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Bevezeto

Az eukaridtdk kompartmentalizacidja sziikségessé tette a sejtorganellumok kozotti
transzportald rendszerek 1étrejottét. A nagyobb méreti makromolekuldk esetében az
organellumok ko6zotti anyagvandorlas aktiv transzport folyamatok révén valosul meg [1].
Ezzel az eukaridtak egy térben és idében hatékonyan szabalyozhato rendszerhez jutottak, ami
elosegiti az elkiilonitett DNS allomanyt koriilvevd tér anyagi Osszetételének pontos és
dinamikus beéllitasat.

A 40 kDa méret feletti fehérjék aktiv transzportja a magmembran erre specializalt
egységein, a nuklearis porus komplexeken (NPC) keresztiil valosul meg [2]. Az atjutast
altalaban az importalddd (cargo) fehérjéken 1évo nukledris lokalizacios szignal (NLS)
biztositja [3, 4]. Ezt az NLS-t ismerik fel és kotik meg a karioferin fehérje csalad (nuklearis
transzport receptorok) tagjai, példaul az importin-o adaptor fehérje [5, 6]. Az NLS aminosav
szekvencia tartalmaz egy bazikus, lizinben/argininben gazdag 2-6 tagh klasztert, amelyet sok
esetben egy flexibilitast biztositd prolin eléz meg [7]. Altalanosan az egy pozitiv klasztert
tartalmazd szignalok (monopartit NLS) az elterjedtek, de megkiilonboztetnek két ilyen
szakaszt tartalmazoakat is (bipartit NLS) [1, 3]. Ez utobbi esetben egy 10-15 aminosav hosszu
Osszekoto régio valasztja el a két bazikus blokkot (az egyik altalaban 2, a masik 2-6 tagu) [8,
9]. Mutacios analizis és szerkezet vizsgalatok révén allapitottdk meg a monopartit NLS
kozelité konszenzus szekvenciat: K(K/R)X(K/R) [6, 10]. Az altalanosan elterjedt jelolés az
NLS-ek egyes aminosavaira az importin-o kotéarkaba valo illeszkedésiik alapjan torténik. Az
importin-o  feliiletén kiilonboz6, egy-harom aminosav oldallancbol allo  kotdzsebeket
definialtak, amelyek egy-egy meghatarozott NLS oldallanccal létesitenek kapcsolatot. A
monopartit NLS-eket azok N-terminalis konzervalt lizinjét6l (K), P2-es jeldléssel inditva
szamozzuk [11]. Ez a P2 pozicié szigortian lizinre korlatozott, mutacioja tobbnyire teljes
mértékben elrontja a magi lokalizacidt. A konszenzus szekvencian lathato, hogy a P3 és P5
hely joval toleransabb a P2-nél, itt mind lizin és arginin (R) is megjelenhet. Ezen egyes
poziciok 6nallé kotési energija csak %/z-a a P2 pozicioban talalhat6 lizin kotési energiajanak.
A P4 pozicio még ezeknél is joval engedékenyebb, a P2-hoz hasonlitva csak /4 részben jarul
hozza a kotédéshez [12]. A konszenzus szekvencian itt nem jelolt P1 pozicidoban gyakran
helyezkedik el a mar emlitett szekunder szerkezettoré prolin [7]. Tipikus monopartit NLS
szekvencia az SV40 virus T-antigén szignalja (**PKKKRKV**?) [13].
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Az importin-o. egy erésen konzervalt makromolekula, aminek az C-terminalis

crer

crer

keresztlil Osszekapcsolodott importin-o/cargo fehérje komplexet az importin-p segiti at a
magporusokon. Ez Gigy valosul meg, hogy az importin-p az adaptor funkciot bet6lté importin-
a fehérjét annak IBB doménjén keresztiill magahoz koti, igy gyakorlatilag egy harom
komponensbdl allé komplex (cargo/importin-o/importin-f) 1ép be a sejtmagba [15, 16].
Erdekes, hogy ez az IBB domén hordoz egy bazikus KRR szekvencia motivumot is, ami egy
gyenge NLS-t utdnoz. A cargo fehérjék NLS szignaljai ezzel az autoinhibiciés doménnel
versengenek a kotohelyért [17]; a cargo csak akkor fog az importin-a-bol és B-bol allo
komplexhez kotédve a magba jutni, ha a cargo NLS-énck kotése energetikailag kedvezdbb,
mint az IBB doméné [18].

DUT-N SPSKRARPA-
Az irodalombol ismert, SV40 SPKKKRKV - -
hogy az NLS altal kézvetitett magi N _5 CDC6 SPRKRL---- |&
£= I
transzportra hatassal lehetnek a f 5 SWI6 SPLKKLKID §,h
i1 mellett ot lacid X N | SWI5 SPRKRGRPRK | 5
- (2]
szignal melletti poszt-transzlaciés § & | ~pp1 SPRKPTRKTI - 2,:
modositasok.  Szamos  fehérje MCM3 SPKKRQOKV-- | £
v
esetében leirtdk, hogy egy NLS Acml SPSKRRSQID &
kézeli fOSZfOfiléCié kihat annak ..................................................................... g
jten beliili elhelyezkedésre [19 APC i gl
sejten beliili elhelyezkedésre [19- y 5 | LMB2 SRGKRRRIE - 5:
21]. Arrol azonban, hogy a £ g v-jun SRKRKLRI-- |3
keletkezett foszfoszerin az NLS- "Q <€ | AhR SRKRRKPVQ- |
hez képest milyen poziciobsl @ © atDjCé SPKRKS----
, , EBNA-1 SSPSRPRK-- =%
(milyen tavolsagra az NLS pozitiv g
e N
blokkjatol)  pontosan  hogyan .E % p53 SPQPKKKPL- |5 i
< = D o
befolyasolhatia a  lokalizaciot = 5 | UBAL SPLSKKRRVS |z &
; N _ : N
(serkenti, gatolja, esetleg nincs sg UNG2 SPSPARKRHAP a 9.,:'-
hatdssal) még nem sziiletett 1. tablazat §.

egyértelmil konszenzus. A
. ; o Foszforilacio NLS funkcidra gyakorolt hatasa.
foszforilaci6 hatasa szertedgazd 5, cls¢ két blokk fehérjéir6l ismert, hogy magi
transzportjuk foszforilaciéval gatolt; kisérletesen az alsé
harom fehérjét vizsgaltam. Az NLS szekvencidkban
azzal, hogy az export szignalt bordéval a sejtben foszforilalodni _képes szerin, kékkel a
bazikus klaszter tagjai, zolddel pedig a CDK1 konszenzus
elfedi [22] ; konformacio valtozast foszforilacios szekvencigjaban is talalhatdo prolin van
jelolve.

lehet: eldsegitheti a magba jutast
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indukalhat, és ezaltal hozzaférhetébbé teheti az NLS-t az importinok szamara; vagy példaul
novelheti az NLS-importin komplex kotéserdsségét [20]. Mas esetekben a foszforilacid
meggatolja a sejtmagba iranyuld transzportot, aminek leggyakoribb oka, hogy az NLS-iik
kozelében foszforilalt fehérjékhez nehezen fér hozza az importin-o a foszfatcsoport negativ
toltése miatt. Sok ilyen esetben a foszforilacidért a ciklin dependens kinaz 1 (CDK1) a felelds,
ami leginkabb a sejtciklus G,/M fazisaban 1évé sejtek magjaban aktiv [21]. A CDK1 preferalt
foszforilacids konszenzus szekvenidja: (S/T)P(X)K, ami konnyen atfedhet az NLS els6 (P2)
lizinjével, és a sok NLS-ben megtalalhato (P1) prolinnal [19, 21]. A CDK1 kiemelt szerepl6je
a sejtciklus lebonyolitasanak, példanak okaért ez az enzim foszforilalja fel a maghartyat
felépité laminokat IS, amely esemény a magmembran felszakadasat eredményezi az osztodas
elott.

Tobb CDK1 szubsztratrdl leirt, hogy foszforilaciojuk gatolja a magi lokalizacidjukat
(1. tablazat), azonban ezen felfoszforilalt fehérje készlet sorsaval eziddig nem foglalkoztak a
sejtciklus tiikrében [23-34]. A mitozis soran a maghartya felbomlik (prometafazis) és a
kromatin asszocialt fehérjék kivételével a teljes magi proteom homogénen szétoszlik az
atmenetileg mag nélkiili sejtben. A két ) nukleusz létrejottekor (telofazis), a magmembran
szorosan a kromatinhoz simulva szerel6dik Ossze, kizdrva a nem kromatin asszocialt
fehérjéket [35-37]. Az igy kinnrekedt, felfoszforilalt fehérje készlet sorsa tehat kérdéses.

A fenti jelenségre példa a dUTPaz
(NLS-t tartalmazé magi fehérje, egyben
CDKI1 szubsztrat) amellyel csoportunkban
részletesen foglalkoznak. Ez az enzim
kiemelkedd szereppel bir a sejtbéli
dUTP/dTTP nukleotid ardny megfeleld
értekének bedllitdsdban, ezaltal a genomi
integritas megOrzésében [38].

Csoportunkban nemrég kimutattak, hogy

osztodast kovetden a leanysejtekben, a

CDK1 altal foszforilat dUTPaz

1. 4bra

A dUTPaz lokalizacioja a sejtciklus alatt.
Osztodas elott a CDKI1 felfoszforilalja a dUTPaz
lépések révén az S fazisra ismét feltolti a készletet, ami késobb a leanysejtekben kint reked a

sejtmagbol. A G1 fazis soran idével defoszforilalodik
magot, ezaltal a G1 fazis alatt, csak idOben  a fehérje, ami megengedi, hogy a dUTPaz ismét

i . . B feltdltse a nukleuszt. Hasonld6 NLS szerkezettel
késleltetve jut vissza a rendeltetett helyére  rondelkezs CDKI szubsztratok, azonos sejtciklus

fehérjekészlet  idével  defoszforilacios

fiiggd viselkedést sejtetnek.
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(1. abra). A dUTPaz példaja azt sugallja, hogy a CDK1 altal végzett NLS kozeli foszforilacio
altalanossagban véve befolyasolhatja a leanysejtek magi proteomjanak Osszetételét. Ezért
kezdtem el olyan tovabbi ismert CDK1 szubsztratokat keresni, amelyek NLS-e¢ hasonlit a

dUTPaz szignaljahoz, de a foszforilacios esemény hatdsa még nem leirt (1. tablazat, harmadik
blokk) [39-43].

A sejtmagba iranyul6 transzportra a cargo fehérje oligomerizacios allapota iS hatassal
lehet. Ezen folyamatokat az irodalomban eddig csak kevéssé vizsgaltak, pedig a sejtmagban
szamos oligomer fehérje is talalhatd (pl. SV40, nukleoplazmin, APC, dUTPaz) [44-46]. A
nukleoplazmin fehérje, magi transzportja példaul pentamer formaban hatékonyabb, mint
monomer formaban, mivel igy a fehérje oligomerizacidval tobb funkcionalis NLS-re is szert
tehet [46].

Amennyiben az oligomerizaci6 mellett foszforilacid is befolyasolja a fehérjék
intracellularis elhelyezkedését, az felveti a kérdést, hogy ha az oligomer NLS-einek csak egy

része modosul foszforilacioval, akkor annak hatasa milyen mértékben érvényesiil.

Célkitiizések
Munkam soran két f6 célt tliztem ki:

1. Altalanos séma megfogalmazasa CDK1 szubsztratok NLS kozeli foszforilacojanak

magi transzportra gyakorolt hatasarol.
A potencialis szabalyozas ala es6é fehérjéket (p53, UBA1, UNG), fluoreszcens jeloléssel
lattam el, majd foszforilaciot mimikaldé mutacidkat hoztam rajtuk létre. Ezeket kiilonb6z6
emlds sejtvonalba transzfektalva vizsgaltam a konstruktok lokalizaciojat. A kisérletes
eredmények, valamint az importin-o NLS peptid kristalyszerkezetek alapjan igyekeztem
karakterizalni, hogy a foszforilacid6 pontosan milyen helyzetbdl képes az NLS funkcidjat
megvaltoztatni, azaz fellelhet6-e egy altalanosan megfogalmazhat6 torvényszeriiség.

2. Az NLS-ik kozelében foszforilalodni képes oligomer fehérjék magi
transzportjanak vizsgalata.
Az NLS-iik kozelében CDKI1 target szekvenciaval rendelkezo fehérjék kozott tobb olyan is
talalhatd, amely oligomer formaban van jelen sejtben, azaz tobb NLS-el rendelkezd
makromolekularis komplexbe rendezddik. Ez vetette fel a kérdést, hogy amennyiben egy
ilyen komplex funkcionalis NLS szama megvaltozik (példaul foszforildcid vagy mas

poszttranszlaciés modositdsok altal) az vajon kihat-e a makromolekularis komplex sejtbeli
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clhelyezkedésére. A kérdés vizsgalatara a Drosophila virilis dUTPaz-t hasznaltam fel, ami
egy egyetlen NLS-el rendelkezd, kovalensen kapcsolt pszeudo-heterotimer (,,ABC”) enzim,
szemben az ¢élovilagban altalanossagban elterjedt homotrimer (harom NLS-el bir6) formakkal.
Géntechnologiai aton, az ,,ABC” formabol készitett ,,A” monomer forma a sejtben egy harom
aktiv. NLS-t hordozo homotrimerré all Ossze, ezért ezek a fehérjék megfelelé modellt
biztositottak az eltéré NLS szam és transzport kozotti kapcsolat vizsgalatara (2. abra). Ennek
érdekében kiilonb6zo expresszios plazmidokba klénoztam az ,,A” és ,,ABC” géneket, majd

emlds €s rovar sejtvonalakba transzfektalva vizsgéaltam a fuzios konstruktok lokalizaciojat. Az

% NLS o o

@R @,

3 db NLS

»AAA” - homotrimer »ABC” - pszeudo-heterotrimer

2. dbra

A Drosophila virilis dUTPaz (modell fehérje) konstruktok sematikus rajza.

Az ,,A” fehérjét kodold plazmidrol atirddott monomerek a sejtben ,,AAA” homotrimerré kapcsoldodnak
0ssze, amely igy harom aktiv NLS szignalt hordoz. Ezzel koriilbeliil azonos méretli fehérje irodik at az
,ABC” konstruktr6l (a D. virilis endogén dUTPaz formaja) amely egy kovalensen, kapcsolo régiokkal
0sszekotott pszeudo-heterotrimert képez. Ez azonban csak egy aktiv NLS szignalt visel.

endogén, egy NLS-t tartalmazdé pszeudo-heterotrimer D. virilis dUTPaz sejtbeli
elhelyezkedését szoveteken végzett immunhisztokémiaval kivantam meghatdrozni. Az NLS
szambeli kiilonbség hatasat tovabba kvalitativ (nativ gélelektroforézis) ¢és kvantitativ
(izotermalis titracios mikrokalorimetria - ITC) moédszerekkel is vizsgaltam a kiilonb6z6 D.

virilis dUTPaz és importin-a komplexek képzédésének példajan.
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Anyag és modszer

Plazmid konstrukciok létrehozdsa

Az UNG magi izoformajanak (UNG2) ORF-ét tartalmaz6 plazmidot Prof. Salvatore
Caradonnatol kaptuk ajandékba, mig a p53 és UBA1 ORF-eket tartalmazo vektorokat az
OriGene cégtdl vasaroltuk. A teljes fehérje-DsRed fuzios konstruktokhoz az UBA1-nek és az
UNG2-nek megfeleld génszakaszokat PCR-el felamplifikalva a pDsRed-M-N1 vektor
Xhol/Kpnl helyeire klonoztuk. A p53 ORF-ét a pDsRed-M-C1 plazmid Xhol/BamHI helyeire
emeltiik be. A plazmidokat konvencionalis technikaval XL1-Blue sejtekbe transzformalva
szaporitottuk fel és NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel) Kittel tisztitottuk ki. Az ,,E” és
,Q” mutansokat a fent készitett
konstruktokbol helyspecifikus
mutagenezissel hoztuk 1étre, a
QuickChange metodikat
alkalmazva (Stratagene).

A B-galaktozidaz-DsRed

riporter rendszer létrehozasanal a

3. 4dbra

start ~ kodont  nélkiilozé  B-
Az NLS-ek fehérjekontextus fiiggetlen galaktoziddz  gént szintén a
vizsgalatara létrehozott riporter konstrukt pDsRed-M-N1 vektorba, 3

sematikus modellje.
Kpnl/EcoRI helyekre klonoztuk,
Kékkel a B-galaktozidaz (PDB ID: 1F49), pirossal a DsRed . )
(PDB ID: 2VAD) fluoreszcens marker egymashoz illesztett ~miutan az ORF-ét a pCAUG

kristalyszerkezete lithato. vektorbol PCR-rel amplifikaltuk
fel. Az egyes NLS szegmenseket kodold oligokat (p53, UBA1, UNG, Swi6, SV40)
komplementer ssDNS formajaban az Eurofins MWG Operontol rendeltiik, majd ezeket
egymassal annelaltatva ,,sticky-end” végzddésii dsDNS oligokhoz jutottunk, amelyek végei
pontosan megfeleltek az Nhel/EcoRI restrikcidos endonuklazok hasitohelyeinek. A -
galaktozidaz-DsRed vektor ezzel identikus helyeire klonoztuk ezen start kodont is tartalmazo
NLS oligokat. A kiilonb6z6 konstruktokat, az adott mutacidkat mar tartalmazé ssDNS
oligdkbol kiindulva készitettiik el.
A Drosophila virilis dUTPaz ,,A” és ,,ABC” géneket tartalmazo pET-15b plazmidok
Horvath Andréstdl és Benedek Andréstdl szarmaznak, az egér importin-a AIBB-t egy pET-

30a plazmidban Bostjan Kobe csoportjatol kaptuk. Az emlés expresszids rendszer
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eléallitasahoz ezeket a géneket mind a pEGFP-N1 és a pDsRed-M-N1 vektorok Smal/Kpnl
helyeire is atklonoztuk PCR segitségével. Az igy elkésziilt konstrukciokbol az ,,A-EGFP”,
,ABC-EGFP” konstruktokat a plZ/V5-His rovar expresszidos vektor Notl/Kpnl helyeire
emeltiik be. Az elkészitett plazmidok helyességét minden esetben szekvenaltatassal

ellendriztiik le.

Sejtkulturak fenntartdsa és transzfekcioja

Az emlds (HeLa, COS-7, MCF-7, NIH-3T3 és 293T-HEK) sejtek DMEM/F12 HAM
(Sigma) tapban, penicillin és streptomycin antibiotikumok mellett (50-50 pg/ml; Gibco), 10%
FBS (Fetal Bovine Serum, az NIH-3T3 sejteknél Fetal Calf Serum; Gibco) hozzaadasaval
voltak fenntartva. Az Sf9 és a Schneider S2 rovar sejteket Schneider Insect Medium-ban
(Sigma) néttek; antibiotikumokat és szérumot ugyan abban a koncentracidban hasznaltunk,
mint az emlds sejteknél. A plazmidokat FuGENE HD (Roche) transzfekcids reagenssel, a
gyartd protokollja szerint juttattuk a sejtekbe. A konstruktok lokalizaciojat egy Leica DM IL
LED fluoreszcens mikroszkopon ¢és egy Zeiss 710 LCSM konfokalis mikroszkopon

vizsgaltuk.

Immunhiszto- és immuncitokémia

A D. virilis és a D. melanogaster ovarium, diszkusz, nyalmirigy és testis szoveteinek
kipreparalasat Horvath Andras és Zagyva Imre végezte. A fixalo elegy 50 % heptant és 50 %
PEM-et (4 % PFA, 2.5 % Tween-20, 100 mM PIPES, 1 mM MgCl,, 1 mM EGTA, pH=6.9)
tartalmazott, ebben 1 o6ran keresztiil razédtak a szovetek. Ezt harom 10 perces mosas kovette
(50 mM TRIS, 150 mM NacCl, 0.5 % Tween-20, pH=7.4). Mosas utan 4 oOran keresztiil
blokkold/1-ben (1.5 % BSA-t, 250 mM NaCl, 0.1 % Tween-20, 1 % Triton-X 100, 0,001 %
NaN3 2.5 % FBS, 2.5 % FGS, PBS-ben oldva) razodtak a mintak. Ezutan elsédleges anti-
lamin ellenanyaggal (1:400, DSHB) és anti-dUTPaz ellenanyaggal (1:10000) 4°-on overnight
festettiink blokkolo/2-ben (2.5 % FBS, 2.5 % FGS, 1 % BSA, 0.01 % Tween-20, 0.1 %
Triton-X 100, 0.001 % NaNj, PBS-ben oldva). Ezt kdvetden antitest mentes blokkolo/2-ben
24 6ran at razodtak a mintak 4°-on. A lamin jeldlés lathatova tételéhez anti-egér Alexa 633
konjugatumot (Molecular Probes), mig dUTPaz-hoz anti-nyul Alexa 488 konjugatumot
(Molecular Probes) hasznaltunk blokkol6/2-ben, 1000 x higitasban, 2 6ra inkubacids idot
alkalmazva, szobahémérsékleten. Blokkold/2-ben torténé intenziv mosast kdvetden a sejtmag

és aktin festést PBS-ben oldott 1 % BSA, 0.05 % Triton-X 100, 0.02 % NaNs mellett DAPI-
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val (0.1 pg/ml, Sigma) és phalloidin-TRITC oldattal (0.5 pg/ml, Sigma) végeztiik. Mosast
kovetden FluorSave (Calbiochem) beagyazoban fedtiik le a szoveteket.

A Schneider S2 sejteket transzfekcio és festés elétt Concanavalin-A-val (0.5 mg/ml) és
poli-L-lizinnel (0.01 %) kezelt oraiivegekre keriiltek, hogy jobban vizsgalhato, szétteriilt
sejteket kapjunk. A fixalast 4% PFA-ban 15 percig, a permeabilizalast 0.1 % Triton-X 100-
ban 10 percig végeztiik. Kétoranyi blokkolas (2.5 % FBS, 2.5 % GS (Goat Serum), 1 % BSA,
0.002 % NaNs, PBS-ben oldva) utan az elsédleges lamin ellenanyagot tartalmazoé oldatban
(400 x higitas az elobbi blokkoloban) 4°C-on overnight inkubalodtak a sejtek. Ezt kovetden
ismét blokkoloban mostuk a sejteket 4 6ran at, majd a masodlagos anti-egér Alexa 633
konjugatumot (1:1000) két oran keresztiil hagytuk sotétben a mintan. Az aktin és a sejtmag
festés, valamint a lefedés a szOveteknél alkalmazott modszerhez hasonldéan tortént. A
kontrollként  hasznalt D. melanogaster YFP-dUTPaz fazidés konstruktok — (magi és

citoplazmas izoforma) Merényi Gabortol szarmaznak.

A D. virilis dUTPaz ,,A” és ,,ABC” valamint egér importin-a AIBB expresszio

Az ,,A”-t és ,,ABC”-t tartalmaz6 pET-15b vektorokat és az importint tartalmazé pET-
30a vektort konvencionalis technikaval Rosetta (DE3) pLys torzsbe transzformaltuk, majd
antibiotikumos (Rosetta sejtek szelekcidjara 33.9 pg/ml kléramfenikol; dUTPaz-oknal 50
pg/ml karbenicillin; importinnal 50pg/ml kanamicin) plétre szélesztettiik. A plétrdl inditott 5
ml overnight elékultarval inokulalt 500 ml tapoldatot 37 °C-on novesztettiik tovabb. Agpo=0.5
optikai denzitas elérésekor 0.6 mM IPTG-vel (izopropil-p-D-1-tiogalakto-piranozid)
indukaltuk az expressziot (25 °C-on), és 6t ora elteltével centrifugalassal (20 perc, 1380 x g,
4°C) iilepitettiik le a sejteket, majd a pellet -80 °C-on allt felhasznalasig. A sejtek feltarasat
lizis pufferben (50 mM TRIS, pH=8.0; 300 mM NaCl, 0.5 mM EDTA, 0.1 % Triton X-100, 1
mM PMSF, 5 mM benzamidin, 1 db EDTA mentes proteaz gatlo tabletta (Roche), 10 mM p—
ME (B-merkaptoetanol), 0.1 mg/ml lizozim, 0.1 mg/ml DNaz, 0.01 mg/ml RNaz A) valo
potterezés utan szonikalassal segitettiik el6. Az importinnal szonikalds helyett fecskenddvel

szuszpendalva, mechanikai nyirder6t alkalmazva tartuk fel a sejteket.

Fehérje tisztitas affinitas kromatogrdfiaval és gélsziiréssel

A Ni-NTA oszlopokat a fenti lizispufferekben ekvilibraltuk, majd a mintakat 15 mM
imidazol és 1 mM MgCl, hozzdadasa utan vittilk oszlopra. Tébb Iépcsds mosdsokkal
igyekeztiink eltavolitani az oszlopra aspecifikusan kiko6tddott fehérjéket. Eloszor ,,low salt”

pufferrel (dUTPaz-oknal: 50 mM HEPES, pH=7.5, 30 mM KCI, 5 mM B-ME; importinnal: 20
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mM HEPES, pH=7.0, 500 mM NacCl, 5 mM imidazol, 5 mM B-ME), majd ,,high salt” puffert
(dUTPéaz-oknal: 50 mM TRIS, pH=7.5 300 mM KCl, 5 mM B-ME; importinnal: 20 mM
HEPES, pH=7.0, 1M NaCl, 25 mM imidazol, 5 mM B-ME). Harmadik mosasként 50 mM
imidazolt tartalmazé ,Jlow salt” puffert hasznaltunk a dUTPaz-okhoz. Az eclicids puffer
osszetétele dUTPazoknal: 500 mM imidazol, 50 mM HEPES, pH=7.5, 30 mM KCI, 10 mM
B-ME, 0.1 mM PMSF, 1 db EDTA mentes proteaz gatld tabletta (Roche). Az importin
elticigja az alabbi pufferben tortént: 125 mM imidazol, 20 mM HEPES, pH=7.0, 500 mM
NaCl, 10 mM B-ME, 0.1 mM PMSF, 1 db EDTA mentes protedaz gatlo tabletta (Roche).
Gélsziirés elétt a mintakat overnight dializaltuk, a puffer 6sszetétele dUTPazoknal: 20 mM
HEPES, pH=7.5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 10 mM B-ME; importinnal: 20 mM TRIS,
pH=7.8, 125 mM NacCl, 10 mM B-ME.

Gélsziiréshez Superdex 200-as oszlopot hasznéltunk, GE Healthcare Akta Explorer
késziilékben. A gélsziirés az alabbi pufferekben tortént: dUTPazoknal (20 mM HEPES,
pH=7.5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,;, 10 mM B-ME, 2mM DTT (ditiotreitol) és 5 %
glicerin); importinnal (20 mM TRIS, pH=7.8, 125 mM NaCl, 10 mM B-ME, 2mM DTT ¢és 5
% glicerin).

A fehérjék tisztitasat kovetden SDS-PAGE-n ellendriztiik a mintdk homogenitésat,

ami minden esetben nagyobb volt, mint 95%.

Nativ Poliakrilamid Gélelektroforézis

Nativ-PAGE-hez 10 % akrilamid-os, a fehérjék izoelektromos pontjabol adodoan
pH=9.0-es, elvalaszto gélt hasznaltunk, a tomorité gél 4 %-0s, pH=7.8-as volt. A mintak 200
V-on futottak, jégben.

ITC (izotermalis titracios mikrokalorimetria)

A mérést 20°C-on Microcal ITCyo késziilékben végeztiik. A dUTPazok és az importin
kozos pufferben vald overnight dializist (20 mM HEPES, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 10
mM B-ME, pH=7.5) kovetden keriilt a miliszerbe. A cellaban 45 uM importin, a fecskendében
460 pM dUTPaz volt jelen, amibdl 1.5 pl-es injektalasokkal tortént a titralas. Kontroll
kisérletként a cellaban 1évé dializis puffert is titraltuk dUTPazokkal, az igy kapott oldodasbol
ad6do ho valtozas mértékét késobb levontuk az adatsorokbol. A MicroCal Origin programban
talalhatd egyféle kotOhelyet leird fiiggvényt hasznaltuk illesztéshez. Az elsd mérési pontot
elhanyagoltuk, mert az ugyis diffuziéos hibaval lett volna terhelt. A koncentraciokat

homotrimerre (,,AAA”), illetve pszeudo-heterotrimerre (,,ABC”’) szamoltuk.
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Eredmények

A szigndl kozeli foszforilacio hatasa az NLS aktivitasdra

Els6ként, mar ismert, NLS kozeli foszforilacionak kitett fehérjék (p53, UBAL, UNG)
esetében kivantuk megvizsgalni a foszforilacié esetleges lokalizaciora kifejtett hatasat. Ennek
érdekében az egyes fehérjéket egy fluoreszcens jelzéfehérjével (DsRed-monomer) kotottiik
Ossze kovalensen, és vizsgaltuk azok intracellularis elhelyezkedését. A kisérleteket szamos
kiilonboz6 sejtvonalban (HeLa, COS-7, MCF-7, NIH-3T3 és 293T-HEK) elvégeztiik, annak
kideritésére, hogy az egyes vonalak kozott talalhato-e kiilonbség a fehérjék lokalizaciojanak
szempontjabol, azaz, hogy a kiilonb6z6 genotipusa hattér mennyire befolyasolja az
eredményeket. Jelen dolgozatban a 293T-HEK sejteken kapott eredményeket mutatom be,
mivel az egyes sejtvonalak kozott kiilonbség nem volt tapasztalhato.

A fehérjék lokalizaciojanak fenotipusos jellemzésére egy standard jelolésrendszert
készitettiink és ehhez a skéaldhoz viszonyitottuk az egyes konstrukciok lokalizacidjat (4.
abra/B). A foszforilacio hatasanak vizsgalatara az egyes fehérjékbdl foszforilaciot mimikalo
mutansokat hoztunk 1étre (5. és 6. abra). Ilyenkor az NLS kozeli, a sejtben CDKI1 altal
foszforilalodni képes szerin aminosavat glutaminsavra cseréltiik. Ez a glutaminsav a
foszforilalt allapotban 1évé szerin (foszfo-szerin) molekulat képes mimikalni, mivel szintén

negativ toltési, illetve méretében és alakjaban is hasonlo. Toltéssel nem rendelkezd, de

A NLSmentes  Sv40 T-antigén B
B-galaktozidaz NLS

-.
¢ —N

4. dbra
A riporter rendszer validalasa 293T-HEK sejtekben.

Kontroll

Al Kontroll kisérletek a p-galaktozidazt tartalmazo riporter konstrukttal.

Latszik, hogy az NLS mentes B-galaktozidaz nagy mérete 1évén nem képes atjutni a magpodrusokon, ezért citoplazmatikus
elhelyezkedésii. Ezzel szemben az SV40 T-antigén NLS-t hordozo B-galaktozidaz mar kizarolag magi elhelyezkedést mutat.
B/ Lokalizdcio jellemzésére alkalmazott nomenklatira.

A teljesen nuklearis (N), illetve a teljesen citoplazmatikus (C) lokalizacio k6zo6tti atmenetet a skala szerinti betlikodok jelzik.
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azonos méretli aminosav a nem foszforilalhato glutamin. Ezen izosztérikus kontroll hasznalata
azért volt célszerli, hogy megbizonyosodhassunk arr6l, hogy az esetlegesen tapasztalt
véltozas, ami a szerin glutaminsavra torténd lecserélésekor 1¢ép fel, valoban csak a negativ

toltés hatasanak tudhato be, nem pedig a megndvekedett oldalldnc hossznak.

o} (0] 5. ébra
A foszforlaciot mimikalo
HO OH HO OH glutaminsav és izosztérikus
NH, NH, kontrollja.

AZarin Glueamirsay A foszforilalt allapotban 1év0 szerin (foszfo-
szerin) molekula negativ t6ltéssel bir, ennek
mimikalasara hasznalhat6 a szintén negativ

o o toltésti, méretben és alakban hasonld
OH O glutaminsav. Toltéssel nem rendelkezo,
Otr_') azonos  méreti  aminosav = a  nem
HO™ ~O OH H2N OH  foszforilalhaté glutamin. Ezt izosztérikus
NH, NH, kontrollnak tekinthetjiik, mivel azonos
. . mérete, de toltés hidnya miatt bizonyitja,

Foszfo-szerin Glutamin

hogy a negativ toltés az, ami befolyasolja a
lokalizaciot.

A plazmid transzfekcios kisérletek mutatjak, hogy az altalunk vizsgalt teljes fehérje-
DsRed konstruktok foszforilaciot mimikald, glutaminsavas ,,E” mutdnsai nem valtoztattak
meg a lokalizaciot, a fehérjék mind a sejtmagba vandoroltak (7. abra). E megfigyelés kapcsan
elkezdtiik alaposabban Gsszehasonlitani a harom fehérje NLS-eit (UNG, UBAL, p53) a
dUTPaz NLS-ével, keresve, hogy vajon itt lathato-e olyan kiilonbség, ami magyarazatot adhat
arra, hogy a dUTP4z esetén miért tapasztalhato ilyen drasztikus hatds, mig a vizsgalt harom
fehérjénél viszont nem. A kérdés megvalaszolasahoz segitségiinkre voltak a kollaboracios
partnereink altal megoldott kristalyszerkezetek, amelyekben a dUTPaz vad tipust és
glutaminsavas NLS peptidével kristalyositott importin-o-t lehet tanulmanyozni (8. abra). Ezen
lathato, hogy a foszforilaciot mimikald glutaminsavat tartalmazé NLS és a vad tipusu NLS
hasonld konformaciot vesz fel az importin-a kotézsebében. A bevitt negativ t6ltés hatasara
azonban az NLS P3-as pozicioban elhelyezkedd argininja Kifordul az importin-a-an talalhato
kotézsebébdl. Az NLS arginin és az importin-o P3-as kotShelyének aszparaginja kozott
megszinik az a kapcsolat, ami nagyban felelés a komplex Osszetartasaért (8. abra/B). A

kapcsolat gyengiilését gyakorlatilag egy intrapeptidalis versengés eredményezi, mivel a

crer



Foszforilaci6 hatasa a magi transzportra

vizmolekuldn keresztiil kiforditja eredeti helyérél a P3-as arginint. Osszességében, a dUTPaz
esetére elmondhatd hogy a P-1-es poziciobol a negativ glutaminsav elrontja az importinnal

val6 kapcsolatot, ezaltal gyengitve a sejtmagba jutast.

6. dbra
. 11 19 i
DUT S11E: . EP S@ABngA A dolgozatban hasznalt
DUT S13E: | SPERRARPA ™ valamennyi konstrukt NLS-
UNG S14E: 12 SPEPARKRHAP - einek aminosav szekvenciaja.
UNG S12E & SI14E: EPEPARKRHAP
12 g 22

UNG S14E & Al6A: s SPE PA@HAPz 5 Bordéval a foszfo-szerin mimikalasara
UNG KI18N: SPSPARNRHAP bevitt glutaminsav, zélddel a delécioval
UBA S4E: ‘EPLSKKRRV*'? eltavolitott, kékkel pedig az inszercioval
UBA S4F & L6A: ‘EPLSKKRRV? bevitt  aminosavak vannak je.llélve.
p53 S315E: 315EPQPKKKPL323 Aldhuzassal az NLS pozitiv t6ltési

53 S315E & 3170A: 31 5EPQP@PL323 aminosavai vannak jelolve, ezek a
1% . : 160 T legkritikusabbak egy NLS mitkodéséhez.
Swi6 S160E & Al62ins: EPALKKLKI UNG KI18N esetén félkovérrel az NLS
Swi6e S160E: 160g PLKKLKI o7 pozitiv blokkjanaknak elroncsolasa végett

bevitt mutacio lathato.

Ezt az informacidt Osszevetettiikk az irodalomban talalhatdé importin-a koétézsebek
egyes aminosav  preferenciaira  vonatkozé adataival és mas NLS/importin-o
kristalyszerkezetekkel [12]. Ezek alapjan egymas ald rendeztik a kiilonb6zé NLS-eket,
mintegy beillesztve 6ket a kdtéarokba. A tablazatbol lathatd, hogy a vizsgalt harom fehérje
esetében a foszforilalodni képes szerin az NLS elsd (és legkritikusabb) lizinjétdl (K) egy
aminosavval tavolabb helyezkedik el, mint a dUTPaz esetében (2. tablazat; 20. oldal). Ezutan
Iétrehoztunk olyan egyedi delécios mutaciokat az UBA és p53 fehérjék NLS szignaljain,
amikkel a dUTPaz szignal szekvenciajahoz hasonlobba tettiik 6ket. Ez a hasonldsag annyit
jelent, hogy a glutaminsav ugyanolyan tavolsagra keriilt a pozitiv klaszter els6 lizin tagjatol
(ami a P2-es zsebbe fekszik bele), mint ahogy az a dUTPaz NLS-ében megfigyelhetd (2.
tablazat). Az igy feltételezhetéen P-1-es kotdzseb pozicidba keriilt glutaminsavas UBA1 és
p53 mutansok koziil csak az UBAL S4E & L6A mutans mutatott lokalizaciobeli valtozast:
csak részlegesen transzportalodott a nukleuszba, amit a diffuz elhelyezkedés jelez (7. abra). A
dUTPaz 13-as szerinje endogénen nem foszforilalodik, azonban az SI13E mutdnsardl mar
csoportunk korabbi munk4jabol ismert, hogy azonos hatast képes kivaltani, mint az S11E
mutans, azaz csokkenti a magi importot (7. abra). Az UNG esetében az egyedi mutacié (UNG
S12E & S14E) egy dupla glutaminsavas mutanst jelent. Az irodalombdl ismert, hogy ez az

S12-es pozicid is CDKI1 foszforilacios hely, ezért ennél a mutansnal ezt az NLS-t6l két
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aminosav pozicioval tavolabbi szerint is glutaminsavra cseréltiink. Ez a mutacié azonban nem

okozott lokalizaciobeli valtozast (7. abra).

. foszforilacio izosztérikus egyedi
vad tipus s it g
mimikalas kontroll mutaciok
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7. dbra

A teljes cargo fehérjével végzett lokalizacios kisérletek eredményei 293T-
HEK sejtekben.

Az als6 sorban a dUTPazra mar korabban leirt foszforilacié altal befolyasolt lokalizaciés mintazat
lathat6. Az S13 szerinr6l nem leirt, hogy foszforilalédik a sejtben, ennek ellenére az ebbe a
pozicioba bevitt glutaminsav is meggatolja a magi importot. A harom vizsgalt fehérjén (UNG,
UBAL, p53) a foszforilacio mimikalas nem valtott ki citoplazmatikus retenciot. A p53 és az UBA1L
esetében a foszforilalt pozicidkat egyedi delécios mutdcidkkal elmozditottuk az NLS pozitiv
klaszteréhez képest, ezaltal a dUTPaz NLS-éhez hasonldbba tettiik azok NLS-eit (2. tablazat). A
p53 ilyen egyedi mutaciokkal sem zarddott ki a magbol, az UBA1 S4E & L6A mutéans viszont csak
gyengébben tudott a magba transzportdlddni, ami arra utal, hogy a foszforilacid csokkentette a
sejtmagi importjat. Az UNG S12E & S14E egy dupla glutaminsavas mutans, amely igy sem
zéarodott ki a sejtmagbol. A mérce 20 um.
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Az eldz0, teljes fehérjét alkalmazo kisérletsorozatban az eredményeket szamos faktor
befolyasolhatta: példaul a fehérjéken talalhaté masodlagos NLS szignalok importot erdsitd
hatasa, illetve a fehérjék barmely részéhez kotddhettek kolcsonhato partnerek, melyek szintén
befolyasolhattak a lokalizaciot. Az ilyen hatasok kikiiszobolésére létrehoztunk egy olyan
fluoreszcens riporter modellt, ami lehet6vé tette, hogy az NLS-eken végbement foszforilacio
lokalizaciora kifejtett hatasa 6nalloan legyen tesztelhetd. Ehhez egy olyan nagyméretii inert
fehérjéket kerestlink, amelyek funkcionalis NLS hianyaban, a méretiikbdl adodoan kizarodnak
a sejtmagbol, tehat csak a rajuk kapcsolt NLS hatasara 1éphetnek be a magba. Tovabba az is
kritérium volt, hogy ezeknek a makromolekuldknak ne legyen emlds sejtekben ismert
kolecsonhato partneriik, ami befolydsolhatnd lokalizacidjukat. Erre a célra tobb kiillonb6z6
fehérjét kiprobaltunk (Piruvat Kinaz 1-es és 2-es izoformajat), de tobbek kozott aggregacios
problémak miatt ezek nem miikodtek megfelelden. Végiil az Escherichia coli B-galaktozidaza
bizonyult a legalkalmasabbnak (3. abra). A modell hasznalhatosagat bizonyitja, hogy a kozel
110 kDa koriili NLS mentes B-galaktozidaz-DsRed fuzids konstrukt kizarolag a citoplazméba,
mig a SV40 T-antigén viralis fehérje NLS-ét tartalmazo B-galaktozidaz-DsRed kontroll pedig
a magba lokalizalt (4. abra/A).

Az alabbi kisérletekben ezen [-galaktozidaz-DsRed konstrukcidé elé kapcsoltuk a
kiilonb6z6 fehérjék vad tipust és glutaminsavas mutans NLS szegmenseit. Kontrollként a
Swib6, sejtciklust szabalyozo élesztd fehérjét hasznaltuk, mivel a Swi6-rdl az irodalomban mar
igazoltdk, hogy koveti a fent emlitett, dUTPazra jellemzd éaltalanos foszforilacid fliggd
lokalizacios mintazatot (1. abra). A Swi6 NLS-e a dUTPaz-éhoz hasonld elrendezddéssel
képzelhetd el az importin-a kotdarkaban (2. tablazat), azaz a foszforilacié a P-1-es pozicidban
feltételezhetd. Ezért nem volt meglepd, hogy a Swi6 foszforilaciot mimikaldo NLS szegmense
citoplazmatikus lokalizaciot eredményezett (9. abra).

A p53 és az UBA1 NLS konstruktok a teljes fehérjéken megfigyelt eredményekkel
azonos lokalizacios mintazatot mutatattak: azaz a p53-ra nem volt hatassal a foszforilacio
mimikalas, az UBA1 importjat viszont részlegesen gatolta ha a glutaminsavat a P-1-es
pozicioba helyeztiik el (9. abra). Az UNG-rol ismert, hogy gyenge NLS-el rendelkezik [47], a
teljes fehérjén végzett lokalizacids vizsgalatokkor a konvenciondlis NLS-en kiviil a fehérje
masodlagos magi transzportért felelds szekvenciai is segithették a teljes mértéki magi
lokalizaciot (7. abra). Itt, az dnmagaban NLS szegmenst vizsgalod kisérletekben azonban a

riporter konstrukt csak a tesztelni kivant szegmens (UNG konvencionalis NLS) segitségével



Foszforilaci6 hatasa a magi transzportra

juthat be a sejtmagba, ami ebben az esetben nem bizonyult elegendének a teljes magi
importhoz; ennek tudhato be a foként magon kiviili lokalizacié. Vegyiik azonban észre, hogy
a vad tipust UNG NLS ,,nC” fenotipust mutat, azaz a citoplazma mellet bizonyos mértékben
a magban is megtalalhaté a fehérje (9. abra). Erdekes, hogy a foszforilaciot mimikalé NLS
(UNG S14E) a vad tipusnal intenzivebb jelet adott a sejtmagban.

Az UNG S14E & Al6del mutansnal a negativ toltés a P-2 helyr6l a P-1 pozicidba
keriilt, ami viszont mar egyértelmiien gyengitette az NLS-t, még a vad tipushoz képest is (9.
abra). Ez tovabb erdsiti a P-1-es pozicioban talalhatd negativ toltés importot gatlo szerepét.
Az UNG KI8N mutansa nem mimikal foszforilaciot, ebben az NLS funkciojat biztosito
pozitiv blokk egyik kritikus aminosava (P2 pozicidju lizin) van elrontva, ami teljes mértékben
elrontja a magi loklizaciot (9. abra).

A diszkusszidban targyalt tdblazat (2. tdblazat) tanulsagai alapjan késébb készitettiik el
a Swi6 A160ins mutanst (6. abra). A Swi6 A160ins esetében kivancsiak voltunk arra, hogy a
P-1-es poziciobol az NLS-t6l tavolabbi P-2-es pozicioba elmozditva a negativ toltést, vajon
megvaltozik-e a  konstrukcid lokalizacidja. Kosugi ¢és munkatirsai importin-o
peptidinhibitorokkal végzett kisérleteik alapjan feltételezték, hogy a P-2 pozicidban a negativ
toltésti aminosavak serkenthetik a sejtmagi importot [48]. A Swi6 A160ins mutansban az
alanin inszercid hatasara a foszfo-szerint mimikal6 glutaminsav a P-1 poziciobol atkertilt a P-
2 pozicidba, ami azt eredményezte, hogy a konstrukcid visszanyerte a vad tipushoz hasonlito
sejtmagi lokalizaciot (menekités). S6t, ez a P-2 pozicidba keriilt negativ toltés a vad Swi6
NLS-nél is magibb mint4zatot okozott (9. dbra). Ez magyardzatot adhat arra a jelenségre is,
amit az UNG vad és foszforilacio6 mimikald NLS-énél (S14E) tapasztaltunk, azaz, hogy az
S14E mutans magibb lokalizaciét mutatott, mint a vad tipust UNG NLS. Az S14E-nél a
negativ toltés a 2. tablazat alapjan a P-2-es pozicidban van, csakugy, mint a Swi6 A160ins-
nél. Ez a két jelenség a P-2 pozicidba keriilt negativ toltés magi transzportot serkentd hatasat

erdsiti meg.
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dUTPaz vad NLS peptid

8. abra

A foszforilacié sejtmagi import gatlo hatasanak szerkezeti hatter.

Mindkét abran a human dUTPAz vad tipust és foszforilaciot mimikalo (S11E) NLS peptideinek importin-
a-val kristalyositott térszerkezetei egymasra illesztve lathatoak. Sziirke illetve barnas szinii az importin-o
NLS kotoarkanak feliilete. Az ,,A” abran az importin-o feliiletén kiilonb6z6 szinezéssel az egyes kotézsebek
lathatok. Az ezekbe kapcsolodo egyes NLS aminosavakat a ,,P” szdmozas jeloli, a mar ismert legkritikusabb
P2-es lizin aminosavhoz képest. A foszforilaciot mimikalo peptidben az amiagy endogénen foszforilalodo,
itt nem jel6lt viz molekulan keresztiil a P3-as arginin oldallanc elmozdul ( ) eredeti pozicidjabol.
Ennek hataséara az importin-o NLS kapcsolat affinitasa annyira lecsokken, hogy a cargo importja nem képes
megvalosulni. A ,,B” abran a kapcsolat megsz{inésének molekularis mechanizmusa lathatd. A P3-as kétézseb
N228-as aszparaginja a vad tipust NLS-ben a P3-as arginint koordinalja. A P-1-es negativ toltés hatdsara 18
azonban (egy viz molekulan kozvetitésével) a P3-as arginin elfordul eredeti pozici6jabol.



Foszforilacié hatasa a magi transzportra [EENEN

foszforilacio egyedi
mimikalas mutaciok

vad tipus

UNG
S14E & A16A

p53 UBA1
S4E & L6A

S315E & Q317A

Swib

S160E & A161ins

9. dbra

Az NLS és a foszforilacio onallo vizsgalata a p-galaktozidaz riporter
konstrukttal.

Az UBAL és p53 fehérjéknek a teljes cargo-val kapott eredményekkel azonos a lokalizacidjuk: a
p53-nal nincs hatasa a foszforilacié6 mimikalasnak, az UBAI esetében viszont gyengiti a magi
importot. Erdekes, hogy az UNG NLS foszforilaci6 mimikalé mutansa (S14E) erésebben
transzportalodott a magba, mint a vad tipus (nC vs. NC lokalizacio). Az UNG S14E & A16A
mutansnal a negativ glutaminsav a dUTPaznal leirt pozicidba (P-1) keriilt, és igy teljes
mértékben a citoplazmaba lokalizalt a konstrukcio. A Swi6 fehérjérdl az irodalomban leirt, hogy
a dUTPaz-hoz hasonloéan szabalyozodik, és 2. tablazatbol az is lathato, hogy a dUTPazhoz
mutansnal a negativ toltést ,kitoltuk” a P-1 helybdl, ezaltal maradéktalanul a magba
transzportalodott. A mérce 20 um.
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NLS az importin-a f6 kotéarkaban Lokalizacio

P2 P41 PO P1 P2 P3 P4 P5 pp | NS - Teles
peptid feherje

UBA WT S P L S K K R R \% N N
UBA S4E E P L S K K R R \' N N
UBA S4E & L6A E P S K K R R \% NC NC
UNG WT S P A R K R H A P nC N
UNG S14E E P A R K R H A P NC N
UNG K18N S P A R N R H A P C
UNG S14E & A16A E P R K R H A P C
Swiée WT S P L K K L K I Nc
Swié S160E P L K K L K | C
Swib S160E &
A161ins E A P L K K L K | N
DUT WT S P S K R A R P NC N
DUT S11E E P S K A R P C C
DUT S13E S P E R A R - C
Sv40 T P P K K K R K
CDCeé S P R K R L G D
Swié S P L K K L K |
Swib S P R K R G R P
CDH1 S P R K P T R K| [smertCDKi
MCM3 S p K K R Q K v szubsztratok, ahol
az NLS kozeli
S s P I K K S R T | forilacié kihat
Psy4 r P R K R K P T 3lokaliziciéra
Msa1 | S P N K R R L S
Msa1 ll T P T K K S S T
Pds1 S P T K R L H T
Acm1 S P S K R R S Q
2. tablazat

A hasznalt konstruktok NLS-einek szekvenciaja, az importin-a kotézsebébe valo
illesztés szerint abrazolva.

Kisérleteink egyértelmtien mutatjak, hogy a P-1 pozicioban a negativ toltés (glutaminsav=E) minden vizsgalt
esetben gyengiti a magi transzportot. Tovabba, az UNG esete mutatja, hogy ugyanez a negativ tdltés a P-2
poziciobol elésegitheti a magba jutast. Ezt bizonyitja az Swi6 S160E & Al162ins mutins is. Szamos az
irodalomban leirt, foszforilaciéval elrontott magi lokalizacidju fehérje is a megfogalmazott sémaval azonos
moédon szabalyozodik, ezeket a tablazatba illesztve minden esetben lathato, hogy a P-1 pozicidban taldlhatd a
foszforilal6do szerin aminosav.
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NLS finomszabadlyzas vizsgalata Drosophila dUTPaz modellen

Mivel a fent vizsgalt fehérjék koziil tobb is oligomer formaban van jelen a sejtben, igy
kérdéses, hogy egy ilyen komplexben az aktiv (foszforilalatlan) és inaktiv (foszforilalt) NLS-
ek kozotti arany nyujthat-e tovabbi lehetdséget a lokalizacid finomszabalyzasara. A
Drosophila virilis dUTPaz egyetlen funkcionalis NLS-el rendelkezé ,,ABC” pszeudo-
heterotrimere és az abbdl mesterségesen létrehozhatd, harom funkcionalis szignalt hordozo

»AAA” homotrimer formaja megfeleld6 modellrendszert biztositott a kérdés vizsgalatdhoz.

Kontroll EGFP ,»AAA“ homotrimer ,ABC“ heterotrimer

Hela 293T-HEK

Cos-7

DAPI EGFP DAPI dUTPaz DAPI dUTPaz

10. abra

EGFP-vel jelolt ,,A” és ,,ABC” fehérjék lokalizacidja 293T-HEK, HeLa és COS-7
emlés sejtekben.
Lathato, hogy a csak EGFP-vel transzfektalt sejtekben (kontroll) az EGFP kozel diffiizan oszlik el. A harom
NLS-el rendelkez6 ,,AAA” homotrimer szigor@ian Sejtmagban, mig az egy NLS-t visel6 ,,ABC” pszeudo-
heterotrimer a mag mellett, a citoplazmaban is megtalalhato. A mérce 20 pm.

A klonozassal létrehozott, EGFP-vel vagy DsRed-del jeldlt D. virilis dUTPaz ,,A” és
,ABC” fehérjéket kodold emlds expressziods plazmidokat haromféle emlds sejttipusba (293T-
HEK, HelLa, COS-7) transzfektaltuk. Elsdnek azért emlds sejteken végeztiik el a kisérleteket,
mert ezek joval nagyobb mértékben képesek az aljzathoz kitapadni, igy morfologiajukbol

adodoan konnyebben hasznalhatoak lokalizacios vizsgalatokra. Mindharom sejttipusban és
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mindkét fajta fluoreszcens jelzéssel azonos eredményt kaptunk, ami bizonyitotta, hogy sem a
hasznalt fluoroférok kozotti kiillonbség, sem a sejtvonalak eltérd genotipusos hattere nem
befolyasolta a kisérletek kimenetelét, tehat egy altalanos mechanizmust figyelhetiink meg (10.
¢s 11. ébra). Mig az ,,AAA” homotrimer a kizarolagosan a magba lokalizalt, az ,,ABC”
heterotrimer a citoplazmaban is megjelent. A kontrollként alkalmazott iires pEGFP illetve
ires pDsRed plazmidok termékei mindegyik sejttipusban diffizan, a citoplazmaban és a
magban is detektalhatéak voltak, illetve néhol a sejtmagban volt megfigyelheté enyhe

dusulasuk.

Kontroll DsRed ,»AAA“ homotrimer ,ABC* heterotrimer

Hela 293T-HEK

CO0s-7

DAPI DsRed DAPI dUTPaz DAPI dUTPaz

11. abra

DsRed-del jelolt ,,A” és ,,ABC” fehérjék lokalizaciéja 293T-HEK, HeLa és COS-7
emlos sejtekben.
EGFP-tdl eltérd fluorofor (DsRed) hasznalata nem befolyasolta a fehérjék lokalizacidjat. Ebben az esetben is
a tobb NLS-t hordoz6 ,,AAA” forma transzportalodott nagyobb mértékben a sejtmagba, mint az ,,ABC”
pszeudoheterotrimer, ami a citoplazméaban is megtalalhato volt. A mérce 20 um.

A fluoreszcens konstrukciok lokalizaciojat rovar expresszios plazmidokba atklonozva
Schneider S2 (Drosophila) és Sf9 (Spodoptera) sejtekben is megvizsgaltuk. Mivel a rovar
sejtek kevésbé képesek letapadni az aljzathoz, ezaltal joval gobmbolylibb a morfologidjuk,

emiatt a sejtmag citoplazmatol valo elkiilonitése igen nehézkes. Ennek kikiiszobdlésére
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elézetesen concanavalin-A-val kezeltiik az aljzatot. A concanavalin-A-rél azonban leirt, hogy
a sejtfelszini receptorokon keresztiil beleszol az aktin héalézat szervezddésébe; az aktinrol
pedig az ismert, hogy egyes esetekben a sejtmagi transzport befolyasoldja lehet [49]. Ezért
egy masik sejtadhéziot serkentd anyaggal, poli-L-lizinnel kezelt éraiivegeken is elvégeztiik a
kisérleteket. Kontrollként a D. melanogaster dUTPaz ismert két izoformajat hasznaltuk,
amelyekrol mar leirtdk az egyértelmi magi (NLS-el bird forma), illetve citoplazmas
lokalizaciot (NLS-el nem rendelkezd izoforma) [50, 51]. Ezen fluoreszcens jeldlt konstruktok
Merényi Gabortol szarmaznak.

A kiilonboz6 rovar sejtvonalak és sejtadhéziot segité anyagok esetében is mindvégig
azonos eredményeket kaptunk. Az ,,AAA” homotrimer hatdrozott magi lokalizacidjaval
szemben az ,,ABC” pszeudo-heterotrimer a citoplazmaban is megjelent, tehat a harom NLS-el
bir6 forma nagyobb mértékben volt képes a sejtmagba transzportalédni, mint az egyetlen
NLS-t hordozo konstrukcio (12-13-14. abrak). Ezek az eredmények hasonléak az emlés
sejtekben tapasztaltakkal (10-11. abrak), amibdl azt feltételezziik, hogy az oligomerizacidval
szerzett nagyobb NLS szam egy elterjedt import szabalyozo mechanizmus lehet.

A sejtvonalakon tapasztalt eredmények utan kivancsiak voltunk, hogy vajon a
dUTPazt expresszald szovetekben az endogén fehérje készlet hova lokalizal a Drosophila
virilis-ben. A dUTPaz-t, Drosophila-ban csak olyan larvalis szovetek expresszaljak amelyek
az egyedfejlédés soran fennmaradnak, illetve a késébbi szervtelepek prekurzorait képezik.
Ezek kozil tobbon (Szarny imaginalis korongon, larvalis herén, nyalmirigy imaginalis
korongon, kozponti idegrendszeren) is végeztiink immunhisztokémiai festést, ahol mindegyik
szovettipusnal hasonldé mintazatot tapasztaltuk, ezért csak a szarny imaginéalis korongon
(diszkusz) végzett festést mutatom be részleteiben (14. abra).

Lathatjuk, hogy az endogén D. virilis dUTPaz (azonos az egy NLS-t viseld ,,ABC”
konstrukttal) foképp a magba lokalizal, hasonléan a D. melanogaster-ben talalhato
ortologjahoz. A dUTPazrol feltételezhetd, hogy a nukleotid készlet pontos beéllitasat foként a
sejtmagbol végzi el, ezért funkciondlis szempontbol a D. virilis endogén (,,ABC” forma)
fehérje sejtmagi lokalizacioja értelmezheté. Ezek szerint a D. virilis dUTPaza egy NLS
hasznalataval is képes kell6 mértékben a magba transzportalodni, igy ellatva az egyedfejlodés
soran betdltendd feladatait. Ennek a transzport mechanizmusnak a részletei azonban egyeldére
még ismeretlenek. Lehetséges, hogy az importin-a-an kiviil mas kdlcsonhaté partnerek segitik
az ,,ABC” forma sejtmagba jutasat. Ilyenek lehetnek példdul mas nukledris transzport

receptorok, vagy esetleg a sejtvdz mikrotubulus héalozata, melyrdl Gjabban leirt, hogy tobb
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fehérje intracellularis lokalizaciojara is hatéssal lehet [52].

Kontroll D. melanogaster dUTPaz D. virilis dUTPaz

Egyesitett Lamin DAPI dUTPaz

DIC

EGFP magi forma citoplazmas forma ,,AAA“ homotrimer ,,ABC“ pszeudotrimer

12. abra

»A” és ,,ABC” fehérjék lokalizaciéja Schneider S2 rovar sejtekben, concanavalin-A-
val kezelt oraiivegen.

Az EGFP kontroll kozel diffuz eloszlast mutat; sejtmagi és citoplazmatikus kontrollként a D. melanogaster
hosszu illetve rovid dUTPaz izoformait hasznaltuk, melyekr6l mar korabban bizonyitott a kizar6lagos
sejtmagi illetve citoplazmas elhelyezkedés. A vizsgalt fehérjék koziil az ,,AAA” homotrimer teljesen magi,
az ,,ABC” pszeudo-heterotrimer viszont a mag mellett, a citoplazméban is megtalalhato. A mérce 25 pm.
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Kontroll D. melanogaster dUTPaz D. virilis dUTPaz

Lamin DAPI dUTPaz

Egyesitett

magi forma citoplazmas forma , AAA“ homotrimer ,,ABC“ pszeudotrimer

EGFP

13. abra

»A” és ,,ABC” fehérjék lokalizacioja Sf9 rovar sejtekben, concanavalin-A-val kezelt
oraiivegen.

Az ,,AAA” homotrimer teljesen magi, az ,,ABC” pszeudo-heterotrimer viszont a mag mellett, a
citoplazmaban is megtalalhatd. Az EGFP kontroll kozel diffizan, a D. melanogaster hosszii dUTPaz
izoformaja a sejtmagban, mig rovid izoformaja a citoplazmaban helyezkedik el. A mérce 25 pm.
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Kontroll D. melanogaster dUTPaz D. virilis dUTPaz

Aktin Lamin DAPI dUTPaz

Egyesitett

EGFP magi forma citoplazmas forma ,,AAA“ homotrimer ,,ABC“ pszeudotrimer

14. abra

»A” és ,,ABC” fehérjék lokalizacioja Sf9 rovar sejtekben, poli-L-lizinnel kezelt
oraiivegen.

Az ,,AAA” homotrimer poli-L-lizin mellett is teljesen magi, az ,,ABC” pszeudo-heterotrimer pedig szintugy
a mag mellett, a citoplazmaban is megtalalhat6. Az EGFP kontroll kozel diffuzan, a D. melanogaster
hosszii dUTP4az izoforméja a sejtmagban, mig rovid izoformaja a citoplazmaban helyezkedik el. A mérce 25
pm.
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D. melanogaster  D. virilis D. melanogaster  D. virilis

DUT
utwe] s9 1nd

Lamin DAPI
utwej] s9 |dvd

uLwe) s9 Uy

Aktin
1193159483

15. abra

Drosophila virilis endogén dUTPazanak lokalizaciéja larvalis szarnydiszkuszban.

A kiilonb6z6 markerek ( =a sejtmaghartyat jeldli ki, aktin festés=a sejthatarokat jeloli ki, DAPI
festés=a sejtmag DNS allomanyat jeloli ki) egyiittes hasznalata bizonyitja, hogy az endogén D. virilis

(1 NLS-i ,,ABC” formanak felel meg) is elsdsorban a magba lokalizal. A D. melanogaster diszkusz
endogén a is foleg a sejtmagban talalhatd. A mérce 20 pm.
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Az importin-a dUTPaz komplex biofizikai jellemzése

A sejteken és a szoveteken megfigyeltek utan szerettiik volna in vitro is részletesebben
karakterizalni a kiilonboz6 D. virilis dUTPaz formak és az importin-o kdlcsonhatasat. A
lehetséges komplexek 1étrejottét eldszor nativ gélelektroforézissel vizsgaltuk. Mind nativ-,
mind SDS gélelektroforézisre is vittliink fel 6nalld és komplexaltatott fehérje mintakat (16.
abra). A nativ-PAGE nem denaturdldo koriilményei mellett az ,,AAA” nem kovalens

homotrimer egyben képes maradni, azaz a harom NLS egyetlen makromolekularis komplex

Nativ-PAGE Nativ-PAGE
« N ’ Komplex : N " Komplex
QEE Importin-a dUTPéz : importin-a 3 £% Importin-a dUTPéz : importin-a
<3 T s5um 10pM  15uM 5:5uM 5:10pM 5:15puM 3" 5uM 10pM  15pM  5:5uM 5:10uM 5:15puM

w o NN ol

“h“"u uubm-‘

SDS-PAGE SDS-PAGE
N . Komplex N . Komplex
Q "3'-_‘3 z Importin-a dUTPaz : importin-a 3 ZE £ Importin-a dUTPaz : importin-a
<<
32 23 5uM  10pM  15pM  5:5uM 5:10pM 5:15uM

5uM  10uM  15uM 5:5pM 5:10pM 5:15pM

P 4 L

16. dbra

Az importin-a és a kiilonb6zé6 dUTPazok komplexalodasanak kvalitativ vizsgalata.

Az SDS PAGE denaturalo tulajdonsagai miatt az ,,AAA” homotrimer alegységekre esik szét és a kovalensen kapcsolt ,,ABC”
pszeudo-heterotrimernél (~58 kDa) joval lentebb, ~21 kDa-nal jelenik meg. Nativ gélen a fehérjekomplexek intakt formaban
maradnak, igy az ,,AAA” homotrimer is egyben talalhatd6. A szabad imporin-o mennyiségébdl lathato, hogy az ,,AAA”
dUTPé4z nagyobb mértékben titralja ki a szabad importint, mint az ,,ABC” konstrukt. Ennek a magasabb mértékii
komplexalodasnak az oka, az ,,ABC” és ,,AAA” fehérjék kozotti eltéré importin-o kot affinitdsban és/vagy sztdchiometriaban
kereshetd.
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(homotrimer) része. A nativ-PAGE-en a dUTPaz/importin-o. kapcsolatok sem bomlottak fel,
jol kivehetd hogy a dUTPaz-ok részben kititraljak az importin-o-t az annak megfeleld futési
magassagabol: a szabad importin mennyiség lecsokken, illetve latszik az importinnal vald
komplex képzOdés (savképzodés illetve erdsodés). Azonos molaris koncentracidkban az
,AAA” konstrukt szemmel lathatéan jobban kititralta az importin-a-t, mint az ,,ABC” (szabad
importin mennyiség ¢és savképzddés). Ennek oka az eltérd affinitdsban és/vagy
sztochiometriaban kereshetd.

A kérdés megvalaszolasara, a komplexalodas kvantitativ jellemzésére volt sziikség,
ennek soran izotermalis titracios mikrokalorimetriaval (ITC) vizsgaltuk a kolcsOnhatas
mindségét (17. abra). A miszer a komplexképzddést kisérd hd valtozast méri a titralas soran,
amelybdl tobbek kozott a disszociacios allandot (Kq) és a kotési sztdichiometriat (N) lehet
megbecsiilni. Mindkét esetben az importint titraltuk a dUTPaz-zal (lasd. Anyag és modszer).
Az ,,A” ¢és az ,,ABC” dUTPaz esetében is exoterm kotési reakciot mutatnak a mérési pontok
(17. abra/A&B). Mindkét konstrukt esetén a disszociacios allandd (Ky) nagysagrendileg
azonos ¢értéke mutatja (17. abra/C), hogy a két kiilonb6z6 fehérje azonos affinitassal
kapcsolodik az importin-a-hoz, feltehetden az azonos NLS szignaljuk miatt. A nativ gélen
latott eltérésért tehat valdszinlileg az eltérd sztdochiometria a felelds. Az N érték a titralt
fehérjén (importin-a)) 1év6 kotdhelyek szamat mutatja meg. Amennyiben egy dUTP4z trimer
harom importin-a-t kot, akkor N-re a vart érték 0.3, ha egy dUTPaz trimerrel csak egy
importin-a kapcsolodik, akkor a vart N érték 1. Az ,,AAA” homotrimernél a mért N=0.245
érték kozelit a 0.3-hoz, az ,,ABC” pszeudo-heterotrimer N=0.648 értéke pedig az 1-hez (9.
abra/C).

A vart és a szamitott értékek kozotti eltérés az ITC mérések altalanos érzékenyseégébol
adodhat. Szamos tényezd okozhat mérésbeli deviancidkat, példaul a fehérjemintdk esetleges
inhomogenitasa esetén az egyes injektalasokkor nem azonos mennyiségli dUTPaz keriilhetett
a rendszerbe, megvaltozatva ezzel a mérés kimenetelét. Tovabba a kezdeti allapothoz képest a
kisérlet elérehaladasaval (2-2.5 6ra) a fehérjék egy részének feltekeredése is megvaltozhatott,
ami modosithatott az NLS-ek fizikai elérhet6ségén. Mindezek mellett az ITC mérésekhez
nagyon tiszta fehérje preparatumokra és pontos Koncentracié adatokra van sziikség. Ezek
elérésére az affinitds kromatografids fehérje tisztitast kovetden gélsziiréssel is tisztitottuk a
perparatumokat, igy kinyerve a megfeleléen feltekeredéssel bird frakciot. A mintak tisztasagat

SDS-PAGE-en ellendriztiik, ami minden esetben 95% felettinek bizonyult. A preparatumok

crer
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mérésekkel kivantuk minél pontosabban meghatarozni. Ezek a technikdk mind j6 kozelitést

adnak a minta valds koncentracidjara, azonban tokéletes pontossagunak egyik sem tekintheto.
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Importin-o titrdlasa kiilonbozo dUTPazokkal

"AAAY | "ABC"
Importin-o koncentracié (M) 53.2 32
D virilis dUTP4z trimer koncentracio (uM| 194.4 300
K, (uM) 1,140,123 2,35+ 0,292
AH (cal'mol) -40430 + 1073 -13950 + 460,7
AS (cal/mol'K) -111 -21.8
N 0,245+ 0,00439 0,648 + 0,0146

17. abra

Az importin-a és a Kiilonb6z6é dUTPazok komplexalodasanak kvantitativ vizsgalata.

A/ Importin-a ,,AAA” dUTPdzzal titralva ITC késziilékben. Az elsé kép negativ csticsai az egyedi injektalasok soran
felszabaduldé hémennyiséget jelzik. A szoftver a piros vizszintes alapvonaltol szdmitva integralja a csucsokat. Az igy
kapott adatokra illesztett gorbe a masodik képen lathato. B/ Importin-a ,, ABC” dUTPdzzal titrdalva ITC késziilékben.

Cl ITC mérések eredményei.

Kg disszocidcids allando; AH, kotési entalpia; AS, kotési entropia; N, a kotés

sztdichiometridja. Amennyiben egy dUTPazt harom importin kot, tigy a vart N érték 0.3; egy importin kotése esetén a
vart N érték 1. A mért adatok az ,,AAA” homotrimer esetében harom, az ,,ABC” pszeudo-heterotrimer esetében egy
importin-a kotddésére utalnak.
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Diszkusszio: altalanos modell felallitasa

Az NLS kozeli foszforilacio transzport szabalyozo6 szerepe korabban is ismert volt, de
keveset tudunk annak pontos mechanizmusardl. Ennek mélyebb megértése kozponti
jelentdségii, hiszen szamos élettani folyamatot iranyito fehérje szabalyozodik ilyen médon (1.
tablazat). A teljes fehérjét és onallo, intakt NLS szegmenst célzd vizsgalataink soran tobb
mutansnal (UBA1 S4E & L6A, UNG S14E) is megfigyelhetd, hogy a szigndl kozeli
foszforilacid megvaltoztatja a lokalizaciot (7. és 9. abra). Kisérletes eredményeink és az
ismert importin-o/NLS kristalyszerkezetek alapos értékelése utan egy olyan tablazatba
rendeztiik a szignal szekvenciakat, ahol az importin-o kotéarkaba probaltuk illeszteni dket (2.
tablazat).

Hipotézisiink szerint a negativ toltéssel rendelkezd fosztatcsoportnak az importin-a
akkumulaciot. Az elmélet tovabbi tesztelésére hoztuk létre az Swi6 A160ins és az UNG
Al6del mutansokat. Az Swi6 A160ins esetében egy aminosav pozicioval kitoltuk a foszfo-
szerint mimikalo glutaminsavat a P-1 pozicidbdl, és ezzel visszanyertiik a magi lokalizaciot
(menekités), sot a vad tipusnal is magibb lokalizaciot tapasztaltunk. Ez az eredmény korellal
az irodalommal, miszerint szintetikus, importin-a inhibitorok tervezésekor megfigyelték,
hogy a P-2 pozicidoban 1évé negativ toltés noveli az importin-a-hoz kotédés mértékét [48].
Ezzel magyarazhato, az UNG S14E mutansnak a vad tipusu NLS-nél magibb lokalizacidja is
(9. abra). Az UNG S14E & Al6del mutansnal a negativ t6ltést a P-1 pozicidba helyeztiik at,
ami viszont mar egyértelmiien gyengitette az NLS-t (9. abra). A fenti eredményeinkbdl
latszik, hogy egyes magi fehérjék nukleuszba jutdsat gatolja a P-1 pozicioban elhelyezkedd
negativ toltés, a magi transzport viszont er6sodik, ha ugyanez a t6ltés P-2 pozicioban van. (A
p53 fehérje bipartit NLS-sel rendelkezik, emiatt egy specidlis eset, mivel tobbféle modon is
beilleszkedhet az importin-a kotéarkaba. Ezért a p53-ra vonatkozd eredményeket e
tekintetben nem interpretaltuk.)

Az eredményeink egy altalanosan elterjedt, foszforilacidval szabalyozott magi
transzportrendszer meglétére utalnak, amelyben a negativ t6ltés pontos pozicidja szigortan
meghatarozza a lokalizacidt. A rendszer altaldnos érvényességét az is alatamasztja, hogy
szamos sejtvonalban is azonos eredményeket kaptunk. Feltételezziik, hogy a mitdzis
befejeztével keletkezd lednysejtek bizonyos fehérjékre nézve egy felfoszforilalt anyai
készletet 6rokolnek (1. abra). Ennek sorsardl (pl. defoszforilalassal visszajuttatjak a magba,

citoplazmaban hagyjak, vagy esetleg lebontjak) sajat maguk donthetnek, ami széleskorii és
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gyors valaszadasi lehetdséget biztosit a sejteknek a kiilonb6zé extra- vagy intracellularis
valtozasokra. Ennek a szabalyozasnak a szerepe jol érzékeltethetd olyan fehérjéken, amely
alapvetden a sejtmagban funkcionalnak, ellenben fontos hogy a sejtciklus egy bizonyos
szakaszaban ne legyen ott jelen (1. tablazat). Jo példak erre a transzkripcids faktorok, vagy a
sejtosztodast vezénylé fehérjék (pl. CDC6) melyek esetén kiemelkedd fontossagu, hogy
idében pontosan szabalyozva jussanak a magba vagy zarodjanak ki onnét [34].

Ezért tovabbi célunk in silico bioinformatikai moddszerekkel prediktalni a human
proteom azon CDKI1 szubsztratjait, amelyeken a foszforilaciés hely NLS kozelébe esik,
ezaltal hasonloan viselkedhetnek (NLS predikcio Nuclmport szoftverrel; CDK1 konszezus
foszforilacidos hely predikcié Predikin szoftverrel). Taldlatainkat a mar kidolgozott -
galaktozidazt tartalmazo riporter rendszerben szeretnénk tesztelni. Kérdéses, hogy az
esetleges pozitiv taladlatok kozott a sejtbéli funkcidjukban talalhato-e hasonlosag, azaz a
feltételezett altalanos sejtciklus fliggd, foszforilacioval szabalyozott transzportmechanizmus
adott tipusu fehérjékre jellemzo-e. Ezt Gene Ontology (GO) analizissel szeretnénk
megvizsgalni.

Mivel tobb oligomerizaciora képes magi fehérje transzportja is szabalyozodhat
foszforilacioval, ilyenkor lehetségessé valhat, hogy az oligomer (NLS) foszforilaltsaganak
mértéke tovabb finomitsa a fehérje aktualis intracellularis elhelyezkedését. A kérdés
koriiljarasahoz hasznalt egy, és harom szignallal rendelkez6 D. virilis oligomer fehérjék magi
transzportfolyamatainak vizsgalata soran kapott eredményeink azt mutatjak, hogy az elérhetd
NLS szam jelentésen befolydsolja egy oligomer magba vandorlasanak mértékét. Ha a
komplex NLS-einek csak egy hanyada foszforilalt, ugy a foszforilacio hatasa kevésbé tud
érvényesiilni, mint az 6sszes NLS-én mddositott komplex esetében. Ezaltal a foszforilacios és
defoszforilacios eseményekkel dinamikusan valtoztathatova valik az oligomerek aktiv NLS-
einek elérhet6sége, igy a magba iranyuld transzport folyamatok rendkiviil finoman és gyorsan

hangolhat6va valnak.
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