szekvenalashoz hasznalt mintak fokomponens-analizise. Az
analizis soran megallapithato, hogy a 2. mintak értékei (piros négyzettel koriilhatarolva)
eltérnek, igy a teljes mRNS szekvenalas kiértékelését ezek kihagyasaval végeztiik el. A
piros a moe[G0415])/w[1118], a zold a moe[G0415]/moe[NES], mig a kék pontok a
moe[NES]/w[1118] genotipust legyekbdl szarmazo mintakat jelolik.

Az analizis soran 17 055 gént tudtunk azonositani, melybdl 371 esetben detektaltunk
a vad tipusu kontrollndl szignifikansan magasabb, illetve 315 gén esetében alacsonyabb
transzkriptmennyiséget. Ezen feliil 386 gén esetében az expresszids mintazat dominans
valtozasat mutattuk ki. Ez utobbi esetekben mar egyetlen moe[NES] allél a
moe[NES]/moeS**'®> mutansban mért transzkriptszinthez hasonlé valtozast okozott, melyet a
vad tipust allél nem volt képes menekiteni.

A gének bioldgiai funkciok szerinti csoportositidsat tobbféle, erre a célra fejlesztett
szoftver (GOrilla, ShinyGO) segitségével is elvégeztiik. Azonban a kapott eredményeket
atfedonek ¢és olykor nehezen értelmezhetének talaltuk, mivel az alkalmazott online
programok nem vették figyelembe a Gene Ontology (GO) term génjeldlések hierarchikus
felépitését. Ezért manualisan, a Flybase (https://flybase.org) GO terms adatbézisa alapjan,
valamint a Ghenti Egyetemen Yves Van de Peer bioinformatikai laboratoriuma altal
fejlesztett ,,Venn Diagrams” nevili (bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/) online
program segitségével is elvégeztiik az analizist. Az elemzés sordn a kontrollhoz képest
magasabb és alacsonyabb expressziot mutatod gének csoportositasaval harom olyan bioldgiai
funkcidt sikeriilt azonositanunk, melyek koré a legtobb, transzkriptszint csokkenést vagy
novekedést mutatdo gént sikeriilt besorolnunk. Az igy kialakitott csoportok a kovetkezOk
voltak: egyedfejlodés, kornyezeti hatasokra adott valaszreakciok ¢€s a transzkripcid. Az
analizis soran olyan bioldgiai funkciokon alapuld csoportokat is kialakitottunk, melyek
egyediek. A transzkriptszint csokkenést mutatd gének esetében ilyenek a sejtciklus és a
kromoszomaszervezddés, mig a magasabb expresszios szinttel azonositott géneknél a

fehérje metabolikus folyamatok (47. abra).
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Kornyezeti tényezokre
adott vélasz

Egyedfejlodes

Kérnyezeti tényezokre
adott valasz Transzkripci6

owdinjzsuel],

Kromoszéma organizicid Sejtciklus

Komyezeti tényezokre

Egyedfejlodes adott valasz

Fehérje metabolikus

Szignal transzdukeio
folyamatok

47. abra A transzkriptszintben csokkenést (A), novekedést (B), valamint dominans
modon megvaltozott expresszios szintet (C) mutaté gének bioldgiai funkciok alapjan
torténé csoportositasa. A transzkriptum mennyiségének csokkenését mutatd gének 68,3
%~-a sorolhato be az abran feltiintetett 6t csoport valamelyikébe, mig a ndvekedést mutatd

gének 51,5 %-at tartalmazza a négy csoport 6sszesen. A dominans hatds moédon
megvaltozott expressszidju 386 db gén 52,3 %-a tartozik az abran jelolt négy csoportba
egyliittvéve.

A megfigyelt fenotipusok kialakulasaban vesznek részt azok a gének is, melyeknek a
megvaltozott transzkriptszintjei a MoeNES fehérje dominans hatasahoz kothetok. Ennek a
386 génnek a besorolasakor 6t nagyobb csoportot alakitottunk ki, melyek jelentésen
atfednek (46. abra). Legnagyobb kategériat az egyedfejlodésben szerepet jatszo gének
alkotjak (140 db), melyek nagy szdma magyarazhatja a dominans moédon kialakuld

sterilitast, valamint a megfigyelt fejlédési rendellenességeket. Az ivarvonal &ssejtek
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48. abra Dominans modon megvaltozott expresszios szintek.

A Moe[NES] dominans negativ hatasa kovetkeztében 6sszesen 386 gén esetében
detektaltunk transzkriptmennyiség ndvekedést vagy csokkenést, melyeket a vad tipusu
moesin allél nem képes menekiteni.
fejlodésében szerepet jatszo egyes gének esetében megfigyelhetd, hogy a vad tipust allél
nem képes enyhiteni vagy menekiteni a moe[NES] okozta fenotipust. Ezekben az esetekben
arra kovetkeztethetlink, hogy a MoeNES fehérje dominans negativ moédon felelds az adott
gén kifejezddésében tapasztalhato kiilonbségért. Feltételezhetéen a MoeNES fehérjének ez
a hatasa felelds a bol (boule), dad (Daughters against dpp), dally (division abnormally
delayed), Egfr (Epidermal growth factor receptor), nos (nanos), tsl (torso-like), valamint a

tj (traffic jam) esetében tapasztalt transzkriptszint kiilonbségek kialakitasaban (48. abra).
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Mivel feltételeztiik, hogy a poszterior fejlddési rendellenességek megjelenésének oka
az anyai hatasu faktorok mRNS-ének mennyiségében bekovetkezd valtozas, ezért
megvizsgaltuk a mutans ndstényekben az ismert anyai hatast faktorok (oskar, bicoid,
staufen, gurken, fs(1)K10) transzkriptjeinek mennyiségét is. A vizsgalt faktorok esetében
azonban nem taldltunk kiilonbséget az expresszids szintekben a mutdns és a vad tipust
kontroll kozott. Ezzel szemben a vasa transzkriptszintjében kismértékli emelkedést
detektaltunk, tovabba megallapitottuk, hogy a decapentaplegic (dpp) utvonalban
kulcsszerepet jatszé dpp és a Notch faktorok génjeinek szignifikansan megemelkedik a

transzkriptszintje a moe[NES] mutans ndstényekben (49. dbra).
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49. abra A vasa, dpp, valamint a notch gének transzKkripcios szintjei.
A mutans legyek esetében a harom gén transzkriptszintjének emelkedését tapasztaltuk a
kontrollokban mért értékekhez képest.

A dpp kulcsszerepldje az egyik legfontosabb jelatviteli utvonalnak az ivarvonal
Ossejtek megfeleld fejlodésében, zavara esetén az ivarsejtek nem megfeleléen
differencidlodnak (Dansereau ¢és mtsai, 2008). A Notch utvonal a sejtek
differencidlodasaban, valamint az dssejtek fenntartdsdban vesz részt, hidnyaban jelentdsen
csokken az ivarvonal dssejtek mennyisége (Xu és mtsai, 2012). A teljes mRNS szekvenalas
adatai alapjan valoszinti, hogy a Moesin sejtmagi hidnyabol adédéan a mutans ndstényekben
a dpp, illetve a Notch mRNS-ek sejtmagi exportja gatolt, ami miatt az expressziojuk
abnormalisan megemelkedik, igy az A&ltaluk vezényelt utvonalak nem megfelelden
miikddnek, mely legalabb részben hozzédjarulhat a dominans sterilitds kialakuldsahoz. A

jovében tovabbi kisérletek lesznek sziikségesek ennek igazolasara.
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Az anyai hatasu gének, valamint az ivarvonal dssejtek fenntartasaban szerepet jatszo
jelatviteli Utvonalak résztvevdi mellett részletesen megvizsgaltuk a maszoképességben
szerepet jatszo geének expresszids szintjét is, mivel feltételeztiik, hogy a moe[NES]

mutansokban megfigyelt csokkent mdaszasi képesség is Osszefligghet génexpresszids
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50. abra A csokkent maszoképesség kialakitasaban vélhetéen szerepet jatszo gének.
A Flybase adatbazis alapjan a bt, Mhc, Micl, Mlc2, Neurochondrin, valamint az up
génekhez kapcsoltak mozgasszervrendszerben megjelend fenotipusokat.

valtozasokkal. Igy olyan gének aktivitasanak emelkedését detektaltuk, melyek a megfelel6
1izommiikddés kialakitasaban fontosak, mint példaul a bt (bent), Mhc (Myosin heavy chain),
Milcl (Myosin alkali light chain 1), Milc2 (Myosin light chain 2), Neurochondrin, up (upheld)
(50. abra). Ezen gének megvaltozott transzkripcids aktivitdsa okozhatja a csokkent
maszoképességet a mutans legyek esetében oly mddon, hogy a Moesin sejtmagi hidnya az
mRNS-eik sejtmagi exportjdnak sériilése révén az emlitett gének transzkripcios szintjének

emelkedését eredményezi.
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Mindezeken tul, a teljes mRNS szekvendlds sordan kapott adatokbdl megallapithato
volt az is, hogy hat hdsokk gén (hsp70A4a, hsp70Ab, hsp70Ba, hsp68, hsp26, hsp23)

kifejez6dése szignifikdnsan csokkent a mutans legyek esetében (51. dbra). A jelenség
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51. abra A hsp gének transzkripcios szintjei a vizsgalt nostények petefészkeiben.
A moe[NES] mutans legyek esetében (moe“**1>/moe[NES]) csdkkent sp mRNS szinteket
detektaltunk a kontroll legyekhez képest.

recessziv jellegli, azaz egyetlen kdpia vad tipusi moesin allél menekiti az expresszios
valtozast, gy ahogy azt a fenotipus kapcsan az élettani kisérletekben is tapasztaltuk.
Mindezek alapjan elmondhat6, hogy a Asp gének megfeleld atirasdhoz nagy valdsziniiséggel

a Moesin sejtmagi jelenléte sziikséges, hianyaban a hdsokk gének kifejezddése gatolt.

3.2.3.6. A sejtmagi Moesin sziikséges a hosokk gének normalis mitkodéséhez

A hsp gének szabalyos miikodése Drosophila esetében sziikséges a normalis €élethossz
eléréséhez (Vos ¢és mtsai, 2016), a fertilitdishoz €és az ivarsejtek megmaradasdhoz

(Zimmerman és mtsai, 1983; Cobreros ¢és mtsai, 2008), az €p mozgasi aktivitashoz (Xiao és
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mtsai, 2007; Kjaersgaard és mtsai, 2010), valamint a fejlddés normalis titeméhez (Gong és
mtsai, 2006). Mivel ezek a folyamatok mind sériiltek a moe[NES] allatokban, a kovetkezd
kisérletekben a csokkent Asp génmiikddés részletes vizsgalatat végeztiik el a mutansokban.

A hodsokk gének hibas miikodésének leginkabb kézzelfoghato jele az allatok hotiirési
képességének csokkenése, ezért eldészor megvizsgaltuk, hogyan alakul a moe[NES]
mutansok életképessége hostressz hatasara. A himek rovidiilt élethosszt mutattak 25 °C-on,
mig a ndstényeknek élethossza normalis volt. Ezzel szemben az alkalmazott 29 °C-on a
moe[NES] himek mellett mar a mutdns ndstények is egyértelmi €lethossz csokkenést
mutattak (52. abra), ami arra utal, hogy a moe[NES] mutéci6 a hostressz tiirés csokkenését

is okozza. Ez a csokkent hotlirés azonban egy kopia vad tipust moesin génnel menekitheto:

1118 GO415/VV1118)

az 52. abran jol lathato, hogy a moe[NES]/w" " ° életképessége a kontrollhoz (moe
hasonlo.

Annak egyértelmli eldontésére, hogy a megfigyelt rovidebb élethossz valoban a
héstressz miatt van-e, a kisérletet elvégeztiik 18 °C-on is (52. dbra). Az eredmény alapjan
megallapitottuk, hogy ndstények élethosszat ez a homérséklet nem befolyasolja, mig a
moe[NES] himek ezen a hémérsékleten is rovidebb élethosszt mutatnak. Ugy gondoljuk,
hogy ez a gyengébb ¢letképesség a himek esetében nem a csokkent hidegtiirés

kovetkezménye, hanem a moe[NES] himek altalanos, 25 °C-on is megfigyelt élethossz

csOkkenésére vezethetd vissza (52. 4bra).
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52. abra A moe|NES] legyek hostressz tiirésének jellemzése.

A 29 °C-on végzett élethossz vizsgalat alapjan megallapithatd, hogy a himek és ndstények
egyarant csokkent életképességet mutatnak, mely a Moesin sejtmagi hidnyabol ad6do
héérzékenységbol adodik. A 18 °C-on kapott eredmény megegyezik a 25 °C-on
megfigyelttel: csak a mutans himek élethossza rovidebb a normalisnal.
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A kovetkezokben mészasi teszttel megvizsgaltuk, hogy a mutans himek mozgasi
aktivitasa hogyan valtozik hostressz hatasara. A 25 °C-on mutatott, megkozelitdleg 35%-kal
csokkent mozgasi aktivitashoz képest, 29 fokon hasonlo6 aranyt figyeltiink meg a moe[NES]
himek esetében a vad tipussal 6sszehasonlitva (53. abra). Ez arra utal, hogy a hdstressz nem
rontja tovabb a mutans himek mozgéasképességét, mely alapjan megéallapithatd, hogy a
mozgasi problémak mogott nagy valoszinliséggel nem a Asp gének kifejezdédésének zavara

all.
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53. abra A moe[NES] himek mozgasi aktivitisa nem valtozik héstressz (29 °C)
hatasara.

A MoeNES fehérje nem tud hosokk hatasara a sejtmagban felhalmozodni

Korabban mar leirt megfigyelés szerint a Moesinnek kiilonféle hatasokra (hdsokk,
ekdizon hormon, rael és Nup 98 RNSi) szignifikdnsan megnd a sejtmagi mennyisége, igy
megvizsgaltuk a transzgénrdl termelt, GFP-vel jelolt MoeNES (54.A d&bra), illetve a
moe[NES] mutans térzsben termelddd MoeNES (54.B é4bra) fehérjéknek a hdsokk altal
kivaltott sejtmagi halmozodasat. A mikroszkopos felvételeken és a sejtmagi/citoplazmas
fluoreszcencia intenzitasi aranyokbdl 1athatd, hogy a MoeNES fehérje hdsokk hatasara a vad
tipust Moesinnél szdmottevden gyengébb sejtmagi halmozodéast mutat, mely tovabbi
bizonyitékként szolgdl arra, hogy a moe[NES] legyekben megfigyelhetd csokkent hsp

transzkriptszint, valamint héérzékenység a Moesin sejtmagi hianyabol fakad.
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54. abra A MoeNES fehérje szobahén (25 °C), valamint hésokk (37 °C) hatasara is
joval kisebb sejtmagi halmozdédasra képes, mint a vad tipusi Moesin. A transzgénrdl
ektopikusan termelddd, GFP-vel jelolt Moesin fehérjével (Moe-GFP az A panelen) és a
vad tipusu fehérjével (w!!'® a B panelen) ellentétben sem a transzgénrdl termelddd, GFP-
vel jelolt MoeNES fehérje (A), sem a moe[NES] torzsben expresszaldddo MoeNES fehérje
(B) nem mutat sejtmagi halmozodast hésokk hatdséara. Zold - GFP ellenanyagfestés (A),
illetve Moesin ellenanyagfestés (B).

A hsp gének transzkripciosszintjeinek valtozdasa hésokk hatdasara
A kovetkezokben kvantitativ.e RT-PCR-rel megmértik az RNS szekvenalasi
kisérletben azonositott hsp gének koziil a hsp26, hsp68 és hsp70A4b transzkriptek relativ

mennyiségének hdsokk hatdsdra bekovetkezd esetleges valtozasat. Ehhez 3 napos
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moe[NES]/moeS™'> ¢és moeS*5 /w8 genotipusti ndstények petefészkeit 37 °C-os
vizfirdében 30 percig Schneider’s médiumban inkubéltuk. A kapott eredményekbdl
megallapithatd, hogy a Asp géneknél mért relativ transzkriptmennyiség a
moe[NES]/moeS*!> ndstények petefészkeiben alacsonyabb, mint a kontrollnak hasznalt
moeSO /w8 genotipust petefészkekben. Ez alapjan kijelenthetjiik, hogy a sejtmagi
Moesin a hdsokk soran részt vesz a hsp gének transzkripciojaban, hidnyaban ezen gének
transzkriptszintjei nem érik el a vad tipusban mért értékeket. Minden bizonnyal ez az oka a

moe|NES] mutans legyekben megfigyelt hoérzékenységi fenotipusoknak is (54. abra).
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54. abra. A hsp26, hsp68 és hsp704b hosokk gének transzkriptszintjeinek valtozasa
hésokk hatasara. A grafikon adataibol megallapithatd, hogy a moe®**>/moe[NES]
ndstényekben a Asp gének kifejezddése gyengébb, mint a vad tipust legyek esetében. Ez az
eredmény megerdsiti, hogy a Moesin sejtmagi jelenléte fontos a asp gének
transzkripcidjahoz.
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4. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA ES TOVABBMUTATAS

Az ERM fehérjék a membran alatt huzédoé kortikélis aktin halozat és a
transzmembran fehérjék kozotti kapcesolatok kialakitdsdban vesznek részt, ezaltal fontos
szerepet jatszanak a sejtmigracioban, a T-sejt aktivacioban (Neetha mtsai, 2013), a
metasztazis kialakuldsdban (Clucaj és mitsai, 2014), valamint jelatviteli utvonalakat is
befolyasolnak (Neisch és mtsai, 2011). Az utobbi években valt bizonyitotta, hogy az ERM
fehérjecsalad képviseldi a sejtmagban is megtalalhatok (Batchleor €s mtsai, 2004; Vilmos és
mtsai, 2009).

A csoportunkban végzett kordbbi munka eredményei szerint, a Drosophila
melanogaster egyetlen ERM fehérjéje, a Moesin kis mennyiségben megtalalhato a
sejtmagban is, illetve sejtosztodas soran kolokalizél az aktin haldzattal a mitotikus orsé koriil
(Vilmos és mtsai, 2016). A laboratériumunkban végzett vizsgalatok azt bizonyitottdk, hogy
a Moesin részt vesz az mRNS-ek sejtmagbdl torténd kiszallitdsdban. Erre bizonyitékul
szolgal, hogy a Moesin kolokalizal a Rael és pABP mRNS export faktor fehérjékkel a
kromoszdémakon, valamint hogy az mRNS exportban résztvevé Nup98 és Rael fehérjék
mennyiségének csokkentése mas mRNS export faktorokhoz hasonléan a Moesin magi
halmozddasat valtja ki. Tovabbi bizonyiték, hogy a moesin gén csendesitése mRNS
felhalmozodast eredményez a vizsgalt sejtek magjaban (Krist6 és mtsai, 2017).

A Moesin sejtmagi funkcidjanak megismerését eldsegitd kisérleteinkben a fehérje
sejtmagi importjat és annak koriilményeit vizsgaltuk. Ennek megfeleléen a Moesin
fehérjében azonositottuk a kéttaghi sejtmagi lokalizadcios (NLS) szekvenciat, illetve
megallapitottuk, hogy a szekvencia kozelében elhelyezkedd, foszforilalhatdé aminosavak
(Y292 és Tz00) nem rendelkeznek a sejtmagi importot szabalyozé funkcioval. Az ERM
fehérjékrol tudott, hogy képesek a dimerizaciora, igy lehetéség adodna a dimerként torténd
sejtmagi transzportra. Ebben az esetben, az NLS-t6rolt Moesin formak a sejtmagi
halmozddas soran a vad tipust Moesinnel kapcsolddva képesek lennének a magba jutni.
Ugyanakkor a megfigyeléseink egyértelmlien arra utalnak, hogy a Moesin monomer
formaban jut a sejtmagba, mivel az endogén Moesin jelenlétében sem képesek az NLS
szekvenciat nem tartalmazd Moesin formak a sejtmagban halmozodni. A Moesin aktivacios
allapota ¢és sejtmagi transzportja kdzotti kapcsolat vizsgalata soran azt is megfigyeltiik, hogy

az aktiv, foszforilalt format utdnzd6 MoeTssoD izoforma kevésbé képes sejtmagi
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halmozo6dasra rael RNSi hatdsara, mig az inaktiv forménak tekintett MoeTss0A, valamint a
PIP; kotésre képtelen MoeK A fehérje forma a vad tipusu fehérjéhez hasonld médon képesek
a sejtmagba jutni. Ezekbdl az adatokbol arra kovetkeztethetlink, hogy a Moesin elsésorban
inaktiv formaban, PIP> kotés és az 559. pozicioban levo treonin foszforilacidja nélkiil jut a
magba. A fehérje aktivacidja oly modon gatolhatja a sejtmagi transzportot, hogy vagy az
aktivacido soran bekovetkezd térszerkezeti valtozds akaddlyozza a megfeleld importin
kotédését a Moesinhez, vagy az aktivalodott Moesint a citoplazmatikus aktin halézathoz
torténd erds kotddése visszatartja a sejtmagi importtol. Ez utobbi lehetdséget erdsiti a
laboratériumunkban Kovacs Zoltan altal végzett vizsgalat is, mely azt bizonyitotta, hogy az
F-aktin mennyiségének ndvelése a citoplazmaban a Moesin sejtmagi import-dinamikajanak
dramai lecsokkenését eredményezi. A kisérletekkel azt is kimutattuk, hogy a Moesin
importjat nem befolyasoljak a monomer aktin szintjében bekovetkezd valtozasok. A G-aktin
szintet csokkento Jasplakinolid kezelés, valamint a polimerizalddni képtelen Re¢3D monomer
aktin forma tultermelése sem befolyéasolta a Moesin magi halmozddasat, tehat importjat.

A munkank sordn az NLS szekvenciat sikeriilt ugyan meghatdroznunk, 4m a
laboratériumunkban végzett korabbi kisérletek azt mutattdk, hogy a motivum torlése esetén
nem lehet teljesen Moesin-mentes allapotot eldidézni a sejtmagban. Ennek az az egyszerti
oka, hogy a Moesin a mitdzis utan, a sejtmag ujraszervezddésekor a kromoszémakhoz
kapcsolodva a magba zarddik, s ez a folyamat a fehérje NLS szekvencidja nélkiil is
megtorténik (Vilmos és mtsai, 2009). A mitdzis utan a sejtmagba bezarodott Moesin nagy
része ugyanakkor nem hagyja el a sejtmagot, ott folyamatosan ellatja feladatait (Kristo €s
mtsai, 2017). Ezért annak érdekében, hogy Moesin-mentessé tegyiik a Drosophila
sejtmagjait, a moesin génbe egy sejtmagi export szekvenciat (NES) épitettiink be a
fehérjekodol6 rész utan. Igy a sejtmagban kozel Moesin-mentes allapotot tudtunk létrehozni,
s ezzel lehetové valt, hogy a Moesin sejtmagi hidnyanak kdvetkezményeit megvizsgaljuk.

A l1étrehozott moe[NES] mutdns allatok esetében a megfigyelt fenotipusokat
oroklodésiik alapjan osztalyoztuk. Az anyai hatas kovetkeztében megjelend fenotipusok
kozé a tergitelvaltozdsokat, a domindnsan megjelend sterilitast, valamint részben az
embrionalis és larvalis letalitast soroltuk. Zigotikusan 6roklédo fenotipusként megfigyeltiik
himek esetében a csokkent maszoképességet €s az ¢lethossz rovidiilését, tovabba a kiilsd
ndstényeket egyarant érintd csokkent hotlirés €s részben az embriondlis, illetve larvalis
letalitdss. Tovabba megfigyeltik az mRNS-ek halmozdédasat a larvalis nyalmirigyek

sejtmagjaban is, mely a magi mRNS export mikodési zavarara utal. Munkank tovabbi
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részében a MoeNES fehérje citoplazmatikus funkcidinak épségét ellendriztiik, emellett a
megfigyelt fenotipusok mogott huzédd molekularis okokat probaltuk feltarni.

A mutansokban a MoeNES fehérje citoplazmatikus funkcidjanak épségét bizonyitja,
hogy egyrészt a null mutanssal ellentétben a homozigdta moe[NES] allatok életképesek,
tovabba hogy a vizsgalt anyai hatast faktorok (oskar mRNS, Staufen és Vasa fehérjék)
mennyisége €s eloszlasa a mutans anyak petesejtjeiben a vad tipuséval megegyezd. Tovabbi
bizonyiték a mutans fehérje funkcionalis épségére, hogy a mutansokban a kortikalis aktin
halozat és a dajkasejtek magjat panyvazo aktinkotegek szervezddése is megfeleld. Az
aktivalt, foszforilalt ERM fehérjékre specifikus immunfestéssel kimutattuk tovabba, hogy a
MoeNES fehérje a vad tipushoz hasonld moédon aktivalodik és lokalizalodik, mely
megfigyelésiinket a nydlmirigyeken Moesin ellenanyaggal végzett vizsgalataink is
megerdsitették. Ezen vizsgalatok azt bizonyitottak, hogy a MoeNES fehérje citoplazmatikus
funkcidi nem sériiltek, mivel a citoszkeletalis rendszer szervezését, illetve szabalyozasat a
vad tipusi Moesinhez hasonldan ellatja.

A tovabbi kisérleteink a megfigyelt fenotipusok molekularis okainak felderitését
céloztak. A sterilitassal kapcsolatban igazoltuk, hogy a moe[NES] ndstények petefészkeiben
az 1ivarvonal Ossejtek, valamint a képz6d6 embridikban az ivarsejtek megfeleléen
kifejlodtek. Ugyanakkor a moe[NES] anydk adult kort utédaiban nem tudtunk ivarvonal
Ossejteket, ennélfogva ivarsejteket sem azonositani, igy a sterilitds okanak felderitését az
utddok korai embriondlis allapotanak tanulméanyozéasaval folytattuk. A fejlédé embridkban
a Vasa-GFP fehérje nyomon kdovetésével megfigyeltiik, hogy az ivarvonal Gssejtek az
embri6 poszterior polusan megfeleld iddben €s szamban kialakulnak, azonban a gasztrulacio
kezdeti szakasza soran elveszitik a Vasa-GFP jelet. Ennek oka lehet az identitdsuk
elvesztése, apoptozis, vagy a transzpozonok szabdlyozdsdban bekovetkezd zavar. Ennek
megfeleléen eddig a moe[NES] anydk petefészkeiben a transzpozonok esetleges
talmiikodését teszteltiik, és bizonyitottuk, hogy a transzpozonok szabalyozasa a mutans
legyek esetében megfelelden miikodik, nem ez okozza az ivarsejtek eltlinését. A
tovabbiakban a moe[NES]/+ anydk embrioin az apoptozist jelzd Caspase, illetve Acridine
Orange, valamint az idd el6tti transzkripcids aktivitas beinduldsanak kimutatisara szolgalod
festéseket tervezziik elvégezni, hogy az ivarsejtek elveszésének molekularis okait feltarjuk.

A  moe[NES] legyek sejtmagjadban megjelend6 mRNS halmozdédds nagy
valoszinliséggel az mRNS exportban, illetve a transzkripcioban bekovetkezd hiba miatt
alakul ki. Ez jol magyardzhatja a megfigyelt fenotipusok kialakulasat, ezért ennek

vizsgalatara teljes mRNS szekvenaléast végeztiink a mutans legyeken. Az eredmények azt
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mutattak, hogy a moe[NES] mutansban szamos gén atir6dasanak a megvaltozott szintje, az
esetek egy részében transzkriptszint ndvekedést, mig mas részében csokkenést
tapasztaltunk. A Moesin eddig igazolt sejtmagi funkcioja az mRNS-ek sejtmagbol valo
kiszallitasahoz kothetd, de vannak adataink, melyek arra utalnak, hogy egyes gének esetében
az atirasukban is fontos szerepet jatszik. Ennek megfeleléen mutans allatokban a csokkent
mRNS szint a transzkripcid, mig a megndvekedett mRNS mennyiség a sejtmagi export
elakadasa miatt kovetkezhet be.

A transzkripcidsszint csokkenését mutatd gének kozott hat hésokk gént (hsp70Aa,
hsp70Ab, hsp70Ba, hsp68, hsp26, hsp23) azonositottunk abbol a 85 génbdl, melyek a
Flybase adatbazisa alapjan részt vesznek a kdrnyezeti stimulusokra adott valaszreakciokban.
Ezen gének csokkent expresszids szintje a moe[NES] mutansokban hozzéjarulhat szinte
minden megfigyelt fenotipus kialakuldasdhoz. A transzkripcidsszint csokkenését mutatd
gének kozott szamos olyat is azonositottunk, melyek az oogenezisben, valamint az ivarsejtek
kialakuldsaban jatszanak szerepet, igy az altaluk kodolt fehérjék mennyiségének csokkenése
szintén hozzéjarulhat a sterilitds kialakitdsahoz. Mint emlitettem, a csdkkent expressziods
szintet mutatod gének esetében feltételezhetd, hogy a Moesin eldsegiti az atirasukat, esetleg
szerepet jatszik az mRNS-eik érésében. Ez nagy valoszinliséggel igaz a kisérletben
meghatarozott hat hdsokk gén esetében, ugyanis a hétolerancia teszt, a qPCR analizisek és
az immunfestések is ezt tamasztottdk ald. Az elképzelést tovabb tamogatja az a
laboratériumunkban tett megfigyelés is, mely szerint hdstressz hatasara a Moesin a hdsokk
géneken, koztiik a dolgozatban vizsgalt hat hdsokk génen is erds felhalmozodast mutat
(Kristo és mtsai, 2017; Kristo [ldiké nem publikalt eredménye). Ezek a kisérletek hdsokk
transzgének segitségével azt is igazoltak, hogy a Moesin nem a hésokk gének specialis, un.
puffszerkezetének kialakitdsdhoz, hanem a transzkripcidjadhoz sziikséges. Tovabbi kisérletek
elvégzése kell a jovoben ahhoz, hogy pontosan megértsiik a Moesin szerepét a hdsokkban,
a hdsokk gének transzkripcidjaban.

A moe[NES] mutansokban a transzkripcids aktivitds novekedését mutatd gének altal
ellatott feladatok kozott szintén nagy ardnyban talaltunk az oogenezishez, az ivarsejtek
kialakuldsédhoz, valamint a mozgashoz kapcsolhato funkciokat. A mutansokban megfigyelt
csokkent maszoképesség oka lehet az izom ¢€s a neurondlis fejlddésben, illetve az
izommiikodésben szerepet jatszo gének transzkriptszintjeinek a megemelkedése. A
transzkripcids aktivitasi emelkedés legvaloszinlibb oka az lehet, hogy a Moesin ezeknek a
géneknek az esetében az mRNS-eik sejtmagi exportjaban vesz részt. gy a Moesin sejtmagi

hidnyabol ad6do lelassult mRNS exportot a sejt az érintett gének transzkripcids aktivitasanak
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emelésével probalja ellenstlyozni. Természetesen annak a lehetdsége is fennall, hogy a
Moesin ezen gének atirdsat negativ modon befolydsolja, igy eredményez a NES motivum
kovetkeztében csokkent sejtmagi Moesin mennyiség megemelkedett transzkripciot.

Az expressziosszint valtozast mutatd gének egy kiilonleges csoportja, 386 gén
esetében a transzkripciosszint valtozas a moe[NES] mutacié dominans hatasa kovetkeztében
alakult ki: a muténs allél egyetlen kopidja elegendd volt a valtozas 1étrejottéhez. A csoport
tagjainak jelentOs része szintén az egyedfejlddésben, valamint a kornyezeti hatasokra adott
valaszreakciokban vesz részt. A Flybase adatbazisa alapjan ezek kozott hét olyan gént
azonositottunk, melyek az ivarvonal &ssejtek fejlédésében tolt be szerepet, igy mRNS
szintjeik csokkenése részben felelds lehet a megfigyelt domindns sterilitds megjelenéséért.

Mint ismeretes, dominans hatas kialakulasanak a hatterében elsdsorban az érintett
fehérje dimerizacios képességének megvaltozasa all. Az ERM fehérjék egyik fontos
jellemzdje, hogy egymassal N- és C-terminalis doménjeik révén képesek fej-farok iranyban
stabilan dimerizalodni, s6t egyes szerzok szerint még az oligomerizacio lehetdsége is fennall
(Gary ¢és Bretscher, 1995; Bhartur ¢és Goldenring, 1998). Az ERM fehérjék
dimerképzddésének funkciondlis jelentdsége ugyan egyeldre nem ismert, &m napjainkban
kezd egyre inkabb vilagossa valni, hogy feladatuk ellatasahoz alapvetden sziikséges (Michie
¢és mtsai, 2019). Ugyanakkor az ERM fehérjék dimerizaciojuk utan tovabbra is képesek a
kotdpartnereikkel kolesonhatasba 1épni (Phang és mitsai, 2016), igy feltételezhetd, hogy
egyes funkcioit a Drosophila Moesin is dimer forméban 1atja el.

Mindezek alapjan az altalunk megfigyelt dominans hatas egyik magyarazata az lehet,
hogy a NES motivum a dimerek irreverzibilis kialakulasat eredményezi, igy a MoeNES
fehérje a heterozigota legyekben jelen 1évd endogén, vad tipusi Moesin fehérjékkel
Osszekapcsolddva heterodimer formaban lekdti a sejtek endogén Moesin mennyiségét,
ezaltal gatolja azok monomer formaban betoltott funkcidit. Az ily modon 1étrejovo antimorf
hatas funkcidvesztéses fenotipus kialakulasdhoz vezet. Elképzelhetd azonban az is, hogy a
NES motivum a dimer allapothoz kapcsolhato aktivitasok sériilését vagy hianyat is okozza.
Tovéabba az sem zérhato ki teljesen, hogy a Moesin aktink6té doménjének végére beépitett
NES modositja a fehérje F-aktinkotd képességét, aminek kovetkeztében alakul ki a
domindns hatés: lefoglalja a kotOpartnereit anélkiil, hogy az aktinhoz horgonyozna azokat.
Ez utébbi lehetdségnek azonban ellentmond, hogy a kisérleteink szerint a MoeNES fehérje
citoplazmatikus funkcioi és a kortikalis aktinhoz vald lokalizalasa normalis.

A NES fehérjemotivum miatt kialakult dominans hatas kovetkeztében kialakult

sterilitas, valamint az egyes gének transzkriptszintjében kialakult valtozas, ugyan a kisérleti
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rendszerliink nem vart mellékhatasa, am mivel eddig semmi jelét nem tapasztaltuk a
moe[NES] mutansban a citoplazmatikus funkcidk sériilésének, ezért feltételezhetd, hogy a
mellékhatasoknak egy része a sejtmagi funkciokkal fiigg 6ssze. A NES szekvencia okozta
dominans mellékhatas megértésére a NES jeldlést hordozé fehérje dimerizacios €s aktinkotd
képességét vizsgdld Un. micro scale thermophoresis (MST) kisérletek a dolgozat
megirasakor folyamatban vannak. Reményeink szerint az eredmények 1) informacidval
fognak szolgalni a Moesinnek nemcsak a sejtmagi, hanem dimerként betoltott funkcioirol is.

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy eddigi ismereteinkkel szemben az ERM
fehérjék fontos szerepe nem csak a citoplazmara korlatozodik, hanem sejtmagi jelenlétiik is
alapvetden fontos az ¢él6lények szamara. Reményeink szerint a Drosophila Moesin sejtmagi
funkcioinak felderitése az ERM fehérjéken tal a sejtmagi aktin tevékenységének

megértéséhez is kozelebb visz majd benniinket.
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5. TARTALMI OSSZEFOGLALO

Az utébbi években az aktin mellett mar szamos sejtvaz kialakitasaban résztvevo
fehérjérol kideriilt, hogy jelen van a sejtmagban. Dolgozatomban az aktinkoto,
citoszkeletalis Ezrin-Radixin-Moesin (ERM) fehérjék egyetlen Drosophila képviseldjének,
a Drosophila Moesinnek a sejtmagi szerepét tanulmanyoztuk, mivel mar kordbban
bizonyitast nyert az ERM fehérjék magi lokalizacioja, de a sejtmagi jelenlétiikhoz
mindeddig kevés funkciot sikeriilt tarsitani. A Moesin sejtmagi aktivitasarol szerzett
tudasunk foként biokémiai megkozelitések eredménye, ezért ugy gondoljuk, hogy az
altalunk az ecetmuslicaban végzett in vivo kisérletek kiegészitik, illetve arnyaljak eddigi
ismereteinket a Moesinnek a sejtmag mitkddésében betoltott szerepérdl.

A tobbi citoszkeletdlis fehérjéhez hasonléan a Drosophila Moesin sejtmagi
funkcidjanak teljes megismerését megneheziti, hogy a sejtmagi importmechanizmusa nem
ismert, igy a nukleéaris és citoplazmatikus funkciok elkiilonitése nehézkes. Ennek a
probléménak a megoldasara két megkdzelitést alkalmaztunk. Egyrészt elkezdtiik a Moesin
sejtmagi importmechanizmusdnak ¢és szabdlyozdsdnak az elemzését, masrészt ezzel
parhuzamosan egy nuklearis export szignalt (NES) épitettiink be a moesin génbe a CRISPR-
Cas9 rendszerrel, melynek alkalmazasaval kozel Moesin-mentes allapotot hoztunk 1étre, igy
teremtve meg a lehetdséget a sejtmagi hiany kovetkezményeinek vizsgalatara.

A Moesin sejtmagi importjanak vizsgélata soran a kordbban mar a NucPred program
altal azonositott potencialis NLS szekvencidk tesztelését, majd az igy meghatarozott NLS
motivum pontos szerkezetét €s szabalyozasat, végiil a Moesin aktivacios allapotanak hatasat
tanulmanyoztuk. A kisérletek sordan a laboratoriumunkban eldzetesen jellemzett NLS
szekvenciatdl (R204RRK297) 13. aminosavra N-terminalis irdnyban azonositottunk egy masik
NLS motivumot (K279R280), €s igazoltuk, hogy a Moesin sejtmagi lokalizacids szekvencidja
kéttagti. Ezutan az NLS kozelében a 292., €s a 300. pozicioban elhelyezkedd, foszforilalhato
tirozin €s treonin aminosavakrdl bizonyitottuk be, hogy nem rendelkeznek az NLS-t
szabalyozd funkcidval. Az allanddan aktivalt konformacidban 1évé MoeTssoD, valamint az
inaktivnak tekintett MoeTssoA fehérje izoformak alkalmazasaval pedig azt is kimutattuk,
hogy az inaktiv forma a vad tipussal megegyez6 moddon, mig az aktivalt ennél kisebb
mértékben képes a sejtmagba jutni.

Mivel kisérleteink soran az is vildgossa valt, hogy a MoeTssoA nem tekinthetd

crer
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biztosan inaktiv fehérje format, a PIP, kotésére képtelen MoeKA izoformat is 1étrehoztuk.
Mivel ez az izoforma is a vad tipussal megegyez6 mddon képes a sejtmagokban halmozddni,
kijelenthetjiik, hogy a sejtmagi import a fehérje inaktiv allapotaban is megtorténik, valamint
hogy a Moesin transzportjdhoz nem sziikséges PIP> kotése. A monomer aktin hatasat
vizsgalva pedig arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy sem a csokkent, sem a megemelkedett
citoplazmatikus G-aktin szintnek nincsen hatasa a Moesin sejtmagi transzportjara.

A sejtmagi Moesintdl mentes allapot 1étrehozasahoz a CRISPR-Cas9 rendszerrel
négy egymastdl fliggetlen mutdns vonalat alapitottunk. Ezek a moe[NES] vonalak
ugyanazokat a valtozatos, Osszetett fenotipusokat mutattdk, melyek kozott fejlodési
rendellenességeket, élettani problémakat, valamint domindns anyai hatasu sterilitast
figyeltink meg. A domindns anyai hatas esetében a sterilitds a moe[NES] ndstények
utddaiban jelenik meg, abban az esetben is, ha az anyak csak egyetlen kdpiaban hordozzak
a moe[NES] allélt.

A kovetkezokben a fenotipusokat részletesen jellemeztiik és megallapitottuk, hogy a
tergitelvaltozasok, a domindnsan megjelend sterilitds, valamint részben az embriondlis és
larvalis letalitds anyai hatds kovetkeztében alakulnak ki. Ezzel szemben a csokkent
maszoképesség €s a himek rovidebb élethossza, valamint a genitalidjuk rotacidja zigotikus
eredetli probléma. Szintén zigotikus hatérrel rendelkeznek a moe[NES]/Y himeknél és
ndstényeknél egyarant megfigyelt csokkent hotiirés €s részben az embriondlis, illetve larvalis
letalitas.

Mivel a mutans fenotipusokat legaldbb részben okozhatja mellékhatasként a
MoeNES fehérje citoplazmatikus funkciodinak sériilése is, ezért ellendrzd kisérleteket
végeztiink. Ezek azt mutattak, hogy a moe[NES] mutans allatokban a kortikalis, a sejtmagot
panyvazo, és az anyai hatasi faktorokat lokalizald aktin héalézatok szervezddése és
miikddése nem érintett. A MoeNES fehérje molekularis miikodésének épségére iranyulod
tovabbi kisérletek ezen feliill mutatjdk, hogy a fehérje képes foszforilalodni, ezaltal
aktivalodni, €s a foszforilalt MoeNES a vad tipust Moesin fehérjéhez hasonldan lokalizal a
sejtek membranjadhoz. Igazoltuk végiil azt is, hogy a NES motivumot felismeré6 CRM1
transzport utvonalat nem terheli meg a MoeNES fehérje jelenléte. Mindezek az eredmények
azt bizonyitjak, hogy a MoeNES fehérje jol ellatja citoplazmatikus funkcioit, a vad tipust
Moesinhez hasonlé modon képes a citoszkeletalis rendszer megszervezésére.

A tovabbi kisérleteink a megfigyelt fenotipusok molekuléris okainak felderitését
céloztak. Igy a sterilitissal kapcsolatban igazoltuk, hogy a moe[NES] anyak embridinak

ivarsejtjei a gasztrulacié kezdeti szakasza soran elveszitik a sorsukat meghatarozd Vasa
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fehérjét. Ennek okait keresve eddig azt bizonyitottuk, hogy a transzpozonok szabalyozasa a
mutdns anyakban megfelelden mitkddik, nem ez okozza az embridk ivarsejtjeinek eltiinését.

Minthogy a sejtmagi Moesin bizonyitottan részt vesz az mRNP komplexek sejtmagi
szallitasdban, megvizsgaltuk a hemizigota moe[NES] mutans him larvak nyalmirigyében az
mRNS-ek eloszlasat. Az eddigi munkainkkal Osszhangban azt talaltuk, hogy a Moesin
sejtmagi hidnya mRNS felhalmozo6dast eredményez a moe[NES] allatok sejtmagjaiban, ami
egyértelmiien a magi mRNS export hibajat jelzi. A tovabbiakban annak igazolasara, hogy a
moe|NES] legyekben azonositott fenotipusok kialakitdsaban szerepet jatszhat a Moesin
sejtmagi hidnyabol adodd sériilt mRNS szallitds vagy transzkripcid, teljes mRNS
szekvenalast végeztink a moe[NES] ndstények petefészkeibdl izolalt teljes mRNS
populacion. Eredményként azt kaptuk, hogy a kézel 13000 vizsgalt gén koziil 371-nek a vad
tipushoz képest emelkedett a transzkriptszintje, mig 315 gén esetében csokkent. Az
emelkedett transzkriptszinttel rendelkez6 géneknél legvaldsziniibb, hogy a Moesin sejtmagi
hidnya az mRNS-eik szallitasdnak sériilését okozza, amelyet a sejtek emelkedett
génaktivitassal probalnak ellenstlyozni. A csokkent transzkripcido hatterében pedig a
feltételezésilink szerint a Moesinnek az adott gén atirdsdban jatszott pozitiv szerepe allhat.

A transzkriptszint csokkenését mutatd gének kozott hat olyan gént is talaltunk
(hsp70A4a, hsp70Ab, hsp70Ba, hsp68, hsp26, hsp23), melyek egyértelmiien feleldsek
lehetnek a moe[NES] mutacid okozta csokkent hotiirésért, valamint részben a sterilitas
kialakulasaért. A moe[NES] mutansokban azonositott Asp gének sériilt transzkripcidjat
erositik meg az RT-qPCR-rel végzett kisérleteink is, melyekben hostressz koriilmény kozott
mértiik a Asp gének aktivitasat. Az eredmények alapjan a moe[NES] legyekben a Asp gének
(hsp26, hsp68 és hsp70Ab) transzkripcidja megemelkedik, de a Moesin sejtmagi hidnya
miatt a relativ transzkript mennyiség nem éri el a vad tipusban mért értékeket, mely
nyilvanvaléan a mutansokban megfigyelt héérzékenységhez vezet. Mindezeken tal 386
olyan gént is azonositottuk, melyek esetében egyetlen kopia moe[ NES] allél, azaz dominédns
hatds okozta a transzkriptszint megvaltozasat. Ezen gének kozott 7 olyat talaltunk (boule,
Daughters against dpp, division abnormally delayed, Epidermal growth factor receptor,
nanos, torso-like, valamint a traffic jam), melyek fontos szereppel birnak az ivarvonal
Ossejtek fejlodéseében, ezaltal fontos komponensei lehetnek a dominans sterilitas
kialakulasanak.

Osszegzésként eredményeink alapjan elmondhaté, hogy a munkank legfontosabb, 4j
eredménye az, hogy a Moesin fontos résztvevdje a hsp gének expresszidjanak. A NES

szignal miatti kis sejtmagi Moesin mennyiség kovetkeztében a Asp mRNS-ek szintje
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alacsony, mely végil a moe[NES] legyekben megfigyelt hdéérzékenységhez vezet.
Eredményeink egyértelmiien arra utalnak, hogy eddigi ismereteinkkel szemben az ERM
fehérjék alapvetd szerepe nem csak a citoplazmara korlatozdodik, hanem sejtmagi jelenlétiik
is fontos az ¢lolények szamara. Reményeink szerint a Drosophila Moesin sejtmagi
funkcidinak részletes felderitése az ERM fehérjék, illetve ezen til az aktin sejtmagi

tevékenységének megértéséhez is kozelebb visznek majd.
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6. SUMMARY

In the recent past numerous cytoskeletal proteins have been found in the nucleus.
Although the nuclear localization of the actin-binding, cytoskeletal Ezrin-Radixin-Moesin
(ERM) proteins has been previously demonstrated (Batchelor et al., 2003) but only few
functions have been associated with the nuclear presence of ERMs. Therefore, we
investigated the nuclear functions of Drosophila Moesin, the sole Ezrin-Radixin-Moesin
family member in the fly. Our knowledge about the nuclear activity of Moesin is based
mainly on biochemical approaches, thus our in vivo experiments complement and refine the
data about nuclear Moesin.

Similarly to the case of other cytoskeletal proteins, the details of nuclear transport of
Moesin are not known, therefore the direct study of its nuclear function is not possible at the
moment. We overcame this problem by characterizing the nuclear localization signal of
Moesin and in parallel, by excluding the protein from the nucleus. For the latter aim, with
the help of the CRISPR-Cas9 system, we tagged the moesin gene with a nuclear export signal
(NES). As a result, the MoeNES protein was constantly cleared out from the nucleus while
it could still perform its cytoplasmic functions.

During the investigation of the nuclear import of Moesin we tested the potential NLS
motifs predicted by the NucPred software, then analysed the exact sequence and regulation
of the identified NLS, and explored the effect of Moesin’s activation on its nuclear import.
With 13 amino acid positions upstream from the NLS sequence described previously in our
laboratory (R204RRK297), we identified a second NLS motif (K279R280), and confirmed that
the NLS is in fact bipartite. We also showed that the potentially phosphorylatable tyrosine
and threonine residues at positions 292 and 300, near the NLS have no import regulatory
function. With the help of the constitutively activated MoeTssoD and the inactive MoeTssoA
protein isoforms we demonstrated that Moesin can normally translocate into the nucleus in
its inactive form, while the activated conformation of Moesin inhibits import.

Our experiments with transgenic Drosophila lines demonstrated that the inactive
form of MoeTss0A is not fully inactive because it was able to rescue the moe[PG26] null
mutation, therefore we created the MoeK A form which has no PIP; binding capacity making
it a true non-functional protein. The nuclear accumulation of this protein form was similar
to the wild-type which suggests that Moesin can be transported into the nucleus in its inactive

conformation and that the nuclear import of the protein does not require PIP> binding. To
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test if monomeric actin binding can regulate the nuclear import of Moesin, we increased as
well as decreased the intracellular G-actin level and found, that the nuclear import of Moesin
is not affected by the G-actin level in the cytoplasm.

To investigate the effects of the nuclear absence of Moesin we established four
mutant moe[NES] fly lines with the CRISPR-Cas9 method. All the mutant lines exhibited
the same phenotypes such as developmental defects, physiological problems and 100%
sterility caused by dominant maternal effect. In the case of dominant maternal sterility,
moe|NES] mothers are fertile, but the sterility develops in their progenies even if they carry
only a single copy of the moe[NES] allele.

In the next phase of our work we performed the detailed analysis of the observed
phenotypes and found that dominant sterility, malformations of the tergits, and partly the
embryonic and larval lethality are caused by maternal effect. In contrast, the decreased
climbing activity, shorter life span and the genitalia rotation of the males, as well as the
decreased heat tolerance of both sexes and the embryonic and larval lethality are of zygotic
origin.

Since the mutant phenotypes might be due at least partly to the impairment of the
cytoplasmic activity of the MoeNES protein, we conducted control experiments. These
experiments revealed that in the moe[NES] mutant animals the organization and functioning
of the actin networks formed at the cell cortex, positioning the nuclei in the nurse cells, or
localizing maternal factors (oskar mRNA and Vasa-GFP) in the oocyte, are normal. Further
work testing the molecular functions of the MoeNES protein proved that the protein is
activated through phosphorylation correctly and it localizes to the cell cortex similarly to the
wild type Moesin. Finally, we demonstrated that the CRMI1 nuclear export pathway
recognizing the NES tag of Moesin is not overloaded, it is functioning normally. The control
experiments together strongly suggest that the cytoplasmic functions and the cytoskeleton
organizing activities of the MoeNES protein are intact.

In the next set of our experiments we focused on the molecular mechanisms behind
the observed phenotypes. About the sterility of moe[NES] progenies we showed that the
germ cells in the embryos of moe[NES] mothers at the beginning of gastrulation lose the
Vasa protein which determines germ cell fate. The investigation of the reasons for this
phenomena revealed so far that the silencing of transposons in the germ line is normal thus,
it does not account for the observed sterility.

Because Moesin is involved in the nuclear transport of mRNP complexes, we analysed the

distribution of mRNAs in the salivary gland cells of moe[NES] mutant male larvae. In
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accordance with our previous findings, mRNA accumulation was detected in the nuclei
which provides evidence for the disruption of the nuclear mRNA export. To further
strengthen the idea that impaired mRNA transcription and/or export is responsible for the
phenotypes observed in moe[NES] mutant animals, we performed mRNA sequencing
experiment on the whole RNA population isolated from the ovaries of mutant females. We
found that out of the 13000 genes examined 371 were upregulated and 315 genes were
downregulated in the mutant as compared to the control. The increase in transcriptional
activity is most likely due to the defect of the nuclear export of mRNAs which in turn is
compensated by the cell through forced transcription. We hypothesize that the decrease in
transcription of the genes in moe[NES] mutant animals is caused by the lack of the positive
role played by Moesin in transcription. Among the genes with decreased activity we
identified six (hsp70Aa, hsp70Ab, hsp70Ba, hsp68, hsp26, hsp23) which most likely can be
responsible for the reduced heat tolerance and possibly contribute also to the sterility
observed in moe[NES] mutants. The impaired transcription of Asp genes observed in
moe[NES] mutants is also confirmed by our RT-qPCR experiments. In these experiments
we measured the activity of Asp genes during heat shock. The results suggest that the
transcription of Asp genes (hsp26, hsp68, and hsp70A4b) is increased in moe[NES] flies but
due to the lack of nuclear Moesin, the relative transcript level does not reach the values
measured in the wild type. This weaker transcription of Asp genes in turn leads to heat
sensitivity in mutant flies. In addition to the genes with altered expression level, we also
found 386 genes, where a single copy of the moe[NES] allele, in other words, dominant
effect was able to modify the gene expression activity. Seven of these genes (boule,
Daughters against dpp, division abnormally delayed, Epidermal growth factor receptor,
nanos, torso-like, and traffic jam) play essential role in germ cell development, thereby their
expression changes might be responsible partially for the development of dominant sterility.

In sum, based on our results we can tell that the most significant, new finding of our
work is that Moesin is an important player of the expression of 4sp genes. The low amount
of nuclear Moesin caused by the NES signal leads to reduced 4sp mRNA level which results
in the decreased heat tolerance of moe[NES] flies. Our findings clearly demonstrate that the
fundamental role of ERM proteins is not limited to the cytoplasm, but their presence in the
nucleus is also important for the organism. We hope that the deeper insight into the nuclear
functions of Drosophila Moesin will help us in the future to better understand the nuclear

functions of ERM proteins as well as of actin.
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7. FUGGELEK

qPCR primer neve Primer szekvencidja (5’- 3°)
qHsp26_Fw TGTGGGCAAGGATGGATTCCA
qHsp26_Rev TGGCGCATGATGTGACCATG
qHsp68_Fw AACTTTGGACAGCAAGCTGG
qHsp 68 Rev AATATAGGGGGACTTCGTTTGA

qHsp70Ab_Fw

GTGGAGATTATCGCCAACGAC

qHsp70Ab_Rev

TCATGGCCACCTGGTTCTTAG

Moesin
forma Primer neve Primer szekvenciaja (5’ - 3°)
neve
Moe-
Moo, | ANLSI forward CGTGTCCGCATCAACATTCTGGCCCTCTGC
ANLSI Moe- GCAGAGGGCCAGAATGTTGATGCGGACACG
ANLSI1 reverse
Moe-
Moe. Y2924 forward GCAACCACGAGCTGGCCATGCGTCGCCGCA
Y292A _
Moe TGCGGCGACGCATGGCCAGCTCGTGGTTGC
Y292A reverse
Moe-
Moc. 292D forward CAACCACGAGCTGGACATGCGTCGCCG
Y292D _
? Moe CGGCGACGCATGTCCAGCTCGTGGTTG
Y292D reverse
Moe-
oo T300A. forward CCGCAAGCCGGACGCCATCGATGTGCA
T300A _
300 Moe TGCACATCGATGGCGTCCGGCTTGCGG
T300A reverse
Moe-
Moo T300D. forward GCCGCAAGCCGGACGACATCGATGTGCAGC
T300D Moe_
GCTGCACATCGATGTCGTCCGGCTTGCGGC
T300D_reverse
Moe-KA forward | GTTCATCATCAAGCCGATCGACGCGGCGGCTCCGG
Moe-KA_reverse | GTCGATCGGCTTGATGATGAACGCCGCCTCCGAGAACG
Moe-KA

pDONR221 3522-
3555 forward

CGCTGACTTGACGGGACGGCGCAAGCTCATGAC

pDONR221 3522-
3555 reverse

GTCATGAGCTTGCGCCGTCCCGTCAAGTCAGCG
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8. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ARP aktinszerli fehérje (Actin Related Protein)
ATP Adenozin-trifoszfat
CRISPR Clustered regularly 'interspaced short
palindromic repeat
Crml Chromosomal Maintenance 1
DAPI Diamino-fenilindol
DMSO dimetil-szulfoxid
EM Emerin
ERM Ezrin-Radixin-Moesin
Exp6 Exportin 6
F-aktin filament6zus aktin
FANCA Fanconi anaemia complementation group A
FANCG Fanconi anaemia complementation group G
FERM 4.1 protein-Ezrin-Radixin-Moesin
FRAP Fluorescence Recovery After Photobleaching
FtsA Filamentous temperature sensitive A
G-aktin globularis aktin
GFP z6ld fluorescensz fehér;j e
(Green Fluorescent Protein)
gRNS guide RNS
hsp hésokk fehérje (Heat Shock Protein)
ICAM-1 Intracellular Adhesion Molecule 1
mAKAP Muscle A-kinase Anchoring Protein
MAL Megakaryocytic Acute Leukemia protein
MF aktin filamentum (Microfilament)
moe moesin
mRNP messenger Ribonucleoprotein Particle
mRNS messenger Ribonukleinsav
MST Micro Scale Thermophoresis
Myo Vb, Va, VI Myosin Vb, Va, VI
N1IC Notchl receptor intracellularis domén
NES nukledris export szignal
NLS nukledris lokalizécios szignal
NMI nukledris miozin I
NPC nukleéris porus komplex
(Nuclear Pore Complex)
NuA4 human Tip60
Nup98 Nukleoporin 98
Poly(A) kot6 fehérje
PABP (Poly(A)-Binding Protein)
fékomponens-analizis
PCA . .
(Principal component analysis)
ParM plazmid szegregacids protein M
PIP2 foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat
PKA protein kindz A
PML promielocitas leukémia fehérje
(promyelocytic leukemia protein)
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Poll, Polll

RNS-polimeraz I, 11

Rael Ribonucleic acid export 1 fehérje
RyR Ryanodine receptor
slik Sterile-20 kinaz
SRF szérum valasz faktor (Serum response factor)
SWI/SNF Switch/Sucrose Non-Fermentable
SWRI1 SWI2/Snf2-related ATPase
uv ultraviola
buzacsira agglutinin
WGA (Wheat Germ Agglutinin)
XPOl1 Exportin 1
YAP/TAZ Yes associated protein/Tafazzin
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