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1. Absztrakt

Az EHDI a reciklizacioban kulcsfontossagu szerepet jatszo fehérje, amelyet a FERARI
panyvazo komplex részeként is leirtak. A panyvazo faktorok nélkiilozhetetlenek a
vezikulafiziés folyamatokban, melyekben onalléan (Rbsn-5) vagy komplexeket alkotva
(CORVET ¢és HOPS) vesznek részt.

Kutatécsoportunk korabban bizonyitotta az Rbsn-5 és a Vps18 (a CORVET és a HOPS
kozos alegysége) kozotti direkt kolesonhatast. Tovabba a Rbsn-5 kdlcsonhatast mutat a Vps45-
tel, rdadasul részt vesz a reciklizacioban az EHD1-el val6 kapcsolodésa révén. Ezek tudataban

valt szamomra érdekessé a kérdés: kotédik-e az EHD1 a Vps18-hoz?

Célom a kiilonbozd panyvazo faktorok, elsésorban az EHDI, kapcsolatainak felderitése a
reciklizacioban és a korai endoszomalis rendszerben, valamint 0 lehetséges komplexek

azonositasa.

Munkam soran az EHD1 és a Vps18 kozotti lehetséges kapcsolatot vizsgaltam. Ehhez a
human EHD1-et eml8s expresszios vektorba klonoztam és HEK293 sejtekben termeltettem a
fehérjéket. Majd ko-immunprecipitacios kisérleteket végeztem, melynek eredményei alapjan az
EHDI1 képes koétni mind a Vps18-at, mind a Vps45-6t. Mivel ko-immunprecipitacioval a direkt
¢s az indirekt kapcsolat is kimutathato, igy élesztd két-hibrid rendszerben is teszteltem a
kolcsonhatasokat. Az EHD1 csupan az Rbsn-5-tel mutatott kdlcsonhatast, a Vps18-cal és a
Vps45-tel nem. Ezen eredményeim az EHDI1 és a Vpsl8 kozotti kozvetett kdlesonhatasra

utalnak, amely feltételezhetden az Rbsn-5 kotés révén valosul meg.



2. Bevezetés

Az endoszomalis-lizoszomalis kompartimentum egy pontosan szabalyozott és alapvetd
fontossagu, kiterjedt rendszer. Fébb feladata a sejt allandd fehérje- €s lipidaramlasanak
fenntartasa, az endocitézissal az intercellularis térbe bekeriilé anyagok fogadésa, szortirozasa
¢s tovabbitasa (1. abra). llyen internalizalt anyagok lehetnek példaul fehérjék, peptidek, oldott
anyagok, korokozok (Solinger and Spang, 2013). Az endocitozis soran a plazmamembran egy
része betiiremkedik, aminek eredményeképpen membrannal hatarolt holyagocskak, vezikuldk
jonnek létre. Azok az endocitotikus transzportfolyamatok, amelyeken a leflizodott
vezikulakban az anyagok eljuthatnak az endoszomahoz t6bbfélék lehetnek (Klatrin-fliggd és —
fiiggetlen vezikuldk). Az endocitotikus anyagforgalomban a vezikuldk Utvonala erdsen
szabalyozott a kis G-fehérjék csaladjaba tartozo Rab-ok, az EH-domént C-terminalisan
tartalmaz6 EHD (EH-domain containing proteins) fehérjék és panyvazé komplexek altal
(Zhang et al., 2012).
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2.1. Az endoszomalis rendszer miikodése

A korai endoszomdk elsddleges valogatd allomésként miikddnek. Innen a lebontasra
szant anyagok az EHD4, Rab5 és rabenosyn-5 fehérjék kozvetitésével a késéi endoszémakba,
majd a lizoszomakba szallitodnak. A Golgi-késziilék felé lehetdség van retrograd transzport
utjan fehérjéket juttatni, aminek lebonyolitadsaban az EHD3 és/vagy az EHD1 vesz részt. Az
endocitozis soran a plazmamembran befliz6dések, vezikula képzddések a membran feliiletének
csokkentését okozzak. Az endoszomalis jrahasznositd Utvonalak egyrészt ezt igyekeznek
egyensulyozni azzal, hogy a felvett fehérjék és lipidek nagy részét visszajuttatjak a
plazmamembranba (Grant & Donaldson, 2009). Ez a kozvetlen transzportfolyamat, az
ugynevezett gyors Ujrahasznositd utvonal (fast recycling), amelyhez a Rab4 sziikséges. Létezik
egy negyedik utvonal is, amely lassabb reciklizaciot eredményez, hiszen itt az anyagok a
plazmamembranhoz jutas eldtt az ERC-be (endocytic recycling compartment) keriilnek a Rab5,
Rabl1, Rab8a valamint az EHD fehérjék segitsége altal (Naslavsky & Caplan, 2011). A Rab
GTP-azok és ezek effektor fehérjéi koordinaljak a transzportfolyamatok utvonalainak
kialakitasat és a vezikuldk célmembranhoz jutdsat. A Rab fehérjék ugynevezett molekularis
kapcsoloként miikodnek, mikozben a GTP-hez kotott aktiv allapot és a GDP-hez kotott inaktiv
allapot kozott valtakoznak (Kaur & Lakkaraju, 2018). A Rab5 szabalyozza az endocitotikus
EE érésének kiillonbozo szakaszaiban, masrészt a késoi endoszomava valo atalakulas {6
szabalyozoja. (Huotari & Helenius, 2011). A korai endoszomakhoz kapcsolt Rab4 faktor
sziikséges a gyors reciklizacio lezajlasahoz, szabalyozza a membrantranszportot és transzferrin
receptor Gjrahasznositasat (McCaffrey et al., 2001). A Rab7 az el6zdekkel ellentétben a kés6i
endoszomalis kompartment markere, annak szabalyozoja. A Rabl1l az EHD1 és EHD3 EH-
doménjéhez kotddve, szabalyozza a lassi reciklizdcid sordn a transzportot a korai
endoszomabol az ERC-be. A membranok dsszeolvadasaért a SNARE komplexek feleldsek,
valamint szerepet jatszanak a donor-és célmembran azonositasaban is. A vezikula
membranjaban a vSNARE, a célmembranban a tSNARE fehérjék lokalizaltak. Ezek egymast
felismerve, Osszekapcsolodva egy transz-SNARE komplexet hoznak létre. A kapcsolodas
kovetkeztében a membranok egymast szorosan megkozelitik, majd ezutan mas fuzids

fehérjékkel egyiittmiikodve megtorténhet a vezikula dsszeolvadasa a célmembrannal.

2.2. Panyvazo faktorok és komplexek
A panyvazd fehérje komplexek tobbnyire a célmembranon lokalizaltak, onnan

mintavételezik a kornyezetet megfeleld vezikuldkat keresve. Sikeres kapcsolodas esetén
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megfeleld kozelségbe huzzak a membranokat, hogy azok fuzionalhassanak egymassal (Yu &
Hughson, 2010). Ezek a komplexek segitenek abban, hogy gyorsabban ¢s hatékonyan
végbemehessen az intracelluldris transzport, illetve a megfelel6 membranok 0sszeolvadasa
torténjen meg. A Rabenosyn-5 egy olyan panyvazé faktor, amely dnmagéaban és komplexek
alegységeként is képes miikodni. A Rab5-hoz, a Rab4-hez és az EHD1-hez is kotodik, igy képes
Osszekapcsolni ezeket a doméneket a korai endoszomaban, ahol ezzel Osszehangolhatja a
szortirozast a gyors ujrahasznositassal (Jovic et al., 2010).

A korai endoszomalis rendszer jellegzetes panyvazo komplexe a CORVET (class C core
vacuole/endosome tethering), mig a kés6i endoszomalis és lizoszomalis rendszer megfeleld
miikodésében a HOPS (homotypic fusion and vacuole protein sorting) vesz részt. Mindkettd
hat alegységbdl felépiilé panyvazo komplex, melyeket élesztében irtak le el6szor. A komplexek
hat alegységébdl négy k6zos (Vpsll, Vpsl6 Vpsl8 és Vps33), valamint tovabbi két specifikus
alegységiik van, mely a CORVET esetében a Vps3 és a Vps8, a HOPS esetében a Vps39 és a
Vps4l. A CORVET sziikséges ahhoz, hogy az endoszoéma-endoszoma fuzid létrejohessen a
Rab5 megkotésén keresztiil (Balderhaar & Ungermann, 2013). Specifikus alegységei, a Vps3
¢s a Vps8 részt vesznek az integrinek szallitdsdban a korai endoszémaktdl az Gjrahasznositd
endoszomakig (van der Beek et al., 2019). A HOPS alegységeit megvizsgalva leirtak, hogy a
Vps41 kozvetiti a lizoszomalis membranfehérjék transzportjat a transz Golgi halézatbol (TGN)
az endoszomakba (van der Beek, et al., 2019), mig a Vps39 a kés6éi endoszoéma-lizoszéma
fuzidban és az autofagoszomak/lizoszémak osszekapcsolasaban jatszik szerepet (laconis et al.,
2020). A HOPS ¢és a CORVET mellett egy harmadik komplexet is leirtak, ez a FERARI
(Factors for Endosome Recycling And Retromer Interaction) néven elnevezett panyvazo
komplex. A FERARI az ¢l6z6 két ismertetett komplexhez képest eltéré alegységeket
(VIPAS39, rabenosyn-5, ANK3, Rab11FIP5S), illetve EHD1 fehérjét és Vps45-6t tartalmaz.
Kisérletekkel igazoltak, hogy a FERARI emldés sejtekben Rab fehérjéket tartalmazo
membranokat kot 0Ossze, igy példaul elengedhetetlen szerepet jatszik a Rabll fiiggd
reciklizacios utvonal miikodésében (Solinger et al., 2020). Az EHDI1 lehet6vé teszi, hogy
membranfiziora és membranhasitisra is egyarant képes legyen a komplex, mig a Vps45

biztositja a SNARE komplexekkel val6 interakciot.

2.3. Az EHD fehérjék
Az EHD fehérjék az endocitotikus transzportfolyamatok fontos szabalyozoéiként valtak
ismertté. A legtobb interakciot az EH doménjiikkel alakitjdk ki az interakcids partner fehérje

NPF motivumahoz kapcsolodva (Naslavsky & Caplan, 2011). Ezek a fehérjék mind a Rab
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effektorokkal valo kapcsolodasuk révén végzik el a kiilonbozé feladataikat a szallitasi
utvonalakban. Az EHD1-nek Caenorhabditis elegansban megfeleltetheté fehérje az Rme-1, a
Drosophila melanogaster modellallatban 1év6 ortologja a Past-1. Eml6s sejtek esetében a korai
endoszomalis rendszerben tobb, kiillonb6z6 EHD fehérjét is megtalalhatunk (EHD1, EHD?2,
EHD3, és EHD4), melyek egy adott transzport folyamatban vehetnek részt. Ezaltal ugyanis
lehetové valik, hogy egyes faktorok esetleges funkciovesztése esetén masok bizonyos
mértékben atvegyék szerepiiket. Az EHD1 funkcidi kozé tartozik a transzferrin receptorok,
GLUT-4 gliikéz transzporterek, pB1 integrinck, MHC-I molekulak Gjrahasznositasa
plazmamembran felé, illetve a lassu reciklizacio szabalyozasa (Naslavsky & Caplan, 2011). igy
az EHD1 mikodésének hibaja kulcsfontossagi receptorok, fehérjék nem megfeleld
szallitasahoz, ezéltal azok funkciovesztéséhez vezethet. Kisérletesen bizonyitottak, hogy az
EHD1 a GLUT4 tartalmi vezikulak normal megkotéséhez és szallitdsahoz sziikséges
transzportrendszer része, hiszen EHD1 nélkiil nem volt megfeleld ezeknek a vezikuldknak a
plazmamembranhoz jutasa (Guilherme et al., 2004). Tovabba a ferlin-EHD altal kdzvetitett
vezikularis transzport szabalyozza a T-tubulusok szintézisét ¢és fenntartasat, ami
elengedhetetlen az izomnovekedéshez. Az EHD1 hidnyaban a kisérletben alkalmazott egerek
vazizmaibol hianyoztak egyes izomrostok és csokkent az izomtomegiik (Posey et al., 2014).
Tovabba az EHD1 sziikséges ahhoz, hogy az EGFR (epidermal growth factor receptor) a
reciklizacio soran a Golgi késziilékbdl visszakeriiljon a sejtfelszinre (Tom et al., 2020).
Mindezek alapjan lathato, hogy az EHD1 normal miikodése szamos sejtbiologiai folyamathoz
elengedhetetlen, mint példaul az antigén prezentaco, a sejtmigracio, és a jelatvitel.

Mar korabban is ismert volt, hogy az EHD1 kapcsolatban all a rabenosyn-5 effektor
fehérjével (Naslavsky et al., 2004), munkacsoportunk pedig nemrégiben kimutatta a Vps18 és
a rabenosyn-5 interakciojat (Simon-Vecsei et al., 2021). Ezek utan valt szamomra érdekessé az

EHDI1 fehérje 0j interakcios partnereinek azonositasa az endoszomalis rendszerben.



3. Célkitiizések

F6 célom az EHDI1 fehérje és kiilonboz6 panyvazo faktorok kozotti kapesolat kimutatasa
HEK293 human sejtes modellben, valamint éleszté két-hibrid rendszerben. Munkam soran
szerettem volna megtudni, hogy kotédik-e az EHD1 fehérje a FERARI komplex részeként a
CORVET ¢és HOPS komplexben talalhatdo Vps18 alegységhez.



4. Anyagok és modszerek

4.1. Klénozas

Eleszté két-hibrid kisérletekhez az EHDI1, Rbsn-5, Vps18 és Vps45 fehérjéket kodold
szekvencidkat HeLa cDNS-b6l amplifikaltuk PCR technikaval, majd pGADT7 AD (aktivalo
domén) ¢s pGBKT7 BD (k&té domén) vektorok kovetkezo hasitohelyeire klonoztuk NEBuilder
HiFi DNA Assembly Cloning Kit (New England Biolabs) felhasznalasaval: EcoRI-Xhol,
illetve EcCoRI-Notl. A human sejtek transzfekciojahoz a teljes hosszisagu fehérjéket CMV
promoterrel rendelkezé, N-terminalis HA- és FLAG-cimkéket kodold vektorok EcoRI-Sall
hasitohelyeire klonoztuk (Morocz et al, 2017). A szekvencidkat restrikcios hasitassal, majd

Sanger-féle DNS szekvenaléassal (Microsynth) ellendriztiik.
4.2. Eleszté két-hibrid technika

A sikeres klonozas utan AH109 éleszt6torzset 250ul DNS-el (Frozen EZ Yeast
Transformation III, ZYMO Research) transzformaltunk, reakcionként és plazmidonként. Az
EHDI és Vps18 valamint Vps45 kapcsolatanal az élesztéket AD-Rbsn-5+BD-EHD1, EHD1-
AD+Vps45-BD, Vpsl8-AD+EHD1-BD plazmid kombinaciokkal transzformaltuk. Az elsé
kombinaciot hasznaltuk kontrollként. Az élesztéket 3 féle lemezre cseppentjiik ki: SD-WL (SD:
synthetic defined), triptofan (W) és leucin (L) mentes, valamint SD-WLA (adenint (A) sem
tartalmazo), SD-WLH (hisztidin mentes) taptalajokra. A spot assay-hez spektrofotométerrel
595 nm-en meghataroztuk az egyes transzformalt élesztok abszorbancidjat, majd a kultirakat
OD1 értékre allitottuk be, melyekbdl 10-10ul —t vittiink fel a lemezekre. Az €lesztoket 30°C-

on 48 dran at inkubaltuk minden esetben.
4.3. Sejtkultirak fenntartasa

A HEK 293 (human embryonic kidney) sejteket T25-6s letapadast biztosito flaskaban,
37°C-on, 5% CO2 tartalom mellett tenyésztettik. A felhasznalt tapfolyadék: DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’S Medium, Lonza) + 10%FBS (Lonza) + 1% penicillin-
streptomicin (10000U/ml, Lonza) + 1% L-glutamin (200mM, Lonza). HelLa sejteket is
hasznaltunk, hiszen ezeknek a sejtek jobban birjdk az immuncitokémia eljarassal jaro stresszt.

A HelL a sejtek esetében is azonos protokollokat hasznaltunk, mint a HEK sejtek esetében.



4.4. Transzfekcio

A western-blot és immunprecipitacios eljarasokhoz: megszamoltuk Biirker-kamra
segitségével a sejteket, majd T25-6s flaskdba 1,8 milli6 HEK293 sejtet raktunk ki. 24 ora
elteltével transzfektaltuk Oket. A transzfekcid TransIT-LT-1 (Mirus) reagenssel tortént, kovetve
a gyarto utasitasait. Flaskanként 2500ng plazmid konstrukcidt és 7,5ul reagenst hasznaltunk. A
plazmidokat és a transzfektalo reagenst kiilon 6sszemértiik OPTI-MEM médiummal, majd a
kettot dsszekeverve, 30 perc szobahOmérsékleten torténd inkubalas utan adtuk a sejtekhez. A
transzfekciot Vps18-FLAG, Vps45-FLAG, EHD1-HA és Rbsn-FLAG plazmidokkal végeztiik.

24 6raval a transzfekceiod utan készitettiink a sejtekbdl fehérje mintat.

Az immuncitokémiahoz: HEK 293, illetve HeLa sejteket 8 kamraval fedett, letapado
sejtek szamara bevonattal ellatott targylemezekre (Thermo Scientific) raktuk ki. Nyolcvanezer
sejtet helyeztiink ki minden lemez minden kamrajaba, melyeket Biirker-kamra segitségével
szamoltunk le. A transzfekciot 24 oraval a kirakds utan végeztiik, a fentebb emlitett plazmid
konstrukciokkal. A transzfektald oldatot ugyanugy készitettiik, mint az el6z6 esetben. 100ng

plazmid konstrukciot adtunk egy lemez egy kamrajahoz.
4.5. Immunprecipitacio

24 oraval a transzfekcio utan a sejteket felkapartuk jégen, hideg PBS-sel (phosphate buffer
saline) mostuk, majd 6000g 5 perc 4°C-os centrifugalassal {ilepitettiik. 500ul lizis pufferben
(50mM TRIS-HCI, pH: 7,5, 150mM NacCl, 1% Tritonx100, 5mM EDTA, 1mM PMSF (Sigma))
felszuszpendaltuk, majd 30 percig jégen inkubaltuk a sejteket. 5 percig 4°C-on 20000g-vel
centrifugaltunk. A feliiluszobol INPUT mintdkat vettlink, egyenként 40ul-t. A feliiliszohoz
adtunk 20ul anti-FLAG gyongydt (Sigma), illetve a masik alkalommal 20ul anti-HA gyongyot
(Sigma). Ezt 1,5 6ran 4t 4°C-on forgattuk. Ezutan 5 perc centrifuga 5000g-vel 4°C-on és 15
perc forgatads kovetkezett 4°C-on a mosé pufferrel (a lizis pufferrel megegyezd, de nem
tartalmaz proteaz inhibitort). A mosast haromszor ismételtiik. Az utolsé mosast kdvetden, a
gyongyhoz 20 pl moséd puffert és 8 pl 6xLaemmli puffert adtunk, majd 100°C-on 5 percig
forraljuk, az INPUT mintékat is. Egyik alkalommal anti-HA agar6z gyongyokkel huiztuk ki a
FLAG cimkével jelolt fehérjéinket, mig a masik alkalommal anti-FLAG agar6z gyongyokkel

haztuk ki a HA cimkés fehérjéinket. Ezutdn western-blottal vizsgaltuk a mintakat.
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4.6. Western-blot

A transzfektalt sejtekbol fehérje mintakat készitettiink. Flaskanként 5 ml hideg PBS-sel
mostuk a sejteket jégen. Majd 250 ul lizis puffert (50mM TRIS-HCI, pH: 8, 50mM KCI, 1%
Tritonx100, 10mM EDTA, 1ImM PMSF (Sigma)) adtunk egy flaska sejthez és ebben 16 percig
inkubaltuk o6ket jégen. Ezutan jégen felkapartuk a sejteket, majd 8 percig 4°C-0s 30000g-s
centrifugalassal iilepitettiik 0ket. A feliiluszot 0 csdbe tettiik, melybdl 5 pl—t, minden mintabol,
Iml Bradford reagensbe (Thermo Scientific) mértiink, 5 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk,
majd spektrofotométerrel 595 nm-en lemértiik az oldatok abszorbancidjat. A mintak
koncentraci6it szarvasmarha szérumalbuminnal (BSA-val) meghatirozott kalibracios
egyenessel és a kapott abszorbancia értékekkel szamitottuk ki. A mintak tobbi részét 6xLaemli
pufferrel 5 percig 100°C-on forraltuk. A 10% -os SDS poliakrilamid gélre 20 pg fehérjét
tartalmazd mintat vittiink fel zsebenként. Az elektroforézist standard koriilmények kozott 25
mA/gél dramerdsség mellett végeztiik, majd a fehérjéket PVDF membranra transzferaltuk.
Egérben termeltetett anti-FLAG (Sigma, M2, higitas: 1:2000), anti-tubulin (DSHB, higitas:
1:800), patkany anti-HA (Roche, higitas: 1:1000) és nyul anti-Rbsn-5 (Proteintech, higitas:
1:2000) els6dleges antitesteket hasznaltunk. Masodlagos antitestként torma peroxidaz
enzimmel konjugalt anti-egér (1:10000 higitasban) ¢és anti-patkany (1:4000 higitasban)
ellenanyagokat hasznaltunk. A fehérjék kimutatdsdhoz a torma peroxiddz szubsztratjat
alkalmaztuk (Chemiluminescent HRP Substrate, Millipore) a jelet géldokk rendszerrel
detektaltuk.

4.7. Immuncitokémia

A transzfekcido utdn 24 oraval kezdtik el az immuncitokémiat. Az inkubécio
szobahOmeérsékleten tortént, ha masként nem emlitjiik. A sejteket 8 kamrara osztott, letapadast
segiti anyaggal kezelt targylemezre raktuk ki, 80000 sejt’kamra ardnyban. Minden anyagot
500ul/kamra mennyiségben hasznaltunk, kivéve az antitesteket, azokat 200 pl/kamra
mennyiségben alkalmaztuk. A sejteket mostuk PBS-sel, majd 4%-os formalinnal fixaltuk ¢ket
15 percig. Ezt kovette 15 perc mosas PBS-glicinnel, 15 perc permeabilizalas 0,1%-0s Tritonnal
PBS-glicinben és 30 perc blokkolas. A blokkold oldat: PBS-glicin + 1% BSA (bovine serum
albumin), ebben higitottuk az antitesteket is. A mintakat az elsddleges antitesttel inkubaltuk 1
oran keresztiil. Elsddleges antitestként patkdnyban termeltetett anti-HA (Roche, 1:100) és
nytlban termeltetett anti-Rbsn-5 (Proteintech, 1:200), ellenanyagokat hasznaltunk. Ezt
kovetden intenziven mostuk PBS-glicinnel-el, majd 15 percig PBS-glicin + 4% NaCl-el
inkubaltuk. Megismételtik a PBS-glicines mosast, majd 1 o6raig inkubaltuk a masodlagos
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antitesttel. A masodlagos antitestek szamarban termeltetett Alexa Fluor 568 (Thermo
Scientific) anti-nytl és Alexa Fluor 488 anti-patkany (Thermo Scientific), mindkettét 1:600
higitasban alkalmaztuk. Ezt kdvetden 15 perc inkubalas PBS-glicin + 4 % NaCl, majd 15 perc
PBS-glicin+ Hoechst sejtmagfestékkel (1:200 higitasban). Végiil 15 perc mosas PBS-glicinnel.
A targylemezrol eltavolitottuk a kamrakat és minden kamra helyére 5 ul Vectashield mounting

mediumot (Vectar laboratories) cseppentettiink és fedélemezzel fedtiik.
4.8. Mikroszkodpia és képelemzés

A mintdkat Zeiss Axioskop2-MOT epifluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk és az

AxoVision szoftver segitségével készitettlink képeket.
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5. Eredmények és megvitatasuk
5.1.  Klénozas

Az EHDI fehérjét HeLa sejtekbdl torténd mRNS izolalas és cDNS szintézis utan
tobbszori PCR reakcidval sikeriilt felszaporitani. A kapott terméket tisztitds utan NEBuilder
reakcidval megfeleld restrikciés enzimmel hasitott pGADT7 és pGBKT7 vektorokba
illesztettiik. Majd a HA és myc cimkéket tartalmazo vektorokbol a pCMV emlds expresszios
vektorba szubklonoztuk (1. abra). A Vps18-FLAG, Vps45-FLAG, Rbsn-FLAG konstrukciok

korabbrol rendelkezésre alltak.

2 pori
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2. abra — Az EHDI fehérje felszaporitasa utan, pGADT7 és pGBKT7
vektorokba illesztése, majd pCMV emlos expresszios vektorokba inszertalasa

5.2.  Western blot és immunprecipitacio

5.2.1. Expresszio ellendrzése

Elészor az EHD1-HA konstrukcionkkal transzfektaltuk a sejteket, majd 24 ora elteltével
fehérje mintat készitettiink beldliik. Western blottal ellendriztiik a konstrukcidnk expresszidjat
a kontroll, vad tipust sejtekhez hasonlitva (3. abra). A Vpsl8-FLAG, Vps45-FLAG, Rbsn-
FLAG konstrukciok mar korabbrol rendelkezésre alltak. Azonos, 20ug fehérjét futtatva lathato,

hogy 24 ora elteltével megfelelden expresszalt a fehérje konstrukcionk.
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3. dbra — A fehérje konstrukcio expressziojanak ellenorzése bal oldalon HA-
cimkére, jobb oldalon a tubulinra hivva, 1: HEK-CMV, 2: HEK-CMV-EHD1

5.2.2. Anti-HA ko-immunprecipitacio

A fehérje-fehérje kozotti interakciok kimutatasara ko-immunprecipitaciot (kolP)
alkalmaztunk, amely soran HEK293 sejteket transzfektaltunk a Rbsn-5, Vps45, Vps18 HA és
FLAG cimkével ellatott valtozataival. A Rbsn-5 110 kDa, a Vps18 110 kDa, a Vps45 62 kDa,
az EHD1 60 kDa molekulatomegli. Az elsé két minta az INPUT-bol, a masodik kettd az
immunprecipitaciobdl lett véve mindegyik esetben. A +/- jelek azt mutatjak, hogy az adott
minta transzfektalva volt-e a kiilonb6z6 konstrukciokkal vagy sem. El6szor anti-HA gyonggyel
végeztliink immunprecipitaciot, mely utan western bloton anti-HA (4. abra) és anti-FLAG (5.

abra) ellenanyaggal detektaltuk a fehérjéket.

INPUT 1P INPUT IP
EHDI1-HA + - + - + - + -
VpS 1 8'FLAG + + + + - - - -
Vps45-FLAG _ _ _ _ + + + +
70 kDa
e d L
55 kDa
anti-HA

4. dabra — Az anti-HA ko-IP utdni western blot, bal oldalon a Vps18-FLAG-et
tartalmazo mintdk, jobb oldalon a Vps45-FLAG-et tartalmazo mintak
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INPUT 1P INPUT IP

EHDI-HA + - + - + - + -
Vps18-FLAG +  + + + - - - -
Vps45-FLAG - - - - + + + +
130 kDa 0 kDa
— W—
100 kDa ey - «— 55 kDa
anti-FLAG

5. dabra — Az anti-HA ko-IP utani western blot, bal oldalon a Vps18-FLAG-et
tartalmazo mintak, jobb oldalon a Vps45-FLAG-et tartalmazo mintak

Az EHD1 nem mutatott interakciot a Vpsl8-cal, sem a Vps45-tel. A Vps4b-tel valo
kolcsonhatéds hianya azért is érdekes, mivel a két fehérje egy komplexben szerepel, viszont ezt

magyarazhatja a Vps45-FLAG alacsony expresszidja.

Ezutan megvizsgaltuk, hogy az EHDI képes-e immunprecipitacioban ismert
kotOpartnerét, a Rbsn-t kihtzni. Ehhez szintén HEK293 sejteket transzfektaltunk EHD1-HA és
Rbsn-FLAG konstrukciokkal. Majd anti-HA gyonggyel végeztiink immunprecipitaciot és

western bloton anti-HA (6. abra) ¢és anti-Rbsn (7. abra) ellenanyagokkal detektaltuk a
fehérjéket.

INPUT P

EHDI-HA + + - + + -

Rbsn-FLAG - + + - +
- - -

70 kDa
“N— e & -
- e
anti-HA

6. abra — Az anti-HA Ko-IP utani western blot, anti-HA ellenanyaggal
detektalva az EHDI fehérje
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EHDI-HA + + - + + -
Rbsn-FLAG - + + - + +
130 kDa
= 100 kDa

anti-Rbsn

7. abra — Az anti-HA ko-IP utani western blot, anti-Rbsn
ellenanyaggal detektdlva a Rabenosyn-FLAG fehérje

Az EHD1 ki tudta huzni kozvetlen kotOpartnerét a Rbsn-t. Ebb6l megallapithato, hogy az
EHD1 konstrukcionk nem csak megfelelden expresszal, de képes megfeleld fehérje-interakciok

kialakitasara
5.2.3. Anti-FLAG ko-immunprecipitacio

Ezek utan megvizsgaltuk a lehetséges kolcsOnhatast a masik iranybol. Anti-FLAG
gyonggyel végeztiink immunprecipitaciot az EHD1-HA ¢és Vps18-FLAG, illetve EHD1-HA és
Vps45-FLAG konstrukciokkal transzfektalt sejteken. Western bloton anti-HA (8. abra) és anti-
FLAG (9. abra) ellenanyagokkal detektaltuk a fehérjéinket.

INPUT IP
EHD1-HA + + + + + +
Vps18-FLAG + - - + - _
Vps45-FLAG - + - - + _

100 kDa .
70 kDa

55kDa

anti-HA
8. abra — Az anti-FLAG Kko-IP utani western blot, anti-HA ellenanyaggal detektdilva az
elsé oszlopban a Vps18-FLAG-et tartalmazo mintakat, a masodik oszlopban a Vps45-
FLAG-et tartalmazo mintakat. A harmadik oszlop kontrollként szerepel
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EHDI-HA + + + + + +

Vps18-FLAG + - - + - _

Vps45-FLAG - + - - + _
130 kDa

-
- - | 100 kDa
70 kDa
anti-FLAG

9. abra — Az anti-FLAG Ko-IP utani western blot, anti-FLAG ellenanyaggal detektdilva
az elso oszlopban a Vps18-FLAG-et tartalmazo mintakat, a masodik oszlopban a
Vpsd5-FLAG-et tartalmazo mintakat. A harmadik oszlop kontrollként szerepel.

Az anti-FLAG immunprecipitacié soran azt tapasztaltuk, hogy mind a Vpsl18, mind a

Vps45 képes kihtizni magéval interakcids partnerét, az EHD1-t.

5.2. Eleszt6 két hibrid rendszer

A ko-immunprecipitacios kisérletek utan €leszto két-hibrid rendszerben is megvizsgaltuk
a lehetséges interakciokat. Az immunprecipitacios eljarasokkal mind a direkt, mind az indirekt
kolesonhatds kimutathatd, viszont az élesztd két-hibrid moddszerrel kizardlag a direkt
kolesonhatasokat lehet detektalni. Az SD-WL (triptofan és leucin mentes) taptalajon az élesztd
képes lesz szintetizalni ezeket az aminosavakat, novekedni fog, amennyiben felvette a mindkét
hozzédadott vektort (pGADT7 AD és pGBKT7 BD). Ez a szelektiv taptalaj ellendrzésiil
szolgalhat, arra hogy bekeriilt-e a vektor vagy sem. Az SD-WLA esetében az el6z6 két
aminosav mellet az adenin is hidnyzik, ebben az esetben csak akkor tud ndvekedni az éleszto,
ha van direkt kdlcsonhatas a vizsgalt két fehérje kozott. Az adenin hidnyos taptalajon csak a
Rbsn-5-6t és az EHD1 fehérjét expresszalo €lesztotorzsek esetében tapasztaltunk novekedést,
a kontroll reakcioknal negativ eredményt kaptunk (10. abra). Kovetkeztetésképp a human Rbsn-
5 és az EHD1 kozvetleniil kapcsolodik egymashoz.
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Ade (+) Ade (-)

Rbsn-5-AD + EHD1-BD

Rbsn-5-AD + BD

AD + EHD1-BD

10. abra — Szelektiv taptalajon végzett éleszto két hibrid kisérlet. Ade (+): az adenint
tartalmazo taptalaj, Ade (-): adenin hianyos taptalaj, AD: aktivator domén, BD: kéto
domén

A kovetkez6kben az EHD1-Vps45 és az EHD1-Vps18 (11. abra) kotodését vizsgaltuk,
mindegyik esetben 3 féle taptalajon, kontroll reakcidkkal végezve az élesztd két hibrid
kisérletet. Azt tapasztaltuk, hogy adenin illetve hisztidin hidnyos taptalajon sem nétt fel az
¢lesztd egy konstrukcidja sem. Ez alapjan elmondhato, hogy nincs kdzvetlen kotodés az EHD1

¢s a Vps45, Vps18 kozott.

SD-wL SD-WLA SD-WLH SD-WL SD-WLA SD-WLH

EHD1-AD + Vps45-BD
EHD1-AD + BD
AD + Vps45-BD

11. abra - Az EHD1-Vps45 (bal oldal) és az EHD1-Vps18 (jobb oldal) kétodésének tesztelése 3

kiilonbozo taptalajon. SD-WL: triptofan és leucin mentes, SD-WLA: adenin, triptofan és leucin

mentes, SD-WLH: hisztidin, triptofan és leucin mentes taptalaj. AD: aktivator domén, BD: koto
domeén

Vps18-AD + EHD1-BD

AD + EHD1-BD

Vps18-AD + BD
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5.3. Immuncitokémia

A feltételezett kolcsonhatas tovabbi vizsgalatahoz kolokalizacios kisérletet végeztiink, mely
soran EHD1-HA ¢s Vps18-FLAG konstrukciokkal transzfektaltunk HeLa sejteket. A kamrakba
kihelyezett a transzfekcidé utan 24 oraval fixaltuk, majd immuncitokémiai eljarassal, majd
fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk. A vizsgalat sordn nem tapasztaltunk kolokalizaciot az

EHDI1 és a Vps18 kozott. (12. dbra)

12. abra - Az EHDI1 és Vpsl8 kozott kolokalizacio tesztelése. Zolddel lathato az EHDI,
magentaval pedig a Vpsl8, kolokalizdcio esetén fehér szint varnank, mely mindkét fehérje egyiittes
elhelyezkedésére utalna.
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6. DISZKUSSZIO

A panyvazd komplexek valtozatos biokémiai funkcidkat latnak el az endocitdzisban,
né¢hany ezek kozil: a membrankotés, membranfizid, endoszomék kapcsoldsa a
citoszkeletonhoz, SNARE-ck Osszeallitasanak aktivalasa és ellendrzése (Solinger & Spang,
2013). Ezen feliil még valoszintileg tovabbi specialis komplexekkel allhatnak kapcsolatban,
illetve meg is oszthatjak egymassal alegységeiket, hogy a sejt szdmara biztositsak a megfeleld

transzportfolyamatokat.

Munkénk soran a CORVET, HOPS ¢s a FERARI panyvazé komplexek alegységei kozotti
kapcsolatokat vizsgaltuk human sejteket hasznalva. Immunprecipitdcid és western blot
alkalmazasaval azt tapasztaltuk, hogy a Vps18 esetében anti-FLAG gyongyodkkel végezve az
immunprecipitaciot detektalhatd volt a fehérje, mig anti-HA gyongyokkel huzva nem. Az
¢lesztd két hibrid modszer elvégzése utdn nem tudtunk direkt kdlcsonhatast kimutatni. Az
ismert kotOpartnerrel, a rabenosyn-5-tel az EHD1 mindegyik modszerben kolcsonhatast
mutatott, tehat a fehérjénk jol mikodott. Immuncitokémia technikat végezve, arra az

eredményre jutottunk, hogy nincs kolokalizacio az EHD1 és Vps18 kozott.

Osszefoglalva, azt feltételezziik az eredmények kiértékelése utan, hogy a rabenosyn-5 egy
allvany fehérjeként miikodhet az endoszomalis rendszerben. A sejtben kiilonb6zd helyeken
lokalizaloddo komplex alegységekkel is mutathat kolcsonhatast, igy a rabenosyn-5
kozremiikodésével alakulhatnak at a komplexek. Példaul az EHD1, a FERARI komplex
részeként kozvetett interakciot mutat az ugyanebben a komplexben talalhato Vps45-tel a
rabenosyn-5 kotésén keresztiil, ugyanakkor a CORVET és HOPS komplexben 1évé Vps18-cal
is indirekt kapcsolatban allhat. Ennek bizonyitadsara azonban még tovabbi kisérletek

szlikségesek.

Az EHDI1 szamos olyan molekula sejtfelszinre torténd kihelyezOdését iranyitja, melyek
potencialis gyodgyszercélpontok, példaul az EGFR vagy a GLUT-4. Az 10 kdotOpartnerek
felfedezése az alapkutatas részeként lehetdséget ad a rendszer alaposabb megismerése és ezaltal
a kiilonb6zo utvonalak pontosabb befolyasolasara, a panyvazoé faktorok szerepének

felderitésére az egyes betegségek kialakulasaban.
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Szerzoi hozzajarulas

e A klonozast én végeztem, a human sejtek transzfekcidjahoz sziikséges plazmidokat
én készitettem valamint a sejtek fenntartasat, transzfekcidjat magam végeztem.
o Az ¢lesztd két-hibrid kisérleteket én készitettem el.

e A western blot és az immunprecipitacids eljarasokat is én csinaltam.

21



Koszonetnyilvanitas

Szeretném megkdszonni témavezetémnek, S6th Arminnak a sok segitséget, tiirelmet és a jo
hangulatu, kutatassal toltott ordkat a munkam soran. Koszondm tovabba az Anatomia, Sejt- és
Fejlodésbiologiai Tanszék Osszes munkatarsanak, foként Juhasz Gébor laborvezetének, Low

Péter tanszékvezetdnek €s Simon-Vecsei Zsofianak hogy segitették a kutatdsom elérehaladasat.

22



Felhasznalt irodalom

Balderhaar, H. J., & Ungermann, C. (2013). CORVET and HOPS tethering complexes -
coordinators of endosome and lysosome fusion. Journal of cell science, 126(Pt 6), 1307—
1316. https://doi.org/10.1242/jcs.107805

Grant, B. D., & Donaldson, J. G. (2009). ,Pathways and mechanisms of endocytic
recycling”. Nature reviews. Molecular cell biology, 10(9), 597-608.
https://doi.org/10.1038/nrm2755

Guilherme, A., Soriano, N. A., Furcinitti, P. S., & Czech, M. P. (2004). Role of EHD1 and
EHBP1 in perinuclear sorting and insulin-regulated GLUT4 recycling in 3T3-L1
adipocytes. The Journal of biological chemistry, 279(38), 40062—-40075.
https://doi.org/10.1074/jbc.M401918200

Huotari, J., & Helenius, A. (2011). Endosome maturation. The EMBO journal, 30(17), 3481—
3500. https://doi.org/10.1038/emboj.2011.286

laconis, D., Crina, C., Brillante, S., Indrieri, A., Morleo, M., & Franco, B. (2020). The HOPS
complex subunit VPS39 controls ciliogenesis through autophagy. Human molecular
genetics, 29(6), 1018-1029. https://doi.org/10.1093/hmg/ddaa029

Jachen A. Solinger and Anne Spang (2013): ,, Tethering complexes in the endocytic pathway:
CORVET and HOPS”, The FEBS Journal, 2743-2757.

Jing Zhang, Naava Naslavsky, and Steve Caplan (2012): ,,Rabs and EHDs: alternate modes for
traffic control”, Biosci Rep. 2012 February; 32(1): 17-23. doi:10.1042/BSR20110009.

Jovic, M., Sharma, M., Rahajeng, J., & Caplan, S. (2010). The early endosome: a busy sorting
station for proteins at the crossroads. Histology and histopathology, 25(1), 99-112.
https://doi.org/10.14670/HH-25.99

Kaur, G., & Lakkaraju, A. (2018). ,,Early Endosome Morphology in Health and
Disease”. Advances in  experimental medicine and  biology, 1074,  335-343.
https://doi.org/10.1007/978-3-319-75402-4_41

McCaffrey, M. W., Bielli, A., Cantalupo, G., Mora, S., Roberti, V., Santillo, M., Drummond,
F., & Bucci, C. (2001). Rab4 affects both recycling and degradative endosomal
trafficking. FEBS letters, 495(1-2), 21-30. https://doi.org/10.1016/s0014-5793(01)02359-6

Naslavsky, N., & Caplan, S. (2011). ,,EHD proteins: key conductors of endocytic
transport”. Trends in cell biology, 21(2), 122—-131. https://doi.org/10.1016/j.tcb.2010.10.003

Naslavsky, N., Boehm, M., Backlund, P. S., Jr, & Caplan, S. (2004). Rabenosyn-5 and EHD1
interact and sequentially regulate protein recycling to the plasma membrane. Molecular biology
of the cell, 15(5), 2410-2422. https://doi.org/10.1091/mbc.e03-10-0733

Péalfia Zsolt ¢és Dr. Kristof Zoltan (2013). ,,A sejtbioldgia alapjai” Eo6tvos Lorand
Tudoményegyetem, 59-63. 0.

23


https://doi.org/10.1091/mbc.e03-10-0733

Perini, E.D., Schaefer, R., Stoter, M., Kalaidzidis, Y. and Zerial, M. (2014), ,,Mammalian
CORVET Is Required for Fusion and Conversion of Distinct Early Endosome Subpopulations”.
Traffic, 15: 1366-1389. https://doi.org/10.1111/tra.12232

Posey, A. D., Jr, Swanson, K. E., Alvarez, M. G., Krishnan, S., Earley, J. U., Band, H., Pytel,
P., McNally, E. M., & Demonbreun, A. R. (2014). EHD1 mediates vesicle trafficking required
for normal muscle growth and transverse tubule development. Developmental biology, 387(2),
179-190. https://doi.org/10.1016/j.ydbio.2014.01.004

Sass Miklés, Laskay Géabor (2013). ,Molekulédris sejtbioldgia”. Eotvos Lorand

Tudomanyegyetem

Simon-Vecsei Z, S6th A, Lérincz P, Rubics A, Talas A, Kulcsar PI, Juhasz G. Identification of
New Interactions between Endolysosomal Tethering Factors. J Mol Biol. 2021 Jun
25;433(13):166965. doi: 10.1016/j.jmb.2021.166965. Epub 2021 Mar 27. PMID: 33781757.

Solinger JA, Rashid HO, Prescianotto-Baschong C, Spang A. ,,FERARI is required for Rab11-
dependent endocytic recycling”. Nat Cell Biol. 2020 Feb;22(2):213-224. doi: 10.1038/s41556-
019-0456-5. Epub 2020 Jan 27. PMID: 31988382.

Spang A. (2016). Membrane Tethering Complexes in the Endosomal System. Frontiers in cell
and developmental biology, 4, 35. https://doi.org/10.3389/fcell.2016.00035

Tom, C.E. et al. (2020). "EHD1 and RUSC2 Control Basal Epidermal Growth Factor Receptor
Cell Surface Expression and Recycling” Mol Cell Biol Volume 40 Issue 7 e00434-19

van der Beek, J., Jonker, C., van der Welle, R., Liv, N., & Klumperman, J. (2019). CORVET,
CHEVI and HOPS - multisubunit tethers of the endo-lysosomal system in health and
disease. Journal of cell science, 132(10), jcs189134. https://doi.org/10.1242/jcs.189134

Whyte JR, Munro S. Vesicle tethering complexes in membrane traffic. J Cell Sci. 2002 Jul
1;115(Pt 13):2627-37. PMID: 12077354.

Yu IM, Hughson FM. Tethering factors as organizers of intracellular vesicular traffic. Annu

Rev Cell Dev Biol. 2010;26:137-56. doi: 10.1146/annurev.cellbio.042308.113327. PMID:
19575650.

24



A 36. OTDK
BIOLOGIA SZEKCIO FELHIVASANAK
2. SZAMU MELLEKLETE

TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

Alulirott Horvath Eniké nyilatkozom, hogy a 36. OTDK-ra benyujtott Az EHD1 fehérje 1j
interakciés partnereinek azonositisa az endoszomilis rendszerben cimii palyamunkamban

leirtak esetében az alabbi munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:

Részfeladat!” A részvétel mértéke
(6tfokozatd skalian” jellemezve)
Klonozas 5

Eleszté két-hibrid

Human sejtek fenntartdsa és transzfektdldsa

Immunoprecipitdcié és western blotok

| | |

Immuncitokémia

Kelt: Budapest, 2022.05.24.

(Kérjiik a délttel jelolt részeket értelemszeriien adjdk meg. A tdblazat sziikség szerint
értelemszeriien modosithato).

Kétszerzos palyamunka esetén:

Palyamunkat benytjt6 hallgato Tarsszerz6 (név)
(Horvdth Eniko) alairasa
alairasa

A nyilatkozatban foglaltak helyességét megerdsitem:

S M

Témavezetd (S6th Armin, ELTE-TTK, Anatémia, Sejt-

és Fejlddésbiologiai Tanszék)

alairasa

#Magyardzat:

1 Az alabbi lista mintdul szolgdl, szabadon médosithatd / bovithetd.



