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1. BEVEZETES

1.1  Fehérje foszforilacié-defoszforilacio

A fehérjék foszforilacidja az evolici6 korai szakaszdban kialakult kovalens mdédositas. Az
utébbi évek kutatdsi eredményei szdmos példat szolgéltattak a foszforilacid jelentéségére
prokariotakban [1], [2]. A folyamat evolicids sikerességét mutatja, hogy a foszforilacioért
felelos protein kindzok minden eukaridta é16lényben megtaldlhatéak és szerkezetiik egyetlen
0si enzimre vezethetO vissza [3]. A negativ t6ltéshi foszfatcsoport hozzakapcsolddasa a szerin,
treonin 1ill. tirozin aminosav-oldallincokhoz megvaltoztatja a toltéseloszlast, amely
kovetkeztében a fehérje szerkezete is megvaltozik. A foszfatcsoport stabilizdlhatja a fehérje
szerkezetét, novelheti a tapértékét, szabdlyozd szerepet tolthet be, de eléfordulhat, hogy a
modositas fizioldgids szerepe nem ismert. A szerkezeti adatok alapjadn megallapitottak, hogy a
foszfatcsoport kétféleképpen befolydsolhatja egy enzim aktivitdsat. A bakteridlis izocitrat
dehidrogendz aktiv helyére beépiild foszfatcsoport kozvetlen sztérikus gatlds révén fejti ki
gatld hatdsat [4]. A glikogén foszforilaz foszforilicidja pedig egy bonyolult
konformécidvaltozas haldézaton keresztiil, kdzvetett titon noveli meg az enzim aktivitasat [5].
A foszforilacid mint regulécids lehetdség csak akkor vélhatott hatékonnyd, amikor lehetévé
valt reverzibilis mitkodése, azaz lejatszédott a fehérje defoszforilacidja. A protein kindzok
mellett sziikség volt tehat a foszfatcsoportot hidrolizissel eltdvolitani képes enzimekre, a

protein foszfatazokra (1. dbra)

ADP-® ADP

Protein kinaz(ok)

1. adbra. A fehérjék reverzibilis
foszforilacidja. A protein kindzok foszfat

Protein
foszfataz(ok)

csoportot kapcsolnak a fehérjék szerin,

treonin vagy tirozin oldallincdhoz, a

®) H,0 protein foszfatdzok pedig eltavolitjak azt.



Az ellentétesen haté kindzok és foszfatdzok egyenértékiien fontos elemei a szabdlyozé
rendszereknek [6]. A protein foszfatdzok a protein kindzokkal ellentétben konvergens médon
alakultak ki az evolicié sordn [7], ezért nagyon sokfélék lehetnek; szubsztrat specifitasuk,
katalitikus alegységiik szerkezete és a katalizdlt reakci6 mechanizmusa alapjdn tobb
enzimcsalddba sorolhatok. A szerin vagy treonin specifikus protein foszfatizok két fémiont
tartalmaznak az aktiv centrumban [8], és ezek segitségével hidrolizaljak a foszfoészter kotést.
Szerkezetiik alapjan az un. foszfoprotein foszfatiz (PPP), fémionfiiggd protein foszfatiz
(PPM), ill. az RNS polimeraz II C-termindlis doménjére specifikus protein foszfataz (FCP)
csoportba sorolhatjuk Oket. A fehérjék tirozin oldallancat a protein tirozin foszfatiz (PTP)
csalad tagjai defoszforilaljak [9] [10], amelyek egy aktiv cisztein oldallincot haszndlnak a
szubsztrat foszfatjdnak lehasitdsara, cisztein-foszfat koztitermék képzédése kozben. Azonos
reakcié mechanizmus szerint milkédnek az tun. kettds vagy széles specifitdsi protein
foszfatdzok (DSP), amelyek egyardnt képesek defoszforildlni a fehérjék szerin, treonin és

tirozin oldallancait.

1.2 A foszfoprotein foszfataz (PPP) enzimcsalad

A Ser/Thr specifikus protein foszfatdzok kozé tartoz6 PPP enzimcsaldd tagjai mdr
megtaldlhatéak az Osi archea baktériumokban is, de itt nem toltenek be esszencidlis funkciot.
Az eukariota élolényekben a PPP csaldd szdmos tagja van jelen, a sejtekbol készitett
kivonatokban mérhet6 protein foszfatiz enzimaktivitasért, dontéen harom PPP enzim felelds,
a protein foszfatiz 1, 2A és 2B (PP1, PP2A, PP2B) [11]. A PPI és a PP2A esszencidlis
feladatokat lat el az eukaridta sejtek életmiikodésében, az enzimek aktivitdsanak gatldsa vagy
az azokat kédol6 gének inaktivaldsa egyarant az €é16lény pusztuldsdhoz vezet. A PP2B, vagy
mads néven kalcineurin gétldsa nem vezet letalitishoz, azonban fontos szabdlyozé szereppel
rendelkezik. A szervatiiltetésekkor alkalmazott immunszuppresszorok, a ciklosporin A és az
FK506 a PP2B aktivitisdnak gatlasa révén fejtik ki hatdsukat. A harom fent emlitett
klasszikus” foszfatdz aktivitdsit foszforildlt fehérjeszubsztratok és specifikus gatldszerek
alkalmazasaval lehet megmérni és elkiiloniteni. A csaldd tobbi tagjanak aktivitasat csak
nehezen lehet detektdlni a hagyomdnyos biokémiai modszerekkel. Kimutatdsukat csak a
molekuldris klénozds médszere tette lehetdvé, ezért ezeket ,,4j tipusi” protein foszfatdzoknak
nevezziik [8]. Az els6 rekombindns DNS technikdval azonositott protein foszfatiz a PPX
(djabb nevén PP4) volt [12], amely a PP2A katalitikus alegységhez hasonlé fehérjét kodolt.

Az elsd, teljes hosszisagu 1j tipusu protein foszfatazt kodolé cDNS-eket egy évvel késdbb



irtdk le [13] [14]. Ezt kovetden szdmos hasonld foszfatdzt ismertek fel, amelyek szerkezetiik
alapjan dtmenetet mutatnak a klasszikus PP1, PP2A és PP2B protein foszfatdzok kozott [15]
[8]. Mindazokat az uj tipusu protein foszfatdzokat, amelyek rendelkeznek a megfelel6 human
homoldggal, a human genom program eldirdsai szerint szdmozéssal jelolték. Ezek a PP4, PP5,
PP6 és PP7 jelolést kaptak. A huméan homoléggal nem rendelkezd enzimek a szdmok helyett
nagybetiis jelolést kaptak. A Drosophila-ban két ilyen protein foszfatiz van, amely a PPY
[14] ill. a PPN [16] elnevezést kaptik. Gombdkban harom uj tipusi foszfatidzt azonositottak,
amelyeket PPG, PPQ és PPZ-nek neveztek [17]. Polimerdz lancreakciéval Chen és
munkatdrsai [18] tovabbi 1) tipusi protein foszfatizok részleges szekvencidit fedezték fel
élesztOben, ecetmuslicaban és emberben. Evolicids szempontbdl kiilonlegesen érdekesek
azok az Uj tipusu protein foszfatdzok, amelyek az él6lények egy sziik csoportjdban taldlhatok
meg és viszonylag késon kiiloniiltek el a klasszikus foszfatdzoktdl. Ezért vizsgalataink a

Drosophila PPY és PPN enzimekre irdnyultak.

1.2.1 A Drosophila PPP enzimcsaldd

A szerkezeti hasonlésagokon alapulé konyvtirsziirések és PCR reakciok, valamint a
klasszikus genetika modszereinek felhasznédldsdval az ecetmuslicdban taldlhat6 PPP
enzimcsaldd szamos tagjat leirtdk, még mieldtt a Drosophila genom program befejezodott
volna [19]. A Drosophila genom program lehetoséget biztositott a kordbban még nem
azonositott protein foszfatdz katalitikus alegységek megtaldldsdra. A Drosophila eukromatin
régidjaban 1évé gének kozott csak egyetlen olyan PPP-t kédolo gént (CG11597) sikeriilt
taldlni, amit kordbban még nem ismertek. Az Y kromoszéma heterokromatin régidjanak
gondos attekintése utdn tovabbi két protein foszfataz gént talaltak (PP1-Y1 és PP1-Y2) [20].

A Drosophila teljes PPP csalddfajat a 2. abra mutatja be.
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2. dbra. A Drosophila PPP foszfatiz katalitikus alegységek csalddfdja. A fehérjék
elsddleges szerkezetének Osszehasonlitdsat a Clustal W szoftver segitségével
végeztiik, a csalddfat a Mega3 szoftver alkalmazdsdval szerkesztettiik. A skdla 20%
aminosav cserét dbrdzol. Az dbrdn a protein foszfatiz neve utdn foltiintettiik a
katalitikus alegységet kodold gén lokalizicidjat. Mivel az Y kromoszéma egyes
régidit nem lattdk el szdmozdssal, az itt taldlhatd két foszfatdz lokalizdcidja hidnyzik.

A genetikailag jellemzett katalitikus alegységeket harombetiis roviditéssel adtuk meg.

A 2. abran lathatd, hogy a Drosophila melanogaster-ben Osszesen 19 PPP foszfatiz

katalitikus alegységet kddold gén van. Ezek kozott megtalaljuk a klasszikus PP1, PP2A (mts)
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és PP2B (CanA) protein foszfatdzokat, az dj tipusu PP4, PP5 (PpD3), PP6 (PPV), PP7 (rdgC),
PPN, PPY, PpD5 és PpD6 foszfatizokat, valamint az Y kromoszéman elhelyezkedd két
protein foszfatdzt. Ezen enzimek funkcidjara vonatkozéan csak néhany esetben All
rendelkezésiinkre genetikai informdacié [19]. Az rdgC a retina fejlddésében jatszik fontos
szerepet, hidnydban a Drosophila 0sszetett szeme degradalédik, ebbdl ered a retinal
degeneration C elnevezés [21]. A protein foszfatdz 1 katalitikus alegység négy kiillonboz6
izoforméajat kédol6 gének a 9C, 13C, 87B és 96A genetikai régidban lokalizalhatd (2. abra).
Munkacsoportunk kordbban alaposan jellemezte a PP1 87B izoforma funkcidjat a sejtciklus
szabalyozdsaban [22] [23], az interfazisos kromoszoma szerkezetének kialakitisdban [15]
[24], valamint a tanulds folyamatdban [25]. A protein foszfatdz 1 9C izoformdja a Drosophila
izom kialakuldséért felelds, a hidnydban megfigyelhetd szarnytorzuldsra utal a flap wing (flw)
jel6lés [26]. Ujabban leirtik a PP1 9C izoformanak az aktin-miozin citoszkeleton
szervezOdésében betoltott szerepét, hidnydban fokozdodik a nem izom eredetli miozin
konnytlanc fehérje foszforilacidja, ami az aktin polimer szerkezetének sériiléséhez vezet [27].
A PP2A katalitikus alegységének hidnydban abnormalis csillagszeri mikrotubulus elrendezés
figyelhetd meg a sejtekben, erre utal a microtubule star (mts) rovidités [28]. A tobbi
Drosophila protein foszfataz funkcidjara utalé mutanst még nem sikeriilt azonositani, igy csak
kozvetett bizonyitékaink vannak a PPY és PPN protein foszfatdzok lehetséges fizioldgids

szerepérol.

1.2.2  Drosophila specifikus protein foszfatazok

A PPY-t kodolé6 cDNS-t Dombradi €s munkatarsai [14], a PPN-t pedig Armstrong és
munkatérsai [16] klénoztak. A gének lokalizacidjat a PPY esetében az 55A, a PPN-nek pedig
az 58A régidban, a masodik kromoszdma jobb karjan hatdroztak meg. Mind a két gén terméke
szerkezeti hasonlésdgot mutat a PPl izoformdkkal (1d. 2. dbra). A genomi szekvencia
megismerése utdn kideriilt, hogy a gének kdédold régidja nem tartalmaz intront €s a teljes
Drosophila genomban csak egy-egy ilyen gén taldlhat6 (azaz a PPY-nak és a PPN-nek
nincsenek izoformadi). A génexpresszio mRNS szintii vizsgalata azt mutatta, hogy mind a két
transzkript az egyedfejlédés sordn eldszor a larvastidiumban jelenik meg, majd kimutathaté a
babban és a kifejlett him egyedekben. Az mRNS hidnyzott a korai fejlédési alakokbdl és a
kifejlett nOstényekbdl is. Feltételezhetd, hogy a larva és a béabdllapotban is csak a himekben
fordul eld. A szovetspecifitdsi vizsgilatok azt igazoltdk, hogy a PPY és a PPN mRNS a
kifejlett him egyedek heréjében lokalizdlédik. Ezt a megfigyelést a PPY esetében Armstrong
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és munkatdrsai [29] fehérje szintli vizsgdlatokkal is megerdsitették. Western blot médszerrel
bizonyitottdk, hogy a PPY fehérje csak a kifejlett muslicdk heréjében detektdlhato.
Immunhisztokémiai moédszerekkel azt is megallapitottdk, hogy a PPY fehérje a herében a
cisztasejtek sejtmagjdban akkumuldlodik. Ez alapjan javasoltdk a PPY spermafejlédésben
betoltott szerepét. Azt, hogy a PPY valdban protein foszfatdz aktivitdssal rendelkezik, a
rekombindns fehérje enzimaktivitisanak mérésével lehetett bebizonyitani. Armstrong és
munkatédrsai [29] foszforildz kinazt, ill. glikogén foszforildzt haszndltak az enzimaktivitas
mérésére. A mérések szerint az enzim specifitidsat és okadainsav irdnti érzékenységét illetéen
a protein foszfatiz 1-hez hasonlit, azonban nem gatolhaté a protein foszfataz hdstabil
inhibitoraival és ebb6l a szempontbol inkabb a protein foszfataiz 2A biokémiai
tulajdonsagdval mutat hasonlésdgot. A rekombindns foszfatdzok inhibitor-1 és 2-vel torténd
gatlasa altalaban nehezen detektalhatd, igy az utébbi mérések nem annyira bizonyito erejiiek.
A fenti kisérleti eredmények alapjdn megéllapithatjuk, hogy a PPY a PPP csaldd egyik
kevésbé ismert PP1-szerii tagja. A PPN-nel szemben eddig még nem termeltek antitestet, igy
a fehérje eléforduldsira vonatkoz6 adatok is hidnyoznak. A PPN enzim aktivitisat még nem
kozolték, azonban sajat nem kozolt eldkisérleteink szerint a rekombindns PPN rendelkezik
mielin bazisos fehérjével mérhetd protein foszfatdz aktivitdssal. Az enzim aktivitdsa csak
magas koncentraciéji (500 nM) okadainsavval gétolhat6 jelentds mértékben, és nem érzékeny
a foszfatdz 1 hostabil inhibitorara. Ezek szerint a PPN nemcsak lokalizacidjat, hanem
aktivitasat illetden is hasonlit a PPY-hoz. Tekintettel arra, hogy mind a mai napig nem
sikeriilt a klasszikus genetikai modszerekkel PPY illetve PPN mutansokat elééllitani, ezen

foszfatazok fiziol6gids szerepe tovabbra is nyitott kérdés maradt.

1.3 A protein foszfatazok regulacioja

A kozelmultban befejez6dott genom programok azt igazoltdk, hogy a protein kindzok
katalitikus alegységét kodolo gének szama joval nagyobb, mint a protein foszfatiz gének
szdma. A humén genom program adatai alapjdn a szerin/treonin specifikus protein kindzok és
protein foszfatazok ardnya ~10:1 az emberben [30] [31], mig a Drosophila-ban a genom
program alapjén ez az ardny ~6:1 [32]. Felmeriil a kérdés, hogyan képesek a protein
foszfatdzok egyenrangu partnerként egyiitt miikodni a nagyszamu protein kindzzal? A vialaszt
a PPP csalddba tartozé protein foszfatdz katalitikus alegységek azon tulajdonsdga adja, hogy
mindig regulédtor vagy kolcsonhaté alegységgel alkotott holoenzim formaban fordulnak el6 az

€l sejtekben. A protein foszfatdz 1 esetében mar tobb mint Otven kolcsonhaté fehérjét
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azonositottak, amelyek tobbsége rendelkezik egy konzervalt foszfatdz 1 felismerd hellyel ami
mas kotOhelyekkel egyiitt felelds a stabil komplex kialakitdsaért [33] [34]. A PP2A katalitikus
alegység dltaldban dimert alkot az tin. A reguldtor alegységgel, amelyet kivételes esetben mas
fehérje is helyettesithet. Ehhez a tobbnyire édlladé maghoz kapcsoldédnak a véltozatos B
alegységek (B’, B’’, B’’’) vagy egyéb mas regulator fehérjék [35]. A PP2B katalitikus
alegység szintén holoenzimet alkot egy reguldtor B alegységgel, amely kalciumot képes
megkotni. Az enzim teljes aktivitisdhoz sziikség van még a kalcium-kotd képességii
kalmodulin kapcsolédasara [36]. A protein foszfatidz katalitikus alegységekkel kolcsonhatd
fehérjék megviltoztatjdk az enzimek aktivitdsat, szubsztratspecifitisit és kiillonb6zo
sejtkompartmentekhez iranyitjak az enzim aktivitast [37] [38] [31]. A regulator fehérjék igy
biztositjdk a protein foszfatizok szdmédra az egymadstdl térben és iddben is elkiiloniild

biokémiai folyamatokban valo részvételt.

1.3.1 Uj tipusi protein foszfatazokkal kolcsonhaté fehérjék

Az 1j tipusu protein foszfatdzokkal kolcsonhat6 fehérjék koziil sokkal kevesebbet ismeriink.
A PPP4-nek harom kiilonb6z6 reguldtor alegysége van: az a4, immunglobulinreceptorhoz
kapcsol6dé foszfoprotein [39] [40], a PP4g;, 13 ismétl6d6 szekvenciarészletet tartalmazd
fehérje, melynek szerkezete hasonlé a PP2A A alegységhez [41] [42], és a PPP4R2
centroszomakhoz kapcsol6do fehérje [43]. Igazoltdk tovabba a PPP4 kolcsonhatdsat a c-Rel,
NF«B p50, és RelA transzkripciés faktorokkal [44], a Gemin3 és Gemind fehérjékkel,
amelyek a motoros neuron tulélési komplex tagjai [45], valamint az inzulin receptor
szubsztrat 4 fehérjével [46]. Az 1j tipusu PPPS protein foszfatdz esetében ismeriink a legtobb
kolcsonhato fehérjét. A tetratrikopeptid ismétlodést tartalmazé doménje kapcsolddni képes a
Hsp90-gliikokortikoid receptor heterokomplexhez [47] [48] [49], a kriptokrém 2-hoz [50], az
anafazis-promoéter komplex CDC27 alegységéhez [51], az apoptdzis szignal-regulalt kinaz 1-
hez [52] [53], a heterotrimer G protein Gal2 és Gal3 alegységéhez [54], a copine I, II és IV
membranhoz kotddo fehérjékhez [55], az ellen6érzépont ATM kindzhoz [56], valamint a DNS-
fliggd protein kindz katalitikus alegységéhez [57]. A SIT4/PPP6 Kkatalitikus alegység
komplexet alkot a mitdzis sordn a kiilonbozé molekulatomegii dn. SIT4-koté fehérjékkel
(SAP155, SAP185, SAP190) [58]. Kimutattdk, hogy a Hal3 nevli fehérje és homoldgja, a
Vhs3 gatl6 hatést fejt ki a Ppz1 gomba specifikus dj tipusu protein foszfatdz aktivitdsara [59]
[60].

13



A fent felsorolt példdk alapjan azt mondhatjuk, hogy az (j tipusd protein foszfatdzok szamos
eltérd biokémiai folyamatban jatszhatnak fontos szerepet. A funkcidjuk megismerésének az
egyik lehetséges dttja a reguldtor alegységek és kolcsonhaté partnerek azonositdsa.
Dolgozatomban, ezért a Drosophila protein foszfatdz Y-nal és N-nel kolcsonhaté fehérjéket

tanulmanyoztam.

2. CELKITUZESEK

A Drosophila specifikus protein fozfatdz Y és N kiilonlegessége, hogy a kifejlett him egyedek
tesztiszében fordul eld, funkcidjukat azonban nem ismerjiik. Felmeriilt benniink a kérdés,
milyen dj reguldciés lehetdségeket teremt az evolicids szempontbdl fiatal PPY és PPN
megjelenése a klasszikus protein foszfatdzok mellett.

Ennek megvdlaszoldsa érdekében f6 célkitiizéseink a kdovetkezOk voltak:

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

modszerrel.

2. A feltételezett kolcsonhatds megerdsitése.

3. Egy a PPY foszfatizhoz kapcsol6dé fehérje kivalasztisa €s a kolcsonhatds specifitdsanak

ellen6rzése.

4. A kolcsonhat6 fehérje biokémiai jellemzése.

5. A kolcsonhato fehérjét specifikusan felismerd ellenanyag eldallitasa.

6. A kolcsonhaté fehérje expressziés mintazatinak és lokalizacidjanak vizsgdlata a

Drosophila-ban.
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3. ANYAGOK

3.1 Vegyszerek

A plazmid DNS, €s a gél fragment izolal6 kitet, valamint a Ni-NTA agar6z gyantat a Qiagen,
a teljes RNS izoléldshoz sziikséges Trizol reagenst a Gibco Life Technologies, okadainsavat
és a Komplett Freund adjuvanst a Calbiochem, Digoxigenin RNS jelol6 és detektald kitet és a
1 x EDTA mentes protedz inhibitor koktélt a Roche, a Sepharose és Sephadex G-25 Corsa
gyantat, a Rediprime II. kitet és a Hybond-N* membrdnt az Amersham Biosciences, a
Supersignal West Pico kemilumineszcens szubsztriatot a Pierce, a proteindz K enzimet a
Merck cégektdl, az [a’*P]-dCTP és a [f ’P]-ATP izotépokat az [zotép Intézettdl (Budapest)
vasaroltuk. Minden mds vegyszer a Sigma-Aldrich, a molekuldris biol6giai munkikhoz
sziikséges enzimek pedig a Promega és a New England Biolabs cégektdl szarmaztak. A PP1
héstabil inhibitort (PPP1R2) nyidl vdzizombd6l Cohen [61] leirdsa alapjan készitettiik. A
Western blot €s immunoldgiai médszerekhez felhasznalt antitesteket a 1. tdblazatban mutatom

be.
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1. tablazat. A kisérletek soran felhasznalt antitestek felsorolasa. A tablazatban feltiintettem az

él6lényt, amiben az ellenanyag kifejlesztésre keriilt, a kisérlet sordn alkalmazott higitast és a

gyartd céget vagy intézetet.

Elso antitest

Antitest Eldlény Hasznalt higitas Szarmazdas
Western | Immunhisztokémia
blot
anti-Myc A14 | nyul poliklonélis 1:1000 - Santa Cruz
anti-HA 1:1000 F. Hoffmann La-
egér monoklondlis -
12CAS Roche Ltd.
anti-Penta-His | egér monoklondlis | 1:2500 - Qiagen
Debreceni Egyetem
anti-PPYR1 nyul poliklonélis 1:5000 1:500 Orvosi Vegytani
Intézet
Dundee Egyetem
1:2000 MRC Fehérje-
anti-PPY nyul poliklonélis 1:500
Foszforilacios
Részleg
Masodik antitest
Antitest El6lény Hasznalt higitas Szarmazdas
anti-egér-HRP kecske Sigma A0168
1:5000
anti-nyul-HRP kecske Sigma A0545
1:5000
) Jackson
anti-nyul-Cy3
nyul 1:100 ImmunoResearch
Laboratories
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3.2  Nukleinsav preparatumok

3.2.1 cDNS-ek

A Drosophila melanogaster 3. larvalis stddiumbdl izolalt, A ACT fag cDNS konyvtar (ATCC
87290, American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, USA)

ATI19571-pOTB7 plazmidban taldlhaté teljes hossziisigi cDNS (1130 bp) (Invitrogen
Corporation)

3.2.2 Drosophila Genomi DNS preparatum

A genomi DNS-t a kifejlett Drosophila-bol, M. Ashburner [62] leirdsa alapjan izoladltam.

3.2.3 Drosophila RNS prepariatum

A teljes RNS-t a Drosophila tesztiszbdl, ovariumébdl és 16 6rds embriokbdl Trizol reagenssel
(Gibco Life Technologies) tisztitottam a cég leirdsa szerint.

3.2.4 DNS standard

Agaroz gélelektroforézis sordn alkalmazott 1 kb DNS létrat a Promega cégtdl vasaroltuk.

3.2.5 Oligonukleotidok

A kisérletekhez az MWG-Biotech AG és az Integrated DNA Technologies Incorporation altal

gyartott oligonukleotidokat hasznaltuk (2. tablazat).
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2. tdblazat.  Oligonukleotidok. A tdbldzatban az oligonukleotid neve mellett feltiintettem a
DNS szekvencidjat. Aldhuzéssal jeloltem a kloénozdsndl alkalmazott restrikcids enzimek

felismerd helyét, és vastag szedéssel kiemeltem a cDNS-ekben megtaldlhaté szekvencidkat.

Elnevezés DNS szekvencia

PPY 5’ ATG-Ndel GGCTCATATGGCCGTCTTAACTACTC

PPY 3’-Norl GGGAGCGGCCGCGAATTTAATTGCACGAAGTG
PPN 5’ ATG-Ndel CCGACATATGATGAAGAAGTTACTAAG

PPN 3’-Notl GGGAGCGGCCGCTAACTGGATATGCAATTTAC
CG15031 5’ ATG-Ndel CCGACATATGAACGTACCACTCGTAGC

CG15031 3’-Notl GGGAGCGGCCGCCATCGTCTTCCAGCTCTC

3.2.6 Vektorok:

pET-28a(+): bakteridlis fehérje expresszids vektor (Novagen)

pACT: GALA4 transz-aktivator domént taratimazé vektor (BD Biosciences)
pGBK T7: GAL4 DNS-kot6 domént tartalmazé vektor (BD Biosciences)
pcDEF3-HA: hemagglutinin fizids fehérje szekvencidt tartalmazd, modositott emlds

expresszids vektor [63]
pcDEF3-Myc: Myc epitép fuzids fehérje szekvencidt tartalmazd, moédositott emlds

expresszids vektor [64]

3.3 Kisérleti organizmusok és sejtvonalak

Escherichia coli: BNN132 torzs (Molecular Biotechnology GmbH),
XL-10 Gold torzs (Stratagene),
BLR (DE3) torzs (Novagen)
Saccharomyces cerevisiae: Y190 torzs (Clontech)
COS-7 eml0s sejtvonal: ECACC 87021302 (New England Biolabs)
D. melanogaster: Oregon R vad tipusu torzs (Szeged Drosophila Kozpont,

Szegedi Egyetem)

18




4. MODSZEREK

4.1 Vektor konstrukciok osszeallitasa

A bakteridlis, az éleszt6 és emlOs sejtes expresszidhoz sziikséges vektor konstrukcidkat
azonos elv alapjan készitettem. A megfeleld gén kdédold szekvencidjat, amennyiben az nem
tartalmazott intront, kozvetleniil genomi DNS templatrdl vagy a megvasarolt cDNS-r6l PCR
moédszerrel szaporitottam fel. A termékek végén restrikcids enzimek felismerd helyét
alakitottam ki, amely lehetové tették a retrikcios emésztést kovetden a megfeleld vektorba

valo beillesztést.

4.1.1 PCR stratégiak

A PPY (1 - 945 nukleotid) és a PPN (1 - 975 nukleotid) teljes kédolé szekvencijat genomi
DNS templétrol amplifikaltuk, ugyanis ezen régidk egyik esetben sem tartalmaznak intront. A
PPYR1 ko6dol6 régiot (1 — 831 nukleotid) az AT19571-pOTB7 jelt plazmidrél szaporitottam
fel PCR modszerrel. A kisérlethez a PPY 5°ATG-Ndel és PPY 3’-Notl; PPN 5° ATG-Ndel és
PPN 3’-Notl valamint a CG15031 5°-ATG-Ndel és CG15031 3’-Notl oligonukleotid parokat

hasznéltam a kovetkezOkben leirt reakciokozeg és homérsékleti profil alkalmazédsaval.

Reakcio kozeg

MgCl, (2 mM) 1,6 ul
PCR puffer (1 X) 2,0 ul
dNTP (0.2 mM) 0,4 ul
primer 1-2 (0.4 uM — 0.4 uM) 1,0 wl
Pfx gold polimeréz (2 U) 0,4 ul
H,O 13,6 wl
cDNS/genomi DNS (0.3 ug) 1,0 wl

20,0 wl
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PPY és PPN PCR homérsékleti profil

94°C 2 perc

92°C 0,3 perc 5 ciklus
56°C 0,5 perc

72°C 1 perc

92°C 0,3  perc

60°C 0,5 perc 30 ciklus
72°C 1,0 perc

72°C 10 perc

PPYR1 PCR hémérsékleti profil

94°C 2 perc

92°C 0,3  perc

55°C 0,5 perc 5 ciklus
72°C 1 perc

92°C 0,3  perc

65°C 0,5 perc 30 ciklus
72°C 1,0 perc

72°C 10 perc

A PCR termékeket agaréz gélben valasztottam el, és gél extrakciods kit (Qiagen) segitségével
izolaltam. A méretilket az agaréz gélelektroforézis soran DNS standard (Promega)
alkalmazasaval, mennyiségiiket pedig a 260 nm hullamhosszon mért fényelnyelésiik alapjan

hatdroztam meg.
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4.1.2 Klbénozas

A PCR termékeket Nde I — Not 1 kettOs restrikcids emésztés és foszfatiz kezelést kovetden
ligdltam az azonos restrikciés enzimekkel kezelt vektorokba. A PPY és PPN cDNS-t az
élesztd két-hibrid konyvtarsziirésnél alkalmazott GAL4 DNS-kotd domént tartalmazd
pGBKT?7 ,,csali” vektorba illesztettem. Az AT19571-pOTB7 plazmid altal kédolt 0,9 kb Bg/II
- Bcll cDNS szekvenciat (20 - 888 nukleotid) a pACT vektor BglII - Xhol restrikcios helyére
ligdltam. A PPY, PPN és PPYRI fehérjék baktériumban torténd termelése érdekében mind
harom PCR terméket a pET28a vektorba ligdltam, amely a fehérje N-termindlis végére hat
hisztidint kapcsol. Az emlds sejtben torténé expresszié megvaldsitisihoz a PPY és PPN
kédold régidjat a modositott pcDEF3-HA vektorba [63] illesztettem, amely N-termindlisan
egy hemaglutinin (HA) peptid szekvenciat kapcsol a fehérjéhez. A PPYR1-et kodolé cDNS-t,
pedig médositott pcDEF3-Myc vektorba [64] klénoztam, amely a fehérje N-termindlis végén
egy Myc peptidet kédol. A klénozdsokat minden esetben a fent leirt stratégia szerint
végeztem. A konstruktokat DNS szekvendldssal ellendriztem termindcidés modszerrel, ABI
PRISM 377 DNS szekvendl6 késziilék alkalmazdsaval (PE Applied Biosystems) az Oxfordi

Egyetem Zooldgia Intézetében.

4.2  EKleszt6 két-hibrid kisérletek

A PPY-nal és PPN-nel kolcsonhaté fehérjék azonositisira az élesztd két-hibrid mddszert
véalasztottuk. Ez alkalmas Drosophila ¢cDNS konyvtar éltal kifejezett fehérjék kozil a
katalitikus alegységekhez kapcsoloddk azonositdsara, amennyiben a két foszfatazt hasznaljuk

,,csaliként”.

4.2.1 Drosophila 3. larvalis stddiumti cDNS konyvtar sziirés

A Drosophila 3. larvalis stddiumd, A ACT fag cDNS konyvtar BNN132 baktérium torzsbe
transzformdlva allt rendelkezésemre. A baktérium torzs lehetové teszi a cDNS inzertek
kivagasat egy un. cre-lox medidlta rekombindci6 segitségével. Ezt kdvetden a kivagott cDNS
szekvencidkat a pACT élesztd két-hibrid vektorba helyeztem, amely a GAL4 fehérje transz-
aktivator domén DNS-t kédolja. Az élesztd két-hibrid sziirést a PPY-pGBKT7 és PPN-
pGBKT7 ,.csali” vektor és a cDNS szekvencidkat hordozé pACT vektor felhasznalasaval

végeztem Bennett [65] lefrdsa szerint. A két-hibrid kisérletben Y190 jeli élesztd torzset
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transzformdltam. A sejteket 15 mM 3-amido-1,2,4-triazol jelenlétében, komplett szintetikus
(SD) téaptalajon novesztettem fel. Ezt kovetOen ellendriztem szelektiv tdptalajon a telepek
hisztidin autotréfidt komplementdlé képességét, valamint a telepek f-D-galaktozidaz
aktivitasat, 5-brom-4-klér-3-indolil-pB-D-galaktopiranozid (Sigma) szubsztrat alkalmazasaval.
A kettds pozitiv telepeket vélasztottam ki tovabbi vizsgédlatokhoz. A telepekbdl izolalt
plazmid DNS-t E. coli XL-10 Gold torzsbe transzformalva szaporitottam fel. A PPY esetében
21, a PPN esetében pedig 5 telepbdl szarmazé plazmidot izoldltam és szekvendlassal

azonositottam az inzertalt cDNS-eket.

4.2.2 Elesztd sejtek djratranszformaldsa

A PPY-PPYRI1 fehérje-fehérje kolcsonhatds specifitasat élesztdé két-hibrid moddszerrel
ellendriztem. A pACT-PPYRI1 konstruktot egyiitt transzforméltam a PPY-pGBKT7, majd a
PPN-pGBKT?7, valamint a Drosophila protein foszfatdz 1 négy kiilonb6z6 izoformdjat kodold
pAS2-PP1a87B [66], pAS2-PP1B9C, pAS2-PP1a13C, pAS2-PP1096A [65] konstruktokkal,
Y190 élesztd torzsbe. Pozitiv kontrollként a pAS2-SV40 T antigént és a pACT-p53 fehérjét
kifejezo plazmidokat (Clontech) hasznaltam. Negativ kontrollként pedig a protein foszfatdz 1
miozin-kotd alegységét kifejez6 pACT-MYPT-75D plazmidot [27] transzformaltam egyiitt a
pGBKT7-PPY vektorral. A sejteket SD téptalajra szélesztettem, amely nem tartalmazott sem
leucint, sem triptofant (SD-LT) és 30°C-on novesztettiik hét napig. A felnétt telepek koziil
Otot-0tot atoltottam két parhuzamos, SD-LT téptalajra. Mig az egyik mintat f-D-galaktozidaz
aktivitds vizsgdlatra haszndltam fel, addig a tartalék mintdt sterilen tartottam és pozitiv -D-

galaktoziddz eredmény esetén 85 % glicerin jelenlétében -70°C-on taroltam.

4.3 Rekombinans fehérjék eloallitasa

A PPY-t és PPYRI1-et a kozottiik 1évo kolcsonhatds igazoldsa, valamint a PPYRI1 jellemzése
céljabol baktériumokban és emlds sejtekben termeltettem. Baktériumban His-PPY és His-
PPYRI1, emlés sejtekben pedig HA-PPY és Myc-PPYR1 formdban termelddtek a
rekombindns fehérjék. Kontrollként a rekombinidns PPN fehérjét hasznaltam, amelyet

baktériumban His-PPN, emlds sejtekben pedig HA-PPN forméban termeltettem.
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4.3.1 Bakteridlis expresszid

A rekombindns His-PPY, His-PPN és His-PPYRI1 fuziés fehérjéket E.coli BLR (DE3)
torzsben expresszéltam a pET expresszids rendszer (Novagen) leirdsa szerint. 1600 ml LB +
50 pg/ml kanamycin (Sigma) baktérium kultdrabdl indultam ki, amelyet 37°C-on
novesztettem ODggp > 0,6 értékig, majd indukéltam 0,4 mM IPTG-vel és tovabbi hdrom 6éran
at inkubdltam 28°C-on a His-PPY, His-PPN és 30°C-on a His-PPYR1 esetében. A sejteket
osszegyljtottem 4500 x g fordulattal 15 percig torténd centrifugéldssal 4°C-on, és

-20°C-on tdroltam egy éjszakén at. Az 6sszegyijtott sejteket (5-6g) 30 ml lizis pufferben (25
mM Tris-HCI pH:7,5; 250 mM NaCl; 0,1 % Triton X-100; 1 mM B-merkaptoetanol; 5 mM
imidazol; 1 mM PMSF; 1 mM benzamidin; 1 x EDTA mentes protedz inhibitor koktél)
szuszpenddltam fel és 3 x 30 mdsodpercig (kdzben 30 madésodperc jégen tartottam)
ultrahanggal tartam fel (Branson Sonifier 250 késziilékkel). A lizdtumot 10000 x g fordulattal
20 percig centrifugaltam, 4°C-on.

A His-PPYRI1 fehérje a feliiliszé frakciéban volt megtaldlhat, igy kozvetleniil tudtam
tisztitani a baktérium sejtek lizisét kovetden. A feliiliszéhoz kb. 10-15 ml, 1 ml lizis
pufferben ekvilibralt Ni-NTA agardéz (Qiagen) gyantat adtam €s 60-90 percig forgatds kozben
inkubdltam 10°C-on.

A His-PPY és His-PPN fehérjék a pellet frakciéban voltak, igy renaturdlé koriilményeket
alkalmaztam a tisztitdshoz. A sejtek feltdrdsat a fent leirt médon végeztem, majd a pellet
frakciot 20 ml pellet lizis pufferben (lizis puffer + 6 M guanidin-hidroklorid) szoba-
hémérsékleten oldottam fel, 20 perc forgatas kozben. A lizdtumot 4 1 renaturdlé pufferben (25
mM Tris-HCI pH:7,2; 250 mM NaCl; 1 mM MnCl; 0,1 % Tween-20; 0,4 % B-
merkaptoetanol) higitottam. Két 6ra folyamatos kevertetés utin 2 ml lizis pufferben
ekvilibralt Ni-NTA agaréz (Qiagen) gyantit adtam hozza, a kevertetést egy éjszakan at
folytattam 10°C-on. A gyantit mindkét esetben 0sszegytijtottem 1 cm atmérdjii oszlopon és
mostam 100 x térfogat moso 1. pufferrel (25 mM Tris-HCI pH:7,2; 800 mM NaCl; 1 mM B-
merkaptoetanol; 20 mM imidazol; 1 mM PMSF; 1 mM benzamidin) és 100 x térfogat mosé
II. pufferrel (25 mM Tris-HCI pH:7,2; 200 mM NaCl; 1 mM B-merkaptoetanol; 30 mM
imidazol; 1 mM PMSF; 1 mM benzamidin). A Ni-NTA agar6z gyantdhoz kotott fehérjét
imidazol gradiens (30-250 mM) alkalmazasdval 20ml eludlé pufferrel (25 mM Tris-HCI
pH:7,2; 200 mM NaCl; 1 mM B-merkaptoetanol; 1 mM PMSF; 1 mM benzamidin; 1 x EDTA

mentes protedz inhibitor koktél) 1 ml-es frakcionként mostam le. Az 0Osszegylijtott
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frakcidkhoz (20 ml) 0,1 % B-merkaptoetanolt adtam és centrikonnal (YM-10 green, Amicon)
10 ml-re tdoményitettem a cég leirdsa alapjan. Ezt kdvetden dializdltam 100 x térfogat PBS

pH: 7,0; 60 % glicerollal szemben. A fehérje mintat -20°C-on taroltam.

4.3.2 Expresszi6 emlos sejtekben

A COS-7 eml6s sejteket DMEM tapfolyadékban tenyésztettem, amely 2mM glutamint, 10%
filter sterilizalt és hdinaktivalt FBS-t, valamint 0,1mg/ml gentamicint (Sigma) tartalmazott. A
sejteket 37°C-on, 5% CO, jelenlétében, Heraeus termosztitban novesztettem és Axiovert 25
tipusd inverz fénymikroszkoppal (Zeiss) ellendriztem. A pcDEF3-HA-PPY, pcDEF3-HA-
PPN valamint a pcDEF3-Myc-PPYRI1 plazmidokat FUuGENE 6 Transzfekciés Reagens
(Boehringer Mannheim) segitségével jutattam a sejtekbe a cég 4ltal leirt médszer szerint. A
rekombindns fehérjéket termeld sejteket “pull-down” €s immunprecipiticios kisérletekhez

hasznaltam fel.

44  Nukleinsav vizsgalé6 médszerek

Southern blot mddszerrel megerdsitettem a Drosophila adatbédzisban taldlhaté informéciot,
hogy a PPYRI gén egy képidban fordul elé az ecetmuslica genomjdban. A PPYR1 mRNS
szervspecifikus kifejez0dését és lokalizaci6jat Northern és mRNS in sifu hibridizaciéval

ellenoriztik.

4.4.1 Southern blot

A kisérletben 2l1g genomi DNS-t 3-3 olyan restrikciés endonukledz enzimmel (Hind II1, Xho
I, Eco R I) emésztettem, amely a PPYRI gén kdédol6 régidjdban nem tartalmaz felismerd
helyet. A megemésztett DNS-t 0,8 % agar6z (BioRad) gélen vilasztottam el TAE puffer
rendszerben, majd vdkuum késziilék (BioRad Model 785 Vacuum blotter) segitségével
Hybond-N" nylon membrdnra vittem 4t (Amersham Biosciences). A membréant 80°C-on 30
percig szdritottam és szdrazon tdroltam. A prehibridizaldst 10 ml oldatban (6 x SSC, 0,5%
SDS, 5 x Denhardt oldat, 100 pg / ml denaturalt hering sperma DNS, 50 % formamid) 3 6ran
keresztiil 42 °C-on, Midi Dual 14 (HYBAID) késziilékben végeztem. Prébaként 1 pg PPYR1

cDNS PCR fragmentet haszndltam, a jelolést RediprimeTM II. kit (Amersham Biosciences)
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alkalmazdsdval végeztem a cég leirdsa szerint, 0,27 mCi [o’*P]-dCTP izotép (specifikus
aktivitds: 6000 Ci/mmol) felhasznaldsaval. A be nem épiilt nukleotidokat Sephadex G-25
Corsa (Amersham Biosciences) gyantan torténd gélszliréssel tavolitottam el. A hibridizalé
oldat radioaktivitasa 2,8 x 10° cpm/ml volt. A hibridizalds 15 éran keresztiil 42 °C-on tortént.
A mosast 2 x SSC; 0,1 % SDS-oldattal 2 x 15 percig szoba-hdmérsékleten majd 0,1 x SSC;
0,1 % SDS oldattal 1 x 30 percig 42 °C-on végeztem. A detektdldst harom napon éat
autoradiografiaval végeztem, CP-BU New NIF100 jelii (AGFA) filmet hasznaltam.

4.4.2 Northern blot

Az RNS prepardtumokat Northern blot médszerrel vizsgdltam Sambrook és munkatédrsai [67]
szerint. Probaként az AT19571-pOTB7 plazmidbdl kivagott 1,13 kb EcoRI - Xhol cDNS
fragmentet haszndltam. Az igy eldéllitott DNS szakaszt 0,27 mCi [a’*P]-dCTP (specifikus
aktivitds: 6000 Ci/mmol) (Izotép Intézet Kft, Budapest) radioaktiv nukleotiddal jelolve
szaporitottam fel Rediprime II. kit (Amersham Biosciences) alkalmazdsaval. A be nem épiilt
nukleotidok eltdvolitdsat, a hibridizdlast és a mosast a Southern blot mddszernél leirt
koriilmények szerint végeztem. A hibridizalé oldat radioaktivitdsa 1,5 x 10’ cpm/ml volt. A

detektalast két napig autoradiografiaval végeztem.
4.4.3 mRNS in situ hibridiz4ci6

Az in situ hibridizaciés kisérleteket Dr. Erdélyi Miklés (MTA SzBK, Genetikai Intézet,
Szeged) laboratériumdban Szuperdk Mildn végezte Ephrussi és munkatirsai [68] leirdsa
alapjan. A ribonukleotid préba eldéllitdisahoz EcoRI restrikciés enzimmel linearizélta az
AT19571-pOTB7 plazmidot. Az antiszensz digoxigenin-jelolt RNS préba T7 prométer és
Dig-RNS jelold kit (Roche) felhasznaldsaval késziilt, a jelolt RNS kimutatdsa is a kit

reagenseivel tortént a cég leirdsa szerint.

4.5  Fehérje vizsgalé6 modszerek

4.5.1 Fehérjék koncentracidjanak meghatirozasa

Az affinitdskromatografidval tisztitott €s a dializissel toményitett fehérjék koncentracidjat

Bradford-mddszerrel [69] hatdroztam meg.
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4.5.2 SDS poliakrilamid gélelektroforézis

A fehérjék méretét és tisztasdgit 12 % SDS-PAGE-en torténd elvalasztassal [70] vizsgdltam

Sigmamarker (Sigma) standard fehérje elegy alkalmazasaval.

4.5.3 Tomegspektrometria

A rekombinans His-PPYRI1 fehérjét (28 pg) 10% SDS-PAGE-en tisztitottam és Coomassie
Brilliant Blue G250 festéssel tettem lathatéva. A gélbdl kivagtam a 47 kDa molekulaméretii
fehérje savot. A minta MALDI-TOF tomegspektrometrids vizsgdlatit Dr. Medzihradszky
Katalin (MTA SzBK Tomegspektrometriai Laboratérium, Szeged) végezte Siimegi és
munkatdrsai [71] szerint. A preparditumot DTT-vel torténd redukélds és jodacetamidos
alkilalds utan tripszinnel emésztették (4 6ra, 37°C-on). Extrakcié utdn a peptideket C18-as
ZipTip-pel (ZT) tisztitottdk, a ZT-r61 10 ul 0,1 % TFA, 50% AcN-tel elualtdk. A minta
tomegspektrometrids vizsgdlata DHB maétrixban normadl targeten tortént (RP_2-3 kDa_short).
Ily médon 43 peptidet kiilonitettek el, ezek az altalunk ismert szekvenciat tartalmaztak. A
taldlatot megerdsitették a legintenzivebb csics (K) FIMSDFGTKK (E) (186195 aminosav)

PSD spektrumanak ellenérzésével is.

4.5.4 CD-spektroszkopia

A PPYRI1 CD spektrumét Dr. Friedrich Péter és Dr. Tompa Péter laboratériumaban (MTA
Enzimoldgiai Intézet, Budapest) Dr. Tantos Agnes hatdrozta meg. A fehérjét 0,075 mg/ml
koncentracioban vizsgéltdk 0,01 mg/ml teljes Drosophila RNS prepardtum jelenlétében vagy
a nélkiil. A kisérletet foszfat pufferben (pH 7.0) végezték, 1 mm falvastagsagu kiivettiban,
Jasco J-720 spektropolariméterrel folyamatos iizemmddban, 1 nm sdvszélességgel, 8 sec
vélaszid6t és 20 nm/perc pdsztdzdsi sebességet alkalmaztak. Az dlland6 20 °C hémérsékletet

Neslab RTE-111 cirkulaciés vizfiirdé biztositotta.

4.5.5 Feliileti plazmon rezonancia spektroszkopia

A PPY és PPYRI fehérjék kozotti kolesonhatdst felszini plazmon rezonancia segitségével is

ellendriztem. A kisérlethez Biacore X késziiléket hasznédltam (Biacore AB, Svédorszag) és a
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méréseket Sensor Chip CMS5 (karboximetildlt dextrdn) Research Grade alkalmazisaval
végeztem. A mérés megkezdése elott a késziiléket és a felhasznélt szenzor chip-et a Biacore X
Control Software alkalmazdsdval kalibrdltam. A CMS5 szenzor chip két kiilonéllé felszinnel
rendelkezett (Fcl, Fc2), az Fcl felszinre a baktériumban termelt és tisztitott His-PPY, az Fc2
felszinre pedig a hasonléan eléallitott His-PPN fehérjét kapcsoltam. Eldszor az Fcl felszint
aktivaltam 35 pl N-hidroxiszukcinimid/N-etil-N’ (dimetilaminopropil )-karbodiimid oldattal.
Ezt kovetden kotottem a His-PPY fehérjét (35 pl: 0,375 mg/ml; 10 mM Na-acetat; 150 mM
NaCl, pH 5) az aktivalt felszinre, majd a szabadon maradt kot6helyeket etanol-aminnal (35
ul; 1M) blokkoltam, az atfolyasi sebesség 5 W/min volt. A His-PPN-t hasonldan kotottem az
Fc2 felszinre (35 pul: 0,45 mg/ml; 10 mM Pipes; 150 mM NaCl, pH 6,5). A kapcsolt fehérje
mennyiségét a rezonancia szigndl (RU) valtozdsaval kdvettem nyomon. 1000 RU véltozas 1
ng/cm2 fehérje kapcsolodasanak felel meg. A His-PPY esetében az alapvonalhoz képest 1600
RU, a His-PPN esetében, pedig 1650 RU valtozast tapasztaltam. A His-PPYRI1 fehérje
kiilonbozé anyagmennyiségeit (0,4; 0,525; 0,8 umol), az igy kialakitott felszineken
aramoltattam 4t HBS pufferben (10mM Hepes; 150 mM NaCl; 3 mM EDTA; 0,005 % Py
feliiletaktiv detergens, pH 7,4) 20°C-on. A mérési adatpkbdl a BIAevaluation Software 4,1
alkalmazasaval meghatdroztam a His-PPYR1 asszocidcids és disszocidciés allandoéit a két

kiilonbozo felszinen.

4.5.6 ,Pull-down” kisérlet

A COS-7 sejteket pcDEF3-Myc-PPYRI1, illetve az ires pcDEF3-Myc vektorral
transzfektaltam. 48 6ra tenyésztés utan kétszer mostam a sejteket 0°C-os PBS oldattal. A 35
mm atmérdjli tenyésztéedények tartalmdhoz 0,4 ml lizis puffert (lasd: immunprecipiticio)
adtam és 30 percig inkubdltam jégen mozgatva. A feltart sejttormeléket centrifugédlassal
(2500xg, 10 perc, 4°C-on) gytjtottem oOssze. A Myc-PPYRI1-et tartalmazé 0,4 ml
feliiliszohoz 1,2 pg His-PPY vagy 1,2 pug His-PPN tisztitott rekombindns fehérjét és 50 pl
Ni-NTA agar6zt (Qiagen) adtam. A mintdkat 1 6rdn at inkubdltam 4 °C-on folyamatos razas
kozben. A gyantat centrifugdldssal gyljtottem 6ssze, majd O6tszor mostam 1 ml lizis pufferrel
és végiil 30 pul 2xSDS mintapuffert adtam az egyes mintdkhoz és forrasban 1évé vizben

inkubdltam 5 percig.
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4.5.7 Limitélt proteolizis

A His-PPYR1 fehérje protedz érzékenységét Dr. Friedrich Péter és Dr. Tompa Péter
laboratériumaban (MTA Enzimoldgiai Intézet, Budapest) Dr. Tantos Agnes vizsgilta. A
rekombindns fehérje emésztését tripszinnel (Sigma) és proteindz K (Merck) enzimekkel
végezték PBS pufferben (pH 7,5; Sigma), 20°C-on. A reakcid az enzim hozzdaddsaval indult,
majd 30 masodperc utin SDS-PAGE mintapufferrel éllitottdk le és 5 percig inkubaltak
forrasban 1évo vizben. 1:50; 1:100; 1:300 és 1:1000 enzim-szubsztrat anyagmennyiség aranyt
alkalmaztak, amelyet gy allitottdk be, hogy az enzim mennyiségét valtoztattdk a szubsztrat
alland6 (0,5 mg/ml) koncentraciéja mellett. A kontroll minta nem tartalmazott enzimet. A
protedz érzékenységet proteaszoma emésztéssel is megvizsgaltdk. A vizsgdlatokhoz
Drosophila 20S proteaszéma preparatumot haszndaltak, amelyet Udvardy [72] leirasa alapjan
tisztitottak. A kisérlet sordin 1 uM PPYRI1 fehérjét adtak 20 nM 20S proteaszoma
prepardtumhoz, 50 uM epoxomicin (Calbiochem) jelenlétében vagy hidnydban. A kezelést 37
°C-on 10 percig végezték, a kdvetkezd puffer jelenlétében: 20 mM Tris-HCI1 pH 7,5; 150 mM
NaCl; 10 mM MgCl,; 1 mM DTT. Mintavétel a proteaszoma hozzaaddasa el6tt (0 perc), majd
5 és 10 perc egyiittes inkubdlas utan tortént, a reakciét SDS-PAGE mintapuffer hozzdadédsaval
allitottak le és az elegyet 6t percig inkubdltdk forrdsban 1évd vizben. A mintdkat 12,5 % SDS-
poliakrilamid gélen valasztottak el Laemmli [70] modszere szerint, és eziist festéssel tették

lathatéva (Bio-Rad Silver Stain Kit) 0,01 % KMnOy jelenlétében.

4.5.8 Fehérje foszforilacio

A His-PPYRI fehérje (0,22 mg) foszforilaciéjat 0,5 ug cAMP-fiiggd protein kindz enzimmel
(Upstate) végeztem, amely specifikus aktivitdsa 8,1 nmdl foszfat/perc/ug a cég éltal hasznalt
Kemptide szubsztrattal mérve. A 150 pl reakciokozeg (50 mM Tris-HCl pH:7,5; 50 mM
NaCl; 1 mM benzamidin; 1 mM PMSF; 1 mM B-merkaptoetanol; 0,5 mM ATP; 25 mM
MgCly) 0,155 mCi [Y3 2P]—ATP—t (specifikus aktivitas: 400 Ci/mmol, teljes aktivitds a reakcid
kozegben: 1,7x10° cpm/mM ATP) tartalmazott. A reakci6 elegyet 30°C-on inkubéltam 2 6rén
keresztiil. 1, 10, 30, 60, 90, 120 perc elteltével 3-3 pl-t kivettem a kozegbdl és kationcseréld
papirra (Whatman P81) cseppentettem. A mintdkat 3x10 percig 0,5 % H3PO4 oldattal mostam

és 5 ml 0,25 N NaOH-ot tartalmazé folyadékszcintillacids cs6be tettem, majd megmértem a

28



radioaktiv mintdk Cserenkov sugdrzasit. A [Y*?P]-ATP specifikus aktivitds ismeretében
kiszamitottam, hany mol foszfat épiilt be a kiilonbozo idépontokig 1 mdl His-PPYRI1
fehérjébe. Kontrollként elvégeztem a reakciét His-PPYR1 nélkiil is. A 2 6rds mintdkbdl 3-3
pl-hez 2xSDS mintapuffert adtam és inkubdltam 5 percig forrdsban levd vizben, majd SDS-
PAGE-sel elvilasztottam a mintdkat. A gélt 80°C-on szdritottam 2 6rdn keresztiil és a 2p

beépiilést rontgenfilm (Agfa) segitségével, autoradiografidval detektaltam.

4.5.9 Protein foszfatdz Y enzimaktivitas mérés

A milelin bazisos proteint (MBP) Posas és munkatirsai [73] kordbban eredményesen
hasznéltdk a Saccharomyces cerevisiae PPZ1 1j tipusu foszfatdz szubsztratjaként. Az MBP
foszforilalasat Posas €s munkatérsai [73] szerint végeztem. 1 mg MBP (Sigma) foszforilalasat
31,5 ug marhaszivbdl tisztitott PKAc enzimmel (Upstate) végeztem (20 mM Tris-HCl
pH:7,0; 4 % glicerol; 0,4 mM benzamidin; 6 mM B-merkaptoetanol; 0,5 mM ATP; 25 mM
Mg-acetat); 0,25 mCi [Y3 2P]—ATP (specifikus aktivitas: 400 Ci/mmol, a teljes radioaktivitas a
reakcidé kozegben: 5,18x10° cpm/mM ATP) jelenlétében. A foszforildldsi reakcidt 45 percig
30 °C-on inkubdltam és 1 ml 10 % TCA oldattal allitottam le. A csapadékot 3 perc szoba-
hémérsékleten 13000xg fordulattal t6rténd centrifugdlassal gylijtottem 6ssze és mostam 8 x 1
ml 10 % TCA oldattal, majd 3 x 1 ml 96 % etanollal. A végsé pelletet 1 ml (50 mM Tris-HCl
pH:7,0; 10 % glicerol; 1 mM benzamidin; 14 mM B-merkaptoetanol) pufferben oldottam fel
és 4 °C-on taroltam. A jeldlési reakcié utdn a MBP szubsztrat radioaktivitdsa 6,6 x 10° cpm /
mg volt.

Az enzimaktivitds mérés sordn a reakciokozeg a kovetkez6 Osszetevokbdl allt: 30 pl reakcid
puffer (50 mM Tris-HCI pH:7,0; 0,1 mM EDTA; 5 mM DTT; 1 mM MnCl,), amely
tartalmazta a gatlészerként hasznilt OA-at (10 nM) vagy inhibitor-2-t (PPP1R2) (0,4 uM)
vagy rekombindns His-PPYR1-t (2,5 uM és 5 uM) vagy a foszforildlt His-PPYR1-et (2,5
uM), valamint 10 pl His-PPY (1,1 uM). Ezen komponensek 6sszemérése utin 5 percig 30 °C-
on inkubaltam az elegyet. A reakciét 10 pl **P-MBP (3,5 mM) hozzdaddsdval inditottam és 10
percig inkubdltam 30 °C-on. A reakci6 ledllitdsat 200 pl 20 % TCA oldattal végeztem, a
mintat 10 percig jégen tartottam. A csapadékot 12000 x g fordulaton 5 perc centrifugalassal
gyljtottem Ossze. A feliiliszobol 200 pl-t folyadékszeintillaciés csObe mértem, ami 5 ml 0,25

M NaOH-ot tartalmazott és megmértiik a radioaktiv mintdk Cserenkov sugarzasat. 1 U annak
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az enzimaktivitdsnak felelt meg, amely sordn 1 nM 32p; vlik le 1 perc alatt a szubsztrétrél az

adott reakci6 koriilmények kozott.

4.6 Immunologiai médszerek

A PPY-PPYRI1 kolcsonhatdst a rekombindns fehérjék immunprecipiticidjaval is
megerositettem. A PPYRI lokalizacidjanak vizsgalata céljabol pedig poliklonélis antitestet
allitottam eld, amelyet fejlodési, szovetspecifitdsi €s immunhisztokémiai vizsgalatokhoz

hasznaltunk fel.

4.6.1 Immunprecipiticié

A COS-7 sejteket 35 mm 4tmérdji edényben tenyésztettem, a tenyésztd folyadék eltdvolitisa
utdn a sejteket kétszer mostam 0°C-os PBS oldattal. Az egyes tenyésztdedényben 1évo
sejtekhez 0,4 ml lizis puffert (50mM Tris-HCI pH 7,5; 0,5% Triton-X 100; 150mM NaCl; 1x
Roche komplett, EDTA-mentes protdz inhibitor koktél) adtam és 30 percig inkubdéltam jégen
mozgatva. A feltart sejttormeléket centrifugdldssal (10000xg, 10 perc, 4°C-on) gyljtottem
Ossze, a feliilisz6 lizatumot immunprecipitaltam 2ug anti-HA 12CAS egér monoklonalis
antitest (Hoffmann La-Roche Ltd.) és GammaBind Plus Protein G-Sepharose (Amersham
Biosciences) alkalmazasaval, a kovetkezO weboldalon taldlhat6 leiras szerint: Attp.//www-

biology.ucsd.edu/labs/aroian/protocols/IP.htm.

4.6.2 Poliklondlis anti-PPYRI1 ellenanyag eldallitdsa és tisztitdsa affinitdskromatografidval

250 pg tisztitott rekombinans PPYRI1 fehérjét (PBS pH: 7,0; 60 % glicerol) homogenizaltam
50 v/v% Komplett Freund adjuvédnssal (Calbiochem) és ezt oltottam be nyulba. Két és négy
hét milva megismételtem az oltast azonos mennyiségli fehérjével, amely homogenizalasat
Incomplett Freund Adjuvénssal (Sigma) végeztem. Az anti-PPYR1 szérumot 10 nappal az
utolsé oltast kovetden izolaltam, PPYRI1 elleni antigenitdsit dot blot és Western blot
moédszerrel vizsgiltam. A szérumbdl a PPYRI1 specifikus immunglobulinokat Brewis és
munkatirsai médszere alapjan [74], affinitaskromatografiaval tisztitottam. A baktériumban
termeltetett PPYR1 fehérjét 1 g cian-bromid aktivalt Sepharose 4B (Amersham Biosciences)

1 cm atmérdjt oszlophoz kapcsoltam, és ezen dramoltattam at a szérum 10 ml térfogatit. Ezt
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kovetéen mostam az oszlopot eldszér 20 ml (20 x oszloptérfogat) 10mM Tris-HCI (pH: 7,5);
majd 30 ml (30 x oszloptérfogat) 10mM Tris-HCl (pH: 7,5); 500 mM NacCl pufferrel. Az
eludlast 10 ml (10 x oszloptérfogat) 100 mM glicin (pH: 2,5) oldattal végeztem, az
eludtumhoz azonnal hozzdadtam 1/10-ed térfogat 1M Tris-HCI (pH: 8,8) puffer oldatot és
0,01 % Na-azid jelenlétében -20°C-on taroltam. Az igy tisztitott PPYR1 specifikus szérumot

hasznaltuk a Western blot és immunhisztokémiai kisérletekhez.

4.6.3 Western blot

A fehérje preparitumokat SDS-PAGE-vel Laemmli [70] szerint valasztottam el, majd
Immobilon-P PVDF membrénra (Milipore) vagy Hybond™ ECL™ nitrocelluléz membranra
(Amersham Biosciences) transzferdltam. A kisérletekhez BioRad elektroforézis és transzfer
késziiléket haszndltam. A fehérjék membranra torténd atvitelét transzfer pufferben (120 mM
Tris-HCI, 40 mM glicin, 20 v/v% methanol), 25V dllandé fesziiltséggel, 12-16 O6ran &t
végeztem. A transzfert kovetden a membrant reverzibilisen festettem Ponceau S oldattal
(Sigma), amely lehetévé tette a standard, ismert molekulatomegli fehérjék azonositisit. A
festék eltavolitdsa utdn a membrant 1 6rdn at blokkol6 pufferben (1XPBST, 5 v/v% alacsony
zsirtartalmu tejpor vagy az anti-His antitest esetében 3 v/v% BSA) inkubdltam. A blokkold
pufferhez hozzdadtam a megfeleld els6 antitestet €s 1 6ran at 20°C-on vagy 12 6rdn 4t 4°C-on
folytattam tovabb az inkubdldst. Mig a rekombinans fehérjék kimutatisira Anti-Myc Al4
(Santa Cruz) nyul poliklondlis, anti-HA 12CAS5 (Hoffmann La-Roche Ltd.) egér monoklonalis
és anti-penta-His (Qiagen) monoklondlis antitestet, addig a nativ PPYR1 azonositdsdhoz anti-
PPYR1 antitestet hasznaltam. Az els6é antitesteket kecskében kifejlesztett, torma peroxidiz
enzimhez kapcsolt anti-egér (Sigma AQ0168) vagy anti-nyul (Sigma A0545) maésodik
antitesttel jeloltem €s Supersignal West Pico kemilumineszcens szubsztrittal (Pierce) tettem
lathatéva. A reagens altal kibocsatott fényt rontgen filmen (Agfa vagy Fuji) rogzitettem a jel

er6sségétol fiiggden 3 masodperctdl 20 percig tartd expozicidval.
4.6.4 Immunlokalizacid
Az immunohisztokémiai kisérleteket Dr. Gausz Janos laboratériumaban (MTA SzBK,

Genetikai Intézet, Szeged) Dr. Adim Géza végezte. A kisérlethez felhasznalt Drosophila

embriok chorion rétegét eltivolitotta, a tesztisz és ovarium mintdkat PBS-ben izoldlta. Az igy
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el6készitett prepardtumokat 4 v/v% formaldehidet tartalmazé PBS oldatban fixdlta és
haromszor mosta 1 v/v% Triton-X 100 tartalmi PBS-sel. Az immunofestést Addm és
munkatdrsai altal leirt moédszer szerint végezték [75]. Az embridkamrdk RN&z kezelését
tovabbi két PBS-sel torténé mosds eldzte meg. Az RNaz A emésztés 37 °C-on, 2 6rdn at
tortént 400 pg/ml enzim jelenlétében. Az affinitastisztitott anti-PPY és anti-PPYRI1
antitesteket 1:500 higitdsban alkalmazta. Masodik antitestként Cy3—jelolt anti nydl (Jackson
ImmunoResearch Laboratories) szérumot haszndlt 1:100 higitisban. A PPY és PPYRI
lokalizacidjanak azonositdsiéhoz Zeiss LSM 510 Confocor 2 konfokélis mikroszképot

hasznalt.
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5. EREDMENYEK

5.1 A PPY-nal kolcsonhaté fehérjék kimutatasa

A Drosophila tesztisz specifikus protein foszfatiz Y és N funkcidjdnak tanulmanyozasa
érdekében élesztd két-hibrid modszerrel kolesonhat6 fehérjéket kerestiink. A kisérletben 3.
stddiumi cDNS konyvtar sziirését végeztilkk, ami a Drosophila fejlodése sordn a legtobb
mRNS-rdl atirt cDNS-t tartalmaz. Az ecetmuslica egyedfejlédésének ebben a stidiuméban
fejezodik ki eloszor a PPY és a PPN mRNS, igy a konyvtar alkalmas valds kolcsonhatasok
kimutatdsara. ,,Csaliként” a pGBKT7-PPY konstruktot hasznéltuk, amely tartalmazta a PPY
teljes hosszisigu koédold szekvencidjit. Az élesztd két-hibrid rendszerben, ha kdlcsonhatds
alakul ki két fehérje kozott, akkor elkezdddik a vektorban taldlhaté két riporter génrdl az
mRNS atirds és a fehérje termelés. A hisztidin auxotréfidt komplementdld riporter gén
mikodését a telepek szelektiv tdptalajon (SD-LTH) torténd novekedésével, mig a -
galaktozidaz fehérje kifejez8dését az enzim aktivitdsaval tudjuk kimutatni. Az 1,2x10° db
transzformdns telep koziill 126 novekedett SD-LTH tdptalajon, B-galaktoziddz aktivitast
viszont csak 21 db telep esetében tudtunk kimutatni. Elvégeztiik a kettds pozitiv telepek altal
kédolt ¢cDNS szekvencidk meghatdrozasiat. Ez alapjdn hdrom inverz, két genomi DNS,
valamint tovdbbi hat 4l pozitiv szekvenciit azonositottunk. A nem fiziol6gids
kolcsonhatdsokat a mas kutat6 csoportok altal azonositott és a

http://www.fccc.edu/research/labs/golemis internetes oldalon megtaldlhaté eredmények

alapjan zartuk ki a tovdbbi vizsgdlatokbol. Ezek koziil 6t a szukcinat-koenzim-A-ligaz
enzimet, egy pedig a 20 S riboszémalis fehérjét kodolta. Tehat tiz valddi pozitiv klén maradt
csak, amelyek 6t kiilonbozo génrdl atirodé cDNS-nek feleltek meg (3. tablazat). A pGBKT7-
PPN ,,csali” vektor felhasznildsaval Gsszesen Ot pozitiv telepet azonositottunk, ezeket mind
ellendriztiik. A DNS szekvendlds alapjan mind az 6t klén azonos génbdl szarmazott (3.

tablazat).
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3. tablazat. Az élesztd két-hibrid kisérlet alapjan azonositott, Drosophila protein foszfatiz

Y-nal és N-nel kolcsonhatd géntermékek.

,,Csali” | Kolcsonhat6 | Fiiggetlen | Szekvenalassal | Fehérjét A fehérje
vektor fehérje klonok azonositott alkoto azonositasa
(gén kod) szama nukleotidok | aminosavak
szama szama
pGBK T7- | CG15031 1 614 309 DmVig
-PPY homoldg
RNS-kot6
fehérje
CG14884 1 720 327 szignaloszéma
CSNS5
komponens
CG4362 6 648 216 homospermidin
szintetaz
CG7255 1 585 870 aminosav
transzporter
CG1553 1 608 834 PP1-koto
fehérje
pGBK T7- CG6167 5 620 487 PKCa
-PPN kolcsonhaté
fehérje

A protein foszfatdz Y-nal kolcsonhatott a CG15031 génrdl atirédd, Vasa intronikus génnel

homoldgiat mutatd, feltételezhetben RNS-kotd fehérje [76], a szignaloszoma CSNS5

komponense [77], a homospermidin szintetdz enzim (hat fiiggetlen klénban) (CG4362), egy

aminosav transzporter (CG7255), valamint egy PP1-kotoként leirt fehérje (Dr. Bennett

Dainmark, nem kozolt adat). A PPN esetében egyetlen fehérje kapcsolodésat tudtuk

kimutatni, ezt viszont 5 fiiggetlen klon is megerdsitette. A CG6167 gén terméke kozel 65 %

homol6giat mutat a human PKCa kolcsonhat6 (PICK1) fehérjével [78].
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A kolcsonhatdsok megerdsitése érdekében az azonositott kdlcsonhatd fehérjéket és a GAL4
fehérje transzaktivator doménjét kifejezd vektort djratranszformaéltuk élesztd sejtekbe, a
megfeleld protein foszfatdzt a GAL4 DNS-koté doménnel fiiziés formédban kifejezd vektorral.
Mind a hat transzforméns telep kindtt a megfeleld szelektiv taptalajon, és ki tudtuk mutatni a

B-galaktozidaz riporter gén miikodését, ami megerdsitette a feltételezett kdlcsonhatast.

5.2 A PPY-CG15031 kolcsonhatas megerdsitése és specifitasanak igazolasa

A tovabbi vizsgdlatok céljara a CG15031 Celera Genom azonositéval jelolt (Génbank
azonosité: NM_132784) gén termékét a PPY-nal kolcsonhaté fehérjét valasztottuk. Southern
blot kisérlettel megerdsitettiik a Drosophila Flybase adatbazisban
(http://flybase.bio.indiana.edu/, Drosophila melanogaster genom program 2004. 3.2 verzidja)
taldlhaté informéciot, mely szerint egyetlen CG15031 gén taldlhat6 az ecetmuslica genomban.
A gén a Drosophila X kromoszomédjinak 13B3 régidjdban lokalizdlédik. A CG15031 cDNS-t
kordbban tesztisz konyvtarbol izolédltdk (Berkeley Drosophila Genome Project http:/

www.fruitfly.ore/EST/). Mivel a PPY is tesztiszben talalhatd, a kolcsonhatasnak in vivo

jelentésége lehet. A kolcsonhatdst harom fiiggetlen médszerrel is megerdsitettiik.

5.2.1. Elesztd két-hibrid modszer

A PPY és a CG15031 gén éltal kédolt fehérje kozotti kolesonhatéds specifitdsat a Drosophila
specifikus PPN (Génbank azonosité: Y17355) és a PP1 négy kiilonbozd izoforma (Génbank
azonositok: NM_080198, NM_080182, NM_079760 és NM_167229) cDNS-ét tartalmazé

éleszto két-hibrid vektorok kozvetlen transzformalasaval ellendriztiik (3. dbra).
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Kontroll

4 {

PPY PPN =

+

PP1 a96A al3C p9C o87B

3. abra. A PPY-CG15031 kolcsonhatds specifitdsanak igazoldsa. A PPY, PPN
valamint a PP1B9C, PP1a13C, PP1a87B és a PP1a96A protein foszfataz katalitikus
alegység izoformdkat az élesztd két-hibrid ,,csali” vektor a GAL4 DNS-k6t6 doménnel
egyiitt tartalmazta. Ezen konstruktokat paronként transzformaltuk a CG15031, GAL4
aktivator domént kifejez6 plazmiddal Y190 jelt élesztd torzsbe. A kolcsonhatdst -
galaktozidaz enzimaktivitds kimutatasaval (kék szinii termék) vizsgaltuk. Negativ
kontrollként (-) a protein foszfatdz 1 miozin-k&td regulétor alegység és a PPY, pozitiv
kontrollként (+) pedig az SV40 virus T antigén és a p53 fehérje egyiittes kifejezése

szolgalt.

A 3. abra alapjan megallapithatjuk, hogy a pozitiv kontroll mellett csak a PPY-CG15031
géntermék kombinacié esetében tapasztaltunk pozitiv B-galaktoziddz aktivitast. A CG15031 a
varakozasainknak megfelelden nem kotdédott a Drosophila protein foszfatiz 1 egyik
izoforméjahoz sem élesztd két-hibrid rendszerben, hiszen nem tartalmazza a kotésért felelOs
konzervalt felismerd helyet [34]. A kolcsonhatds specifitasit mutatja, hogy a Drosophila
tesztisz specifikus PPN sem 1€p kapcsolatba a CG15031 fehérjével. Ezen eredmények alapjan
a CGI15031 génterméket elneveztik a PPY elsOnek azonositott reguldtor alegységének
(PPYR1).

5.2.2. Immunprecipiticid

A PPY-PPYRI kolcsonhatds tovdbbi megerdsitése érdekében COS-7 emlds sejtekben egyiitt
fejeztik ki a PPY-hemagglutinin fiziés fehérjét (HA-PPY) és a PPYRI1 myc epitop
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szekvencidval fuziondlt valtozatit (Myc-PPYR1). Ezt kovetden immunprecipiticiot
végeztiink anti-HA antitesttel, majd a precipititumban a PPY és PPYR1 fehérjéket anti-HA és
anti-Myc antitesttel detektaltuk (4. dbra).

HA-PPY + + 4+ +

Myc-vektor i - t

Myc-PPYR1 +

J0kDa —> e — «—— 47kDa

anti-HA anti-Myc

antitest antitest
4. dbra. A PPY-PPYRI kolcsonhatds megerdsitése COS-7 emlds sejtekben. Egyiitt
termeltettik a PPY-hemagglutinin fiziés fehérjét (HA-PPY) és a PPYRI1-et myc
epitop szekvencidval (Myc-PPYR1) COS-7 emlds sejtekben, 48 6rdn keresztiil. Ezt
kovetden az HA-PPY fehérjét immunprecipitiltuk anti-HA antitesttel és Protein-G-
Sepharose gyantdhoz kotottilk az immunkomplexet. A centrifugdldssal 0sszegylijtott
gyantat 2xSDS mintapufferrel, forrasban 1évé vizben inkubdltuk 5 percig. A mintdk
HA-PPY tartalmat anti-HA antitesttel ellendriztiik, €s anti-Myc antitesttel mutattuk ki
a kapcsolédé Myc-PPYRI1-et. Negativ kontrollként az HA-PPY Kkonstruktot

transzfektaltuk egyiitt a Myc-szekvenciat hordozé vektorral.

A HA-PPY mindkét esetben jelen volt a komplexben, a Myc epitdpra specifikus antitest
azonban csak a rekombindns PPYRI1 jelenlétében adott jelet 47 kDa méretnél. Tehat a Myc-
PPYR1 a HA-PPY fehérjén keresztiil kapcsolédott az immunkomplexhez. A kisérlet
eredménye megerdsitette a kdlcsonhatdst a két fehérje kozott. Az emlds rendszerben kifejezett
PPY molekulatdomege nagyobb méretiinek bizonyult (40 kDa) a gélelektroforézis sordn, mint
a baktériumban kifejezett fehérje (36 kDa) (v.6. 6. A dabra). Ez a méretbeli kiilonbség
feltételezhetden a PPY eukaridta sejtekben bekovetkezd posztszintetikus moddositdsdnak

eredménye lehet.

5.2.3. ,,Pull-down” kisérlet

A baktériumban termeltetett és affinitiskromatografidval tisztitott PPY fehérjét (His-PPY)

hozzaadtuk olyan COS-7 sejtek lizditumahoz, amelyek nagy mennyiségben termelték a Myc-

PPYR1-et. A PPY N-termindlis végén elhelyezkedd, hat hisztidinbdl allé fuziés peptid
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lehetdvé tette a His-PPY Ni-agar6z gyantdhoz val6 kotését. Azt, hogy a komplex megkototte
a PPYRI1-et is, anti-Myc antitesttel tudtuk kimutatni (5. dbra).

+ -—

His-PPY
His-PPN
Myc-vektor R R
Myc-PPYR1 + Kontroll

+
P

anti-Myc antitest

I+ 1 +

+ 1+ 1
I+ + 1

5. dbra. A PPY-PPYRI kolcsonhatds megerdsitése rekombindns fehérjék segitségével.
Affinitaskromatogrifidval tisztitott rekombindns His-PPY vagy His-PPN fehérjét
adtunk olyan COS-7 eml6s sejtek lizdtumahoz, amelyek a Myc-PPYR1 fehérjét illetve
a Myc peptidet termelték (Myc-vektor). A kontroll siv a Myc-PPYR1-et kifejezd
sejtek lizatumabol késziilt minta volt. A detektalast Western blot médszerrel végeztiik.

A rekombinéns fehérjék molekulatomegét kilodalton (kDa) egységben tiintettiik fel.

A komplex kialakuldsidnak specifitdsat igazolja, hogy a His-PPN fehérje nem kot6dot a
PPYR1-hez. A PPYRI1 kismértékben képes a Ni-agar6z gyantdhoz aspecifikusan kapcsolddni,

a His-PPN esetében lathat6 gyenge jel ennek a kovetkezménye.

5.2.4 Feliileti plazmon rezonancia vizsgédlat

A Drosphila PPY és PPYR1 fehérjéket E. coli baktériumban termeltettiik, az N-termindlisan
elhelyezkedd His-fuziés peptid lehetové tette a Ni-agardz affinitdskromatografias tisztitast (6.
A, B 4bra). A His-PPY és His-PPYR1 kozott kialakul6 fizikai kdlcsonhatds kinetik4jat feliileti
plazmon rezonancia mérésen alapulé Biacore-X késziilékkel vizsgaltuk meg (6. C abra). A
méréseket kovetden meghataroztuk a két fehérje kozotti disszocidcids allandot (Ky), amely
(6,2+1,6)x10® M (n=3) érték volt. Azonos koriilmények kozott a His-PPN és a His-PPYR1
kozott a Kq érték sokkal magasabbnak bizonyult (4,240,6)x10” M (n=3). A mérések alapjan
szamitott disszocidcidés allandé négy nagysigrenddel volt magasabb a PPN felszinen
ataramoltatott PPYRI1 esetében a PPY felszinhez képest. Tehat a PPYRI1 egy 1j specifikus
PPY-kot6 fehérje.
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6. dbra. Az E. coli-ban termeltetett rekombinans fehérjék kolcsonhatasanak vizsgalata.
A His-PPY (A) és His-PPYR1 (B) fehérjéket E. coli baktériumban termeltettiik, és Ni-
agar6z affinitiskromatografiaval tisztitottuk. A molekulasily standard mellett
kozvetlen elhelyezkedd sav a mosé frakciot, a mésik sav pedig a 100 mM imidazollal
elualt frakciét tartalmazza mindkét abrarészleten. (C) A PPY-PPYR1 kolcsonhatas
kinetikdjanak meghatarozasa. A rekombinans His-PPY-t Biacore szenzor chip
felszinéhez kotottiikk és ezen a feliileten dramoltattuk dlland6 atfolyasi sebességgel a
His-PPYR1 0,4 uM (pontozott vonal); 0,5 uM (folytonos vonal); 0,8 UM (szaggatott
vonal) koncentrdci6éjd mintdjat (1-180 sec). Ezutdn fehérjementes pufferrel mostuk a
feliiletet (181-360 sec). A kapott valaszt relativ skdlan tiintettitkk fel (RU). Az abra

harom fiiggetlen kisérlet egyikének az eredményét mutatja be.
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5.3 A rekombinans PPYR1 biokémiai jellemzése

A PPYRI1 gén és cDNS szekvencidjdnak ismeretében egy 309 aminosavbdl all6 fehérje
keletkezését josolhatjuk. Mutécidjat eddig még nem irtdk le, a gén funkciéjit nem ismerjiik. A
PPYRI1 jellemzése érdekében elvégeztiik az E. coli-ban expresszalt rekombindns protein

biokémiai vizsgélatat.

5.3.1 Tomegspektrometria

A baktériumban kifejezett His-PPYR1 aminosav sorrendjét tomegspektrometridval
ellendriztiik. A médszer segitségével 28 peptidet azonositottunk, amely 77%-ban fedte le az
altalunk vart szekvenciat (7. dbra). A His-PPYRI1 fehérje 20 aminosavbol all6 plazmid
szekvencidt tartalmaz az N-termindlis részen, ez magdban foglalja a hat hisztidin maradékot.
Ezt koveti a CG15031 gén terméke, ami 277 aminosav hosszisdgi. A C-termindlis hordoz

még egy 15 aminosavbdl 4ll6 plazmid 4ltal kodolt szekvenciat is.

mgsshhhhhhssglvprgshMNV ELVALTEDEEMEK S QKK S SMV RV EPE
M3 QKPOKARRLF QPRKVENKITLTTPLTAPKKERVEDIKVADPLEKEVE
SVEVTVPKNKLCKTRRNEP GORLFORRSGS* KRTGVKAVEKRINGAGAR
NWGSIOOEIDLRORTNLETFERIKLERKVESFVYEY DS SEETEQY TLDE
WRAMOADKKOVLNKE IMSDE G TRKEVTEGSEETVRAEGEGDTODTEGL
DETGETHOTENTE TGERSESSCETHTR AR SGV EPDR SEGSEETESS 3L
EEESEELHDDGg rtrappppplrsge

7. abra. A  His-PPYR1  aminosav  szekvencidgja. A  MALDI-TOF
tomegspektrometridval azonositott szekvencidt aldhuzéssal, a josolt RNS-k6t6 domént
dolt betiivel, a feltételezhetd foszforilacids helyet csillaggal, a cAMP-fiiggd protein
kindz felismerd helyét, pedig vastag-dolt betiivel jeloltik. A C-terminélison
elhelyezkedd heptapeptid ismétlodéseket sziirke hattérben tiintettiik fel. A vektor altal

kédolt szekvenciat kisbetiik jelolik.

A rekombindns PPYRI els6dleges szerkezete tehiat megegyezett a cDNS altal kodolt fehérje

aminosav sorrendjével, és alkalmas volt a fehérje in vitro biokémiai jellemzésére.
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5.3.2. SDS poliakrilamid gélelektroforézis

A His-PPYR1 aminosav szekvencidja alapjan a rekombinédns fehérje molekulatomegét 33 kDa
méretiinek, az izoelektromos pontjit pedig 9,4-nek szdmitottuk az ExPASy nevli program

(http://au.expasy.org) alkalmazéasaval. Kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy a rekombindns

PPYR1 denaturdlédott és kicsapddott, ha az oldat pH-ja 9 folé emelkedett, tehat a josolt
izoelektromos pont értéke igazoldst nyert. A kisérletesen, SDS poliakrilamid
gélelektroforézissel meghatarozott molekulatomeg azonban az emlds sejtekben (4. dbra) és a
baktériumban (6. B dbra) termeltetett rekombindns PPYR1 esetében is nagyobbnak adddott
(47 kDa), mint a szamitott ért€k. A latszolagosan nagyobb molekulatomeg a szerkezeti
rendezettséget nem mutaté fehérjék egyik jellemzd tulajdonsdga [79] [80]. A fehérje

rendezetlenségét tobb fiiggetlen mddszerrel is aldtdmasztottuk.

5.3.3 CD spektroszkdpia

A PPYRI CD spektrumdnak vizsgélata alapjdn (8. dbra) megéllapitottuk, hogy a fehérje
spektruma 200 nm-nél mutat minimum értéket, és 230 nm hulldmhosszndl kozelit a
polarizécids szog a nulldhoz. Ez a kép olyan fehérjékre jellemzd, amelyekben nincsenek jol

meghatarozhatd, ismétlodo szerkezeti elemek [79].

Ellipticitas (mdeg x cm™)

-4 T g T J T S T S T L T L T
190 200 210 220 230 240 230

Hullimhossz (nm)

8. dbra. A His-PPYR1 CD-spektruma. Az dbra 6t kiillonb6zé mérés atlagat mutatja a

puffer spektruménak korrekcidba vétele utan.
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5.3.4 Proteaz érzékenység

Ismeretes, hogy a rendezetlen fehérjék, j6 szubsztratjai a protedzoknak, mert flexibilis
szerkezetiik bele tud illeszkedni az enzimek katalitikus zsebébe. Ezért dsszehasonlitottuk a
His-PPYR1 és a BSA érzékenységét a proteindz K €s a tripszin enzimekkel szemben (9. A
abra). Azt tapasztaltuk, hogy a PPYR1 lebomldsa mindkét esetben sokkal hatékonyabban
ment végbe. Masik megfigyelésiink az volt, hogy a 20S proteaszoma ubiquitin mddositas
nélkiil is hatékonyan bontotta le a PPYR1-et, hasonléan az alfa-synuklein [81] és p21Cipl [82]
rendezetlen fehérjékhez (9. B dbra). Ezt a folyamatot gitolni tudtuk a proteaszoma specifikus

inhibitoraval, az epoxomicinnel.

A
Proteinaz K Tripszin
288825886
B T B
His-PPYR1
BSA w «
B

Ido6 (perc) 0 5 10 0 510

proteaszoma  +epoxomicin

9. dbra. A His-PPYRI protedzok irdnti érzékenysége. (A) A His-PPYRI emésztése
tripszin és proteindz K enzimekkel, kiillonb6z6 enzim:szubsztrat ardny alkalmazasaval,
a reakci6id6: 0,5 perc. Az emésztett mintdkat SDS-PAGE-vel vélasztottuk el és
Coomassie Brilliant Blue G-250 festékkel tettiik lathatévd. Osszehasonlitasként
azonos koriilmények kozott kezelt BSA fehérje 1athaté az dbra alsé részén. A kontroll
sav az emésztetlen fehérjéket tartalmazza. (B) His-PPYR1 emésztése tisztitott

proteaszémaval adalék nélkiil és 50 mM epoxomicin jelenlétében.
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5.3.5. Hostabilitds

A legtobb rendezetlen fehérje hdstabil, mert nem tartalmaz hidroféb kozponti részt €s magas
hémérsékleten is oldhaté marad. A PPYRI esetében azt tapasztaltuk, hogy 10 perc forralast
kovetden is valtozatlanul a feliiliszéban maradt. A kontrollként alkalmazott BSA viszont csak

a pellet frakciéban volt megtalalhat6 (10. dbra).

PPYR1 BSA
—— — — ~—
- F P - F P

10. abra. A PPYRI1 héstabilitasa. 0,05 mg/ml His-PPYR1-et és 0,05 mg/ml BSA-t PBS-
ben, 10 percig forraltunk, majd a mintakat 4°C-on centrifugaltuk 100.000xg fordulattal, 10
percig. A kezeletlen (-) mintét, a centrifugdlds utin kapott feliiliszot (F) és pellet (P)

frakcidkat SDS-PAGE-vel vizsgaltuk.

5.4 A PPYRI1 RNS Kkotésének vizsgalata

A PPYRI elsddleges fehérje szerkezetének osszehasonlito vizsgélata egy hialuron/RNS-kotd
domént azonositott (7. dbra). Ez megtaldlhaté a hialuron-koté fehérjében (HABP4) [83] és az
1-es tipusd plazminogén aktivator gatld (PAI-1) mRNS-koté fehérjében [76], ahol a PAI-1
mRNS stabilitdsaért felelds. A domén szerkezet nagymértéki homoldgidja alapjan

feltételeztiik, hogy a PPYRI1 is képes RNS molekuldkhoz kapcsolddni.
5.4.1 RNS kotés kimutatdsa CD-spektroszkdpidval
Megvizsgaltuk a rekombindns His-PPYR1 RNS-kot6 képességét CD-spektroszkopids

modszerrel. Felvettiik kiilon-kiilon a His-PPYR1 és a Drosophila teljes fehérjementes RNS

preparaitum CD spektrumat, és ezen értékek Osszegzésébdl szamitott adatokat
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Osszehasonlitottuk a fehérje-RNS elegy mért CD spektrumdval. Azt tapasztaltuk, hogy a
szamitott érték alacsonyabb, mint a kisérletesen meghatarozott (11. dbra), tehat a rekombindns
PPYR1 in vitro kotédni képes az RNS-hez. Azt feltételezziik, hogy egy iddleges, gyenge

kolesonhatés alakul ki a fehérje és a ribonukleinsav kozott.

Ellipticitas (mdeg x cm-1)

v T T T T T g T T T d T
190 200 210 220 230 240 250
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11. dbra. A PPYR1 RNS-kot6 képességének vizsgalata CD spektroszkopidval. A His-
PPYR1 CD-spektruma (szaggatott vonal), D. melanogaster teljes RNS preparatum
CD-spektruma (pontozott vonal), His-PPYR1 és az RNS prepardtum egyiittes CD-
spektruma (szaggatott-pontozott vonal) polarizdcids szog egységben megadva. A
szamitott His-PPYR1 és az RNS preparatum egyiittes spektrumat a folyamatos vonal
mutatja. Minden spektrum ot kiilonbdz6 mérés atlagat mutatja, a puffer spektruméval

valo korrekci6 utan.

5.4.2 RNS kotés kimutatasa dot blottal

Megfigyeltiik, hogy a PPYR1 specifikus poliklondlis antitest pozitiv immunreaktivitdst mutat
a Drosophila-bdl izol4lt teljes RNS mintdval szemben (12. dbra). Az RNS minta RNaz vagy
proteindz K kezelését kovetden is pozitiv jelet adott az antitesttel, nem tudtuk viszont
kimutatni a PPYR1-et az RNaz emésztést kovetd protedz kezelés utan. A Neurospora crassa
eukariota fonalas gombdbdl izolalt teljes RNS prepardtum viszont nem adott keresztreakciot a
PPYRI1 specifikus antitesttel. Ez az eredmény érthetd, hiszen az N. crassa genomjaban nem

talalhaté a PPYR1-nek megfeleld gén. Azt feltételezziik, hogy a PPYRI fehérje egyiitt marad
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az RNS molekuldval a tisztitds sordn, és ezt a kapcsolatot csak az RNS lebomlédsa utdn lehet

megsziintetni (12. dbra).

1 2 3 4

5 6 7 8

12. dbra. A PPYRI RNS-kotd képességének vizsgilata dot blottal. A PPYRI1
specifikus antitest pozitiv immunreaktivitdst mutatott a Drosophila-bdl izoldlt 10 pg
teljes RNS mintaval (5). Nem tudtunk hasonl6 jelet kimutatni sem 10 pg Drosophila
genomi DNS (2), sem 10 pug Neurospora crassa teljes RNS (3) prepardtumbodl. A
PPYR1 a Drosophila RNS RNéz (6) vagy proteindz K (7) kezelése utdn tovabbra is
kimutathaté volt, csak az RNaz emésztést kdvetd proteindz K emésztés hatdsdra (8)
nem kaptunk pozitiv reakciét. Kontrollként 180 ng rekombindns His-PPYRI1

kezeletlen (1) és proteindz K emésztett (4) mintdkat vittiink fel a membranra.
5.5 A PPYRI1 egy foszforilalhat6 fehérje
A szamitogépes szerkezetvizsgalattal azonositottunk egy feltételezhet6 cAMP-fiiggd protein
kindz (PKA) foszforilaciés helyet a PPYR1 szekvencidban (7. abra). In vitro foszforilacids

kisérletben kivantuk bizonyitani, hogy a PKA enzim képes foszfat csoportot kapcsolni a His-

PPYR-hez.
5.5.1 Invitro foszforilacid
A rekombindns His-PPYR1-et PKA enzimmel és [y->P]ATP-vel in vitro két 6raig inkubalva

kozel 1 mol foszfat beépiilését tudtuk kimutatni 1 mél His-PPYRI1 fehérjében (13. 4bra).

SDS-PAGE-t kovetd autoradiogrifidval egy 47 kDa molekulatdmegi sdvot azonositottunk, a
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His-PPYR1 nélkiil végzett reakciét kovetéen semmilyen jelet sem tudtunk detektdlni. A

foszféatcsoport tehat a His-PPYRI1 fehérjébe épiilt be.

1.00-

0.754

0.50- His-PPYR1

o
3
1
|
2
]

Foszfat beépiilés
(mol foszfit/mol fehérje)

Ido (perc)

13. abra. A PPYRI1 in vitro foszforilacidja. A baktériumban termelt His-PPYR1-et
marha rekombindns protein kindz A katalitikus alegységgel foszforildltuk [y-
2PJATP jelenlétében. A fehérjéket TCA-val csaptuk le és meghatdroztuk a beépiilt
radioaktivitast. A grafikon harom fiiggetlen kisérlet eredményének atlagat abrazolja,
a szords feltiintetésével (p<0,05). A bels6 dbrarészlet a reakcidelegybdl 120 perc
elteltével vett mintat (+) dbrdzolja, SDS-PAGE é&s autoradiografiat kovetden. (-) a

kontroll reakciot jel6li, amely a His-PPYR1 nélkiil tortént.

5.5.2 A foszforilalt PPYR1 hatasa a PPY aktivitasara

A baculovirus expresszids rendszerben kifejezett PPY aktivitdsit elséként Armstrong és
munkatdrsai [29] mérték meg, foszforildz a és foszfokazein szubsztrat alkalmazasdval. A
baktériumban termelt His-PPY aktivitisméréshez mielin bdazisos fehérje szubsztratot
hasznéltunk, amelyet Posas €s munkatérsai [73] kordbban mar felhasznaltak a Saccharomyces
cerevisiae PPZ1 1j tipusu foszfatdz aktivitds méréséhez. Eredményeink 6sszhangban voltak a
korabbi megfigyelésekkel, a PPY enzimaktivitas gitolhaté volt 10 nM okadainsavval, viszont
a feleslegben alkalmazott inhibitor-2/PPP1R2 fehérjével nem (14. dbra). Megvizsgaltuk a His-
PPYRI1 hatasat is a PPY aktivitasara; a félmaximalis gatlast 5 uM koncentracioban fejtette ki

a kolcsonhat6 fehérje. Az in vitro foszforilalt His-PPYR1 ennél kétszer hatékonyabban gétolta
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a foszfatazt. Megmértiik a PPY aktivitdsat a foszforildlt PPYR1-et haszndlva szubsztratként
(0,42 mg/ml), és azt tapasztaltuk, hogy a specifikus aktivitds alacsonyabb volt (5,8+1,4

U/mg), mint a mielin bazisos fehérje szubsztrat esetében.
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14. dbra. A rekombindns PPY foszfatdz aktivitdsat mielin bazisos fehérje szubsztrat
alkalmazasaval mértilk. Az okadainsavat (OA) 10 nM, az inhibitor-2 (PPP1R2)
fehérjét 0,4 uM, a rekombinans PPYRI1-t 2,5 és 5 uM, a PKA-val foszforilalt
PPYRI1-et (PPYRI1-P) pedig 2,5 uM koncentricioban alkalmaztuk. Az enzim
specifikus aktivitdsa gatlészerek nélkiil 25 U/mg volt, ezt az értéket abrazoltuk
100%-nak a kontroll esetében. A diagrammon hat fiiggetlen mérés eredményeinek
atlagit dbrazoltuk a szérdsok feltiintetésével. A csillaggal (*) jelolt oszlopok

szignifikans eltérést jelentenek a kontrollhoz képest (p<0,05).
5.6 A PPYR1 mRNS vizsgalata
A PPYRI1 funkcidjanak jobb megismerése érdekében mRNS és fehérje szinten is
megvizsgéltuk a géntermék expresszidjat. Az mRNS kimutatdsdt Northern hibridizacidval,

szerv €s sejten beliili lokalizdcigjat pedig in situ hibridizacidval végeztiik. A PPYR1 fehérje

expresszidjat Western blot €s immunhisztokémiai mddszerekkel hatdroztuk meg.
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5.6.1 Northern blot

A PPYR1 mRNS kimutatisdra a teljes hosszisdgi cDNS koédolé régidjat hasznaltuk
prébaként. A tesztiszben egy 1,7 kb, az ovariumban egy 1,4 kb méretli mRNS-t tudtunk
kimutatni (15. A dbra). A korai embriéban nem volt kimutathaté mennyiségben jelen a

PPYRI1 mRNS (15. B édbra).
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15. dbra. A PPYR1 mRNS szovetspecifikus megjelenése. 30 pug tesztisz, 70 ug
ovarium és 30 pug korai embri6 (2. stadium) teljes RNS mintét vizsgaltunk Northern
blottal, PPYR1 specifikus cDNS préba alkalmazdsaval. A  sdvokat
autoradiografiaval mutattuk ki, 7 nap expoziciot kovetden. A savok méretét a harom
rRNS sav mérete alapjan hataroztuk meg. Az mRNS-ek mérete kozotti kiillonbség

két eltéré méretl fehérje keletkezését eredményezheti.

5.6.2 mRNS in situ hibridizacié

A PPYR1 mRNS szovetspecifikus kifejezddését a Drosophila ivarszervekben in situ
hibridizaciéval kovettiik nyomon. A Northern blot eredményével 6sszhangban a PPYRI1
mRNS hidnyzott a korai, 2. stddiumi embriébdl és a késébbi 17. stddiumi embridban sem

tudtuk kimutatni (16. A és B &dbra). A transzkript jelen volt viszont a korai petekamra
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szomatikus- és ivarsejtjeiben is (16. C dbra). A PPYR1 mRNS a petekamra follikularis és
dajkasejtjeiben halmozddott fel nagyobb mennyiségben. Megfigyelheté az mRNS sejtplazma
dramlassal valé széllitodasa is a dajkasejtekbdl a 11. stddiumi petesejtbe (16. C &bra).
Valésziniileg a PPYR1 mRNS degradédlédik a petesejt érése sordn, mert a korai embriéban
mar nem tudtuk kimutatni jelenlétét. Erds festodést figyelhettiink meg az elsddleges
spermatocitak sejtplazmdjiban (16. D 4bra), ami a PPYR1 mRNS jelenlétét jelzi a tesztisz

ezen sejtjeiben.

— o —

16. dbra. A PPYR1 mRNS expresszidja a Drosophila-ban. Korai, 2. stidiumu (A),

késoi, 17. stadiumui (B) embriéban a PPYR1 mRNS mennyisége a kimutathatésagi
szint alatt volt. (C) A PPYRI mRNS expresszidja a 11. stddiumid petekamra
allapotban, o jeloli a petesejtet, n jeloli a dajkasejtet, a fehér nyil a PPYR1 mRNS
bejutdsat mutatja a petesejtbe a gyors sejtplazma dramlds soran. (D) A tesztiszben az
elsddleges spermatocitikban (fekete nyil) volt jelen a PPYR1 mRNS. Az dbran

feltiintetett vonalak 50 um-nek felelnek meg.
5.7 A PPYRI protein expressziés mintazata
5.7.1 A PPYRI protein expresszidja az egyedfejlodés soran
A PPYRI1 fehérje kifejezodését az ecetmuslica egyedfejlodése sordn az altalunk eldallitott

poliklonélis anti-PPYR1 antitesttel vizsgaltuk. Western blot kisérletben a korai, 2. stadiumu

embrié esetében erés immunreakciét mutatott egy 47 kDa méretli fehérje, ennek mérete
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megegyezett a pozitiv kontrollként alkalmazott rekombinidns His-PPYR1 fehérjével (17.
abra). A jel erdssége csokkent a késéi, 17. stddiumi embrié mintdndl, és az egyedfejlodés

tovébbi larva, béb, kifejlett imdgd stddiumaban nem volt kimutathatd.
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17. abra. A PPYRI protein expresszidjat a Drosophila kiilonbozo fejlédési
allapotaiban Western blot mddszerrel vizsgaltuk. A korai (2. stadiumu), kés6i (17.
stadiumu) embriobdl, az els6, masodik és harmadik stadiumu larvakbél, a babbdl és a
kifejlett him €s néstény imagokbdl egyarant 30 pg fehérje kivonatot vizsgéltunk SDS-
PAGE utan a PPYRI specifikus antitesttel. Pozitiv kontrollként a rekombinans His-

PPYR1 10 ng mennyiségét hasznéltuk. St: molekulasily standard (kDa).

Abban az esetben, ha a mddszer érzékenységét fokoztuk, az elsé és a mdsodik antitest
koncentréacié novelésével gyenge jelet kaptunk a bab és a kifejlett egyedek kivonatdban is

(nem dokumentalt eredmény).

5.7.2 A PPYRI szovetspecifikus expresszidja

A PPYRI kifejezddését els6sorban a reproduktiv szervekben vizsgaltuk Western blottal. Az
ovériumbdl késziilt kivonatban egy 47 kDa mérett fehérjét mutattunk ki (18. dbra), amely

méretét tekintve megegyezett az embridban taldlhaté fehérjével. A tesztiszbdl kimutatott

fehérje mérete viszont 66 kDa volt, ez az eltérés 6sszhangban van a Northern hibridizaciéval a
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tesztiszb6l kimutatott mRNS nagyobb méretével. Az ivarszervek eltdvolitisa utdn

visszamaradt testbdl nem vagy csak gyengén volt detektdlhato a jel.
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18. abra. A PPYRI szovetspecifikus kifejezddése a Drosophila-ban. Az ovariumot 6t
nostény egyedbdl, a tesztiszt szintén 6t him egyedbdl izoldltuk. Az ivarszervek
eltdvolitdsa utdn visszamarado testeket is vizsgaltuk Western blottal. A pozitiv kontroll

50 ng His-PPYRI1 fehérje volt. St: molekulasily standard (kDa).

5.7.3 Immunlokalizacié

Immunhisztokémiai moddszerrel tanulmdnyoztuk a PPYRI1 sejten beliili lokalizicidjat a
Drosophila embridban, az ovariumban és a tesztiszben. Els6ként az anyai eredetii gén
termékét mutattuk ki az embridban és az ovariumban. Az egyedfejlddési Western vizsgalattal
0sszhangban erds jelolddést tapasztaltunk az embrié korai, 2. stidiumaban (19. A dbra). A
késobbi, 17. stddiumd embridban a jel er0ssége csokkent és elsOsorban a kialakul6
tdpcsatorna teriiletére koncentrdlddott (19. B dbra). A fehérje lokalizdcids vizsgdlatok azt
mutattdk, hogy a PPYRI a petekamra fejlodésének 7. dllomasdig a follikuldris sejtekben és az
ivarsejtekben egyarant jelen van (19. C &dbra). Magas szinten marad a follikuldris és
dajkasejtekben a 9. stadiumu petekamrdban, mig a petesejtben lecsokken mennyisége (19. D
abra). A 11. stidiumban teljesen hidnyzik a petesejtbdl a fehérje, és a magasabb felbontés
ellenére sem mutathaté ki (19. E &dbra). A felbontist tovdbb novelve gyenge festodést
lathatunk a dajkasejtekb6l kiindul6 sejtplazma bedramldsanak teriiletén (19. F édbra). A
PPYRI1, tehat a dajkasejtekbdl fehérje formdban szallitédik a petesejtbe, viszont nehezen

kimutathaté ebben a kornyezetben. Ezt az ellentmonddst a PPYR1 RNS-kot6 képessége
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alapjan tudtuk feloldani [76]. Amennyiben elOkezeltiik a fixalt petekamra preparatumot RNaz
enzimmel az immunfestés eldtt, a PPYR1 jol festddott kis és nagy felbontds mellett is a 11.
staddiumban (19. G és H abra). Az ivarszerv specifikus Western blot kisérletben kimutattuk,
hogy a PPYRI zigétikus formdban is termelddik a tesztiszben, ahol a PPY is jelen van. A két
fehérje kozotti kolesonhatds kialakuldsdnak ebben a szervben van fizioldgids jelentOsége.
Immunfestéssel kimutattuk, hogy mindkét fehérje jelen van a tesztisz apikdlis részén
elhelyezkedd csirasejtekben €s az elsddleges spermatocitdkban is (19. I és J dbra). A PPYR1
elsésorban a sejtek citoplazmdjaban, a PPY pedig a sejtmagban volt kimutathatd. Az
antitestek specifitdsat a rekombindns €s endogén fehérjék kozotti kompeticiés Western blot és
immunhisztokémiai kisérletekkel igazoltuk (nem dokumentilt eredmény). A PPY
megtaldlhaté volt a tesztisz ciszta sejtjeinek magjdban is (19. K dbra), ahogy kordbban
Armstrong és munkatdrsai [29] lefrtdk, a PPYR1 viszont nem volt jelen ezekben a sejtekben

(19. L abra).
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Lasd az abrat és a magyarazatot a kovetkez6 oldalon. ?
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19. dbra. A PPYRI1 és PPY fehérjék immunhisztokémiai lokalizacidja. (A és B) korai
(2. stadiumn) és késdi (17. stddiumu) teljes embrié immunfestése, PPYR1 specifikus
els6 antitest és Cy3 jelolt masodik antitest (piros) felhasznéldsaval. A (B) részen a nyil
az intenziven fest0do tapcsatorndt jeloli. (C-E) A PPYRI1 (piros) kifejezddése a korai
(5-7. stadiumii), a kozépso (9. stadiumu) és a késdi (11. stddiumu) petekamra fejlodése
soran. A dajkasejtek és a petesejt kapcsolata kis felbontéssal (E) és nagy felbontassal
vizsgélva (F), a nyil a gyengén festddo PPYR1-et mutatja. (G és H) Az RNaz kezelést
kovetden a PPYRI1 jol lathatéan fest6dott a 11. staidiumd petekamra petesejtjében kis
és nagy felbontassal. A nyil a dajkasejtekbdl a petesejtbe daramlé sejtplazmét mutatja a
(H) képen. Az aktin filamentumok (z6ld) FITC-kapcsolt falloidin-nel voltak jelSlve. o
a petesejt, n a dajkasejt, f a follikuldris sejt a petekamréban. (I és K) A PPY sejtmagi,
(J és L) pedig a PPYRI1 sejtplazma lokalizaciéjat mutatja a tesztiszben. A nyilhegyek
az (I) és (J) képen a tesztisz apikdlis részén 1évo csirasejteket, a nyilak pedig az
elsédleges spermatocitdkat jelolik. A (K) és (L) képeken a nyilak az érett
spermatocitdkat jelolik. A (K) felvételen a nyilhegy a cisztasejt magjat jeloli. A
tesztisz immunfestése a petekamrdkkal megegyez6 modon tortént. Az dbran

feltiintetett vonalak 50 pm-nek felelnek meg.
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6. AZ EREDMENYEK MEGBESZELESE

A PPY és PPN 1j tipusu protein foszfatdzok. Elsddleges fehérje szerkezetiik a protein
foszfatdz 1-hez mutat hasonlésdgot (2. dbra), biokémiai tulajdonsdgaik azonban eltéréek. Az
,Uj” kifejezés evoldcids értelemben is helytdlld, hiszen csak a Drosophila nemzetségben
fordulnak el6 és eddig még mds rovarokban nem sikeriilt homoldgjaikat azonositani. Génjeik
intronmentes szerkezete is arrdl tantskodik, hogy kordbban kialakult protein foszfatdz gének
duplikécidjaval jottek l1étre. Az Gjonnan kialakult gének termékei uj feladatok elvégzésére
specializalédnak az €l6lényekben, €s 1) reguldcids lehetdségeket alakitanak ki. A protein
foszfataz katalitikus alegységek kiilonbozo regulédtor fehérjékhez kapcsolddnak, igy egyetlen
foszfatdz eltérd folyamatokban is fontos szerepet tolthet be.

A protein foszfataz Y és N kiilonlegessége, hogy csak a kifejlett him muslicdk tesztiszében
fordul eld, az itt betdltdtt szerepiiket azonban nem ismerjiik. Funkciéjuk meghatdrozasa
érdekében élesztd két-hibrid médszerrel kerestiik a foszfatdzok fehérje partnereit. Ot PPY, és
egy PPN katalitikus alegységgel kolcsonhat6 fehérjét taldltunk. A szintén élesztd két-hibrid
moédszeren alapuld, globdlis fehérje-fehérje kolcsonhatdsokat azonositd kutatds [84] a PPN-
nel kolcsonhatdsban egy tovdbbi ismeretlen funkcioju CG32365 génterméket azonositott.
Ugyanezen szlirés sordn nem taldltak egyetlen PPY-nal kolcsonhaté fehérjét sem. Az dltalunk
azonositott PPY-hoz kapcsol6do fehérjék eltérd bioldgiai folyamatokban jatszhatnak szerepet
(1. tablazat). Az aminosav szekvencidik 0sszehasonlité vizsgalata alapjan nem talaltunk olyan
kozos konzervélt régidt, amely felelds lehet az Osszes kolcsonhatds kialakitdsaért. A PPY
szerepét, tehat az egyes kolcsonhato fehérjékkel kapcsolatban kiilon-kiilon kell meghatirozni.
Dolgozatomban a CG15031/PPYRI1 fehérje és a PPY kapcsolatat, valamint a PPYR1 szerepét
vizsgéltam részletesebben. A PPYR1-r6l tudjuk, hogy mas fehérjékkel is képes kapcsolatot
kialakitani. A PPYRI1-et ,csaliként” haszndlva Giot és munkatarsai [84] a kovetkezd
kolcsonhat6 partnereket talaltak (20. dabra): CG15693 nukleinsav-kotd riboszomadlis fehérje
[85], geminin (CG3183), a DNS replikdci6 negativ szabdlyozdja, és a metallothionein MtnA
(CGY9470). Mas fehérjéket ,,csaliként” haszndlva a PPYRI1 a kovetkez6khoz kapcsolddott: a
chaperone aktivitdssal rendelkezd, Dnal-1 jelii h6ésokk fehérje (CG10578), a charlatan nevii
Zn-ujj tartalmi transzkripcids faktor (CG11798), az ankyrin ismétlédést és PDZ domént
tartalmazé CG11250/CG33291 gén termék, CG12470, egy tesztisz specifikus fehérje, a
,»wing/hinge” motivumban gazdag DUFZ43 domén fehérje (CG14534) [86], valamint a

CG14869 ismeretlen funkciéji gén termék.
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20. abra. A PPYRI fehérje kolcsonhatd partnerei Giot és munkatérsai [84] és az 1.
tablazat alapjan Osszefoglalva. CG15693: nukleinsav-koto riboszomalis fehérje [85],
geminin (CG3183): a DNS replikdcié negativ szabdlyoz6ja, MtnA: metallothionein
(CGY470). Dnal-1: chaperone aktivitdssal rendelkez6 hosokk fehérje (CG10578),
charlatan: Zn-ujj tartalmi transzkripciés faktor (CG11798), CG11250/CG33291:
ankyrin ismétlédést é€s PDZ domént tartalmazd gén termék, CG12470: tesztisz
specifikus fehérje, CG14534: ,,wing/hinge” motivumban gazdag DUFZ43 domén
fehérje [86], CG14869: ismeretlen funkciéji gén termék. A nyilak a ,.csaliként”

hasznélt fehérje irdnyabdl indulnak a kodlcsonhato partner felé.

A fehérje-fehérje kolcsonhatdsokon alapulé kapcsolatrendszer egy kis szeletét dbrdzolja a 20.
dbra, ahol a PPYR1 helyezkedik el a kézpontban és kiilonbozd funkciéja fehérjékhez képes
kapcsolddni. A fehérje-fehérje kolcsonhatdsok révén feladata lehet a PPY és egyéb fehérjék
Osszekapcsolasa illetve a PPY-tdl fiiggetlen fehérje komplexek kialakitasa.

A PPYRI tehdt egy eddig jorészt ismeretlen fehérje. Megismerése érdekében el6szor
elvégeztiik elsddleges fehérje szerkezetén alapuld Osszehasonlité vizsgialatit. A PPYRI1
szerkezete nagyfoku hasonlésdgot mutat mas éldlények PAI-1 mRNS-koto fehérjéihez [76].
Az RNS kotésért felelés région beliil azonositottunk egy feltételezhetd PKA foszforilacios
helyet [87]. A fehérje C-termindlis részén pedig hat heptapeptid ismétlédést talaltunk, ami
arra enged kovetkeztetni, hogy ez a rész egy rovidebb szekvencia ismétlodésével keletkezett

[80]. A szekvencia hasonlésdgon til konzervalt RNS-ko6td domén nem taldlhat6 a csalddon
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beliil, ezért kisérletesen ellendriztilk a PPYR1 RNS-koté képességét. A CD spektroszkopids
mérések eredményei a His-PPYR1 mdsodlagos szerkezetének atrendez6désére utaltak az RNS
hozziadasat kovetden. A PPYR1 RNS-koté képességét tamasztja ald az a megfigyelésiink is,
hogy a PPYRI1 specifikus poliklondlis antitest pozitiv immunreaktivitist mutatott a
Drosophila-bdl izoldlt teljes RNS mintdval szemben. A petekamra PPYRI1 specifikus
immunfestése sordn a fehérje bedramlasat a petesejtbe csak RNéaz enzimmel val6 kezelés utdn
tudtuk nyomon kovetni. Az RNS kapcsolédasa a PPYR1-hez valésziniileg lefedi az antitest
kotésért felelds epitopot. Ez a megfigyelés egy tjabb kozvetett bizonyiték a PPYR1 RNS-
koto tulajdonsdgara. Tehat a PPYR1 nem csak fehérjék kozotti kapcsolatok, hanem fehérje-
RNS komplexek kialakitasaban is segédkezhet.

In vitro igazoltuk, hogy a protein kindz A &tlagosan kozel 1 foszfat csoportot tud
beépiteni a PPYR1 molekuldba. A foszforilacié nem befolydsolta jelentésen a PPYR1 PPY
gitld képességét, igy fiziologids szerepe még felfedezésre var. Mivel a PPY képes
defoszforildlni a PPYR1-et elképzelhetd, hogy kapcsolatuk az enzim-szubsztrat viszonyra
vezethetd vissza.

A PPYRI aminosav Osszetétele alapjdn szdmitott molekulatomegéhez képest
(33 kDa) nagyobb méretiinek mutatkozott (47 kDa) SDS-PAGE sordn. Az eltérés egyik
magyarédzata a fehérje rendezetlen szerkezete lehet. Az alacsony hidrof6b, és magas toltéssel
rendelkez0 aminosav oldalldncok ardnya, azt eredményezi, hogy kevesebb SDS molekuldhoz
kapcsolodik a fehérje, és lassabban vandorol SDS gélben, mint a rendezett szerkezettel
rendelkezdk.

Elvégeztiik tehat a PPYRI1 elsodleges szerkezetének szamitdégépes analizisét egy
rendezetlenséget josold program (PONDR; http://www.pondr.com) alkalmazdsdval (21.

abra).
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21. dbra. A PPYRI1 elsddleges szerkezetének szamitogépes elemzése PONDR
analizissel. A 0,5 PONDR kiiszobérték feletti értékek a fehérje szerkezet

rendezetlenségére utalnak.

Azt talaltuk, hogy a PPYR1 aminosav maradékainak 76%-anal hidnyzik a rendezett szerkezet.
A C-terminélis kozelében egy kozel 100 aminosavbdl allé 6sszefiiggd régionak a legnagyobb
a rendezetlensége, de az N-termindlis régio is tartalmaz ilyen szakaszt. A k6zEépso rész (150-
200 aminosav) kozponti magja lehet a fehérje ideiglenes rendezddésének [88]. A masodlagos
szerkezet kialakuldsat mas fehérjékhez vagy nukleinsavhoz valé kapcsolddas indukdlhatja
[89], ami eredményeink alapjin RNS lehet. A feltételezett RNS-koté szekvencia dtmeneti
PONDR értékeket mutat, ami lehetdséget biztosit a masodlagos szerkezet atalakuldséra. Ilyen
moédon kialakul6 kolcsonhatds jellemz6 a rendezetlen szerkezetli RNS chaperone fehérjékre is
[90]. A fehérje szerkezetébdl jésolhatd rendezetlenséget kisérletekkel is igazoltuk. A PPYR1
CD spektruma a rendezetlen szerkezetli fehérjékre jellemz6 eredményt adott, 200 nm-nél
mutat minimum értéket, és 230 nm hulldimhossznal kozelit a polariziciés szog a nulldhoz
[79]. A PPYRI protedz enzimekkel szemben sokkal érzékenyebb volt, mint a kontrollként
haszndlt BSA, ez is a rendezetlen fehérjék jellemzd tulajdonsiaga [79]. A rekombindns
PPYR1-et a 20S proteaszéma ubiquitin mddositas nélkiil is hatékonyan bontotta le, hasonléan
az alfa-synuklein [81] és p21<P' [82] rendezetlen fehérjékhez. Végiil a PPYRI szdmos
rendezetlen fehérjéhez hasonléan hdstabilnak bizonyult [79].

Eredményeink azt mutattdk, hogy a PPYRI1 specifikusan kotédik a protein foszfatiz
Y-hoz. A Biacore méréssel meghatirozott PPY-PPYRI1 Ky érték alapjan kiszamitottuk, hogy
0,2 uM PPYRI1-re van sziikség a foszfatdz fél maximaélis telitéséhez. Ezzel szemben a PPY

enzimaktivitds félmaximadlis gatldsdhoz 5 uM PPYRI1 és 2,5 uM foszforildlt PPYR1-re volt
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sziikség. A szamitdsok és a mérések alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a PPYR1
enzimaktivitdsra gyakorolt hatdsat a szubsztrat konformacidjanak megvéltoztatdsidn keresztiil
fejti ki. A PPY specifikus aktivitds (5,8+ 1,4 U/mg) alacsonyabb volt PPYRI1 szubsztrat
esetében, mint a mielin bazisos fehérje szubsztrat esetében. Azok a megfigyelések, hogy a
PPYR1 nem bizonyult hatékony foszfatiz inhibitornak és jé szubsztritnak, mozgékony
szerkezettel rendelkezik és valtozatos funkciéji fehérjékkel hat kolcson, arra enged
kovetkeztetni, hogy elsdsorban Osszekapcsold szerepe lehet fehérje-fehérje, illetve fehérje-
RNS kolcsonhatdsokban.

A PPYRI1 mRNS expresszidjat megvizsgalva azt tapasztaltuk, hogy az ovariumban és
a tesztiszben egyarant megtaldlhatd a transzkript, azonban az embri6 korai és késdi
stddiumabdl is hidnyzott. A fehérje viszont a Drosophila egyedfejlodésének embrid
stddiumdban van jelen legnagyobb mennyiségben. A larva stddiumokban egyaltalan nem, a
bab és kifejlett imdgdban csak a Western blot érzékenységének fokozasdval tudtuk kimutatni.
Ezek szerint a PPYR1 fehérje a Drosophila egyedfejlédésének korai szakaszdban az
ovériumban termelddik, és innen jut be a petesejtbe, amelybdl kés6ébb az embrié kialakul. A
PPYR1 el6forduldsa az embriéban és az ovariumban a fehérje eddig még nem ismert, PPY-t6l
fiiggetlen funkcidjara hivta fel a figyelmet. Az embrion és ovariumon végzett
immunhisztokémiai jelolések azt mutattdk, hogy a PPYR1 nagy mennyiségben termelddik az
ovarium follikuléris és dajka sejtjeiben. Ez utébbibdl sejtplazma aramlassal jut be a petesejtbe
és mennyisége magas szinten marad a korai, 2. stidiumud embridban, a szervi differencial6das
soran a kialakul6 tapcsatorna teriiletére koncentralddik a késdi 17. stadiumu embridban.
A szervspecifikus vizsgédlatok sordn a PPYRI1 antitest az ovariumban egy 47 kDa méretii, a
tesztiszben egy 66 kDa méretii PPYR1 format azonositott. Az ovariumban egy kisebb (1,4
kb), mig a tesztiszben egy nagyobb (1,7 kb) méretli mRNS-t mutattunk ki, ami lehet6vé teheti
az ovariumban és a tesztiszben az eltérdé méretii fehérjék képzodését. Az egyik lehetséges
magyarazat, hogy egy génr6l kétfajta méretli fehérje is képzodik, az alternativ promoter
hasznélat. A gonadal gén esetében is megfigyelték, hogy egy 193 aminosavbol all6 fehérje
taldlhatd a néstény csirasejtjeiben €s egy rovidebb, mindossze 39 aminosav hosszisagi forma
van jelen a tesztiszben [91]. A cheerio és dystrophin gének is tartalmaznak egy belsd
prométer szekvencidt, amely lehetové teszi egy génrdl két kiilonbozé méreti mRNS
képzddését [92] [93].

A PPYRI1 zigétikus formdja a kifejlett Drosophila himek tesztiszében képzddik. A
PPYR1 a tesztisz apikdlis részén elhelyezkedd csirasejtek és az elsOdleges spermatocitdk

plazméjdban mutatott erdteljes festddést. A PPY lokalizacidjara vonatkozéan Armstrong €s
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munkatérsai [29] megéllapitottdk, hogy a PPY fehérje a herében a cisztasejtek sejtmagjdban
akkumuldlédik. Eredményeiket részben megerdsitik sajat kisérleteink, amelyek szerint a PPY
valéban sejtmagi lokalizaciét mutat, és a herén beliil a cisztasejtekben is eléfordul, azonban
azt is kimutattuk, hogy a PPY mRNS, ill. fehérje a fejlddés korai stddiumdban a
spermatocitdkban is megtaldlhat6. A két fehérje (PPY és PPYRI) el6forduldsa az azonos
tipusu sejtekben lehetOséget biztosit a sejtplazmédban a foszfatdz szintézisét kovetd, in vivo
kolcsonhatds kialakuldsara.

Tehat a PPYR1 egymadstdl kiillonb6z6 anyai és zigotikus formdban fejezddik ki a
Drosophila-ban. Az eltéré lokalizacio és eltérd PPY specifikus kolcsonhatds alapjan a két
forma kiilonb6z6 funkcidjat feltételezhetjiik. Az evolicié sordn késébb megjelené PPY a mar
meglévé PPYRI1 fehérjével kolcsonhatisban 1) reguldcids folyamat megvaldsitdsara
specializalédhatott a tesztiszben. A Saccharomyces cerevisiae PPZ1 j tipusi foszfatdzzal
kolcsonhaté HAL3 fehérjérdl tudjuk, hogy a foszfatdz katalitikus alegység hatékony
inhibitora és az élesztdsejtek soOhdztartdsdnak szabalyozdsiban vesz részt [59]. Emellett
megfigyelték mds folyamatokban is a szerepét, a HAL3 fehérje fontos az élesztd
sejtciklusdnak G1-bdl az S fazisba torténd dtmenet szabdlyozdsdban, valamint képes fokozni
a koenzim A bioszintézisét is [94], az utébbi feladatot azonban a foszfatiztdl fiiggetlen
moédon hajtja végre. Tehdt az altalunk megfigyelt jelenség, hogy a PPYR1 tobb feladat
elvégzéséért is felelOs lehet nem egyediilallé a protein foszfataz reguldtorok kozott. Egy adott
fehérje egymastol fiiggetlen ugynevezett ,,moonlighting” aktivitasat szélesebb korben is
megfigyelték [95]; ez a jelenség kiilondsen gyakori az eredendden rendezetlen szerkezetl

fehérjék korében.
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7. AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A PPY és PPN Drosophila specifikus, dj tipusu protein foszfatdzok. Leirtdk az dket
kédold géneket és vannak adatok a génrdl atir6do fehérjékre vonatkozdan is, de bioldgiai
szerepiik eddig még ismeretlen. Nem ismerjiik ezen 1j tipusu protein foszfatdzok kolcsonhatd
fehérjéit sem, amelyek funkci6jabol kovetkeztetni lehetne az enzimek szerepére.
Elokisérleteink sordn élesztd két-hibrid médszerrel azonositottunk 6t, a PPY-nal, és egy, a
PPN-nel kolcsonhaté fehérjét. Tovabbi vizsgalatainkban az egyik PPY-nal kolcsonhatd
fehérjét, a PPYRI1-et vizsgiltuk meg részletesebben. A PPY és a PPYRI specifikus
kapcsolodasat tobb fiiggetlen moédszerrel: immunprecipitacidval, “pull-down” kisérlettel és
feliileti plazmon rezonancidval is aldtdmasztottuk. SDS-PAGE sordn mutatott anomadlids
mozgékonysaga, CD-spektruma, proteazok irdnti érzékenysége €s hostabilitdsa arra utal, hogy
a rekombindns PPYRI1 az eredendden rendezetlen szerkezeti fehérjék kozé tartozik. A
PPYR1 aminosav sorrendje alapjan 40% homoldgiat mutat a PAI-1 mRNS-kot6 fehérjékkel.
Kisérleteink igazoltdk a PPYRI1 in vitro RNS-kotd képességét. A PPYRI tartalmaz egy
protein kindz A felismerd helyet az RNS-kot6 régidban. Igazoltuk, hogy a protein kindz A in
vitro koriilmények kozott képes foszforilalni a rekombinans PPYR1-et. Azt taldltuk, hogy
sem a foszforildlt, sem a nem foszforildlt forma nem tekinthet6 a PPY foszfatiz hatékony
gatlészerének. Biokémiai vizsgalataink alapjan a PPYRI1 feladata valésziniileg az lehet, hogy
a PPY-t 6sszekapcsolja mas fehérjékkel, illetve RNS-sel.

A PPYRI1 mRNS-t a kifejlett ecetmuslica tesztiszében és ovariumaban mutattuk ki. A
PPYRI1 fehérjét ezen kiviil korai embridkban is megtaldltuk. Immunhisztokémiai médszerrel
igazoltuk, hogy a PPYRI1 az ovariumban a dajkasejtekbdl jut be a petesejtbe. Valdsziniileg ez
az anyai eredetii fehérje keriill az embridkba. Feltételezziik, hogy a PPYR1 RNS-hez
kapcsolédva fejti ki hatdsat az embriondlis fejlodés korai szakaszdban. A Drosophila
tesztiszében az anyai géntermékhez képest egy nagyobb méretli zigdtikus fehérjét
detektaltunk. A PPYR1 fehérjét a PPY-nal egyiitt megtaldltuk a tesztisz apikdlis részén
elhelyezkedd csirasejtekben és az elsddleges spermatocitikban is. A két fehérje egyiittes
eloforduldsa az azonos tipusu sejtekben lehetdséget biztosit az in vivo kolcsonhatds
kialakuldséra. Kisérleteink szerint tehdt a PPYR1 anyai eredetii és zigotikus formdi egymastol

kiilonbozd szerepet jatszhatnak a Drosophila sperma, illetve embri6 fejlédésében.
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8. SUMMARY

PPY and PPN are two novel Drosophila specific protein phosphatases. Although the
genes and gene products of the two phosphatases have been described their physiological role
remained an open question. The lack of information on the interacting partners of the
phosphatases, would suggest a physiological role for these enzymes. In our preliminary
experiments we identified five proteins that interact with PPY and one interacting protein of
PPN. In our subsequent work we selected one of the PPY interacting proteins, termed PPYR1,
for more detailed investigation. The specific interaction between PPY and PPYRI1 has been
confirmed by several independent methods including immunoprecipitation, “pull-down”
experiment, and surface plasmon resonance spectroscopy. Based on its abnormal mobility in
SDS-PAGE, CD-spectrum, sensitivity to proteases, and heat stability we concluded that
PPYR1 was an intrinsically unstructured protein. The primary structure of PPYR1 has 40 %
homology with that of PAI-1, an mRNA-binding protein. We demonstrated the RNA-binding
capacity of PPYRI1 by in vitro experiments. We found a protein kinase A recognition site in
the RNA-binding region. We confirmed that protein kinase A indeed phosphorylates
recombinant PPYR1 under in vitro conditions. We found that neither the phosphorylated nore
the dephosphorylated form of PPYRI acted as an efficient inhibitor of the PPY phosphatase.
According to its biochemical chemical properties PPYR1 can function as a scaffold for the
organization of protein and RNA complexes with PPY.

The mRNA of PPYR1 was detected in the testis and ovarium of the adult fruit flies. In
addition, PPYR1 protein was found in the early Drosophila embryos. The transport of PPYR1
from the nurse cells to the oocyte in the egg chamber was proven by immunohystochemical
methods. It is likely that the protein of maternal origin accumulates in the embryos. We
suggest that RNA-bound PPYRI is important in the early development of the embryo. In the
testis of Drosophila we observed a zygotic form of PPYRI that has a larger molecular mass
than the maternal gene product. PPYR1 and PPY proteins were localized in the small germ
cells and in the early spermatocytes at the apical tip of the testis. The colocalisation of the two
proteins in the same cell types makes their in vivo interaction possible. According to our
experimental results PPYR1 has two different forms; the maternal and zygotic proteins which

play different roles in the development of sperm cells or the embryos.
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