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Bevezetés

A kifejlett tobbsejtii €161ények szervezetében az dssejtek szigortian szabalyozott modon
osztodva biztositjdk a szovetek sejtjeinek utanpodtlasat. Osztédds utdn az egyik utddsejt
megmarad 6ssejt allapotban, a masik utddsejt pedig differencialdédik és biztositja a szovet
fennmaradéasat ¢és funkciojanak ellatasat.. Az Ossejtek kozos jellemzdje, hogy specialis
mikrokornyezetekben, az Gn. éssejt niche-ekben helyezkednek el, ahol belsd, illetve sejten
kiviili faktorok szabalyozzdk az O&ssejtek fennmaradasat ¢és differencidlodasat. Az
Ossejtbioldgiai kutatdsok alapkérdése, hogy milyen tényezOk hatdrozzak meg, hogy a sejtek
6ssejt allapotukat tartjak fent, vagy elinditjak a differenciacios programjukat. A Drosophila
melanogaster petefészkében talalhato ivarvonal-Gssejt niche kivalo modell ezen tényezék
vizsgalatara.

A feln6tt Drosophila melanogaster petefészkében az ivarvonal Ossejtek (GSC) a
petefészek apikalis végén helyezkednek el. A GSC-Kket testi sejtek veszik kortil, melyek részt
vesznek az Ossejt niche kialakitdsdban. A petefészek Ossejt niche-ében az dssejtallapot
fenntartasa a bag of marble (bam) gén expresszidjanak gatlasan keresztiil valosul meg. A bam
az ivarsejtek differencialodast szabalyozo kulcsgén, ami a GSC-kben nem fejez6dik ki, a GSC-
kifejez6dését a niche bizonyos testi sejtjei altal termelt Decapentaplegic (Dpp) gatolja. A Dpp
jel morfogenetikai gradiensét a niche testi sejtjeiben aktiv EGFR/ERK ¢és a JAK/STAT utvonal
allitja be, ezzel biztositva a niche-ben a GSC-k fennmaradasat ¢s a niche teriiletérdl kikeriild
utddsejtek differencialodéasat. A kiilsd jeleken kiviil az dssejten beliili faktoroknak is fontos
szabalyozd szerepe van az dssejtallapot fenntartdsadban és a differencialodas elinditasaban. Ilyen
belsd tényezok tobbek kozott a transzkripcot befolyasold fehérjék. A GSC osztddasaval az
egyik utodsejt kijut az éssejt niche-bol, ahol a gatldo Dpp jel mar nem éri el, de még nem indul
el a differenciacios programja. Ekkor a sejt egy atmeneti, un. precisztoblaszt (preCB) allapotba
keriil, ahol olyan folyamatok aktivalédnak, amik lehet6vé teszik a bam kifejezodését. A bam-
ot kifejezd ivarsejtben elindul a differenciacios program és cisztoblaszta, majd ezt kovetden
cisztava fejlodik. A bam expresszidjat szabalyozoé cisz-regulator régio jol jelemzett, (Chen and
McKearin, 2003b). A bam expressziojanak szamos transz-regulatorat leirtak, azonban ezek a
bam kifejezddésének a gatlasaban vesznek részt, az expressziot aktivalo fehérjék ezzel szemben
nem ismertek. A MESR4-rél korabban kimutattak, hogy funkcioja sziikséges az ivarsejtek
differencialodasanak szabalyozasahoz (Wissel et al., 2016), azonban pontos szerepe nem

ismert.



Célkitiizések

A MESR4 génrdl kimutattak, hogy szerepe van az ivarsejtek képzddésében, azonban a
folyamatban betdltott pontos szerepe nem ismert. Altalanos célunk azoknak a MESR4 altal
kozvetitett folyamatoknak a megértése volt, amelyek sziikségesek a miikodoképes ivarsejtek
kialakulasahoz. A MESR4 szerepének jellemzéséhez a génfunkcio vizsgalatahoz altalanosan
hasznalt és jol bevalt kisérletsorozatot szdndékoztunk végrehajtani. Ennek része a MESR4
expresszios mintazatanak és szubcelluldris lokalizacidjanak leirdsa floureszcensen jelolt fehérje
vizsgalataval. A MESR4 funkcidjanak feltardsanak kovetkezd 1épése a funkciovesztéses
helyzetben kialakulo fenotipus részletes jellemzése, ami megmutatja, hogy a MESR4 a niche
mely sejtipusdban, az ivarsejtek fejlédének melyik stddiuméban, és melyik differencidltsagi
allapotban sziikséges az ivarsejtek képzddéshez. A funkciovesztéses fenotipus ismeretében
olyan specifikus kérdések megvalaszolasara nyilik lehetdségiink, amelyek MESR4
génszabalyozasban jatszott szerepének tisztazasara illetve a niche-ben miikodé jelutakban
betdltott szerepének feltdrasara vonatkoznak. Mivel a MESR4 fehérje tobbféle fehérje
doménnel rendelkezik, célunk volt kideriteni, hogy a MESR4 melyik doménje sziikséges az

ivarsejtek differencialdddsahoz, illetve milyen egyéb fehérjékhez kapcsolodva miikodik.

Kisérletsorozatunk célja egy gén specifikus funkciojanak megismerésével az Ossejt

niche-ekben miikodo altalanos génszabalyozasi mechanizmusok részletesebb megismerése.



Alkalmazott modszerek

Immunfluoreszcens modszerrel vizsgaltuk a vad tipust és a MESR4 csendesitett Ossejt
niche-ek fenotipusat
Quantitative PCR-el megvizsgaltuk a bam mRNS szintjét a vad és MESR4 csendesitett
petefészkekben
Uj funkciovesztéses MESR4 mutans allélt (MESR47P"Y) hoztunk 1étre CRISPR/Cas9
(clustered regularly interspaced short palindromic repeat) genomszerkesztési
modszerrel
o A MESR4 génre specifikus chiRNS-eket terveztiink Crispr Optimal Target
Finder programmal
o A CchiRNS-eket expresszald transzgenikus Drosophila torzset vasaCas9-et
expresszalo transzgenikus Drosophila torzzsel kereszteztiik
o A deléciokat PCR-el azonositottuk, majd DNS szekvenalassal igazoltuk
EMSA (Electrophoretic mobility shift assay) analizissel megvizsgaltuk, hogy a MESR4
o A MESRA4 zinc fingerei kodolo régiot expresszios vektorba klonoztuk
o A MESR4 zinc fingereit bakteridlis expresszios rendszerben megtermeltiik és
tisztitottuk
cell specific enhancer element szakaszat hasznaltuk
MESR4 kolesonhatd partnereket azonositottunk koimmunprecipitacioval kapcsolt

tomegspektrometriaval



Eredmények

. A MESR4:GFP ftzi6s fehérje képes menekiteni a MESR4® allél letalis fenotipusat, ami
azt jelzi, hogy a GFP felolt MESR4 fehérje miikod6képes A MESR4:GFP transzgenikus
torzset megvizsgalva megallapitottuk, hogy a MESR4 fehérje kifejezodott a harmas
stadiumu  larvak petefészkében, és ez az expresszid egészen a felndtt allapotig
fennmaradt. A MESR4:GFP expresszi6 a petefészkek ivarvonal- és testi sejtjeiben

egyarant megfigyelhetd volt.

.....

végbement, azonban ivarvonal-specifikus MESR4 csendesités esetén a niche-ekben
elszaporodtak a differencidlatlan sejtek. Ezek alapjan megallapitottuk, hogy a MESR4

az ivarsejtekben, sejt-autoném modon szabalyozza az ivarsejtek differencialodasat.

. A MESR4 funkcidjanak részletesebb térképezéséhez  stadium-specifikusan
akkor maradt el, ha mar korai allapotban, a cisztoblaszt allapot el6tt csendesitettiik a

MESR4-et. Megallapitottuk, hogy a MESR4 a GSC-kben vagy a preCB-kban sziikséges

rrrrrr

. Mivel az ivarsejtek differencidlédasat az EGFR/ERK utvonal szabalyozza,
megvizsgaltuk, hogy a MESR4-nek van-e hatasa az EGFR/ERK utvonal miikodésére
kifejtett ovariumban az ivarsejt niche-ben. Immunfestéssel megvizsgaltuk az
EGFR/ERK ttvonal miikodésést MESR4-et tultermeld, és csendesitett petefészkekben,
azonban nem tapasztaltunk eltérést a vad tipusu niche-hez képest. Megallapitottuk, hogy
a feln6tt ovarium ivarsejt niche-ben a MESR4 nem az EGFR/ERK jelatviteli itvonalon

keresztiil szabalyozza az ivarsejtek differencidlodasat.

. Az ivarsejt differencidlodéds masik szabalyozé utvonala a TGFB/Dpp utvonal. A
differencidlatlan sejtek elszaporodasat okozhatja a TGFB/Dpp utvonal kiterjedt
mukodése, ezért immunfestéssel megvizsgaltuk a TGFB/Dpp utvonal mitkddésést
MESR4 csendesitett niche-ekben. Azt talaltuk, hogy MESR4 hianyaban a Dpp gradiens
kiterjedése megfeleld és a TGFB/Dpp-jelut csak a niche csucsi részén gatolja a GSC-k



10.

differencialodasat, tehat a MESR4 a TGFB/Dpp jeluttol fiiggetlentil szabalyozza a sejtek

differencialodasat, €s az elszaporodott sejtek nem GSC-k.

Megvizsgaltuk, hogy az elszaporodott sejtek preCB allapotban vannak-e. Ehhez
megvizsgaltunk egy preCB-specifikus marker a polar granule component (pgc)
expressziojat. A Pgc-GFP-t kifejezd sejtek elszaporodasa MESR4 csendesitett niche-
ben azt jelzi, hogy az elszaporodott sejtek preCB allapotban vannak.

A differenciacié f6 szabalyozdja a bam gén. QPCR segitségével kimutattuk, hogy
MESR4 csedesités hatasara a niche-ekben lecsokken a bam mRNS mennyisége. A
MESR4 csendesités fenotipusat Bam tultermeléssel menekiteni tudtuk. A konstitutivan
aktiv bamPASE-Bam:GFP fenotipusat a MESR4 csendesités szupresszalta. Ez arra utal,
hogy a MESR4 az clkételezett GSC leanysejtekben, a preCB-okban a bam

expressziojanak eldsegitésével szabalyozza a differencialodast.

CISPR/Cas9 genomszerkesztési modszerrel eldallitottunk egy PHD finger nélkiili,
mutins MESR4 allélt. Az 0 allélt MESR4%" allélnak neveztiik el. A homozigdta
MESR44""¢ mutans ndstények vad fenotipusa azt jelzi, hogy a MESR4 fehérje PHD
finger motivuma nem sziikséges a MESR4 ivarvonalban betoltott szerepének

ellatasahoz.

EMSA kisérlettel kimutattuk, hogy a MESR4 zinc fingere doménjei képesek kotni a
hogy a MESR4 a zinc fingerein keresztiil, a DNS-hez kozvetleniil kapcsolddva,

transzkripcios faktorként szabalyozhatja a bam gén expressziojat.

Koimmunprecipitacioval kapcsolt tomegspektroszkopias kisérlettel a MESR4 partnereli
kozott nagy talalati értékkel megtalaltuk a MESR4-nek korabban azonositott
kolcsonhato fehérjéjét, a Host cell factor-t (Hcf). Kettds heterozigota mutans
germariumokat megvizsgalva azonban nem tudtunk koztiik genetikai interakciot

kimutatni.



Summary

Our aim was to investigate those MESR4-mediated processes that are necessary for proper germ

cell development.

We observed that MESR4 is expressed in all cells of the ovary in late third instar larvae and
adult flies, and localizes to the nuclei. Through cell-type specific silencing experiments, we
demonstrated that MESR4 is required in a cell-autonomous manner for proper germ cell
differentiation. Furthermore, using stage-specific silencing and stage-specific markers, we
determined that MESR4 is required in the precystoblast stage of germ cell differentiation. In the
absence of MESR4, we observed a significant reduction in bam mRNA levels, indicating that
MESR4 is necessary for proper bam expression. We confirmed that the MESR4 silenced
phenotype can be rescued by bam overexpression. Using the bam-PASE-Bam:GFP transgenic
allele, which is insensitive to inhibitory Dpp signals, in a MESR4 silenced background, we
demonstrated that MESR4 is required for proper bam transcription. We also found that MESR4
is not required in the niche for the function of the EGFR/ERK signaling pathway. Silencing of
MESRA4 did not affect the TGFB/Dpp pathway, indicating that MESR4 regulates bam expression
independently of this pathway. Using the CRISPR/Cas9 system, we generated a novel MESR4
allele lacking its PHD finger. The phenotype of the MESR4“”* homozygous flies showed that
the PHD finger of MESR4 is not required for its function in germ cells. Through an EMSA
experiment, we demonstrated that the zinc fingers of MESR4 can bind to the germ-cell specific
enhancer element of the bam regulatory region, suggesting that MESR4 may regulate bam
expression as a transcription factor. Using a co-immunoprecipitation coupled mass
spectrometry experiment, we identified MESR4 interacting partners. While we found a
previously identified interacting partner of MESR4, Hcf, no dominant genetic interaction was

observed between them when examining double heterozygotic germaria.

Our hypothesis is that the transcriptional control of bam by MESR4 is mediated by the direct

association of MESR4 with the bam regulatory sequences via its zinc fingers.
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Nyilatkozat I.

Alulirott Dr. Jankovics Ferenc hozzajarulok, hogy Szarka-Kovacs Alexandra Brigitta
fokozatszerzési eljarasahoz felhasznalja a ,,Jankovics et al, Development, 2018 Dec 4;145(23):
Drosophila small ovary gene is required for transposon silencing and heterochromatin
organization, and ensures germline stem cell maintenance and differentiation” cimii
kozleménytikben 1év6 eredményeket és egyuttal kijelentem, hogy ezeket az eredményeket nem

hasznaltam fel tudomanyos fokozat megszerzéséhez.

Dr. Jankovics Ferenc

Kelt. 2023.04.17

Nyilatkozat I1.

Alulirott, Dr. Jankovics Ferenc, kijelentem, hogy a kozleményben (,,Jankovics et al,
Development, 2018 Dec 4;145(23): Drosophila small ovary gene is required for transposon
silencing and heterochromatin organization, and ensures germline stem cell maintenance and

differentiation”) megjelent eredmények elérésében a jelolt, Szarka-Kovacs Alexandra Brigitta
jelentds szerepet vallalt. Kijelentem tovabba azt is, hogy mas jeldltnek nem adok ki hasonld
tartalmt nyilatkozatot azokrél az eredményekrdl, melyeket a jelolt fokozatszerzésében

felhasznalt.

Dr. Jankovics Ferenc

Témavezeto
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