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Vizsgalataink eredeti célja az volt, hogy a genom adatbazisok alapjan kiszemelt
Drosophila protein foszfatdz gének funkciojanak megismeréséhez kozelebb jussunk.
Adatbazis kutatdsunk sordn a genomikus adatbankokban 16 eddig még nem vizsgalt foszfataz
gént talaltunk, amelyek kozul a kutatasok elsé szakaszaban hetet valasztottunk ki a
vizsgélatok targyaként. 1 katalitikus és 6 regulétor alegységre probaltunk mutansokat
eléallitani. Minden esetben a mutansok készitését arra alapoztuk, hogy a gén kozvetlen
kdzelében elhelyezked6 P-elem inszerciot transzpozaz forras segitségével mobilizaltuk.
Minden egyes kisérletben 250-300 egyedi jump-starter himet valasztottunk ki amelyek
mindegyike hordozta a megfelel6en markerelt (sarga szemszin ) transzpozont és egy masik
autoszoman pedig a transzpozaz forrast A himeket ezutan white hattert (fehér szemszinti )
kett6s balanszer kromoszomat hordozé sziiz néstényekkel kereszteztik. A kovetkez6
nemzedekben pedig néztik, hogy a himekben elveszett-e a sarga szemszint adé white +
markergén. Ha ilyen &llatokat talaltunk egy fiolaban, akkor ezeket olyan delécids
kromoszomat hordozo toérzzsel kereszteztilk, amely a szamunkra fontos protein foszfataz gént
biztosan eltavolitja. Amennyiben az ilyen allatok valamilyen fenotipust (pl. letalitas )
mutattak, akkor ezekbdl torzset hoztunk létre. A 7 kiindulé térzs kozul 6 esetben kaptunk
olyan torzset, amely a gént eltavolitd delécioval szemben letélisnak bizonyult. Az els6
mutagenézis eredményeit az alabbi tablazat 6sszegzi.

A génneve jump-starter himek szama  delécios kromoszoma letélis allalek szama

CG3245 345 Df(2R)Egfr 22
CG8980 285 Df(2R)P803 1
CG5891 312 Df(3L)st-g24 26
CG9238 489 Df(3L)fzGS1a 3
CG6268 308 Df(3R)crb-F89-4 5
CG17291 297 Df(2L) TE29Aa5 0
CG11217 325 Df(2R)cn-Sh 7

Az els6 fazisban tehat sikerilt olyan mutansokat eléallitani, amelyek a foszfataz
gének kozelébe térképezodtek. A tovabbiakban meghataroztuk az egyes mutansok letélis
fazisat és az estek mindegyikében pete- vagy larva letalitast kaptunk. Ezen az alapon
megkezdtik az izolalt allélek molekularis téréspontjainak azonositasat polimeraz lancrekciok
segitségével. A kivalasztott gének kozul 3 esetben (CG5891, CG6238 es CG 11217) talaltunk
olyan alléleket, amelyek molekularis téréspontot hordoztak a protein foszfataz génekben. A
genomikus adatbazisok altalanos hozzaférhet6sege miatt azonban idékozben kiderilt, hogy a
fent emlitett harom gént mas kutatocsoportok is megvizsgaltak. A CG5891 gén egy olyan
miozin foszfataz gént kddol, amelyet egy japan kutatécsoport mas médon azonositott és
megéllapitotta, hogy a gén terméke az embrionalis korban a dorzélis hasadék zarodasahoz
sziikséges. Ezzel parhuzamosan egy amerikai laboratorium megallapitotta, hogy a CG11217
gén a kalcineurin foszfataz egy regulator alegységét kddolja. A CG6238 génrdl pedig egy
masik amerikai csoport kdzolte, hogy a jak/stat jelatviteli itban van funkcidja.

Mindezek az Uj eredmények arra késztettek benniinket, hogy az eredeti tervet némileg
maodositva a tovabbiakban lehet6leg olyan specialis génekre koncentraljunk, amelyek estleges
szerepét mas csoportok nem vizsgaltak. igy keriilt sor a PP1 két kevésbé ismert glikogénkoto
alegysegével homoldg CG9238 és CG9619 és regulator alegységek részletes vizsgalatara,
illetve a PPY és PPN (j tipusu foszfatazok, valamint a PPY-nal kdlcsénhato6 fehérjét kodolo
CG15031 gén tanulmanyozasara. Az alabbiakban az egyes génekkel kapcsolatos kutatasok
eredmeényeit ill. ismereteink jelenlegi allasat ismertetjik.
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A CG9238 gén vizsgélata

Megallapitottuk, hogy a CG9238 gén terméke (PPP1R3C homoldg) az emberi protein
foszfataz 1 (PP1) R5 glikogénkoto alegységgel 42% szekvencia azonossagot mutat és
tartalmazza a katalitikus alegységhez val6 kétodésért felelés szekvenciat is, ami azt jelzi,
hogy esetleg a PP1 katalitikus alegységgel Iép kapcsolatba. A feltételezett kapcsolat
bizonyitasara éleszt6 kettés-hibrid rendszerrel végeztiink kisérletet. A CG9238 gént és a
Drosophila PP1 mind a négy ismert izoforméajat megfelelé kombinacidéban PJ-6 vektorba
vittik és vizsgaltuk a fehérje-fehérje kdlcsonhatast jelz6 béta-galaktoziddz enzim aktivitasat.
A kisérletek azt mutattak, hogy a CG9238 képes mind a négy Drsosophila PP1 alegységhez
kotédni. Az egyes izoformak kolcsdnhatasanak mértéke hasonlonak bizonyult.

A CG9238 protein foszfataz regulator fehérjet kddolo genre altalunk izolalt
mindharom lehetséges allél a 2. larvastadium korai szakasz&ban okoz letalitast. Az allélek
molekularis téréspontjait PCR segitségével probaltuk térképezni. Mindharom allél esetében
igazoltuk, hogy ezek val6szintileg nagyméretii delécidk, a gén teljes egészében hianyzik. A
letalis fenotipus igy a mutaciok kdvetkezménye lehet, mivel nincs a kdzelben mas ismer
funkciot kddold gén. A letalis fenotipus semmilyen egyedi jellegzetességet nem mutatott,
ezert a FLP-FRT rendszer hasznélataval homozigdta mutans klénokat allitottunk el6 a
szemben és a toron felnétt legyekben. Mindkét esetben a homozig6ta mutans klonok
nagymeértéki sejtpusztulast eredményeztek es igy feltetelezhetd, hogy a gén hianya
sejtletalitast okoz. Ezutan az ovoD-FRT rendszer alkalmazésaval vizsgaltuk, hogy a
géntermekre sziikség van-e a csiravonalban. Ilyen kérilmények esetén hé-sokk
alkalmazéasaval lehet néstény allatokban mutans klénokat indukalni. A hé-sokkolt allatok
petefészkeiben indukalt mutacio hatasara a néstények nem raktak petéket és a felboncolt
allatokban a petekamrék hianyat tapasztaltuk. Ez viszont arra utalt, hogy a mutéans fenotipus
nem a csiravonal klénok miatt jon létre, hanem a CG9238 gén az ovoD génnel 1éphettek
kolcsonhatésba.

Homozigota és heterozigdta larvakban vizsgaltuk a glikogén szintézis mértékét, mivel
az emlés homologban ez a funkcio hibas. Az eredmények azt mutattak, hogy a mutansokban a
glikogén mennyiseg a vad tipushoz képest jelentdsen kevesebb és forditott aranyban van a
CG9238 gén dozisaval.

A mutans allélek és a CG9238 cDNS felhasznalasaval megkiséreltiik a letalis fenotipus
menekitését. EI6szor a cDNS-t pUAST vektorba épitettilk, majd a transzgént P-elem
transzforméacioval legyekbe vittiik és szemszin alapjan azonositottuk a CG9238 transzgént
hordoz6 transzformans vonalakat. A harom fliggetlen vonal segitségével olyan kombinacidkat
allitottunk eld, amelyek homozigota mutans hattéren hordoztak az UAS szekvenciaval ellatott
transzgént és egydttal olyan Gal4 meghajtoval voltak ellatva, amelyek a transzgén altalanos
vagy szovetspecifikus kifejezédeset biztositottak. Mivel a cDNS alapu menekités nem minden
esetben sikeres ezert keresztezesekkel olyan kombinaciokat hoztunk létre, amelyek lehetové
tették a homozigdta mutansok szelekciojat. Ezek a kisérletek azonban azt igazoltak, hogy a
transzgének ill. azok emelt dozisa sem biztositotta a letélis fenotipus javitasat. Ezért a
CG9238 gén genomikus szekvenciajat hordozo Bac kldnokat szereztiink be a menekitéshez.
Ezek szubklénozésa jelenleg is folyamatban van. A meglévé eredmények tovabbi
kisérletekkel torténo kiegesziteése utan tervezziik azok publikalasat .

A CG9619 gén vizsgalata
A CG9619 jelt PP1 glikogen koté regulator alegység (PPP1R3D) génre is

megprobaltunk Uj mutans alléleket elallitani. A BG 02805 nevii P-elem mobilizalasaval. A
gén kozvetlen kdzelében ezidaig 18 lehetséges larva letalis mutans allélt azonositottunk.



Komplementécids tesztben ezek kozil viszont csak 4 bizonyult egymaéssal allélikusnak. Az
ezidaig hasznalt PCR primerekkel azonban a génben molekuléris téréspontot nem tudtunk

kimutatni. A fehérjével szemben sincs ellenanyagunk ezért ezekkel a mutansokkal tovabbi

vizsgalatokat nem vegeztink.

A CG15031 gén vizsgalata

Munkank egy masik részében az altalunk felismert PPY protein foszfatazzal
kdlcsonhatd CG15031 (PPYR1) gén altal kddolt fehérjét tanulmanyoztuk. El16szér Southern
hibridizacioval megerdésitettiik, hogy a Drosophila genomban csak egyetlen ilyen gén
talalhat6. Ezutan a gén termékét E. coli-ban termeltettiik, majd nyalban poliklonalis antitestet
allitottunk el6 a rekombinans fehérjevel szemben. A kapott antitest nagy higitasban is
specifikusan ismerte fel a PPYR1fehérjét és igy jol hasznalhatdnak bizonyult a Western blot
ill. immunolokalizacids kisérletekben. Western blot kisérletben kimutattuk, hogy a fehérje az
embrionalis korban fordul el6 a legnagyobb mennyiségben. A fehérjének van egy maternalis
47 kDa molekulatdmegii formdja, mig a herében egy 64 kDa témegt izoforma talalhato. Ez
val6szintileg azzal magyarazhatd, hogy a kétféle szévetben eltéré promoter hasznalat fordul
elo.

Immuncitokémiai modszerrel megvizsgaltuk a maternalis és zigdtikus formak szoveti
eloszlasat és azt talaltuk, hogy a gén mar a petefejlodés legkorabbi szakaszaban is kifejezédik
és eleinte inkabb citoplazmatikus eloszlast mutat. Ugy tiinik, hogy a dajkasejtekben képzédik,
majd citoplazmatikus transzporttal jut el a petesejtbe és a keései petesejtben RNS molekulakkal
képez komplexet. Korai embridkban a maternalis fehérje koncentrécidja igen magas €s
késobb fokozatosan cstkken. A zigdtikus fehérje ezzel szemben herespecifikus és az
elsédleges spermatocitak citoplazmajaban talalhatd. Ezzel 6sszhangban van az a
megfigyelésiink, hogy a PPY fehérje is a spermatocitakban fordul el6, ahol inkabb sejtmagi
megoszlast mutat. Eredményeink alapjan az is valdsziniinek latszik, hogy a PPY és a
CG15031 fehérjék in vivo korilmeények mellet is kdlcsonhatasba Iéphet egymassal. In situ
hibridizacioval kimutattuk, hogy a CG15031 mRNS el6fordul a fejlédé sperma sejtekbenill. a
petefészekben. Mivel a PPY csak a herében talalhato, ezert feltételezhets, hogy a maternalis
izoforma a foszfataz regulaciotol fliggetlendl, valdsziniileg az RNS-hez kétott forméaban fejti
Ki a hatasat az ovariumban. A génexpresszios mintazatrol sz6l6 MOD GEP kdzlemeénylink
nyomdaban van.

Elvégeztiik a CG15031 géntermék biokémiai és biofizikai jellemzését. Celzott éleszto két-
hibrid kisérletekkel bebizonyitottuk, hogy a CG15031 gén terméke nem Iép kdlcsénhatasba
egyik PP1 katalitikus alegység izoformaval sem, és nem alkot komplexet a Drosopohila
herében specifikusan expresszalédé PPN Uj tipusu protein foszfatazzal sem. Megallapitottuk,
hogy a fehérje csak a PPY protein foszfatazzal képes kélcsonhatasba Iépni. Ezek alapjan a gén
termékét PPYR1-nek neveztilk el. A PPYR1 és PPY kozotti kdlcsonhatast megerésitettiik
egyuttes immun-precipitacio és ,,pull down” kisérletekkel is. Plazmon rezonancia
spektroszkdpiaval meghataroztuk a bakteridlisan expresszalt PPYRL1 és PPY kozotti
disszociacios allandot. A rekombinans PPYR1 abnormaélis SDS poliakrilamid
gélelektroforetikus mobilitasa, CD spektruma, protedz erzékenysége és hostabilitasa alapjan
bebizonyitottuk, hogy a szerkezeti joslattal 6sszhangban a fehérje rendezetlen struktirat vesz
fel. In vitro kisérletekben megerésitettiik a PPYR1 RNS kot képességét és kimutattuk, hogy
a fehérje foszforilalhaté a cCAMP fliggé protein kinadzzal. A PPYR1 csak kis mértékben gétolja
a PPY enzimatikus aktivitasat és a fehérje foszforilacioja a gatlo képességet nem modositja
jelentés mértékben. Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a PPYR1 egy eredendéen



rendezetlen felépitésit RNS koté fehérje, amely fehérje-fehérje kdlcsdnhatas révén a
spermatocitakban a PPY -t mas fehérjékkel egyutt az RNS pool kdzelében lokalizalhatja.
Az erre vonatkozo adatokat tartalmazé kéziratunk elbiralasa az ABB-nél még folyamatban
van.

A CG3245 gén vizsgalata

Mivel a here specifikus protein foszfataz gének szamunkra fontosnak bizonyultak
ezért a PPN-58A (CG3245) foszfataz katalitikus alegység génnel szemben is megprébaltunk
Uj mutans alléleket izolalni. Erre a célra az 1(2)07837 white+ marker mutaciét hordozo P-elem
inszerciot hasznaltuk fel. Ebben az esetben azonban a P-elem a génhez képest tébb mint 5,5
kilobazis tavolsagban helyezkedik el igy kevés annak a valdsziniisége, hogy a remobilizacié
kovetkeztében létrejové pontatlan kivagodasok a gént érintik. Sajnos erre a génre még
delécios torzs sem all a rendelkezésiinkre. A kisérletet elvégezve 22 homozigoéta letalis
vonalat hoztunk létre. Az eddig alkalmazott PCR primerek segitségével nem talaltunk olyan
mutaciot, amely a gent érintené. A mutaciok mindegyike pete vagy larva letalis. Jelenleg a
PPN-58A fehérjével szemben altalunk készitett ellenanyag tisztitasa folyik. Ennek eléallitasa
a mutansok azonositasahoz szukséges. Ezzel parhuzamosan RNS interferencia segitsegével is
megkiséreljuk a gén kiiktatasat. A PPN funkcidjanak megallapitasa még tovabbi
kutatdmunkat igényel.

Az eredeti projekt terv a kiserletek eredményei alapjan modosult. A palyazati
periodus letelte utdn még tovabbi vizsgalatokat terveziink, hogy az eddigi eredményeink
tovabbi részleteit is kozoIni tudjuk. Ebben a tekintetben kiiléndsen igéretesek a CG9238, és
CG3245 génekkel folytatott vizsgalataink.

A pélyazati idészak alatt a vizsgalatban résztvevé kutatok személyi dsszetételében is
torténetek valtozasok. A szegedi csoporthoz 2003 januarjaban csatlakozott Adam Géza és
2004 szeptemberében Pop Ferenc ITC hallgatd, aki késébb, mint PhD hallgato6 vett részt a
kutatasokban. A debreceni csoporthoz 2004 szeptemberében csatlakozott Papné Sinka
Rozalia. Adam Géza részvételével lehetdség nyilt a protein foszfatazokhoz hasonléan fontos
egyeb jelatviteli utakban szerepet jatsz6 Drosophila szabalyoz6 gének funkcidjanak
vizsgélatéra is. Ezek kodzil szeretnénk kiemelni a bal-jobb asszimetria kialakitasahoz fontos
gének, a 26S proteaszoma és a filamin-240 gen vizsgalatat.

A bal-jobb aszimmetria kialakulasa Drosophilaban

Drosophila herecsatorna modell felhasznalasaval azonositottuk a Myo31DF gént,
amelynek funkciovesztéses mutécidi a bal-jobb testtengely teljes megfordulésat okozzék. A
Myo31DF egy nem konvencionalis miozin fehérjét kodol, amely az aktin vazon keresztil
szabalyozza a bal-jobb testtengely polaritasat. Kimutattuk, hogy a Myo31DF fehérje a
genitalis imagokorongok 8-as abdominalis szegmentjeben a B-catenin-nel kdlcsonhatva fejti
ki funkciojat. lgazoltuk, hogy a Myo31DF részt vesz a sejten bellli vezikularis transzportban.
Eredményeinkrél sz6l6 Nature kézleményiink nyomdaban van.



A 26S proteaszéma vizsgalata

A proteoszoma alegységek eloszlasat Drosophila fejlédé petekamrakban
tanulmanyoztuk. Azt talaltuk, hogy mind a katalitikus, mind a regulator alegység dinamikus,
szovet és fejlodés specifikus eloszlast mutat. Csirasejtek kozil a korai petesejtek magjaiban
mind a két alegység szelektiv felhalmozédasa figyelheté meg, mig a petesejtekkel azonos
eredetii dajkasejtek sejtmagjai proteoszoma mentesek. A csirasejteket hatarolo follikularis
sejtekben a korai fejlodési stadiumokban csak citoplazmatikusan lokalizalédnak a
proteaoszoma alegysegek, késobb viszont a sejtmagba vandorolnak. A téméaval kapcsolatos
kdzleményink megjelent a MOD GEP hasabjain.

A filamin-240 gén kifejez6dése Drosophila vérsejtekben

A gén kifejez6dését immunofluoreszcenciaval és Western blot analizissel vizsgaltuk.
Sikerilt megallapitani, hogy a gén kizarolag a lamellocitakban fejezédik ki. A cherl
homozigota larvakban nem képzaodik filamin fehérje, de ha ezekbe az allatokba bevissziik a
teljes hosszusagu filamint kodolo6 transzgént akkor a fokozott mértéki lamellocita
differenciacid nem jon létre. Mindez azt mutatja, hogy a filamin-240 fehérje a
lamellocitadkban valoszintileg gatolja a differenciaciot. Ezekebdl a megfigyeléseinkbél egy
kéziratot készitettlink és kozlésre bekuldtik a Mechanism of Development cimi lapba. A
kézirat elbiralasa folyamatban van.



