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1. BEVEZETES

1.1 Fehérje foszforilacié és defoszforilacio

A fehérjék reverzibilis foszforilacidja az Osszes eukaridta szervezetekben miukodd gyakori
poszttranszlaciés modositds. A reakciot katalizdlé enzimek a protein kindzok, a fehérjék
szerin, treonin vagy tirozin oldallancaihoz kapcsoljak az ATP vagy ritkdbban a GTP gamma-
foszfatjat. Ennek kovetkeztében megvaltozik a fehérjék konformacidja, ami befolydsolhatja
funkciéjukat is. Ez a poszttranszliaciés moddositds azonban csak akkor képes megfeleld
szabdlyozd szerepet betolteni, ha lehetdség nyilik a kindzok daltal beépitett foszfatcsoport
lehasitasdra. A protein kindzok mellett tehat sziikség van a foszfatcsoport hidrolitikus

eltdvolitasara képes enzimekre, a protein foszfatdzokra is.

1.2 A protein foszfatazok evolicidja

A két kompetdl6 enzimcsaldd jelentOsége egyenértékii a foszforildcion-defoszforilacion
alapul6 szabdlyozdsi folyamatokban, habér a foszfatdzok csak a kindzok utdn alakulhattak ki
az aladbbi két megfontolds alapjan: (1) A reakcié mechanizmusa szerint a kindzoknak kell
elséként modositani a polipeptidek oldallancait. (2) A foszfatdzoknak a kindzok utan kellett
kialakulniuk, mivel a foszfoprotein szubsztrat nélkiil nem lett volna hasznos funkcidjuk.
Kialakuldsuk a mar 1étezd hidrolitikus enzimekbdl torténhetett, amelyek katalitikus zsebei

fokozatosan alkalmazkodtak az 1j szubsztrathoz és egyre specifikusabba valtak.

1.3 A PPP enzimcsalad

Az ugynevezett foszfoprotein foszfatiz (PPP) enzimek a bakteridlis diadenozin-
tetrafoszfatdzokbol fejlodtek ki. A PPP csoportok f6 jellemvondsa, hogy két fémiont
tartalmaznak az aktiv centrumukban, amelyek segitségével képesek a foszfatcsoportot
hidrolizalni a fehérjék szerin vagy treonin oldalldncardl. A PPP alcsaladhoz tartoznak a Zn/Fe
tartalmi enzimek, a PP1, PP2A és PP2B (dj nevezéktan alapjan PPP1, PPP2, PPP3)
foszfatdzok. A PPP csoportba sorolhatok azok az 1j tipustnak nevezett protein foszfatazok is,
amelyek szerkezetiik és tulajdonsdgaik alapjdn dtmenetet mutatnak az emlitett harom
alcsoport kozott. Az uj tipusu enzimek kimutatdsa klasszikus enzimaktivitasi mérésekkel nem
volt lehetséges, azonositasuk csak a molekuléris klénozas technikdjaval valt lehetové. Ezek az
Uj foszfatizok az dllat- és novényvildg képviseldiben, illetve szamos gombafajban is

el6fordulnak, ahol kiilonb6z0 életfolyamatok szabédlyozasdban vesznek részt.



1.4 A D. melanogaster PPP enzimcsalad

A Drosophila melanogaster a molekuldris genetika egy nagyon jOl jellemzett
modellszervezete. A Flybase adatbdzisban valé kutatds eredményeképp 19 PPP katalitikus
alegységet kodold gént azonositottunk ebben az organizmusban (1. dbra). A D. melanogaster

PPP enzimeit az elsddleges szerkezetiik alapjan 5 alcsalddra oszthatjuk (vo. 1. tdbl4zat).
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1. dbra. D. melanogaster foszfoprotein foszfatdaz katalitikus alegységek csalddfdja
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A klasszikus és molekularis genetikai kutatdsok arra utalnak, hogy a PPP gének fontos
szabdlyozd szerepet jatszanak az ecetmuslicdban:

(1) A PPP1 alcsaladhoz tartozik a Ppl-13C, Ppl-87B, Ppl-96A és a Ppl-9C enzim.
Az utébbi gén hidnya a flapwing (flw) fenotipust okozza, ami a rendellenes
szarnyizomfejlodés eredménye. A Ppl-87B gén mutiaciéja mitotikus blokkot okoz az
anafdzisban. A Ppl-96A inaktivdldsa nem eredményezett fenotipusbeli véltozast. A Ppl-13C
valészinlileg redundédns génnek tekinthetd. A PPP1 alcsaladhoz tartozik tovabbd még az yj

tipusunak tekinthetd PpY-55A, PpN-58A, PpDS5, PpD6, Ppl-Y1 és a Ppl-Y2 protein foszfataz



is. Koziilik csak a PpY-55A és a PpN-58A foszfatazt jellemezték jol irodalmilag, és ugy
talaltak, hogy a him egyedek heréjében fejezddnek ki.

(2) A kalcineurin/Pp2B/PPP3 kalciummal szabdlyozott foszfatdzokat 3 kozeli rokon
izoformdjuk alapjan mutatom be. A CanAl egy nagyméretii, 12 intront tartalmazé gén, mig a
Pp2B-14D és a CanA-14F gén nem tartalmaz intront a kodold régigjaban. A Pp2B-14D
szerepét a velesziiletett immunitasban €és a ndstények fertilitdsdban igazoltdk. A CanA-14F
génnek nincs ilyen szerepe.

(3) D. melanogaster-ben 4 darab 2-es tipusu foszfatdz talalhaté. Az mts gén hidnyaban
abnormadlis, csillagszerli mikrotubulus elrendezddés figyelheté meg a sejtekben. A Pp4-19C
gént eloszor PPX néven irtdk le, a mikrotubulus szervezddésben vald szerepét pedig a
,centrosome minus microtubules” (cmm) mutans elemzésével igazoltdk. A PpV/Pp6 fehérje
felhalmozdéddasa az embridkban a zigotikus transzkripciéban és cellularizacidoban val6
szerepére utal. A csaldd Uj tagja az eredetileg Pp4-like-nak nevezett CGI1597, amely
tesztiszben kifejezddo 1j tipusu foszfatdznak tekinthetd; a funkcigjat eddig még nem sikeriilt
meghatdrozni.

(4) A PPP5 csoportba tartoz6 PpD3 neve azonos a felfedezéséhez vezetd PCR termék
elnevezésével. A gén az eml6s PPP5/Pp5 ortologja. Habar a gén szabdlyozasa és funkcidja
emldsokben jol jellemzett, Drosophila-ban csak keveset tudunk réla.

(5) A PPP7 csoportba tartozé rdgC-t olyan protein foszfatdzként azonositottak, amely

képes megvédeni a retindt a fény-aktivélta degeneraciotol.

1.5 A D. melanogaster PPP csalad eredete

A D. melanogaster PPP gének nagy szdma, és az a tény hogy a gének egy része nem
tartalmaz intront a kdédold régidjdban, arra utal, hogy az evolicié sordn az enzimcsalad
jelentds datalakuldson esett 4t. A legutobbi becslések szerint 1 millid évenként 17 gén
duplikdlédik a Drosophilidae csaladban, amelybdl 5-11 duplikdci6 a D. melanogaster
alcsoportban torténik. Az evolicié sordn a gének tobbsége tandem vagy diszperz
duplikacioval keletkezik, ezen kiviil retrotranszpoziciok, kiméras génképzOodések és a
nemkodolé szekvencidkbol torténd 1) génképzOdések is hozzdjarulnak a génkészlet
kibdvitéséhez. Azonban a gének szamdt az adott fajban a delécidk vagy degradéciok is
befolydsoljdk. A gének szerzése és elvesztése kozotti dinamikus egyensily a genom
evoldcidjanak jellegzetes ismertetdjele. A 12 Drosophila faj (D. melanogaster, D. simulans,
D. sechellia, D. yakuba, D. erecta, D. ananassae, D. pseudoobscura, D. persimilis, D.

willistoni, D. mojavensis, D. virilis, D. grimshawi) genomszekvencidjanak kozzététele



lehetdséget kinalt szamunkra a PPP géncsalad 0sszehasonlité elemzéséhez. A Drosophilidae
csalad PPP nukleotid és fehérje szekvencidinak Osszehasonlitdsaval megprobaltuk feltarni

ennek a viszonylag kis, de erésen konzervativ géncsalddnak az evoliciéjat.

2. CELKITUZESEK

Az 4j tipusu PPP gének expresszidjanak irodalmi jellemzése D. melanogaster-ben nem volt
teljes, nagyrészt csak a kevésbé megbizhaté microarray adatok alltak a rendelkezésiinkre, ami
alapjan him-specifikus expresszidjukat feltételezhettiik. Tovabba mind az uj tipusu, mind a

klasszikusnak mondhaté PPP gének evolicidjardl, eredetérdl szintén kevés informécionk volt.

Az uj tipusi PPP gének funkcidjanak és evolicidjanak vizsgdlata érdekében a kovetkezd

célkitlizéseket fogalmaztuk meg:

1) Az j tipusa PPP gének vizsgalata D. melanogaster -ben
» az uj tipusu PPP gének expresszidjanak vizsgalata a D. melanogaster életciklusa sordn
» az \j tipusu PPP gének expresszidjanak vizsgalata D. melanogaster him egyedeinek
tesztiszében
» az Y kromoszoma szerepének tanulmanyozdsa a him-specifikusan expresszal6do
gének esetében

» aPpY-55A és a PpPN58A gén funkcidjanak vizsgéalata géncsendesités modszerével

s s s

» a Drosophila és mas rovarfajok PPP készletének 6sszehasonlitdsa

a szekvencia adatbazisok adatainak kiegészitése és megerdsitése

uj PPP gének keresése a fajok szekvencia adatbdzisainak felhasznéldsaval
az Uj tipusd PPP gének expresszidjanak vizsgdlata kiilonb6z6 rovarfajokban

a foszfatazok evolucidjat érinté genomatrendezddések tanulmanyozasa

YV V. V V V

a PPP gének genomi kornyezethez val6 adapticidjanak vizsgalata



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Anyagok

A kisérletekben felhaszndlt vegyszerek tobbségét a Sigma-Aldrich cégtdl szereztiik be. Az
oligonukleotid primereket az Integrated DNA Technologies Incorporation-tdl szereztiik be.
Az Escherichia coli DH5a torzset a Novagen-t6l vasaroltuk. A felhaszndlt Drosophila torzsek

nagy részét a Bloomington Drosophila Stock Centerbdl szereztiik be.

3.2 Médszerek
Klasszikus genetikai modszerek

A Drosophila torzseket a szokdsos laboratériumi koriilmények kozott tenyésztettiik, és
jOl lathat6 genetikai markerek alapjan szelektaltuk.

Az X/0 himek és XX/Y néstények eldallitasahoz kapcsolt X €s Y kromoszomat és két
kapcsolt X kromoszémat tartalmazé egyedeket hasznédltam fel.

Az RNS interferencidhoz sziikséges PpY-55A és PpN58A transzgén egyedek
eldallitdsa Sinka Rozdlia és Dedk Péter (MTA SZBK Biokémiai Intézet, Szeged) segitségével

tortént. A transzgén egyedeket spermatocyta-specifikus driver torzzsel hajtottuk meg.

Molekuldris biologiai modszerek

A plazmid DNS-t QIAprep Spin Miniprep plazmid izolal6 kit segitségével izolaltuk a
cég lefrasa szerint. A genomi DNS-t kifejlett egyedekbdl tisztitottuk.

A teljes RNS-t kifejlett egyedekbdl, illetve him egyedek tesztisz€bdl Trizol reagenssel
tisztitottuk. A teljes RNS mintdban fennmaradé DNS-t DN4az kezeléssel tdvolitottuk el. A
cDNS mintét teljes RNS-bdl reverz transzkriptdzzal és oligo(dT)-vel allitottuk eld.

A kiilonbozé méreti gDNS és cDNS génszakaszokat Tag polimerdz enzim
felhaszndldsaval szaporitottuk fel. A PCR termékeket kozvetlen szekvendldshoz Microcon
YM-100 oszlop segitségével tisztitottuk.

A PpY-55A és a PpN58A gént mdsodik generdciés, RNS interferencidra alkalmas
pWIZ vektorba klénoztuk. A két gén egy-egy szakaszat két példanyban klénoztuk a vektorba,
ugy, hogy 5’-végiikkel egymas felé nézve ellentétes orientdcioban legyenek. Az igy eldallitott
vektor konstrukcidkat ezt kdvetden E. coli DHSa torzsbe transzformaltuk.

Az in situ hibridizaciot kifejlett D. melanogaster Oregon R himek heréjén végeztiik el.

A gén- specifikus PCR terméket Drosophila gDNS-bol sokszoroztuk fel T7 (szensz



probdhoz) vagy T3 (antiszensz probdhoz) promoterrel kapcsolt primerekkel. A jeloléshez a
DIG RNA Labeling Mix-et hasznéltuk fel. A szensz probat negativ kontrollként alkalmaztuk.
A PCR termékek és a klonok szekvenalasa Go6dollon, a BIOMI Kft-nél, az adott

génhez tartozé specifikus primer vagy primerpar felhasznaldsaval tortént.

Bioinformatikai elemzések

A PPP szekvencidk adatait a FlyBase, az UCSC Genome Bioinformatics és a NCBI
adatbazisokbdl gytijtottiikk 6ssze. Eldszor a 19 ismert Drosophila PPP fehérje szekvenciat
haszndltuk a homoldg szekvencidk keresésére. Az elsddleges keresési (Blast) eredményeket
hasznaltuk a méasodik keresésnél. Az 1) hipotetikus fehérjeszekvencidk doménszerkezetének
meghatdrozasat SMART program segitségével végeztiik.

Az adatbazis egyértelml hibdit (kereteltolddasok, korai stopkodonok, inzercidk és
deléciok), melyek rendellenes fehérjét eredményeztek, és nem voltak Osszeegyeztethetdek a
kozeli rokon PPP enzimek konzervalt elsddleges szerkezetével, manudlisan, a pDRAW32
program segitségével javitottuk ki. Amennyiben egy PPP szekvencia hidnyzott az
adatbazisbol, akkor PCR reakci6 és szekvendlds segitségével probaltuk azonositani, amihez a
legkozelebbi rokon fajok homoldg génszakaszai alapjan terveztiik meg a primereket.

A fehérjeszekvencidkat a pDRAW32, ClustalW és a BioEdit programokkal
hasonlitottuk 6ssze. A filogenetikai és molekuléris evoliciés elemzést a MEGA 4.0 szoftver
segitségével készitettiik el. Az ortolog kapcsolatokat a csaladfak topoldgidja alapjan
valoszintsitettik és mikroszinténia elemzéssel erdsitettik meg. A PPP1 alcsalddot
multidimenziondlis 4brdzoldsi modszerrel is elemeztilk. A klasszikus és az Uj tipusd
foszfatdzok evolucidjanak tanulmédnyozdsahoz az R, dn és ds értékeit a MEGA 4.0 szoftver
segitségével szamoltuk ki.

A gének Miiller elemeken val6 lokalizacigjat a Flybase adatbézis alapjan adtuk meg.

A genomi atrendezddéseket dot plot-tal vizsgaltuk.



4. EREDMENYEK

4.1. Az aj tipusu foszfataz gének expressziés mintazata D. melanogaster-ben

A D. melanogaster intronmentes dj tipusi PPP retrogénjei (PpD5, PpD6, Ppl-Yl,
Ppl-Y2 PpY-55A, PpN58A) a CGI11597 kivételével a microarray adatok alapjan him-
specifikus expressziot mutatnak. Koziilikk a tesztisz-specifikusan kifejez6d6 PpY-55A és
PpN58A gént mar jol jellemezték, igy figyelmiink a tobbi, feltehetdleg him-specifikusan
expresszalddo foszfatdz vizsgalata felé fordult. Munkénk sordn el6szor RT-PCR médszerrel
megvizsgaltuk a PpDS5, PpD6, Ppl-YI, Ppl-Y2 és CGIl1597 gén expresszidjat a D.
melanogaster életciklusa sordn. A CG11597 gén kiilonb6z6 mértékben minden fejlodési
stddiumban expresszalodik. Ezzel ellentétben a PpDS5, PpD6, Ppl-Y1 és Ppl-Y2 gén csak
kifejlett him egyedekben fejezddik ki. Mivel a CG11597 kivételével a vizsgalt PPP gének
him-specifikusan irédtak at, megvizsgaltuk a tesztiszben torténd expresszidjukat.

A kisérletek alapjan megdllapitottuk, hogy a vizsgdlt gének tesztisz-specifikus
expressziot mutatnak, mivel a test mas részeiben nem, csak a tesztiszben fejezdédnek ki. Ezt
kovetden megvizsgdltuk a gének tesztiszen beliili expresszigjanak helyét is. Ennek érdekében
in situ hibridizacid technikét alkalmaztunk, amelyet digoxigeninnel jel6lt antiszensz RNS
prébaval végeztiink el. Kontrollként az irodalmilag mér jellemzett PpY-55A gént hasznaltuk,
amely a here disztélis régiéjaban (elsddleges spermatocitdkban, cisztasejtek sejtmagjaban) és
a homoru oldalan (kerek spermatiddakban) fejezddik ki. A PpDS5 és a Ppl-Y1 préba is hasonld
helyeken mutatott festodést, ami a PpY-55A-hoz hasonlé expresszids lokalizéciéra utal. A
PpD6 gén esetében pontszerli expresszios mintdzat volt megfigyelhetd, ami a hosszabbodé
spermatida koteg disztdlis részének felel meg €s a gén posztmeiotikus expresszidjara utal.

A gének him-specifikus expresszidjanak megerdsitése érdekében Y kromoszoma
nélkiili X/0 steril himeket és Y kromoszomaét tartalmazé XX/Y nostényeket éllitottunk elo.
RT-PCR modszerrel ezekben az egyedekben is megvizsgéltuk a gének kifejezddését. Az
autoszomalisan lokalizalt PpDS5, PpD6, PpY-55A és PpN58A gének termékei megtaldlhatok
voltak X/O himekben, az Y kromoszéman lokalizalt Ppl-YI és Ppl-Y2 géneké pedig
értelemszerlien nem. Az XX/Y ndstényekben egyetlen vizsgdlt foszfatiz sem fejezddott ki.
Kisérleteinkkel tehdt megerdsitettilk, hogy az daltalunk vizsgélt gének valéban csak him

egyedekben fejezddnek ki.



4.2 A PpY-55A és a PpN58A gének funkcidjanak vizsgalata D. melanogaster-ben

Irodalmi adatokbdl ismert, hogy mindkét foszfatdz csak a himek heréjében fejezodik
ki. Mivel mindeziddig nem sikeriilt a klasszikus genetikai mddszerekkel a génekre nézve
mutansokat elddllitani, ezért e gének funkcidjat RNS interferencia (RNSi) mddszerével
kivdntuk meghatdrozni. Ennek érdekében RNS interferencidval torténd géncsendesitésre
alkalmas torzseket hoztunk létre. Mivel a gének tesztiszben, a PpY-55A pedig igazoltan
cisztasejteken kiviil spermatocitdkban is kifejezddik, az RNSi torzseket spermatocita-
specifikus driver torzzsel kereszteztiikk és homozigéta torzseket hoztunk létre beldliik. Az
RNS interferencia hatékonysagat RT-PCR mddszerrel igazoltuk. A vad tipusu egyedekhez
képest nem tapasztaltunk fenotipusbeli kiilonbséget, ami egyrészt azzal magyarazhat6, hogy a
hasonlé szerkezettel rendelkezd uj tipusi PPP gének atfedd funkcidkkal rendelkezhetnek,
amelyek igy képesek egymds hidnyat ellensilyozni. A masik lehetséges magyarazat, hogy a
géncsendesités nem sziintette meg teljesen a gén kifejez0dését €s a megmaradt géntermék is
elegendd lehetett a vad tipus fenntartdsdhoz. Tovdbbd fontos megemlitenem, hogy a
felhasznalt pWIZ vektor nem alkalmas csiravonalbeli kifejeztetésre, igy a rendszeriink csak a

szomatikus eredetli tesztisz sejteken mikodhetett.

4.3 A rovarok PPP készlete

A Drosophila PPP gének, és ezen beliil az uj tipusu foszfatdzok eredete, kialakuldsa
még kevésbé tanulmanyozott teriilete volt az irodalomnak. A PPP gének Kkatalitikus
alegységeinek evolucidjanak vizsgalatdhoz a D. melanogaster-t haszndltuk Osszehasonlitdsi
alapként. Els6 1épésként adatbdzis kutatissal megdllapitottuk a minimadlis, 7-8 enzimet
magdban foglal6 alapveté PPP készletet (vo. 1. tdblazat), amely jelen van a szekvenalt
rovarfajok tobbségében (Culex quinquefasciatus, Aedes aegypti, Anopheles gambiae,
Tribolium castaneum, Apis mellifera, Nasonia vitripennis, Acyrthosiphon pisum, Pediculus
humanus corporis). Ugy taldltuk, hogy a gének tobbsége intront tartalmaz a kédold
régidjaban, kivéve a Pp2B gént, ami arra utal, hogy retropoziciéval keletkezett, még a
Drosophila fajok kialakulésa el6tt.

A kovetkezd 1épésben megvizsgiltuk a D. melanogaster-ben azonositott gének
el6forduldsat a tovabbi 11 szekvendlt, a Drosophilidae csaladhoz tartozé Drosophila fajban is
€s meghataroztuk azok Miiller elemeken (a Drosophila fajok genomjanak egymdsnak
megfeleltethetd szakaszain) vald lokalizdci6jat is (1. tdbldzat). Ugy taldltuk, hogy néhdny
kivételtdl eltekintve valamennyi PPP gén megtaldlhaté a Drosophilidae csalad tagjaiban, ahol

az Osszes PPP-k szama 18 és 22 kozott valtozik fajonként. A 8 kozos rovar foszfatdz 7 jol
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elkiiloniilt csoportra oszlik, amely a fehérjék konzervativ szerkezetére és funkcidjara utal. A

rovarfajok foszfatdzai alcsoportokat képeznek, €s jol elkiiloniilnek a Drosophila fehérjéktol,

ami a kozos eredetiiket €s fliggetlen evolicioval torténd keletkezésiiket timasztja ala.

4.4 A Drosophilidae csalad PPP génkészlete

A foszfataz készlet a rovarfajok minimalis PPP készletéhez képest a Drosophilidae csalad

tagjaiban nem kevesebb, mint 15 dinamikusan valtoz6, 4j taggal boviilt (1. tdblazat, 2. dbra).

1. tdablazat. A PPP gének lokalizdcidja a 12 Drosophila faj Miiller elemein
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“Vastag szedéssel emeltiik ki azokat a géneket, melyek a legtébb rovarban megtaldlhatéak.
7\ fajnevek roviditése a kovetkezo: Dmel: D. melanogaster, Dsim: D. simulans, Dsec: D. sechellia,
Dyak: D. yakuba, Dere: D. erecta, Dana: D. ananassae, Dpse: D. pseudoobscura, Dper: D.
persimilis, Dwil: D. willistoni, Dmoj: D. mojavensis, Dvir: D. virilis, Dgri: D. grimshawi.
Az intronmentes gének lokalizdciojdt aldhiizott dolt betiivel jeloltiik.
Az iiresen hagyott helyek a hidnyzo géneket jeloli.
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A génduplikaciok a génkészlet kibOvitésének leghatékonyabb eszkozei. Az
eredményeink is ezt a feltevést tdmasztjdk alda a Pp2B-14D és a CanA-14F esetében, melyek
intronmentes leszarmazottai az 6si CanAl génnek az 0sszes Drosophila fajban. A 8 rovar és a
12 Drosophila taj foszfatdzainak Osszehasonlitdsa alapjan feltételezhetjiik, hogy a Ppl-96A
gén Osi, intront tartalmazé alakjdbol szarmaznak az 1-es tipusud foszfatdzok. A Ppl-87B
kozvetleniil a Ppl-96A génbdl alakult ki retrotranszpozicioval. A klasszikus foszfatdz gének
duplikacidjan kiviil a PPP készlet tobb uj retrogén megjelenésével is boviilt (1. tdblazat, 2.
abra). Az eredetileg D. melanogaster-ben felfedezett 1j, 1-es tipusu foszfatazok (Ppl-YlI,
Ppl-Y2, PpD5, PpD6, PpN58A, PpY-55A) jelen vannak mind a 12 Drosophila fajban, de
hianyoznak mas rovarfajokbol. Mivel nem taldltuk meg az ortolégjaikat mds €16 szervezetben,
igy ezeket Drosophila-specifikus foszfatdzoknak nevezhetjiik.

A retrotranszpoziciok olyan 4j PPP enzimeket is eredményeztek (PpD5+, PpD6+,
PpY+, Pp4+, Pp6+), amelyek nincsenek meg D. melanogaster-ben (1. tablazat, 2. dbra). Az uj
gének mds kromoszomadlis lokalizdcidba épiiltek be, az 0sibb paraldgjuk pedig megmaradt az
eredeti pozicidjaban. A szekvencia analizis alapjan sikeriilt megallapitanunk, hogy a PpD5+
és a PpD6+ gén a PpD5 és PpD6 paraldgjaibol keletkezett. A PpY+ és Pp4+ retrogéneket az
obscura csoport két kozeli rokon fajdban, a D. pseudoobscura-ban és a D. persimilis-ben
azonositottuk. A PpY-55A és PpY+ szekvencidk kozotti hasonlosag és a Miiller A elemen
val6 kozeli elhelyezkedésiik azt sugallja, hogy a PpY+ a PpY-55A-bdl keletkezett replikativ
transzpozicioval. Az el6z0 esethez hasonldéan, a Pp4-19C és a Pp4+ génszekvencidk elemzése
feltdrta, hogy az intront tartalmazé Pp4-19C gén retrotranszpozicidjaval keletkezett az
intronmentes Pp4+ gén.

Habar az 4j PPP gének teljes hosszisagu fehérjét kédolnak, amely tartalmazza a
foszfatdz aktivitdsdhoz sziikséges kritikus szakaszokat, kisérletek nélkiill nehéz volt
megjoésolni, hogy &tirédnak vagy inkdbb inaktiv pszeudogénekké degraddlédnak. Annak
érdekében, hogy err6l meggy6zddjiink, megvizsgaltuk a mar ismert 0j tipusi és az dltalunk
felfedezett PPP gének illetve paralégjaik expresszidjat a Drosophila fajok evolicidja sordn.
Ehhez 4 egymastdl tavoli rokon fajt haszndltunk fel. A D. ananassae-t a melanogaster
csoportbdl, a D. pseudoobscura-t az obscura csoportbdl, a D. willistoni-t a willistoni
csoportbdl, a D. virilis-t pedig a virilis csoportbdl vélasztottuk ki. Kisérleteink sordn
kimutattuk, hogy a vizsgalt PPP gének funkcionalisan aktiv retrogének, és nagy résziikk him-
specifikusan fejezddik ki a vizsgalt fajokban. Kivételt a CG11597 gén képez, amely mindkét

nemben kifejezodik.
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2. dbra. A PPP gének evolucidja a Drosophilidae csaladban

Az dbra A részén a 12 Drosophila faj evoliicioja ldthato. A fo alfajokat, csoportokat és

alcsoportokat megjeloltiik.

Az dbra B részén a PPP gének evolicioja ldthato. A rovarok alap PPP készlete fekete
keretezéssel van elldtva. Az ujonnan keletkezett géneket szaggatott vonallal, az elveszitett
géneket pedig pontozott vonallal kereteztiik be. A szaggatott vonal azt jeloli, hogy a Pp2B-
14D gén a Culex quinquefasciatus, Aedes aegypti és Anopheles gambiae rovarfajokban

keletkezett.
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4.5 A him-specifikus PPP gének gyors evolacidja Drosophila fajokban

Irodalombdl ismert, hogy a him-specifikus funkcidval rendelkezd géneknek gyorsabb
az evoldcidja (magasabb a nem-szinonim és a szinonim szubsztiticiok ardnya), mint a nem
specializéltaknak. Szerettiink volna meggy6zd6dni réla, hogy az altalunk tanulmanyozott him-
specifikusan kifejez0d6 gének is kovetik-e ezt a szabdlyt. Ennek érdekében elemeztiik a 12
vizsgalt Drosophila faj klasszikus és a nagyrészt him-specifikus expresszidt mutatd dj tipusu
protein foszfatdzainak katalitikus régidit kddolé nukleotid szekvencidkat. Az elemzés sordn
meghatédroztuk a teljes tranzicié/transzverzié aranyt (R), a szinonim (ds) és a nem-szinonim
(dn) szubsztiticiok szamat, illetve az el0bbi két adatbdl a dn/ds aranyt is. Az eredményeink
szerint az ) tipust him-specifikusan kifejez6do foszfatdzok szignifikdnsan magasabb dn/ds
szubsztiticids aranyokat mutatnak a nem specifikus foszfatdzokhoz képest, ami 6sszhangban
van a him-specifikus gének gyorsitott evolicidjanak elméletével. Eredményeink megerdsitik
tovabba az ,,out of testis” elméletet, amely szerint a régebbi PPP retrogének kiilonboz6
expresszids mintdzattal és specializélt funkcidkkal rendelkeznek, mig a legijabb funkciondl6

PPP retrogének him-specifikusak.

4. 6 A PPP gének szamanak és lokalizacigjanak valtozasai

A PPP gének keletkezése mellett a gének elvesztése és a kromoszomalis
lokalizaciobeli, illetve génszerkezeti valtozdsok szintén hozzdjarultak a PPP csalad
evoluicidjdhoz a Drosophilidae csaladban. A hidnyz6 gének egy részét valdsziniileg a random
szekvendldsi stratégia hibdja miatt nem talaltuk meg az adatbazisban. Ennek a kikiiszobolése
érdekében PCR technikdt hasznaltunk a hidnyz6 gének sokszorozdsara €s azonositasara (1.
tdblazat). A génmozgéasok nyomon kovetéséhez osszehasonlitdsi alapként a D. melanogaster
PPP gének Miiller elemeken valo lokalizaciéjat hasznédltuk. Az adatok alapjan a PPP gének jol
konzervalt hellyel és irdnyultsdggal rendelkeznek a melanogaster alcsoport tagjaiban.
Masrészt pedig sok PPP gén, elsdsorban az 1-es tipusuak, gyakran véltoztatjdk a helyzetiiket
(1. tablazat). A génatrendez6dések PPP gének evolicidjaban betoltott szerepét a kdvetkezd 3
példan keresztiil mutatom be. (1) A PpY-55A gén egy intront tartalmazé 6sbol alakult ki, ami
a repleta, virilis és willistoni csoportok tagjaiban is megdrzodott. Az intron tartalmi PpY-55A
eltint a D. grimshawi fajbol. (2) A D. pseudoobscura és D. persimilis PpD5+ génje egy
egyedi 60 bp-os intront tartalmaz a kédolo régidban. A gén elt{int a melanogaster és willistoni
csoportok tagjaibdl, viszont az intronmentes valtozata kimutathaté az 0sszes 0si Drosophila
alfajban. (3) A D. virilis fajban taldlhaté géncsoportban (PpD6, PpD6+, Ppl-Y1, Ppl-Y2) a

gének ugyanabban az orientdcidban, egymads utdn taldlhatok. Ez a géncsoport a melanogaster
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csoportban felbomlott. A PpD6+ a csoport Osszes tagjabol eltlint. D. ananassae-ben pedig a
csoport egyik fele (Ppl-Y2, PpD6) az Y kromoszémadba épiilt be. A melanogaster alcsoport
kozos 6sében a PpD6 a B elemre vandorolt, mig a Ppl-YI és a Ppl-Y2 az Y kromoszéma

heterokromatikus régiéjaba keriilt (1. tablazat).

4.7 A PPP gének genomi kornyezethez valé adaptacidja

Kordbban mar leirtdk, hogy a heterokromatikus kornyezetben tartézkod6 géneknek
alacsonyabb a G-C tartalma, mint paralégjaiknak az eukromatikus régidkban. A
génadapticidos elméletet tovabbfejlesztve megvizsgiltuk, hogy a PPP gének autoszémalis
kromoszomak és a heterokromatinban gazdag Y kromoszéma kozotti mozgasa hatdssal van-e
a bazisosszetételiikre. Eredményeink szerint a PPP gének atlagos G-C tartalma 50% és 60%
kozott valtozik, kivéve a D. willistoni-t, amely alacsonyabb ardnyban tartalmazza ezeket a
nukleotidokat. A D. willistoni esetében megfigyelt alacsonyabb G-C tartalom azzal
magyardzhat6, hogy bizonyos aminosavak kodonjaiban a T-t részesiti eldonyben a C-vel
szemben. El6szor megvizsgiltuk a PpD6, PpD6+, Ppl-YI, Ppl-Y2 géncsoport G-C
tartalméanak valtozasat is az atrendezddéseik sordn. Az elvardsoknak megfelelden a foszfatdz
csoporttagok G-C tartalma az atlaghoz kozelit, ha eukromatikus kornyezetben taldlhatdak,
viszont az arany szignifikansan csokken, amikor az Y kromoszémara keriilnek. A Drosophila
fajokban taldlhaté 0sszes, Y kromoszoma €s mds kromoszémak kozott athelyez6dd gének G-
C tartalmat is 6sszehasonlitottuk. Megallapitottuk, hogy mds gének esetében is megfigyelhetd

a G-C tartalom csokkenése, amikor azok az Y kromoszomadra helyez6dnek at.

4.8 Kovetkeztetések

Az eddigieket Osszefoglalva megéllapithatjuk, hogy a viszonylag kis PPP csaldd az
evolicié szdmos molekuldris eseményét tiikrozi. A munkdnk j6l szemlélteti, hogy a
retrotranszpozicidk, tandem duplikacidk, deléciok és athelyezddések allandéan moédositjak a
gylimolcslegyek PPP repertoarjat. EbbOl a szempontbdl a Drosophilidae csalad egy
kiilonlegesen organizmus, mivel az dllatvilag egyik legnagyobb PPP készletét halmozta fel. A
gének szamat, szerkezetét, orientdcigjat €s kromoszomalis lokalizacigjat érintd dinamikus

atalakuldsok hozzdjarultak a Drosophilidae csalad genetikai véltozatossagahoz.
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5. OSSZEFOGLALAS

A protein foszforil4ci6é és defoszforilacié a szabdlyozasi folyamatok fontos elemei az 8sszes
eukaridta szervezetben. Az ugynevezett foszfoprotein foszfatdzok (PPP) csoportja a fehérjék Ser és
Thr oldallancérdl tavolitja el a foszfatcsoportot. A PPP csaldd biokémiai mddszerekkel azonositott
klasszikus tagokat és olyan 1j tipusu foszfatdzokat is magaban foglal, amelyek felfedezése molekularis
bioldgiai vagy genetikai médszerekkel tortént.

A Drosophila melanogaster genomjaban 19 PPP katalitikus alegységet koédold gént
azonositottam. Az uj tipusu foszfatdzok koziil hét Drosophila-specifikusnak bizonyult. A nemrég
kialakult CG11597 a D. melanogaster minden fejlddési stidiumaban kifejez6dott. Ezzel ellentétben a
PpD5, PpD6, Ppl-YI és Ppl-Y2 csak babokban és a Kkifejlett egyedek tesztiszében irddott at,
hasonléan a kordbban madr leirt PpY-55A és PpN58A génekhez. A PpD5, Ppl-YI és a PpY-55A
mRNS-ét a fejlédd cisztasejtekben, mig a PpD6 transzkriptumdt a hosszabbodd spermatidak disztélis
végén azonositottuk in situ hibridizacidval. Az utdbbi lokalizicidja alapjan a PpD6 az egyike lehet a
D. melanogaster kevés posztmeiotikusan atir6d6 génjeinek.

A 12 Drosophila faj genomszekvencidjat felhaszndlva nyomon kovettilk a PPP katalitikus
alegységek evolucidjat. A rovarok PPP készletéhez képest a géncsaldd jelentds kibdviilését figyeltiik
meg. Megdllapitottuk, hogy a Drosophilidae csaldd 18-22 PPP génje abbdl a 8 alapvetd foszfatazbol
fejlodott ki, melyek a rovarfajok tobbségében is jelen van. Retropozicidk és az ezeket kovetd
duplikécidk kibdvitették a foszfatdz génkészletet, a szérvanyos génvesztések pedig hozzdjdrultak a
PPP készlet fajspecifikus véltozatossdgahoz. A vizsgalataink sordn 5, eddig nem jellemzett foszfatiz
retrogént sikeriilt azonositanunk (PpY+, PpD5+, PpD6+, Pp4+, Pp6+), amelyek csak néhany Osi
Drosophila fajban taldlhaték meg. Igazoltuk, hogy ezek az 1j PPP gének a D. melanogaster-ben
vizsgélt 1j tipusu foszfatdzokhoz hasonldan szintén egyértelmii him-specifikus expressziét mutatnak.
Az eredményeink tehat aldtdmasztjak az ,,out of testis” hipotézist, amely szerint az 1j funkciondl6
retrogének eldnyben részesitik a himivarszervekben torténd expresszidt. Azt is igazoltuk, hogy az 4j
tipustd, him-specifikusan expresszal6dé foszfatdzok szekvencidja sokkal gyorsabban valtozott, mint a
klasszikus foszfatdzoké. Tehat eredményeink megerdsitik a ,.faster male” hipotézist. A gének szambeli
véltozdsan tdl az intron-exon szerkezet és szamos PPP retrogén kromoszomalis lokalizacidja is
véltozott az evolicié sordn. A koédold régiok G-C tartalma csokkent, amikor az adott gén az Y
kromoszéma heterokromatikus régiéjaba vandorolt. Tehiat elmondhaté, hogy a PPP enzimek
kiilonbozd tipusu dinamikus genomdtrendezddéseit az 1j funkciondlis retrogének molekularis

evolucidja kisérte a Drosophilidae csaladban.
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