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2. ROVIDITESEK JEGYZEKE
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3. BEVEZETES

A protein foszfatdzok 06si és létfontossagu szabdlyozé enzimek, melyek minden
eukariota szervezetben megtaldlhatok. A foszfoprotein foszfatdz (PPP) csalad tagjai a fehérjék
Ser és Thr oldallancardl tavolitjak el a foszfatcsoportot.

A protein foszfatdzok nagyon sokfélék lehetnek, mivel a protein kindzokkal
ellentétben konvergens modon alakultak ki az evolicié sordn (Cohen, 1997). Szdmuk viszont
jelentdsen kisebb enzimparjukhoz, a protein kindzokhoz képest. A klasszikusnak mondhaté
PPP enzimeket (PP1, PP2A, PP2B) hagyoményos biokémiai mddszerekkel azonositottdk.
Molekuléris biolégiai moddszerek alkalmazdsaval lehetévé valt tobb olyan ) tipusinak
nevezett foszfoprotein foszfatdzt is kimutatni, amelyek szerkezetileg dtmenetet mutatnak a
klasszikus PPP-k kozott (Cohen, 1997). Kideriilt, hogy a PPP enzimek katalitikus
alegységének szerkezete nagymértékben konzervilddott az evolicié sordn, ami
megkonnyitette a foszfoprotein foszfatazok csaladjanak in silico analizisét.

A Drosophila melanogaster genomban a Flybase adatbézis alapjan 19 PPP katalitikus
alegységet kodolé gén taldlhaté, amelyek a klasszikus PPP enzimeken kiviil dj tipusu
foszfatdzokat is kédolnak. A PP1-szerli 4j tipusu protein foszfatazok (PpY-55A, PpN-58A,
PpD5, PpD6, Ppl-Y1, Ppl-Y2) és a PP2-szeri CG11597 csak a Drosophilidae csalad
melanogaster csoportjdban taldlhatéak meg. Koziilik a PpN58A-r6l és a PpY-55A-rdl
rendelkeziink a legtébb irodalmi adattal, amely alapjan mindkét gén here-specifikus
expresszidt mutat (Armstrong €s mtsai, 1995; 1998). Megemlitendd, hogy a Ppl-YI és Ppl-
Y2 az Y kromoszoma heterokromatin régidjdban taldlhatd, ahol eddig csak kevés gén
kifejez0dését mutattdk ki. A gének funkcidra vonatkoz6 informaciok nem taldlhatok az
irodalomban €s expresszidjuk igazoldsdra is csak microarray adatok élltak rendelkezéstinkre.

A D. melanogaster rendelkezik az egyik legnagyobb szdmu PPP génnel az
allatvilagban, amelynek eredetérdl, kialakuldsardl csak keveset tudunk. Ez a nagyszdmu gén
val6szintlileg evolicids tartalékot képezhet az 1) szabdlyozé mechanizmusokhoz. A gének
keletkezésében alapvetd szerepet kapnak a retrotranszpozicidk €s a duplikdciok. A PPP gének
nagy része is ilyen mechanizmusokkal keletkezhetett, mivel nem tartalmaznak intront a
kédolo régidjukban. A gének evoliciéjanak nyomon kovetése a 12 Drosophila faj teljes
genomszekvencidjanak kozzétételével valt lehetévé szamunkra (Clark és mtsai, 2007), ami

tobb, mindeziddig ismeretlen j tipusu foszfataz felismerését is lehetdvé tette.



4. IRODALMI ATTEKINTES

4.1 Fehérje foszforilacio és defoszforilacio

A fehérjék reverzibilis foszforilici6ja az Osszes eukaridta szervezetekben milkodo
gyakori poszttranszlaciés moédositds. A reakciot katalizdlé enzimek a protein kindzok, a
fehérjék szerin, treonin vagy tirozin oldallancaihoz kapcsoljak az ATP vagy ritkdbban a GTP
gamma-foszfatjait. Ennek kovetkeztében megvéltozik a fehérjék konformécidja, ami
befolyasolhatja funkciéjukat is. Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a fehérjék aktividlédasa
és gatlasa foszforilacié kovetkeztében is bekovetkezhet. Ismeretes, hogy a foszforilacié a
bakteridlis izocitrat-dehidrogendz aktiv helyének kozvetlen gatldsa révén inaktivdlja az
enzimet (Dean és Koshland, 1990). Ezzel szemben a foszfatcsoport kapcsoldddsa utdn a
glikogén foszforilaz enzim mindkét alegységében olyan véltozas jon létre, amelynek hataséara
megtorténik a fehérje allosztérikus aktivacidja (Barford és mtsai, 1991; Johnson és Lewis,
2001). Ez a poszttranszlaciés moédositds azonban csak akkor képes megfeleld szabalyozo
szerepet betolteni, ha lehetdség nyilik a kindzok altal beépitett foszfatcsoport lehasitdsara. A
protein kindzok mellett tehét sziikség van a foszfatcsoport hidrolitikus eltdvolitdsara képes

enzimekre, a protein foszfatdzokra is (1. dbra).

ADP-@® ADP

Protein kinaz(ok)

Protein ..

Protein
foszfataz(ok)

P H,O

1. dbra. A fehérje foszforildcio és defoszforildcio mechanizmusa



4.2 A protein foszfatazok evolicidja

A két kompetdld enzimcsaldd jelentOsége egyenértékii a foszforildcion-
defoszforilacion alapul6 szabélyozasi folyamatokban, habér a foszfatdzok csak a kindzok utdn
alakulhattak ki az aldbbi két megfontolds alapjdn: (1) A reakcid mechanizmusa szerint a
kindzoknak kell els6ként moddositani a polipeptidek oldalldncait. (2) A foszfatdzoknak a
kindzok utdn kellett kialakulniuk, mivel a foszfoprotein szubsztrat nélkiill nem lett volna
hasznos funkcidjuk. Kialakuldsuk a mar 1étezd hidrolitikus enzimekbdl torténhetett, amelyek
katalitikus zsebei fokozatosan alkalmazkodtak az dj szubsztrithoz és fokozatosan egyre
specifikusabba valtak. Az dgynevezett foszfoprotein foszfatdz (PPP) enzimek a bakteridlis
diadenozin-tetrafoszfatdzokbdl fejlodtek ki (Barton és mtsai, 1994). Valdsziniileg ezek a
legdsibb protein foszfatdzok, mivel a képviseldik néhany prokariotdban is megtaldlhatok

(Kennelly és mtsai, 2001) és jelen vannak az 0sszes eukariotdban (Moorhead és mtsai, 2009).

4.3 A protein foszfatazok csoportositasa

A protein foszfatdzok a szubsztrat specifitdsuk, a katalizalt reakcié mechanizmusa és
aminosav szekvencidjuk alapjan csoportosithatok (2. dbra). A foszfatdzokat szerin és treonin
oldallancit defoszforildl6 illetve csak tirozin oldallancdt defoszforildlé (PTP) két nagy
fécsoportba soroljuk (Hunter, 1995). Tovabba 1éteznek még az tgynevezett kettds specifitidsi
foszfatdizok (DSP), amelyek a fehérjék mindhdrom emlitett oldallancat is képesek
defoszforilalni (Barford, 1995).

A Tyr-specifikus foszfatdzok (PTP) illetve kettds specifitasu foszfatdzokra (DSP)
jellemzd, hogy kovalens tiofoszforil-enzim intermedier képzdodése mellett végzik a
defoszforilaciot. A katalitikus reakcidban fontos szerepe van az aktiv centrumban
elhelyezkedd cisztein aminosavnak, amely a PTP csalddtagokban megtaldlhaté konzervalt
motivumon beliil helyezkedik el (Almo és mtsai, 2007).

A Ser/Thr oldallancra specifikus foszfatazok a kovetkezd csoportokra oszthatok:
foszfoprotein foszfatizok (PPP), fémion-fiiggd protein foszfatizok (PPM), haloacid
dehalogendz (HAD)-szerti foszfatdzok, RNS polimerdz II C-termindlis régidjara specifikus

foszfatazok (SCP) (Almo és mtsai, 2007). A PPP és PPM csoportok f6 jellemvondsa, hogy két



2. dbra. Az eukariéta protein foszfatdzok csoportositdsa

(Dombrddi és mtsai, 2002 alapjdn)

fémiont tartalmaznak az aktiv centrumukban, amelyek segitségével képesek a foszfatcsoportot
hidrolizalni a fehérjék szerin vagy treonin oldallancéarol.

A PPM csoportba tartozé PP2C aktivitdsa Mn**- vagy Mg**- fiiggd. A haloacid
dehalogendz szupercsalddhoz tartoznak a HAD-szer(i és az SCP foszfatizok, melyek Mg**-
fliggd moddon, a katalitikus helyen 1évd aszpartdt oldallinc kozremilkodésével végzik a
defoszforilaciét (Almo és mtsai, 2007).

A PPP alcsaladhoz tartoznak a Zn/Fe tartalmd enzimek, a PP1, PP2A és PP2B
foszfatdzok. A PPP csoportba sorolhatdk azok az uj tipusunak nevezett protein foszfatazok,
melyek szerkezetiik alapjan atmenetet mutatnak az emlitett hdrom alcsoport kozott (Cohen,

1997).
4.4 A PPP enzimcsalad

A protein foszfatdzok szerepének megismerésében kulcsfontossdgu szerepe volt a
foszfatdzok aktivitasat gatlé specifikus gatlészerek/inhibitorok felfedezésének. A gétloszerek
alkalmazdsdval a célfehérjék foszforildltsdgi dllapota megnovekedett, ami koros
sejtvdlaszokhoz, illetve transzformaciéhoz vezetett. Ezek a megfigyelések tdmasztottak ald a

foszfatdzok alapvetd szerepét a sejten beliili kiillonboz6 életfolyamatokban, tobbek kozott a



sejtciklus, az energia metabolizmus, a sejtnovekedés és sejtdifferenciacio szabalyozdsaban (1.
tablazat).

A PPP enzimek elkiilonitése eredetileg specifikus gatloszerek és fehérjeszubsztratok
alkalmazaséaval tortént (Ingebritsen és Cohen, 1983). A PPP enzimeket a régi ndmenklatira
alapjan 1-es és 2-es tipusu foszfatdzokra oszthatjuk, az eldbbi tipushoz a PP1, az utébbihoz
pedig a PP2A, PP2B és a PP2C tartozik (1. tdblazat). Az (ij nevezéktan szerint a foszfatazok a
PPP1-3 elnevezést kaptdk. A PP1 a hdstabil fehérje inhibitor-1 és 2-vel gatolhaté és
specifikusan a foszforilaz kindz B-alegységét defoszforildlja. A PP2 enzimek a foszforildz
kindz o-alegységére specifikusak (Cohen és mtsai, 1990). A PP2A aktivitdséhoz nem
sziikséges divalens kation, mig a PP2B aktivitdsahoz Ca®* és kalmodulin, a PP2C-hez pedig
Mg®* és Mn?* sziikséges (Cohen és mtsai, 1990). A PP2A okadainsavval, a PP2C pedig
trifluoperazinnal gétolhat6. A PP2C nem rendelkezik sem természetes, sem mesterséges

inhibitorokkal, de mivel a Mg** és Mn** ionok az aktivatorai, igy EDTA-val gétolhato.

1. tdablazat. Klasszikus Ser/Thr foszfatdzok

Uj elnevezés Régi elnevezés Funkcié Referencia
Tipus Név Tipus Név
PPP PPP1 1 PP1 sejtciklus, Axton 1990
izomosszehiizédds | Raghavan 2000
PPP PPP2 2 PP2A sejtosztodas, Snaith 1996
fagocitdzis Stroschein 2006
PPP PPP3 2 PP2B velesziiletett Dijkers és
Immunitas O'Farrell 2007

4.5 Az j tipusi PPP enzimek jelentosége és el6fordulasa

Az j tipusu enzimek kimutatdsa klasszikus enzimaktivitdsi mérésekkel nem volt
lehetséges, azonositdsuk csak a molekuldris klonozas technikdjaval vélt lehetdvé. A
hagyomanyos mérésekkel a kimutatdsukat gdtolhatta az alacsony szintli jelenlétiik a
szovetekben, az inhibitor alegységeikkel képzett komplexek vagy a klasszikus enzimekhez
képest szlikebb szubsztritspecifitisuk (Cohen és mtsai, 1990). Az els6 rekombindns DNS
technikdval azonositott protein foszfatdz a PP2A katalitikus alegységhez hasonlé PPX (tijabb
nevén PPP4) (da Cruz e Silva és mtsai, 1988) volt. Az els0, teljes hosszisdgu j tipusu protein
foszfatdzt k6dolé6 cDNS-eket pedig egy évvel késdbb azonositottdk (Arndt és mtsai, 1989;
Dombradi és mtsai, 1989). Ezutdn tobb hasonlé foszfatdzt is leirtak, amelyek szerkezetiik

alapjdn 4tmenetet mutatnak a klasszikus PP1, PP2A és PP2B protein foszfatizok kozott



(Dombradi és mtsai, 1992; Cohen, 1997). Ezek az uj foszfatdzok az 4llat- és novényvilag
képviseldiben, illetve szdmos gombafajban is eléfordulnak, ahol kiilonboz6 életfolyamatok
szabdlyozdsaban vesznek részt. A kovetkezOkben a teljesség igénye nélkiil ismertetem a
huméan homoléggal rendelkez6 és human homoldg enzimekkel nem rendelkezd Uj tipusd
enzimek csoportjait (2.,3. tdblazat). A Drosophila fajok PPP enzimeit a 4.6 fejezetben

ismertetem részletesebben.

2. tablazat. Humadn homologgal rendelkezo uj tipusu Ser/Thr foszfatdzok eldéforduldsa

Human | Homoldég | Szarmazas Funkcié Referencia
gén gén
PPP4 PPX Oryctolagus cuniculus mikrotubulosok | Brewis (1993)
PPX-1,-2 | Arabidopsis thaliana szervezddése Pujol (2000)
PP-Md1__| Malus domestica 4 CentroszOman g tilion (1995)
PPP5 PPT/PPK | Rattus norvegucus jeltovébbitas, Chen (1994)
sejtciklus, Camp (1994)
PPTI Saccharomyces cerevisiae | RNS Jeong (2003)
PPT Neurospora crassa bioszintézis Yatzkan (1997)
PPP6 SIT4 Saccharomyces cerevisiae sejtciklus, Bastians (1996)
morfoldgia,
embriogenezis
ppel/espl | Schizosaccharomyces Shimanuki
pombe (1993)
PPP7 PPEF-1,2 | Mus musculus retinafejlodés,
PPEF Caenorhabditis elegans fotorece'p‘tor ) Sherman (1997)
deszenzitizicid

A human foszfoprotein foszfatdzokat PPP1-7 csoportokba soroljuk. A human
homoldggal is rendelkezé foszfatizok (2. tdblazat) koziil a PPX néven is ismert PPP4
foszfatdzok szerkezetileg a PP2A alegységgel allnak kozeli rokonsdgban. Az emldsokben a
mikrotubulusok centroszémén torténd szervezOdésében jatszanak szerepet (Brewis és mitsai,
1993). Az ismert novényi modellszervezetben, Arabidopsis thaliana-ban két PPX gént is
azonositottak, melyek a gyokér plasztidok lumenében helyezkednek el és lehetséges, hogy a
plasztid-specifikus kindzok reguldciéjaban vesznek részt (Pujol és mtsai, 2000). Malus
domestica-ban a PPX enzimet Watillon és munkatarsai (1995) azonositottdk, lokalizicidja és
szerepe eddig nem ismert.

A PPP5/PPT enzimek a jelatvitel, a RNS bioszintézis és mitozis folyamataiban
vesznek részt az emldsokben (Chen és mtsai, 1994; Camp €s mtsai, 1994). A Saccharomyces
cerevisiae PPT1 (Jeong és mtsai, 2003) és a Neurospora crassa PPT (Yatzkan és mtsai, 1997)

is a mitotikus folyamatokban jatszhat {0 szerepet. A PPP6 foszfatdzoknak emldsdkben tobbek

10



kozott szerepe van a sejtciklusban, az embriogenezisben és a jeldtvitelben (Bastians és
mtsai,1996). A Saccharomyces cerevisiae Sit4 foszfatdznak (Bastians €s mtsai, 1996) és a
Schizosaccharomyces pombe ppel/espl enzimnek (Shimanuki és mtsai, 1993) szintén
esszencidlis szerepe van a sejtciklus folyamataiban.

A PPP7 enzimeknek a retinafejlddésben és fotoreceptor deszenzitizaciéban van
jelentésége emldsokben és fonalférgekben (Sherman és mtsai, 1997).

A Drosophila huméan homoldggal is rendelkezd PP4-19C, PpV és rdgc foszfatdzait a
kovetkezo fejezetben ismertetem.

A human homoléggal nem rendelkez6 (3. tabldzat) PPP1-szerli gomba-specifikus
foszfatdzok a sétolerancidban, a sejtfalintegritds fenntartdsdban, a sejtciklus szabalyozdsaban
(Posas és mtsai, 1993) és a fehérjeszintézisben toltenek be szerepet (Chen és mtsai, 1993). A
PPP2-szerti enzimek a glikogén metabolizmus és a morfogenezis folyamataiban mikodnek
kozre (Posas és mtsai, 1993; Hoffmann és mtsai, 1994). ). D. melanogaster-ben tobb human
homol6ggal nem rendelkezd 1j tipusu foszfatdzt is azonositottak (PpY-55A, PpN-58A, PpD5,
PpD6, Ppl-Y1, Ppl-Y2, CG11597), amelyekrol a 4. 6 fejezetben lesz sz6 bovebben.

3. tabldazat. Humdn homologgal nem rendelkezd ij tipusu Ser/Thr foszfatdzok eldforduldsa

Név Szarmazas Funkcio Referencia
PPP1- | Ppzl,2 | Saccharomyces cerevisiae sotolerancia, Posas (1993)
szerii | Pzhl Schizosaccharomyces pombe | sejtfalintegritds Balcells (1999)
Pzl-1 Neurospora crassa sejtciklus szabalyozds | Vissi (2001)
PPQ Saccharomyces cerevisiae fehérjeszintézis Chen (1993)
PPP2- | PPG Saccharomyces cerevisiae glikogén metabolizmus | Posas (1993)
szert | PPH3 | Saccharomyces cerevisiae morfogenezis Hoffmann (1994)

4.6 A D. melanogaster PPP enzimcsalad

A D. melanogaster a molekularis genetika egy nagyon jol jellemzett modellszervezete.
A Flybase adatbdzisban (Tweedie és mtsai, 2009; http://flybase.bio.indiana.edu) valé kutatds
eredményeképp, kordbban mar mds szerzok 4ltal leirt (Cohen, 2004) 19 PPP katalitikus
alegységet kodol6 gént azonositottunk ebben az organizmusban (3., 4. dbra).

A D. melanogaster PPP enzimeit az elsddleges szerkezetiikk alapjan 5 alcsalddra
oszthatjuk (Cohen, 2004), amelyek a human PPP1, PPP3, PPP2-4-6, PPP5 és PPP7
foszfatazoknak felelnek meg (4. tdbldazat). A PPP katalitikus alegységek csalddfdja a 3. dbran
lathat6. Az abran a klasszikusnak mondhat6 foszfatdzok kozott megtaldljuk a PP1, PP2A és
PP2B vagy kalcineurin képviseldit is. Ezen kiviil tobb uj tipusu foszfatazt is lathatunk (PpY-
55A, PpN-58A, PpDS5, PpD6, Ppl-YI és a Ppl-Y2, CG11597) amelyek a PP1 enzimekhez
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hasonlitanak a legjobban, kivéve a CG11597 enzimet, amely a PPP4 foszfatdzokkal mutat

hasonlésagot.
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3. dbra. D. melanogaster foszfoprotein foszfataz katalitikus alegységek csaladfdja

A skdla 20% aminosav cserét jelol, * Drosophila-specifikus iij tipusu foszfataz.
A foszfatdzokat a csoportositasuk alapjdan a kovetkezo szinekkel jeloltem: 1-es tipus (PPP1);
2-es tipus/PPP2-4-6;

A Drosophila fajok nagyméreti 4trendezddések kovetkeztében kiilonbozo
kromoszémaszdmmal rendelkeznek, ezért a genomjukat egymdsnak megfeleltethetd
szakaszokra, az ugynevezett Miiller elemekre (A, B, C, D, E és F jelolés) osztjuk fel (4. dbra).
Ez lehetdvé teszi a kiilonbozo fajok génszakaszainak Osszehasonlitdsiat. A gének nevei utdni
jelolések (pl. S5A a PpY-55A génnél) a Miiller elemeken vald pozicidjukra utal. Az egyes

izoformak elnevezése a kromoszomalis lokalizaciéjuk alapjan tortént (4. dbra).
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A Drosophila PPP gének nagy része nem tartalmaz intront a kddolé régidjéban.

Koziiliik 7 gén 4j tipusunak bizonyult és csak Drosophila fajokban fordul el6 (4. abra).
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4. dbra. A PPP gének kromoszomadlis lokalizdcidja D. melanogaster-ben

Az X, 2, 3 és 4-es kromoszomdkat egybefiiggo vonallal jeloltiik, a kezdeti és a végso szakaszok
szamozdsdt feltiintettiik. Az Y kromoszomdt egy nem ardnyos, szaggatott vonal képviseli. A
kromoszomdk feletti nagybetiik a Miiller elemeket jelolik. Az ORF-ek irdnydt nyilakkal
jeloltiik (balrol jobbra az 5°-3° irdnynak felel meg a felso szdlon). A kodolo régiojukban
intront nem tartalmazo géneket bekereteztiik. * Drosophila-specifikus, uj tipusiu foszfatdz. A

foszfatdzokat a csoportositasuk alapjdan (4. tdbldzat) a kovetkezo szinekkel jeloltem: 1-es tipus
(PPP1); 2-es tipus/PPP2-4-6;

) )

A Drosophila PPP gének csoportositasa és funkcidja

(1) Az 1-es tipusu vagy PPP1 alcsaldd 4 klasszikus PP1 paral6got tartalmaz, melyeket
a kromoszémalis lokalizaciéjuk alapjan neveztek el. A Ppl-13C, Ppl-87B és a Ppl-96A
gének az emlds PPP1 alfa izoforma Drosophila ortologjai (4. tablazat), mig az Ppl-9C az
emlés PPP1 B/6 megfeleléje (Dombradi és mtsai, 1993). Az utébbi gén hidnya a flapwing
(flw) fenotipust okozza, ami a rendellenes szarnyizomfejlédés eredménye (Raghavan és
mtsai, 2000). Az flw foszfatdznak ezen kiviil a mitézisban is szerepe van (Chen és mitsai,

2007). A Ppl-87B foszfatdzrdl bebizonyosodott, hogy a meghatdroz6 enzim alak (Dombradi
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és mtsai, 1990). A gén muticidja mitotikus blokkot okoz az anafdzisban (Axton és mitsai,
1990; Chen és mtsai, 2007). Ugyanennek a génnek szerepe van még az interfdzisosos
kromoszéma kondenzacioban (Baksa és mtsai, 1993), a tanuldsi folyamatokban és a
memoridban (Asztalos és mtsai, 1993). A Ppl-96A inaktivdldsa nem eredményezett
fenotipusbeli valtozast. A Ppl-96A/flw kettds mutdns tulajdonsiagai viszont arra utalnak, hogy
funkciondlis atfedés lehet a két paraldog kozott (Kirchner és mtsai, 2007). A Ppl-13C

valészintileg redunddns génnek tekinthetd, mivel a tdltermeltetése nem volt hatdssal sem a

Pp1-87B, sem az flw mutansokra (Kirchner és mtsai, 2007).

4. tabldzat. Drosophila PPP enzimek csoportositdsa (Cohen, 2004 alapjdn)

Tipus Human |Drosophila Funkcié Referencia
homolég gén [gén név
1-es tipus Ppla-96A, nem ismert Kirchner 2007
vagy PPP1 Ppl-96A
Ppl-87B sejtciklus Axton 1990
PPP1 memoria Asztalos 1993
Ppl-13C nem ismert Kirchner 2007
flw, Ppl1-9C izomfejlodés, Raghavan, 2000
sejtciklus Chen, 2007
Ppl-Y1 Carvalho 2001
Ppl-Y2 nem ismert
PpD5 Chintapalli 2007
PpD6 Vibranovszki 2009
PpN58A Armstrong 1998
PpY-55A fertilitas? Armstrong 1995
Koékai 2006
Kalcineurin CanAl Guerini1992
vagy Pp2B PPP3 Pp2B-14D velesziiletett | Dijkers és O'Farrell
immunitds 2007
CanA-14F nem ismert
2-es tipus PPP2 mts, Pp2A sejtciklus Snaith 1996
vagy PPP2-4-6 jelatvitel Casso 2008
PPP4 Pp4-19C mikrotubulus Helps1998
szervezOdés
PPP6 PpV, Pp6 zigotikus Mann1993
transzkripcid
CG11597 nem ismert Vibranovszki 2009
[PPPS PPP5 PpD3, Pp5 nem ismert Brown 2000
PP7 PPP7 rdgC, Pp7 fotoreceptor Steele 1992
’P deszenzitizdcid

A PPP1 alcsalddhoz tartoznak tovdbba még az 1j tipusunak tekinthetd PpY-55A, PpN-
58A, PpD5, PpD6, Ppl-Y1 és a Ppl-Y2 protein foszfatdzok is (4. tablazat). A PpY-55A és a
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PpN-58A foszfatizokat kordbban mar jellemezték (Armstrong és mtsai, 1995; 1998) és tgy
taldltak, hogy mindegyikiik csak a him egyedek heréjében fejezddik ki. A PpD5 és PpD6
foszfatdzok expresszidjat microarray technikdval vizsgéltdk. Megallapitottdk mindkét gén
expresszidjanak megnovekedését a tesztiszben (http://www.flyatlas.org; Chintapalli és mtsai,
2007; Vibranovszki és mitsai, 2009), PpD5 esetében pedig him-specifikus expressziot
mutattak ki (Arbeitman és mtsai, 2002). A teljes genom szekvencia adatbazis feltérképezetlen
teriiletének elemzésével két olyan tovabbi PPP gént (Ppl-Y1 és Ppl-Y2) sikeriilt azonositani,
amelyek az Y kromoszémén helyezkednek el (Carvalho és mtsai, 2001). A kromoszémalis
lokaliz4cigjuk alapjdn a gének him-specifikusaknak tekinthetdk.

(2) A calcineurin/Pp2B/PPP3 kalciummal szabélyozott foszfatizokat 3 kozeli rokon
izoformdjuk alapjdn mutatom be (4. tdbldzat). A CanAl (Guerini és mtsai, 1992) egy
nagyméretii, 12 intront tartalmazé gén, mig a Pp2B-14D (Brown és mtsai, 1994) és a CanA-
14F gének nem tartalmaznak intront a kédold régidjukban. A Pp2B-14D a tilsilyban 1évo
kalcineurin izoforma (Brown és mtsai, 1994). Szerepét a velesziiletett immunitdsban RNAi
modszer segitségével igazoltdk (Dijkers és O'Farrell, 2007). Az aktiv Pp2B-14D
taltermeltetése letalitast (Sullivan és Rubin, 2002) €s ndstény sterilitidst okoz (Takeo és mtsai,
2006). A CanA-14F P-elem inzerciés mutdns viszont életképes €s fertilis.

(3) D. melanogaster-ben 4 darab 2-es tipusu foszfataz taldlhatd (4. tablazat). A PP2A
jelenléte 1étfontossagu a sejtosztddds befejezéséhez. A gén hidnydban abnormalis, csillagszerti
mikrotubulus elrendezddés figyelheté meg a sejtekben (microtubule star, mts), melynek oka a
centromerciklus és a sejtmagciklus szétkapcsoldddsa (Snaith és mtsai, 1996), valamint a
kromoszéma szegregacio karosoddsa (Chen €s mtsai, 2007). Az mts génnek tovabba szerepe
van a vizudlis jeldtviteli folyamatokban (Wang és mtsai, 2008), a sejtvdz szervezddésében
(Kiger és mtsai, 2003), a fagocitézisban (Stroschein-Stevenson €s mtsai 2006), valamint a
Sevenless (Wassarman €s mtsai, 1996) és a Hedgehog (Casso és mtsai, 2008) jelatviteli
utvonalakban. A Pp4-19C gént eldszor PPX néven irtdk le (4. tdblazat) (Brewis és mitsai,
1993), a mikrotubulus szervezddésben valé szerepét pedig a ,centrosome minus
microtubules” (cmm) mutdns elemzésével igazoltdk (Helps és mtsai, 1998). A foszfatiz
szisztematikus RNAIi sziirése alapjan ugy taldltdk, hogy a sejtek méretét szabdlyozza (Chen
mtsai, 2007). A Pp4-19C génnek ezen kivill a neuroblaszt sejtek osztoddsdban is fontos
szerepe van (Jia €s mtsai, 2009; Sousa-Nunes és mtsai, 2009). A PpV/Pp6 a sarjadzo élesztd
SIT4 és az emlOs Pp6 génnek a Drosophila ortologja (4. tdblazat) (Mann és mtsai, 1993). A
fehérje felhalmozdéddsa a korai embridkban a PpV/Pp6 zigotikus transzkripciéban és

cellularizicidban vald szerepére utal. A csaldd Uj tagja az eredetileg Pp4-like-nak nevezett
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CG11597 (Morrison és mtsai, 2000). Mivel taldltunk a Pp4 génhez hasonlobb foszfatazt (lasd
Pp4+, 14. 4dbra), a CG1597 elnevezést részesitjiik elonyben. A gén Drosophila-specifikus Uj
tipusu foszfatdznak tekinthetd, melynek a funkciéjat eddig még nem sikeriilt meghatarozni. A
gén tesztiszben torténd expresszidjat Vibranovszki és munkatdrsai (2009) irtdk le.

(4) A PpD3 neve azonos a felfedezéséhez vezeté PCR termék elnevezésével (Chen és
mtsai, 1992). A gén az emlds PPP5/Pp5 ortoldgja (4. tdbldzat) (Brown és mtsai, 2000). Habér
a gén reguliaciéja és funkci6ja emldsokben jol jellemzett (Hinds és Sanchez, 2008),
Drosophila-ban csak keveset tudunk réla.

(5) Az rdgC-t (retinal degradation C) olyan protein foszfatdzként azonositottdk (4.
tdblazat), ami képes megvédeni a retindt a fény-aktivalta degenerdciétdl (Steele és mitsai,
1992). Hasonlésagot mutat a PPEF-1 és PPEF-2 human PPP7/Pp7 izoenzimekkel, mivel
rendelkezik C-termindlis EF-kéz motivumot tartalmazé regulator doménnal (4. tdblazat). Az
RdgC egy Ca-kalmodulinnal szabdlyozott foszfatdz, ami G-protein kozvetitett jelétviteli
utvonalon keresztiil hat (Lee és Montell, 2001). A Drosophila rdgC mutinsban a
hiperfoszforildlt rodopszin indukdlja a fotoreceptor sejtek apoptézis 4ltali elimindcidjat

(Vinos és mtsai, 1997; Davidson €s Steller, 1998).

4.7 A D. melanogaster PPP csalad eredete

Mivel a D. melanogaster rendelkezik az egyik legnagyobb szdmu PPP génnel az
allatvilagban, igy érdeklddésiink kozéppontjdba ezen szabdlyozé enzimek eredetének
vizsgélata keriilt. A PPP gének nagy része nem tartalmaz intront a kodolé régidjdban, ami arra
utal, hogy az evolici6 sordn késébb jelenhettek meg €s mds introntartalmi foszfatdzokbol
retrotranszpozicidval szdrmazhatnak (4. dbra).

A legutébbi becslések szerint 1 millié évenként 17 gén duplikédlédik a Drosophilidae
csalddban (Hahn és mtsai, 2007), amibdl 5-11 duplikdcié a D. melanogaster alcsoportban
torténik (Zhou és mtsai, 2008). Az evolucid sordn a gének tobbsége tandem vagy diszperz
duplikacioval keletkezik, ezen kiviil retrotranszpoziciok, kiméras génképzodések és a
nemkodolé szekvencidkbol torténd 1) génképzOdések is hozzdjarulnak a génkészlet
kibdvitéséhez (Zhou €s mtsai, 2008). Azonban a gének szdmat az adott fajban a delécidok vagy
degradiciok is befolyasoljdk. A gének szerzése és elvesztése kozotti dinamikus egyensily a
genom evolicidjanak jellegzetes ismertetdjele (Hahn 2007). A 12 Drosophila faj
genomszekvencidjanak kozzététele (Clark €s mtsai, 2007) lehetdséget kinalt szamunkra a PPP

géncsaladok 0sszehasonlité elemzéséhez (Hahn és mtsai, 2007). A Drosophilidae PPP csaldd
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nukleotid és fehérje szekvencidinak Osszehasonlitisaval megprobaltuk feltarni ennek a

viszonylag kis konzervativ géncsalddnak az evolucidjat. Annak érdekében, hogy megismerjiik

az Uj Drosophila specifikus PPP képviselOk eredetét, a 12 Drosophila fajon kiviill még 8

teljesen szekvendlt rovar genomot is elemeztiink (5. dbra).

. melanogaster
. simulans

. sechellia

. yakuba

. erectd

melanogaster alcsoport

melanogaster csoport

SEvEvEvEvEw

. ARandssae

Sophophora obscura csoport r— 0. pseudoobscura

Drosophilidae

- - D. willistoni
repleta csop D mojavensis

D. virilis

willistoni csoport

Diptera

Drosophila

virilis csoport

- . D. grimshawi
o Hawaii drosophila o
Culicinae Culex pipiens

Culicidae

Aedes aegypti

Anophilinae

Lepidoptera

Anopheles gambiae

Coleoptera

Bombyx mori
Tribolium castaneum

Hymenoptera

Apis mellifera

Hemiptera

Nasonia vitripennis

Phibiraptera

Acyrthosiphon pisum

P. humanus corporis

5. dbra. A Flybase adatbdzis szekvendlt rovarfajai (http://flybase.org/blast/)
Az dbrdn az dltalunk vizsgadlt szekvendlt rovarfajok csalddfdja ldthato. A Bombyx mori-t
kihagytuk az osszehasonlitdasbol.
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5. CELKITUZESEK

Az uj tipusu PPP gének expresszigjanak irodalmi jellemzése D. melanogaster-ben nem

volt teljes, nagyrészt csak a kevésbé megbizhaté microarray adatok alltak a rendelkezésiinkre,

ami alapjan him-specifikus expresszidjukat feltételezhettiik. Tovdbba mind az 1j tipust, mind

a klasszikusnak mondhat6 PPP gének evolicidjardl, eredetérdl szintén kevés informacionk

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

YV V. V V V V

az Uj tipusud PPP gének expresszidjanak vizsgdlata a D. melanogaster életciklusa soran
az Uj tipusu PPP gének expresszidjanak vizsgalata D. melanogaster him egyedeinek
tesztiszében

az Y kromoszéma szerepének tanulmdnyozdsa a him-specifikusan expresszal6do
gének esetében

a PpY-55A és a PpN58A gének funkcidjdnak vizsgdlata géncsendesités modszerével

s s s

a Drosophila és més rovarfajok PPP készletének dsszehasonlitidsa

a szekvencia adatbazisok adatainak kiegészitése és megerdsitése

Uj PPP gének keresése a fajok szekvencia adatbazisainak felhasznaldsaval

az 1j tipusd PPP gének expresszidjanak vizsgdlata a kiilonb6zd rovarfajokban
a foszfatdzok evolucidjat érintdé genomatrendez6dések tanulmanyozasa

a PPP gének genomi kornyezethez val6 adapticidjanak vizsgalata
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6. ANYAGOK ES MODSZEREK

6.1 Anyagok

6.1.1 Vegyszerek

A kisérletekben felhaszndlt vegyszerek tobbségét a Sigma-Aldrich cégtdl szereztiik be.
A tovabbiakban megadom az ettdl eltérd beszerzési forrasokat. Bio-Rad: agardz. Fermentas:
DNéz, dNTP készlet, Taq polimerdz, 100 bp DNS Iétra. Invitrogen: 1 kbp DNS létra, Trizol
reagens. Millipore: Microcon YM-100 oszlop. Promega: 50 bp DNS létra, M-MLV reverz
transzkriptaz, T4 DNS ligaz, oligo(dT), restrikcios enzimek, alkalikus foszfatdz. Roche: DIG
RNA Labeling Mix. Qiagen: QIAprep Spin Miniprep plazmid izolal6 készlet.

6.1.2 Vektorok
A pWIZ vektort (Lee és Carthew, 2003) Dedk Péter (MTA SZBK Biokémiai Intézet,

Szeged) biztositotta szamunkra.

6.1.3. Oligonukleotid primerek
A PPP gének vizsgalatara felhaszndlt oligonukleotid primereket az Integrated DNA
Technologies Incorporation-tdl szereztiik be, amelyek szekvencidjat a Fiiggelék F1. tablazata

tartalmazza.

6.1.4 Oldatok, taptalajok
® 1x TE puffer:10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0

® Drosophila homogenizal6 puffer (pH 8.2): 10 mM Tris-Cl, 25 mM NaCl, 1 mM EDTA,
200 pg/ml proteinase K

® Drosophila taptalaj: 76g/1 kukoricaliszt, 41g/1 élesztokivonat, 72 g/l szachardz,
24 g/1 gliikkoz, 0,5 g/l CaCl,, 9 g/l agar-agar, 2 g/l Nipagin

® LB (Luria-Bertani-féle) agar: 10 g/l tripton, 5 g/l éleszt6 kivonat, 10 g/l NaCl,
1,5 % agar, pH 7,0

® LB t4poldat: 10 g/I tripton, 5 g/l éleszt6 kivonat, 10 g/l NaCl, pH 7,0

® SOC tapoldat: 20 g/1 tripton, 2 g/l élesztd kivonat, 0,6 g NaCl, 10 mM MgCl,,
10 mM MgSOQOy, 20 mM gliikéz, pH 7,0
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6.1.5 Kisérleti organizmusok

6.1.5.1 Escherichia coli

Az Escherichia coli DH5a. torzset a Novagen-tdl szereztiik be

6.1.5.2 Drosophila torzsek

A munkank soran felhasznalt Drosophila torzsek a 5. tablazatban taldlhatok.

5. tablazat. Drosophila torzsek

Név Genotipus Sziarmazas

1178
D. {nelafi ogast/er . W Szabad Janos, Szegedi
white gén mutdns torzs Tudomanvesvetom
D. melanogaster C(1) M4, yegy ’

Kapcsolt X-Y

yC(1;Y)6;w'

D. melanogaster
Kapcsolt X-X

C()DX,y' f'

Altaldnos Orvostudomdanyi
Kar, Orvosi Bioldgiai
Intézet, Szeged

D. melanogaster
PpY-55A-pWIZ integrans torzs
Maisodik kromoszémén

w; PpY-55A/PpY-55A;
MKRS/TM6B

D. melanogaster
PpN58A-pWIZ integrans torzs
Misodik kromoszémén

w; PpPNSS8A/PpNS8A;
MKRS/TM6B

D. melanogaster
PpY-55A-pWIZ integrans torzs
Harmadik kromoszéman

w; If/CyO, GFP;
PpY-55A/PpY-55A

D. melanogaster
PpN58A-pWIZ integrans torzs
Harmadik kromoszéman

w; If/CyO, GFP;
PpNS8A/PpNS8A

D. melanogaster
Aktin specifikus meghajté torzs
Misodik kromoszémén

w; Cyo/actinSc;
MKSR/TM6B

D. melanogaster

w; Cyo/actin5c;

Dedk Péter, MTA SZBK
Biokémiai Intézet, Szeged

Aktin specifikus meghajto torzs MKSR/TM6B
Misodik kromoszémén
D. melanogaster w; Tft/CyO; Dr. Helen White-Cooper,
Spermatocita specifikus meghajté | bamGal4 Vpl6 Department of Zoology,
torzs. Harmadik kromoszomén University of Oxford
D. melanogaster Oregon R Vad tipus Szeged Drosophila Kézpont
(a gylijtemény Kyoto Stock
Center-be koltozott at)
D. ananassae (14024-0371.13) Vad tipus
D. pseudoobscura (14011-0121.94) | Vad tipus Bloomslg)gctl(()nclsrffesrophlla
D. willistoni (14030-0811.24) Vad tipus (http://flystocks.bio.indiana.
—— edu/News/sequenced.htm)
D. virilis (15010-1051.87) Vad tipus
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6.2 Modszerek

6.2.1 Drosophila torzsek keresztezése

Kapcsolt kromoszomat tartalmazo torzsek keresztezése

A keresztezésekhez az 5. tablazatban taldlhaté kapcsolt kromoszomat tartalmazé €s
white gén mutédns torzseket hasznédltam fel. Az X/0 himek eldéllitisdhoz a kapcsolt X és Y
kromoszomat tartalmazé himeket kereszteztem white gén mutdns ndstényekkel. XX/Y
nostények elddllitdsahoz két kapcsolt X kromoszomat tartalmazé ndstényeket kereszteztem

white gén mutdns himekkel (6. tdblazat).

6. tabldzat. Az dltalunk létrehozott X/0 és XX/Y D. melanogaster torzsek

Név Genotipus

X/0 him. Y kromoszémat nem tartalmazé him X/0, C(1) M4, y2/C(1;Y)6,w''"®

XX/Y nOstény. Y kromoszémit tartalmazé ndstény XX/Y, C(1)DX, y1 f1

Az RNS interferenciahoz sziikséges transzgén egyedek létrehozasa

1118

A csendesitd vektorok (lasd 6.2.7 fejezet) D. melanogaster w embridkba

injektdldsa Spradling és Rubin (1982) leirdsa alapjan tortént. A genomjukban inzertalodott

118y iilonitettiik el. A

vektort tartalmazé transzgén egyedeket a white szemszin marker (w
kapott transzgén vonalak kromoszémalis lokalizaciéjat keresztezésekkel hatdroztuk meg (Lee
és Carthew, 2003).

Az RNS interferencia aktivdlasdhoz az éltalunk el6dllitott torzseket olyan un.
meghajté torzsekkel kereszteztilkk, amelyek az UAS szekvencidhoz kotdédo éEleszté Gald
transzkripcids faktort expresszaljak. Ennek segitségével indukaltuk az interferdlé kettdsszalda
RNS szintézisét a driver prométerének megfeleld fejlodési stddiumban és szovetben (5.
tdblazat). Az RNS interferencia miitkodésének tesztelésére a PpY-55A és PpN58A integransok
kromoszémalis lokalizdcidjanak megfeleld aktin-specifikus meghajté torzzsel kereszteztiik. A

gének tesztisz-specifikus csendesitésére a torzseket spermatocita-specifikus meghajté torzzsel

kereszteztiik. Az RNSi meghajtott torzseket a 7. tablazat tartalmazza.
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7. tabldzat. Az dltalunk létrehozott meghajtott RNAi D. melanogaster torzsek

Név Genotipus

Aktin driverrel meghajtott PPY-55A-pWIZ

integrans torzs. Mdsodik kromoszémén W3 PPY-55A/PpY-55A; actin5c/TM6B

Aktin driverrel meghajtott PPN58A-pWIZ

integrans torzs. Mdsodik kromoszémén w; PpNS8A/PPNS8A; actin5c/TM6B

Aktin driverrel meghajtott PPY-55A-pWIZ

integréns torzs. Harmadik kromoszéman w; CyofactinSc; PpY-55A/PpY-55A
Aktin driverrel meghajtott PPNS8A-pWIZ ]
integréns torzs. Harmadik kromoszémén w; CyofactinSc; PPNS8A/PpN58A

Spermatocita driverrel meghajtott PPY-55A-
pWIZ integréns torzs. Mdsodik kromoszémén | Wi PPY-55A/PpY-55A; bamGal4 Vpl6

Spermatocita driverrel PPN58A-pWIZ
integrans torzs. Mdsodik kromoszémén w; PpPNS8A/PpNS8A; bamGald Vpl6

6.2.2 Plazmid DNS és genomi DNS izolalas

A plazmid izoldlds elsé 1épéseként az E. coli telepeket 100 pg/ml ampicillint
tartalmaz6 5 ml LB folyékony tédptalajba oltottuk le és inkubdéltuk egy éjszakan 4t 37 °C-on,
200 rpm fordulatszdmu razatds kozben. A plazmidot QIAprep Spin Miniprep plazmid izolalé
kit segitségével izoléltuk a cég leirdsa szerint.

A genomi DNS-t kifejlett egyedekbdl Gloor és Engels (1992) leirdsa alapjdn izoldltuk.

6.2.3 Teljes RNS izolalasa és reverz transzKkripcio

A teljes RNS-t kifejlett egyedekbdl, illetve him egyedek tesztiszébdl Trizol reagenssel
tisztitottuk az Invitrogen leirdsa szerint. A teljes RNS mintdban fennmaradé DNS-t DNaz
kezeléssel tavolitottuk el, amit a cég leirdsa alapjan végeztiink el.

A cDNS mintat teljes RNS-bdl reverz transzkriptazzal és oligo(dT) primerrel szintén a

Promega leirasa szerint allitottuk elo..

PV

A DNS és RNS mintdk abszorbancidjat 260 nm-en vizsgaltuk 1x TE-pufferrel
szemben. A nukleinsavak koncentraciéit a 260 nm-en mért fényelnyelés alapjan, a
tisztasdgukat az OD,60/OD3s ardny alapjan hataroztuk meg.

A DNS fragmenteket 1 %-os agar6z gélben valasztottuk el. Az agardz
gélelektroforézis soran 1 kb, 100 bp és 50 bp DNS létrakat alkalmaztunk.
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6.2.5 Polimeraz lancreakcié

A primerek szekvenciai, a hibridizdcidos homérsékletek €és a szdmitott PCR termékek
méretei a Fiiggelék F1 tdblazatdban taldlhatéak. A PCR reakcidkat Eppendorf Mastercycler
PCR késziilékben végeztikk. A kiilonb6z6 méreti gDNS és cDNS génszakaszokat Tag

polimeraz enzim felhasznélasdval szaporitottuk fel a kovetkezo reakcidokozegben:

PCR puffer (10x cc — 1x cc)* 2,5 u
MgCl, (25 mM — 3 mM)* 3ul
dNTP (10 mM — 0,2 mM)* 0,5 ul
Primer 1-2 mix (5uM — 0,25 uM)* 1,25 ul
Tag polimeraz (5 U/ul) 0,2 wl
gDNS, cDNS 2 ul
steril H,O 15,55 ul
végtérfogat 25 ul

* — mutatja a végkoncentraciot

A PPP gének azonositdsara és expresszidjanak vizsgdlatdra alkalmazott hdmérsékleti profil:

Lépés homérséklet 1d6
1.-Denaturalds 94 °C 2 perc
2.-Hibridizacié *X °C 1 perc
3.-Szintézis 72 °C **perc
4.-Denaturalds 94 °C 0,5 perc

2-4. ismétlése 30 ciklusban
5.-Szintézis 72 °C 10 perc

*- az egyes PPP génekhez tartozd hibridizaciés hdmérsékletek a Fiiggelék F1. tdblazatdban taldlhatdak
**_a szintézis idejét a gyarto cég lefrdsa alapjan allapitottuk meg az egyes génekhez, amely szerint 1000 bp

szintéziséhez 1 percnyi id6 sziikséges

6.2.6 DNS szekvenalas
A PCR termékeket kozvetlen szekvendlashoz Microcon YM-100 oszlop segitségével
tisztitottuk. A szekvendlds Go6dollon, a BIOMI Kft-nél, az adott génhez tartozé specifikus

primer vagy primerpar (Fiiggelék F1. tablazat) felhasznédlasaval tortént.
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6.2.7 DNS klonozas

A PpY-55A és PpN58A géneket masodik generdcids, RNS interferencidra alkalmas
pWIZ vektorba klonoztuk. Polimerdz lancreakcidval a PpY-55A ill. a PpN58A gének kodold
régidjanak végére Xbal restrikcios helyeket épitettiink ki a Fiiggelék F1. tablazatban taldlhaté
primerekkel. A PCR fragmenteket ezt kovetéen Xbal enzimmel emésztettik. A pWIZ vektort
Avrll restrikciés enzimmel hasitottuk, majd alkalikus foszfatazzal kezeltik. A vektorba
el0szor a protein foszfatdz Xbal enzimmel emésztett fragmentumdénak egy kopidjat ligaltuk T4
DNS ligazzal, majd Ndel emésztés €s djabb foszfatiz kezelés utdn beépitettilk ugyanezen
fragmentum masodik kopidjat is. Az igy eldallitott vektor konstrukcidkban ellendriztiik az
inzert orienticidjat és kivélasztottunk egy olyan vektort, amelyben a PpY-55A kdédold
génszakaszai 5’-végiikkel egymds felé nézve ellentétes orientdcidban taldlhatok. Hasonl6
eljarassal eldallitottunk egy olyan konstrukciot is, amelyben a PpN58A génszakaszai 3’-
végiikkel egymads irdnydba mutatva helyezkednek el, ellentétes orientdcioban a vektorban. Az

igy eldallitott vektor konstrukcidkat ezt kovetden E. coli DH5a torzsbe transzformaltuk.

6.2.8 In situ hibridizacio

Az in situ hibridizaciot kifejlett D. melanogaster Oregon R himek heréjén végeztiik el.
A hibridizacié digoxigeninnel jelolt RNS probdkkal tortént a Flyted Drosophila
génexpresszids adatbazis alapjan (http://www.fly-ted.org/meth.html#method; Zhao és mtsai,
2009). A gén-specifikus PCR terméket Drosophila gDNS-b6l sokszoroztuk fel T7 (szensz
proébahoz) vagy T3 (antiszensz probahoz) prométerrel kapcsolt primerekkel (Fiiggelék Fl1.
tdblazat). A PCR termékek templatként szolgaltak az egyszald, digoxigenin-jelolt RNS préba
T3 és T7 RNS polimerazok altali szintéziséhez. A jeloléshez a DIG RNA Labeling Mix-et

hasznéltuk fel. A szensz probat negativ kontrollként alkalmaztuk.

6.2.9 Bioinformatikai elemzések

6.2.9.1 Adatbazis kutatas

A PPP szekvencidk adatait a FlyBase (http:/flybase.org/), az UCSC Genome
Bioinformatics  (http://genome.ucsc.edu/) és a NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
adatbazisokbdl gytijtottiikk ossze. Eldszor a 19 ismert Drosophila PPP fehérje szekvenciat
(Cohen, 2004) haszndltuk a homolég szekvencidk keresésére, amelyet BLASTp programmal
végeztiink el (Altschul és mtsai, 1990). UCSC Genome Bioinformatics adatbazisdbol
szarmaz6 ORF-eket pDRAW32 (http://www.acaclone.com/), FGENESH ¢és FGENESH+
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(Salamov és Solovyev, 2000) programokkal josoltuk meg. Az elsédleges keresési (Blast)
eredményeket hasznaltuk a mésodik keresésnél, egyrészt, hogy megerdsitsiik, masrészt, hogy
kibovitsiik a PPP szekvencia gytijteményiinket. Mindkét keresésben az E érték kiiszobe 1x10°
% volt, tehat ennél nagyobb E érték taldlatokat nem vettiink figyelembe (Miskei és mtsai,
2009). Az uj hipotetikus fehérjeszekvencidk doménszerkezetének meghatarozasit SMART
program segitségével végeztik. Az elOzetes fehérje joslasunkat csak abban az esetben

fogadtuk el, ha a SMART egy jellegzetes PPP katalitikus alegységet ismert fel.

6.2.9.2 A génlokalizaciok meghatarozasa és a génatrendezodések vizsgalata

A gének Miiller elemeken val6 lokalizacigjat a Flybase adatbazis (Tweedie és mtsai,
2009) alapjan adtuk meg. A D. ananassae Ppl-Y2 és PpD6 gének kromoszémalis
lokalizaci6jat a genomi kornyezetilk alapjan korrigdltuk (9. tdblazat). A genomi

atrendezddéseket dot plot-tal vizsgéltuk, amelyet pPDRAW32 programmal készitettiink el.

6.2.9.3 Szekvencia adatok korrekcigja

Az adatbazis egyértelml hibdit (kereteltoloddsok, korai stopkodonok, inszerciok 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 (Fiiggelék F2. tablazat).

Amennyiben egy PPP szekvencia hidnyzott az adatbazisbol, akkor PCR reakci6 és
szekvendlds segitségével probaltuk azonositani, amihez a legkozelebbi rokon fajok homolog
génszakaszai alapjan terveztiilk meg a primereket. A PPP-specifikus oligonukleotid primereket
tervezését és a kodolo régiok G-C szdzalékanak szdmitisdit a Teemu Kuulasmaa 4ltal
kifejlesztett Oligo Explorer 1.1.0 (http://oligo explorer.software.informer.com) primer tervezo
programmal végeztilk. Mivel nagyon hasonlé szekvencidkat szerettiink volna kimutatni, a
lehetséges keresztreakciok elkeriilése érdekében a primertervezés sordn a szekvencidk egyedi,
nagyrészt csak a 3’ végén taldlhato variabilis szakaszait vettiik figyelembe. Tovabba a
keresztreakciokat a reakcidk hibridizacids 1€pésének nagyfoku szigorusagaval igyekeztiink
visszaszoritani. A kisérleti koriilményeink helyességét aldtdmasztotta tobb PCR termék

szekvenalasa is.

6.2.9.4 Szekvencia osszehasonlitas
A fehérjeszekvencidkat a pPDRAW32, ClustalW (Chenna és mtsai, 2003) és a BioEdit

(Hall, 1999) programokkal hasonlitottuk Ossze. A filogenetikai és molekuléris evolucios
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elemzést a MEGA 4.0 szoftver (Tamura és mtsai, 2007; Kumar és mtsai, 2008) segitségével
készitettiikk ahol a Neighbor Joining algoritmust alkalmaztuk a Dayhoff matrix helyettesitési
modellben (Schwarz és Dayhoff, 1979; Nei és Kumar, 2000). A ,bootstrap” tesztet 500
ismétléssel végeztiik (Felsenstein, 1981). Az ortolég kapcsolatokat a csalddfdk topoldgidja
alapjan valoszinisitettik €és mikroszinténia elemzéssel erOsitettik meg. A teljes PPP1
alcsaladot multidimenzionalis abrazolasi médszerrel (MDS) (Farnum, 2003; Bronstein és
mtsai, 2006) is elemeztiik a "SAS for Windows 8.2, PROC MDS” (Cary NC, USA, SAS

Institute Inc.) szoftver segitségével.

6.2.9.5 Uj gének azonositasa

Az 1j retrogének azonositisa és elkiilonitése a sziiléi génektdl kiilonbozo
modszerekkel tortént. A els6 modszer a génszerkezeti elemzés volt, amely sordn az intron
megléte vagy hidnya volt a szétvalasztas alapja. A kozeli rokonsagban allo retrogéneket a
kromoszémalis lokalizdci6 alapjan kiilonitettilk el, azaz ha az u) gén replikativ
transzpozicioval keletkezett, akkor a sziildi retrogén vagy annak degraddlédott formdja az
eredeti lokalizdciéban maradt, az 1j retrogén pedig masik pozicioba keriilt at. A DNS alapu
konzervativ transzpozicié esetében, amikor a gén teljesen uj helyre keriilt, az eredeti
lokalizéci6 helyét a genomi kornyezete alapjan, az ugynevezett ,landmark™ gének
segitségével térképeztiik fel. Ha a gének egymds utdn helyezkedtek el és géncsoportot
alkottak, akkor arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy lokélis duplikdcidval egymasbodl
keletkezhettek. Ha a fenti megkozelitésekkel nem volt lehetséges a retrogének €s a sziiloi
gének elkiilonitése, akkor csak a szekvencidk Osszehasonlitisira tdmaszkodhattunk és azt
feltételeztiik, hogy a kozelebbi rokon szekvencidk egymdsbdl szarmazhattak.

Az ismert PPP-k jelolése a faj nevének roviditésével a Flybase adatbdzisban taldlhat6
név alapjan tortént (lasd 9. tdblazat). Az Aaltalunk felfedezett 4j foszfatdzokat a D.
melanogaster ortolégok alapjan neveztiik el és + jellel lattuk el. Ha egy foszfatiz gén tobb
mint egy izoformat kdédolt, akkor mindig a leghosszabb fehérje szekvencidt hasznéltuk az

elemzés soran.

6.2.9.6 Evolicios vizsgalatok

A klasszikus és az uj tipusu foszfatdzok evolucidjanak tanulmanyozasihoz az R, dn és
ds értékeit a MEGA 4.0 szoftver segitségével szdmoltuk ki, ahol a médositott Nei-Gojobori
modszert alkalmaztuk (Zhang és mtsai, 1998). Az elemzés sordn 265-279 triplet kodont

hasznéltunk, amelyek az enzim konzervativ doménjét kédoljdk a mdsodik o-helixtdl (aA) az
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utolsé B-reddig (B14). A konzervativ katalitikus domént Goldberg és munkatarsainak (1995)
Ppl szerkezetérdl irt cikke alapjan allapitottuk meg. Az eredmények dtlagdnak, szérasanak és

szignifikancidjanak meghatarozdsahoz az Excel szoftvert (Microsoft Corporation) hasznéltuk.

27



7. EREDMENYEK

7.1 Az 1j tipusia PPP-ok jellemzése D. melanogaster-ben

A D. melanogaster intronmentes Uj tipusi PPP retrogénjei (PpD5, PpD6, Ppl-Y1, Ppl-Y2
PpY-55A, PpN58A) a CGI11597 kivételével a microarray adatok alapjan him-specifikus
expressziot mutatnak. Koziilik a tesztisz-specifikusan kifejez6dé PpY-55A és PpN5SA
géneket mar joOl jellemezték (Armstrong és mtsai, 1995; 1998), igy figyelmiink a tobbi,
feltehetOleg him-specifikusan expresszdlodé foszfatdz vizsgélata felé fordult. A gének
expresszidos mintdzatdnak tanulmdnyozdsaval és csendesitésével akartuk megismerni a

funkciodjukat.
7.1.1 Az 1j tipusu PPP gének expresszidja az egyedfejlodés soran

Munkédnk sordn el6szor RT-PCR mddszerrel megvizsgdltuk az emlitett gének
expressziOjat D. melanogaster é€letciklusa sordn (6. dbra). A PCR és az RT-PCR reakcidk
termékei azonos méretlieck, mivel a gének nem tartalmaznak intront. A CGI11597 gén
kiilonbozé mértékben minden fejlodési stadiumban expresszalddik. Ezzel ellentétben a PpD5,
PpD6, Ppl-YI1 és Ppl-Y2 gének csak babokban és kifejlett him egyedekben fejezddnek ki. A
PpD6 ezen kivill még késdi embridkban is kifejezodik. A PpD5 génnél az L2 larvdban és

ndstény egyedben lathaté sdvok PCR miiterméknek tekinthetdk, mivel kisebb mérettiek.

E1 E2 L1 L2 13 B KNKH G

RpL23 (K) ™ — +«—— 268 bp
PpD5 3
PpD6[
Pp1-Y1 :
Pp1-y2| == e g95hp
CG11597 ™= &&= =@ - 534 bp

6. abra. Az uj tipusii PPP gének expresszidja D. melanogaster életciklusa sordn

Az uj tipusi PPP gének expressziojat D. melanogaster egyedfejlodése sordn RT-PCR
modszerrel vizsgaltuk. El, E2: korai (2h) illetve késoi (16h) embriok; LI, L2, L3: elso,
mdsodik illetve harmadik fejlodési stadiumi ldrvdak; B: bdb; KN: kifejlett nostény;, KH:
kifejlett him;, G: genomi DNS kontroll. A riboszomdlis RpL23 fehérjét kodolo gént belso
kontrollként haszndltuk. A nyilak a PCR termékek szdamitott méreteit mutatjdk.
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A babokat nem szerint is vizsgéltuk (7. dbra), ami igazolta, hogy a gének a bdbokban is him-
specifikus expressziét mutatnak.

HB NB HB NB HB NB HB NB
G+- +-S1G + - + -

G+ - +-81G + - + -

PpD5 Pp1-Y1

7. dbra. Az uj tipusu PPP gének expresszidja D. melanogaster bdbjaiban

Az uj tipusii PPP gének expressziojdt D. melanogaster him és ndstény bdbjaiban RT-PCR
modszerrel vizsgdltuk. HB: him bdb; NB: nostény bdab; G: genomi DNS kontroll; +: pozitiv
kontroll, PCR reakcio cDNS templdttal; -: negativ kontroll, PCR reakcio RNS templdttal; S1:
50 bp-os DNS létra.

Mivel a CG11597 kivételével a vizsgalt PPP gének him-specifikusan fejezdédtek ki, felmeriilt
a kérdés, hogy vajon a PpY-55A és PpN58A génekhez hasonldan tesztisz-specifikusan

expresszalodnak-e.

7.1.2 Az 1j tipusi PPP gének expresszidja a tesztiszben

RT-PCR mddszerrel vizsgéltuk meg az Uj tipusi PPP gének expresszigjat D.

melanogaster kifejlett him egyedek tesztiszében (8. dbra) és tesztisz nélkiili teljes test

prepardtumban is (9. dbra).

S2KG+ -G +-S2KG+- KG + -

8. dbra. Az uj tipusu PPP gének expresszidja D. melanogaster tesztiszében

Az uj tipusi PPP gének expresszidjat D. melanogaster tesztiszében RT-PCR modszerrel
vizsgdltuk. K: belsé kontroll, riboszomdlis RpL23 fehérjét kodolo gén; G: genomi DNS
kontroll; +: pozitiv kontroll, PCR reakcio cDNS templdttal; -: negativ kontroll, PCR reakcio
RNS templdttal; S2: 100 bp-os DNS létra.
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-G+ -S2KG + - G + -

. PpD5 PpD6  Pp1-Y1Pp1-Y2

9. dbra. Az uj tipusti PPP gének expresszidja D. melanogaster tesztisz nélkiili testében
Az uj tipusii PPP gének expressziojat D. melanogaster tesztisz nélkiili testében RT-PCR
modszerrel vizsgdltuk. K: belsé kontroll, riboszomdlis RpL23 fehérjét kodolo gén; G: genomi
DNS kontroll; +: pozitiv kontroll, PCR reakcio ¢cDNS templdttal; -: negativ kontroll, PCR
reakcio RNS templdttal; S2: 100 bp-os DNS létra.

A kisérletek alapjdan megallapithatd, hogy a vizsgdlt gének tesztisz-specifikus
expressziot mutatnak, mivel a test més részeiben nem, csak a tesztiszben fejezddnek ki.

Ezt kovetden megvizsgiltuk a gének tesztiszen beliili expresszidjdnak helyét is,
amelyhez in situ hibridizéaci6 technikdt alkalmaztunk. A PpN58A, Ppl-Y2 és CG11597 gének
esetében nem kaptunk detektdlhaté jelet (nem bemutatott eredmények). Valdszinlileg azért,
mert e gének alacsonyabb szinten expresszdlddnak €s kimutatdsukhoz az alkalmazott médszer
nem volt eléggé érzékeny. Kontrollként az irodalmilag mar jellemzett PpY-55A gént
(Armstrong és mtsai, 1995; Koékai és mtsai, 2006) hasznaltuk. Habédr a képek alacsony
felbontdsa miatt a sejttipusok azonositdsa nem sikeriilt az irodalmi adatok és a Flyted
Drosophila génexpresszids adatbazis (http://www.fly-ted.org/meth.html#method; Zhao és
mtsai, 2009) alapjan kovetkeztethetiink a sejtszintli lokaliz4cidjukra. A PpY-55A gén termékét
disztalis régidkban (nyilfej- 10/a. dbra) és a tesztisz elsd fél fordulatdnak homort oldaldn
azonositottuk (nyil-10/a. dbra), ami 0sszhangban van az irodalmi adatokkal (Armstrong és
mtsai, 1995; Koékai és mtsai, 2006). A szerzok azonositottdk a sejttipust is, azaz a PpY-55A a
here disztélis régidjaban az elsddleges spermatocitdkban és a cisztasejtek sejtmagjaban, a
homoru oldalén pedig a kerek spermatiddkban fejezddik ki. A PpD5 (10/c. dbra) és a Ppl-Y1
(10/g. abra) gének esetében is hasonlé mintdzatot kaptunk, tehdt valdsziniileg ezen gének is
hasonl6 sejttipusokban expresszdlédhatnak. A PpD6 gén esetében a here disztdlis régiéjaban
pontszerii expresszids mintdzatot figyeltiink meg (10/e. dbra), ami a Flyted adatbdzis alapjan a

hosszabbod6 spermatida koteg disztélis részének felel meg.
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10. dbra. Az uj tipusu PPP gének expresszidjanak vizsgdlata in situ hibridizdcioval

D. melanogaster tesztiszében

Az in situ hibridizdciot digoxigenin-jelolt antiszensz (a, c, e, g) és szensz (b, d, f, h, j) RNS
probdkkal végeztiik el. Az utobbit negativ kontrollként haszndltuk. A skdla (h) 100 pm-nek
felel meg. Az oOsszes kép azonos nagyitdassal késziilt. A specifikus hibridizdcios probdk
elkészitéséhez haszndlt primerek a Fiiggelék F 1. tdbldzatdban taldlhatok.
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7.1.3 A szex-specifitas szerepe az Gj tipusa PPP gének expresszidjaban

A gének him-specifikus expresszidjanak megerdsitése érdekében Y kromoszéma
nélkiili X/O steril himeket és Y kromoszomat tartalmazé XX/Y ndstényeket allitottunk el és
RT-PCR mddszerrel ezekben az egyedekben is megvizsgdltuk a gének kifejezddését. Az
autoszomadlisan lokalizalt PpDS5, PpD6, PpY-55A és PpN58A gének termékei megtaldlhatok
voltak X/O himekben (11. dbra). Az Y kromoszoéma hidnya miatt értelemszeriien az Y
kromoszéman lokalizdlodé PplI-Y1 és Ppl-Y2 gének nem fejezddtek ki ezekben az
egyedekben (11. 4bra).

S2KG + - G + -

S2 KG + - G + -82G+ -G+ -G+ -

= .
PpD5  PpD6 . RpL23 PpY-55A PpN-58A
11. dbra. Az uj tipusu PPP gének expresszidja D. melanogaster X/0 him egyedekben

Az uj tipusi PPP gének expressziojat D. melanogaster X/0 him egyedeiben RT-PCR
modszerrel vizsgdltuk. K: belsé kontroll, riboszomdlis RpL23 fehérjét kodolo gén; G: genomi
DNS kontroll; +: pozitiv kontroll, PCR reakcio ¢cDNS templdttal; -: negativ kontroll, PCR
reakcio RNS templdttal; S2: 100 bp-os DNS létra.

Az XX/Y noéstények egyedekben a kisérleti eredményeink alapjan pedig egyetlen vizsgalt

foszfatdz sem fejezddott ki (12. dbra).

S2KG +- G+ -8282KG+ -G + -82

500 bp-

12. dbra. Az uj tipusu PPP gének expresszidja D. melanogaster XX/Y néstény egyedekben

Az uj tipusi PPP gének expressziojat D. melanogaster XX/Y nostény egyedeiben RT-PCR
modszerrel vizsgdltuk. K: belso kontroll, riboszomdlis RpL23 fehérjét kodolo gén; G: genomi
DNS kontroll; +: pozitiv kontroll, PCR reakcio cDNS templattal; -: negativ kontroll, PCR
reakcio RNS templdttal; S2: 100 bp-os DNS létra.
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Kisérleteinkkel tehat megerdsitettiikk, hogy az éltalunk vizsgalt gének valdban csak

him egyedekben fejezddnek ki.

7.1.4 A PpY-55A és PpN58A gének csendesitése

Irodalmi adatokbdl ismert, hogy mindkét foszfataz csak a himek heréjében fejezodik
ki. A PpY-55A mRNS-érdl és fehérjéjérdl igazoltdk, hogy a cisztasejtek sejtmagjdban és a
fejlodés korai stddiumdban a spermatocitikban is kifejez6dik (Armstrong és mtsai, 1995;
Kokai és mtsai, 2006). A PpN58A herén beliili lokalizacidjarél nincsenek irodalmi adatok.
Korédbbi kisérleteinkben P-elem kiugratds segits€gével megprobaltunk olyan PpN5S8A
mutansokat elddllitani, amelyek a P-elem pontatlan kiviagdsa kovetkeztében sériilt PpN5SA
gént tartalmaznak. Ez a probdlkozads azonban nem jart sikerrel illetve a PpY-55A génre sem
allitottak eld hasonlé mutansokat. Mivel mindeziddig nem sikeriilt a klasszikus genetikai
modszerekkel a génekre nézve mutdnsokat elddllitani, ezért e gének funkcidjat RNS
interferencia (RNSi) mddszerével kivantuk meghatarozni. Ennek megvaldsitasa érdekében a
Lee és Carthew (2003) altal 1étrehozott masodik generdciés RNS interferencidra alkalmas
vektor rendszert hasznaltuk fel.

Els6 1épésben az RNS interferencidval torténd géncsendesitésre alkalmas torzseket
hoztunk létre. Az interferencia tesztelésére el0szor aktin-specifikus driverrel indukaltuk a
géncsendesitést, aminek hatékonysidgat RT-PCR mddszerrel bizonyitottuk be (nem bemutatott
adat). Mivel a gének tesztiszben, a PpY-55A pedig igazoltan cisztasejteken kiviil
spermatocitdkban is kifejezddik, az RNSi torzseket spermatocita-specifikus driver torzzsel
kereszteztik €s homozigéta torzseket hoztunk I1étre beldliik. Az RNS interferencia
hatékonysagat RT-PCR modszerrel igazoltuk (13. dbra).

Mivel irodalmi adatok alapjan a két gén csak tesztiszben fejezddik ki (Armstrong és
mtsai, 1995; 1998), igy elsdsorban az egyedek szaporoddképességét vizsgaltuk meg. Ehhez
el0szor a csendesitett torzsek ndstény egyedeit vad tipusd himekkel, him egyedeit pedig vad
tipusi nostényekkel kereszteztilk. Ezt kovetéen megszamoltuk a kikelt egyedeket és
meghatdroztuk a himek és a ndstények aranyait is. Ezenkiviil a nem kikelt peték és az elhalt
larvak elemzését is elvégeztik. Az adatokat vad tipusi egyedek keresztezésénél
tapasztaltakhoz hasonlitottuk és megéllapitottuk, hogy a gének expresszidjdnak csokkenése
nem okozott véltozdst a csendesitett PpY-55A és PpN5S8A RNSi torzsek

szaporodoképességében.
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<« 854 bp

RpL23
S G weew B s + 268 bp

PpY-55A wess s SO s s < 943 bp

PpN58A wwws mmmm i s s < 1127 bp

13. dbra. A PpY-55A és PpN58A gének csendesitésének igazolasa

Az RNS interferencia hatékonysdgdt RT-PCR modszerrel vizsgdltuk. 1: Kiinduldsi, white gén
mutdns torzs (w'''%); 2: Nem meghajtott PpY-55A-pWIZ integrdns torzs; 3: Meghajtott PpY-
55A-pWIZ integrdns torzs; 4: Nem meghajtott PPN5S8A-pWIZ integrdns torzs; 5: Meghajtott
PpN58A integrdns torzs; 6: genomi DNS kontroll.

A Drosophila PPP gének és ezen beliil az 0j tipusu foszfatdzok eredete, kialakuldsa
még kevésbé tanulményozott teriilete volt az irodalomnak. Ezért a kovetkezOkben a

Drosophila PPP gének evoluciéjat vizsgaltuk meg.
7.2 A Drosophilidae csalad PPP génjeinek evolucidja
7.2.1 A rovarok PPP készlete

A PPP gének Kkatalitikus alegységeinek evolucidjanak vizsgalatdhoz a D.
melanogaster-t hasznéltuk Osszehasonlitdsi alapként. Elsd 1épésként adatbézis kutatdssal
megéllapitottuk a minimalis, 7-8 enzimet magdban foglalé PPP készletet, amely jelen van a
szekvendlt rovarfajok tobbségében (5. dbra, 8. tdblazat). Ugy taldltuk, hogy a gének tobbsége
intront tartalmaz a kédolé régidjaban, kivéve a Pp2B gént, ami arra utal, hogy retropozicidval
keletkezett, még a Drosophila fajok kialakulasa eldtt. A kovetkezd 1€pésben megvizsgéltuk a
D. melanogaster-ben azonositott gének el6forduldsit a tovabbi 11 szekvendlt, a
Drosophilidae csaladhoz tartozé Drosophila fajban is. Megéllapitottuk, hogy valamennyi mas
rovarfajokban azonositott PPP gén megtaldlhaté a Drosophilidae csaldd tagjaiban, ahol az

Osszes PPP-k szama 18 és 22 kozott valtozik (9. tablazat).
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8. tabldzat. A PPP gének azonositdsa a szekvendlt rovar genomokban

Gén, osztaly® Culex Aedes Anopheles Tribolium Apis Nasonia Acyrthosiphon Pediculus
pipiens aegypti gambiae castaneum mellifera vitripennisd pisum humanus corporisd

Rovidités Cpip @ Aaeg Agam Tcas Amel ® Nvit Apis @ Phum @
flw, PPP1 XP_001843526 | XP_001663366 | XP_312797 XP 966417 XP 623273 | XP_001604472 XP 001944422 |EEB19394
Ppla-96A,
PPPL XP_001849462 | XP_001653770 | XP_309483 XP_001813974 | XM_392943 | XP_001602738 XM_001945867
mts, PPP2 XP_001863301 | XP_001663281 | XP_319345 XP_973546 XP_623105 | XP_001602506 NP 001119644 |EEB13988
Pp4-19C, PPP4 | XP_001843269 | XP_001648308 | XP_310323 XR_043119 XM_624666 | XP_001606225 XP_001950610 | EEB16959
PpV, PPP6 XP_ 001866724 | XP_001648846 | XP_311859 XP_967314 XP_394400 | XP_001603727 XP_001951846 |EEB14281
CanAl, PPP3 XP_001602102 (A)°

XP_968705 XP_394519 , | XP_001945831 | EEB19897

XP_001603722 (B)

Pp2B, PPP3 | XP_001868819 | XP_001653535 | javitott szekvencia®| | | |
PpD3, PPP5 XP_001850926 | XP_001650298 | XP_313034 XP_971407 XP 624242 | XP_001603324 XP 001948640 |EEB13025
rdgC, PPP7 XP_ 001844975 | XP_001663541 | XP_317894 EEB16582
Teljes PPP 8 8 8 7 7 8 7 7

“ A géneket a Drosophila ortolégok alapjdn neveztiik el. A PPP-k osztdlyozdsa Cohen munkdja (2004) alapjdn tértént.
b A két Nvit CanAl szekvencidt énkényesen A-nak és B-nek neveztiik el.
“ A javitott fehérje szekvencia a fiiggelék F2. tdblazataban taldlhatd.

4 A Nasonia vitripensis-ben taldlt két paralég CanAl és a Pediculus humanus corporis genomjabél hidnyzé Ppl-96A valésziniileg a szekvenaldsi
projekt hib4javal magyarazhato.
A kodolo régiojukban intront nem tartalmazo PPP géneket aldhiizdssal jeloltiik.
A PPP3 két tipusat szaggatott vonallal vdlasztottuk el.

Az iiresen hagyott hely a hidnyzo géneket jeloli.
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A rovar PPP fehérje szekvencidk kozotti szerkezeti rokonsag a 14. dbran és a Fiiggelék
F1. abrdjan lathatd, ahol a csalddfa ,,bootstrap” értékei is fel vannak tiintetve. A 14. dbrabdl
kitlinik, hogy a Drosophila foszfatazok tobb csoportjanak nincs ortoldgja mas rovarfajokban.
Tovabba az is jol lathatd, hogy a 8 kozos foszfataz tipus 7 jol elkiiloniilt csoportra oszlik,
amely a fehérjék konzervativ szerkezetére €s funkcidjara utal Drosophila és mas rovar
fajokban. A rovarfajok foszfatdzai alcsoportokat képeznek, amelyek jol elkiiloniilnek a
Drosophila tehérjéktdl. Ez kozos eredetiiket €s fliggetlen evolucioval torténd keletkezésiiket
tdmasztja ala.

Az egyetlen kivétel a PPP3/calcineurin (CanAl/Pp2B) foszfatdzok csoportjdban
taldlhaté. A N. vitripennis CanAl B variansa tavol esik az alcsaldd tobbi tagjatol (14. abra).
Feltételezziik, hogy a gén sokkal konzervaltabb A varidnsabdl duplikdcidval szarmazik, a
kozottik 1évé jelentds szekvencia eltérés pedig a funkciondlis redundancidbdl ad6dé
mutacidknak tulajdonithaté. A 14. abrdbdl l4thatd, hogy a nem Drosophila PPP3 enzimbdl 5
(T. castaneum, A. mellifera, N. vitripennis, A. pisum, P. h. corporis) hasonlit a Drosophila
CanAl géntermékekhez, amelyek intront tartalmaznak a kédol6 régidjukban (8., 9. tdblazat).
Ezzel ellentétben a C. quinquefasciatus, az A. egypty és az A. gambiae PPP3 foszfatazok
fehérje (14. abra) és génszerkezetiik (8., 9. tablazat) alapjan kozelebb dllnak azon Drosophila
Pp2B-14D enzimekhez, amelyek génjeiben nincs intron. Az el6bb emlitett intronmentes
gének alapjan feltételezziik, hogy a CanAl gén duplikdldédott a Diptera rendben és igy az dse
lehetett az Gsszes rovar calcineurin foszfataznak, ami fennmaradt a Drosophilidae csalddban,

de elveszett tobb Diptera-bdl (vo. 8.2.1 fejezet) (5. dbra).
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9. tablazat. A PPP gének lokalizdcidja a 12 Drosophila faj Miiller elemein.

Osztalyozds®

Gén név, .
szinonima/Fajok’

Dmel

Dsim

Dsec

Dyak

Dere

Dana

Dpse

Dper

Dwil

Dmoj

Dvir

Dgri

1-es tipus
vagy PPP1

Pp1a-96A, Ppl1-96A

=

Pp1-87B

Ppi-13C

flw, Pp1-9C

> [ Ity [ =

Ppl-Y1

Ppl-Y2

IO 5 [ Ity [ =

oY [o1F-g o o] !

PpD5

[~ > I | =

|2 > > = | e

1 [~ [> > 1= | =

(SYE] st BN [&5

[ I~ [~ 5 > I | e

PpD5+

PpD6

I

1=

1=

1=

%

& o~ > |

D[S A

S

PpD6+

PpN58A

!

PpY-55A

o] (@)

o] |

o] |

o] |

o] (@

o] |

o] 9] 9] (@

ala

o] 9] (o] (9] 1] o] (o] (oY g Y o<

PpY+

Calcineurin
vagy Pp2B
vagy PPP3

CanAl

Pp2B-14D (14E)°

CanA-14F

2-es tipus
vagy PPP2-4-6

mts, Pp2A

Pp4-19C (19D)°

| o [P | =

> o = > | =

| o P | =

> | [ | =

> | > (=

> | = > | =

> | > > (=

> | > (=

> | = | =

> | = | =

Pp4+

PpV, Pp6

>

>

>

>

>

>

B I |5 | B = | = = > [ Q[ T Ia 0o > - x| =

2 EAFREC] B PN CT PN Y oY [V oY I-] [ (o [V P BN [ 1S

>

Pp6+

& (>

CG11597

PPP5

PpD3, Pp5

PPP7/

rdgC, Pp7

o=

PPP

Teljes szam

N i=llst |~

i=llcl

c|e =S

i=llcl =

c|e =S

i=llcl =

22

22

E
D
18

E
D
19

E
D
21

E
D
18

“Cohen (2004)

alapjan.

b A gének neveit a Flybase alapjdn adtuk meg (http://flybase.org/), melyeket a gyakran haszndlt szinonimdjuk

kovet. Kiilon kiemeltiik azokat a géneket, melyek a rovar PPP készlethez tartoznak.

© A helyes kromoszomadlis lokalizdciort zdrdjelben adtuk meg, ha ez kiilonbozott attol, amire a gén neve utalt.

2\ gének lokalizdciojdt a genomi kornyezet alapjdn javitottuk. Ezeket a gén szekvencidkat PCR-al és DNS

szekvendldssal “azonositottuk, fjavz’tottuk és Serdsitettiik meg.
}'l A gén méretét PCR-al erdsitettiik meg.
‘A fajnevek roviditése a kovetkezd: 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 hely a hidanyzo géneket jeloli.
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14. dbra. A PPP katalitikus alegységek csalddfdja rovarokban

A csalddfdn 287 rovar PPP katalitikus alegység van dbrdzolva. Az enzim alcsalddok jelolése
a D. melanogaster nevezéktan alapjdn tortént (9. tabldzat). A nem Drosophila fajok jelolése a
Jjobb also sarokban taldlhato. A skdla 0.2 aminosav cserét jelol az elsodleges szerkezetben. A
bizonytalan eldgazdsi pontokat korrel és a megfelelo , bootstrap” értékekkel jeloltiik. A
kovetkezo 8 rovid, részleges fehérje szekvencidt kihagytuk az osszehasonlitasbol: Dsim flw,
Dana Ppl-Y1, Dsec Ppl-Y2, Dwil PpN58A, Dyak Pp2B-14D, Dvir Pp2B-14D, Dsim CanA-
14F, Dsim rdgC. A fajnevek roviditése a kovetkezo: Cqui: Culex quinquefasciatus, Aaeg:
Aedes aegypti, Agam: Anopheles gambiae, Tcas: Tribolium castaneum, Amel: Apis mellifera,
Nvit: Nasonia vitripennis, Apis: Acyrthosiphon pisum, Phum: Pediculus humanus corporis.

7.2.2 A Drosophilidae csalad PPP génkészlete

A foszfataz készlet a rovarfajok minimélis PPP készletéhez képest a Drosophilidae
csalad tagjaiban nem kevesebb, mint 15, dinamikusan véaltozo, Gj taggal boviilt (9. tablazat;
14. abra). A 12 Drosophila faj PPP katalitikus alegységeinek részletes csalddfdja a 15. dbran
€és a Fiiggelék F2. dbrdjan taldlhatd. Feltehetden a génduplikécidk a leghatékonyabb eszkozei

a génkészlet kibovitésének. Az eredményeink is ezt a feltevést tdmasztjak ald a Pp2B-14D és
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a CanA-14F gének esetében, melyek intronmentes leszarmazottai az 6si CanAl génnek az
0sszes Drosophila fajban (15. abra; 9. tablazat).

A rovar (14. abra) és a 12 Drosophila faj foszfatazainak (15. dbra) 6sszehasonlitdsa
alapjan feltételezhetjiik, hogy a PpI-96A gén 0si, intront tartalmazé alakjabdl szarmaznak az
1-es tipusu foszfatazok (vo. 8.2.2 fejezet). A Ppl-87B kozvetleniil a Ppl-96A génbdl alakult
ki retrotranszpozicidval. A rendelkezésre 4116 adatok alapjan nehéz megmondani, hogy a PpI-
13C kozvetleniil a Ppl-96A génbdl, vagy kozvetve a Ppl-87B génbdl szarmazott. Az viszont
biztos, hogy a masik intront tartalmazé 1-es tipusu foszfatdz, az flw nem lehet a kozos Os,

mivel sokkal varidbilisabb és nem all olyan kozeli kapcsolatban a Ppl-13C génnel (14. abra).

Ppla-96A
o)

Pp6+

PpV, Ppé6

i &

<>
S
|

[mts] / &PpY+
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PpDé6

PpD6+
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15. dbra. A PPP katalitikus alegységek csalddfdja Drosophilidae csalddban

A 227 Drosophila PPP katalitikus alegység filogenetikai elemzése a 14. dbrdahoz hasonloan
mutatjuk be. Az eldgazdsok szinei a gének kromoszomadlis elhelyezkedésére utalnak, melyhez a
szinkod a jobb also sarokban taldlhato. Az dltalunk azonositott 5 iij PPP enzimet + jellel
Jjeloltiik és vastagitott keretezéssel ldttuk el. A skdla 0.1 aminosavcserét jelol az elsodleges
szerkezetben.
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A klasszikus foszfataz gének duplikacidjan kiviil a PPP készlet tobb retrogén megjelenésével
is bovilt (9. tdblazat). Az eredetileg D. melanogaster-ben felfedezett j, 1-es tipusu
foszfatazok (Ppl-YI, Ppl-Y2, PpD5, PpD6, PpN58A, PpY-55A) (4., 5. 4bra) jelen vannak
mind a 12 Drosophila fajban (9. tdbldzat; 15. dbra) de hidnyoznak mads rovarfajokbdl (8.
tablazat; 14. dbra). Mivel nem talaltuk meg az ortoldgjaikat mas €16 szervezetben, igy ezeket

Drosophila-specifikus foszfatdzoknak nevezhetjiik.

7.2.3 A Drosophilidae csalad uj PPP génjei

A retrotranszpozicidok olyan 4j PPP enzimeket is eredményeztek (PpD5+, PpD6+,
PpY+, Pp4+, Pp6+), amelyek nincsenek meg D. melanogaster-ben. Kordbban Koerich és
munkatarsai (2008) leirtdk, hogy D. willistoni és a D. virilis, a PpD6-hoz hasonlé gént
tartalmaz, azaz 2 PpD6 paral6g gén keletkezett duplikacioval egyazon fajban. Munkank sordn
4 tovabbi, eddig még nem jellemzett gént sikeriilt azonositanunk (9. tdbldzat; 15. dbra),
melyeket a D. melanogaster ortolégja alapjan neveztiik el és + jellel egészitettiink ki. Az 4j
gének mas kromoszomadlis lokalizdcidba épiiltek be, az dsibb paralégjuk pedig megmaradt az
eredeti pozicidjaban (Fiiggelék F3. 4bra).

A PPPI1 alcsalad evolucigjanak nyomon kovetése nehéznek bizonyult, mivel a
hagyomanyos filogenetikai elemzés bizonytalan eldgazdsi pontokat (alacsony ,bootstrap”
értékeket) eredményezett a csalddfakban (14., 15. dbra). Az 1l-es tipusi PPP
fehérjeszekvencidk szdmdnak csokkentése nem oldotta meg a problémdt (nem bemutatott
eredmények), ezért a szekvencidkat multidimenziondlis 4brdzolasi technikdval is elemeztiik
(16A; 16B 4abra). Az oOsszehasonlitds kétdimenzids dbrazoldsiaban két pont (ami egy-egy
fehérjének felelnek meg) kozotti tdvolsdg ardnyos a szekvencidk hasonldsagaval.

A szekvencia analizis alapjan (16A. dbra) sikeriilt megéllapitanunk, hogy a PpD5+ és
a PpD6+ gének a PpD5 és PpD6 paralogjaibol keletkeztek, amelyek két kivételtdl eltekintve
(9. tablazat) jelen vannak az 6sszes vizsgalt Drosophila fajban.

A PpY+ és Pp4+ retrogéneket az obscura csoport két kozeli rokon fajaban, a D.
pseudoobscura-ban és a D. persimilis-ben azonositottuk (9. tdblazat). A PpY-55A és PpY+
szekvencidk kozotti hasonlésdg (15., 16A. dbra) és a Miller A elemen valé kozeli
elhelyezkedésiik (Fiiggelék F3. dbra) azt sugallja, hogy a PpY+ a PpY-55A-bdl keletkezett
replikativ  transzpoziciéval. Az el6z0 esethez hasonléan, a Pp4-19C és a Pp4+
génszekvencidk elemzése feltarta (15. dbra, fiiggelék F2. dbra) hogy az intront tartalmazo

Pp4-19C gén retrotranszpozicidjaval keletkezett az intronmentes Pp4+ gén.
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16. dbra. Az 1-es tipusu PPP katalitikus alegységek dsszehasonlitdsa

Az dbrdn 127 I-es tipusi PPP katalitikus alegységet dbrdzoltunk. Minden egyes pont egy
PPP-t jelol. Az ortolog géneket piros vonallal kereteztiik be. Kivételt a PpY-55A, PpY+
elkiilonitett teriilete képez, amely 2 paralog gént tartalmaz. 7 szekvencia (Dana PpD6_R,
Dper flw_R, Dper Ppl1-YI_R Dsec Ppl-Y1_S, Dsec Ppl-Y2_R, Dsim Ppl-Y2_R) kiviil esett a
+/- 2.5 tartomdnyon, ezért nem dbrdzoltuk.

Az dbra B részen az A panelen taldlhato ldthato, piros szaggatott vonallal bekeretezett teriilet
kinagyitva ldathato.
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7.2.4 Az 1j tipusu PPP gének expresszidja Drosophila fajokban

Habar az 4j PPP gének teljes hosszisagu fehérjét kédolnak, amely tartalmazza a
foszfatdz aktivitidsdhoz sziikséges kritikus szakaszokat, kisérletek nélkiill nehéz volt
megjosolni, hogy vajon datirddnak vagy inkdbb inaktiv pszeudogénekké degraddlédnak.
Annak érdekében, hogy err6l meggy6zddjiink, megvizsgaltuk a mar ismert 4j tipusu és az
altalunk felfedezett PPP gének, illetve paraldgjaik expresszidjat a Drosophila fajok evolicidja
soran. Ehhez 4 egymastol 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. Kontrollként minden
esetben a D. melanogaster-t alkalmaztuk.

Kisérleteink sordan kimutattuk, hogy a vizsgalt PPP gének nagy része him-specifikusan

fejezddik ki a vizsgdlt fajokban (10. tablazat; Fiiggelék F4. dbra). Kivételt a CG11597 gén

10. tdbldzat. Az uj PPP gének expresszioja Drosophila fajokban

Gén/Fajok" Dmel Dana Dpse Dwil Dvir
Nem” H| N | H N H N H N H N
Ppl-YI + ! - + ! - + - + - + -
Ppl-Y2 + ! - + ! - + - + - + -
PpD5 + - + - + - + -
PpD5+ + - + -
PpD6 + - +! - + - + - + -
PpD6+ + - + - + -
PpN58A + - + - + +/- + +/- + -
PpY-55A + - + - + - + - + -
PpY+ + -

Pp4-19C + \ + + \ + + + + | + + +
Pp4+ + (+)/-

PpV, Pp6 + \ + + \ + + + + | + + +
Pp6+ + -
CG11597 + + + +

Ppl-13C + - + +/- + ‘ +/- + | +/- + +/-

“ A gének elnevezésének magyardzata és a fajnevek roviditéseinek leirdsa a 9. tabldzatban
taldlhato. Az uj PPP géneket kiemeltiik.

b 4 nemek jelolése N: nostény; H: him.

Az iiresen hagyott hely a hidnyzo vagy a nem azonositott géneket jeloli

! A gén az Y kromoszomdn helyezkedik el
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képez, ami mindkét nemben kifejezédik. A PpN58A gén D. pseudoobscura és D. willistoni
fajokban, a Pp4+ gén pedig D. pseudobscura-ban kis mértékben ndstényekben is
expresszalodott. A PpDS5, PpD6 és PpY-55A gének him-specifikus expresszidja a PpD5+,
PpD6+ és PpY+ paraldgjaikban is megorzodott. Masrészt a nem nem-specifikus Pp4-19C és
PpV, Pp6 gének paraldgjai is him-specifikussa valtak (10. tablazat). A kontrollként hasznalt
Ppl1-13C klasszikusnak mondhat6 foszfataz az irodalmi adatoknak megteleléen (Chintapalli
és mtsai, 2007) D. melanogaster-ben him-specifikus expresszalodott, viszont ez a tobbi fajra
mar kevésbé volt jellemzo.

Az intronmentes gének miatt az mRNS-r6l képzddott RT-PCR termék és a gDNS-rol
képzodott PCR termék a legtobb esetben egyforma méretli. Kivételt képez a PpY-55A gén,

amely D. willistoni és D. virilis fajokban kisméret{i intront tartalmaz (17. dbra).

Drosophila willistoni Drosophila virilis
S2G+-G+-G+-G+-82SG+-G+- G+ -G+-3S82

EEel & :
Oy ® = &8" -
- - - Wy ® §
500 bp- - - -

- - il -
- - - - "
- - - -

RpL23 RPL23 PpY-55A PpY-55A RpL23 RPL23 PpY-55A PpY-55A

“ Him NGstény Him Néstény « ~  Him Néstény Him  NG&stény

17. abra. A PpY-55A expresszidja D. willistoni és D. virilis kifejlett egyedekben

A PpY-55A gén expressziojdat RT-PCR mddszerrel vizsgdltuk. A riboszomdlis RpL23 fehérjét
kodolo gént belso kontrollként haszndltuk. G: genomi DNS kontroll; +: pozitiv kontroll, PCR
reakcio cDNS templdttal; -: negativ kontroll, PCR reakcio RNS templdttal; S2: 100 bp-os
DNS létra.

7.2.5 Az aj tipusa PPP gének gyors evolicioja Drosophila fajokban

Irodalombdl ismert, hogy a him-specifikus funkciéval rendelkezé géneknek gyorsabb
az evoldcidja (magasabb a nem-szinonim és a szinonim szubsztiticiok ardnya), mint a nem
specializdltaknak (Muster és mtsai, 2006).

Szerettiink volna meggy6zédni réla, hogy az dltalunk tanulmanyozott him-
specifikusan kifejezddd gének is kovetik-e ezt a szabdlyt. Ennek érdekében elemeztiik a 12
vizsgalt Drosophila taj klasszikus és a nagyrészt him-specifikus expresszidt mutaté j tipusu

protein foszfatizok (a mar ismert és az altalunk felfedezettek) katalitikus régidit kédolo
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11. tabldazat. A PPP gének evoliicioja a Drosophilidae csaldd 12 fajdban

Fosgzg:taz Szekvenciak | Kodonok R! ds? dn’ dn/ds*
Ppla-96A 11 265 2.706 0.643 0.003 0.0047
Ppl-87B 12 265 2.416 0.645 0.013 0.0202
Ppl-13C 11 265 2.687 0.642 0.024 0.0374

& flw, Pp1-9C 9 265 2.612 0.540 0.003 0.0056
52 CanAl 12 277 1.531 0.634 0.020 0.0315
Z | Pp2B-14D 11 277 1.711 0.413 0.011 0.0266
'S |CanA-14F 9 277 2.111 0.420 0.005 0.0119
& |mts, Pp2A 12 265 1.724 0.580 0.006 0.0103
& | ppa-19C 11 265 2.331 0.779 0.006 0.0077
PpV, Pp6 10 265 1.680 0.721 0.022 0.0305
PpD3, Pp5 12 279 1.759 1.071 0.031 0.0289
rdgC, Pp7 11 276 1.428 1.289 0.058 0.0450
Atlag 0.0217
+SD 0.0135
Ppl-Y1 10 265 1.236 1.497 0.143 0.0955
Ppl-Y2 10 265 1.527 1.659 0.057 0.0344
PpD5 10 265 1.058 0.872 0.141 0.1617
& | PpD5+* 5 265 2.998 0.633 0.218 0.3444
& PpD6 11 265 1.270 1.063 0.133 0.1251
‘2 | PpD6+* 4 262 1.408 1.106 0.197 0.1781
\3‘ PpN58A 11 265 1.194 0.935 0.168 0.1797
.i PpY-55A 10 265 1.057 1.071 0.213 0.1989
= | Ppy+ 2 265 1.036 0.043 0.023 0.5349
Ppd+ 2 229 1.122 0.028 0.012 0.4286
Pp6+ 3 228 2.278 0.798 0.061 0.0764
CG11597 6 237 1.373 0.503 0.086 0.1710
Atlag 0.2107
+SD 0.1496

1 . Lo ., . . . A . . .
A teljes tranzicid/transzverzi6 arany; 2 A szinonim szubsztitdciok szama; 3 A nem-szinonim
cos g . 4 . .y . . cos g .
szubsztiticiok szdma ; ~ A nem-szinonim €s a szinonim szubsztiticiok ardnya

*A Dpse PpD5+, Dper PpD5+ és Dvir PpD6+ fehérjék delécié miatt egy aminosavval
rovidebbek.

A Dsec Pp4-19C, Dper Pp1-96A, Dper Ppl-13C, Dsim flw, Dsec flw, Dper flw, Dsec Ppl-Y1,
Dmoj Ppl-Y1, Dsim Ppl-Y2, Dsec Ppl-Y2, Dwil PpDS5, Dgri PpD5, Dana PpD6, Dper
PpN58A, Dvir PpY-55A, Dgri PpY-55A, Dvir Pp2B-14D, Dmoj CanA-14F, Dsim PpV, Dsec
PpV, Dsim rdgC gének részleges szekvencidit kizartuk az 6sszehasonlitisbol. A fajnevek
roviditései a 9. tablazatban talalhatok.
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nukleotid szekvencidkat (11. tdblazat). A klasszikus foszfatdzok kozé a rovar PPP készlet 8
tagjdn kivil a Ppl-87B és Ppl-13C, illetve a Pp2B-14D és CanA-14F retrogéneket is
besoroltuk, mivel a génduplikidciok elsé hullamaban keletkeztek a klasszikus foszfatdzokbdl
(7.2.1 , 8.2.1 fejezet). Az elemzés sordn meghataroztuk a teljes tranzicid/transzverzié aranyt
(R), a szinonim (ds) a nem-szinonim (dn) szubsztiticiok szdmadt, illetve az elébbi két adatbol
a dn/ds ardnyt is (11. tdbldzat). A tdblazatbol jol lathatd, hogy az Uj tipusu foszfatdzok
szignifikdnsan magasabb dn/ds szubsztiticidés ardnyokat mutatnak a nem specifikus
foszfatdzokhoz képest. Ezzel igazoltuk a him-specifikus gének gyorsabb evolucidjanak

elméletét az ltalunk vizsgélt foszfatdzok esetében is.

7.2.6 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
evoluicidjahoz a Drosophilidae csaladban.

A hidnyz6 gének egy részét valdsziniileg a random szekvendlasi stratégia hibdja miatt
nem taldltuk meg az adatbdzisban. Ennek a kikiiszobolése érdekében PCR technikat
hasznaltunk a gének sokszorozdsara és azonositasara (9. tablazat). A médszerrel két PPP gént
azonositottunk, kettébnek a szekvencidjat korrigdltuk, négynek pedig megerdsitettik a
jelenlétét (9. tablazat). Néhdany PPP gént azonban tovabbra sem sikeriilt azonositanunk. Ennek
egyik valdszinli oka az lehetett, hogy a primer tervezéséhez csak tdvoli rokon fajok
szekvencidi dlltak rendelkezésiinkre.

A génmozgisok nyomon kovetéséhez Osszehasonlitdsi alapként a D. melanogaster
PPP gének Miiller elemeken val6 lokalizdcigjat hasznéltuk (4. dbra). A Miiller elemeken
tortént génmozgdasok a 9. tablazatban és a 15. dbran lathatok. A PPP gének részletes
lokalizacidjanak Osszesitése a Fiiggelék F3. abrdjan taldlhatd. Az adatok alapjan a PPP gének
jol konzervélt hellyel és irdnyultsdggal rendelkeznek a melanogaster alcsoport tagjaiban.
Misrészt pedig sok PPP gén, elsOsorban az 1-es tipustak, gyakran valtoztatjak a helyzetiiket a
tdvoli rokon Sophophora és Drosophila alfajokban.

A Ppl-Y] és a PpD6+ hidnyadt D. mojavensis-ben és a PpD6+ elvesztését D.
grimshawi-ban kordbban mar Koerich és mtsai (2008) is leirtdk. A génétrendezddések PPP

gének evolicidjaban betoltott szerepét a kovetkezd példdkon keresztiil mutatom be.
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A PpY-55A gén atrendezédései

A PpY-55A gén egy intront tartalmaz6 Osbdl alakult ki, ami a repleta, virilis és
willistoni csoportok tagjaiban meg is 0rzodott (18. dbra, 9. tdbldzat). Az intron tartalmi PpY-
55A eltiint a D. grimshawi fajbol (18. dbra. 9. tdblazat). A PpY-55A a C Miiller elem az elk és
drpl3 ,Jandmark” gének kozotti szakaszon taldlhaté az azt tartalmazé fajokban. Ez a régid D.
grimshawi-ban nagymértékii atrendez6désen esett it, mikdozben a PpY-55A eltlint az emlitett

gének altal hatarolt régiobol (18. dbra).

Inverzié 1 Inverzioé 2

" | | IPpYi55AI _ dpri3

Dmel < : : >
B | | | PpY-55 Al dpr13 2R:13743523..13943522
Dsim < —EK p ||-|45—|-| «— »
= | It T 2R:12479540..1267953
elk PpY-55A dpr13
D < |—>| I +— >
sec < . . scaffold_1:11238211..1143827
Ik | | IPpYi55AI dpri3
< —— X » +—
Dvak < 3 JR:15237282.15437287
I [[1PPYA| dpr13
- l—’e”( ' <L| |-
Dere < | It I scaffold_4845:7971862..817186T
elk PpY-fsA dpr13
Dana < > | : 266:10249079_ 1044907
l T 1 T dpr1sscaﬂold_13 : o
o
< ek | | | -«
Dpse < 376243628..6443627
Dper ¢ i elk_, | I o | Jprt3
< I T I Scaffold_2:6467084..666708"
elk PpY-;5A dpri13
o > —
Dwil < scaffold_2_1100000004558:2254055..245405”
. elk N Pp Y-g5A dpri3 R
Dmoj< PpY-55A dpri13 scaffold_6496:8403786..8603785
y elk > P »
Dvir < scaffold_12875:15197888..1539788"
< o Ko « ek
Dgri < scaffold_15245:8000584.,.8090583 < scaffold_15245:12101775.12211778

10
18. abra. A PpY-55A gén szinténidja kiilonbdzé Drosophila fajokban

A koriilbeliil 200 kbp hossziisdgu kromoszomdlis szakaszok kettos nyillal elldtott vonalakkal
jeloltiik. A fajnevek roviditései a bal oldalon, a kromoszomdk, ,,scaffold-ok”és a megfelelo
tartomdnyok a jobb oldalon taldlhatok. A szaggatott vonal nagy DNS darabokra utal, ami a
nyillal jelolt szakaszok kozott taldlhato. A nyilak az elk és dprl3 gének irdnydt és méretét, az
0 pedig hidnyzo gének valosziniisitett helyzetét jelolik. Az intront nem tartalmazo gének nevét
bekereteztiik.

Az obscura csoportban a PpY-55A intronmentes valtozata athelyez6dott az A elemre (X
kromoszéma), ahol duplikédlédott (7.2.3 fejezet; Fiiggelék F3. dbra). A transzlokalédott gén
helye még mindig felismerheté a C elemen (18. dbra), de a szekvencidja mar degradalddott.
Misrészt a melanogaster csoportban az 1j, intronmentes PpY-55A gén lecserélte a régi, intront

tartalmaz6 valtozatot a C elemen, és a kddolé szdl irdnya is megfordult egy nagyobb

kromoszémalis szakasz inverzidjanak kovetkezményeként (18., 19. dbra) (vo. 8.2.4 fejezet).
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19. dbra. A PpY-55A gént tartalmazo homolog kromoszomadlis régiok dot plot elemzése
Az dbrdn D. willistoni (Dwil) és D. ananassae (Dana) scaffold-jdt hasonlitottuk ossze. A két
nagy inverziot szaggatott vonallal vettiik korbe. Az invertdlt PpY-55A gént bekereteztiik.
A PpD5+ gén atrendezédései

A D. pseudoobscura és D. persimilis PpD5+ génje egy egyedi 60 bp-os intront
tartalmaz a kdédol6 régidban (9. tdblazat; Fiiggelék F1. tdblazat). Az intron szekvencidjat és
pozicigjat sem taldltuk meg egyetlen PPP génben sem. A gén eltlint a melanogaster és
willistoni csoportok tagjaibol, viszont az intronmentes valtozata kimutathaté az Osszes Osi
Drosophila alfajban (9. tabldzat; 20., 21. dbra). Erdekes médon az intron megszerzése vagy
elvesztése a gén inverzidval jart egyiitt. A PpD5+ elvesztését D. willistoni-ban szinténia
vizsgalattal (20. abra) és a genomi kornyezetének dot plot elemzésével (21. dbra) is igazoltuk

(v0. 8.2.4 fejezet).
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CG14115 o trn 3L:13062433..13262432
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CG14115 . trn scaffold_4784:12983742..13183741

Dana< >
CG14115 PpD5+  trn scaffold_13337:12289443..12489442

Dpse < 4 4 > >
PpD5+ trn XR_group6:5257349..545734

Dper

p CG14115 i scaffold_257

Dwil < 4 ° = 2 >
scaffold_2_1100000004511:6503026..670302

CG14115 PpD5+ o

Dmoj« 4 —» >
CG14115 PpD5+ trn scaffold_6680:14896804..1509680

Dvir < cc: = >
14115 -“ scaffold_13049:12364796..12564795

pD5+ trn -
Dgri < 4 —» .

scaffold_15110:22966288..23166287

10
20. dbra. A PpD5+ gén szinténidja kiilonbozé Drosophila fajokban
A koriilbeliil 200 kbp hossziisdgi kromoszomdlis szakaszok kettos nyillal elldtott vonalakkal
Jjeloltiik. A fajnevek roviditései a bal oldalon, a kromoszomdk, ,,scaffold-ok”és a megfelelo
tartomdnyok a jobb oldalon taldlhatok. A nyilak a CGI14115 és trn irdnydt és méretét, az 0
pedig hidnyzo gén valosziniisitett helyzetét jeloli. Az intronmentes gének nevét bekereteztiik.

Delécio Inverzid

Delécio

3
96.681C1-96.6EVCL:6V0EL PIOHEIS JIAG

.' Dana scaffold_13337 Dpée sééffoid; Xﬁ_'gfoup'ﬁ.:' Dvﬁl écaffold;2;1 1 00.0.(-)060451 1:
12364442-12409442 5337349-5382349 6558026-6603026

21. abra. A PpD5+ gént tartalmazé homolog kromoszomdlis régiok dot plot elemzése

Az dbrdn a D. ananassae (Dan), D. pseudoobscura (Dwil) és D. willistoni (Dwil) scaffold-jdt
hasonlitottuk dssze a D. virilis (Dvir) fajéval. A jobb oldal taldlhato kis nyil a PpD5+ gén
méretét és irdnyultsdgdt mutatja D. virilis-ben. A gén jelenléte a két vizszintes vonal kozotti
térrészen valosziniisitheto. Az invertalt PpD5+ gént bekereteztiik D. pseudoobscura esetében.
A gén eltiint a D. ananassae és D. willistoni fajokbol.
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A PpD5 gén atrendezédései

A melanogaster és obscura csoport szinténia elemzése feltarta, hogy PpD5 génnek jol
konzervalt lokalizaciéja van a C elemen a CG9308 és a CG13500 ,Jandmark™ gének kozott
(22. abra, 1-es lokalizaci6). A Drosophilidae csaldd mds tagjaiban, Ggymint a D. willistoni és
D. grimshawi fajokban a gén helye még fellelhetd, viszont a szekvencidja mar degradalodott
(23A. abra). Tehdt D. willistoni és D. grimshawi fajokban a PpD5 eltint az 1-es
lokalizaciobdl, mig D. mojavensis és D. virilis fajokban 1j poziciéba helyezddott at a szintén
C elemen taldlhat6 cos és Eaf gének kozé (22. ébra, 2-es lokalizacié). A PpD5 gén hidnya
pedig D. grimshawi és D. willistoni fajokban azt jelzi, hogy a PpD5 gén D. mojavensis-ben
inzertalédott be ebbe a pozicidba. (23B., 27. dbra) (v0. 8.2.4 fejezet).

1-es lokalizacio 2-es lokalizacio
CG9308| PPD5| cG13500 cos
e Py % o g R
PpD5 PRI17620040.1802  ZA3153562333501 cos Eaf
Dsim --------om s o S T T T s < < >
chr2R_Mrandom_591 3R:1961421 42041420 "
CG9308 PpD5 CG13500 cos Eaf
Dsec P P 1 1 _______________ 31 4_| »
- scaffold | 9: 1201829'1281 828 scaff°|d 1:903640..983639 v
CG9308| PpD5| €G13500
cos Eaf
Dyak < | o I <4 b | >
yak < 2R:11200390.7 128938 2115929836 <16009835 o
cagsoam CG13500 cos  Eaf
Dere < « < <5 >
ere < scaﬂold 4845120254881 3105487 scaffold__ 4929 19261342..19341341 >
CG9308 PpD5| CG13500 cos Eaf
Dana <« 4 I 3—| <5 -
< scaffold 13266:11260363%1 1340362 scaffold. 13266 3459362..3530361 >
CG9308| PpD5| €G13500 cos Eaf
Dbse < 4 €< . < “«— >
pse < 315456407 1553640 311530504 ¢1610593 "
cc;gsoa CG13500 cos Eaf
DDer - P 1 _______________ <'| <L| »
- scaffold_4:3511379. 3591 378 scaffold_2: 1694777 1774776 v
CG9308 CG13500 cos Eaf
Dwil P o I P o Eat
l SCf2 1100000004514 33051 76'33851 75 SCf2 1100000004513 6203264..6283263 '
CGY308 CG13500 cos_m
Dmoi < > ° ~ R < <2 >
- scaffold_6496:15264773. 15344772 scaffold_ 6436 :16107357..16187356 ”
CG9308 CG13500 coss_M
Dvir < P o K . < < £ >
vir < scaffold_12875111532250 1 1612249 scaffold_12875:10759393..10839392 "
CG9308 CG13500 -
Do < 2 < g e R
o= scaffold_15245:6605978 6645977 scaffold_15245:3872316..3952315 g

10
22. dbra. A PpD5 gén szinténidja kiilonbozé Drosophila fajokban

A koriilbeliil 200 kbp hossziisdgu kromoszomdlis szakaszok kettos nyillal elldtott vonalakkal
jeloltiik. A fajnevek roviditései a bal oldalon, a kromoszomdk, ,,scaffold-ok”és a megfelelo
tartomdnyok szintén fel vannak tiintetve. A nyilak a , landmark gének” gének irdnydt és
méretét, az 0 pedig hidnyzo gén valosziniisitett helyzetét jeloli. Az intront nem tartalmazo
gének nevét bekereteztiik.
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Gén degradacio az 1-es lokalizacidban

da

>

09€19G€-09€1LVSE v PIOHEIS 4D
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Dgri scaffold_15245: Dwil scf2_1100000004513: %
3897315-3917315 6238264- 6258264

10

23. abra. A PpDS5 gént tartalmazo homolog kromoszomalis régiok dot plot elemzése

Az dbra ,,A” részén D. grimshawi (Dgri) és D. willistoni (Dwil) scaffold-jdt hasonlitottuk
ossze D. persimilis (Dper) fajéval. A jobb oldal taldlhato kis nyil a PpD5 gén méretét és
irdnyultsdgadt mutatja D. persimilis-ben. A gén jelenléte a két vizszintes vonal kozotti térrészen
valosziniisitheto, de nem lehetett azonositani D. grimshawi és D. willistoni fajokban, mivel a
szekvencidja degraddlodott.

Az dbra ,,B” részén D. grimshawi (Dgri) és D. willistoni (Dwil) scaffold-jdt hasonlitottuk
ossze D. mojavensis (Dmoj) fajéval. A jobb oldal taldlhato kis nyil a PpD5 gén méretét és
irdnyultsdgdat mutatja D. mojavensis-ben. A gén jelenléte a két vizszintes vonal kozotti
térrészen valosziniisitheto.
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A PpD6, PpD6+, Ppl-Y1, Pp1-Y2 géncsoport dtrendezodései
Koerich és munkatarsaival (2008) egyetértésben ugy taldltuk, hogy szdmos olyan PPP gén,
amely jol elkiiloniil D. melanogaster-ben, tobb 6si Drosophila fajban egy géncsoportot alkot

(24. abra).

Dmel > D > < & )
Dsim Y2 RT Y1 pol D6 )
ol o e P & =
Dsec gag gag Y2 Y1 pol D6 :q:)-
D Q4 > )
Y2 polpol Y1 D6 > E
Dyak — 2
( g <K <320 < N
Dere RT Y2 RTRTgaggagY1 pol D6 %
D D D )
Dana Y2  pol Y1 D6 ) o
P> 44 < > >
Dpse D6Y2 gaggag RT gag Y1 RT
Dper io
vaﬂ } o Inverzio
Dmoi D6+Y1D6Y2 Delécié
J 0>
. D6 Y2
Dvir
&G
Dori Y1D6+D6Y2 Delécid
grim S elécid
Y1D6Y2
2000 bp

24. dbra. A PpD6, PpD6+, Ppl-Y1, Pp1-Y2 géncsoport dtrendezodései

Az abrdan a PpD6 (D6), PpD6+ (D6+), Ppl-Y1 (Y1) és a Ppl-Y2 (Y2) gének kromoszomadlis
elhelyezkedése ldathato kiilonbozo Drosophila fajokban. A kromoszomdkat vizszintes
vonalakkal jeloltiik. A Miiller elemeket (C-kék, B-rozsaszin) és az Y kromoszomadt (fekete)
szinekkel jeloltiik. A kodolo régiok irdnydt nyilak jelzik, amelyek az 5°-3° irdnyt mutatjdk a
szensz szdlon. Az Y kromoszomdn az inaktiv virdlis reverz transzkriptdz (RT), a pol és gag
gének elhelyezkedését és irdnydt is feltiintettiik; itt a nyilak csak a relativ irdnyokat jelolik a
rovid DNS darabon.

A D. virilis fajban taldlhaté géncsoporton teljes génatrendezOdést figyelhetiink meg. A Ppl-
Y1, PpD6+, PpD6 és Ppl-Y2 gének ugyanabban az orientdcidban, egymads utdn taldlhaték a C
elemen. A redundans PpD6+ a D. grimshawi-bdl, a szintén redundans Ppl-YI és PpD6+
pedig a D. mojavensis tajbdl tint el. A willistoni és obscura csoportok Ppl-YI és PpD6+
géneket magdban foglal6 DNS szakasza megfordult, ami dj génsorrendet (PpD6+, Ppl-YlI,

PpD6, Ppl-Y2) eredményezett. Ez a géncsoport a melanogaster csoportban felbomlott. A
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PpD6+ a csoport 0sszes tagjabol eltlint. D. ananassae-ben pedig a csoport egyik fele (Ppl-
Y2, PpD6) az Y kromoszomaba épiilt be (Koerich és mtsai, 2008). A csoport tagjainak
elkiiloniilése is végbement a melanogaster alcsoport kozos 6sében. A PpD6 a B elemre
vandorolt (Fiiggelék F3. dbra), mig a Ppl-YI és a Ppl-Y2 az Y kromoszéma

heterokromatikus régi6jaba keriilt (Koerich és mtsai, 2008).

7.2.7 A PPP gének genomi kornyezethez valé adaptacidja

Kordabban mar leirtdk, hogy a heterokromatikus kornyezetben tartézkodd géneknek
alacsonyabb a G-C tartalma, mint paraldgjaiknak az eukromatikus régiokban (Diaz-Castillo €s
mtsai, 2007). A génadaptacios elméletet tovabbfejlesztve megvizsgaltuk, hogy a PPP gének
autoszomalis kromoszomadk €s a heterokromatinban gazdag Y kromoszéma kozotti mozgasa
hatassal van-e a bazisosszetételiikre.

A 25. abra szerint a PPP gének kodold régidjanak 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 (Vicario és mtsai, 2007).

65 -
) 60 - l l
T 55
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45 ’J—‘

40 ‘ . . ‘

Dgri Dvir Dmoj Dwil Dper Dpse Dana Dere Dyak Dsec Dsim Dmel

25. abra. A PPP gének G-C tartalma

Az dbrdn a PPP gének dtlagos G-C tartalma ldthato a szordsértékekkel egyiitt.

Megvizsgaltuk a 24. dbran taldlhaté géncsoport G-C tartalmdnak valtozasat is az
atrendezO6déseik sordan. Az elvarasoknak megfeleléen a foszfataz csoporttagok G-C tartalma
az 4tlaghoz kozelit, amikor a C vagy a B elemen taldlhatdak, viszont az ardny szignifikdnsan

csokken, amikor az Y kromoszdomara keriilnek (26. dbra).

52



65

60 - Pp1-Y1(1Pp1-Y2 SPpD6M PpD6+%
g 55 -
Q
® 50 -

40 a II:&T = T T T T T

Dgri Dvir Dmoj Dwil Dper Dpse Dana Dere Dyak Dsec Dsim Dmel

26. abra. A Ppl1-Y1, Ppl-Y2, PpD6, PpD6+ géncsoport G-C tartalma

A kovetkezokben Osszehasonlitottuk a Drosophila tajokban taldlhaté osszes, Y kromoszéma
€s mas kromoszomak kozott dthelyez0d6 gének G-C tartalmat (12. tablazat). Megéllapitottuk,
hogy mas gének esetében is megfigyelheté a G-C tartalom csokkenése, amikor azok az Y

kromoszémara helyezddnek ét.

12. tablazat. Az Y és mds kromoszomdk kozott helyzetiiket vdltoztaté Drosophila gének
kodolo régioinak G-C tartalma

Fajok/Gén® PPr-Y PRY klI-5 ARY CCY WDY Ppl-YI Ppl-Y2 PpD6

Dmel 34.9 36.2 403 35.4 394 438 45.0 429 51.5
Dyak 34.6 374 409 36.1 39.1 43.1 42.2 43.8 52.0
Dere 34.7 352 409 36.2 39.6 432 41.7 43.3 52.0
Dana 32.9 35.2 38.4 38.1 38.0 408 429 44.3 46.1
Dpse 353 502" 53.1° 384 54.0 53.9 58.5 57.5 55.2
Dwil 34.8 36.3 42.0 37.8 39.1 43.7 42.3 44.4 43.1
Dmoj 35.2 37.8 37.2 50.5 47.6 50.9 57.2 53.2
Dvir 34.9 39.2 38.9 46.8 50.0 53.0 48.0 49.5 47.5
Dgri 37.6° 388 44.5 49.0 51.2 45.2 49.0 48.5

“ Az Y kromoszomdn elhelyezkedd géneket sdrga hdttérrel dbrdzoltuk. A gének kromoszomdlis
lokalizdciojdt Koerich és mtsai (2008) irtdk le. Harom gén lokalizdciojdt kijavitottuk (b és c).
YA PRY gén az XL kromoszémdn taldlhaté (A Miiller elem), D. pseudoobscura-ban, D.
grimshawi-ban viszont az Y kromoszomdn

“A kl-5 gén a 2-es kromoszomdn (E Miiller elem) taldlhaté D. pseudoobscura-ban.

Az iiresen hagyott hely az elvesztett vagy a hidnyzo géneket jeloli.
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8. DISZKUSSZIO

8.1 Uj tipusii PPP gének D. melanogaster -ben

A D. melanogaster PPP gének expresszidjara vonatkozé irodalmi adatok részben
hidnyosak voltak a meglévoek pedig microarray technikdn alapultak (13. tdblazat). Az uj
tipusi PpD5, PpD6, Ppl-YI, Ppl-Y2 ¢és CGI11597 gének funkcidjar6l nem allt
rendelkezésiinkre irodalmi adat. Ennek vizsgdlata érdekében el0szor megvizsgéltuk a gén
kifejez0dését a D. melanogaster egyedfejlodése sordn. Kideriilt, hogy az Osszes fejlodési
stddiumban kifejez0d6 CGI11597 kivételével a vizsgilt gének csak him egyedekben
expresszalodtak. A D. melanogaster klasszikus foszfatdzai koziil egyediill a Ppl-13C gén
mutat him-specifikus expresszidt, a tobbi gén nagy része pedig a legtobb fejlédési stddiumban
kifejezddik (12. tdblazat). Tovéabbi vizsgélataink sordn azt is megéllapitottuk, hogy a gének a
CG11597 kivételével mas testrészekben nem, csak a tesztiszben fejezOdtek ki. Hasonld
expresszids mintdzatot irtak le kordbban az uj tipusu foszfatdzok masik két tagjanal, a PpY-
55A és PpN58A géneknél is (Armstrong és mtsai, 1995; 1998). Szerkezeti joslasok alapjan a
PpY-55A, PpN58A, PpD5, PpD6, Ppl-Y1 és Ppl-Y2 gének hasonl6 fehérjét kodolnak, melyek
az l-es tipusu foszfatizok kozé tartoznak (Cohen 1997; Carvalho és mtsai, 2001).
Eredményeink 6sszhangban vannak a korabbi irodalmi adatokkal, illetve kiegészitik azokat
(12. tdblazat; Armstrong és mtsai, 1995, 1998; Carvalho és mtsai, 2001; Chintapalli és mtsai,
2007), amelyek szerint ez a hat szerkezetileg rokon, j tipusu foszfatdz hasonl6 expresszios
tulajdonsagokkal rendelkezik. A CG11597 eltérd expresszidja valdszinilileg a szerkezetére
vezethetd vissza, mivel a 2-es tipusu foszfatdzokhoz tartozik (Morrison €és mtsai, 2000).

A gének expresszidjanak szabdlyozdsa is fontos kérdés. Irodalombdl ismert, hogy a
tesztisz-specifikus gének kifejez0dést két tesztisz-specifikus transzkripcids komplex
biztositja, amelyek kotohelyei a gének rovid prométer szekvencidin taldlhatok (White-Cooper
H, 2010). Annak érdekében, hogy jobban megismerjiik a reguldcidjukat, az tervezziik, hogy
megvizsgéaljuk ezen rovid DNS szakaszoknak a jelenlétét az dltalunk tanulmédnyozott him- és

tesztisz-specifikusan kifejez6dod gének esetében is.
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13. tdablazat. A D. melanogaster PPP gének expresszidja

Embrié Larva Bab Kifejlett egyed Here Referenciak
Gén
korai | késoi | L1 L2 L3 Nostény Him
Ppla-96A, Pp1-96A + - - + + Dombradi et al., 1990, Andrews et al., 2000, Pilot et al., 2006, Terry et al., 2006
Pp1-87B + + + + + [Dombradi et al., 1989, Andrews et al., 2000, Terry et al., 2006
Ppl-13C + +) + - + + Dombradi et al., 1993, Andrews et al., 2000, Terry et al., 2006, Adam et al., 2010
flw, Pp1-9C + + + + + + [Dombradi et al., 1990, Andrews et al., 2000, Raghawan et al., 2000
Ppl-Y1 - - - - - + - + + |Adametal., 2010
Ppl-Y2 - - - - - + - + + Chintapalli et al., 2007, Adam et al., 2010
PpD5 (+) - - - - + - + + Arbeitman et al. 2002, Chintapalli et al., 2007, Adam et al., 2010
PpD6 - (+) - - - + - + + Chintapalli et al., 2007, Adam et al., 2010
PpN5S8A - - + + - + + |Armstrong et al, 1998, TERRY ez al., 2006, Chintapalli ez al., 2007, Adam et al., 2010
PpY-55A - - + + - + + [Armstrong et al., 1995, Terry et al., 2006, Adam et al., 2010
CanAl - -/(+) - -/(+) - Guerini et al., 1992, Chintapalli et al., 2007
Pp2B-14D (14E) + - - - - +) + - Hong aés Ganetzky 1996, Andrews et al., 2000, Beckstead et al., 2005, Pilot et al., 2006
CanA-14F + - - - - - + - - Andrews et al., 2000, Arbeitman et al. 2002
lmts, Pp2A + + + + + + Orgad et al., 1990, Mayer-Jaekel et al., 1992, Andrews et al., 2000, Terry et al., 2006
Pp4-19C (19D) + +) - - - Helps et al., 1998, Arbeitman er al. 2002, Miskei et al., 2011
PpV, Pp6 + + - - - - [Mann et al., 1993, Andrews et al., 2000, Chintapalli er al., 2007, Miskei et al., 2011
CG11597 (+) + + | +) | + + (+) + + [Andrews et al., 2000, Chintapalli et al., 2007, Adam et al., 2010
PpD3, Pp5 + + -/(+) + + + -/(+) [Brown et al., 2000, Arbeitman et al. 2002, Chintapalli et al., 2007
rdgC, Pp7 - + - (+) + - Steele er al., 1992, Arbeitman et al. 2002, Chintapalli et al., 2007

- = nincs expresszio

-/(+) = csekély expresszio

(+) = alacsony expresszio

+ = eros expresszio ? = ellentmonddsos eredmény
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Kordbban mir immunhisztokémidval kimutattdk, hogy a PpY-55A fehérje a ciszta
sejtek magjdban halmozddik fel (Armstrong és mtsai, 1995). Ezzel a mddszerrel allapitottak
meg a jelenlétét a tesztisz apikdlis végénél az elsddleges spermatocitdkban (Kdkai €s mtsai,
2006) illetve a tesztisz konkav részén, az érett spermatocitdkban is. Kisérleteink sordn mi is
detektaltuk a PpY-55A mRNS-t a vért helyeken, habdr a sejttipus azonositdsa nem sikeriilt a
képek alacsony felbontdsa miatt. A PpD5 és a Ppl-YI mRNS-ét foként a fejlodo
cisztasejtekben azonositottuk a pozitiv kontrollként hasznélt PpY-55A-éhoz hasonléan. Ez a
harom 1j tipusu foszfatdz hasonld expresszids képet mutat, mint mds tesztisz-specifikus
foszfatazok (Zhao és mtsai, 2009), azaz a korai spermatocitdkban fejez6dnek ki, tdrolédnak a
spermiogenezis késobbi szakaszaira, majd pedig eltlinnek a spermatiddkban. A PpD6 viszont
jol kivehetd, pontszerli expresszids mintdzatot mutatott és az mRNS-e a hosszabbodé
spermatid koteg disztdlis végén volt detektdlhaté. Ez az eloszlds emlékeztet a Berreau és
munkatérsai (2008) éltal leirt dgynevezett ,,comet €s cup” géntermékekre. A szerzok leirtdk,
hogy az emlitett géntermékek a meotikus sejtosztodas befejezodése utdn a spermatiddkban
termelddnek. Az mRNS lokaliz4ci6jabol arra kovetkeztethetiink, hogy a PpD6 az egyike lehet
a D. melanogaster kevés posztmeotikusan atir6dé génjeinek. Az RNS in situ képek a tesztisz-
specifikus foszfatdz transzkriptumok kiilonb6zd térbeli elhelyezkedését mutatjdk, ami
feltehetOleg az expresszi6 idObeli elkiiloniilésével is tarsul.

A tesztisz-specifikusan expresszdlodé PpY-55A és a PpN-58A funkciéjanak
meghatdrozasdra a két génre nézve RNS interferencidval csendesitett D. melanogaster
torzseket hoztunk létre. A moddszer miikodését kisérletesen igazoltuk, azonban a gének
alacsonyabb szintli expresszidja nem okozott him-sterilitdst vagy mds egyéb észlelhetd
fenotipusbeli véltozast az egyedekben. A fenotipusbeli vadltozds hidnya egyrészt azzal
magyardzhat6, hogy a géncsendesités nem sziinteti meg teljesen a gén kifejezddését és a
megmaradt géntermék is elegendd lehet a vad tipus fenntartdsdhoz. Masrészt pedig a hasonl6
szerkezettel rendelkez0 1j tipusu PPP gének atfedd funkcidkkal rendelkezhetnek, amelyek igy
képesek egymads hidnyat ellensulyozni. Tovdbba fontos megemlitenem, hogy a hasznélt pWIZ
vektor nem alkalmas ndstény csiravonalbeli kifejeztetésre (Rgrth, 1998), erre a célra a P-
transzpozaz promoter €s a K10 3° UTR szekvencidkkal rendelkezd pUASP vektort ajanlottak
(Zhu és Stein, 2004). Ez alapjan feltehetd, hogy a vektor a him csiravonalban sem miikddik
megfelelden.

A Flybase adatbazisbdl hozzaférhetd D. melanogaster gyljteményekben tobb
inszercios mutdns is taldlhaté a PpN58A, PpD5, PpD6 és CG1597 génekre nézve, amelyek a
gének kodold régidjdban és annak kozelében helyezkednek el. Az emlitett egyedek
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életképesek, a fenotipusukat eddig még nem irtdk le. A gének funkcidjanak feltdrdsa
érdekében ezeket az egyedeket kozvetleniil illetve a P-elem kiugratdsdval vizsgalni lehetne.
Viszont a munkaigényes mutagenezis eredménye kétséges lenne, mert a gének emlitett atfedd
funkciéi miatt nem biztos, hogy tapasztalniank fenotipusbeli véltozast.

Osszességében elmondhatd, hogy a D. melanogaster tesztisz-specifikus foszfatizok
élettani szerepe mindeziddig ismeretlen, habér az elhelyezkedésiik, az atir6dasuk iddzitése és
a him-specifikus expresszidjuk a szaporodasbeli szerepiikre utal.

Miutéan a gének funkcidjanak tovabbi vizsgalata a gének emlitett atfedé funkcidi miatt
nem volt igéretes, a tovdbbiakban a PPP gének eddig még kevésbé jellemzett evolicidjat

probéltuk meg feltarni.

8.2 A Drosophilidae csalad foszfoprotein foszfatazai

A Drosophila PPP gének eredetének elemzése soran kideriilt, hogy 1étezik egy nem
tobb mint 8 enzimbdl 4ll6 alapkészlet, ami minden rovarban megtaldlhat6 (8. tdblazat). Ketten
koziilik PPP1 izoformdk, a tobbi gén pedig egy-egy PPP tipust képvisel, amely rendelkezik
human ortoléggal (PPP2-7). A két PPPI1 jelenléte nem rendkiviili, mivel az allatokban
legaldbb két PPP1 izoforma taldlhat6. Ezek egyike az izomfunkcidkra specializdlt /9, a
madsik pedig az o izoforma, ami a sejtciklus szabdlyozasdban vesz részt. A 8 alapgénbdl
retrotranszpoziciok és az azt kovetd egymds utani duplikaciok 4ltal boviilt ki a Drosophilidae

PPP enzimcsalad (9. tablazat).

8.2.1 A klasszikus PPP enzimek duplikacidja létrehozta a funkcionalé6 PPP retrogének

s,

A fent emlitett PPP készlet el6szor a klasszikus kalcineurin és az 1-es tipusu
foszfatdzok duplikaciéjaval boviilt ki (9. tablazat; 27., 28. dbra). Az elsé retrotranszpozicié a
Diptera rendben (a Culex pipiens, Aedes aegypti, Anopheles gambiae) tortént €s 1étrehozta a

Pp2B-14D gént, ami késobb a Drosophilidae csaldadban duplikdlédott (27., 28. dabra).
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27. dbra. A PPP gének keletkezése és elvesztése a Drosophilidae csalddban

Az dbra felso részén a 12 Drosophila faj evoliicioja ldthato, amit a Tamura és mtsai (2004),
Koerich és mtsai (2008) dltal meghatdrozott mutdcios ora alapjdan szerkesztettiik meg. A fo
alfajokat, csoportokat és alcsoportokat megjeloltiik.

Az dbra also részén a PPP gének evoliicioja ldathatoé. A rovarok alap PPP készlete fekete
keretezéssel van elldtva. Az ijonnan keletkezett géneket kékkel, az elveszitett géneket pedig
pirossal kereteztiik be. A szaggatott vonal azt jeloli, hogy a Pp2B-14D gén a Diptera-ban
keletkezett.
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Betran és munkatdrsai (2002) irtdk le, hogy D. melanogaster-ben a CanA-14F
retrotranszpozicidval keletkezett a CanAl génbdl. Egy késébbi publikaciobdl pedig az deriil
ki, hogy Pp2B-14D szintén retrogén €s a CanAl génbdl szarmazik (Bai és mtsai, 2007). Az
adatbéazis alapos atvizsgaldsa (http://flybase.org/) feltarta, hogy a Pp2B-14D az eredeti
megjeloléssel ellentétben a 14E1-14E3 kromoszomalis régidban van. Mivel a CanA-14F a
14E3-14F1 régioban taldlhato, igy a két gén kozeli szomszédsdgban taldlhaté az X
kromoszéman (4. dbra). Tehat a javitott kromoszémadlis lokalizacié azt sugallja, a gének
lokdlis génduplikidcidval egymdsbdl szarmazhatnak. Mivel a Pp2B-14D el6szor a Diptera
rendben jelent meg, a CanA-14F pedig csak a Drosophilidae (27. abra) csaladban talalhato,
igy feltételezhetden az 6sibb Pp2B-14D tandem duplikdcijabol szarmazott a CanA-14F gén.
Ezt igazolja az a tény, hogy a D. melanogaster Pp2B-14D fehérje a tilstlyban 1évo
kalcineurin izoforma (Brown és mtsai, 1994), aminek fontos funkciéi vannak (Sullivan és
mtsai, 2002; Takeo és mtsai, 2006). A CanA-I14F foszfatiz P-elem inszerciés mutiansanak
viszont nincs nyilvanvalé fenotipusa (lasd még 4. 2 fejezet). Erdekes médon a Drosophila
fajok megtartottdk az Osi intront tartalmazé CanAl gént, valésziniileg azért, mert a gén
terméke Uj funkciot szerzett a vele sziiletett immunvalaszban (Dijkers és mtsai, 2007). Ezzel
ellentétben a dominédns Pp2B-14D retrogén atvette a fontos kalcineurin funkcidkat, és
helyettesitette a sziiléi CanAl gént a Diptera rend mads tagjaiban.

A masodik retrotranszpozicié alapti duplikicios esemény a Drosophila fajok 0sében
jatszodott le, amelyben a Ppl-96A génbdl keletkezett a Ppl-87B (Bai és mtsai, 2007). A
nagyfoku szekvencia hasonlésdg miatt nehéz eldonteni, hogy Ppl-13C kozvetlenill a Ppl-

96A, génbdl vagy kozvetve a Ppl-87B-bdl szarmazott (16B. dbra).

8.2.2 A retrotranszpoziciok és a tandem duplikaciok masodik hullama Gj Drosophila-

specifikus PPP retrogéneket hozott létre

Elméletiink szerint a Ppl-96A az 1j 1-es tipusu foszfatdz retrogének nagy csalddjanak
az Ose (9. tdblazat, 14., 28. dbra). Amint azt mar kordbban emlitettem, a Pp/-96A duplikici6ja
hozta 1étre a Ppl-87B gént, amely az elsé tokéletesen funkciondld retrogén az alcsalddban.
Tehat mind a Ppl-96A mind a Ppl-87B lehetséges kiindulépontja volt a tovabbi
retrotranszpozicidoknak, amelyek olyan foszfatdzokat eredményeztek, mint a klasszikus Ppl-

13C vagy az uj tipustu Ppl-Y2 és PpD5 gének (16A., 16B. dbra, 28. dbra).
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28. dbra. Az 1-es tipusii PPP gének evoliicidja rovarokban

Az dbrdn a PPP1 gének leszdrmazdsi viszonyai ldthatok. Az introntartalmii géneket korrel, az
intronmenteseket téglalappal vettiik korbe. Az egyenes vonalak rekombindciot, a szaggatottak
pedig retrotranszpoziciot jelolnek.

A multidimenzionélis dbrdzoldsmadd alapjan a PpD5+ a PpD5 génbdl keletkezett, mig a Ppl-
Y2 duplikaciéja a PpD6 és PpN58A géneket hozta 1étre. A PpD6 duplikicidja pedig a Ppl-Y1
€s PpD6+ géneket eredményezte (16A., 28. dbra). Két kivételtdl eltekintve (9. tdblazat) a
PpD5 és PpD6 retrogének jelen vannak az Osszes vizsgdlt Drosophila fajban, igy
valészintileg a jobban ismert PPP retrogénekkel egyiitt jelentek meg tébb mint 63 millié évvel
ezeldtt, amikor a Drosophilidae csaldd tagjai elvaltak mds rovarfajoktdl (27. dbra). Az 1j
PpD5+ és PpD6+ gén pedig csak az 6si Drosophila alfajokban vannak jelen, igy a
megjelenésiik 44-63 millio évvel ezeldttre tehetd (27. abra).

A Ppl-Y2, PpD6, Ppl-YI és PpD6+ gének kozotti kozeli kapcsolatot az egymads
melletti kromoszémalis elhelyezkedésiik is megerdsiti (24. dbra). A Ppl-96A gén a szerkezete
alapjan annak a részlegesen retrotranszpoziciondlt PpY-55A 0Osének is tekinthetd, ami
megtartotta a sziiléi gén egyik intronjit (Iasd még 8.2.5 fejezet). A 11 duplikéciés esemény
pontos ideje nem ismert, de valdszintlileg a Drosophilidae csalad k6z6s 6sében tortént tobb
mint 63 millié évvel ezel6tt (27. abra).

Tovédbbi retrotranszpoziciés események még jobban kibdvitették a PPP csalad

tagjainak szamét a Drosophilidae tanulmanyozott alfajaiban vagy csoportjaiban. 44-63 millié
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évvel ezeldtt az i) Pp6+ valtozat az Osi ortolég PpV/Pp6 génbdl keletkezett a Drosophila
alfajokban. Ez az 1j retrogén sikertelennek bizonyult, mivel eltiint a Sophophora tagjaibol
(27. abra). A sokkal specifikusabb PPP duplikdciok az obscura csoportra jellemzdek.
Koriilbeliil 62 millié6 évvel ezelétt a Pp4 retrotranszpozicidja létrehozta a Pp4+ gént az
obscura csoportban. Ugyanebben az idoben a PpY-55A gén duplikdcidjabol 1étrejott a PpY+.
Ez 1dd alatt PpY-55A intront tartalmazd génje eltlint és lecserélddott az intronmentes
valtozattal. Végezetiil 44-55 milli6 évvel ezeldtt tortént az utolsd retrotranszpozicié a
melanogaster csoportban, amely a Pp4 génbdl létrehozta a szerkezete alapjan 2-es tipustinak
tekinthetd (Morrison és mtsai, 2000) CG11597-et. Mivel csak a melanogaster csoport
tagjaiban taldlhaté meg (9. tdblazat), igy keletkezése koriilbeliil 56 millié évre tehetd, amikor
melanogaster és az obscura csoport elvalt egymastol (27. dbra). A Pp4+ kiilonbozik a
CG11597-t8], igy nem lehet a sziiléi génje. Igy az 6si Pp4-19C gén ment keresztiil két
elkiiloniilt retrotranszpozicién a melanogaster és obscura csoportokban, amely a CG11597 és
Pp4+ géneket hozta 1étre (27. 4bra). Eredményeink alapjan (27. 4bra) az ismétlodd
retrotranszpozicioknak nagy jelentdsége van a génkészlet kibovitésében a Drosophilidae

csaladban (Bai és mtsai, 2007).

8.2.3 A miikodéképes PPP retrogének masodik generacioja him-specifikusan

expresszalodik

A gének expresszidjit a Drosophila fajok evolicidja sordn is megvizsgdltuk, amihez 4
egymdstol tavoli rokon fajt (D. ananassae, D. pseudoobscura, D. willistoni, D. virilis)
valasztottunk ki. Megallapitottuk, hogy mind a D. melanogaster-ben is tanulmanyozott PpY-
1, PpY-2, PpDS5, PpD6, PpN58A, PpY-55A mind az 5 G4j (PpD5+, PpD6+, PpY+, Pp4+,
Pp6+) foszfatiz him-specifikus transzkripcidja konzervalédott a Drosophilidae csalad
evoludcidja soran (10. tablazat; Fiiggelék F4. dbra).

A Ppl-YI és Ppl-Y2 gén esete kiilonosen érdekes, mivel az Y kromoszéma
heterokromatikus régidjaban taldlhatok (Carvalho és mtsai, 2001). Az altaldnos vélekedés az,
hogy a konstitutiv heterokromatin ,,genetikai temetdnek’ tekinthetd, habar mar sok bizonyiték
van arra, hogy meglepden nagyszamu gén fejezddik ki errél az erdsen kondenzalddott
teriiletr6l (Dimitri és mtsai, 2009). Az eredményeink megerdsitik a Ppl-Y1 és Ppl-Y2 gének
szerkezetére, transzkripcidjara és transzlokacidjara vonatkozé irodalmi adatokat (Carvalho és
mtsai, 2001; Koerich és mtsai, 2008). A két gén az autoszomdlis C Miiller elemrdl az Y

kromoszémara vandorolt (Koerich és mtsai, 2008), mikdzben transzkripcids szabdlyozdsuk
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megmaradt még az U] heterokromatikus kornyezetben is. Fontos kiemelni, hogy a D.
ananassae Y kromoszoméjén elhelyezked6 PpD6 egy tjabb funkciondld, Y-hoz kapcsolt gén.

Az eredményeink Osszhangban vannak azzal a megfigyeléssel, hogy a Drosophila
retrogének tobbsége elényben részesiti a himekben torténd expressziot (Bai és mtsai, 2007),
illetve, hogy az 4j him-specifikus gének gyorsabban fejlodnek, mint a ndstény-specifikusak
vagy a nem specializdltak (Zhang és mtsai, 2004; Parsch és mtsai, 2001; Musters és mitsai,
2006). Az 5 4j him-specifikus PPP gén koziil 4 autoszémalis lokalizaciéja, csak a PpY+
taldlhaté az A Miiller elemen, ami az X kromoszoma bal karjanak felel meg D. pseudobscura-
ban (9. tablazat). A sziiléi Pp4-19C és PpV, Pp6 gének szintén az A elemen taldlhatok az
0sszes 12 Drosophila fajban. Tehat a retrogén madsolatuk kilépett az X kromoszémardl, ami
megerdsitette azt az elméletet, miszerint a him-specifikus retrogének hajlamosak elkeriilni az
X kromoszomat, de nemcsak D. melanogaster-ben (Betran és mtsai, 2002), hanem az egész
Drosophila nemzetségben is (Vibranovszki és mtsai, 2009).

Eredményeink megerdsitik, hogy a legtijabb PPP funkciondl6 retrogének kovetik
Vinckenbosch és munkatarsai (2006) ,,out of testis” elméletét. Mig az iddsebb (klasszikus
vagy els generdcids) PPP retrogének kiilonb6zd expresszidos mintdzattal és specializalt
funkciokkal rendelkeznek, addig a 11 fiatalabb (4j tipust vagy masodik generdciés) PPP
retrogén him-specifikus maradt. Egyediili kivételt képez az egyik legfiatalabb PPP gén, a
CG11597, ami nem specializalt és kiillonbozd fejlodési stddiumokban, valamint mindkét
nemben is atirédik.

Him-specifikus expresszidjuktdl eltekintve nem rendelkeziink informéciéval a D.
melanogaster-ben tanulmanyozott gének és az 6t 4j PPP tag funkcidjat illetden. Hasonld
szerkezetiik és expresszi6juk megneheziti a tanulmanyozéasukat klasszikus vagy molekuléris
genetikai médszerekkel. Elobbi felvetésiinket igazolja az a tény, hogy a D. melanogaster
PpY-55A és PpN58A génjeinek csendesitése nem okozott fenotipusbeli valtozast (8.1 fejezet).
Tehat a foszfatdzok ezen csoportja atfedd funkcidokkal rendelkezhet, ami lehetdvé teszi a kieso
gének hidnydnak ellensilyozasit. Az is lehetséges, hogy a redundans foszfatdzok nagy
feleslege biztositékként szolgdl egy fontos him-specifikus funkcié elvesztése ellen. Mivel a
katalitikus zsebiik konzervalt, igy tobb esélyiik van dj funkcidk elnyerésére a kolcsonhatd
fehérjéik és szabalyozasuk megvaltoztatasa révén. Azonban amig Uj kdlcsonhatd partner utan
kutatnak, konnyen a természetes szelekcid aldozatava vélhatnak, ami mar néhany tj PPP
génnel meg is tortént a Drosophilidae csaldd egyes csoportjaiban (9. tdblazat; 27. dbra). A
rovar PPP konzervalt enzimek (8 db) és a klasszikus foszfatdz izoenzimek (4 db) biztositjak

az alapvetd kontroll folyamatok egyenletes milkodését, mig az aktivan valtoz6 1Gj PPP
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retrogének készlete (6-10 gén) jelentds evolucids tartalékot képez az 1j szabdlyozéd
mechanizmusokhoz. Az utébbiak tobbsége a himek heréjében fejezddik ki, ami menedéket és
tesztelési lehetOséget teremt a gyorsan fejlédo 1Gj géneknek (Vinckenbosch és mtsai, 2006).
Az elmélet szerint az elényods gén valtozatok a himek ,.feljavitott” szaporoddképességén

keresztiil szelektalédhatnak ki.

8.2.4 Az Gj PPP retrogének atrendezodnek és dinamikusan mozognak a Drosophila

genomokban

A duplikacidk mellett a retrotranszpozicidknak van a legnagyobb szerepe az 4j gének
képzddésében (Zhou és mtsai, 2008). A PPP gének atrendezddésének tanulmanyozasa kozben
példakat taldltunk olyan hagyomanyosnak nem mondhaté retrotranszpozicids eseményekre
(Bai és mtsai, 2007), mint a részleges retrotranszpozicié (Ppl1-96A, 8.2.2 fejezet), kiméras
retrogénképzdodés (PpD5+, 8.2.4. fejezet), retrotranszpoziciot kovetd athelyezddés (PpY-55A,
7.2.6 fejezet) vagy a retrotranszpoziciot kovetd tandem duplikécié (Ppl-Y2, 8.2.5 fejezet).

A Ppl-96A sziil6i génbdl a PpY-55A Osi formdjaban, jol konzervélt pozicidban egy
kisméretli intron maradt fenn a részlegesen processzdlt mRNS reverz transzkripciéjanak
kovetkezményeként. Hasonlé részleges retrotranszpoziciét irtak le 6 masik gén esetében Bai
és munkatarsai (2007) is. Az intron elvesztése koriilbeliil 62 millidé éve tortént, amikor az
obscura és a melanogaster csoportok elvéltak a willistoni csoporttdl (27. dbra). Az intron két
kiilonbdzé mechanizmus 4altal veszett el obscura és melanogaster csoportokbdl. D.
pseudoobscura és D. persimilis fajokban a retrotranszpozicié az A Miiller elemre helyezte at
az intronmentes PpY-55A gént, ami ezutdn duplikdlodott és 1étrehozta az intronmentes PpY+
gént. Ezalatt az intront tartalmazé véltozat degradalodott. Nyilvdnvaléan az A elemen 1évo
intronmentes gének dtvették a régebbi gének funkcidit. A melanogaster csoportban az intron a
teljesen processzalt cDNS és a rovid intront tartalmazo sziilo gén rekombinécidjaval veszett el
(Roy és Irimia, 2009).

A PpD5+ gén evolucidjanak torténete még bonyolultabb. A gén egy egyedi rovid
intront tartalmaz az obscura csoport tagjaiban. Lehetséges, hogy az 1j intron a beépiilési hely
hatdrol6 régi6jabdl szarmazik, igy Bai és munkatérsai (2007) meghatdrozasa szerint a PpD5+
a kevés kiméras retrogének egyike lehet. KésObb az Osszes Osi Drosophila alfajban az
intronmentes retrogén ugyanabban a poziciéban helyettesitette az intront tartalmazd

véltozatot. A masik lehetdség, hogy PpD5+ intronmentes mdsolata képzddott el0szor és egy
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kisméretli intront szerzett az obscura csoportban (Roy és Irimia, 2009). A PpD5+ gén eltiint a

melanogaster és willistoni csoportok tagjaibdl (9. tdblazat).

8.2.5 A Pp1-Y1, PpD6+, PpD6, Pp1-Y2 géncsoport atrendezodése

A PpD5 mozgdasai, valamint az Osi Ppl-YI, PpD6+, PpD6, Ppl-Y2 géncsoport
atrendezOddései és végleges szétesése j6 példa a PPP gének szerkezetét nem érintd
athelyezddésekre. A géncsoport tandem duplikdcidval keletkezett D. virilis fajban.
Feltehetoleg a Ppl-Y2 gén lehet a kiindulasi alak, mivel ez all a legkdzelebbi kapcsolatban a
sziilé1 Ppl-96A génnel (16B. dbra). A géncsoport evolicidja sordn a redundans alakok egyes
fajokban eltlintek, a willistoni és obscura csoportokban pedig egy inverzié kovetkeztében a
PpD6+, Ppl-YI, PpD6, Ppl-Y2 uj génsorrend alakult ki. A géncsoport a melanogaster
csoportban felbomlott. Az ennek kovetkeztében fellépd génmozgasok egyik fontos része a
PPP gének transzlokécidja a heterokromatikus Y kromoszémara (Koerich és mtsai, 2008).
Erdekes megfigyelni, hogy a négytagii csoport 3 PPP génje dtmeneti vagy allandé lokalizdciot
szerzett az Y kromoszoman. Megfigyeltikk, hogy ezen retrogének heterokromatikus
kornyezetbe valé ugrdsa a G-C tartalmuk csokkenésével jar az ORF-iikben. A PpD6
bazisosszetételének véltozdsa kiillondsen érdekes, mivel a D. pseudoobscura, D. willistoni és
D. virilis fajok C elemén tartézkod6 gén az Y kromoszémadra vandorolt D. ananassae-ban,
majd pedig a B elemre a melanogaster csoportban. Diaz-Castillo és Golic (2007)
megfigyelésével egyetértésben a mi eredményeink is azt mutatjdk, hogy a PPP gének G-C
tartalma alkalmazkodott a valtozé genomi kornyezethez. A kodon hasznalat modositasa
(foként a harmadik kodon poziciéban) csokkenti a kodol6 régidok G-C tartalmat, €s lehetové

teszi a foszfatdz gének expresszidjat még a heterokromatikus Y kromoszéman is.

Kovetkeztetések
Az eddigieket Osszefoglalva megéllapithatjuk, hogy a viszonylag kis PPP csalad az

evolicié szamos szines molekuldris eseményét tiikkrozi. A munkank jol szemlélteti, hogy a
retrotranszpozicidk, tandem duplikaciok, delécidk és athelyezddések allandéan mddositjak a
gyiimolcslegyek PPP repertodrjat. EbbOl a szempontbdl a Drosophilidae csaldd egy
kiilonlegesen organizmus, mivel az allatvilag egyik legnagyobb PPP készletét halmozta fel. A
gének szdmat, szerkezetét, orientdcidjat €s kromoszémalis lokalizacidjat érinté dinamikus
atalakulasok hozzdjarultak tovabba a Drosophilidae csaldd kialakuldsahoz €és genetikai

véltozatossdgahoz.
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9. OSSZEFOGLALAS

A protein foszforildcié 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 magdban foglal, amelyek felfedezése molekularis
bioldgiai vagy genetikai modszerekkel tortént.

A Drosophila melanogaster genomjdban 19 PPP katalitikus alegységet kodold gént
azonositottam. Az uj tipusu foszfatdzok koziil hét Drosophila-specifikusnak bizonyult. A nemrég
kialakult CG11597 a D. melanogaster minden fejlodési stidiumdban kifejezddott. Ezzel ellentétben a
PpD5, PpD6, Ppl-YI és Ppl-Y2 csak babokban és a kifejlett 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 utébbi lokalizacidja alapjan a PpD6 az egyike lehet a
D. melanogaster kevés posztmeiotikusan atirédé génjeinek.

A 12 Drosophila faj genomszekvencidjat felhasznalva nyomon kovettilk a PPP katalitikus
alegységek evolucidjat. A rovarok PPP készletéhez képest a géncsaldd jelentds kibdviilését figyeltiik
meg. Megillapitottuk, hogy a Drosophilidae csalad 18-22 PPP génje abbdl a 8 alapvetd foszfatazbol
fejlodott ki, melyek a rovarfajok tobbségében is jelen van. Retrotranszpozicidk és az ezeket kovetd
duplikdciok kibdvitették a foszfatdz génkészletet, a szérvanyos génvesztések pedig hozzdjarultak 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 taldlhatok meg. Igazoltuk, hogy ezek az uj PPP gének a D. melanogaster-ben
vizsgélt uj tipusu foszfatdzokhoz hasonléan szintén egyértelmii him-specifikus expressziét mutatnak.
Az eredményeink tehat aldtdmasztjdk az ,,out of testis” hipotézist, amely szerint az 4j funkciondld
retrogének eldnyben részesitik a himivarszervekben torténd expressziot. Azt is igazoltuk, hogy az 4j
tipusu, him-specifikusan expresszdlédo foszfatizok szekvencidja sokkal gyorsabban véltozott, mint a
klasszikus foszfatdzoké. Tehat eredményeink megerdsitik a ,,faster male” hipotézist. A gének szambeli
valtozdsén tdl az intron-exon szerkezet és szdmos PPP retrogén kromoszomélis lokalizcidja is
véltozott az evolicié sordn. A koédold régiok G-C tartalma csokkent, amikor az adott gén az Y
kromoszéma heterokromatikus régidjaba vandorolt. Tehiat elmondhaté, hogy a PPP enzimek
kiilonbdzd tipusi dinamikus genomdtrendezddéseit az 1Uj funkciondlis retrogének molekularis

evolucidja kisérte a Drosophilidae csalddban.
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10. SUMMARY

Protein phosphorylation and dephosphorylation are common gears of regulation in all
eukaryotic organisms. The group of the so-called phosphoprotein phosphatases (PPP) removes the
phosphate from the Ser and Thr residues of proteins. The PPP family comprises classical members that
were identified by biochemical assays and novel enzymes that were discovered by molecular biology
or genetic approaches.

In the genome of Drosophila melanogaster 1 have identified 19 phosphoprotein phosphatase
(PPP) catalytic subunit coding genes. Seven of the novel members of the gene family turned out to be
Drosophila-specific. CGI11597 is a recently evolved gene that is expressed during all stages of
morphogenesis in D. melanogaster. In contrast, the transcription of PpD5, PpD6, Ppl-Y1, and Ppl-Y2
genes is restricted to the pupa and imago developmental stages and to the testis of the males, just as
that of the previously characterized PpY-55A and PpN58A. The mRNA of PpD5, Ppl-YI, and PpY-
55A were detected in the developing cysts by in situ hybridization, in contrast with the PpD6 transcript
that was found in the distal ends of elongating spermatids. The latter localization suggests that PpD6 is
one of the few post-meiotically transcribed genes in D. melanogaster.

Based on the genome sequences of 12 Drosophila species we traced the evolution of the PPP
catalytic subunits. We noted a substantial expansion of the gene family. We concluded that the 18-22
PPP genes of Drosophilidae were generated from a core set of 8 indispensable phosphatases that are
present in most of the insects. Retropositons followed by local gene duplications extended this
phosphatase repertoire, and sporadic gene losses contributed to the species specific variations in the
PPP complement. During the course of these studies we identified 5 up till now uncharacterized
phosphatase retrogenes: PpY+, PpD5+, PpD6+, Pp4+, and Pp6+ which are found only in some
ancient Drosophila. We demonstrated that all of these new PPP genes exhibit a distinct male specific
expression. Our data support the “out of testis” hypothesis suggesting that new functional retrogenes
are preferentially transcribed in the male gonads. We have also proved that the sequence of novel,
male-specific phosphatase changed more rapidly than that of the classical phosphatases. Our results
support the “faster male” hypothesis. In addition to the changes in gene numbers, the intron-exon
structure and the chromosomal localization of several PPP retrogenes was also altered during
evolution. The G-C content of the coding regions decreased when a gene moved into the
heterochromatic region of chromosome Y. In conclusion, the PPP enzyme family exemplifies the
various types of dynamic genome rearrangements that accompany the molecular evolution of the

novel retrogenes in Drosophilidae.
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14.3 Az elektronikus fiiggelék (CD melléklet) tartalma

F1. dbra. A PPP katalitikus alegységek csaldadfaja rovarokban

F2. abra. A PPP katalitikus alegységek csalddfdja 12 Drosophila fajban

F3. abra. A PPP gének kromoszomélis lokalizdcidja 12 Drosophila fajban

F4. abra. A PPP gének expresszidja Drosophila fajokban

F1. tdblazat. A Drosophila PPP gének vizsgalatdhoz hasznalt oligonukleotid primerek

F2. tablazat. A Drosophila PPP katalitikus alegységek fehérjeszekvenciai
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