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1. BEVEZETES

1.1. Fehérjék poszttranszlaciéos médositasa

A sejtekben 1étrejott fehérjék nagy része transzlacié utan kémiai
modifikacion esik at, amit poszttranszlaciés modositasnak (PTM) neveziink. A PTM
segiti a fehérjéket funkcidjuk elnyeréséhez, kolcsonhatasaik kialakitdsdhoz és
mikodési helylik eléréséhez. A poszttranszlaciés modositasok révén az eukaridta
sejtek genomjaban kodolt gének szamahoz képest a funkcionalisan kiilonb6z6 fehérjék
szama nagysagrendekkel nagyobb. A PTM lehet reverzibilis vagy irreverzibilis, attol
fiiggben, hogy a modositas visszafordithato-e. Reverzibilis modositasra jo példa a

foszforilacio, mig gyakori irreverzibilis modifikacio a proteolizis.

1.2. Fehérje foszforilacio-defoszforilacié

A foszforilacio soran az ATP molekula gamma foszfatcsoportja kapcsolodik
a fehérjék szerin, treonin vagy tirozin oldallancaira. A szerin vagy treonin
oldallancokra keriil a foszforilaciéval atvitt foszfatcsoportok koriilbeliil 99 %-a, a
maradék a tirozinra. A folyamatot a protein kiniz enzimek katalizaljak, az ellentétes
reakcidt, a foszforilacids mechanizmust reverzibilissé tevé defoszforilaciot pedig a
foszfataz enzimek segitik eld. Az eukariota fehérjék egyharmad része foszforilalhato,
ami mutatja a poszttranszlaciés mechanizmus élettani jelentdségét. A foszforilacionak
szerepe van tObbek kozott a sejtciklusnak, az apoptozisnak, a jelatviteli

folyamatoknak, a sejtek energia metabolizmusanak vagy differenciaciojanak

szabalyozasaban.
1.2.1. A protein foszfatazok

A foszfoprotein foszfatazok (PPP) a szerin/treonin specifikus csoport nagy
jelentéségii tagjai, az eukariodta sejtekben mérhetd foszfataz-aktivitas jelentés hanyadat
adjak. Ebbe az enzimcsaladba tartoznak a klasszikus PP1, PP2A, PP2B valamint az 1;

tipusi PP4, PP5, PP6 és PP7 foszfatazok. A csoport egyes tagjainak elkiilonitése
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specialis gatloszereik révén lehetséges, példaul a PP1 gatloszere az Inhibitor 1 és 2
fehérjék, a PP2A pedig okadainsavval gatolhatd. A PP1 katalitikus alegysége (PPlc)
egy 35 kDa méretli fehérje. Kozponti része erdsen konzervalt, a C-és N-terminalis
végei sokkal valtozatosabbak. Szamos regulator alegység kapcsolodhat a PP1c-hez,
sokféle holoenzimet alkotva. A regulator alegységek meghatarozzak a szubsztrat
specificitast, a megfeleld sejtkompartmenthez iranyitjdk az enzimet, valamint mas
kolcsonhato partnerekhez kapcsolhatjak a holoenzimet. A szdmos regulator alegység
koziil a human Gy és G alegységek a PP1 glikogénkotd alegységei, amelyek a

foszfatazt a poliszacharidhoz iranyitjak.
1.2.2. A protein foszfataz 1 szerepe a glikogén anyagcserében

A PP1 szabalyozé szerepe a glikogén anyagcserében mar régbdta ismert. A
glikogén szintézis és lebontas folyamatanak enzimei foszforilacioval regulalhatok,
defoszforilaciojukat a PP1 holoenzim formajaban végzi. A holoenzimet alkoto
regulator alegységek jellemzdje, hogy képesek a PP1c-hez és a glikogénhez, illetve
egyéb kolcsonhatd fehérjékhez kapcsolodni. A human glikogénkdté PP1c interakcios
partnerek a PPP1R3 (GM), a PPP1R3B (GL), az R5 és R6 fehérjék. A PPlc-hez
kapcsolodva a glikogén foszforilaz és glikogén szintetaz enzimeket defoszforilalva a

glikogén szintézisét segitik eld, mikdzben a glikogén lebontasat gatoljak.
1.3. A glikogén anyagcsere regulaciéja Drosophila melanogaster-ben

A Drosophila glikogén anyagcsere és szabalyozasa hasonld a huméan
glikogén metabolizmushoz. A folyamat enzimeit, a glikogén foszforilaz €s szintetaz
enzimeket ugyanigy a PP1 defoszforilalja. A D. melanogaster PPlc-nek négy
izoformaja van, ezek a PP1-87B, a PP1-13C, a PP1-96A és a PP1-9C. Az egyes
izoformak szerepe a glikogén anyagcserében még nem tisztazott. A legjelentésebb
izoformanak, a PP1-87B-nek Kkiiitése letalis, ami lehetetlenné teszi a glikogén
anyagcserében szerepének vizsgalatat a nullmutansban. gy a foszfatizok szerepének
feltarasara célszerti megkdozelitést jelent a glikogénkotd alegységek tanulméanyozasa.
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A Drosophila glikogén anyagcserében részt vevé PP1c regultor alegységeket ezidaig
nem jellemezték. Szekvencia homologia alapjan két Drosophila fehérje tekinthet6 a
human glikogénko6té alegységek homologjanak, a CG9238/Ghs-70E ¢és a
CG9619/Gbs-76A. Mindkét fehérje konzervalt glikogénkots és PP1c-koté doménnel
rendelkezik. A Gbs-76A-rol ismert, hogy az 6sszes PPlc izoformaval kapcsolatba
léphet, a Gbs-70E-r6l pedig leirtak, hogy a PP1-87B és a PP1-96A izoformakkal
képes kolcsonhatni. A glikogénhez vald kotddésiik és a PPlc aktivitasara gyakorolt
hatasuk azonban nem volt tisztazott. A két gén koziil az eddig ismert irodalmi adatok
alapjan fontosabbnak tiné Gbs-70E részletes vizsgalataval és jellemzésével

foglalkoztunk.

1.4. A fehérjék proteolizise

A proteolizis irreverzibilis poszttranszlaciés modositds, amely soran a
fehérjéket felépité aminosavak kozotti peptidkotések hasadnak fel. A reakciot végzo
enzimek a proteazok. A proteazok az aktiv helyen 1évé csoportjuk alapjan lehetnek
metallo-, szerin, aszpartil vagy cisztein protedzok. A proteolizis szerepet jatszik
példaul a véralvadas, a peptid hormonok €s emésztéenzimek aktivalasa, vagy az
extracellularis matrix atrendez6dése soran. A kalpainok kalcium fiiggh cisztein
proteazok, a legtobb élélényben és szdvettipusban megtalalhatok. Szerepiiket leirtak
példdul a mioblasztok sejtfizidja, a sejtek migracidja vagy a vérerek
keresztmetszetének szabalyozasa kapcsan. A human genomban 16 kalpain gén
talalhato. A CAPNS1 és a CAPN2 kiiitése embrionalis letalist eredményez. D.
melanogasterben négyféle kalpain ismert (CalpA, CalpB, CalpC, CalpD).
Funkcionalisan az A és B forma jelent6s, amik a human CAPN2-re hasonlitanak.
Korabbi munkank soran elvégeztilk a CalpA és CalpB funkcionalis vizsgalatat. A
kalpainok vizsgalatara kidolgozott modszertani megkozelitést alkalmaztuk a PP1

feltételezett glikogénkotd alegységének jellemzésére is Drosophila melanogaster-ben.



2. CELKITUZESEK

A Drosophila CG9238/Gbs-70E feltételezett glikogénkoté foszfataz alegység

funkcionalis vizsgalata céljabol a kovetkezo kisérleteket terveztiik:

*A Gbs-70E fehérje glikogén- és PPlc kot6 doménjainak, illetve ezek
miikddoképességének biokémiai vizsgalata, a PPlc izoformakhoz valo

kotédés esetén a Gbs-70E PP1c aktivitasra kifejtett hatdsdnak megallapitésa.

*A Gbs-70E gén expressziés mintazatanak feltarasa a Drosophila
melanogaster egyedfejlédése soran és az egyes imago testrészekben, illetve
az ortolog gének expresszidos mintazatanak Osszehasonlitdsa kiilonbozo

Drosophila fajokban.

*A fehérje szerepének vizsgalatdhoz sziikséges mutdnsok létrehozasa
klasszikus genetikai moddszerekkel, és a génexpresszié csendesitése RNS
interferencia modszerrel. A Gbs-70E fehérje funkcidjanak meghatarozasa a

mutans és csendesitett torzsek fenotipusanak analizisével.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Drosophila torzsek

1118 jlletve Ore-R kontroll torzseket, P-elem inzercios

Vizsgalatainkhoz w
torzseket, egylittmiikodo partnereink altal genetikai modszerekkel 1étrehozott delécios
mutansokat, valamint RNS interferencia segitségével eléallitott Drosophila
melanogaster torzseket hasznaltunk. Az RNS interferenciat driver torzsekkel vald
keresztezéssel indukaltuk. A Gbs-70E ortologjainak vizsgalataihoz Drosophila

eugracilis, yakuba, virilis, willistoni és biarmipes torzseket hasznaltunk.

3.2. Nukleinsav vizsgalo modszerek

Genomi DNS-t fenol-kloroformos moédszerrel izolaltunk. Teljes RNS
izolalasat TRIzol reagens segitségével végeztiik, a DNS szennyezést DNaz enzimmel
tavolitottuk el. cDNS szintézise reverz transzkriptaz enzim és oligo(dT)
felhasznalasaval tortént. A PCR reakciokat Taq DNS polimeraz felhasznalasaval

végeztiik, majd a PCR termékeket agardz gélelektroforézissel vizsgaltuk.
3.3. Fehérje expresszio

A Gbs-70E RA cDNS-ét pGEX-5x-1 illetve pET-28a plazmidokba klénoztuk.
A klonokat kompetens DH5a E. coli sejtekbe transzformaltuk, majd ezekbdl
plazmidot preparaltunk, amelyet restrikcios analizissel és szekvenalassal
ellendriztiink. A kivalasztott konstruktot BLR E. coli torzsbe transzformaltuk. Az
expressziohoz ¢éjszakai tenyészetet készitettink. Masnap nagy mennyiségi
tapfolyadékban folytattuk tovabb a sejtek novesztését, és indukaltuk a fehérje
expressziojat. A sejteket centrifugaltuk és affinitds kromatografiaval tisztitottuk a

rekombinans fuzios fehérjéket.



3.4. Immunolégiai médszerek

Antitestek eldallitisa: Az o-GST és a-Gbs-70E antitesteket egyiittmiikodo
partnereink allitottak elé. Az a-Gbs-70E antitest 1étrehozasahoz a 6xHis/Gbs-70E
rekombinans fehérjét nyulakba injektaltuk. Az antiszérumot a nyulak vérébol
allitottuk eld, és mikodését rekombinans fehérjével ellendriztiik dot blot és Western
blot moédszerekkel.

Western blot: A fehérjemintdkat SDS poliakrilamid gélen futtattuk és
nitrocelluléz membranra blottoltuk at. A membranokat blokkoltuk, majd egy éjszakan
at inkubaltuk az elsddleges antitestekkel. Masnap mostuk, majd szobahdn razattuk a
membranokat a masodlagos antitesttel, majd ujra mostuk. A fehérjéket
kemilumineszcens reagenssel tettiik lathatova.

Pull down: D. melanogaster embri6 Kivonatot készitettiink, a lizaitumot jégen
szonikaltuk, majd centrifugaltuk, és a pelletet eldobtuk. Ekozben rekombindns
6xHis/Gbs-70E fehérjét Ni-agar6z gyantaval és pufferrel inkubéltunk, majd
centrifugaltuk. Ezutdn a Ni-agar6éz gyantara kikotott rekombinans fehérjét embrid
lizatummal inkubaltuk, majd centrifugaltuk. Negativ kontrollként iires Ni-agar6z
gyantat hasznaltunk. Az Osszegylijtott gyantat mostuk, majd a mintakat Western
blottal a-PP1c antitesttel vizsgaltuk.

Immunprecipitacio: Az embriomintat homogenizaltuk, szonikaltuk majd
centrifugalassal tisztitottuk. A pelletet eldobtuk, a feliilliszot Protein-A-agar6zon
el6tisztitottuk, majd centrifugalassal Osszegylijtottiik a gyantat. Ekozben Gbs-70E
antitestet kotottiink ki Protein-A-agarézra. Lizispufferrel mostuk a mintat, majd
centrifugaltuk. Az elGtisztitott lizatumot és a gyantat, amelyre Gbs-70E antitestet
kotottiink, forgatassal inkubaltuk. Masnap a mintat centrifugaltuk, majd az
Osszegylijtott gyantdt mostuk. A mintdkat Western blottal o-PP1p antitesttel

vizsgaltuk.



3.5. Biokémiai analizis

Szedimentacios vizsgalat: Glikogént inkubaltunk GST/Gbs-70E rekombindns
fehérjével, majd szachardéz oldatra rétegeztiik. A mintat ultracentrifugalassal
valasztottuk szét pellet és feliiliszd részre. Negativ kontrollként GST/TIMAP
rekombinans fehérjét hasznaltunk. A feliilluszokbol és pelletbdl vett mintakat Western
blottal a-GST antitesttel vizsgaltuk.

Foszfatdz aktivitasmérés: Tisztitott nyal vazizom PP aktivitisat **P-
foszforilaz vagy *’P-miozin konnyli lanc szubsztratokkal hatiroztuk meg,
rekombinans GST/Gbs-70E fehérje jelenlétében vagy hidnyaban.

A fehérjetartalom mérése Bradford szerint, BSA referencia oldattal tortént. A

glikogéntartalom meghatdrozasat fenol-kénsavas méréssel végeztiik.
3.6. Biologiai vizsgalatok

Eleszt kéthibrid kisérlet: A csali elkészitéséhez pGBKT7 vektorba klonoztuk
a Ghs-70E RA cDNS-ét. A Drosophila PP1c izoformainak cDNS-ét tartalmaz6 pACT
vektorban 1évé konstruktokat Dainmark Bennett6l kaptuk. A csalivektort a PP1c
cDNS-eket tartalmazo konstruktokkal kotranszformaltuk élesztOsejtekbe, majd
szintetikus taptalajon novesztettiik. A kisérlethez negativ kontrollként PPY-pGBKT7
és MYPT-75D-pACT konstruktokat kotranszformaltunk, mig pozitiv kontrollként a
PPYR1-pGADT?7 és PPY-pGBKT?7 konstruktokat.

Elethossz meghatdrozds: a Drosophila torzseket 20 darab Drosophila/csé
stirliséggel tartottuk fenn. Hetente haromszor raztuk at dket friss taptalajra, amikor a
doglott allatok szamat feljegyeztik addig, amig mindegyik el nem pusztult.
Termékenységi vizsgalat: fekete taptalajon tartottunk genotipusonként néstényeket és
himeket allandé paratartalom mellett, majd 4 nap mulva megszamoltuk a petéket.
Eletképességi vizsgalat: petéket helyeztink ki altalanos muslica taptalajra, majd a

kikelt feln6tt muslicakat megszamoltuk.



4. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

4.1. A Drosophila protein foszfataz 1 Gbs-70E glikogénkotd alegységének

biokémiai vizsgalata

A Drosophila genomban szekvencia homologia alapjan azonositottunk két
lehetséges glikogénkotd PP1 alegységet, ezeknek a jelolése CG9238/Gbs-70E és
CG9619/Gbs-76A. A fehérjék aminosav szekvencidit 6sszehasonlitva a human és C.
elegans glikogénkotd alegységekkel azt tapasztaltuk, hogy a fehérjék kézponti, er6sen
nagy a hasonlosadg. Tovabbi irodalmi adatok alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a
dominans izoforma a Gbs-70E, ezért kutatasunk célpontjaul ezt valasztottuk. Ismert
volt az is, hogy a Gbs-70E génr6l 3 mRNS (a legrovidebb az RA, a két hosszabb az RB
¢és RC transzkriptumok) és 2 féle, egy rovidebb (PA) és egy hosszabb (PB/PC) fehérje
képzédhet. A kozponti konzervalt részek: a glikogén- és foszfatazk6td elemek
mindkét izoformaban megtalalhatdak.

Munkank elsé felében kisérletesen bizonyitottuk, hogy a Gbs-70E
konzervalodott fehérjerészleteinek, a foszfatazkoté motivumnak és a glikogénkotd
doménnek a funkcidi megérzédtek. A leirt két PP1c izoforma mellett élesztd kéthibrid
kisérlettel kapott eredményeink szerint a Gbs-70E a masik két Drosophila PP1c-vel is
képes kolcsonhatni. Eredményeinket két fiiggetlen kisérlettel, immunprecipitacioval €s
pull down moddszerekkel is alatamasztottuk. Habar a foszfatdz k6té motivumban egy
aminosav csere van, a Drosophila Gbs-70E a PP1 alegységének tekinthetd. Ezen kiviil
szedimentacios kisérletiinkkel igazoltuk a Gbs-70E és a glikogén in vitro
kolcsonhatasat is, tehat a fehérje valdban a Drosophila PP1c glikogénkotd alegysége.

A Gbs-70E foszfataz aktivitasra kifejtett hatasat vizsgalva azt tapasztaltuk,
hogy a rekombinans Ghs-70E kis mértékben csokkenti a PP1c foszfataz aktivitasat
mind a foszforilaiz-a, mind a miozin konnydi lanc szubsztrattal szemben. A

szubsztratspecifitas hianya arra utalhat, hogy a Gbs-70E egy olyan 6si PP1c regulator
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alegység, amely fiziologias koriilmények kozott nem befolyasolja jelentésen az
enzimaktivitast, feladata a PPl és a glikogén, illetve kolcsonhatoinak térbeli
kozelségbe hozasa. A nagyszamu koélcsonhato partner miatt a Gbs-70E halézatképz6
fehérjeként mitkddhet. A kolcsonhatdsok kialakitdsanak lehetOségét aldtdmasztja a
Gbs-70E fehérje N-terminalis részen talalhato rendezetlen szerkezetii szakasz, amely

tobb fehérje kotohelyet is tartalmazhat.

4.2. A Gbs-70E gén expressziojanak vizsgalata

A GDbs-70E expresszios mintazatat RT-PCR kisérlettel hataroztuk meg a D.
melanogaster térzsben. Eredményeink szerint a hosszabb RB/RC mRNS-ek minden
fejlodési staidiumban és nemben expresszalodnak, a rovidebb RA csak az embridkban
és a nostények ovariumaban fejez6dik ki. Eredményeink Osszhangban vannak a
Flybase adatbazis Gbs-70E génre vonatkozd6 DNS chip, RNS szekvenalas, in situ

-----

igy a PA fehérje izoforma anyai eredetii, €s az embrionalis fejlodésben lehet szerepe.

A Gbs-70E ortolégok fehérjeszekvencidinak elemzésével megallapitottuk,
hogy ezen fehérjék evollciods valtozasa tiikrozi a fajok evolicios viszonyait. Ezutan a
Gbs-70E ortologok transzriptjeinek elemzésével a D. melanogaster-nél megfigyelt
szexspecifikus expresszido konzervalodasat vizsgaltuk. Azt talaltuk, hogy csak a D.
melanogaster-hez evoluciosan kozeli fajok expressziés mintizata hasonld, azonban az
rovid varians megjelenése evoliicidsan nem konzervalodott. Tehat a rovidebb Gbs-
70E RA varians kiilonleges szerepére vonatkozo feltevésiinket a kisérletek nem

tamasztottak ala.
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4.3. A Drosophila Gbs-70E funkcionalis vizsgalata

Korabbi munkank soran, Drosophila kalpainok funkcionalis vizsgalatara
kidolgoztunk egy kutatdsi stratégiat, amit a Gbs-70E foszfatiz alegység
tanulmanyozasaban is felhasznaltunk. Mindkét, hazai egylittmiikodésben végzett
munkank soran molekularis genetikai modszerekkel csokkentett génexpresszioju D.
melanogaster torzseket hoztunk létre, és ezeket felhasznalva vizsgaltuk a deletalt gén
funkciojat. Kisérleteinkben egy GT1 és egy EP jelii inzercios torzset hasznaltunk. Az
EP inzercios torzs segitségével delécios mutansokat (del81 és del277) hoztunk létre. A
torzsek expresszios szintjét RT-PCR-rel hataroztuk meg, és azt tapasztaltuk, hogy az
inzerciok mar magukban is érintik a Gbs-70E gén expresszidjat, viszont a delécidk
hatasa sokkal jelentdsebbnek bizonyult: a del81 delécidos mutans nullmutansnak
tekinthetd. A géndelécio egyik esetben sem okozott letalitast, tehat a Gbs-70E nem
esszencialis. Feltételeztiik, hogy a Gbs-70E szerepet jatszik a raktarozott glikogén
szintjének kialakitasaban. Ezzel 6sszhangban a legalacsonyabb Gbs-70E expresszios
szintet mutatd del81 mutinsban jelentésen kevesebb glikogén talalhato. Ezzel
bizonyitottuk, hogy a Gbs-70E egy funkcionalis glikogénkoté PP1 alegységnek
tekinthetd.

Emellett bizonyitottuk, hogy a Gbs-70E befolyasolja a Drosophila
élettartamat is. RNS interferencia torzsek felhasznalasaval igazoltuk a Gbs-70E az
irodalomban mar leirt életképesség noveld hatasat. RNS interferenciaval a Gbs-70E
expresszio kismértékben csokkenthetd. Az élethossz megndvekedését a glikogén
metabolizmus lassulasan keresztiil a metabolikus terhelés csokkenése okozhatja. A
Gbs-70E expresszié nagymértékli csokkenése a del81 delécidos mutans esetében
viszont az élettartam szignifikans csokkenését okozta. Az RNS interferencia kisebb
hatékonysaga miatt az eredmények csak a génexpresszio kis csokkenésének
kovetkezményeit mutatjak és a Gbs-70E gén funkcidjat illetéen félrevezetének

bizonyultak.
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A génexpresszio vizsgalata alapjan feltételeztiik, hogy a Gbs-70E szerepet
jatszhat az embriogenezisben. A ndstények termékenységének dsszehasonlitasa soran
jelentds csokkenést tapasztaltunk a del81delécios torzs néstényei altal lerakott peték
szamaban igazolva azt, hogy a Gbs-70E szerepet jatszhat az embrionalis fejlédés korai
szakaszaban.

Eredményeinket 0sszefoglalva megallapithatjuk, hogy a D. melanogaster PP1
Gbs-70E glikogénkoto alegysége a szerkezeti és biokémiai tulajdonsagai alapjan a
human Gy és G alegységekhez kevésbé hasonlitd, 6si PP1 regulator fehérjének
tekinthet6, ami szerepét haldzatképzd tulajdonsdga révén, kdlesonhatod partnereivel
kolcsonhatasban toltheti be. A Gbs-70E gén delécioja nem okoz letalitast, ezért
szerepe nem létfontossagn. Kimutattuk, hogy a Gbs-70E a Drosophila glikogén
metabolizmusban jatszik szerepet, és ezen kiviil az élettartam meghatarozasaban, és az
embriogenezisben is szerepet tolt be.

Ha Osszehasonlitjuk a fenti eredményeket a korabbi, Drosophila kalpainok
funkcionalis vizsgalatara iranyuld vizsgalatokkal, szamos hasonlésagot talalhatunk.
Mindkét esetben azonos kisérleti megkozelitést alkalmaztunk: egylittm{ikodé
partnereinkkel csokkentett génexpresszidju torzseket hoztunk létre és a mutansok
funkcionalis vizsgalataval hataroztuk meg az adott gének szerepét. A génexpressziot
mind a két vizsgalatban klasszikus genetikai modszerekkel (delécids torzsek) illetve
RNS interferenciaval manipulaltuk. Mindkét vizsgalat soran a homoldég human gének
szamahoz viszonyitva kevesebb volt a Drosophila ortologok szama: a kalpain
esetében 4 Drosophila és 16 human, mig a glikogénkoté alegység esetén 2 Drosophila
és legalabb 4 human homoldg létezik. A Drosophila paralogok koziil az egyik szerepe
bizonyult meghatarozonak mindkét vizsgalatban. Az altalunk jellemzett kalpain
delécios mutans torzsek segitségével egyiittmiikddd partnereink bizonyitottdk a
Drosophila CalpB kozponti szerepét a sejtvandorlas mechanizmusaban. A Drosophila
glikogénkoté PP1 alegység vizsgalataval azt bizonyitottuk, hogy a Gbs-70E

szabalyozza a glikogéntartalmat.
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5. OSSZEFOGLALAS

Egyiittmiikod6 partnereinkkel korabbi munkénk soran kialakitottunk egy
olyan molekularis genetikai kisérleti stratégiat, amivel sikeriilt bizonyitaniuk egy
kalcium fliggd proteaz, a CalpB szerepét a Drosophila melanogaster hatarsejtek
migracigjaban. Az egyiittm{ikodés folytatdsaként hasonld kutatasi stratégiat
alkalmaztunk a Drosophila protein foszfataz 1 (PP1) egyik feltételezett glikogénkotd
regulator alegységének tanulmanyozasara és fiziologias szerepének feltarasara. A
glikogén metabolizmus szabalyozasa a foszforilacios-defoszforilacios reakciok jol
ismert példaja, a folyamat egyik szabalyoz6é enzime a PP1. A PP1 holoenzimet a
glikogénhez iranyito glikogénkoté alegységeit ezidaig nem jellemezték alaposan az
ecetmuslicaban. Az adatbazisokban talalhatd gén és fehérje szekvencidk analizisével
két potencialis D. melanogaster PP1 kolcsonhatd fehérjét azonositottunk, munkank
soran ezek koziil a Gbs-70E génnel és géntermékével foglalkoztunk. Azt talaltuk,
hogy a Gbs-70E protein glikogénkoté és PP1 katalitikus alegységet koté szerkezeti
elemei nagymértékben konzervalodtak az evolucid soran. Munkank elsé részében
biokémiai kisérletekkel igazoltuk a két konzervalt kotéhely mikodoképességét, és
igazoltuk, hogy a Gbs-70E megkoti a PP1 katalitikus alegység Osszes izoformajat
valamint a glikogént, tehat valoban a PP1 glikogénkotd alegységének tekinthetd. A
Gbs-70E génr6l atirddo legrovidebb és a két hosszabb transzkript k6zott kiillonbséget
téve feltartuk a génexpressziés mintazatot a kiilonbozé fejlodési stadiumokban és
testrészekben. Azt talaltuk, hogy a legrovidebb transzkript csak az embriokban ¢és a
néstények ovariumaban mutathaté ki, ami anyai hatasra és az embriogenezisben
megallapitottuk, hogy az Gbs-70E expresszids szintjének drasztikus csdkkentése a
glikogén szint és az élettartam szignifikans csokkenését eredményezi és csokkenti a
nbstények fertilitdsat. Tehat bebizonyitottuk, hogy a Gbs-70E glikogénkdotd
alegységnek a PP1 regulatoraként a Drosophila glikogén metabolizmusban, a korai

embriogenezisben €s az élettartam kialakitasaban van szerepe.
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