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Bevezetés

A sejtek dinamikusan valtozd génkifejezO0dési mintazatainak kialakitdsaban a
szabalyozo fehérjék szerepe mar régdta ismert. Az utdébbi bo egy évtizedben azonban RNS
alapt regulator komplexeket azonositottak, melyek szintén részt vesznek a génaktivitas
szabalyozasaban.

A mikroRNS-ek (miRNS) endogén, egyszali szabalyzo RNS-ek, melyek hajtii alaka
atmeneti transzkriptumbol keletkeznek. Az érett, koriilbeliil 22 nukleotid hosszi MIRNS-ek
né¢hany fehérjével komplexet alkotva poszt-transzkripcionalis szinten fejtik ki negativ
szabalyozd hatasukat. A céltranszkriptumok 3’ nem transzlalodo végéhez komplementer
médon kapcsolodva lebontjak azokat, vagy transzlacidjukat gatoljadk. Az allatvilagban a
MIiRNS-ek és a céltranszkriptumok kozott részleges a bazisparosodas, emiatt az egyszerii
genom Osszehasonlitasok nem hasznalhatok a céltranszkriptumok eldrejelzésében, a kisérletes
bizonyitékok elengedhetetlenek. A MiRNS-ek funkcionalis elemzése még gyermekcipében
jar. Az eddig leirt miRNS fenotipusok alapjan azonban mdar nyilvanvalova valt, hogy a
MIRNS-¢k részt vesznek a legkiilonfélébb biologiai folyamatok szabalyozasaban, és gyakran
Osszetett fejlodési mechanizmusok finom szabdlyozasaban toltenek be fontos szerepet. Az
egyes MiRNS-ek funkcidéjanak megismerését neheziti, hogy egy-egy miRNS akar tobb szaz
fehérjekodold gént is szabalyozhat, és a miRNS-ek funkcidjaban is redundancia figyelhetd
meg.

Modell organizmusunkban, az ecetmuslicaban (Drosophila mealanogaster) jelenleg 256
MIRNS-t tartanak szamon (miRBase release 21: 2014 Junius). A feltételezett célgének szama
pedig meghaladja a 12000-t, ami a muslica génjeinek tobb mint 90%-at jelenti. A miRNS-ek
jelentdségét a magasabb rendii allatokban alig egy évtizede ismerték fol, azonban mutacidikat

maris egy sor human betegség kialakulasaval hoztdk kapcsolatba.



PhD dolgozatom a bioinformatikai médszerekkel elorejelzett mir-282 nevii Drosophila
melanogaster miRNS gén molekularis és fenotipusos jellemzésével foglalkozik. Munkam
kezdetekor a Drosophila genomprogramnak koszonhetéen minddsszesen egy 97 bazispar
hosszi, mikroRNS-ekre jellemzo hajtii alaku struktararol lehetett tudni, melynek érett alakja a

becslések szerint 27 bazispar hosszi.

Ceélkituzeések

A mIiRNS-ek érési folyamatairél, a génszabalyozasban betoltott szerepérdl
altalanossagban mar egyre szélesebb korti ismereteink vannak, azonban az egyedi miRNS-
eket kodolo gének terén még szegényes a tudasunk. Ezért célul tliztiikk ki az ivarsejthidnyos
sziirévizsgalat kapcsan latotertinkbe keriilt mikroRNS-t kodolo gén szerkezeti és funkcionalis
vizsgalatat.

e Terveink kozott szerepelt els6ként a Drosophila melanogaster mir-282 miRNS génjének
1étezését kisérletesen megerdsitni, ortologjait felkutatni.

e A mir-282 gén szerkezetének pontosabb megismerése érdekében meg kivantuk hatarozni
a mir-282 keletkezése soran az elsédleges transzkriptum hosszat, valamint azt, hogy a
mir-282 elsédleges transzkriptum esetlegesen valamely szomszédos fehérjekddolo gén
egyik ’splice’ varidnsa-e, azaz mirtron, vagy 0nallo transzkripcios egységként atirodo
miRNS.

e Masik f6 célunk a gén funkcidjanak megismerése volt. Ennek érdekében szandékoztuk
feltérképezni a mir-282 kozvetlen kozelébe beépiilt P-elem inszercios mutansok
fenotipusat, valamint létrehozni null allélokat, és ektopikus expressziot biztositd

transzgenikus vonalakat.



Tovabbi célunk volt a mir-282 szamos lehetséges célgénje koziil legalabb egy esetben
belatni, hogy a célgén 3’UTR-ében jelenlevoé mir-282 célszekvencian keresztiil a mir-282

valoban a célgén csokkent kifejezddését okozza.

Alkalmazott modszerek

A dme-mir-282 ortologok szintenikus viszonyat a legtobb esetben a Flybase és az NCBI
adatbazisok alapjan tartuk f6l, azonban egyes esetekben manualis kereséssel
azonositottunk ortologokat nagyfoku szekvencia egyezés és genomi pozicié alapjan.

Az els6dleges transzkriptum hosszanak megallapitasast a RACE technika egy
tovabbfejlesztett valtozataval végeztiik.

Az érett miRNS kimutatasara Northern-blot analizist végeztiink.

mir-282 null mutans térzsek létrehozasahoz két P-elemet remobilizaltunk nagy, atfedo
delécio felett.

Transzgenikus Drosophila vonalakat hoztunk 1étre: a mir-282 null mutans menekitésére;
a mir-282 ektopikus tultermelésére; a rutabaga 3'UTR-ében 1év6 mir-282 célszekvencia
tesztelésére.

A mir-282 null mutans torzs fenotipusanak megallapitasara életképesség, élethossz és
petehozam vizsgélatokat végeztiink kiilonb6zd koriilmények kozott.

Immunfestést végeztiink az dsivarsejtek elkiilonitésére.

TUNEL assayjel vizsgaltuk meg az ovarimokban végbemend apoptozist.

Ivarvonal kimérakat embrionalis ivarsejt (polaris sejt) transzplantacidoval készitettiink.

A jelolt célgének transzkriptumanak kifejezodési szintjét kvantitativ real-time PCR

technika segitségével mértiik meg.



Eredmények

A Drosophila melanogaster mir-282 génjének bizonyitottuk transzkripcios aktivitasat,
kifejezOdésének és elsddleges szerkezetének leirasdval aldtamasztottuk a koradbbi gén
elérejelzést:

A mir-282 az izeltlabuak kozott evoliicios konzervaltsagot mutat. Ortologjai az Gsszes
ismert genom szekvenciaju Drosophilidae fajban, valamint a teljes atalakulassal fejlédo
rovarokban megtalalhatok. A mir-282 régio konzervaltsagi fokanak becslése céljabol feltartuk a
mir-282 lokusz szinténia viszonyait. Bioinformatikai vizsgalataink a rokon fajokban ©&nalld
génkifejez6désre utal.

A mir-282 lokuszrol atirddé elsédleges transzkriptum hosszat RACE technikaval
meghataroztuk, mely az 5 végi CAP strukttratol a 3’ végi polyA végig 4,9 kb. A mir-282
elsddleges transzkriptumarol belattuk, hogy nem kapcsolodik a vele szomszédos
fehérjekodold gén exonjaival, vagyis 6nallo transzkripcios egységként irddik at RNS-sé.

Northern-blot kisérletet végeztiink, hogy megbizonyosodjunk arrol, hogy a mir-282
l6kuszrol atirddd elsddleges transzkriptumrdl valoban képzddik-e érett miRNS. A mir-282
10kuszrol termel6dé érett miR-282 hosszat ezen kisérlet eredményei alapjan koriilbeliil 23-24

nukleotid hosszusagura becsiiljiik.

A mir-282 biologiai funkcidjanak feltarasat az érett miR-282 RNS-t kodold szakasz
kozelébe beékel6dott transzpozon (P-elem) mutansok vizsgalataval kezdtik. A mir-282
kozelében 16 transzpozon inszercids mutans torzs allt rendelkezésiinkre, melyek kozott
homozigoéta letalis és életképes inszerciok is voltak. Megéllapitottuk, hogy a letalis fenotipust
minden esetben hattér mutaciok, és nem a mir-282 funkcio vesztése okozta.

A mir-282 altalanos ektopikus tultermelése testi sejtekben a masodik larvastadiumon tal

az élettel Gssze nem egyeztethetd, 100%-ban letalitast eredményezett, ami a mir-282 relevans



biologiai funkcidjara utal. Northern-blot kisérletettel megerésitettiik, hogy a tultermelés

valoban emelkedett szintli expressziot eredményez.

Ujonnan indukalt mir-282-re specifikus delécidkat azonositottunk. A null muténs
fenotipus vizsgalataval bizonyitottuk, hogy a mir-282 16kusz funkcionalis transzkriptumot
kodol, mely befolyasolja az élethosszt, az ¢letképességet €s a petehozamot:

A mir-282 homozigéta null mutans adult muslicak esetében élethossz csokkenést
tapasztaltunk 18, 25, és 29°C-on egyarant, mind a himek mind a néstények korében. Megfigyeltiik
tovabba, hogy a mir-282 null mutans torzs egyedei mar az adult kor elérése el6tt elpusztulnak,
azaz a torzs szemiletdlis fenotipust mutat. A lerakott petéknek egyharmadabol fejlodik csak adult
muslica. A szemiletalitds pontosabb feltérképezése érdekében életszakaszonként is megvizsgaltuk
a fejlodé muslicak letalitasat. A mir-282 null mutans peték kozel fele mar embrio korban
elpusztul, majd bab korban mértiink ismét jelentdsebb letalitast a kontrollhoz képest. A petehozam
mérések ravilagitottak arra, hogy a néstények altal lerakott peték szama is csokkent; a kontroll
petehozamanak kevesebb, mint a fele. A mir-282 null mutans himek normalis fertilitast mutatnak.
Jol ismert az intracellularis gram-negativ Wolbachia baktérium reproduktiv parazitizmusa
rovarokban, mely a mir-282 null mutanshoz hasonld, csékkent peteproduktumot eredményezhet.
Mind a DNS festés, mind a PCR alaptit Wolbachia kimutatasi teszt egyértelmiien bizonyitotta,
hogy a mir-282 mutans torzsek korokozomentesek, igy kizartuk annak lehetdségét, hogy a
csokkent petehozam okozoja Wolbachia fertézés lenne.

A mutans fenotipusok menekitése céljabol 1étrehoztunk olyan transzgenikus legyeket,
melyek a mir-282 elsddleges transzkriptumat is magaba foglaldo genomszakaszt tartalmazzak.
A transzgén a mutans hatterli legyekben sikeresen menekitette a megrovidiilt élethossz és
csokkent petehozam fenotipusokat, megerdsitve ezzel, hogy a mutans fenotipusokért a mir-

282 hianya a felelds.



Megfigyeléseink szerint a mir-282 mutans néstények naprol-napra kevesebb petét raknak le,
melynek hatterében az Osivarsejtek pusztulasa, a jol ismert Un. petesejt kiiirliléses fenotipus is
allhat. Az 6sivarsejtek azonban vad fenotipust mutattak Hts ellenanyaggal torténd immunfestéssel.
A petehozam csokkenése tehat nem az ivarvonal Ossejtek elvesztésére vezethetd vissza.

A csokkent petehozamot ivari vagy testi eredetli hiba egyarant eredményezheti. A mutaciod
fokuszanak megallapitasara embrionalis ivarsejt atiiltetéses kisérleteket végeztiink. A mir-282 null
mutansbol polaris sejteket kapott kimérak peterakasanak mértéke nem mutatott jelentds eltérést a
kontroll torzsbdl szarmazd poldris sejteket kapott kimérdkhoz képest. Mindebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a mir-282 null mutansok ivarvonal sejtjei funkcioképesek, vagyis a
mutacio fokusza nem az ivarsejtekben, hanem a testi sejtekben van.

A mir-282 delécios mutans ndstények csokkent petehozamanak hatterében jelentés,
megndvekedett apoptotikus aktivitast figyeltlink meg. Vizsgalataink ramutattak arra, hogy
mutans ndstényeink petefészkében a 8. stddiumban aktiv ellenérzé ponton athaladt petesejtek is
apoptotizalnak, valamint, hogy a petevezeték proximalis végében apoptotikus tormelék
felhalmozodasa figyelhetd meg. Eheztetés hatasara a 8. stiadiumos ellen6rzd ponton a
petekezdemények fokozott apoptotikus aktivitisa figyelheté meg. A mir-282 null mutinsok
normal fiziologiai reakciot képesek mutatni az 4atmeneti tdpanyag megvondsra, vagyis a
megnovekedett apoptotikus aktivitds hatterében nem a megvaltozott energiaellatas all. Az jboli
gazdag tapanyag-ellatottsag ellenére azonban a mir-282 null mutans ndstények egyre kevesebb

petét raknak a kontrollhoz képest, ahogy ezt korabbi kisérleteink soran is megfigyeltiik mar.

Megvizsgaltuk a mir-282 potencialis célgénjeit is, és a mir-282 negativ génszabalyozo
funkciojat kisérletesen bizonyitottuk. A mir-282 t6bb szaz, bioinformatikai modszerrel josolt
célgénje koziil ot jeloltet valasztottunk ki. Jeloltjeinkkel mir-282 mutans és vad genetikai
hattéren génexpresszios vizsgalatokat végeztiink. A mir-282 null mutins mintakban a

szabalyozott gének transzkripcids aktivitdsanak novekedését vartuk. A kivalasztott célgének



kifejez6dési szintjének kvantitativ mérése megmutatta, hogy a rutabaga gén transzkripcios szintje
az elvart médon nétt a mir-282 null mutans babokban. A rutabaga gén egy idegrendszer
specifikus adenil ciklazt kédol. A rutabaga gén miR-282 altali szabalyzasat megerésitendo,
megmértiik a rutabaga kifejez6dési szintjét mir-282-t taltermeld babokban is. Az idegrendszerben
ektopikusan taltermelt mir-282 hatasara a rutabaga mRNS szintje a vartnak megfeleléen
szignifikansan csokkent. A mir-282 és a rutabaga kozti szabalyzo kapcsolat tovabbi megerdsitése
érdekében a rutabaga 3’UTR-ében 1évé mir-282 célszekvencia érzékenységét transzgenikus
riporter konsrtukcidval is bizonyitottuk. A rutabaga mRNS-ében négy kiilonb6zo, lehetséges
miRNS koté hely van, és bar a mir-282-nek is sok mas célgénjét josoljak, eredményeink
alapjan mégis ugy feltételezziik, hogy a bab korban is kifejez6d6 mir-282 az idegrendszeren

keresztiil hatva fejti ki szabalyzé hatdsat a metamorfozis soran.

Osszefoglalas

A fent részletezett eredmények alapjan a kovetkezd 1j megallapitasokat fogalmazhatjuk meg:
* A dme-mir-282 gén 6nallo transzkripcios egységként irddik at
* A CAP és polyA véggel rendelkez6 elsédleges transzkriptum hossza 4,9 kb hosszu
« 23-24nt-0s érett miR-282 detektalhatd
* A mir-282 hianyanak kovetkezménye szemiletalitas és élethossz rovidiilés, valamint
petehozam csokkenés
* A mir-282 mutaciojanak fokusza a testi sejtekben van

* A miR-282 negativan szabalyozza a rutabaga gén kifejezodését
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