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1. BEVEZETES

Fehérje foszforilacio-defoszforilacio

A fehérjék foszforilacidja az evolicié korai szakaszdban kialakult kovalens
moédositds. Az utébbi évek kutatdsi eredményei szdmos példat szolgdltattak a
foszforilacié jelent6ségére prokariotdkban. A folyamat evolicids sikerességét
mutatja, hogy a foszforildciéért felelds protein kindzok minden eukariéta
élélényben megtaldlhatéak és szerkezetiik egyetlen 6si enzimre vezethetd vissza. A
negativ toltésti foszfatcsoport hozzdkapcsolédasa a szerin, treonin ill. tirozin
aminosav-oldallincokhoz megvaltoztatja a t6ltéseloszlast, amely kovetkeztében a
fehérje szerkezete is megvaltozik. A foszfatcsoport stabilizdlhatja a fehérje
szerkezetét, novelheti a tapértékét, szabdlyozé szerepet tolthet be, de eléfordulhat,
hogy nincs hatésa, illetve a médositds fizioldgids szerepe nem ismert.

A foszforildcié mint reguldcids lehet8ség csak akkor vélhatott hatékonnyd, amikor
lehetdvé vilt reverzibilis miikodése, azaz lejatszodott a fehérje defoszforildcidja. A
protein Ser/Thr kindzok mellett sziikség volt tehdt a foszfitcsoportot hidrolizissel
eltavolitani képes enzimekre, a protein foszfatizokra. Az ellentétesen haté kinazok
és foszfatdzok egyenértékiien fontos elemei a szabdlyoz6 rendszereknek. A protein
foszfatdz enzimeket szubsztratspecifitdsuk, katalitikus alegységiik szerkezete €s a
katalizalt reakci6 mechanizmusa alapjan az un. foszfoprotein foszfatdz (PPP),
fémionfiiggd protein foszfatdz (PPM), ill. az RNS polimerdz II C-termindlis
doménjére specifikus protein foszfatdz (FCP) csoportba sorolhatjuk. A fehérjék Tyr
oldallancat a protein tirozin foszfatdz (PTP) csaldd tagjai defoszforildljak, amelyek
egy aktiv cisztein oldalldncot haszndlnak a szubsztrat foszfitjdnak lehasitdsara,
cisztein-foszfat koztitermék képzddése kozben. Azonos reakcidémechanizmus
szerint miikodnek az dn. kettds vagy széles specifitdsi protein foszfatdzok (DSP),
amelyek egyardnt képesek defoszforildlni a fehérjék szerin, treonin és tirozin
oldallancait.

A foszfoprotein foszfataz (PPP) enzimcsalad

A Ser/Thr specifikus protein foszfatdzok kozé tartozé PPP enzimcsaldd tagjai mér
megtaldlhat6ak az 6si archea baktériumokban is, de itt nem toltenek be esszencidlis
funkciét. Az eukaridta él6lényekben a PPP csaldd szdmos tagja van jelen, a
sejtekbOl készitett kivonatokban mérhetd protein foszfatdz enzimaktivitasért,
dontéen harom PPP enzim felelds, a protein foszfatdz 1, 2A és 2B (PP1, PP2A,
PP2B). A PPl és a PP2A esszencidlis feladatokat 14t el az eukaridta sejtek
életmiikodésében, a PP2B, vagy mds néven kalcineurin gitldsa nem vezet
letalitishoz, azonban ez is fontos szabalyozé szereppel rendelkezik. A csaldd tobbi
tagjanak aktivitdsit nehezen lehet detektilni a hagyomdnyos biokémiai

modszerekkel. Kimutatasukat csak a molekularis klénozas modszere tette lehetové,
ezért ezeket ,Uj tipusi” protein foszfatdzoknak nevezziik. Szerkezetiik alapjan
atmenetet mutatnak a klasszikus PP1, PP2A és PP2B protein foszfatdzok kozott.
Mindazokat az 1j tipusu protein foszfatdzokat, amelyek rendelkeznek a megfeleld
humédn homoldggal, szaimozdssal jelolték. Ezek a PP4, PP5, PP6 és PP7 jelolést
kaptak. A humdn homoldggal nem rendelkez6 enzimek a szdmok helyett nagybetiis
jelolést kaptak. A Drosophila-ban két ilyen protein foszfatdz van, amelyek a PPY
ill. a PPN elnevezést kaptdk. Evoliciés szempontbdl kiilonlegesen érdekesek azok
az Uj tipusu protein foszfatizok, amelyek az él6lények egy sziik csoportjidban
taldlhaték meg és viszonylag késon kiiloniiltek el a klasszikus foszfatdzoktol. Ezért
vizsgdlataink a Drosophila PPY és PPN enzimekre irdnyultak.

A Drosophila PPP enzimcsalad

A szerkezeti hasonlésdgon alapulé konyvtdrsziirések és PCR reakciok, valamint a
klasszikus genetika mddszereinek felhasznaldsdval az ecetmuslicdban taldlhat6 PPP
enzimcsaldd szdmos tagjat leirtdk, még mielStt a Drosophila genom program
befejez6dott volna. A Drosophila genom program lehetdséget biztositott a
kordbban még nem azonositott protein foszfatiz katalitikus alegységek
megtaldldsara. A Drosophila melanogaster-ben 06sszesen 19 PPP foszfataz
katalitikus alegységet kédold gén van. Ezek kozott megtaldljuk a klasszikus PP1,
PP2A (mts) és PP2B (CanA) protein foszfatazokat, az dj tipusi PP4, PP5 (PpD3),
PP6 (PPV), PP7 (rdgC), PPN, PPY, PpDS5 és PpD6 foszfatazokat, valamint az Y
kromoszéman elhelyezkedd két protein foszfatdzt. Ezen enzimek funkcidjara
vonatkozdan csak néhdny esetben 4ll rendelkezésiinkre genetikai informdacid. A
Drosophila protein foszfatiz Y és N funkcidjara utalé mutdnst még nem sikeriilt
azonositani, {gy csak kozvetett bizonyitékaink vannak lehetséges fiziologids
szerepiikrol.

Drosophila specifikus protein foszfatazok

A PPY és PPN cDNS-ek klénozdsiat kovetéen a gének lokalizacidjait a PPY
esetében az 55A, a PPN-nét pedig az 58A régiéban, a madsodik kromoszéma jobb
karjan hatdroztdk meg. Mind a két gén terméke szerkezeti hasonlésdgot mutat a
PP1 katalitikus alegységével. A genomi szekvencia megismerése utan kideriilt,
hogy a gének kddolé régidja nem tartalmaz intront, és a teljes Drosophila
genomban csak egy-egy ilyen gén taldlhaté (azaz a PPY-nak és a PPN-nek
nincsenek izoformdi). A génexpresszié mRNS szintli vizsgdlata azt mutatta, hogy
mind a két transzkript az egyedfejlddés sordn elészor a larvastiddiumban jelenik
meg, majd kimutathaté a bdbban és a kifejlett him egyedekben. Feltételezheto,
hogy a larva és a babéllapotban is csak a himekben fordul elé. A szovetspecifitdsi



vizsgdlatok azt igazoltdk, hogy a PPY és a PPN mRNS a kifejlett him egyedek
heréjében lokalizdlédik. Ezt a megfigyelést a PPY esetében a fehérjeszintli
vizsgdlatok is megerdsitették. Immunhisztokémiai moddszerekkel azt is
megallapitottdk, hogy a PPY fehérje a herében a cisztasejtek sejtmagjdban
akkumulédlédik. Ezen eredmények alapjan feltételezték a PPY spermafejlodésben
betoltott szerepét. Azt, hogy a PPY valéban protein foszfatdz aktivitdssal
rendelkezik, a rekombindns fehérje enzimaktivitisanak mérésével bizonyitottdk. A
mérések szerint az enzim specifitdsdt és okadainsav irdnti érzékenységét illetden a
PP1-hez hasonlit, azonban nem gatolhat6 a protein foszfatdz hostabil inhibitoraival,
és ebbdl a szempontb6l inkdabb a PP2A biokémiai tulajdonsdgdval mutat
hasonlésdgot. A PPN-nel szemben eddig még nem termeltek antitestet, igy a
fehérje eléforduldsdra vonatkozé adatok is hidnyoznak. Tekintettel arra, hogy mind
a mai napig nem sikeriilt a klasszikus genetikai mddszerekkel PPY illetve PPN
mutdnsokat elddllitani, ezen foszfatdzok fiziologids szerepe tovdbbra is nyitott
kérdés maradt.

A protein foszfatazok regulacioja

A kozelmiultban befejezédott genom programok azt igazoltdk, hogy a protein
kindzok katalitikus alegységét kddol6 gének szdma joval nagyobb, mint a protein
foszfatdz gének szdma. A humdn genom program adatai alapjidn a szerin/treonin
specifikus protein kindzok és protein foszfatdzok ardnya ~10:1 az emberben, mig a
Drosophila-ban a genom program alapjdn ez az ardny ~6:1. Felmeriil a kérdés,
hogyan képesek a protein foszfatizok egyenrangi partnerként egyiittmikodni a
nagyszamu protein kindzzal? A vélaszt a PPP csalddba tartozé protein foszfatiz
katalitikus alegységek azon tulajdonsdga adja, hogy mindig reguldtor vagy
kolcsonhaté alegységgel alkotott holoenzim formdban fordulnak el6 az €16
sejtekben. A PP1 esetében mar tobb mint 6tven kolcsonhaté fehérjét azonositottak,
amelyek tobbsége rendelkezik egy konzervalt felismerd hellyel ami mads
kotohelyekkel egyiitt felelds a stabil komplex kialakitasaért. A PP2A katalitikus
alegység dltaldban dimert alkot az un. A reguldtor alegységgel, amelyet kivételes
esetben mds fehérje is helyettesithet. Ehhez a tobbnyire dalladé maghoz
kapcsolédnak a valtozatos B alegységek (B’, B’’, B’’’) vagy egyéb mads reguldtor
fehérjék. A PP2B katalitikus alegység szintén holoenzimet alkot egy regulator B
alegységgel, amely kalciumot képes megkotni. Az enzim teljes aktivitdsdhoz
sziikség van még a kalcium-kotd képességli kalmodulin kapcsoléddsdra. A protein
foszfatdz Kkatalitikus alegységekkel kolcsonhaté fehérjék megvéltoztatjdk az
enzimek aktivitdsit, szubsztritspecifitdsat és kiilonbozd sejtkompartmentekhez
irdnyitjadk az enzim aktivitdst. A reguldtor fehérjék igy biztositjdk a protein

foszfatdzok szdmdara az egymadstdl térben és iddben is elkiiloniild biokémiai
folyamatokban val6 részvételt.

Uj tipusi protein foszfatazokkal kolcsonhat6 fehérjék

Az 1j tipusu protein foszfatdzokkal kolcsonhaté fehérjék koziil sokkal kevesebbet
ismeriink. A PP4-nek hdrom kiilonb6zé reguldtor alegysége van: az o4,
immunglobulinreceptorhoz kapcsolédé foszfoprotein, a PP4g;, 13 ismétl6do
szekvenciarészletet tartalmazé fehérje, melynek szerkezete hasonld a PP2A A
alegységhez, és a PP4R2 centroszémakhoz kapcsolddo fehérje. Igazoltdk tovabba a
PP4 kolcsonhatasat a c-Rel, NFkB p50, és RelA transzkripcids faktorokkal, a
Gemin3 és Gemin4 fehérjékkel, amelyek a motoros neuron tilélési komplex tagjai,
valamint az inzulin receptor szubsztrdt 4 fehérjével. A PP5 foszfatdz esetében
ismeriink a legtobb kolcsonhat6 fehérjét. A tetratrikopeptid ismétlddést tartalmazé
doménje kapcsolédni képes a Hsp90-gliikokortikoid receptor heterokomplexhez, a
kriptokrém 2-h6z, az anafdzis-prométer komplex CDC27 alegységéhez, az
apoptozis szigndl-reguldlt kindz 1-hez, a heterotrimer G protein Gal2 és Gal3
alegységéhez, a copine I, II és IV membrdnhoz kot6dé fehérjékhez, az
ellenérzépont ATM kindzhoz, valamint a DNS-fiiggd protein kindz katalitikus
alegységéhez. A SIT4/PP6 katalitikus alegység komplexet alkot a mitdzis sordn a
kiilonb6z6 molekulatomegli  Gn. SIT4-kot6 fehérjékkel (SAP155, SAP18S,
SAP190). Kimutattdk, hogy a Hal3 nevii fehérje és homoldgja, a Vhs3 gatld hatést
fejt ki a Ppz1 gombaspecifikus uj tipusu protein foszfatdz aktivitdsara.

A fent felsorolt példak alapjan azt mondhatjuk, hogy az uj tipusi protein
foszfatdzok szdmos eltérd biokémiai folyamatban jatszhatnak fontos szerepet. A
funkciéjuk megismerésének az egyik lehetséges ttja a reguldtor alegységek és
kolcsonhaté partnerek azonositdsa. Dolgozatomban ezért a Drosophila protein
foszfatdz Y-nal és N-nel kolcsonhato fehérjéket tanulmanyoztam.



2. CELKITUZESEK

A Drosophila specifikus protein fozfatiz Y és N kiilonlegessége, hogy a kifejlett
him egyedek tesztiszében fordul eld, funkcidjukat azonban nem ismerjiik.
Felmeriilt benniink a kérdés, milyen 4j reguldcids lehet6ségeket teremt az evolicids
szempontbdl fiatal PPY és PPN megjelenése a klasszikus protein foszfatizok
mellett. Ennek megvélaszoldsa érdekében 6 célkitlizéseink a kovetkezdk voltak:

1. A PPY és PPN foszfatdzokkal kolcsonhaté fehérjék azonositdsa élesztd két-
hibrid médszerrel.

2. A feltételezett kolcsonhatds megerdsitése.

3. Egy a PPY foszfatdzhoz kapcsolodd fehérje kivdlasztdsa és a kolcsonhatds
specifitdsdnak ellendrzése.

4. A kolcsonhato fehérje biokémiai jellemzése.
5. A kolcsonhat6 fehérjét specifikusan felismerd ellenanyag eldallitasa.

6. A kolcsonhaté fehérje expresszids mintdzatdnak és lokalizdciéjdnak vizsgdlata
a Drosophila-ban.

3. ALKALMAZOTT MODSZEREK

Vektor konstrukciok osszeallitasa

A PPY és a PPN teljes kddol6 szekvencidjat genomi DNS templatr6l amplifikéaltuk,
ugyanis ezen régidk egyik esetben sem tartalmaznak intront. A PPYR1 kddold
régiot az AT19571-pOTB7 jelt plazmidrdl szaporitottuk fel PCR moédszerrel. A
PPY és PPN cDNS-t az élesztd két-hibrid konyvtarsziirésnél alkalmazott pGBKT7
»csali”, az AT19571-pOTB7 plazmid altal kédolt Bg/II - Bcll cDNS szekvenciat
pACT vektorba illesztettiik. A PPY, PPN és PPYRI1 fehérjék baktériumban torténd
termelése érdekében mindharom PCR terméket a pET28a vektorba ligdltuk. Az
emlds sejtben torténd expresszié megvaldsitdsihoz a PPY és PPN kodol6 régidjat
pcDEF3-HA, a PPYRI1-et kédolé cDNS-t pedig médositott pcDEF3-Myc vektorba
illesztettiik.

Eleszt6 két-hibrid kisérletek

A két-hibrid kisérletben Y190 jelti élesztd torzset transzforméltuk a Drosophila 3.
larvalis stddiumi cDNS konyvtérral és a PPY-, PPN-pGBKT?7 vektorral. A sejteket
3-amido-1,2,4-triazol jelenlétében, szelektiv tdptalajon novesztettik fel. Ezt
kovetden ellendriztiik a telepek hisztidin auxotréfidat komplementald képességét,
valamint a telepek S-D-galaktozidaz aktivitdsat. A telepekbdl izolalt plazmid
DNS-t E. coli XL-10 Gold torzsbe transzformélva szaporitottuk fel. A PPY
esetében 21, a PPN esetében pedig 5 telepbdl szdrmazé plazmidot izoldltunk és
szekvenaldssal azonositottuk az inzertdlt cDNS-eket. A PPY-PPYRI1 fehérje-
fehérje kolcsonhatds specifitidsdnak igazoldsa érdekében a pACT-PPYRI1
konstruktot egyiitt transzformdltuk a PPY-pGBKT7, majd a PPN-pGBKT7,
valamint a Drosophila protein foszfatdz 1 négy kiilonbozé izoformdjit kédold
pAS2 vektorral. Ezt kovetéen ellendriztik a transzformdns telepek szelektiv
taptalajon valé novekedését és S-D-galaktoziddz aktivitasat.

Rekombinans fehérjék elallitasa

A rekombindns His-PPY, His-PPN és His-PPYRI1 fuzids fehérjéket E.coli BLR
(DE3) torzsben expresszdltuk a pET expresszios rendszer lefrdsa szerint.

A  pcDEF3-HA-PPY, pcDEF3-HA-PPN valamint a pcDEF3-Myc-PPYR1
plazmidokat FuGENE 6 Transzfekciés Reagens segitségével juttattuk a COS-7
emlds sejtekbe. A COS-7 sejteket DMEM tdpfolyadékban tenyésztettiik glutamin
és hoinaktivalt FBS, valamint gentamicin jelenlétében.

Nukleinsav vizsgalé modszerek

A genomi DNS-t a kifejlett Drosophila-bdl, a teljes RNS-t a Drosophila tesztiszbdl,
ovariumbol és embridkbdl tisztitottuk. A genomi DNS Hind 111, Xho 1, Eco R 1
restrikciés endonukledz enzimekkel kapott hasitasi termékeit, illetve a Drosophila
szervekbdl izoldlt teljes RNS-t Hybond-N" nylon membrdnra vittiik 4t, majd
hibridzaltuk a radioaktivan jelolt teljes hosszisagi cDNS koédold régiét tartalmazd
prébéaval egy éjszakan keresztiil Southern és Northern blot vizsgdlatok céljabdl. Az
RNS in situ hibridizaciés kisérletekhez EcoRI restrikciés enzimmel linearizalt
AT19571-pOTB7 plazmidot haszndltunk ribonukleotid prébaként. Az RNS prébat
T7 prométer alkalmazasaval antiszensz digoxigenin-jeloléssel készitettiik.

Fehérje vizsgalé modszerek

Az affinitdskromatografidval tisztitott és a dializissel toményitett fehérjék
koncentraci6jat Bradford-mddszerrel hatdroztuk meg. A fehérjék méretét és
tisztasdgat SDS-PAGE-en torténd elvdlasztdssal végeztilk standard fehérje elegy
alkalmazdsaval. A rekombindns His-PPYR1 fehérje tomegspektrometrids



vizsgdlatit MALDI-TOF mdédszerrel végeztik. A PPYR1 CD spektrumat teljes
Drosophila RNS prepardtum jelenlétében vagy anélkiil vettiik fel.

A PPY és PPYRI fehérjék kozotti kolcsonhatds kinetikdjat felszini plazmon
rezonancidn alapulé Biacore moédszerrel végeztik. A PPY és PPYRI1 fehérjék
kozotti kolesonhatdst megerdsitettiik ,,pull-down” mddszerrel, oly médon, hogy a
Myc-PPYRI1-et tartalmazé COS-7 sejtek lizdtumdhoz His-PPY vagy His-PPN
tisztitott rekombindns fehérjét és Ni-NTA agarézt adtunk. A mintdkat a Myc
fehérjére specifikus antitesttel Western blot mddszerrel vizsgaltuk. A His-PPYR1
fehérje protedz érzékenységét tripszin, proteindz K enzimekkel és 20S proteaszéma
emésztéssel is megvizsgaltuk. A His-PPYR1 fehérje foszforilacigjat cAMP-fiiggd
protein kindz enzimmel végeztiik [Y*’P]-ATP jelenlétében. A  beépiilt
radioaktivitdst Cserenkov sugdrzds alapjdn hatdroztuk meg. A reakciét kovetden a
P beépiilését autoradiogrifidval ~detektaltuk. A  protein foszfatiz Y
enzimaktivitdsat **P-vel jel6lt mielin bazisos fehérje szubsztréttal mértiik.

Immunolégiai médszerek

A PPY-PPYRI kolcsonhatds kimutatdsa érdekében a Myc-PPYRI1-et és a HA-
PPY-t kifejezd COS-7 sejtek lizdtumdt immunprecipitdltuk hemagglutinin-
specifikus antitesttel. Az immunkomplexben a Myc fehérjére specifikus antitesttel
mutattuk ki a PPYRI1 fehérjét Western blot mddszerrel. A PPYRI-ellenes
poliklondlis antitestet nyulak immunizdlasdval Aallitottuk el6. A szérumbdl
affinitdskromatografiaval tisztitott PPYR1 specifikus immunglobulinokat Western
blot és immunhisztokémiai kisérletekhez haszndltuk fel. Az SDS poliakrilamid
gélelektroforézissel elvdlasztott fehérjéket nitrocelluléz membranra transzferdltuk,
a rekombindns fehérjék kimutatasira Anti-Myc Al14 nyudl poliklondlis, anti-HA
egér monoklondlis és anti-penta-His monoklondlis antitestet, a nativ PPYRI1
azonositdsdhoz anti-PPYR1 antitestet hasznaltunk.

Az affinitastisztitott anti-PPY és anti-PPYRI1 antitesteket Drosophila embrid,
tesztisz €s ovdrium prepardtumok immunhisztokémiai vizsgalataihoz alkalmaztuk.
A PPY és PPYRI1 lokalizdciéjdnak azonositisdhoz konfokdlis mikroszképot
hasznéltunk.

4. EREDMENYEK

A PPY-nal kolcsonhato fehérjék kimutatasa

Elesztd két-hibrid médszerrel 6t, a PPY-nal és egy, a PPN-nel kolcsénhaté fehérjét
azonositottunk. A protein foszfatdz Y-nal kolcsonhatott a CG15031 génrdl 4tir6do,
Vasa intronikus génnel homoldgiat mutatd, feltételezhetben RNS-kot6 fehérje, a
szignaloszoma CSN5 komponense (CG14884), a homospermidin szintetiz enzim
(CG4362), egy aminosav transzporter (CG7255), valamint egy PP1-kotéként leirt
fehérje (CG1553). A PPN esetében egyetlen fehérje kapcsoloddsat tudtuk
kimutatni, ezt viszont 5 fiiggetlen klén is megerdsitette. A CG6167 gén terméke
kozel 65 % homoldgiat mutat a humdn PKCa kolesonhaté (PICK1) fehérjével.

A PPY-CG15031 kolcsonhatas megerdsitése és specifitasanak igazolasa

A tovébbi vizsgédlatok céljara a CG15031 Celera Genom azonositéval jelolt gén
termékét, a PPY-nal kolcsonhaté fehérjét valasztottuk. Southern blot kisérlettel
meger0sitettiik a Drosophila Flybase adatbdzisban taldlhaté informdciét, mely
szerint egyetlen CG15031 gén taldlhat6 az ecetmuslica genomban. A gén a
Drosophila X kromoszémdjdnak 13B3 régidjaban lokalizdlédik. A CG15031
cDNS-t kordbban tesztisz konyvtdrbol izolaltdk. Mivel a PPY is tesztiszben
talalhatd, a kélcsonhatdsnak in vivo jelentésége lehet. Elesztd két-hibrid kisérlettel
igazoltuk, hogy CG15031 géntermék kotddni képes a protein foszfatdz Y-hoz. A
kolcsonhatds specifitdsat mutatja, hogy a Drosophila protein foszfatiz 1 négy
izoformadja, és a tesztisz specifikus PPN sem 1ép kapcsolatba a CG15031 fehérjével.
Ezen eredmények alapjan a CG15031 génterméket elneveztik a PPY elsOnek
azonositott reguldtor alegységének (PPYR1).

A PPY-PPYRI1 kolcsonhatds megerdsitése érdekében COS-7 emlds sejtekben
egyiitt fejeztiik ki a PPY-hemagglutinin fizids fehérjét (HA-PPY) és a PPYRI myc
epitép szekvencidval fuziondlt valtozatit (Myc-PPYR1). Ezt kovetden
immunprecipitaciot végeztiink anti-HA antitesttel, majd a precipititumban a PPY
és PPYRI1 fehérjéket anti-HA és anti-Myc antitesttel detektaltuk. A HA-PPY
mindkét esetben jelen volt a komplexben, a Myc epitépra specifikus antitest
azonban csak a rekombindns PPYRI1 jelenlétében adott jelet 47 kDa méretnél.
Tehat a Myc-PPYR1 a HA-PPY fehérjén keresztil kapcsolddott az
immunkomplexhez.

~Pull-down” kisérletben a baktériumban termeltetett és affinitdskromatografiaval
tisztitott PPY fehérjét (His-PPY) hozzdadtuk olyan COS-7 sejtek lizdtumdhoz,
amelyek nagy mennyiségben termelték a Myc-PPYR1-et. A PPY N-termindlis
végén elhelyezkedd, hat hisztidinbdl 4116 fizids peptid lehetdvé tette a His-PPY Ni-
agar6z gyantdhoz valé kotését. Azt, hogy a komplex megkototte a PPYRI1-et is,
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anti-Myc antitesttel tudtuk kimutatni. A komplex kialakuldsdnak specifitdsat
igazolja, hogy a His-PPN fehérje nem kotodott a PPYRI1-hez. A PPY-PPYRI1
kolcsonhatést tehat harom fiiggetlen mddszerrel is megerdsitettiik.

A His-PPY és His-PPYR1 kozott kialakul6 fizikai kolcsonhatés kinetikdjat feliileti
plazmon rezonancidn alapulé mdédszerrel vizsgdltuk. A méréseket kovetden
meghatdroztuk a két fehérje kozotti disszocidcids dllandot (Ky), amely
(6,2%1,6)x10°* M (n=3) érték volt. Azonos koriilmények kozott a His-PPN és a His-
PPYRI kozott a Ky érték sokkal magasabbnak bizonyult (4,220,6)x10* M (n=3). A
mérések alapjan szdmitott disszocidciés 4allandé négy nagysdgrenddel volt
magasabb a PPN felszinen dtdramoltatott PPYR1 esetében a PPY felszinhez képest.
Tehat a PPYRI1 egy 4j specifikus PPY-kotd fehérje.

A rekombinans PPYR1 biokémiai jellemzése

A PPYRI gén és cDNS szekvencidjdnak ismeretében egy 309 aminosavbol allé
fehérje keletkezését josolhatjuk. Mutdcidjat eddig még nem irtdk le, a gén
funkcidjat nem ismerjiik. A PPYR1 jellemzése érdekében elvégeztiik az E. coli-ban
expresszalt rekombindns protein biokémiai vizsgalatat.

A baktériumban kifejezett His-PPYR1 aminosav sorrendjét tomegspektrometridval
ellendriztilk. A moédszer segitségével 28 peptidet azonositottunk, amely 77%-ban
fedte le az altalunk vart szekvenciit. A rekombinans PPYRI1 els6dleges szerkezete
tehdt megegyezett a cDNS 4ltal kédolt fehérje aminosav sorrendjével, és alkalmas
volt a fehérje in vitro biokémiai jellemzésére.

A PPYRI1 SDS poliakrilamid gélelektroforézissel meghatdrozott molekulatomege
az emlds sejtekben és a baktériumban termeltetett rekombinans fehérje esetében is
nagyobbnak adédott (47 kDa), mint az aminosav szekvencidja alapjan szdmitott
érték (33kDa). A latsz6lagosan nagyobb molekulatomeg a szerkezeti rendezettséget
nem mutatd fehérjék egyik jellemz6 tulajdonsdga. A fehérje rendezetlenségét tobb
fiiggetlen mddszerrel is aldtimasztottuk.

A PPYR1 CD spektrumdnak vizsgdlata alapjan megéallapitottuk, hogy a fehérje
spektruma 200 nm-nél mutat minimum értéket, és 230 nm hulldmhosszndl kozelit a
polariziciés szog a nulldhoz. Ez a kép olyan fehérjékre jellemzd, amelyekben
nincsenek jol meghatarozhatd, ismétlodo szerkezeti elemek.

Ismeretes, hogy a rendezetlen fehérjék jO szubsztritjai a protedzoknak, mert
flexibilis szerkezetiik bele tud illeszkedni az enzimek katalitikus zsebébe. Ezért
osszehasonlitottuk a His-PPYR1 és a BSA érzékenységét a proteindz K és a
tripszin enzimekkel szemben. Azt tapasztaltuk, hogy a PPYRI1 lebomldsa mindkét
esetben sokkal hatékonyabban ment végbe. Masik megfigyelésiink az volt, hogy a
20S proteaszéma ubiquitin médositds nélkiil is hatékonyan bontotta le a PPYR1-et,
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hasonléan az alfa-synuklein és p21Cipl rendezetlen fehérjékhez. Ezt a folyamatot
gdtolni tudtuk a proteaszéma specifikus inhibitoraval, az epoxomicinnel.

A legtobb rendezetlen fehérje hostabil, mert nem tartalmaz hidroféb kozponti részt
és magas homérsékleten is oldhaté marad. A PPYRI1 esetében azt tapasztaltuk,
hogy forralast kovetden is véltozatlanul a feliilliszoban maradt. A kontrollként

alkalmazott BSA viszont csak a pellet frakcidban volt megtaldlhaté.

A PPYR1 RNS kotésének vizsgalata

A PPYRI1 elsddleges fehérje szerkezetének Osszehasonlité vizsgdlata egy
hialuron/RNS-k6té domént azonositott. A domén szerkezet nagymértékil
homoldgidja alapjan feltételeztiik, hogy a PPYRI1 is képes RNS molekuldkhoz
kapcsolddni, ezért megvizsgéltuk a rekombindns His-PPYR1 RNS-kot6 képességét
CD-spektroszképids modszerrel. Felvettilkk kiilon-kiilon a His-PPYR1 és a
Drosophila teljes fehérjementes RNS prepardtum CD spektrumit, és ezen értékek
0sszegzésébdl szamitott adatokat dsszehasonlitottuk a fehérje-RNS elegy mért CD
spektrumdval. Azt tapasztaltuk, hogy a szamitott érték alacsonyabb, mint a
kisérletesen meghatdrozott, tehdt a rekombindns PPYRI in vitro k6tédni képes az
RNS-hez. Azt feltételezziik, hogy egy iddleges, gyenge kolcsonhatds alakul ki a
fehérje és a ribonukleinsav kozott.

Megfigyeltik, hogy a PPYRI1 specifikus poliklondlis antitest pozitiv
immunreaktivitdst mutat a Drosophila-bél izoldlt teljes RNS mintdval szemben. A
Neurospora crassa eukariéta fonalas gombdbdl izoldlt teljes RNS prepardtum
viszont nem adott keresztreakciét a PPYR1 specifikus antitesttel. Ez az eredmény
érthetd, hiszen az N. crassa genomjaban nem taldlhaté6 a PPYRI1-nek megfeleld
gén. Azt feltételezziik, hogy a PPYRI1 fehérje egyiitt marad az RNS molekuldval a
tisztitds sordn, és ezt a kapcsolatot csak az RNS lebomldsa utdn lehet megsziintetni.

A PPYRI foszforilacioja

A szamitogépes szerkezetvizsgdlattal azonositottunk egy feltételezhetd cAMP-
fiiggd protein kindz (PKA) foszforilacids helyet a PPYR1 szekvencidban. Ennek
igazolasa érdekében a rekombindns His-PPYR1-et PKA enzimmel és [7—32P]ATP—
vel inkubaltuk egyiitt és kozel 1 mol foszfat beépiilését tudtuk kimutatni His-
PPYRI1 fehérjében.

A foszforildlatlan PPYR1 gadtolta a PPY aktivitdsit. A foszforildlt forma
hatékonyabb gatlészernek bizonyult. A foszforildlt PPYR1 félmaximalis gatld
hatdsdat a PPY aktivitdsdra azonban egy nagysagrenddel nagyobb koncentracidban
fejtette ki, mint azt a Biacore méréssel meghatarozott PPY-PPYR1 K, érték alapjan
szamitottuk. A szdmitdsok és a mérések alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le,
hogy a PPYRI enzimaktivitdsra gyakorolt hatdsit a szubsztrat konformacidjanak
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megvéltoztatidsan keresztiil fejti ki. Kimutattuk tovdbb4, hogy a PPY képes
defoszforildlni a PPYR1 fehérjét.

A PPYRI1 génexpresszidja

hasznaltuk prébaként Northern hibridizdciéban. A tesztiszben egy 1,7 kb, az
ovdriumban egy 1,4 kb méreti mRNS-t tudtunk azonositani. A korai embriéban
nem volt kimutathaté mennyiségben jelen a PPYRI1 transzkript.

A PPYR1 mRNS szovetspecifikus kifejez6dését a Drosophila ivarszervekben in
situ hibridizaciéval kovettiik nyomon. A Northern blot eredményével 6sszhangban
a PPYR1 mRNS hidnyzott a korai, 2. stidiumi embriébdl és a késébbi 17.
stddiumd embridban sem tudtuk kimutatni. A transzkript jelen volt viszont a korai
petekamra szomatikus- és ivarsejtjeiben is. A PPYRI mRNS a petekamra
follikuldris és dajkasejtjeiben halmozédott fel nagyobb mennyiségben. Az mRNS
sejtplazma 4ramldssal széllitédott a dajkasejtekbdl a 11. stddiumi petesejtbe.
Valészintileg a PPYR1 mRNS degraddlédik a petesejt érése sordn, mert a korai
embridban mir nem tudtuk kimutatni jelenlétét. Erds festddést figyelhettiink meg
az elsédleges spermatocitdk sejtplazmdjdban, ami a PPYR1 mRNS jelenlétét jelzi a
tesztisz ezen sejtjeiben.

A PPYR1 protein lokalizacidja

A PPYRI fehérje kifejez8dését az ecetmuslica egyedfejlédése sordn az dltalunk
elddllitott poliklondlis anti-PPYRI1 antitesttel vizsgdltuk. Western blot kisérletben a
korai, 2. stddiumi embri6é esetében erds immunreakciét mutatott egy 47 kDa
méretli fehérje, ennek mérete megegyezett a pozitiv kontrollként alkalmazott
rekombindns His-PPYR1 fehérjével. A jel erdssége csokkent a késéi, 17. stddiumu
embrié mintdban, és az egyedfejlodés tovabbi larva, bab, kifejlett imdgd
stddiumdban nem volt kimutathats. A PPYRI1 kifejez6dését elsdsorban a
reproduktiv szervekben vizsgiltuk Western blottal. Az ovariumbdl késziilt
kivonatban egy 47 kDa méreti fehérjét mutattunk ki, amely méretét tekintve
megegyezett az embridban taldlhaté fehérjével. A tesztiszbdl kimutatott fehérje
mérete viszont 66 kDa volt, ez az eltérés Osszhangban van a Northern
hibridizacidval a tesztiszbdl kimutatott mRNS nagyobb méretével. Az ivarszervek
eltdvolitdsa utdn visszamaradt testb6l nem, vagy csak gyengén volt detektdlhaté a
fehérje.

Immunhisztokémiai moddszerrel tanulmdnyoztuk a PPYRI1 sejten beliili
lokaliz4cidjat a Drosophila embriéban, az ovdriumban és a tesztiszben. Elséként az
anyai eredetii gén termékét mutattuk ki az embridban és az ovdriumban. Az
egyedfejlodési Western vizsgdlattal dsszhangban erds jelolddést tapasztaltunk az
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embrié korai, 2. stddiumaban. A kés6bbi, 17. stddiumi embridéban a jel erdssége
csokkent és elsdsorban a kialakulé tdpcsatorna teriiletére koncentralédott. A fehérje
lokalizacids vizsgdlatok azt mutattdk, hogy a PPYRI1 a petekamra fejlédésének 7.
allomdasaig a follikuldris sejtekben és az ivarsejtekben egyardnt jelen van. Magas
szinten marad a follikuldris és dajkasejtekben a 9. stddiumi petekamrdban, mig a
petesejtben lecsokken mennyisége. A 11. stddiumban teljesen hidnyzik a
petesejtbél a fehérje, és a magasabb felbontds ellenére sem mutathaté ki. A
felbontdst tovdbb novelve gyenge fest6dést lathatunk a dajkasejtekbdl kiinduld
sejtplazma bedramldsdnak teriiletén. A PPYRI1 tehdt a dajkasejtekbdl fehérje
formédban szdllitédik a petesejtbe, viszont nehezen kimutathaté ebben a
kornyezetben. Ezt az ellentmondast a PPYR1 RNS-koté képessége alapjan tudtuk
feloldani. Amennyiben eldkezeltik a fixdlt petekamra prepardtumot RN4z
enzimmel az immunfestés elétt, a PPYRI1 jol fest8dott kis és nagy felbontds mellett
is a 11. stdidiumban. A Western blot kisérletben azt tapasztaltuk, hogy a PPYR1
zigbtikus formdban termelddik a tesztiszben, ahol a PPY is jelen van. A két fehérje
kozotti kolesonhatds kialakuldsdnak ebben a szervben van fizioldgids jelentdsége.
Immunfestéssel kimutattuk, hogy mindkét fehérje jelen van a tesztisz apikalis
részén elhelyezkedd csirasejtekben és az elsddleges spermatocitdkban is. A PPYR1
elsdsorban a sejtek citoplazmdjéban, a PPY pedig a sejtmagban volt kimutathato.
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5. AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A PPY és PPN Drosophila specifikus, dj tipusu protein foszfatdzok. Leirtdk az dket
kédol6 géneket és vannak adatok a génrdl atirédé fehérjékre vonatkozdan is, de
bioldgiai szerepiik eddig még ismeretlen. Nem ismerjiilk ezen j tipust protein
foszfatdzok kolcsonhaté fehérjéit sem, amelyek funkcidjabdl kovetkeztetni lehetne
az enzimek szerepére. ElOkisérleteink sordn éleszté két-hibrid mddszerrel
azonositottunk 6t, a PPY-nal, és egy, a PPN-nel kolcsonhaté fehérjét. Tovabbi
vizsgdlatainkban az egyik PPY-nal kolcsonhaté fehérjét, a PPYR1-et vizsgéltuk
meg részletesebben. A PPY és a PPYRI specifikus kapcsolddédsat tobb fiiggetlen
modszerrel immunprecipitacidval, “pull-down” kisérlettel és feliileti plazmon
rezonancidval is aldtdmasztottuk. SDS-PAGE sordn mutatott anomalids
mozgékonysidga, CD-spektruma, protedzok irdnti érzékenysége és hostabilitdsa arra
utal, hogy a rekombindns PPYRI1 az eredenddéen rendezetlen szerkezetli fehérjék
kozé tartozik. A PPYRI1 aminosav sorrendje alapjan 40% homol6gidt mutat a PAI-
1 mRNS-kot6 fehérjékkel. Kisérleteink igazoltdk a PPYRI in vitro RNS-kotd
képességét. A PPYRI tartalmaz egy protein kindz A felismerd helyet az RNS-kot6
régidban. Igazoltuk, hogy a protein kindz A in vitro koriilmények kozott képes
foszforildlni a rekombindns PPYR1-et. Azt taldltuk, hogy sem a foszforildlt, sem a
nem foszforildlt forma nem tekinthet6 a PPY foszfatdz hatékony gatldészerének.
Biokémiai vizsgilataink alapjdn a PPYRI1 feladata valdsziniileg az lehet, hogy a
PPY-t 6sszekapcsolja mds fehérjékkel, illetve RNS-sel.

A PPYR1 mRNS-t a kifejlett ecetmuslica tesztiszében és ovariumdban
mutattuk ki. A PPYRI1 fehérjét ezen kiviil korai embridkban is megtaldltuk.
Immunhisztokémiai mddszerrel igazoltuk, hogy a PPYRI az ovdriumban a
dajkasejtekbdl jut be a petesejtbe. Valdsziniileg ez az anyai eredetii fehérje keriil az
embridkba. Feltételezziik, hogy a PPYR1 RNS-hez kapcsolddva fejti ki hatdsat az
embriondlis fejlodés korai szakaszdban. A Drosophila tesztiszében az anyai
géntermékhez képest egy nagyobb méretii zigdtikus fehérjét detektdltunk. A
PPYR1 fehérjét a PPY-nal egyiitt megtaldltuk a tesztisz apikdlis részén
elhelyezkedd csirasejtekben és az elsddleges spermatocitdkban is. A két fehérje
egyiittes eléforduldsa az azonos tipusu sejtekben lehetdséget biztosit az in vivo
kolcsonhatds kialakuldsara. Kisérleteink szerint tehdt a PPYR1 anyai eredetl és
zigotikus formdi egymadstdl kiilonbozd szerepet jatszhatnak a Drosophila sperma,
illetve embri6 fejlédésében.
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