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1. Roviditések jegyzéke

AMPER = ammoénium-perszulfat

bp = bazispar

BSA = borju szérum albumin

cDNS = komplementer DNS

DEPC = dietil-pirokarbonat

dNTP = dezoxi-nukleozid-trifoszfat

DTT = ditio-treitol

EDTA = etilén-diamin-tetraecetsav

PBS = foszfat pufferelt séoldat (phosphate buffered saline)
PCR = polimeréz-lancreakcio

PMSF = fenilmetilszulfonil-fluorid

PTM = poszttranszlacios modositas

RT = reverz-transzkriptaz

SDS = natrium-dodecil-szulfat

TBS = Tris pufferelt sdoldat (Tris buffered saline)
TEMED = tetrametil-etiléndiamid

Tris = Tris-(hidroxi-metil)-amino-metan



2. Bevezetés

A sejtekben talalhat6 fehérjék legnagyobb része transzlacié utan kémiai modositason esik
at. Ezeket a folyamatokat Osszefoglaléan poszttranszlacids modositdsoknak nevezzik. A
modositasok  hozzasegitik a fehérjéket funkciojuk elnyeréséhez, kolcsonhatasaik
kialakitasahoz vagy miik6dési helyiik eléréséhez (Walsh, 2006). Lehetnek reverzibilisek vagy
irreverzibilisek attol fiiggden, hogy a kémiai modositas visszafordithato-e, az adott csoport
eltavolithato-e a fehérjérdl. A reverzibilis modifikaciok kozé soroljuk a foszforilacio, poli-
ADP riboziléacio, ubikvitinalas, glikozilacio, karboxilacid, nitrozilalas, hidroxilacio, acetilacio,
¢s a palmitoilacié folyamatat. Irreverzibilis modositdsok kozé tartozik a proteolizis,

prenilacio, mirisztoilacio, vagy az izopeptidkotések kialakitasa.

Munkank soran a foszforilacios modositasok vizsgalatat végeztiik Drosophila
melanogaster modellszervezetben. A kinaz enzimek altal végzett foszforilacio soran egy
foszfatcsoport keriil a fehérjék szerin, treonin vagy tirozin oldalldncéra, a foszfatazok az
ellentétes folyamatot, a defoszforilaciot katalizaljak. A glikogén metabolizmusban szerepet
jatszo foszorilaz kinaz (Fischer és Krebs, 1955) felfedezésével bizonyitottak elGszor az
hogy a foszforilaciéo az egyik legfontosabb reverzibilis poszttranszlacios modositési tipus,
szerepét leirtak tobbek kozott a sejtciklus, a novekedés, az apoptozis és szamos jelatviteli

folyamat szabalyozasaban.

A glikogén fontos allati tartaléktapanyag, lebontasi és felépitési folyamatai Osszetett
szabalyozas alatt allnak. A glikogén anyagcsere enzimeinek egy része, a glikogén szintetaz,
glikogén foszforilaz és foszforilaz kinaz foszforilacioval szabalyozhato, defoszforilaciojukat a
protein foszfataz 1 (PP1) végzi. A PPl az altala végzett sokféle feladatot a konzervalt
katalitikus alegységeinek az adott folyamatra jellemzd regulator alegységeivel létrehozott
holoenzimeivel képes elvégezni (Kokai és mitsai.,, 2008). A foszforilaciés folyamatok
vizsgalata soran figyelmiink a Drosophila protein foszfataz 1-re, és feltételezett glikogénkotd
alegységeire iranyult. Jelenlegi munkankkal a Drosophila glikogén anyagcsere, és ezen beliil
a Drosophila PP1 eddig még nem jellemzett regulator alegységeinek részletesebb leirasahoz

szeretnénk hozzajarulni.



Munkankhoz a Drosophila melanogaster modellszervezetet hasznaltuk, ami a biologiai
kutatasok kedvelt modell organizmusa, klasszikus és molekularis genetikai modszerekkel
torténd manipulalasa tobb évtizedes multra tekint vissza. 2000-re teljes genom szekvenciaja
ismertté valt, a fehérjéket kodold génszekvenciak ismerete a kodolt fehérjék dsszehasonlitasat
¢s homolog fehérjék azonositasat teszi lehetévé. A Drosophila homolog fehérjék kisebb
szama ¢és a genetikai beavatkozdsok széles tarhaza miatt az egyes fehérjék funkcioi
konnyebben vizsgalhatok ebben az organizmusban, mint az emlés modellekben. A klasszikus
genetikai modositasok felhasznalasaval (pld. egy mozgékony P-elemet tartalmazé torzsbél
transzpozaz enzimet expresszald torzzsel valo keresztezéssel a P-elem eltavolithatd, és igy
delécios mutansok hozhatok 1étre) illetve molekularis biologiai modszerekkel (pld. az
UAS/Gal4 rendszer segitségével specifikus RNS interferencia torzsek hozhatok 1étre)
eldallitott funkcidvesztéses €s géncsendesitett mutansok segitségével az egyes gének szerepe

jol tanulmanyozhato.



3. Irodalmi attekintés

3.1 Fehérjék poszttranszlacios modositasali

A humén genomban 1év6 fehérjét kodold gének szdma 20 és 25 ezer koz¢ tehetd, mig a
human proteom, vagyis a fehérjék Gsszessége a sejtekben, egy millional tobb fehérjébdl all. A
gének szdmahoz képest a fehérjék nagy szamanak egyik oka a transzkripcié folyamata soran
lezajlo alternativ szerkesztésben, masik oka az atirédott fehérjék transzlacido utani
modositasaban keresendd. A poszttranszlacios modositas (PTM) a fehérje ,életének”
barmelyik szakaszaban végbemehet: példaul kozvetleniil a transzlacid utan a megfeleld
folding elésegitésére vagy a célkompartmentbe vald jutashoz; miikodési helyének elérése utan
proteom koriilbeliil 5 % - a kddol poszttranszlaciés modositast végrehajtd enzimet, amelyek

nagyjabol 200 féle PTM tipusban vesznek részt (Walsh, 2006).

Az 1. abran lathatd, hogy szamos tipusa révén a PTM megsokszorozza a sejt
funkcionalisan kiilonboz6 fehérjéinek szamat, ezaltal segiti elé a szervek, szdvetek

fehérjekészletének sokszinliségét, €s a sejtben lejatsz6do folyamatok dinamikus valtozasat.

Genom e e » Transzkriptom -_-----—___ > Proteom
~20-25 ezer gén S ~100 ) , ., S 2 %
Alternativ promoterek. ezer Poszttranszlaciés ~ >1 millié fehérje
alternativ splicing, ~ transzkript modositasok

mRNS szerkesztés

1. Abra: A proteom osszetettségének okai
(http://www.piercenet.com/method/overview-post-translational-modification alapjan)



http://www.piercenet.com/method/overview-post-translational-modification

3.2 Foszforilacio, defoszforilacié - kinazok, foszfatazok

A foszforilacio és a defoszforilacio folyamata az egyik legfontosabb reverzibilis
poszttranszlacios modositasi mechanizmus, amely egy foszfatcsoport atvitelét jelenti a
fehérjék szerin, treonin vagy tirozin oldallancaira az univerzalis foszfordonor ATP molekula
segitségével (néhany kinaz GTP-t haszndl). A szerin és treonin oldallancokra keriil a
foszforilalt fehérjékre atvitt foszfatcsoportok 99%-a, a maradék 1 % jut a tirozin
oldallancokra. A foszforilaciot a protein kinadzok, mig az ellentétes folyamatot, a
foszforilacidos folyamatot reverzibilissé tevd defoszforilacidt a protein foszfatdz enzimek

végzik (Hunter, 1995). A folyamatot sematikusan a 2. abra mutatja be.

ADP ATP

/

Kinaz

FEHERJE-P FEHERJE

4

Foszfataz P

2. Abra: A fehérjék foszforilacioja és defoszforilacioja

A kinazok az eukariota fehérjék kb. egyharmad részét képesek foszforilalni (Davies és
mtsai., 2000), de mar a prokaridta sejt fehérjéi is foszforilalodhatnak (Cozzone, 1988). A
kinaz enzimek szerkezetileg hasonloak, egy kozos Gsenzimre vezethetdk vissza. Szamuk a
human proteomban koriilbeliil 500-ra tehetd (Manning és mtsai.,, 2002). A foszfatdzok
konvergens fejlédésiiknek koszonhetden sokkal kiilonbozdbbek, szdmuk korilbelil 150
(Cohen, 2004; Jackson és Denu, 2001). A sejtciklus, novekedés, apoptodzis és jelatviteli
folyamatok széles skalaja csak a legfontosabbak azok koziil a folyamatok koziil, amelyeket a
foszforilacid és defoszforilacio szabalyozni képes.

A foszforilacios folyamat kétféleképpen fejtheti ki hatasat: egyrészt bizonyos fehérjéket,
ezaltal bizonyos folyamatokat aktivalni, masokat gatolni képes. Masrészt, a foszforilalt
fehérjéken 1évo foszfatcsoportot més fehérjék konzervalt doménjei felismerhetik, ezaltal a

fehérje-fehérje kolcsonhatdsok moddosulnak. Példaul az SH2 domén és a PTB specifikusan
8



felismerik a foszforilalt tirozint (Yaffe, 2002), az MH2 (Wu ¢és mtsai.,, 2000) ¢s WW
(Verdecia és mtsai., 2000) domének a foszfoszerint, a foszfotreonint pedig a FHA domén kéti

meg (Machida és Yuan, 2013).

Tehat a fehérjék foszforilaltsagi allapota, a foszfataz és kindz enzimek idébeni és térbeni
aktivitasanak szabalyozdsa ¢és egymdshoz viszonyitott ardnya a sejtek milkodése
szempontjabol alapvetd fontossagu. JO példa erre a glikogén anyagcsere foszforilacioval-
defoszforilacioval finoman szabalyozott rendszere: a glikogén lebontasaért felelos foszforilaz
enzimet a foszforilaz kinaz foszforilacioval képes aktivalni, mig a glikogén szintézisét végzo

szintetaz enzimet a protein foszfataz 1 defoszforilalja, ezaltal aktivalja.

A kovetkezOekben a defoszforildciés modositasokat végrehajto foszfatazokkal

foglalkozunk részletesebben.

3.3 A foszfatazok csoportositasa

A foszforilalt szerin és treonin aminosavak illetve a tirozin oldallinc mas-mas tipusu
foszfatazoknak lehetnek szubsztratjai, amelyek eltér6 mechanizmussal végzik a
defoszforilaciot. A szerin/treonin foszfatdzok a foszfat csoport kozvetlen hidrolizisét
katalizaljak, mig a tirozin foszfatazok egy tiofoszforil intermedieren keresztiil segitik eld a
tirozin maradék eltavolitasat (Denu és Dixon, 1998). Szubsztratspecificitasuk és szerkezetiik
alapjan a protein foszfatazokat harom nagy osztalyba, és tobb kisebb alcsoportba oszthatjuk
(Cohen, 2004; Huang és mtsai., 2006; Farkas és mtsai., 2007, Almo és mtsai., 2007).

l. Szerin/treonin specifikus protein foszfatazok.
Aktiv centrumukban két fémiont tartalmaznak:

o foszfoprotein foszfatazok (PPP): a Zn/Fe tartalmi PP1, PP2A, PP2B;

valamint az 1j tipusu protein foszfatazok.

e fémionfiiggd protein foszfatazok (PPM): példaul a Mn?" Mg2+ figgd PP2C.



Aktiv centrumukban aszpartat oldallanc talalhato:

e FCP/SCP protein foszfatazok: RNS polimeraz II. C-termindlis doménjére
specifikusak, Mg*" fiiggoek.

e HAD (haloacid-dehalogenaz) -szeri foszfatazok: példaul a cofilin

foszfataz.
1. Tirozin specifikus protein foszfatazok.
Aktiv centrumukban cisztein oldallanc talalhato:

e PTP: receptor-, és nem receptor-szeri tirozin-specifikus protein

foszfatazok.
I11.  Kettés vagy széles specifitasu protein foszfatazok.

e DSP: Aktiv centrumukban cisztein oldallanc talalhat6. Képesek a fehérjék

szerin, treonin és tirozin oldallancait is defoszforilalni.

3.4 A foszfoprotein foszfatazok

A foszfoprotein  foszfataz ~ (PPP)  csaladhoz  tartozd enzimek mar az
archaeabaktériumokban is kimutathatok (Kennelly, 2003). Az eukariotakban az enzimcsalad
tobb tagja is eléfordul, igy ezeket tekinthetjiik a legdsibb protein foszfataz tipusoknak. Ezek
koziil a PP1, PP2A és PP2B tolt be jelentds szerepet, a sejtekben mérhetd foszfatdz-aktivitas
legnagyobb részét ezek adjak (Ingebritsen és Cohen, 1983). A PP1 és a PP2A nem igényel
extra fémiont milkkodéséhez, a PP2B kalciumfiiggé (Cohen és mtsai., 1990). Tovabbi tagjai
még a csoportnak: a PP4, PP5, PP6, PP7, illetve szamos PP1 vagy PP2A szerii foszfataz,
melyeket beti jeloléssel lattak el, pl. PPY vagy PPZ (Cohen, 1997), és amelyeket késobbi
felfedezésiik miatt 0j tipust foszfatdzoknak neveziink. Ezek kisebb mennyiségben vannak
jelen a sejtekben, ezaltal kisebb aktivitassal is rendelkeznek. Azonositasuk a molekularis

bioldgia eszkoztaraval, klonozassal tortént.

A PPP enzimek konvergens fejlodésiik kovetkeztében sokszinli csoportot alkotnak
(Cohen, 2004), altalanosan elmondhat6, hogy holoenzimként - szabalyozo és/vagy regulator
alegységekkel Osszekapcsolodva - toltik be funkciojukat. A sejtek miikddésében a

foszfoprotein foszfatazok alapvetd feladatokat latnak el, ezt bizonyitja az a tény is, hogy a
10



PP1 vagy PP2A foszfatazok aktivitdsanak drasztikus csokkenése illetve megsziinése letalitast
okoz. A PP2B (masnéven kalcineurin) aktivitdsanak elvesztése nem vezet letalitashoz, viszont
ez a foszfatdz is fontos szabalyozé szereppel bir, miikodése az immunrendszer szempontjabol

kritikus (Feske és mtsai., 2003).

A PPP csoport tagjainak gyakorlati elkiilonitését segitik a gatloszerek (Ingebritsen és
Cohen, 1983; MacKintosh és Cohen, 1989). Példaul a PP1 az inhibitor-1 és -2 fehérjékkel
(Huang ¢és Glinsmann, 1976) valamint a tautomicin és tautomicetin segitségével gatolhatd. A

PP2A aktivitasa okadainsavval (Bialojan és Takai, 1988) csokkenthetd.

3.5 A protein foszfataz 1 (PP1)

Az életfontossagi PP1 a tobbi PPP-hez hasonldéan holoenzimként funkcional: a regulator

alegységek és a katalitikus alegységek osszekapcsolodasan keresztiil fejti ki hatasat.

3.5.1 A protein foszfataz 1 katalitikus alegységeli

Az elsd biokémiai vizsgalatok szerint a PP1 katalitikus alegysége (PP1c) koriilbeliil 35
kDa molekulatomegii, kiviilrél adott fémiont nem igényel aktivitasahoz, Szerves
olddszereknek (etanol kezelés) és proteolizisnek (tripszin) ellenall, valamint széles szubsztrat
specificitassal rendelkezik (Silberman és mtsai.,, 1984). A kés6bbi molekularis biologiai
vizsgalatok alapjan kideriilt, hogy emlésokben négy izoformaja van, ezek neve a PPla, a
PP1yl, a PP1y2 és a PP16 vagy B (Cohen, 1988; Bai ¢és mtsai., 1988; Sasaki és mtsai., 1990).
Kozponti doménjiik konzervalt. Az N- és C-terminalis szakaszok véltozatosak, a regulacioban
tolthetnek be fontos szerepet. C-termindlis rész proteolitikus lehasadasa az enzim
aktivitasanak fokozodashoz vezet (Tung és mitsai., 1984), foszforilacidja az aktivitas
csokkenését okozza (Wang és Brautigan, 2002). Az aktiv centrum a fehérje Y-alaku
katalitikus arkaban van, ahol két fémion helyezkedik el: a Mn?* (Egloff és mtsai., 1995) vagy
a Zn** (Barford, 1999) és a Fe®*. Ezek egy vizmolekulat aktivalnak, igy segitve el a
foszfatcsoport hidrolizisét a szerin vagy treonin oldallancokrol. Az okadansav (Maynes és
mtsai., 2001) és kalikulin A (Kita és mtsai., 2002) inhibitorok a katalitikus hely kozelében
1év6 hidrofob arokhoz kotddnek.
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3.5.2 A protein foszfataz 1 regulator alegységei

A PP1 regulator alegységek szabalyozzak az enzim szubsztrat specificitast, a holoenzimet
kiilonbozé  sejtkompartmentekhez  irdnyitjak,  valamint  kolesonhaté  fehérjékhez
kapcsolodhatnak, amelyek a szabalyozas eszkozei lehetnek. A PP1c-vel kélcsonhato fehérjék
az enzim katalitikus zsebbel ellentétes oldalan 1évé konzervalt hidrofob feliilethez
kapcsolddnak. Ezt a kapcsolatot a kdlcsonhato fehérjében talalhaté konzervalt motivum, az

RVXF segiti eld6. A 3. 4dbran lathat6 a PP1 kolcsonhatd fehérjék/alegységek sokfélesége

(Kokai és mtsai., 2008).

Sejtmag
NIPP1#/$AP155¢
Nucleolin
BRCAl
Hox11/PP2A
Sds22
P99 R111)
BWYZRMINRY)

AKAP 149/PKA

3. abra: A protein foszfataz 1 regulator alegységei lokalizacié szerinti csoportositasban

* - foszforilalhat6 fehérje. (Forras: Kokai és mtsai., 2008.)

Ezeken a kolcsonhato fehérjéken keresztiil kialakitott haldzat teszi lehetové azt, hogy a
PP1 a sejtek életében jelentds és sokrétii szerepet toltson be (Ceulemans és mtsai., 2002). A
PP1 szerepét bizonyitottdk mar tobb alapvetd sejtfolyamatban, Gigy, mint a transzkripcio,
transzlacid, a sejtciklus szabalyozéasa, az idegmikodés, kontrakcid, motilitds, receptorok
szabalyozasa, a reprodukci6d és a glikogén anyagcsere. Példaul, az élesztésejtek sejtmagi

Sds22 alegység a PP1 mit6zisban betdltott szerepéhez jarul hozza (Peggie és mtsai., 2002). A
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crcr

1998). A Nek?2 fehérjét a PP1-hez kapcsolddva az interfazisos kromoszomak centroszémaiban
irtdk le (Helps és mtsai., 2000). A GADD34 fehérje a PP1 regulator alegységeként mikodik

az elF2a defoszforilalasa soran (Novoa és mtsai., 2001).

3.6 A PP1 szerepe a glikogén anyagcserében

A glikogén foszforilaz és a foszforilaz kinaz B alegysége volt a PP1 els6ként azonositott
két szubsztratja (Ingebritsen és Cohen, 1983; Lee és mtsai., 1980). A PP1-r6l azdta tudjuk,
hogy regulator alegységeinek segitségével képes kotdédni a glikogén partikulumokhoz, és a

fenti enzimek defoszforilalasaval a glikogén szintézisét segiti el6 (Dombradi és mtsai., 2004).

A protein foszfataz 1 glikogén metabolizmusban betoltott szerepét igazolja a 3. abran
bemutatott glikogénkoté kolcsonhatd partnerek nagy szama iS. Az eukaridtakban azonositott
G (glikogén-kotd) alegységek feladata, hogy a PP1 katalitikus alegységet a glikogénhez
kossék. K6zos jellemzojiik, hogy két konzervalt domént tartalmaznak, az egyikkel a PP1-hez,
a masikkal a glikogénhez képesek kapcsolodni. A PP1c glikogénkotd regulator alegységeivel
képzett holoenzimének alapvetd szerepe van a glikogén anyagcsere szabalyozasaban (Toole

¢s Cohen, 2007).

A human Gy (PPP1R3) alegység elsGsorban a vazizomban és a szivben mutathato ki
(Hubbard ¢és Cohen, 1993). PP1/Gy holoenzim szerepét a glikogén anyagcsere mellett a
sejtosztodas, izomdsszehuzodas és fehérjeszintézis folyamataiban is leirtak. A Gy alegység a
PPlc-t a glikogén partikulumokhoz és a szarkoplazmatikus retikulumhoz horgonyozza,
foszforilacidja szabalyozza a PP1-hez valo kotddését és a holoenzim aktivitasat (Walker és
mtsai., 2000). Tobbféle human rakos sejtvonalban is kimutattak, ahol a Gy, mint lehetséges
tumor szuppresszor lehet jelen (Hayashida és mtsai., 2005). A Gy alegység eltavolitasa
egerekben a glikogén szintetdz €s foszforilaz enzimek hiperfoszforilacidjahoz vezet (Toole és
Cohen, 2007). A G_ (PPP1R3B) alegység elsésorban a majsejtekre jellemz6 glikogénkotd
alegység, de nagy mennyiségben van jelen még a szivben és a vazizomban is. A PP1/G és a
PP1/Gym holoenzimek a glikogén metabolizmusban szerepet jatszo glikogén foszforilaz és
glikogén szintetaz enzimeket egyarant defoszforilaljak. A G alegységet a 2-es tipusu
diabetes-szel is 6sszefliggésbe hoztak (Dunn és mtsai., 2006). Az R5 (PPP1R3C) alegység a

Gi-hez hasonloan a maj és izom sejtekre jellemz6 (Munro és mtsai., 2005). A Gy alegységgel
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ellentétben a szarkoplazmatikus retikulumhoz nem kotddik, ahogyan az R6 alegység sem,
amely az elézbekkel ellentétben széles szovetspecificitassal rendelkezik (Montori-Grau és

mtsai., 2011).

A Regl, Reg2, Gacl, Gipl és Gip2 fehérjék mindegyike a Saccharomyces cerevisiae
egyetlen PPlgéntermékével (Glc7) képesek kolcsonhatni (Cheng és mtsai., 1997;
Ramaswamy ¢s mtsai., 1998; Stuart és mtsai., 1994), és a glikogén anyagcsere mellett olyan
¢lettani folyamatokban is szerepet jatszanak, mint a meiozis (Tu és mtsai., 1996) vagy a

sejtndvekedés (Broach, 2012).

A tovabbiakban a Drosophila glikogén metabolizmus jellemz6it mutatjuk be, ugyanis a
Drosophila glikogénkoto alegységeket ezidaig nem jellemezték, és a modellszervezeten a

homolog fehérjék vizsgalata a huméan modellhez képest egyszertibb.

3.7 A glikogén anyagcsere szabalyozasa Drosophila melanogaster-ben

A Drosophila glikogén anyagcsere foszforilacioval és defoszforilacioval torténd
szabalyozasat a 4. dbra mutatja be az emldsokben leirt mechanizmus alapjan. A glikogén
szintézisét végzo szintetazt (GlyS) tobb kinaz is foszforilalhatja. A foszfatcsoport eltavolitasat
a PP1 végzi, a szintetaz ebben a defoszforilalt allapotban aktiv. A glikogén lebontasat végzé
glikogén foszforilaz (GlyP) enzimet a PP1 inaktivalja, foszforilaciojat a foszforilaz kinaz
(PhK) végzi. A foszforiliz kindz Onmaga is szabalyozhato foszforilacioval: a PKA

foszforilalja és aktivalja, a PP1 pedig defoszforilalja és inaktivalja.
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PKA PhKY (inaktiv)
Pka-C]' Y.z L . L
Pka-C2 Foszforilaz kinaz Protein Kinazok
Pla-C3 PhKy (aktiv)
Ca PROTEIN
FOSZFATAZ 1 o’ (Tt
GIyP (inaktiv) GIyS (inaktiv)
Katalitilus
Glikogén foszforilaz alegységek Glikogén szintetaz
PFP1-87B
: . Pri-9c : ’
s1yP (aktiv GIvS (aktiv
GIyP (aktiv) PP1-96A VS ( )
PPI1-1C
' g
Glikogénkato
Glikogén lebontas alegységek Glikogén szintézis

4. Abra: A protein foszfataz 1 szerepe a Drosophila glikegén anyagcsere
szabalyozasaban

A dominéns izoenzimek nevét vastagon szedtiik. (Kerekes és mtsai., 2014 grafikus
absztrakt alapjan)

A Drosophila glikogén metabolizmus enzimeit, a glikogén foszforilazt (GlyP),
glikogén szintetazt (GlyS) és foszforilaz kinazt (PhK) kordbban biokémiai szempontbdl mar
jellemezték (Dombradi és mtsai.,, 1985, 1986, 1987a, 1987b). Molekularis genetikai
vizsgalatok tartak fel ezen enzimek jelentdségét. A Drosophila GlyP gén csendesitése a
repiilési képesség romlasaban nyilvanul meg, homozigdéta KO mutacidja letalis (Eanes és
mtsai., 2006). A PhK delécidja az anyai és embrionalis expresszié egyiittes csokkentésekor
embriondlis letalitast eredményez, ilyenkor a gasztruldcidé és a mezodermafejlédés sériil. A
csak az embriot érintd expresszio csokkentés izomfejlddési rendellenességben nyilvanul meg
(Bahri és Chia, 1994). A GlyS RNS interferenciaval vald csendesitése szintén letalitast

eredményez (Dietzl és mtsai., 2007).

A Drosophila glikogén anyagcsere enzimeinek defoszforilalasat végzé PPlc-nek 4
izoforméja létezik, ezek a PP1-87B, a PP1-13C, a PP1-96A ¢s a PP1-9C (Dombradi és mtsai.,
1989, 1990, 1993), amiket a kromoszomalis lokalizacio alapjan neveztek el. A négy izoforma
koziil a PP1-87B és a PP1-9C szerepe a legfontosabb. A PP1-9C az emlés PP15/p
homologjanak tekinthetd, a tobbi izoforma pedig a PP1a homoloégnak. A PP1-87B hianya az
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imagokorong ¢és az idegsejtek fejlédési rendellenességei kovetkeztében illetve a sejtciklus
zavara miatt larvastadiumban letalitast eredményez (Axton és mtsai., 1990), emellett
ismeretes a gén kromoszomaszervezddésben és mitdzisban jatszott szerepe is (Dombradi és
mtsai., 1990). A PP1-9C az izomfejlédésben, azon beliil is a repiiléshez sziikséges izmok
milkodésében fontos (Vereshchagina és mtsai.,, 2004; Deak és mtsai., 1982). A mutans
fenotipusabol szarmazik masik elnevezése is: flapwing (flw). A PP1-13C Kkiiitése
baballapotban okoz letalitast (Mummery-Widmer és mtsai., 2009), ez az izoforma az
idegfejlodési folyamatokban fontos, mig a PP1-96A az immunrendszeri folyamatokban

jatszhat szerepet (Cronin és mtsai., 2009).

A 4. abran lathatd, hogy a PPl-nek kozponti, szabdlyozo szerepe lehet a glikogén
anyagcsere enzimeinek regulalasaban, a gylimolcslegyekben is. Az egyes izoformék glikogén
anyagcserében betoltott szerepét viszont eddig még nem vizsgaltdk meg. A foszfataz
aktivitasaért leginkabb felelds PP1-87B katalitikus alegységet érintd mutansok tobbsége
ugyanis letalis (Axton és mtsai., 1990), ami lehetelenné tette a PP1c glikogén anyagcserében

jatszott szerepének kdzvetlen tanulményozasat.

A foszfatazok szerepének feltarasara célszeri megkozelitést jelenthet a glikogénkotd
alegységek tanulmanyozasa. Azonban eddig még nem jellemezték részletesen a PP1
katalitikus alegységének glikogénkotd szabalyozo fehérjéit. A Drosophila genomban talalhato
két gén terméke, a CG9238/Ghs-70E és a CG9619/Gbs-76A (Gbs=glycogen binding subunit)
mutat hasonlosagot a human glikogénkoté alegységekkel (Kokai és mtsai., 2001). A CG9238
génrol kétféle fehérje képzddhet (PA és PB/PC). A Flybase Drosophila adatbazis
(http://flybase.org/reports/FBgn0036428.html) és a mar ismert human glikogénkotd

alegységek szekvenciainak 0sszehasonlitasa nyoman késziilt 5. abra mutatja be a feltételezett
Drosophila glikogénkotd alegységek fehérje szerkezetét, és ezen belill a rendezett és

rendezetlen részeket, valamint josolt PP1¢ kot6 motivumat, illetve glikogénk6té doménjét.
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| RVxF motivum ‘ Glikogénkito domén

Homo sapiens

PPPIR3 (GM) N- ' -C
y 100 aa
PPP1R4(GL)
@ Rendezett szerkezet
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PPPIRS | ﬁ Rendezetlen szerkezet
PPPIRG i
| Drosophila melanogaster
Y.
| CGY238 : Ghs-70E PA
Y A/

| CG9238 : Gbs-70E PB/PC

| CGI619 : Gbs-76A

5. Abra: Human és Drosophila glikogénkoté foszfatiz alegységek osszehasonlitasa
(Kerekes és mtsai., 2014 alapjan)

A szekvencia hasonlosaga mellett ismeretes Volt, hogy a Gbs-76A képes a Drosophila
PPlc minden izoformdjat megkotni (Bennett és mtsai., 2006.), mig a Gbs-70E géntermék
esetében a PP1-87B és a PP1-96A izoformakkal valo kdlcsonhatasrél szamoltak be (Giot és
mtsai., 2003). Azonban a glikogénhez valé kapcsolodasi képességiik vagy a glikogén

metabolizmusban betoltott szerepiik ezidaig nem volt tisztazott.

A Gbs-70E gén glikogén anyagcserétol eltér6 folyamatokban bet6ltott szerepérdl viszont
tobb irodalmi adat is rendelkezésre allt. Nagy Iéptékii genetikai sziirések szerint ezek a
folyamatok az alkoholtolerancia (Kong és mtsai., 2010), mesterséges tauopatia (Shulman and
Feany, 2003; Chen és mtsai., 2007), szaglas alapjan bekovetkezd elkeriilési mechanizmus
(Sambandan és mtsai., 2006), ¢és az élethossz meghatarozasa (Magwire és mtsai., 2010).
Globalis génexpresszios vizsgalatok alapjan az is ismertté valt, hogy a Gbs-70E gén
expresszioja megnd gliikoz adasra (Zinke és mtsai., 2002), alkohol hatdsara (Morozova €s
mtsai., 2006), és paraquat etetésre (Girardot és mtsai., 2004), de csokken pentiléntetrazol
hatasra (Mohammad és mtsai., 2009). A gén fizioldgias jelentségére utal, hogy a Gbs-70E
Caenorhabditis elegans homologjanak (H18N23.2) inaktivalasa embrionalis korban letalis

(Rual és mtsai., 2004). A Gbs-76A gén kilitésekor letalitasrol vagy egyéb fenotipusos
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valtozasrol nem szamoltak be. Részletes vizsgalatra a Gbs-70E gént és termékét valasztottuk,
mivel az eddig rendelkezésre allo, fent emlitett irodalmi adatok soksziniisége arra engedett
kovetkeztetni, hogy ennek a génnek és géntermékeinek jelentdsebb szerepe lehet a

Drosophila életében.

3.8 A fehérjék proteolizise

A proteolizis az egyik legjelentsebb irreverzibilis poszttranszlacidos modositas, amelyet
protedzok végeznek. Tobb mint 11 ezer protedz létezik, amelyeknek més-més a sejten beliili
lokalizacioja, aktivitasanak ideje, szubsztratspecifitasa, és a hasitds mechanizmusa. A
proteazok altal létrehozott proteolizis lehet teljes (degradacid) vagy részleges (limitalt
proteolizis). A degradacié soran a fehérje teljesen elbomlik, ez a jelenség a sejtekben a
megfeleld fehérjeszint fenntartasara és a sziikségtelenné valt vagy rosszul Osszeszerelt
fehérjék eltavolitasara szolgal. Ilyen példaul a lizoszémakban a hidrolazokkal végbemend
bontds. A limitalt proteolizis soran csak bizonyos helyeken bomlik fel a peptidkotés. Ez a
folyamat a sejtekben, mint molekularis kapcsold mechanizmus, célfehérjék aktivalasahoz,
funkciojuk elnyeréséhez elengedhetetlen. Példaul a zimogének aktivalasa hasitdssal,

szignalszekvenciak levagésa révén valosul meg (Paetzel és mtsai., 2002).

A proteazokat tobbféle szempont szerint osztalyozhatjuk. Ha a fehérjén beliili vagas
helyét vessziik figyelembe, endo- és exopeptidazokat kiilonboztethetiink meg. A sejten beliili
vagy kiviili lokalizdcido szerint lehetnek intra- vagy extracellularis peptiddzok. Az
endopeptiddzok tobb mint 90%-at az aktiv helyiikon 1évd csoportok alapjan besorolhatjuk az
alabbi osztalyokba:

e Metalloprotedzok: pl. kollagenazok.

e Szerin protedzok: pl. kimotripszin, tripszin.
e Aszpartil protedzok: pl. pepszin.

e Cisztein proteazok: pl. kalpainok, kaszpazok.

3.8.1 A kalpainok

A kalpainok a papain szupercsaladba tartozd, intracellularis, kalcium filiggd cisztein
proteazok. Szinte minden ¢l6lényben ¢€s szOvettipusban megtaldlhatok. Neutralis pH-n

muikodnek, kalciumion hatasdra N-terminalis doménjiiket autokatalitikusan hasitva
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aktivalédnak. A limitalt proteolizis soran a szubsztrat hasitdsdval annak szerkezetét és
aktivitasat képesek valtoztatni (Friedrich ¢és Bozoky, 2005). Specifitdsuk nehezen
definidlhatd, szubsztratjaikat azok térbeli szerkezete alapjan ismerik fel. Szdmos folyamatban
fontos szerepiik van, ilyen példaul a sejtek migracidja (Huttenlocher ¢és mtsai.,, 1997),
jelatviteli folyamatok, a sejtciklus szabalyozasa, mioblasztok sejtfizidja, a sejtek
morfogenezise, apoptozis, nekrdzis, memoria kialakulasa, vérerek keresztmetszetének

szabalyozasa (Goll és mtsai., 2003).

A human genomban 16 kalpain gén talalhaté (http://calpain.org/overview.rb?cls=

calpain). Szerkezetiik alapjan tipikus és atipikus kalpainok kiilonboztethetk meg. A tipikus
kalpainok 4 doménbdl allnak, mig az atipikus kalpainokban egyes domének hidnyozhatnak
vagy massal helyettesitddnek. Biokémiai aktivitasuk alapjan a legfontosabbak az p (CAPN1)
¢s a m (CAPN2) kalpainok. Az elnevezésiik arra a kalcium koncentraciora utal (mikro illetve
millimol/liter), amely in vitro aktivalasukhoz sziikséges. Ezek egy kis (CAPNSI, 30 kDa) és
egy nagy (CAPNI1 vagy CAPN2, 80 kDa) alegységekbol all6 heterodimereket alkotnak.
Specifikus gatloszeriik a kalpasztatin (Cast). A kis alegység kilitése KO egerekben
embrionalis letalitdst eredményez (Zimmerman és mtsai., 2000). Letalis a CAPN2 nagy
alegység kiiitése is (Dutt és mtsai., 2006). A CAPN1 nem esszencialis, viszont a vérlemezkék

megfeleld miikodésehez sziikséges (Azam és mtsai., 2001).

A Drosophila melanogasterben négy kalpaint kodolé gén van (CalpA, CalpB, CalpC és
CalpD). Ebben a modell organizmusban sem kis kalpain alegység, sem a gatld hatasu
kalpasztatin nem fordul eld. A két legfontosabb proteolitikusan aktiv enzimforma a CalpA és
a CalpB, melyek a human m-kalpainokhoz hasonlé szekvencidval rendelkeznek (Jékely és
Friedrich, 1999). A CalpB minden fejlédési stddiumban jelen van. A CalpA fehérje a
vérsejtekre, valamint az idegrendszeri €s a kozEépbél sejtjeire jellemzd. Protedz aktivitasa csak
az A ¢és B enzimformanak van. A CalpC proteolitikusan inaktiv fehérje, a CalpD (vagy mas
néven sol) pedig feltételezhetden transzkripcios faktorként mikdodik. A négy Drosophila
kalpain gén expressziojanak csokkentése RNS interferencia modszerrel egyik esetben sem

okoz letalitast (Mummery-Widmer és mtsai., 2009).

A kalpainok funkci¢janak vizsgalatara a Drosophila modellszervezet az aktiv izoformak
kis szama miatt alkalmas. Kutatdmunkam soran bekapcsolodtam a CalpA és CalpB gének
mtsai., 2012), és az itt szerzett modszertani ismereteket kamatoztattam a Drosophila PP1

glikogénkotd alegység funkcionalis vizsgalata sordn.
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4. Célkituzések

A Drosophila CG9238/Gbs-70E feltételezett glikogénkotd foszfataz alegység funkcionalis

vizsgalata céljabol a kovetkezd kisérleteket terveztiik:

A Gbs-70E fehérje glikogén- és PPlc koté doménjainak, illetve ezek
miitkodoképességének biokémiai vizsgalata, a PP1c izoformakhoz valo kotddés

esetén a Gbs-70E PPlc aktivitasra kifejtett hatdsanak megallapitasa.

A Gbs-70E gén expresszids mintazatanak feltarasa a Drosophila melanogaster
egyedfejlodése soran és az egyes imago testrészekben, illetve az ortolog gének

expresszios mintazatanak osszehasonlitasa kiilonboz6 Drosophila fajokban.

A fehérje szerepének vizsgalatahoz sziikséges mutansok 1étrehozasa klasszikus
genetikai modszerekkel és a génexpresszio csendesitése RNS interferencia
modszerrel. A Gbs-70E fehérje funkcidjanak meghatarozasa a mutans és

csendesitett torzsek fenotipusanak analizisével.
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5. Anyagok és médszerek

5.1 Anyagok

5.1.1 Drosophila torzsek

Az 1. tablazat tartalmazza a foszfataz vizsgalathoz hasznalt Gsszes Drosophila
melanogaster torzset. A Drosophila torzsek fenntartasat Ashburner (1989) szerint végeztiik.
A szegedi egyiittmiikod6é partnereink illetve a mi laboratériumunk altal eléallitott torzsek

létrehozasa a kovetkezd modon tortént:

del277 és del 81 delécios mutansok létrehozdsa: A deléciés mutansokat a
P{EPgy2}EY10816 P-clem tartalmu inzercios térzsbdl Dr. Paldy Ferencz hozta létre a P-elem
transzpozaz enzim segitségével torténd impreciz kivagasaval (Bellen és mtsai., 2004). A
delécidés mutansokat elsé korben genomi DNS izolalas utan (Gloor és Engels, 1992) az SSE40
¢s 3SE40 primerekkel végzett PCR reakcioval szilirte Ki. Az emlitett primerek a P-elem 2
oldalan helyezkednek el ugy, hogy a PCR reakcidban a vad tipusu torzsbol egy 1125 bp-os
termék keletkezik (az adatokat nem mutatjuk be). A delécios mutansok ennél kisebb méretii
amplikont eredményeznek, vagy nagyméreti delécio esetén nem szolgaltatnak terméket. A
sziirés masodik korében az Oligo4 és Oligo5 primerekkel végeztiink PCR reakciot. (A PCR
reakcid leirdsat részletesen lasd az 5.2.2 Nukleinsav vizsgaldo modszerek cimii fejezetben. Az
oligonukleotidokra vonatkoz6 informacid a 3. tablazatban talalhatd) A PCR termékeket 1%
agardz gélben vizsgaltuk, majd a gélbdl izolaltuk és szekvenalassal azonositottuk a delécid

pontos helyét.

RNSi  torzsek létrehozasa: Az RNS interferenciat az UAS/Gal4 rendszer
felhasznalasaval hoztuk létre muslicakban. Ebben a rendszerben az egyik torzs hordozza a
Gal4 kazettat, amely a Gal4 transzkripcios faktort expresszald genetikai elemet és a hozza
kapcsolt aktiv promoter szekvenciat tartalmazza. A masik torzsben az UAS (upstream
activating sequence) €s a kifejeztetni kivant DNS szekvencia taldlhato. Az utdédokban a Gal4
kazettan 1évé promoter a Gal4 expresszidjat beinditja, a 1étrejové Gal4 fehérje az UAS
régiohoz kotddik, és elindul a mogotte 1évé DNS szakasz atirasa. RNS interferencia esetében
err6l a DNS szakaszrol olyan kétszala RNS jon létre, amely a sejtekben feldarabolodik,

beépiil a RISC komplexbe, processzalodik, majd szekvenciaspecifikusan a megfeleld6 mRNS

crer
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1. Tablazat: A foszfataz vizsgalathoz felhasznalt Drosophila melanogaster torzsek

Rovidités Genotipus Azonositas Szarmazas
w1118 w1118 (stock szama: 5905) ) )
kontroll torzsek Bloomington Drosophila
OreR OregonR (stock szama: 5) ]
Stock Center, Indiana
EP P{EPgy2}EY10816 P-elem inzercios .
University, USA
GT1 P{GT1}CG9238[BG02516] torzsek
del277 P{EPgy2}EY10816/277 delécios MTA SZBK, Genetikai
mutansok Intézet
del81 P{EPgy2}EY10816/81
i49 w1118; P{GD13796}v24149 Vienna Drosophila RNAI
i RNS interferencia )
i50 w1118; P{GD13796}v24150 Center, Ausztria
i responder torzsek
i55 P{KK108355}VIE-260B
y1l w*; P{Act5C- ] )
Act ) ] Bloomington Drosophila
GAL4}25F01/CyO, y+ RNS interferencia )
Stock Center, Indiana
y1 w*; P{w[+mC]=tubP- driver torzsek o
Tub University, USA
GAL4}LL7/TM3, Sb
Ackiod w1118; P{GD13796}v24149 x aktin driverrel
ct-i
Actin5C-Gal4/y+CyO indukalt RNS
) w1118; P{GD13796}v24150 x interferencia
Act-150 )
Actin5C-Gal4/y+CyO torzsek
) w1118; P{GD13796}v24149 x sajat munka
Tub-i24
aTubulin-Gal4/TM3,Sb tubulin driverrel
TUbi50 w1118; P{GD13796}v24150 x indukalt RNS
ub-i
oTubulin-Gal4/TM3,Sb interferencia
) P{KK108355}VIE-260B x torzsek
Tub-i55
aTubulin-Gal4/TM3,Sb

Az RNS interferencia torzsek 1étrehozasahoz az aktin vagy a tubulin promotert tartalmazo
Gal4 altalanos driver (meghajto) torzsekbdl (amiket Dr. Deak Péter biztositott szamunkra)
szliz nostényeket gyljtdttem és a Vienna Drosophila RNAI Center-bdél beszerzett RNAi
»responder” torzsek himjeivel kereszteztem Oket. Ez a két altalanos driver torzs az utddokban
a szervezet minden sejtjében aktivalja az RNS interferenciat 1étrehozo konstrukciot. A kikeld
utodokat a megfelelé marker gének altal eldidézett fenotipusos jegyek (az aktin driver
torzsnél hajlott szarny, a tubulin drivernél rovid hatszérok) alapjan kiilonitettem el a Vienna

Drosophila RNAi Center instrukcioi alapjan (http://stockcenter.vdrc.at/control/main). Az 1.
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tablazatbol lathatd, hogy az altalunk eldallitott RNS interferencia térzsek genetikai hattere
nem azonos, ami szigora Osszevetésiiket korlatozza. A 2. tdblazat mutatja be a tobbi
Drosophila fajt, amelyeket a Gbs-70E ortologok evolucids vizsgalatahoz hasznaltunk. Ezeket
Dr. Ando Istvan (MTA SZBK) bocsajtotta rendelkezésiinkre.

2. Tablazat: A Gbs-70E ortolégok evolicios vizsgalatahoz hasznalt torzsek

Rovidités Név Rendelési szam Szarmazas
D. vir Drosophila virilis 15010-1051.87
D. will Drosophila willistoni 14030-0811.24
i Indiana Drosophila
D. yak Drosophila yakuba 14021-0261.01 )
i _ Species Stock Center, USA
D. eug Drosophila eugacilis 14026-0451.05
D. bia Drosophila biarmipes 14023-0361.11

5.1.2 Vegyszerek

A munkam soran hasznalt vegyszerek nagyrészét a VWR cégtdl szereztiik be. A tobbi
vegyszer forrasa a kovetkezd: desztillalt viz (Teva), EDTA (Scharlau), merkaptoetanol
(AppliChem), BSA, PMSF, szacharoz, akrilamid, izopropil-f-D-tio-galaktopiranozid (Sigma),
MgCl,, MgSO, (Reanal), natrium-dodecil-szulfat, agardz, Triton-X-100, Tween 20 (BioRad),
fenol (Fluka), bromfenol-kék (Spektrum 3D), DTT (Fisher Chemical), dNTP (Promega).

5.1.3 Oligonukleotid primerek

A primereket az Oligo Explorer 1.1.0 szoftver segitségével terveztik (http://oligo-

explorer.software.informer.com/) és az Integrated DNA Technologies cégtdl rendeltik. Az

altalunk hasznalt oligonukleotidok adatait a 3. és 4. tablazat tartalmazza.

3. Tablazat: PCR-hez hasznalt primerek

Megnevezés Szekvencia (5°- 3°) (IQ) Te(ll;ls)ek
5SE40 TCCTCCGATCGGGGCACTT 62 1125
3SE40 GATTTACATATGTCAGGGGAGCAC 63
Oligo4 ACAAAATAAACAGACCGGAATGCC 62 3387
Oligo5 TGAGATGGCACAGGGCGT 29
Gbs-70E 5> ATG-Ndel CCGACATATGGTCAACAACGCCTCGGC 72 997
Gbs-70E 3’ Notl GGGAGCGGCCGCGATTTCACCAATATGGCG 7
Gbs-70E_ATG_Sall GGCAGTCGACTCATGGTCAACGCCTCG 74 997
Gbs-70E_Notl GGGAGCGGCCGCGATTTCACCAATATGGCG 7
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4. Tablazat: A Gbs-70E génexpresszio vizsgalatahoz hasznalt primerek

. i ] . Tm | Termék
Primer név Faj Target Forward primerek (5’- 3) oC (bp)
Gbs-70E1-3 | D.mel | CG9238 | GTTCGTCGTTTTGTGTGTGTGACCAC | 67 | 620, 459
Gbs-70E2-3* | D.mel | CG9238 TCCACCCGTTAGTTTTCTGG 60 175
Gbs-70E3-4* | D. mel | CG9238 GATAGTGACAGCAACGGCG 60 107
Gbs-70E3-6 | D. mel | CG9238 TACAATGACGAGCCCAACAGAG 62 994

Gbs-yakl-3 | Dyak | GE20018 | GTTCGTCGTTTTGTGTGTGTGACCAC | 67 | 589, 468

AFPQO02

Gbs-eugl-3 | D. eug 053901 O GTTCGTCGTTTTGTGCGTGTGACC | 66 | 603, 457
Gbs-bial-3 | D.bia A(F;SDS%ZO GTTCGTGGTTTTGTGCGTGTAACCC | 67 661
Gbs-virl-3 | D.vir | GJ11686 | CTCGTCGTTTTGTTTTGTGCGGTGCTG | 69 | 692

Gbs-wil1-3 | D.wil | GK20414 CCGTCTGCTGTCTTTTCTCTGTG 63 | 776, 468
RpL23 D.mel | CG3661 GTGATGAACTGTGCCGACAA 58 251
RpL23 Q* | D.mel | CG3661 GAACCTGTACGTGATCGCC 60 169

Reverz primerek (5°- 3°)

Gbs-70E1-3 | D. mel | CG9238 CCATTCGCTCCAGGTAACTCCGTC | 67 | 620, 459
Gbs-70E2-3* | D.mel | CG9238 CTGACTGGGACCCTGACC 60 175
Gbs-70E3-4* | D.mel | CG9238 GAGGGTTCGGACATCACAC 60 107
Gbs-70E3-6 | D. mel | CG9238 TCAGGGTGGACCTTATTTGCTG 62 994

Gbs-yak1-3 | D.yak | GE20018 | GACGGAGTTACCTGGAGCGAATGG | 67 | 589,468

AFPQ020

Gbs-eugl-3 | D.eug 055?9 1 CCATACGCTCCAGGTAACTCCTAC | 66 | 603,457
Gbs-bial-3 | D.hia AESES%ZO GGCAGGATTTGCGGCTGAGACAG 67 661
Gbs-virl-3 | D.vir | GJ11686 | GGCTGAGGCACGATTTGGGCTGTG | 69 692

Gbs-wil1-3 | D.wil | GK20414 | CCTCGGCTCCATTATTCAATCAAC | 63 | 776, 468
Gbs-76A1-2 | D.mel | CG9619 | ATCATTCCTGCTTTCCTCTGGTGATC | 66 891
RpL23 D.mel | CG3661 CCTTCATTTCGCCCTTGTTG 58 251
RpL23Q* | D.mel | CG3661 CCTCCTCCTGAACGGTTTG 60 169

A*-gal jelolt primereket Q-PCR-hez haszndltuk

5.1.4 Antitestek

A 5. tablazatban feltiintetett antitesteket az ott feltiintetett higitasban hasznaltuk, és a

megadott gyartoktol szereztiik be a megadott kataléguszam alapjan. A dolgozatban az a-

jelolést az antitest roviditésére hasznaltuk.
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5. Tablazat: A munkank soran felhasznalt kereskedelmi antitestek

Megnevezés Higitas Gyarto Katalégusszam
a-PP1p 1:200 Santa Cruz sc-6106
a-PP1lc 1:1000 Santa Cruz SC-7482
a-rabbit 1:5000 Sigma A-0545
a-goat 1:2000 Sigma A-5420

a -anti-mouse 1:10000 Sigma-Aldrich A-9044

Az o-GST (1:2000) antitestet Dr. Farkas Ilona készitette ¢&s bocsajtotta
rendelkezésiinkre. Az a-Gbs-70E elballitasat Dr. Kokai Endrével végeztiik az alabbiak
szerint: 250 mg tisztitott rekombinans 6xHis/Gbs-70E fehérjét (lasd: 5.2.3 fejezet) 50 viv %
Complete Freund Adjuvant (Calbiochem) jelenlétében nyulakba injektaltunk. A masodik és
negyedik hét utan megismételtiik az injektalast ugyanennyi fehérjével. 10 nappal az utolsod
injektalds utdn a nyulakat kivéreztettilk, az antitestet tartalmazd vérsavot Osszegytijtottiik.
Kontroll savoként az immunizalds eldtt levett vért hasznaltuk. Az allatkisérletek a Debreceni
Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsag (Institutional Ethics Committee) (7/2010 DE
MAB) engedélyével végeztik. A vérsavd antitesttartalmat 6xHis/Gbs-70E rekombinans
fehérjét tartalmazd mintaval, Dot blot és Western blot kisérletben vizsgaltuk (az

eredményeket nem mutatjuk be; Harlow és Lane, 1988).

A GDbs-70E elleni antitest a rekombinans fehérje ellen 1:1000 koncentracioban jol
mikodott, azonban a del81-es delécidos mutans esetében, amely majdnem nullmutéans torzs, a
kontroll torzzsel megegyezd mennyiségli kb. 40 kDa méretli fehérjét detektalt. Ezért azt
gondoljuk, hogy az antitest a Gbs-70E fehérje ellen nem teljesen specifikus. Ezt megerdsitette
a rekombinans 6xHis/Gbs-70E fehérje tomegspektrometrias analizise (MTA SZBK
Proteomikai Kutatdcsoport), amely az immunizéldshoz hasznélt fehérjemintdban bakterialis
szennyezést (bakteridlis elongacios faktor Tu-Ts komplex) taldlt, igy a vérsavoban a
szennyezd fehérje ellen is képzddhettek ellenanyagok. Tehat a Gbs-70E antitest nem
tekinthetd specifikusnak, ezért csak az immunprecipitaci6 modszernél (lasd: 5.2.4)
hasznaltuk, ahol a PPlc-vel valo kolcsonhatast vizsgalva feltételeztiik, hogy a szennyezd

fehérje és a PP1c kozotti kdlesonhatas valoszintisége elhanyagolhat6.
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5.1.5 Taptalajok

LB tapfolyadék (Luria-Bertani): 10 g tripton, 5 g élesztd kivonat, 10 g NaCl 1 literhez,
pH 7.,0. LB agarhoz: ugyanez, 1,5% agarral kiegészitve.

SOC: 20 g tripton, 2 g ¢éleszt6 kivonat, 10 mg MgCl,, 10 mg MgSO,, 20 mM gliikdz,
0,6 g NaCl 1 literhez, pH 7,0.

Muslica taptalaj: 76 g kukoricaliszt, 41 g élesztd, 72 g cukor, 24 g gliikoz, 0,5 g CaCly,
9 g agar-agar, 2 g Nipagin 1 literhez.

Fekete muslica taptalaj: 4,5 dkg agar-agar 1,5 liter vizben fézéssel feloldva; 500 ml
almalé 5 dkg cukorral felforralva; 6sszedntés utan " evOkanal aktiv szénnel és 3 g

nipaginnal kiegészitve.

5.1.6 Oldatok, pufferek

10x PBS: 35,6 g Na;HPO,, 61,5 g NaCl 1 literre, pH 7,4.

DNS mintapuffer: 10x TAE puffer, 66,6 % szacharéz, 0,416 % bromfenolkék.

TAE puffer: 40 mM Tris, 20 mM ecetsav, 1 mM EDTA, pH 8,0.

SDS gél: Also gél: 2,5 ml also gél puffer (1,5 M Tris-HCI, 0,4 % SDS, pH 8,8); 3,3 ml
30 % akrilamid és 0,8 % bis-akrilamid tartalmt torzsoldat; 4 ml deszt. viz, 8 ul
TEMED, 100 ul 10 % AMPER. Felsd gél: 0,38 ml felsé gél puffer (0,5 M Tris, 0.4 %
SDS, pH 6,8); 0,5 ml 30 % akrilamid és 0,8 % bis-akrilamid tartalmu torzsoldat; 2,1
ml deszt. viz, 3 ul TEMED, 30 pul 10 % AMPER.

10x SDS futtatopuffer: 144,1 g glicin, 30,3 g Tris-HCI, 10 g SDS, desztillalt viz.

2x SDS mintapuffer: 0,124 M Tris-HC, 20 % glicerol, 4 % SDS, 40 mM DTT, 0,004
% bromfenolkék, pH 6,8.

Transzfer puffer: 150 ml 5x transzfer puffer (15,5 g Tris-HCI, 72,05 g glicin 1

literhez), 150 ml metanol, 450 ml desztillalt viz.
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5.2 Modszerek

5.2.1 Maoddszertani el6zmények

Korabbi munkank soran a Drosophila kalpainok funkcionalis vizsgalatara
kidolgoztunk egy kutatasi stratégiat, amit a foszfataz alegységek tanulmanyozasaban is
felhasznaltunk. Kordbban, a Dr. Paldy Ferencz (SZBK, MTA, Genetikai Intézet) altal
l1étrehozott CalpA transzheterozigéta és CalpB deléciés mutansok validalasara RT-PCR és
Western blot kisérleteket végeztiink. Ezekben a kisérletekben az alabbi primereket hasznaltuk
(CalpA_For: ACAATATTGAACAGCTGCCTG, CalpA_Rev: TTCTGGTGAGCTATC
ACTCC; CalpB_For: TTTATACAGAACGCGCAAGG, CalpB_Rev: CTTCCAGAACA
TGTGGATCC) RT-PCR reakciokban az 5.2.2 Nukleinsav vizsgald modszerek cimil
fejezetben leirtak szerint. A Western blottokat a megfelelé antitestekkel (a-CalpA (1:2000)
illetve a-CalpB (1:1000)) végeztiik az 5.2.4 Immunoldgiai moédszerek cimi fejezet leirasa
alapjan. Ezeknek az altalunk végzett vizsgalatoknak az eredményei (Kokai és mtsai., 2012)

Dr. Paldy Ferencz PhD értekezésében keriiltek bemutatasra.

5.2.2 Nukleinsav vizsgalo médszerek

A nukleinsav izolaldshoz hasznalt mintak. A Drosophila w1118 embrio, larva, bab, him és
ndstény muslica fejlédési allapotokbol Gsszegylijtott mintakat fagyaszott allapotban a MTA
SZBK Genetikai Intézetbdl kaptuk. Az imago testrészek elkiilonitése érdekében a ndstényeket
CO, gazzal altattuk, majd az ovarium ¢és fej eltavolitasa utdn azokat és a test megmaradt
részeit PBS-ben mostuk, majd folyékony nitrogénben azonnal fagyasztottuk. A tobbi esetben
a felnétt legyeket (20-30 db) Eppendorf csdbe Osszegytijtottik, majd ezutan CO, gazzal
altattuk el, és folyékony nitrogénben fagyasztottuk.

Genomi DNS izolalds. A genomi DNS kinyerését Ashburner (1989), illetve egy 1égybdl
végzett DNS izolalas esetén Gloor és Engels (1992) alapjan végeztiik.

Teljes RNS izoldlasa. Homogenizald palca segitségével TRIzol reagensben (Life
Technologies) lizaltuk a mintakat, majd a gyartd ajanlasa szerint izolaltuk az RNS-t, amit
végiil DEPC-es steril vizben oldottunk fel.

DNaz kezelés. Az RNS tisztitds sordn a mintdban maradt DNS szennyezést RNase free
DNase (Promega) segitségével tavolitottuk el a gyarto utasitasai szerint.

Koncentraciomérés. A DNS és RNS koncentraciéo meghatarozasa NanoDrop 1000 UV/Vis

spectrophotometer (Thermo Scientific) segitségével tortént.
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Komplementer DNS készitése. cDNS szintézise RNS templatrol M-MLV RT enzim ¢és
oligo(dT) felhasznélasaval (Promega) tortént a gyartd utasitasai szerint.

PCR és reverz transzkripcios PCR. A PCR és RT-PCR reakcidkat a Recombinant Taq
DNA Polymerase (Thermo Scientific, Fermentas) felhasznalasaval végeztik a gyarto
utasitasai szerint Eppendorf Mastercycler PCR késziilékben, majd a PCR termékeket agardz
gélelektroforézissel 1 % agardz gélen vizsgaltuk. A géleket GelRed-del (Biotium) festettiik és
FluorChem FC2 Imaging System késziilékkel fotoztuk.

Kvantitativ. PCR. A Q-PCR reakciot FastStart SYBR Green Master Mix (Roche)
felhasznalasaval végeztilk a gyartd instrukcidi alapjan, Roche LightCycler 480 Instrument
késziilékben.

DNS tisztitasa agaroz gelbol. A DNS-t 1 % agardz gélben futtattuk 1 kb DNA Standard
(Invitrogen), vagy 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific, Fermentas) mellett, majd a gélbél
kivagtuk a megfelelé savot és a benne 1évé DNS-t QIAquick PCR Purification Kit-tel
(Qiagen) tisztitottuk a gyartd utasitasai szerint.

Restrikcios emésztés. A klonozéassal elkészitett konstruktokat a plazmid térképnek
megfeleld restrikcios enzimekkel (Promega) hasitottuk a gyartd utasitasai szerint, majd 1 %
agar6z gélben futtatva tanulményoztuk.

Ligalas. Az emésztett vektort és PCR terméket T4 ligazzal (Promega) ligaltuk a gyarto
utasitisai szerint.

Transzformdalas. Plazmidok, ligalasi elegyek E.coli BLR vagy DH5a kompetens sejtbe
valo juttatasdhoz a transzformalando elegyet 50 pl kompetens sejthez mértiik, majd 45 percig
jégen tartottuk. Ezutan 42°C-on 2 percig hdsokkoltuk, majd 2 percig ujra jégen tartottuk az
elegyeket. Majd 200 pl SOC tapfolyadékkal kiegészitve 1 oraig 37°C-on 180 rpm-mel
razattuk, ezutan a vektornak megfeleld antibiotikumot tartalmazé LB agar lemezre
szélesztettiik, amit egy éjszakan at 37°C-on inkubaltunk.

Plazmid DNS izoladlas. Egy éjszakan at, 37°C-on 200 rpm razatassal inkubalt, 5 ml LB +
megfeleld antibiotikum taptalajban felnovesztett baktériumtenyészetbdl preparaltuk a plazmid
DNS-t Qiagen Plasmid Mini Kit felhasznalasaval a gyart6 utasitdsai szerint.

DNS szekvendlas. Sanger €s mtsai., (1997) szerint tortént az UD-Genomed Kft-nél.
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5.2.3 Fehérje munkak

Rekombindns fehérje termeltetése: GSTIGbs-70E fehérje 1étrehozasahoz a Gbs-70E
legrovidebb transzkriptjének cDNS-ét (RE56341, Drosophila Genomics Resource Center,
Indiana University, Bloomington) pGEX-5x-1 plazmidba (GE Healthcare) klonoztuk a
kovetkez6 modon. Elészor a RE56341 c¢DNS-t Gbs-70E ATG_Sall és Gbs-70E_Not |
primerekkel amplifikdltuk PCR reakcioban. A PCR terméket agar6z gélben futtatva
ellendriztiik és g€lbal tisztitottuk, ezutdn a pGEX-5x-1 vektort és a tisztitott PCR terméket
Sall és Notl enzimekkel (Promega) emésztettiik. Az emésztett termékeket agar6z gélben
futtattuk ¢és tisztitottuk, majd a cDNS-t a plazmidba ligaltuk. 6xHis/Gbs-70E fehérje
létrehozasahoz a Gbs-70E cDNS-t pET-28a vektorba (Novagen) klonoztuk. Az eljarést a
RE56341 cDNS pGEX-5x-1 vektorba valo klonozasanal leirtak megfeleléen végeztiik, azzal a
kivétellel, hogy a PCR reakciohoz hasznalt primerek a Gbs-70E ATG_Ndel és a Gbs-
70E_Notl voltak. A pET-28a - Gbs-70E konstruktot Dr. Kokai Endre allitotta eld. A ligalasi
elegyet E.coli DH5a kompetens sejtbe transzformaltuk. A 1étrejott telepeket LB és 10 pug/ml
ampicillin - (pGEX-5x-1 esetében) vagy kanamicin (pET-28a esetében) tartalmu
tapfolyadékban felnovesztettiik, majd ezutdn plazmidot preparaltunk, amelyet restrikcios
analizissel és DNS szekvenalassal ellendriztiink. A kivalasztott konstruktot fehérje expresszio
céljabol E.coli BLR torzsbe transzformaltuk. Az expressziohoz egy baktérium koloniat
novesztettiink 37°C-on 16 6rdig 5 ml LB tapfolyadékban, antibiotikum jelenlétében. Masnap
100 ml antibiotikumot tartalmazé LB tapfolyadékban folytattuk tovabb a sejtek ndvesztését
ODgw=0,6-ig. 0,8 mM (pGEX-5x-1) vagy 04 mM (pET-28a) izopropil-B-D-
tiogalaktopiranoziddal (IPTG) indukaltuk a fehérje expresszidjat és ezutan még 3,5 Oraig

37°C-on inkubdaltuk a tenyészeteket, majd a sejteket centrifugalassal 6sszegyiijtottiik.

A GST/Gbs-70E esetében MagneGST Protein Purification System (Promega)
segitségével tisztitottuk a rekombinans fehérjét a gyartd utasitasai szerint. A fehérjemintakat
10 %-os gélen SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel (Laemmli, 1970) vizsgaltuk. A mintak
fehérje tartalmanak mérése Bradford (1976) szerint tortént, referenciaoldatként BSA-t
hasznaltunk. A 6. abran a tisztitas 1épéseibdl készitett mintdk SDS gélelektroforézis képét

mutatjuk be. Az eluatum mintaban lathato a kb. 70 kDa méretti GST/Gbs-70E.
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6. Abra: GST/Gbs-70E rekombinans fehérje tisztitasa

A pGEX-5X-1 — Gbs-70E konstruktrol E. coli-ban termeltetett GST/Gbs-70E
rekombindns fehérje tisztitdsdnak mintai, 10 % SDS poliakrilamid gélen elvalasztva. A
fehérje tisztitaisa MageGST kit segitségével tortént. St=standard, Page Ruler el6festett
standard.

6xHis/Gbs-70E rekombinans fehérje esetében Ni-NTA Agardz oszlopon (Qiagen)
tisztitottuk a rekombinans fehérjét a gyartd utasitasai szerint. Mivel a 6xHis/Gbs-70E fehérje
inklazios testekben van jelen a baktériumsejtekben, ezért 6 M guanidin-HCI-t alkalmaztunk a
feltarashoz. A renaturaciot 25 mM Tris-HCI pH 7,2, 250 mM NacCl, 0,1% Tween-20, 0,4 % B-
merkaptoetanol Osszetételli (Berndt és Cohen, 1990) pufferben végeztiik. Az elualashoz 100
¢s 200 mM imidazol koncentracidt hasznéltunk. A tovabbi kisérletekben, amelyekhez a
6xHis/Gbs-70E rekombinans fehérjét hasznaltunk, a 100 és 200 mM imidazollal elualt
mintakat egyarant felhasznaltuk. Az eludtumokat 10 % SDS gélen futtattuk meg. A 7. dbran
lathatdo a 6xHis/Gbs-70E rekombinans fehérje tisztitdsdval kapott eludtumok SDS
gélelektorforézissel kapott képe, a kb. 43 kDa méretii 6xHis/Gbs-70E rekombindns fehérjével.

Imidazol koncentracio

kDa St 100 mM 200 mM

7. Abra: 6xHis/Gbs-70E rekombinans fehérje tisztitisa

A PpET-28a — Gbs-70E konstruktrol E. coli-ban termeltetett 6xHis/Gbs-70E
rekombinans fehérje tisztitdsdnak eluatumai lathatok, 10 % SDS poliakrilamid gélen
elvalasztva. A tisztdshoz Ni-Agardéz gyantat, az elualashoz 100 ¢s 200 mM imidazol
koncentraciot hasznaltunk. St = Page Ruler eléfestett standard.
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5.2.4 Immunoldgiai modszerek

Western blot. Az SDS mintapufferrel és DTT-vel megf6zott fehérjemintakat 10 %-0s
SDS poliakrilamid gélen (Laemli, 1970) futtattuk meg PageRuler Prestained Protein Ladder
(Thermo Scientific, Fermentas), vagy Spectra Multicolor Broad Range (Thermo Scientific)
fehérjelétra mellett, majd nitrocelluléz membranra (Amersham Hybond-ECL) blottoltuk at
Bio-Rad elektroforézis és transzfer késziilékkel (Harlow és Lane, 1988). A membranok
blokkolasat 1 6ran at TBST-ben (10 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NacCl, 0,05% Tween 20)
oldott 5% tejpor oldatban végeztiik, majd az antitesteket is ebben oldottuk be. 4°C-on egy
¢jszakan at inkubaltuk a membranokat az elsddleges antitestekkel, masnap pedig haromszor
10 percig mostuk TBST-vel. A masodlagos antitesteket szintén a TBST-ben oldott 5%-0s
tejpor oldatban higitottuk. Szobahén 1 o6raig razattuk a membranokat a masodlagos antitest
oldatdban, majd 2x 10 percig mostuk TBST-vel, majd 10 percig TBS-sel (10 mM Tris-HCI
pH 7.5; 150 mM NaCl). A fehérjéket SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate
reagenssel vizualizaltuk Alpha Innotech késziilékkel (néhany esetben Agfa rontgenfilmet
hasznaltunk az adatok rogzitésére).

Pull down. Drosophila melanogaster w1118 torzsbél szarmazo 60 mg embriot 1 ml
lizispufferben (20 mM Tris-HCI pH 6,8; 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1 % Triton-X-100,
0,01 % merkaptoetanol) homogenizalé palcaval lizaltunk. A lizdtumot ezutan 3x30
masodpercig szonikaltuk jégen, majd 4°C-on 10 percig 10000 g-vel centrifugaltuk. A pelletet
eldobtuk, mig a feliiliszot tiszta Eppendorf csébe vittiik at. Ekdzben 4°C-on 1 6ran keresztiil
lizispufferrel ekvilibralt Ni-agar6z gyantaval (Qiagen) és 500 ml lizis pufferrel, majd 4 °C-on,
5 percig 10000 g-vel centrifugaltuk. Ezutan az igy Ni-agar6z gyantara kikotott rekombinans
fehérjét 500 pl embrid lizatummal 4°C-on egy éjszakan at inkubaltuk, majd 4°C-on 10 percig
10000 g-vel centrifugaltuk. Negativ kontrollként olyan Ni-agardéz gyantdt hasznaltunk,
amelyre nem kotottiink ki rekombinans fehérjét, de a fehérjét tartalmazé gyantdhoz hasonléan
kezeltiink. Az 6sszegytijtott gyantat haromszor 500 ul lizispufferrel mostuk. A mintakat 2x
SDS mintapufferrel és késhegynyi DTT-vel 10 percig foztiik, majd Western blottal vizsgaltuk.

Immunprecipitacié. 500 ml lizis pufferben (20 mM Tris-HCI pH 7,5; 50 mM NaCl, 2 mM
EDTA, 1% Triton-X-100, 0,01% p-merkaptoetanol, frissen hozzaadva:1x Protease Inhibitor
Coctail (Roche)) homogenizaltunk 100 mg Drosophila w1118 torzsbodl dsszegyiijtott embriot
homogenizald palcaval, majd centrifugaltuk 4 °C-on 10 percig, 10000 g-vel. A pelletet

eldobtuk, mig a feliiliszot 100 ml, lizispufferrel ekvilibralt Protein-A-agar6zon (Sigma)
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eldtisztitottuk ugy, hogy 4 °C-on 5 o6raig forgattuk a mintat. Ezutan 4 °C-on 10 perces, 10000
g-s centrifugalassal Gsszegyljtottiik a gyantat. Ekozben egy oran keresztiil 100 ul 0,9 mg/ml
agardzra. Haromszor 500 pul lizispufferrel mostuk a mintat, majd centrifugalassal
Osszegyujtottiik (3 perc, 4 °C, 3000 g). Az elétisztitott lizatumot és a gyantat, amelyre Gbs-
70E antitestet kotottiink, egy éjszakan at 4°C-on inkubaltuk forgatassal. Masnap a mintat
centrifugaltuk 4°C-on 5 percig 10000 g-vel, majd az &sszegyijtott gyantat haromszor 500 ul
lizispuferrel mostuk. A mintakhoz 50 pl 2x SDS mintapuffert adtunk, késhegynyi DTT-vel 10

percig foztiik, majd Western blott mddszerrel vizsgaltuk.

5.2.5 Biokémiai mérések

Szedimentdcios vizsgalat. 500 pl 17,6 %-os glikogént (Sigma) inkubaltunk 300 pl 0,65
mg/ml-es GST/Gbs-70E rekombinans fehérjével 1200 ul pufferben (10 mM Tris-HCI, 1 mM
B-merkaptoetanol, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA, pH 7,5, frissen hozzaadva: 1x Protease
Inhibitor Coctail (Roche)) 2 oran keresztiil 4 °C-on forgatassal. Majd 3 ml puffer
hozzéadasaval az igy 5 ml térfogati mintat egy 10 ml-es centrifugacsében 5 ml 0,25 M
szachar6z oldatra rétegeztiik. A mintat Beckman L7-55 centrifugaban, 90 percig 100000 g-vel
végzett ultracentrifugalassal valasztottuk szét pellet és feliiluszo részre. A kisérlethez
kontrolként egy masik GST cimkével rendelkezd fehérjét hasznaltunk, a GST/TIMAP
rekombinans fehérjét (Boratkd és mtsai., 2013). A feliiluszokbdl és pelletbdl vett mintakat 2x

SDS mintapufferrel és késhegynyi DTT-vel 10 percig foztiik, majd Western blottal vizsgaltuk.

Foszfataz aktivitasmérés. Tisztitott nyal vazizom PPlc aktivitasat 32p-foszforilaz vagy
%2p_miozin konnyli lanc szubsztratokkal Kiss €és mitsai. (2012) szerint hatdroztuk meg,
rekombinans GST/Gbs-70E fehérje jelenlétében. Kontrollként rekombinans GST fehérjét
hasznaltunk, amit Dr. Farkas Ilona bocséjtott rendelkezésiinkre.

Glikogéntartalom mérése. A glikogénszint meghatarozasa fenol-kénsavas méréssel tortént

Lo és mtsai. (1970) szerint.

5.2.6 Bioldgiai vizsgalatok
Eleszt6 kéthibrid kisérlet. A varhaté kolcsonhatas a pACT vektor GAL4 aktivalé domén
¢s a pGBKT?7 csalivektor GAL4 DNS koté domén segitségével detektalhato. A csali vektor
elkészités¢hez pGBKT7 vektorba klonoztuk a Gbs-70E RA cDNS-ét (RE56341). A ¢cDNS

klont Gbs-70E 5° ATG-Ndel és Gbs-70E 3’ Notl primerekkel PCR reakcidval amplifikaltuk.
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Dr. Dainmark Bennett-tél kaptuk meg a 4 darab Drosophila PP1C izoforma cDNS-ét
tartalmazd pACT vektorban 1évé konstruktot (Bennett és Alphey, 2007). A csalivektort a
PP1lc cDNS-eket tartalmazéd konstruktokkal kotranszformdltuk paronként PJ-69-4A
¢lesztosejtekbe, majd Gietz és mtsai. (1997) protokollja szerint komplett szintetikus taptalajon
(SD) novesztettiik 6ket 15 mM 3-amido-1,2,4-triazol jelenlétében. A kisérlethez negativ
kontrollként PPY-pGBKT7 ¢és MYPT-75D-pACT (Vereshchagina ¢s mtsai., 2004)
konstruktokat kotranszformaltunk, mig pozitiv kontrollként a PPYRI-pGADT7 és PPY-
pGBKT7 (Kokai ¢és mtsai., 2006) konstruktokat hasznaltunk. A kotranszformans
¢lesztételepekben a fehérjék kolcsonhatasanak kvantitalasat galaktozidaz aktivitasméréssel
végeztik. A B-galaktoziddz aktivitasat (Gietz és mtsai., 1997) kolorimetrids méréssel mértiik,

5-bromo-4-kloro-indolil B-D galaktopiranozidaz szubsztrattal (Sigma).

Elethossz meghatdrozas. a vizsgalt torzseket 25°C-on allandé paratartalom mellett
tartottuk fenn, 20 darab Drosophila/csé stirliséggel. Hetente haromszor raztuk at 6ket friss
taptalajra és a doglott allatok szamat feljegyeztiik mindaddig, amig mindegyik el nem pusztult
(Hsiu-Yu és Pfleger, 2013). Torzsenként 10-17 cs6vel végeztiik a kisérletet.

Termékenységi vizsgalat. fekete taptalajon genotipusonként 2 darab 1-2 napos ndstényt és
2 him muslicét tartottunk 25°C-on, 4llandé paratartalom mellett kozds csében, majd 4 nap
mulva megszamoltuk a petéket. Torzsenként 8-10 parhuzamos kisérletet végeztiink.

Eletképességi vizsgalat. kisérletenként 100 darab petét helyeztiink ki 4ltalinos muslica

taptalajra, majd a kikelt feln6tt muslicakat szamoltuk meg 6-7 parhuzamos kisérletben.

5.2.7 Bioinformatikai analizis

A fehérjék szekvencigjat az http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ adatbazisbol toltottik le, és a

Clustal W programmal hasonlitottuk 6ssze (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Az

RVxF motivumot Ceulemans és Bollen, 2006. alapjan emeltiik ki, mig a glikogénkotd

motivumot http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?uid=pfam03370 alapjan

azonositottuk. = A rendezett és rendezetlen szerkezetek meghatarozasdhoz a

http://anchor.enzim.hu/ programot hasznaltuk. A Drosophila Gbs-70E ortolégok torzsfajat a

Mega5.2 program alapjan készitettiik. Az alapvetd statisztikai vizsgalatok elvégzéséhez
(atlag, szoras és kozépértékszoras szamitas) a Microsoft Office Excel programjat hasznaltuk.
Az ANOVA analizishez (Bonferroni mddszer), és a paros T-teszthez a GraphPad Prism 4
szoftvert hasznaltuk (GraphPad Software Inc.).
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6. Eredmények

6.1 Glikogénkoto foszfataz alegységek jellemzése

A Flybase internetes Drosophila adatbazisbol elérheté adatok alapjan szekvencia
homologia kereséssel azonositottunk két feltételezett glikogénkotd PP1 alegységet (Kokai és
mtsai., 2001). Ezek a Celera Genom kodja CG9238 ¢s CG9619. A CG9619 gént a géntermék
konzervalt fehérje szerkezete, foszfatdz kotd képessége és a gén kromoszomalis lokalizacidja
alapjan Gbs-76A (glycogen binding subunit, a 76A kromoszomalis régioban) névvel lattak el
(Bennett ¢és mtsai.,, 2006). Hasonlé meggondolasok alapjan a CG9238-t Gbs-70E-nek
neveztiik (Kerekes és mtsai., 2014). Az Irodalmi bevezetésben ismertetett meggondolasok
alapjan a Gbs-70E alegységet valasztottuk részletes vizsgalataink targyaul. A 8. abran lathato

a Gbs-70E gén szerkezete és transzkriptumai.

El Ez E3 E4 E5 Eﬁ
S, 39
Gbs-70E RA

Gbs-70ERB. = =

Gbs-70E RC | =

L RA 459bp J — 1kbp
RB/RC 620bp

8. Abra: A Gbs-70E gén RA, RB, és RC jelii transzkriptumai

Az E1-E6 exonokat vastag sdvok mutatjdk. A fekete vonal abrazolja az intronokat. Sarga
szinliek az mRNS atir6do részei, sziirke szinliek a nem atird6do részek. Az abran lathatoéak a
Gbs-70E1-3 primerek (4. tablazat) kotéhelyei és a varhatdo PCR termékek mérete is.

A Gbs-70E Drosophila melanogaster gén a Flybase internetes Drosophila adatbazis

(http://flybase.org/cqi-bin/gbrowse2/dmel/?Search=1:name=FBgn0036428) informacioi

szerint 6 exonbdl all, és harom mRNS (réviden RA, RB és RC) képzbédhet a génrdl. Lathato,
hogy az RB ¢s RC transzkriptumok alternativ poliadenilacios szignal hasznalata miatt csak az
at nem irodo részekben kiilonboznek (az RC transzkriptumban 6-os exon 109 bazisparral
hosszabb), igy roluk azonos hosszisagu fehérje képzédik (PB/PC). Az RA transzkript a
legrovidebb mRNS, ebbdl az alternativ splice varidnsbol a 2-es exon teljes egészében
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hianyzik, ezért beldle egy rovidebb, PA jelt fehérje képzddhet (lasd 5. abra). A munkank
elvégzése idején kereskedelmi forgalomban csak az RA mRNS-nek megfeleld ¢cDNS volt
hozzaférhet6 (RES56345, Drosophila Genomics Resource Center, Indiana University,
Bloomington), igy a rekombinans Gbs-70E fehérje 1étrehozasahoz ezt hasznaltuk fel. Tehat
azok a kisérleteink, amelyekhez rekombindns fehérjét hasznaltunk, a PA izoformaval
késziiltek. Ez az izoforma ugyanugy tartalmazza a konzervalt glikogénkotd és foszfatazkotod
motivumokat, mint a PB/PC fehérje (5. abra), igy feltételeztiik, hogy a PA-val kapott

biokémiai adataink a hosszabb izoformara is érvényesek.

6.2 A Drosophila Gbs-70E biokémiai vizsgalata

A Gbs-70E feltételezett PP1 glikogénkoté alegység konzervalt glikogénkotd és PP1c kotd
doménnel rendelkezik (5. abra). Vizsgalatainkat a konzervalt fehérje régiok funkciojanak
ellendrzésével kezdtik. Elészor a Gbs-70E és a Drosophila PPlc izoformak kozotti

kolesonhatést vizsgaltuk meg tobb modszerrel.

6.2.1 Fehérje kolcsonhatasok kimutatasa éleszté kéthibrid kisérletekkel

Elesztd kéthibrid kisérletben vizsgaltuk a Drosophila PP1 izoforméak (PP1-96A, PP1-
87B, PP1-9C, PP1-13C) és a Gbs-70E feltételezett glikogénkdtd alegység kolcsonhatasat. Az
emlitett fehérjéket kodolo cDNS-t tartalmazd plazmidokat péaronként kotranszformaltuk
Saccharomices cerevisiae sejtekbe. Az éleszté kéthibrid kisérletben a pACT plazmid
tartalmazta a foszfataz katalitikus alegységeket és a hozzajuk kapcsolédd GAL4 aktivalo
domént, mig a pGBKT7 plazmid a Gbs-70E PA proteint a GAL4 k&6té doménnel. A domének
a cDNS-rdl atirodo fehérjékkel fuzios fehérjeként expresszalodtak az élesztd sejtekben, és a
kérdéses fehérjek kolcsonhatasa a GAL4 rendszer elemeit (k6td és aktivald domén) fizikai
kozelségbe hozta egymassal és kozosen aktivalta a kolcsonhatas hianyaban egyébként nem
aktiv HIS3, LacZ, és ADE2 riportergének expresszidjat. Az élesztd sejtek ekkor képesek
voltak novekedni annak ellenére, hogy a szelekcios SD taptalajbol hianyzott a hisztidin és
adenin is. A felnovekve sejtek béta-galaktozidaz aktivitassal is rendelkeztek, ami az enzim
szubsztratja, a 3-amido-1,2,4-triazol jelenlétében kék-fehér szinszelekciora és kvantitativ

meghatarozasra adott lehetdséget (Gietz és mtsai., 1997). A 9. dbran bemutatott éleszto-
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kéthibrid kisérletet Dr. Kokai Endre végezte. A foszfataz izoenzimek cDNS-ét tartalmazé
pACT vektorokat Dr. Daimark Bennett-tdl kaptuk. Kisérletiinkben a szelekcios taptalajon
valé novekedés és a béta-galaktozidaz aktivitds megjelenése egyarant a PP1 izoformak és a
Gbs-70E fehérjék kolcsonhatasat mutatjak (9. A abra). Az ellenérzé kisérletekhez pozitiv
kontrollként PPY-pGBKT7 ¢és PPYRI-pGADT7 kotranszformanst hasznaltunk. A PPY
foszfataz és a PPYR1 fehérje kolcsonhatasat korabban mar bebizonyitottuk (Kokai és mtsai.,
2006). Negativ kontrollként pedig PPY-pGBKT7 és MYPT-75D-pACT kotranszformanst

hasznaltunk, amelyek bizonyitottan nem hatnak kdlcson (Vereshchagina és mtsai., 2004).

A) Kvalitativ analizis B) Kvantitativ analizis
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9. Abra: A Gbs-70E és a PP1c izoformak kozotti kolesonhatas kimutatasa éleszté
kéthibrid kisérletekkel

A) A kvalitativ analizis soran a megfeleld szelekcids taptalajon kék telepek formajaban
novekednek a Gbs-70E és a Drosophila PPlc izoformak cDNS-eit tartalmazo vektorokkal
kotranszformalt éleszté sejtjek, hasonléan a (+) pozitiv kontrollhoz (PPY-pGBKT7 és
PPYR1-pGADTY7 kotranszformans), ami a kdlcsonhatas meglétére utal. A negativ kontrollban
(-) a PPY-pGBKT7 és MYPT-75D-pACT kotranszformans nem novekedik, mivel a fehérjék
kozott nincs kdlcsonhatas.

B) Kvantitativ analizis soran a kotranszformans telepek p-D-galaktozidaz aktivitasat mértiik
meg. Az abran hat kisérlet atlaga és szorasa lathato. (Forras: Dr. Kokai Endre)

A 9. B dbra mutatja az éleszt6 kéthibrid kisérlet kvantitativ vizsgalatanak eredményeit.
Lathato, hogy az élesztd kéthibrid kisérletiink kvalitativ €s kvantitaviv analizise egyarant a
Gbs-70E PA és mind a négy PP1c izoforma kozotti kolcsonhatast tamasztja ala. Tehat az
eddig ismert irodalmi adatokat, amelyek a Gbs-70E PP1-87B és a PP1-96A izoformakkal valo
interakciot irtak le (Giot és mtsai., 2003), eredményiinkkel kiegészitve elmondhatjuk, hogy a
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Gbs-70E PA mindegyik ismert PP1c izoformaval képes kolcsonhatni. A kdlcsonhatas a PP1-
87B ¢és a PP1-96A izoformakkal erésebbnek tinik (9. B abra), de ez a kiilonbség nem

szignifikans, ezért nem mondhatjuk ki, hogy a kdlcsonhatas izoforma specifikus.

6.2.2 A PPlc és Gbs-70E kozotti kolcsonhatas megerdésitése

Az ¢€leszt6-kéthibrid modszerrel kapott eredményeinket fiiggetlen kisérletekkel,
immunprecipitacié €s pull down moddszerekkel tamasztottuk ala. Ezekhez a kisérletekhez
rekombinans 6xHis/Gbs-70E PA fehérjét, illetve az ennek felhasznalasaval késziilt a-Gbs-70E
antitestet hasznaltuk fel. Ezek el6allitasat €s jellemzését az 5.2.3. és az 5.1.4. fejezetekben

irtuk le.

Az immunprecipitacio (10. A abra) soran a Gbs-70E fehérje elleni antitestet kotottiik
ki Protein-A-agar6zra, majd Drosophila embridlizatummal inkubaltuk. Mosas és centrifugalas
utan az immunkomplexet SDS mintapufferel valo f6zéssel véalasztottuk le a gyantardl, és a
mintat Western blot kisérletben vizsgaltuk. Pozitiv kontrollként immunprecipitalas nélkiili
teljes Drosophila lizatumot hasznaltuk, negativ kontrollként pedig olyan Protein-A-agarozt,
amelyre nem volt antitest kikotve. A mintdk Western blot kisérletben torténd vizsgalata soran
a human PP1p alegység elleni antitestet alkalmaztuk. Ismeretes, hogy ez az antitest a human
PP1B C-terminalis szakaszat ismeri fel. Fehérje szekvencia homologia alapjan tgy gondoljuk,
hogy az antitest a Drosophila PP1-9C-t azonositotta, amely a human PP13/fB ortologja. A 10.
abra A részén lathato 55 kDa méretli vastag sdv az immunprecipitacid soran gyantara kikotott
Gbs-70E elleni antitest, a kb. 43 kDa méret{i sav pedig az immunkomplexben detektalt PP1-
9C. A kisérletet két valtozatban végeztiik, az I[P2 minta 6tszor annyi extrahalt Drosophila
fehérjét tartalmazott, mint az IP1. Mindkét valtozat igazolta a Gbs-70E fehérje és a foszfataz

katalitikus alegység kozotti kapcsolatot.
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10. Abra: A Gbs-70E és PP1 kolcsonhatas megerdsitése

A) Immunprecipiticio. Protein-A-agardéz gyantara kotottink ki az altalunk nyualban
termeltetett Gbs-70E antitestet, majd a gyantat Drosophila lizatummal inkubaltuk. A mintakat
Western blottal vizsgaltuk, a human PPIp elleni antitesttel, ami valosziniileg a Drosophila
PP1-9C-t képes felismerni. Negativ kontroll (-): Protein-A-agaréz gyanta Gbs-70E antitest
nélkiil. Pozitiv kontroll (+): Drosophila lizatum. Az IP1 és IP2 az SDS mintapufferrel a
gyantardl lef6zott immunkomplexet tartalmazza. Az IP2 minta az IP1 fehérje mennyiségének
OtszOrosét tartalmazza. Az 55 kDa méretll IgG az immunprecipitdlds soran a gyantara kikotott
Gbs-70E elleni antitest, a kb. 43 kDa latszdlagos molekulatomegli sav pedig az
immunprecipitacié mintdinak PP1p elleni antitesttel adott savja.

B) Pull-Down kisérlet. 6xHis/Gbs-70E rekombinans fehérjét Ni-agaroz gyantara kotottiink ki,
majd Drosophila sejt lizatummal inkubaltuk. Western blot kisérlethez PP1c elleni antitestet
hasznaltunk. Negativ kontroll (-): Ni-agaréz gyanta 6xHis/Gbs-70E rekombinans fehérje
nélkiil. Pozitiv kontroll (+): Drosophila lizatum. A nyil a Drosophila lizatumboél az inkubalas
soran a 6xHis/Gbs-70E fehérjéhez kiko6todott PP1c savjat mutatja.

A pull-down kisérlet (10. B abra) soran 6xHis/Gbs-70E rekombinans fehérjét kotottiink ki
Ni-agar6z gyantara, majd a gyantat Drosophila lizatummal inkubaltuk. Mosas és centrifugalas
utan a Drosophila lizatumbol a rekombinans fehérjéhez kapcsolodott fehérjéket SDS gél
elektroforézissel valasztottuk el. A mintdkat Western blot kisérletben vizsgaltuk PPlc elleni
antitesttel. A PP1c elleni antitest kisérletes adatok alapjan a human PPla-t ismeri fel, amely
kisérletiinkben szekvenciahomologia alapjan valosziniileg a Drosophila PP1-96A-t detektalta.
Pozitiv kontrollként Drosophila lizatumot, negativ kontrollként olyan Ni-agar6z gyantat
hasznaltunk, amelyre nem volt kikdtve fehérje. A nyil a 10. B abran a PPlc-t mutatja a
rekombinans fehérjét is tartalmazé mintaban. Lathatdé, hogy a PPlc fehérjét csak a

rekombinans Gbs-70-t tartalmazo mintabol tudtuk kimutatni.
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Bar tudjuk azt, hogy az a-Gbs-70E antitest nem tekinthet6 teljesen specifikusnak a Gbs-
70E fehérje ellen (lasd: 5.1.4), tovabba a human foszfatazok ellen termeltetett antitestek koziil
a PP1p antitest valoszintileg csak a Drosophila PP1-9C-t ismeri fel, mig a PP1c elleni antitest
a PP1-96A izoenzimet detektalhatta, Osszességében mégis kimondhatjuk, hogy a 10. abra
alapjan bemutatott mindkét fiiggetlen kisérlet aldtimasztja a korabban éleszté kéthibrid
modszerrel taldlt Gbs-70E PA ¢és PPlc fehérjék kozotti kdlcsonhatast. Azaz a korabbi
adatokat megerésitve kimondhatjuk, hogy a Gbs-70 a Drosophila PP1 alegysége.

6.2.3 A Gbs-70E glikogénkoté képességének kimutatasa

Miutan a Gbs-70E szerkezetében talalhato PPlc kotdmotivum funkcidjara tett
szerkezeti joslatot (lasd: 5. 4dbra) egyértelmiien bebizonyitottuk, szedimentacios kisérletben
megvizsgaltuk a rekombindns GST/Gbs-70E PA fehérje és a glikogén kolcsonhatasat, azaz a
Gbs-70E feltételezett glikogénkoté doménjének miikodését. A GST/Gbs-70E rekombinans
fehérjét glikogénnel inkubaltuk, majd megfelelé pufferben szachardz oldatra rétegeztiik és
ultracentrifugaltuk az elegyet. A pelletre és feliiliszéra szétvalt mintdkat Western blot

kisérletben vizsgaltuk (11. 4bra).

A 12 o & « GST/Gbs-70E

55 —
— GST/TIMAP
i+ 2
a-GST

11. Abra: A Gbs-70E glikogénkoté képességének igazolasa ultracentrifugalassal

A) A GST/Gbs-70E PA rekombinans fehérjét glikogénnel inkubaltunk, majd szacharézra
rétegezve ultracentrifugaltuk. A centrifugalas sordn pelletre €s feliiliszora elkiiloniil6 részeket
Western blot kisérletben vizsgaltuk, GST elleni antitesttel. A Kontroll jel6lésii minta tisztitott
GST/Gbs-70E fehérje.

B) A hasonldéan elvégzett negativ kontroll kisérletben rekombinans GST/TIMAP-ot
hasznaltunk. A Kontroll jel6lésti minta tisztitott GST/TIMAP fehérje.
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A szedimentacios kisérlet mintainak Western blottal valo vizsgalata szerint a Gbs-70E
fehérje a pellet frakcioban mutathatd ki a glikogén mellett (11. A &bra). A negativ
kontrollként hasznalt rekombinans GST/TIMAP PPlc kot6 fehérje (Boratko és mtsai., 2013),
amelynek nem ismert szénhidratk6to tulajdonsaga, a feliiluszéban maradt, mivel nem k&todott
a vizsgalat soran a glikogénhez (11. B abra). Igy igazolni tudtuk a glikogén és a Gbs-70E PA
kozotti kolesonhatast, a Gbs-70E konzervalt glikogénkoté doménjanak muiikodését is. Tehat

megallapithatjuk, hogy a Gbs-70E a PP1 glikogénkotd alegysége Drosophila-ban.

6.2.4 A Gbs-70E hatasa a protein foszfataz 1 aktivitasara

Miutan tobb kisérlettel bizonyitottuk, hogy a PPlc izoformak és a Gbs-70E képes
fizikai kolcsonhatasba 1épni, megvizsgaltuk, hogy a Gbs-70E fehérjének van-e hatasa a PP1c
aktivitasara. A foszfataz aktivitasméréshez nyal vazizombol szarmazd PP1c preparatumot, és
a glikogén anyagcserében a PP1 szubsztratjaként szerepld foszforildz-a szubsztratot
hasznaltunk. Nyul foszfatazt a kiilonb6zo él16lényekbdl izolalt PPlc fehérjék aminosav
sorrendjének hasonlosaga, kiillondsen a katalitikus centrum nagyfoku konzervaltsdga miatt
alkalmazhattunk. A GST/Gbs-70E PA rekombinans fehérje hatasat a PP1c aktivitasra GST
kontrollokkal hasonlitottuk dssze (12. abra).

~ 10
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2 08
= 07
£ 06
205
< 04
5 03
ug 0,2
g
Konc.: 60 600 900 600 900

M) PPl LGsT/Ghs-70E +GST

12. Abra: A GST/Gbs-70 fehérje hatisa a protein foszfataz 1 aktivitasra foszforilaz-a
szubsztrat jelenlétében

60 nM nyil vazizom protein foszfataz 1 katalitikus alegység aktivitast *2P-foszforilaz-
a szubsztrattal mértiik Snmagéaban, vagy 600 és 900 nM rekombinans GST/Gbs-70E fehérje,
illetve GST fehérje jelenlétében. Az abran 5 mérés atlaga és szorasa (SD) lathato.

40



A 12. abra szerint a rekombinans GST/Gbs-70E PA fehérje koncentraciofiiggd modon
gatolja a PPlc aktivitast a foszforildz-a szubsztrat jelenlétében. A Gbs-70E gatld hatasa az
ANOVA analizis szerint szignifikans (p <0,001), viszont a GST kontrollhoz képest a
szignifikancia nem jelentés (p >0,05). Ez a gatlé tulajdonsag eltér a human glikogénkotd
alegységek tulajdonsagaitol, amelyek koziil a Gy és G a PPl-hez kotddve eldsegitik a
foszforilaz-a defoszforilalasat. A PPlc aktivitasanak csokkentéséhez a Gbs-70E rekombinans
hatas lehet0sége, amikor is a regulator fehérje a foszfatdzra gyakorolt hatasat a szubsztrat
megvaltoztatasan keresztiil éri el. Ennek eldontésére megvizsgaltuk a Gbs-70E fehérje hatasat
a PPlc aktivitdsra miozin konnyll lanc szubsztrattal, amelyrdl ismert volt, hogy a PPlc

szubsztatja, de a glikogén metabolizmusban nem jatszik szerepet.
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13. Abra: A GST/Gbs-70 fehérje hatisa a protein foszfataz 1 aktivitasra miozin konnyi
lanc szubsztrat jelenlétében

60 nM nyul véazizom protein foszfatiz 1 katalitikus alegység aktivitast >2P-miozin
konnyll lanc szubsztrattal mértiik 6nmagaban, vagy 600 és 900 nM rekombinans GST/Gbs-
70E fehérje, illetve GST fehérje jelenlétében. Az abran 3 mérés atlaga és szorasa lathato.

A 13. abran lathato, hogy a PPlc aktivitaisanak Gbs-70E fehérje hatasara torténd
csOkkenése a miozin konnyll lanc szubsztrat esetében is megfigyelhetd. A GST/Gbs-70E
szignifikansan (p <0,001) csokkentette a PP1 aktivitasat, viszont a gatlas a GST kontrollokhoz

viszonyitva nem volt szignifikans (p> 0,05).

Eredményeink szerint tehat valoszinli, hogy a human homologokkal ellentétben, a
Gbs-70E nem befolyasolja a PP1 szubsztratspecifitasat, és az allati eredetii G illetve Gy

alegységekkel ellentétben a Gbs-70E reguldtor alegység nem noveli a PP1 aktivitdsat a
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glikogén anyagcsere enzimeivel szemben akkor sem, ha a mérési kozeghez glikogént is

adtunk.

6.3 A Gbs-70E gén expresszidjanak vizsgalata

Miutan bizonyitottuk, hogy a Gbs-70E a Drosophila PPl glikogénkoté regulator
alegysége, a fehérje fiziologiai szerepének meghatarozasdhoz els6ként megvizsgaltuk a gén

expresszidjat, azaz a génrol 1étrejové mRNS-ek megjelenését kiilonboz6 koriilmények kozott.

6.3.1 A Gbs-70E gén expresszioja a Drosophila egyedfejlodése soran

A Gbs-70E RB ¢és RC transzkriptumok csak az mRNS 3’ végén 1évé nem kodolo
régiok hosszaban térnek el, ezért mindkét formarol azonos fehérje jon létre, tehat ebbdl a
szempontbol az RB/RC mRNS-ek azonos jelent6ségiick. Az RB és RC transzkriptumhoz
képest az RA-bol hidnyzik a 2-es exon (161 bp). Ezért egy olyan primerpart terveztiink az
expresszios mintazat feltarasara, amelynek tagjai az 1-es és a 3-as exonra kapcsolodnak, igy a
legrovidebb (RA) és két hosszabb (RB, RC) transzkriptumot képesek megkiilonboztetni. Ezzel
a Gbs70E1-3 jelolést primerparral az RT-PCR reakcid soran az RB/RC mRNS-ek egy 620 bp-
os terméket, mig a RA egy 459 bp terméket ad (vo. 8. abra). A Gbs-70E expresszidjat az
egyedfejlédés kiilonbozo allapotaiban, a korai (2 oras) és a kései (16 oras) embrio, 1, 2 és 3-as
stadiumu larva, bab, him és ndstény imago egyedfejlodési alakokban vizsgaltuk RT-PCR
reakcidval (14. abra).

Pete Lérva Kifejlett

St -

oh 16h 1 2 3 Bab * O
N .<—RB/RC
00— R4

o —————— — —— RpL23

14. Abra: A Gbs-70E gén expressziés mintazata a Drosophila egyedfejlédése soran

Az RT-PCR reakcid6 a jelzett egyedfejlédési alakokbol szarmazé RNS
felhasznalasaval, Gbs-70E1-3 primerparral tortént. A PCR termékeket 1 % agardéz gélen
futtattuk meg. St= Fermentas 100 bp standard. Haztartasi gén kontroll: RpL23. Negativ
kontroll (-): templat nélkiili reakcio.
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A 14. abran lathatjuk, hogy a hosszabb Gbs-70E transzkriptek (RB/RC) minden
fejlédési stadiumban kimutathatok, legkevesebb mennyiségben a baballapotban vannak jelen.
A rovidebb RA transzkriptet viszont csak a petékben és ndstényekben tudtuk kimutatni.
Eredményiink Osszhangban van a http://flybase.org/reports/FBgn0036428.html Drosophila

internetes adatbazis EST informdcidival, ahol a szekvencidk nagy része (50%) az RB és RC
transzkriptre utal, az RA transzkriptet pedig, amely az Gsszes EST kb. 5 %-a, nagyrészt
embriokbol (70 %) mutattak ki. Mindez az RA anyai eredetére utalhat, amely azt jelenti, hogy
az embridkban jelen 1évé mRNS-ek forrasa az anyai szervezet lehet: a petesejt érése soran
ugyanis az mRNS tartalom nagy része a néstény szervezetb6l szarmazik, csak kis hanyaduk
jon létre az embridban. Mivel a gyors osztédas miatt a korai embriokban nincs szamottevo
transzkripcid, az anyai eredetit MRNS-ek fontos szerepet jatszanak az embriogenezis kezdeti

1épéseinek iranyitasaban.

6.3.2 A Gbs-70E gén expresszioja a kifejlett nostény Drosophila testrészeiben

A Gbs-70E RA transzkriptumanak anyai eredetére utaldo eredményiink ellenérzésére,

RT-PCR-rel megvizsgaltuk a transzkriptumok megjelenését a kifejlett ndstények

testrészeiben.
Q>
S 3 © & {b\\o\
St - +;F> 4 & 1 @
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15. Abra: A Gbs-70E expressziés mintazata a néstények testrészeiben

RT-PCR reakcioban vizsgaltuk a Gbs-70E1-3 primerparral a kevert imagok, szelektalt
himek és ndstények, valamint a ndstények testrészeinek (ovarium, fej, test ovarium és fej
nélkiil) Gbs-70E expresszidjat. A PCR termékeket 1% agaroz gélen futtattuk. St: Fermentas
100 bp Standard. Haztartasi gén kontroll: RpL23. Negativ kontroll (-): templat nélkiili reakcio.

A 15. dbran lathat6 eredményiink a szelektalt himek €és ndstények esetében megerdsiti
a Gbs-70E szexspecifikus expressziojat: az RA mMRNS csak a kevert mintakban és
néstényekben van jelen. Az RT-PCR eredménye alapjan a ndstényekben dontd tobbségben az

ovarium tartalmazza az RA transzkriptet. Az ovarium és fej nélkiili test mintaban to6bbségében
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a RB/RC transzkriptum mutathatd Kki. A http://flybase.org/reports/FBgn0036428.html

Drosophila adatbazis RNS szekvenalas és DNS chip adatai alatamasztjak eredményeinket,
amely szerint a ndstények ovariumaban magas a Gbs-70E expresszio. A Flybase szerint a
fejekben is magas a Gbs-70E expresszioja, eredményliink szerint azonban itt csak az RB/RC

transzkriptum mutathaté ki meglehetdsen alacsony szinten.

Eredményeink alapjan a néstények ovariumaban megjelené Gbs-70E RA transzkript és
az err6l atirodd rovid fehérje izoforma valoban anyai hatisra keriilhet az embriokba. Az
expresszids mintazat szerint tehat a rovidebb izoforma az embriogenezisben tolthet be
szerepet. A kiilonb6z6 mRNS varidnsok eloszlasat korabban még nem vizsgaltadk. Az mRNS
szerkesztés szovet és fejlodési allapot fiiggd valtozasaira nem volt adat. Azt, hogy ez a

folyamat valoban jelent6s a Drosophila-ban, evolucios vizsgalatokkal kivantuk alatamasztani.

6.3.3 A Gbs-70E expresszios mintazat evoluciéja

A transzkripcids mintazat konzervéltsaga az egyes fehérje izormak esetében az adott
fehérje funkcidjanak megdrzddését jelentheti. Ezért ahhoz, hogy meghatarozzuk, hogy a
himekben és ndstényekben eltéréen megjelend Gbs-70E RA mRNS embriogenezisben
betoltott szerepe konzervalddott-e, megvizsgaltuk a Gbs-70E szexspecifikus mintazatat

néhany Drosophila melanogaster-hez kozeli és tavolabbi fajban is.

A vizsgalathoz olyan fajokat valasztottunk, amelyek kiilonb6z6 Drosophila
csoportokat és alcsoportokat reprezentalnak. A 12 Drosophila faj teljes genom szekvenciajat
osszehasonlitd genom projekt (Clark és mtsai., 2007.) eredményei alapjan elmondhatjuk,

hogy mindegyik vizsgalt faj tartalmaz egy Gbs-70E ortologot (http://flybase.org/cgi-

bin/quicksearch solr.cgi?caller=quicksearch&tab=basic tab&context=cg9238&data class=F

Ban&species=all&search_type=all). Ezek koziil a D. yakuba, D. virilis és D. willistoni fajokat

valasztottuk. Az ezeken kiviil megvizsgaltuk a kevésbé jellemzett D. biarmipes és D.

eugracilis fajok Gbs-70E ortologot kodoldo genomi szekvenciait a http://www.ncbi.nlm

.nih.gov/nuccore adatbazis felhasznalasaval. A vizsgalt fajok filogenetikai viszonyait a 16.

abra mutatja be.
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16. Abra: A vizsgalt Drosophila fajok és filogenetikai viszonyai

Az abra a vizsgalt Drosophila fajokat és a jelenleg ismert evollcids viszonyukat
mutatja be a http://flybase.org/maps/chromosomes/synteny_table.html alapjan.

A Gbs-70E fehérje ortologok szekvenciajat a http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein

oldalrol toltottik le, vagy a http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore oldalrél nyert genomi

szekvenciak alapjan a http://web.expasy.org/translate/ program hasznalataval kaptuk meg. A

fehérjékszekvencidk kivélasztasakor mindig a leghosszabb fehérje izoforma szekvenciajat
hasznaltuk, tehat a D. melanogaster esetén a PB/PC format vizsgaltuk. Az elemzés soran a
Mega5.2 programot (Tamura és mtsai.,, 2011) hasznaltuk, az aminosav szekvencidk

Osszehasonlitasaval elkészitett torzsfat a 17. abra mutatja be.

93 —— D. melanogaster

o8 - D. yakuba

— D. biarmipes

D. eugracilis

D. willistoni

D. virilis

17. Abra: Drosophila fajok Gbs-70E ortolégjainak aminosav szekvencia ésszehasonlitasa

Az éabran a Mega 5.2 program, JTT+G modszer (,,bootstrap” ciklus szam: 500)
segitségével készitett torzsfa lathato. A skala 0,05 aminosavceserét jelol. A szamok a 100-t61
eltérd ,,bootstrap” értékeket mutatjak. (Forras: Dr. Miskei Marton)

Az aminosav szekvenciak Osszehasonlitasaval készitett torzsfa azt mutatja, hogy a D.
melanogaster Gbs-70E szekvenciaja leginkabb a D. yakuba, D. biarmipes és D. eugracilis

fajok ortologjaiban konzervalddott, az evolucidos szempontbol tavolabbi D. willistoni és D.
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virilis fajokban Gbs-70E ortologjainak aminosav sorrendje joval kisebb mértékben 6rz6dott
meg. A ,,bootstrap” értékek alapjan a leszarmazasi viszonyok megbizhatéak. A két torzsfa
Osszehasonlitasa alapjan megallapithatjuk, hogy a Gbs-70E ortolog fehérjék evolucios

valtozasa (17. abra) jol tiikr6zi a fajok jelenleg ismert evolticios viszonyait (16. abra).

Azt, hogy a Gbs-70E ortologok expressziés mintazata hogyan alakult a vizsgalt
fajokban, RT-PCR-rel vizsgaltuk meg (18. abra). Minden fajra olyan primerpart hasznaltunk
(4. tablazat), amelyek képesek megkiilonboztetni a rovidebb transzkriptet a hosszabbaktol.
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18. Abra: A Gbs-70E ortolégok vizsgalata kiilonbozé Drosophila fajokban

Kiilonboz6é Drosophila fajokbol szarmazo him és néstény egyedekbdl nyert RNS
felhasznalasaval RT-PCR reakcioban a gének El és E3 exonjain 1év0 primerparral vizsgaltuk
a hosszabb és rovidebb transzkript megjelenését. A PCR termékeket 1 % agardz gélen
futtattuk. St: Fermentas 100 bp standard. Haztartasi kontroll gén: RpL23.

Tekintettel a génszerkezet evollucios valtozasaira, csak az egy fajon beliili
Ossszehasonlitasnak van jelentdsége, ezért valtozik fajonként a PCR termékek mérete (4.
tablazat). A 18. abra alapjan elmondhatjuk, hogy a kiilonb6z6 Drosophila fajokban a Gbs-70E
RA transzkriptuméanak szex specifikus megjelenése nem konzervalodott. A hosszabb
transzkriptum(ok) minden fajban kimutathatok. A Drosophila melanogaster-hez evolucidosan
kozeli D. yakuba és D. eugracilis fajokban hasonld szexspecifikus mintazat talalhato, a
nostényekben kimutathatd a rovidebb transzkript is. Viszont a szintén melanogaster
alcsoportba tartozdo D. biarmipes nésténye mar nem tartalmaz RA-t, ahogy a Drosophila
subgenust reprezentald D. virilis ndstény egyedei sem. A Sophophora alcsaladhoz tartozo, de
a D. melanogaster-hez képest nagy evoltcios tavolsagra 1évé D. willistoni fajban viszont a

rovid transzkript a himekben is kimutathatd. Tehat Ggy tiinik, hogy a Gbs-70E RA anyai
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eredetii specifikus szerkesztése nem létfontossagu, mivel a gén szexspecifikus expresszios

mintdzata nem konzervalodott.

6.4 A Gbs-70E funkcidjanak meghatarozasa genetikai vizsgalatokkal

6.4.1 Gbs-70E deléciés mutansok létrehozasa

A Gbs-70E pontosabb funkcidjat a gén expresszidjanak csokkentésével és az
alacsonyabb expresszid okozta fenotipus vizsgalataval hataroztuk meg. Ehhez elészor a Gbs-
70E gént molekularis genetikai modszerekkel deletaltuk. A 19. ébran lathato a Gbs-70E gén
szerkezete az RC transzkripttel, és a vizsgalatokhoz hasznalt inzercids, és delécios mutansok
sémaja.

1125bp
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19. Abra: A Gbs-70E gén, illetve a Gbs-70E RC transzkript szerkezete

Az inzerciés mutdnsok P-elemeinek neve és helyzete (lila), a 1étrehozott delécids

crer

hasznalt primerparok (5SE40 és 3SE40; Oligo 4 és 5) lathatok a séman. A RB/RC illetve
RA/RB/RC felirati zold és kék nyilak és vonalak az expresszids szint meghatarozasahoz
sziikséges kvantitativ RT-PCR primerek helyzetét illetve az RT-PCR termékek méretét
mutatjak. A Gbs-70E3-6 primerparral a torzsek kvalitativ RT-PCR vizsgalatat végeztiik (lasd:
Fiiggelek).

A del277 és del81 delécios torzseket Dr. Paldy Ferenc Dr. Gausz Janos iranyitasa alatt
az EP inzercids torzsbdl hozta létre, a P-elem transzpozaz enzimmel torténé mobilizalasaval.

Ismeretes, hogy a P-elem mobilizalasa soran ritkan kisebb-nagyobb méretii genomi szakasz is
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tavozhat a P-elem eredeti inzercids helyérol. A lehetséges deléciokat elsé korben az SSE40 és
3SE40 elnevezésti primerparral (3. tdblazat) PCR reakcidval azonositottuk (az eredményt nem
mutatjuk be). A vad tipust kontroll torzsben ezzel a primerparral 1125 bp amplikont kaptunk.
A delécios torzsek elso ellendrzését az SSE40-3SE40 primerparral Dr. Paldy Ferencz végezte.
Ebben a sziirésben a kisméretii deléciok a kontrollhoz képest kisebb méretetii terméket adnak,
azonban a P-elem sikertelen eltavolitasa vagy nagyobb méretii delécid esetén a PCR nem
eredményez terméket. Mivel a célunk a lehetd legnagyobb delécid felkutatasa volt, ezért
masodik korben a PCR terméket nem ad6 genomi DNS mintdkat az Oligo4 és Oligo5
primerparral (3. tablazat) PCR reakcidban vizsgaltuk. A delécios mutansokbol nyert genomi
DNS-sel végzett masodik PCR szlirés eredményét a 20. abra mutatja. A varakozasnak
megfeleléen (lasd. 19. abra) az Oligo 4 ¢és 5 primerparok egy kb. 3,4 kbp szakaszt
amplifikalnak a kontroll w1118 torzsben. A del277-es deléciés mutansbdl szarmazd genomi
DNS templattal a PCR reakcido egy 2,5 kbp szakaszt eredményez, a del81-es tdrzsbdl
szarmazo6 genomi DNS pedig 1,2 kbp-os terméket.

°o A\

\ n

Kbp St - &S \e

T - <3.4 kbp

- ™ 425 kbp
- e <12 kbp

] —

20. Abra: Gbs-70E deléciés mutansok azonositasa PCR reakcioval

A PCR reakcidét genomi DNS templattal, Oligo4 és 5 primerparral és Long PCR
enzimmel (Fermentas) végeztiik. Futtatas: 1% agar6z gélen. St= Invitrogen 1 kb standard.
Negativ kontroll: templat nélkiili reakcid. A nyilak a w1118, a del277 és a del81 tdrzsbol
szarmazo6 genomi DNS templatbol amplifikalt szakaszokat mutatjak, amelyek sorban 3,4 kbp,
2,5 kbp és 1,2 kbp méretiiek.

Tehat a deléciok mérete a PCR szerint a del277-es torzs esetében 0,9 kbp, a del81
deléciés mutans esetében 2,2 kbp. A pontatlan kivagddassal eltavolitott genomi szakasz
delécios toréspontjait szekvendldssal hatdroztuk meg, ami a del277 jel6lésii torzs esetében 859
bp, a del81 esetében 2189 bp. fgy a 20. abran bemutatott PCR reakciok eredménye
Osszhangban van a szekvendlds eredményével. A 19. abran az is lathatd, hogy 5SE40 és

3SE40 primerek kotOhelye az 1-es exonban és az 1-es exon el6tti részén helyezkedik el, igy a

48



nagyméretii delécid miatt a két delécios mutans torzsben a primerek kotéhelye megsziint.

Tehat eredményiink 6sszhangban van az elsddleges sziirés negativ PCR eredményeivel is.

A delécios mutansokban a Gbs-70E gén eltéré nagysagu szakaszai hianyoznak. A
del277 delécioja a promoter régidt €rintheti, azonban a rovidebb és a hosszabb transzkriptek
kodolo része is érintetlen. A del8l-es torzs delécidja nagyobb, a 2-es exon hianya miatt a
hosszabb MRNS-ek teljesen hianyozhatnak. A P-elem tartalma térzsekben a P-elemek is
modosithatjak az expressziot, ugyanis az altalunk vizsgalt elemek a promoterben illetve az
els6 exonban taladlhatdak. Ezért a kovetkezd 1épésben a funkciondlis vizsgalatokhoz hasznalt
kontroll torzsek (w1118, OreR), az inzercios torzsek (EP, GT) és a delécidos mutans torzsek
(del277 és del81) relativ Gbs-70E gén expresszidjat kvalitativ és kvantitativ RT-PCR-rel

vizsgaltuk.

A kvalitativ PCR soran a Gbs-70E3-6 primerekkel (4. tablazat) vizsgaltuk a torzsek
Gbs-70E expressziojat RpL23 haztartasi gén kontroll mellett. A primerek bekotédési helyei a
19. abran lathaté modon a 3. és a 6. exonon vannak, igy a primerpar mindharom
transzkriptumot képes felismerni, roluk a RT-PCR reakcié soran 994 bp termék jon létre (lasd
Figgelék). A kvalitativ PCR kisérlet eredménye alapjan a P-elem inzerciok és a del277
delécid kismértékben csokkentik az Gbs-70E expressziojat, mig a del81 deléciés mutans
torzsben a gén expresszidja jelentés mértékben csokken. Az eredmények pontositasa
érdekében a génexpressziot kvantitativ RT-PCR segitségével is meghataroztuk (21. abra). A
relativ expresszid kvantitativ vizsgdlatdhoz a 19. abran lathaté modon két primerpart
hasznaltunk. A Gbs-70E2-3 jeli primerpar csak a két hosszabb mRNS-t (RB/RC), a Gbs-
70E3-4 jelti pedig mindharom mRNS-t (RA/RB/RC) képes volt felismerni. A torzsek eltérd
genetikai hattere miatt a delécids torzsek kontrollja a wl118 torzs, mig az inzercios torzsek
kontrollja az OreR torzs volt (1asd 1. tablazat). A 21. abran lathat6, hogy mindkét primerparral
végzett kvantitativ RT-PCR kisérletben a del81 torzs expresszioja a legalacsonyabb. Ez
részben abbol adddik, hogy a del81-es torzsben a Gbs-70E expresszidja nem detektalhato a
Gbs-70E2-3 primerparral, mivel ebbdl a delécids torzsbdl hianyzik a 2-es exon, tehat nincs
meg az egyik primer bekotddési helye. Azonban a Gbs-70E3-4 primerparral kapott eredmény
dontd jelentdségli, az expresszid csokkenése szignifikans. Feltételezhetjiik, hogy a del81-es
torzs esetében a hidnyzo genomi szakasz miatt csak a Gbs-70E RA mRNS keletkezhet, esetleg
a hosszabb RB/RC mRNS-ek trunkalt formaja.
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21.Abra: Kontroll (w1118, OreR), inzerciés mutans (EP, GT1) és deléciés mutans (del81,
del277) torzsek relativ Gbs-70E expressziojanak vizsgalata kvantitativ RT-PCR
reakcioban

A) Az RB/RC transzkript detektalasara alkalmas Gbs-70E2-3 primerparral (a del81 mutansban
talalhatd nagyméret(i delécid6 miatt ez a primerpar nem alkalmas az RB/RC transzkript
kimutatasara ebben a torzsben).
B) Mindharom mRNS detektalasara alkalmas Gbs-70E3-4 primerparral.

A relativ génexpressziot a RpL23 héztartasi gén kontrollhoz viszonyitva adtuk meg. Az
abran harom fliggetlen mérés atlagai és szorasai lathatok. A szignifikanciat ANOVA
analizissel szamitottuk, *** p> 0,001.

A kvantitativ RT-PCR soran a tobbi torzs expresszidja is csokkent mértékdi volt: a
GT1 torzs a Gbs-70E3-4 primer esetén, a del277 torzs pedig mindkét primerpar esetén
szignifikansan (p> 0,001) csokkent Gbs-70E expressziot mutatott. Tehat a kvantitativ RT-
PCR eredménye 6sszhangban van a kvalitativ RT-PCR soran kapott eredménnyel, és arra utal,

hogy a funkciondlis vizsgalatok elvégzésére legalkalmasabb a del81 mutans.

6.4.2 A Gbs-70E funkcionalis vizsgalata

Mivel az Osszes altalunk vizsgéalt mutans, beleértve a legnagyobb delécidt hordozéd
null-mutansnak tekintheté del81-et is, ¢letképes, megallapithatjuk, hogy a Gbs-70E fehérje
hianya egy bizonyos szintig kompenzalodik, és funkcidja nem létfontossaga. A Gbs-70E
fehérje funkcionalis vizsgalata soran irodalmi adatokra alapozva megmértiik a torzsek
életképességét és megvizsgaltuk, hogy a glikogénkotd alegység expresszidjanak csokkenése
hatassal van-e a gylimdlcslegyek glikogéntartalmara. A torzsek ¢€letidejének meghatarozasat

¢s a raktarozott glikogénszint mérését is felndtt muslicakbol végeztik. A 6. tablazatban
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lathat6, hogy a legkisebb Gbs-70E génexpresszios szintet mutatd del81 delécios mutans
jelentdsen rovidebb ideig él és joval kevesebb glikogént tartalmaz, mint a tobbi torzs. A tobbi
torzs esetében a csokkent expresszids szint nem jart jol detektalhatd szignifikans fenotipusos

valtozassal.

6. Tablazat: A Gbs-70E hatasa az élethosszra és a glikogéntartalomra

Torzs Elethossz Glikogéntartalom
Napok +SEM (n) (mg/mg) +SD (n)

OreR 45,4 +0,9 (368) 1,007 +0,06 (5)
EP 39,7 +1,5 (253) 1,176 +0,16 (5)
GT1 48,6 +0,9 (279) 0,91 +0,07 (5)
wil1s 42,1 1,4 (334) 1,086 0,08 (9)
del277 44,8 +1,3 (204) 1,184 +0,23 (5)
delsl 31,9 *** +0,9 (281) 0,496%** +0,09 (10)

SEM=kozépértékszoras, SD=szo0ras, n=darabszam. A glikogéntartalom feltiintetett
értékei egységnyi fehérjemennyiségre (1 mg) értendoek. A szignifikancist ANOVA
analizissel szamitottuk, *** p> 0,001.

A 6. tablazat adatai azt mutatjdk, hogy az expresszids szint enyhébb csokkentése
fenotipusos jegyekben nem nyilvanul meg, viszont a gén termék majdnem teljes hianya
jelentdsen csokkenti a raktarozott glikogén mennyiségét és a Drosophila élethosszat. A 21.
abra alapjan feltételezhetd, hogy az EP, GT1 és a del277 torzsekben kisebb mennyiségli, de
teljes hosszusagih mRNS-ek keletkezhetnek, amelyekrdl 4tirodo fehérje elegendd ahhoz, hogy
a kontrollhoz képest jelentdsebb fenotipusos valtozas ne j6jjon 1étre. Ezzel szemben a del81

delécio mérete nem teszi lehetové a funkcioképes RB és RC transzkriptumok 1étrejottét.

Mivel a Gbs-70E RA mRNS expresszidos mintazata anyai hatasra utalt és a del81-es
mutans térzs Gbs-70E delécidja jelentés mértékben csokkentette az élethosszt, megmértiik a
w1118 és a del81 torzsek ndstényeinek termékenyseégét, illetve a térzsek altal lerakott peték
¢letképességét is. A termékenységi vizsgalat soran a ndstényenként 4 nap alatt atlagosan
lerakott peték szamat vizsgaltuk, a peték életképességének vizsgdlata soran a 100 darab
petébdl atlagosan kikelt muslicdk szamat hataroztuk meg. Eredményeinket a 7. tablazat

tartalmazza.
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7. Tablazat: A Gbs-70E hatasa a termékenységre és a peték életképességére

Torzs Atlagosan lerakott peték szima Atlagosan kikelt muslica/100 db pete
darab SD (+/-) darab SD (+/-)

w1118 212,6 35,4 (n=10) 56,5 18,3 (n=6)

del81 69,4 *** 9,5 (n=8) 48,9 15,4 (n=7)

SD=sz6ras, n=darabszam. A szignifikanciat t-teszttel szdmitottuk, *** p>0,001.

Eredményiink szerint, a kontroll t6rzshéz viszonyitva a del81 térzs ndstényei
szignifikdnsan kevesebb petét raktak, mig a peték életképességét nem érintette jelentdsen a
delécid, beldlik koriilbelill azonos ardnyban keltek ki feln6tt muslicak. Tehat a két vizsgalt
tulajdonsag koziil csak a néstények termékenységét érinti a Gbs-70E RA és az ennek

megfeleld rovidebb protein hianya.

6.4.3 Gbs-70E expresszié RNS interferenciaval torténo csendesitése

Mivel a del81 Gbs-70E delécios torzs vizsgalata soran tapasztalt élettartam csokkenés
ellentétben all egy kordbbi publikicid6 (Magwire és mtsai., 2010) kovetkeztetéseivel, igy
eredményeinket RNS interferencia torzsek létrehozdsaval, és az interferencidval csokkentett
Gbs-70E expresszidju torzsek éEletképességének ¢és glikogéntartalmanak vizsgalataval

ellen6riztik.

A Kkisérlethez sziikséges torzsek a w[1118]; P{GD13796}v24149 (réviden i49), a
w[1118]; P{GD13796}v24150 (i50) ¢és a P{KKI108355}VIE-260B (i55) a Bécsi
torzsgylijteménybdl szarmaztak. Az 155 torzsben 1€vé UAS konstrukt 392 bp hosszisagu, a
Gbs-70E 1-es exon szekvenciajanak megfeleld szakaszt tartalmaz, a konstrukt inzercios helye
a 2-es kromoszéma. Az i49 és 150 torzsek w1118 genetikai hattérrel rendelkeznek, benniik
azonos UAS konstrukt talalhatd, amely 301 bp hosszusagu, és a Gbs-70E 4-es exon
szekvencidjanak felel meg. Az 149 torzsben az inzercio helye a 2-es kromoszoma, mig az 150
torzs esetén a 3-as kromoszoma. A harom RNS interferencia torzsben az UAS konstrukciot
kétféle, aktin €s tubulin, altalanos driver torzzsel keresztezve aktivaltuk, igy jottek 1étre a
Tub-i55, Tub-i49, Act-i49, Tub-i50 és Act-i50 jelolésii utddtorzsek. Az i55 és az aktin driver
torzs keresztezésével a konstruktot expresszalo utodok nem voltak életképesek, ezért az erre

vonatkozo6 adatok hidnyoznak. A keresztezések soran létrejott utdodokat a driver torzsek altal
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hordozott markerek alapjan szelektaltuk. A keresztezett torzsek kontrolljaként az egyes sziiloi
RNS interferencia torzseket hasznaltuk. A génexpressziot a csendesitett torzsekben és a sziili
RNS interferencia torzsekben Gbs-70E1-3 jeli primerekkel (4. tablazat) végzett kvalitativ
RT-PCR reakcioval ellendriztiik a RpL23 haztartasi gén kontroll mellett (22. abra).

22. Abra: RNS interferenciaval csokkentett Gbs-70E expresszi6ji torzsek és
kontrolljaik vizsgalata RT-PCR reakcioval, Gbs-70E1-3 primerparral

wl1118: kontroll torzs. i49, 150, i55: nem csendesitett sziiléi Gbs-70E RNS
interferencia torzsek. Act, Tub: aktin és tubulin driver segitségével csendesitett torzsek. A
PCR termékek futtatasa 1 % agar6z gélen tortént. St= Fermentas 100 bp standard. Haztartasi
kontroll gén: RpL23.

A Gbs-70E mRNS szintjének ellendrzése soran azt tapasztaltuk, hogy az RNS
interferencia torzsekben a génexpresszid kevésbé csokkent, mint a kordbban megvizsgalt
inzercios és deléciés mutansokban. Ezutan megmértiik az RNAI torzsek életképességét, és
megvizsgaltuk a raktarozott glikogén mennyiségét. Eredményeinket a 8. tablazat foglalja

0ssze.
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8. Tablazat: Gbs-70E RNS interferencia torzsek jellemzése

Torzs Elethossz Glikogéntartalom
Napok +SEM (n) (mg/mg) +SD (n)
149 50,2 +1,1 (203) 1,002 +0,06 (4)
Act-i49 56,6 ** +2,2 (80) 0,799*** +0,02 (4)
Tub-i49 63,4 *** +3,1 (45) 0,922 +0,10 (4)
150 46,0 +1,9 106) 0,996 +0,11 (4)
Act-i50 47,1 +2,5 (54) 0,893 +0,09 (5)
Tub-i50 51,3 +4.4 (41) 0,728*** +0,07 (7)
155 54,8 +1,2 211) 0,983 +0,07 (5)
Tub-i55 66,1*** +3,0 (43) 0,702*%** +0,03 (4)

SEM=kozépértékszords, SD=szords, n=darabszam. A glikogéntartalom feltiintetett értékei
egységnyi fehérjemennyiségre (1 mg) értendoek. A szignifikancia az ANOVA analizis szerint
** esetén p>0,01, *** esetén p>0,001. Azi49, 150, 155=sziiléi RNS interferencia torzsek. Act-
¢s Tub- az aktin €s tubulin driverrel csendesitett torzsek nevének eldtagja.

A 8. tablazat adatai szerint az irodalomban (Magwire és mtsai., 2010) leirtakhoz
hasonld eredményt kaptunk: a csendesitett torzsek élethossza a sziildi RNS interferencia
torzsekhez képest nétt, szignifikans a valtozas az Act-i49 torzs (p>0,01), illetve a Tub-149 és a
Tub-i55 torzsek (p>0,001) esetében. A glikogén szintje az Act-i49, a Tub-i50 és a Tub-i55
torzsek esetén kis mértékben, de szignifikansan (p>0,001) csokkent. Az élethossz novekedése
és a glikogén tartalom csokkenése a létrehozott torzsekben minden esetben egylittesen

megfigyelhetd fenotipusos valtozas volt.
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7. Megbeszélés

7.1 A Drosophila PP1 glikogénkoto alegysége, a Gbs-70E fehérje
jellemzése

A glikogén anyagcsere egyik kulcsenzime a protein foszfatiz 1 (PP1), amely
holoenzimként, glikogénkotd regulator alegységekhez kapcsolédva tolti be szerepét. A
Drosophila PP1 katalitikus alegységgel kapcsolodd glikogénkotd alegységeket eddig nem
jellemezték. A Flybase Drosophila adatbazisbol elérheté adatokat felhasznalva a Drosophila
genomban szekvencia homologia alapjan azonositottunk két lehetséges glikogénkoté PP1
alegység gént, ezeknek Celera Genom jeldlése CG9238 ¢s CG9619 (Kokai és mtsai., 2001). A
CG9619 gént Gbs-76A-nak nevezték el Bennett és mtsai. (2006), a CG9238 gént pedig Gbs-
70E-nek hivtuk (Kerekes és mtsai., 2014).

A két génrdl atirddé fehérjék aminosav szekvenciait Osszehasonlitva a humén és
Caenorhabditis elegans glikogénko6té alegységek elsédleges szerkezetével, azt tapasztaltuk,
és a glikogénkoté doménben is igen nagyfoku a hasonlosag (23. abra). A glikogénkoté domén
miukodeésérdl irodalmi adatok eddig nem voltak ismertek, viszont a PPlc kotésrdl korabbi
kisérletes bizonyitékok alltak rendelkezésre. Ezek szerint a Gbs-76A fehérje mind a négy
PPlc izoforméval képes kolcsonhatni (Bennett és mtsai., 2006), Gbs-70E pedig a PP1c két
(PP1-87B, PP1-96A) izoformajaval alkothat komplexet (Giot és mtsai., 2003).

A Gbs-70E szamos élettani folyamatban betoltott szerepérél tobb irodalmi adat is
rendelkezésre allt (lasd: 3.7. fejezet). Az alegység jelentdségére utalt az is, hogy a Gbs-70E C.
elegans homologjanak (H18N23.2) inaktivalasa embrionalis letalist eredményezett (Rual és
mtsai., 2004). A Gbs-76A gén kiiitésekor vagy csendesitésekor letalitasrol vagy egyéb
fenotipus valtozasrol nem szamoltak be. Tehat a Gbs-70E gén fontosabbnak tlinik a Gbs-76A-

nal, ezért kutatasaink célpontjaul ezt véalasztottuk.
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PPP1R4_GL SKNEASGMVAPAVQEKK-—---——-———=————— NQGLALTMVKVFSEFDD 84
PPP1R5 HKAKSQ--NDWKCSHNQ-----—=-=-=—-—-——=—-——— SKGLSLTAIHVFSDLPE 101
GBS70E SADLSPTDTDVADSASHSCICSKDSDSNGEVSRGP: DEGLSLTEVRVMSEPSN 127

H18N23.2 YQSHSSSSSECEVDDLELFCAG---PLELKEEEKL DCGHELYMVRVATEPSN 138
PPP1R6 ERRQKAAGAPGAACRPG-----—-————-—-—-——-— ALGLELAQVKVFNAGDD 124
GBS76A TTVDTTDDEDDCRPQRIRRCSSLKTGKTPPGTPG] VLGLDLADVKTFLDEIP 480

PPP1R3 GM SRRGSDSSEDIYLDTPS----—-—-——-—-——-—-—-— SFGFNLVSVKEFDCWEL 85
*  * .

PPP1R4_GL_ P--LDMPFNITELL----DNIVSLTTAESESFVLDFS--QPSADYLDFRNRLOADHVCLE 136
PPP1R5 EPAWDLQFDLLDLN----DISSALKHHEEKNLILDFP--QPSTDYLSFRSHFQKNFVCLE 155
GBS70E VPPYWSMKFLEQIT----QGLVSPHPPDQ--WIVDFK--QPASDYLSFRQKIERDFVSLE 179
H18N23.2 CPPKLSPSVLRRYRGESFEEEEMTTREPAPVWNLMFK--QPAADYVRFRENMETNKVSLE 196
PPP1R6 PSVPLHVLSRLAIN----SDLCCSSQDLEFTLHCLVPDFPPPVEAADFGERLQRQLVCLE 180
GBS76A TIPKSAFEDLEILES---EPPLQLGPKSDKLLMPLFQ---QPGGLPKFLDAVREKQVSLE 534
PPP1R3_GM _ PSASTTFDLGTDIF---—-—-———~ HTEEYVLAPLFD---LPSSKEDLMQOQLQIQKAILE 131
. * %
PPP1R4_GL_ NCVLKDK---AIAGTVKVONLAFEKTVKIRMTFDTWKSYTDFPCQYVKD----TYAGSDR 189
PPP1R5 NCSLQER---TVTGTVKVKNVSFEKKVQIRITFDSWKNYTDVDCVYMKN----VYGGTDS 208
GBs70E NVIVKDEE-SIVVGTIKVKNIDFQKEIIVRVTWDDWKSQQODIFCTYARAYGPATCAHVVF 238
H18N23.2 NVILNNEA-YKVMGTIKVGNIAFEKSVFVRYTMNGWISYMDKAAIYQPS-————-- TSKIQ 249
PPP1R6 RVTCSDLG---ISGTVRVCNVAFEKQVAVRYTFSGWRSTHEAVARWRGP----AGPEGTE 233
GBS76A NAAVTDNINQTISGSVRVRNLDFHKSVHIRYSLDGWRSYADLQANYVEN-—---- SCDGFS 589
PPP1R3_GM_ STESLLGS-TSIKGIIRVLNVSFEKLVYVRMSLDDWQTHYDILAEYVPN----- SCDGET 185
HER A S A A :
PPP1R4_GL_ DTFSFDISLPE-KIQSYERMEFAVYYECNGQTYWDSNRGKNYRIIRAELKS-—-------— T 240
PPP1R5 DTFSFAIDLPP-VIPTEQKIEFCISYHANGQVFWDNNDGONYRIVHVQWKPDGVQTQMAP 267
GBs70E DTFSFKITLP----PSSKRLEFCICYRTNETEYWDNNDGKNYTISKRSPFY--------— Y 286
H18N23.2 DTFKEDLDLPS-SVEKIHQIEFCICFKANGTEYWDSNSGTNYVLHCEQQQHP-—-—-—-——— A 301
PPP1R6 DVFTEGFPVPPFLLELGSRVHFAVRYQVAGAEYWDNNDHRDYSLTC--—-———————=———— 279
GBS76A DIFTEVLFGNS--LHVGQRLEFAVRFQCKGQQFWDNNYGANYCFQCLPSST-—-—-—--~ 638
PPP1R3_GM_ DQFSFKIVLVPPYQKDGSKVEFCIRYETSVGTFWSNNNGTNYTFICQKKEQE-----— PE 239
* % * - R . % * ok .

23. Abra: Glikogénkoté PP1 alegységek szekvencidinak osszehasonlitisa

Az abran a human (PPP1R3/GM PPP1R4/GL, PPP1R5, PPP1R6), a Caenorrhabditis
elegans (HI8N23.2) és a feltételezett Drosophila glikogénkoté alegységek (Gbs-70E, Gbs-
76A) kozponti, konzervalt régidinak ClustalW programmal készitett szekvencia
Osszehasonlitasa lathato. Piros szinnel a PP1c kotésért felelds RVXF motivum lathato, amit
Ceulemans és Bollen (2006) alapjan jeldltiink ki, mig kék szinnel a glikogénkotd domén
aminosavjait jeloltiik, amit
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?uid=pfam03370 szerint hataroztunk
meg.

A Gbs-70E génrél 3 mRNS (RA, RB, RC) és 2 féle, egy rovidebb (PA) és egy
hosszabb fehérje (PB/PC) képzddhet (8. Abra). Azonban a kézponti konzervalt rész, ezen
beliil a glikogén-, és foszfatazkoto elemek mindkét izoformaban megtalalhatdak (23. abra). A
konzervalt részen kiviili szekvencia a humén glikogénkotd alegységekhez képest joval
véltozatosabb. A teljes Gbs-70E fehérje 42 %-ban hasonlit a huméan homoldgokhoz (Kdkai és
mtsai., 2001), hianyzik beléle a Gu-ben talalhatod szarkoplazmatikus retikulum kotésért felelds
32 aminosavbol allo C-terminalis szakasz (Tang és mtsai., 1991), a Gy fehérjére jellemz6 két
foszforilacids hely (Hubbard és Cohen, 1993), és a G| alloszterikus regulacidjaért felelos C-

terminalis 16 aminosav (Armstrong és mtsai., 1997).
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24. Abra: A glikogénkoto PP1 alegységek osszehasonlitisa rendezett és rendezetlen

|

Gbs-70E PB/PC

H18N23.2

Gbs-76A

szerkezetii szakaszaik alapjan

A PPP1R4_GL, PPP1R5, Gbs-70E PA ¢és PB, H18N23.2, PPP1R6, Ghs-76A,
szekvencidinak
http://anchor.enzim.hu/ oldalon talalhatd IUPred és Anchor programok segitségével
elemeztiik és a konzervalt kozponti régioval valo illesztéssel helyeztiik egymas ald. Az abran
lathatoak a fehérjék rendezetlen szakaszai (piros vonal) és mas fehérjékhez vald kotddési
valoszintisége (kék vonal), a diagrammok alatt pedig kék szinnel kiemelve lathat6 a

PPPIR3 GM  fehérjék

rendezett és  rendezetlen

lehetséges fehérje kotdhelyek elrendezddése.
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Ha a glikogénkotd fehérjéket rendezett és rendezetlen szakaszaik figyelembe vételével
vizsgaljuk, a Gbs-70E fehérje hasonlosaga a human PPP1R6-tal szembetiing (24. éabra),
ugyanis ehhez a fehérjéhez hasonloan a konzervalt région kiviil a rendezetlen szerkezetli N-
terminalis régi6 is megdérzodott a Gbs-70E PB/PC fehérjénél. A Gbs-70E PA fehérjében az N-
terminalis rendezetlen szakasz rovidebb, de ez az izoforma is hasonld szerkezetii a PPP1R6-
hoz. Az N-terminalis szakasz szerepe nem ismert, feltehetleg fehérje-fehérje kolcsonhatasok
helyszine lehet. Ezt tdmasztja ala a fehérjék Anchor programmal torténd vizsgalata is, mely
tobb lehetséges kotohelyet josol ezen a szakaszon. A Gbs-70E ezen feltételezett kotohelyek
tekintetében is a PPP1R6-hoz hasonlé (24. abra).

Munkank els6 felében kisérleteinkkel, ¢éleszto-kéthibrid modszerrel (9. abra),
immunprecipitaciéval és pull down technikaval (10. abra), illetve szedimentacios kisérlettel
(11. abra) bizonyitottuk, hogy a Gbs-70E konzervalodott fehérjerészletei, a foszfatazkotd
motivum ¢és a glikogénkdtd domén funkcionalisan mikddoképes. Az eddig leirt két PPlc
izoforma (Ppl-87B és Ppl-96A; Giot és mtsai., 2003) mellett eredményeink szerint tehat a
Gbs-70E a masik két Drosophila PP1c izoenzimmel is képes koélcsonhatni. Annak ellenére,
hogy a foszfataz koté motivumban egy aminosavcsere figyelhetd meg (az RVxXF helyett
HVxF; 23. abra), a Drosophila Gbs-70E a PP1 alegységének tekinthet6. Ezen Kkiviil,
szedimentacios kisérlettel (11. abra) igazoltuk a Gbs-70E PA ¢és a glikogén in vitro
kolcsonhatasat is: tehat a fehérje valoban a Drosophila PPlc glikogénkoté alegységének
tekintheto.

A Gbs-70E foszfataz aktivitasra kifejtett hatasat vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a
glikogén lebontasdban kulcsszerepet jatszo foszforilaz-a defoszforilacigja sordn a
rekombinans Gbs-70E PA fehérje csokkenti a foszfatdz aktivitasat (12. abra). Ugyancsak
gatld hatéast tapasztaltunk miozin konnyli ldnc szubsztrattal is, amely a PP1 ismert
szubsztratja, de a glikogén metabolizmusban nem jatszik szerepet (13. dbra). Az aktivitas
csokkentése, és a szubsztrat specificitds hidnya a human G és Gum glikogénkotd
alegységeknél megfigyeltektdl kiilonbozik. Ez arra utalhat, hogy a Gbs-70E egy olyan 6si
PPlc regulator alegység, amely fiziologids koriilmények ko6zott nem befolydsolja az
enzimaktivitast, és feladata valoszintlileg a PP1 ¢€s a glikogén, illetve kdlcsonhato partnereinek
térbeli kozelségbe hozasa. A Gbs-70E PA fehérje lehetséges kolcsonhato partnereit mutatja be
a 9. tablazat, amelyet Giot és munkatdrsai (2003) élesztd kéthibrid kisérletei alapjan
allitottunk 0Ossze. A nagyszamu kolcsonhaté partner arra utal, hogy a Gbs-70E PA

halozatképzo, ugynevezett scaffolding fehérjeként mitkodhet. A lehetséges kolcsonhato
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partnerek sokfélék, tobb kinaz, foszfatdz, foszfataz inhibitor és foszforilacioval szabalyozhato

fehérje is szerepel koztiik.

9. Tablazat: A Gbs-70E PA kélcsonhato fehérjéi Giot és mtsai. (2003) alapjan

CG kod | Név Jellemz6

CG6593 | PP1-96A foszfataz

CG10908 | Der-1 proteaz

CG1104 ligaz

CG11138 cink-ujj fehérje

CG11164 ribunukleaz

CG11230 visszavont gén

CG12620 foszfataz inhibitor2
CG13057 | Retinin

CG14339

CG15631

CG2331 | TER94 ATPaz, aszpartat dekarboxilaz
CG3283 | SdhB szukcinat dehidrogenaz
CG3645 tRNS dihidrouridin szintaz
CG4591 | Tsp86D tetraspanin

CG5354 | pie cink-ujj fehérje

CG5642 transzlacid iniciciods faktor
CG5650 | PP1-87B foszfataz

CG6767 ribdz foszfat difoszfokinaz
CG7001 | Pk17E kinaz, ATP kotd

CG7324 Rab-GTPaz

CG7954 | stck cink-ujj fehérje

CG8634 | Cprb5Ec kutikula alkotérész
CG8808 | Pdk piruvat dehidrogenaz kinaz

CG kod = Celera Genom jeldlés

A kolcsonhatasok kialakitdsanak lehetdségét aldtdmasztja a Gbs-70E fehérje N-
terminalis részen talalhatd rendezetlen szerkezetli szakasz (24. 4dbra), amely tobb feltételezett
kotohelyet is tartalmaz. A Gbs-70E PA fehérje N-terminalis régidja rovidebb, mint a PB/PC
formakeé, igy a rovidebb izoforma kolcsonhatd partnerei a PB/PC izoforma kolcsdnhatditol
eltéréek lehetnek, ami arra utal, hogy a PA funkcionalis jelentdsége a hosszabb izoformatol

kilonbozhet.
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7.2 A GDbs-70E gén expressziés mintazata

Az expressziés mintdzat egyedfejlodési, szervi meghatarozasa, az egyes mRNS
izoformék bizonyos egyedfejlodési allapotokban valdé megjelenése informacidval szolgalhat
az adott gén szerepér6l. A Drosophila Gbs-70E expressziés mintazatat mRNS szinten
hataroztuk meg. Ismert volt, hogy 3 féle transzkriptum képzddhet a génrdl (8. &bra),
eredményeink szerint ezek koziil a hosszabb RB ¢és RC minden fejlédési stadiumban és
nemben expresszalodik, a rovidebb RA csak az embridkban és a ndstényekben fejezddik ki
(14. abra), az utdbbiakban elsdsorban az ovariumban talalhato (15. abra). Eredményeink
Osszehangban vannak a Flybase Drosophila adatbazis Gbs-70E génre vonatkozo DNS chip,
RNS szekvenalas, in situ hibridizacid és EST adataival

(http://www.flyexpress.net/search/genes/CG9238/images/BDGP/LDVO). Ez alapjan arra

kovetkeztettiink, hogy az RA mRNS anyai eredetli transzkriptum, amelynek az embrionalis

fejlédésben lehet szerepe.

A Gbs-70E ortologjainak vizsgalata szolgaltathat informaciot arra vonatkozdan, hogy
a homolog géntermékek konzervalddtak-e, és ebbdl kovetkeztethetiink arra is, hogy szerepiik
mennyire  létfontossdgli a  szervezet milkddésében. A Gbs-70E  ortologok
fehérjeszekvenciainak elemzésével megallapitottuk, hogy ezen fehérjék evolucids valtozasa
(17. abra) tiikrozi a fajok evollcios viszonyait (16. abra). Ezutan a Gbs-70E ortologok
transzriptjeinek elemzésével a D. melanogaster-nél megfigyelt szexspecifikus expresszio
konzervalodasat vizsgaltuk. Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy csak a D.
melanogaster-hez evolucidésan kozeli fajok expresszids mintazata hasonld, azonban az RA
varians megjelenése evolucidosan nem konzervalddott (18. abra). Mig a Gbs-70E ortologok
fehérjeszekvencidja az altalanos trendet koveti, a transzkriptumok Drosophila melanogaster-
nél megfigyelt szexspecifikus mintdzata nem mutathatd ki tobb vizsgalt fajban. Tehat a Gbs-
70E PA izoforma kiilonleges szerepére vonatkoz6 feltevésiinket az evolucids vizsgalatok nem

tamasztottak ala.

7.3 A Drosophila Gbs-70E funkcioi

Korabbi munkank soran, Drosophila kalpainok funkcionalis vizsgalatara kidolgoztunk
egy kutatasi stratégiat (Kokai és mtsai., 2012), amit a Gbs-70E foszfataz alegység
tanulmanyozasaban is felhasznaltunk. Mindkét, hazai egyiittmiikodésben végzett munkank
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soran molekularis genetikai modszerekkel csokkentett génexpresszioju Drosophila torzseket
hoztunk 1étre, és ezeket felhasznalva vizsgaltuk a deletalt gén funkciojat. A Drosophila Gbs-
70E géntermék funkcionalis vizsgalatahoz kisérleteinkben egy, az irodalomban korabban mar
leirt GT1 inzercios torzset (Girardot és mtsai., 2004; Chen és mtsai., 2007; Kong és mtsai.,
2010) és egy funkcionalis vizsgalatokhoz még nem hasznalt EP jelii P-clem tartalmu inzercios

torzset (http://flystocks.bio.indiana.edu/Reports/20219.html) hasznaltunk. Az EP inzercids

torzs segitségével deléciés mutansokat (del81, del277) hoztunk létre (19. és 20. dbra). A
del277 torzsbol az 1-es exon €s a 2-es exon egy része, mig a del81-es mutansbdl a teljes 1-es
¢s 2-es exon hianyzik. A torzsek Gbs-70E expresszios szintjét RT-PCR reakcioban hataroztuk
meg. Ez alapjan elmondhatd, hogy mar a P-elem inzerciok is érintik a gén expresszidjat,
viszont a deléciok hatasa sokkal jelentOsebben: a del81 delécids mutans szinte nullmutansnak
tekinthetd (21. abra). A delécid letalitast egyik esetben sem okozott, tehat a Gbs-70E nem

esszencialis.

Mivel bizonyitottuk, hogy a Gbs-70E foszfatdzokhoz kotédik és glikogénkotd
doménje muiikodoképes, feltételeztiik, hogy szerepet jatszik a Drosophila-ban raktarozott
glikogén szintjének kialakitasaban. Ezzel 6sszhangban a legalacsonyabb Gbs-70E expresszios
szintet mutato del81 delécidos mutansban talalhato a legkevesebb glikogén (6. tablazat). Ezzel
bizonyitottuk, hogy a Gbs-70E egy funkcionalis glikogénkotd PP1 alegységnek tekinthetd.
Bar a gén megnevezésekor ezt mar feltételezték, mi szolgaltattuk az elsd kisérletes adatsort,

ami a predikciok helyességét igazolta.

Irodalmi adatokbol ismert volt, hogy a Gbs-70E befolyasolhatja a Drosophila
¢lettartamat is. Magwire és mtsai. (2010) arrol szamoltak be, hogy az altaluk vizsgalt, Gbs-
70E expresszidt érintd torzsek esetében az élethossz megnott. Ezzel szemben mi azt talaltuk,
hogy a del81 delécios mutansban az Gbs-70E expresszid nagyfoku csokkentése az élethosszt
szignifikdnsan lerdviditi (6. tablazat). Az ellentmondds feloldasara tovabbi ellenorzd
kisérleteket végeztiink. Osszehasonlité kisérleteinkhez RNS interferencia tdrzseket
hasznaltunk. A sziilé6i RNS interferencia torzseket aktin és tubulin altaldnos driverekkel
kereszteztilk. A keresztezett torzsek kontrolljaként az egyes sziil6i RNS interferencia
torzseket hasznaltuk. Ez az 6sszehasonlitas genetikai kritériumok szerint nem teljesen korrekt,
ugyanis a keresztezéssel eldallitott utodtorzsek genetikai hattere a sziiléi torzsektol
kiilonbozik. Ennek ellenére az adatok tajékoztato jelleggel értékelhetéek. A Gbs-70E mRNS
szintjének ellendrzése soran azt tapasztaltuk, hogy az RNS interferencia kis mértékben

csokkenti a génexpressziot (22. abra). Az inzercids és delécidos mutans torzsek funkcionalis
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vizsgalatdhoz hasonldan itt is elvégeztiik az ¢Eletképesség ¢és a raktarozott glikogén
mennyiségének mérését. Az RNS interferencidval csendesitett torzsek ¢élethossza a

kontrollhoz képest nagyobb, mig a glikogéntartalma kisebb volt (8. tdblazat).

Tehat a GDbs-70E expresszidjanak kismértékii csokkenése (az RNS interferencia
torzsek esetében) az élettartamra pozitiv hatdssal van, viszont az expresszid nagyfokl
csokkenése (del81 delécios mutans esetében) az ¢élethosszt szignifikdnsan csokkenti.
Feltételezziik, hogy az RNS interferencia modszerével elért Gbs-70E expresszid enyhe
csOkkenése a glikogén metabolizmus kismértékii lassuldsat eredményezi, ami a metabolikus
terhelés csokkentésén keresztiil novelheti meg az élethosszt. A genetikai modszerrel elért
majdnem teljes Gbs-70E génkiiités viszont a Gbs-70E ellentétes szerepére utal. Ilyen
tekintetben a molekularis genetikai modszerekkel eldallitott delécids mutdnsok vizsgélata
alapjan levont kovetkeztetések megbizhatobbak. Az RNS interferencia kisebb hatékonysaga
miatt az eredmények csak a génexpresszio kis csokkenésének kovetkezményeit mutatjak és a
gén funkciodjat illetéen félrevezetonek bizonyultak. Az eredmények éretékelésekor nem
feledkezhetliink meg arr6l sem, hogy az 0Osszehasonlitishoz haszndlt sziiléi torzsek és a
csendesitett torzsek genetikai hattere nem egyezett meg teljes mértékben, ezért elképzelhetd,

hogy az életképesség valtozasat a marker génekek kiillonbozdsége okozta.

Mivel a génexpresszids mintazat vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy a rovid mRNS
csak az embriokban €s a ndstények ovariumaban mutathato ki (14. és 15. abra), valamint
lattuk a del81 torzs esetében a Gbs-70E delécio élettartamra gyakorolt hatasat (6. tablazat),
feltételeztiik, hogy a Gbs-70E szerepet jatszhat az embriogenezisben. A ndstények
termékenységének Osszehasonlitdsa sordn varakozdsunknak megfelelden jelentds kiillonbséget
tapasztaltunk a del81-es torzs néstényei altal lerakott peték szamaban (7. tablazat). A Gbs-

70E tehat valoban szerepet jatszhat az embrionalis fejlédés korai szakaszdban.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy a Gbs-70E nemcsak a Drosophila glikogén
metabolizmusban jatszik szerepet, hanem mas ¢lettani folyamatokban: az élettartam
meghatarozasaban, és az embriogenezis korai szakaszaban is szerepet tolt be. A gén delécidja
letalitast nem okoz, ezért szerepe a Drosophila-ban nem Iétfontossagi. A Gbs-70E
glikogénkotd alegység a szerkezeti és biokémiai tulajdonsagai alapjan tehat a humén G
alegységekhez kevésbé hasonlitd, dsi PP1 regulator fehérjének tekinthetd, ami szerepét

halézatképzd tulajdonsaga révén, kdlcsonhatd partnereivel kdlcsdonhatasban tdltheti be.
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Ha 0sszehasonlitjuk a fenti eredményeket a korabbi, Drosophila kalpainok
funkciondlis vizsgélatira iranyuld vizsgalatokkal, szamos hasonlosagot taldlhatunk. A
Drosophila foszfataz regulator alegység vizsgalatara és korabbi munkank soran a Drosophila
kalpainok vizsgalatara is azonos kisérleti megkozelitést alkalmaztunk: csokkentett
génexpresszidju torzsek létrehozasa és jellemzése utan funkcionalis vizsgélattal hataroztuk
meg az adott gének szerepét. A génexpressziot mind a két vizsgalatban klasszikus genetikai
modszerekkel (delécios torzsek) illetve RNS interferenciaval manipulaltuk. Mindkét vizsgalat
soran a human gének szamahoz viszonyitva kevesebb volt a Drosophila ortologok szama: a
kalpain esetében 4 Drosophila és 16 human, mig a glikogénkoté alegység esetén 2
Drosophila és legalabb 4 human homolog létezik. A Drosophila paralogok koziil az egyik
szerepe bizonyult meghatdrozonak mindkét vizsgalatban. Az altalunk jellemzett kalpain
delécios mutans torzsek segitségével egylittmiikodd partnereink bizonyitottak a Drosophila
CalpB kozponti szerepét a sejtvandorlas mechanizmusaban (Kokai és mtsai., 2012). A
Drosophila glikogénkotd PP1 alegység vizsgalataval azt bizonyitottuk, hogy a Gbs-70E
szabalyozza a glikogéntartalmat (Kerekes és mtsai., 2014). Eredményeink nem mindig
egyeztek meg a human homologokra vonatkoz6é megfigyelésekkel: a kalpain delécios
mutansok a varttal ellentétben életképesek, a foszfatdz regulator alegységnek pedig a glikogén
anyagcserén kiviil mas folyamatokban, igy az élettartam meghatarozasaban €s a fertilitasban
IS szerepe van. Megallapithatjuk tehat, hogy az altalunk hasznalt molekularis genetikai
megkozelitéssel Drosophila modell organizmusban az egyes gének szerepe ol

meghatarozhato.
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8. Osszefoglalas

A poszttranszlaciés modositasok fontos szerepet toltenek be a sejtélettani folyamatokban,
ezek koziil a foszforilacio és a proteolizis kiemelt jelentdségli. Egyiittmiik6dd partnereinkkel
korabbi munkank soran kialakitottunk egy olyan molekularis genetikai kisérleti stratégiat,
amivel sikeriilt bizonyitaniuk egy kalcium fiiggd protedaz, a CalpB szerepét a Drosophila
stratégiat alkalmaztunk a Drosophila protein foszfataz 1 (PP1l) egyik feltételezett

glikogénkotd regulator alegységének tanulmanyozasara ¢€s fiziologids szerepének feltarasara.

A glikogén metabolizmus szabalyozasa a foszforilacios-defoszforilacidos reakciok jol
ismert példaja, a folyamat egyik szabalyozo6 enzime a PP1. A PP1 holoenzimet a glikogénhez
iranyitd glikogénkotd alegységeit ezidaig nem jellemezték alaposan az ecetmuslicaban. Az
adatbazisokban talalhaté gén ¢és fehérje szekvencidk analizisével két potencialis D.
melanogaster PP1 kdlcsonhato fehérjét azonositottunk, munkank soran ezek koziil a Gbs-70E
génnel és géntermékével foglalkoztunk. Azt talaltuk, hogy a Gbs-70E protein glikogénkoté és
PP1 Kkatalitikus alegységet kot6 szerkezeti elemei nagymértékben konzervalodtak az evolucio
soran. Munkank elsé részében biokémiai kisérletekkel igazoltuk a két konzervalt kotOhely
mikodoképességét, és igazoltuk, hogy a Gbs-70E megkoti a PP1 katalitikus alegység 0sszes
izoformajat valamint a glikogént, tehat valéban a PP1 glikogénkotd alegységének tekinthetd.
A Gbs-70E génrdl atirodo legrovidebb és a két hosszabb transzkript kozott kiilonbséget téve
feltartuk a génexpresszids mintdzatot a kiilonbozo fejlddési stadiumokban és testrészekben.
Azt talaltuk, hogy a legrovidebb transzkript csak az embriokban €s a ndstények ovariumaban
mutathato ki, ami anyai hatdsra és az embriogenezisben jatszott szerepre utal. Molekularis
szintjének drasztikus csokkentése a glikogén szint és az €lettartam szignifikdns cs6kkenését
eredményezi és csokkenti a néstények fertilitasat. Tehat bebizonyitottuk, hogy a Gbs-70E
glikogénkdtd alegységnek a PP1 regulatoraként a Drosophila glikogén metabolizmusban, a

korai embriogenezisben ¢és az élettartam kialakitasaban van szerepe.
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9. Summary

Posttranslational modifications of proteins have important roles in cell physiology, and
out of the numerous modifications, protein phosphorylation and proteolysis are of special
interest. In our previous study we introduced a molecular genetics based experimental strategy
with our collaborators and they used it for revealing the role of a calcium dependent protease,
CalpB in the migration of the border cells in Drosophila melanogaster. As a continuation of
this collaboration we adopted a similar approach to investigate the physiological function of a
putative glycogen binding regulatory subunits of the protein phosphatase 1 (PP1)
holoenzyme, in Drosophila.

The regulation of glycogen metabolism by phosphorylation-dephosphorylation
reactions is well-known. Based on analogies we proposed that PP1 was an important regulator
of the process in the fruit flies. The glycogen binding subunits of the PP1 that target the
phosphatase to glycogen have not been characterised yet in the fruit flies. Based on gene and
protein sequence analysis we identified two putative D. melanogaster PP1 glycogen binding
subunits, and in our present work we studied one of them, the Gbs-70E gene and its gene
product. We noted that the glycogen and PP1 catalytic subunit binding structural elements are
well conserved in the Gbs-70E protein. First we tested with biochemical experiments the role
of these two regions, and demonstrated that Gbs-70E was able to bind to all of the PP1
catalytic subunit isoforms and to glycogen. Thus we proved that Gbs-70E was indeed a
functional glycogen binding subunit of PP1. Next we investigated the gene expression
patterns of the shortest and the two longer transcripts during ontogeny and in different body
parts. The shortest MRNA is present only in embryos and in the ovary of females, suggesting
a maternal origin and the role of the shorter protein in embryogenesis. After the deletion of
the gene with molecular genetic methods we found that the drastical reduction of Gbs-70E
expression resulted in the decrease of glycogen content and the lifespan of the imagos, and in
the decline of the fertility of females. In conclusion, we found that the Gbs-70E glycogen
binding regulatory subunit of PP1 has a role in the regulation of glycogen metabolism,

determination of lifespan, and the embryogenesis in Drosophila.
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15. Figgelék

Gbs-70E expresszio vizsgalata kvalitativ RT-PCR reakcioval, Gbs-70E3-6 primerekkel

A kvalitativ PCR soran a Gbs-70E3-6 primerekkel (lasd: 4. tablazat) vizsgaltuk a
torzsek Gbs-70E expressziojat RpL23 haztartasi gén kontroll mellett. A primerek bekotédési
helyei a 19. dbran lathatdé modon a 3. és a 6. exonon vannak, igy a primerpar mindharom

transzkriptumot képes felismerni, réluk a RT-PCR reakci6 soran 994 bp termék jon 1étre.
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Pozitiv kontroll RE56341 ¢cDNS; w1118 és OreR: kontroll torzsek; EP, GSV és GTI:
P-elem inzercios torzsek; 149, 150, i55: Gbs-70E RNS interferencia sziiléi torzsek, del277 és
del81: delécios mutansok. PCR termékek futtatdsa 1 % agardz gélen tortént. St: Invitrogen
1000 bp standard. Héztartasi kontroll gén: RpL23.
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