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BEVEZETES

A génmiikodés RNS alapu szabalyozasa

A 90-es években indult genomprogramoknak koszonhet6en ismerté valt, hogy a

magasabb rendii él6lények genomjanak nagy része transzkripcionalisan aktiv (Berretta

& Morillon 2009; Ulveling et al. 2011). Igy példaul a muslica (Drosophila

melanogaster) genomjanak legaldbb 85%-a atirddik RNS-sé (Stolc et al. 2004), azonban

csak 30%-arol keletkezik érett hirvivd RNS (messenger, mRNS) (Manak et al. 2006). A

fehérjét nem kddolé RNS-ek nagy része Un. *haztartasi’ feladatokat lat el (riboszomalis:

rRNS; transzfer: tRNS; kis magi: snRNS), mig a 2000-es évek elején Ujabban

felfedezett csoportjaik szabalyoz6 funkcioval rendelkeznek, melyek legfontosabb

szerepe a génmiikodés poszttranszkripcids szabalyozasaban van (1. Abra) (N. C. Lau et

al. 2001).

mRNS

Nem-kodolé RNS

I
Haztartasi RNS
l

| | |
rRNS tRNS snRNS

Szabalyz6 RNS

|
|
Kis RNS Hosszu RNS
I |
siRNS piRNS

MiRNS

1. Abra: Az RNS-ek funkcionalis csoportositasa: A miRNS-ek a nem-kodold, szabalyzd, kis RNS-ek

csoportjaba tartoznak.



A szabalyozo funkcioval rendelkez6 RNS-eknek tobb fajtija ismeretes, ezeket
legegyszeriibben méret szerint csoportosithatjuk. Kis nem-kodol6 RNS-eknek nevezzik
a 200 nukleotidnal rovidebb RNS-molekuldkat. Ide soroljuk a genom stabilitést
fonntartd piRNS-t (Piwi interacting RNS); az RNS csendesitésben részt vevd siRNS-t
(small interfering RNS), valamint a mikroRNS-eket (miRNS). A nem kodol6 kis RNS-
eken kivil még tobbféle hosszu, kevésbé jellemzett RNS csoportrél tudunk (Pauli et al.

2011; Ernst & Morton 2013).

A mikroRNS-ek

A mikroRNS-ek endogeén, egyszall szabalyz6 RNS-ek, melyek hajtii alaka (stem-
loop) atmeneti transzkriptumbol (pre-miRNS) keletkeznek. Végleges, korulbelll 22
nukleotid hosszu meretiiket a Dicer nevii RNaz aktivitast fehérje hasitasa altal nyerik el.
Az érett miRNS-ek az RNS indukalta géncsendesitd komplexbe épiilve (miRISC:
miRNA-containing RNA induced silencing complex) a céltranszkriptumok 3’ nem
transzlalodo (3> UTR: 3 untranslated region) végéhez komplementer mddon
kapcsolodnak. Részleges vagy teljes bazis komplementaritas révén akar tobb szaz cél-
transzkriptumot is szabalyozhatnak Ggy, hogy lebontjak azokat, vagy transzlacidjukat
gatoljak. (V. N. Kim 2005). Ezen negativ szabalyz6 funkcién kivil néhany esetben
beszdmoltak mar a miRNS-ek ritka, pozitiv szabalyozé funkcidjarol is (Vasudevan et al.

2007; Buchan & Parker 2007; @rom et al. 2008).

A mikroRNS-ek felfedezése

A mikroRNS-csalad alapitd tagjat, a lin-4-et 1993-ban Caenorhabdithis
eleganshan fedezték fol egy genetikai screen soran, mint a lin-14 magi fehérjét kodolo
gén represszorat. A lin-4 16kusz pontosabb feltérképezése soran kidertlt, hogy
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fehérjekddol6 mRNS helyett csupan egy 22 nukleotid hosszl, érett RNS termék
képzodik a génrdl, mely részleges bazis-komplementaritast mutat a lin-14 gén mRNS-
ének 3° UTR-ében hét kopidban megtaldlhatd konzervalt szakaszokkal. A mésodik
miRNS-t, a let-7-et csak kés6bb, 2000-ben azonositottdk szintén fonalféregben,
hagyoméanyos (forward) genetikai megkdzelitéssel (Du & Zamore 2005). Ahogy fény
derult a let-7 széleskorli filogenetikai konzervaltsagara, Ugy kezdték felismerni a
mMiRNS-ck altalanos jelentéségét. Kis RNS-ek klonozasaval, expresszios analizissel
azonositottak egy tucat miRNS-t, melyek mintajara mar bioinformatikai modszerekkel
folytatodott a miRNS-ek elorejelzése az egész élovilagban (Lagos-Quintana 2001; Lai et
al. 2003). Az utdébbi évtizedben miRNS-ek ezreit azonositottdk emberben, allatokban,

névényekben, valamint virusokban is (Griffiths-Jones et al. 2008; Pfeffer et al. 2004).

A mikroRNS-ek genomi elhelyezkedése

A miRNS gének altalaban intergenikus régidkban, ismert fehérjekddold génektdl
tobb kilobazisra lokalizalédnak, sajat promoterrel és szabalyozé régidval rendelkeznek.
Kisebb résziuk fehérjét nem kddold transzkripcids egységekben is el6fordulhat, de
fehérjekodolod gének intronjaba beéplilve is elhelyezkedhetnek. Az intronikus miRNS-ek
keletkezése kissé eltér a nagy tobbségtdl, hiszen az RNS érése a gazda gén splicing-
javal kapcsolt modon torténik meg. Az intronikus miRNS-eket éppen ezért kilon
alcsoportba soroljak, és mirtronnak nevezik (Ruby et al. 2007; Okamura et al. 2007). A
genomikus elhelyezkedéstdl fliggetleniil a miRNS-ek egyesével, vagy egymashoz kozel,
klaszterekben is elhelyezkedhetnek, és ilyenkor az érvényben levé modell szerint
policisztronos transzkripcios egységként irodnak at (V. N. Kim 2005; Du & Zamore

2005). A Drosophila genomban az ismert miRNS-ek megkozelit6leg fele fehérjekddolo



gének intronjaban foglal helyet, és tébb mint fele klaszterben talalhaté (Jaubert et al.

2007).

A mikroRNS-ek keletkezése és miikodése

A legtobb miRNS els6dleges transzkriptumat (pri-miRNS) az RNS polimeraz Il
(pol 1) irja & a DNS-r6l, bar példaul az ALU szekvenciak kozott elhelyezkedé emlds
mMiRNS-ek atirddaséért az RNS polimeraz III felelés (Borchert et al. 2006). A pol 11-hdz
k6t6d6 szabalyzo elemeknek koszonhetéen a miRNS-ek térben és idében szabalyozott
expresszios mintazatot mutathatnak, és az mRNS-ekhez hasonl6an a pri-miRNS-eket is
57 végi CAP struktura, és 3 végi polyA farok hatarolja (Cai et al. 2004; Lee Y. et al.
2004). A pri-miRNS-ek hossza véltozatos: egy, de akar hisz kilobazisos elsédleges
transzkriptumot is leirtak mar (Kadener et al. 2009).

Az érett miRNS az elsédleges transzkriptumbdl hajtii szerkezetii atmeneti alakon
keresztll, két kivagodasi lépés soran alakul ki. Ez a két lépés egymastdl térben
elkiillénilve a magban, illetve a citoplazmaban torténik (2. Abra). A Drosha fehérje
kofaktorai segitségével mar a magban folismeri a pri-miRNS masodlagos szerkezetét.
Ezutan az elsddleges miRNS transzkriptum végén 1év6 huroktol két hélix fordulatra, 3’
talnyal6 véget eredményezve kivagja a korulbelll 70 nukleotid hosszu pre-miRNS-t. A
Drosha fehérje az egész Aallatvilagban konzervalddott. Drosophilaban a Drosha két
RNaz III domént (RIIID), és egy kettés szali RNS koté domént (dsRBD: double-
stranded RNA-Binding Domain) tartalmaz. A Drosha és kofaktorai (koztuk a
legfontosabb a két dsRBD domént tartalmazo Pasha fehérje) egy hozzavetdlegesen
500kDa relativ molekulatomegli enzim komplexet alkotnak, melyet gyakran

mikroprocesszor komplexnek is hivnak (V. N. Kim 2005). A mirtronok esetében a



Drosha-tol fiiggetlen, splicing fiiggéd miRNS érési Gtvonalon keresztill jon létre a pre-

MIiRNS (Ruby et al. 2007; Okamura et al. 2007).

(RN
pre-mRNA
rosha
. A >
5'Cap pri-mRNA Phn
GTP
SEITMAG Ran &
lExportin-S
GDP
CITOPLAZMA
( :IIlﬂ]]I[II pre-mRNA
QJN
AL
o¥ & AP
o
R\sc\’ r/
RISC-miRNA m{hﬂm ADP
Részleges komplementaritas Tokéletes komplementaritas
(- T (), IR (),
5' UTR ORF 3'UTR 5'UTR ORF 3'UTR
Transzlacio gatlasa mRNS lebontasa

2. Abra: A mMiRNS-ek keletkezése Drosophilaban: madositott abra a
www.genscript.com/images/sirna/miRNA.jpg abra alapjan.

A pre-miRNS-t az exportin-5 fehérje és kofaktora, a Ran széllitja ki a
citoplazméba a magi poérus komplexen keresztil. A transzport energiaigényét a GTP
hidrolizise fedezi (E. Lund et al. 2004). A pre-miRNS tovabbi hasitasat egy masik
RNa&z 111 aktivitasu enzim, a Dicer végzi a citoplazméban. A Dicer fehérje az eukariéta
szervezetekben konzervalddott, magasabb rendl €l61ények genomjaban rendszerint tobb
homologja is megtalalhato. Drosophilaban két homoldg ismert, melyek koziil a Dicer-1-
nek nevezett fehérje jatszik szerepet a miRNS érésben. A Dicer-1 két RIIID-t, egy
dsRBD-t, valamint egy hosszu N-terminalis részt tartalmaz. Az N-terminalison egy

helikaz (Dead-Box RNA Helicase Domain), egy ismeretlen funkcioju (DUF283), és egy
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Paz domén talalhat6. A Paz domeén a pre-miRNS 3’ talnyulé végéhez kotodik, a helikaz
ATP hidrolizist hasznalva a kettds szali RNS molekulat széttekeri, majd az RNaz III
domenek lehasitjak a miRNS duplexet. A Dicer fehérjének tobb kdlcsonhatd partnere is
ismert, de ezek a hasitdshoz nem sziikségesek, szerepiik a miRNS stabilitasaban és az
effektor komplex kialakitdsaban van (Y. S. Lee, Nakahara, et al. 2004; Ye et al. 2007).
A miRNS érés kovetkezo 1épéseként a miRISC komplex kdzponti eleme, az Argonautel
(Agol) fehérje kapcsolodik a miRNS duplexhez. A miRISC komplexbe a miRNS
duplexnek csak az egyik szala kotddik be. A szalszelekcioban feltehetbleg az Ago
fehérjéknek van meghataroz6 szereplk. Az érett miRNS széal kivalasztodasa
hierarchikus szabalyok alapjan torténik, melyben a duplex struktiraja, a bazisparosodas
mértéke €lvez prioritast. Az 5° végen kevésbé stabilan parosodott szalbol lesz az érett
miRNS, az un. vezetd szal (V. N. Kim 2005). A duplex masik szalat, melyet kisérd
szalnak neveziink, és csillaggal jelolink (miR*), exoribonukleazok lebontjak. Legujabb
kutatasi eredmenyek szerint a kisér6 szalnak is lehet bioldgiai funkcidja. Nemrégiben
kimutattak ugyanis, hogy a kisér6 szal (miR*) bizonyos esetekben az siRNS Gtvonal
kdzponti effektordhoz, az Ago2 fehérjéhez ko6tédik. Mind in vitro, mind in vivo
kisérletekben bizonyitottdk, hogy az Ago2-hdz kotdtt miR* szal is képes a
céltranszkriptum csendesitésére (Czech et al. 2009; Okamura et al. 2009). Czech és
Okamura munkéja elsé izben mutatott ra az siRNS és a miRNS utvonal kozvetlen
talalkozéséra. A két poszt-transzkripciondlis szabalyzé utvonal sok szempontbdl
rokonithaté egymassal, hisz szamos hasonlosagot mutatnak, korabban mégis egyedi, jol
elkiilonithetd tulajdonsagaikra fokuszaltak (L. He & Hannon 2004).

A miRNS vezet6 szalanak kivalasztodasa bizonyos esetekben nemcsak
termodinamikai alapon dol el. Ha a két szal termodinamikai stabilitisa megegyezik,

akkor a céltranszkriptum (target) jelenléte is stabilizalhatja az egyik vagy masik szalat
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(target medialt miRNS védelem), vagyis a céltranszkriptum szintje visszahat a miRNS
szintre, megveédve a miRNS-t a lebomlastdl (Chatterjee et al. 2011). A miRNS-ek
jellemzéen uridinnel kezdddnek, melynek szintén szerepe lehet a szélszelekcioban.
Leggtobbszor ugyanis a duplex uridinnel kezdddd szalabol lesz a vezetd szl (Czech &
Hannon 2011). Az érett miRNS-ek fehérjekkel komplexben stabilnak mondhatok,
féléletidejik a citoplazmaban az mRNS-ekénél altaldban hosszabb (Bail et al. 2010). Ez
feltehet6en annak koszonhetd, hogy a miRNS érés utolsé lépéseként az érett, egyszalu
mIiRNS a 3' végén metilalodik, ami hathatos védelmet nyUijt a degradacio ellen (Czech &
Hannon 2011).

A mMiRNS-ek miikodésének hatdsmechanizmusarél még nincs teljesen letisztult
képink. Ha a miRISC komplexben levé érett miRNS szekvencia teljes
komplementaritast mutat a celgén mRNS-ének 3> UTR-ében 1évé célszekvenciaival, a
transzkriptum  degraddlodik. A transzkripciés gatlds sordn a miRNS-ek a
céltranszkriptumot a citoplazmatikus P-testekbe (processing body) iranyitjak, ahol nagy
mennyiségben vannak jelen az 5° végi CAP struktarat lehasité enzimek és 5'-3'
nukledzok. Ha azonban a miRNS-ek és célszekvencidik részleges bazisparosodast
mutatnak, akkor a transzlacid inicializdlodasanak gatlasa kovetkezik be (Valencia-
Sanchez et al. 2006; Behm-Ansmant et al. 2006). Mig ndvényekben a miRNS-
célszekvencia teljes komplementaritasa jellemzébb, allatok esetében inkabb részleges
bazisparosodas figyelheté meg, ami a célgének szamitdgépes joslasat megneheziti
(Stark, Brennecke, et al. 2003). Fel nem oldott ellentmondas azonban az, hogy egyre
tobb kisérleti adat tanusaga szerint a mRNS degradacio allatokra, mig transzlacios gatlas
a novényekre jellemzobb (Huntzinger & Izaurralde 2011). Mésok human sejtkultiran

végzett kiserleteik alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy mérsékelt represszio



transzlacios gatlas révén alakul ki, mig erdteljesebb kifejezddési valtozasokat csak

MRNS destabilizacidval lehet elérni (Baek et al. 2008).

A mikroRNS-ek altal szabalyzott céltranszkriptumok

Az allatvilagban a miRNS céltranszkriptumok elérejelzésében az alapvetd kihivast
a részleges bazisparosodas adja. Emiatt az egyszeri genom Osszehasonlitisok nem
hasznalhatdk a céltranszkriptumok eldrejelzésében. A legkorabbi tanulmanyokban ezért
riporter rendszereket hasznalva térképezték fel a mIRNS — mRNS kapcsolat
legfontosabb elemeit, majd ezen eredmények alapjan fejlesztettek kilonféle célgén
prediktalé algoritmusokat. A miRNS 5’ végi 6-7 nukleotidja a 2. és 8. pozicio kozott a
célszekvencia felismerésében Kitiintetett szereppel bir. Ezt a lényeges részt el is
nevezték kozponti, un. ’seed’ régionak (Stark, Brennecke, et al. 2003). A seed régid
maga is tartalmazhat kihurkol6dasokat, nem péarosodott nukleotidokat, melyeket a 3’
végi er6sebb parosodas kompenzal (Brennecke et al. 2005). Mindezen felismerések
mellett a célgén prediktalé algoritmusok figyelembe veszik az evollcids
konzervaltsagot, valamint azt, hogy a miRNS kot6helyek rendszerint tébb kopidban
fordulnak el6 a szabalyozott RNS-ek 3° UTR-ében. A miRNS kutatds rengeteget
kdszonhet a bioinformatikanak, de a célgének azonositidsaban a kisérletes bizonyitékok
elengedhetetlenek. A Kkisérletesen is bizonyitott miRNS célgének szama egyre né, de
még mindig elenyész6 az Osszes feltételezett miRNS-hez képest (R. C. Friedman et al.
2009; Hammell 2010). Becslések szerint magasabb rendii allatok genomjaban minden
szazadik fehérjekodold génre jut egy miRNS (Lai et al. 2003; D. P. Bartel & C.-Z. Chen

2004a).



A mikroRNS-ek nevezéktana

Az érvényben 1év6 megallapodéasok szerint miRNS-nek tekinthetd az a révid RNS,
amely a kovetkezd kritériumok koziil legalabb kettének eleget tesz: 1, expresszidja
Northern-blottal, esetleg reverz transzkripcio kapcsolt polimeradz lancreakcioval, primer
extenzids analizissel, vagy microarray-el bizonyitott; 2, a hajtii alak (stem-loop) egyik
karjan, nagyobb belsé hurkok nélkiil helyezkedik el az érett miRNS; 3, az érett miRNS
¢és altalaban az eléalak is filogenetikailag konzervalodott; 4, a miRNS érés utvonalat

gatolva intermedier forma felhalmozo6dasa mutathato ki.

A mikroRNS-ek elnevezésekor a 3-4 betlis, fajra utalo elétagot vagy az érett
mMiRNS-szekvencia jele (miR) vagy az eléalak (mir) roviditése koveti, attol fliggéen,
hogy melyik alakrdl beszéliink. A név egy szammal ér véget, mely ortoldgok esetében a
kiilonb6z6 fajokban megegyezik. Példaként a dolgozatomban vizsgélt, az ecetmuslica
egyik érett miRNS-ét jelol6 szabatos elnevezés: dme-miR-282 (Ambros, B. Bartel, et al.

2003; V. N. Kim 2005; Griffiths-Jones et al. 2006).

A mikroRNS-ek funkcidi

A miRNS-ek funkcionalis elemzése még gyermekcipében jar. Az eddig leirt
miRNS fenotipusok alapjan azonban mar nyilvanvalova valt, hogy a miRNS-ek részt
vesznek a legkulonfélébb bioldgiai folyamatok szabalyozasaban, és gyakran dsszetett
fejlédési mechanizmusok finom szabélyozésaban toltenek be fontos szerepet. Az egyes
miRNS-ek funkcidjanak megismerését neheziti, hogy egy-egy miRNS akar tobb szaz
fehérjekddol6 gént is szabalyozhat, és a miRNS-ek funkcidjaban is redundancia
figyelheté meg (Abbott et al. 2005; Sokol 2008). Az alacsony szinten kifejez6d6

miRNS-ek hatdsa gyakran csak egymassal kombinadlva érvényesil a célgének



finomhangolasaban (D. P. Bartel & C.-Z. Chen 2004b; Krek et al. 2005). A miRNS-ek
funkcionalis analizise soran a legtobb esetben valdszintileg az elébb emlitett okok miatt
kevés magas expresszivitadsu és penetranciaju miRNS mutéans fenotipust azonositottak.
Példaul a Caenorhabditis elegans MIRNS génjeinek szisztematikus eltavolitasa
altalaban nem okozott kdnnyen azonosithato fenotipusokat laboratériumi koriilmenyek
kdzott (Miska et al. 2007). Genetikailag eérzékenyitett hattéren azonban mar sok esetben
megmutatkozott a miRNS gén eltavolitasdnak hatasa (Brenner et al. 2010). Barthel és
targeteket (switching target), melyek a miRNS hatasara ki- vagy bekapcsoljak a célgén
kifejez0dését, masrészt a finom szabalyozdsban résztvevoket (tuning target), melyek
enyhe hatdst mutatnak csak a célgén kifejezédésére, valamint a semleges targeteket
(neutral target), melyek hatdsa elenyész6, a jelen fenotipizalasi eszkOztarral nem

mutathato ki (D. P. Bartel & C.-Z. Chen 2004b).

mikroRNS-ek az ecetmusliciban

Modell organizmusunkban, az ecetmuslicdban (Drosophila mealanogaster)
jelenleg 256 miRNS-t tartanak szamon (miRBase release 21: 2014 June). A feltételezett
celgének szama pedig meghaladja a 12000-t, ami a muslica génjeinek tébb mint 90%-at
jelenti. A miRNS Utvonal egyes elemeinek szisztematikus gatlasa muslicaban néstény
sterilitast, sejtosztodasi zavarokat, embriondlis szegmentéaciés hibakat, memoria
zavarokat es embrionalis letalitdst okozhat. Egyedi Drosophila miRNS-ek koziil
mindeddig csupan korilbelul egy tucatrol készilt részletes leiras (Flybase
www.flybase.org). Ezeken kivil a tobbi, jo kétszaz prediktalt miRNS gén funkcidjarol
szinte semmit nem lehet tudni. Drosophila melanogaster-ben az els6, kisérletesen

vizsgalt egyedi miRNS a sejtnovekedést és apoptozist szabalyzé bantam. A bantam az
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apoptdzist gatolja és sejtproliferaciot indukalva novekedést idéz elé. A bantam
celszekvenciakat az apoptdzist indukalé hid (head involution defective) gén 3> UTR-
ében azonositottdk, majd funkciondlis kisérletekkel bizonyitottdk a bantamnak a hid
transzlaciojat gatlo hatasat (Brennecke et al. 2003). A muslica miR-14 nevii génjét
szintén hagyomanyos genetikai megkdzelitéssel azonositottak sejthalalt és zsir
felhalmozodast befolydsolé funkcidja alapjan (Xu et al. 2003; V. Ambros 2004). Az
anyai hatassal és zigotikusan kifejez6d6 miR-184 hidnyaban tobbféle defektus Iép fel az
oogenezis és a korai embriogenezis sordn, mely egyes esetekben a petesejtek teljes
hidnydhoz is vezethet (lovino et al. 2009). Soni és munkatarsai nemrégiben
bizonyitottdk a Drosophila miR-34 anyai hatdsat. A miR-34 a zigotikus atmenetet

megeldzve a korai idegi differenciacioban tolt be fontos szerepet (Soni et al. 2013).

A mikroRNS-ek jelentdsége

A mMiRNS-¢k jelentdségét a magasabb rendii allatokban alig egy évtizede ismerték
fol, azonban mutacidikat maris egy sor human betegség Kkialakulasaval hoztak
kapcsolatba. Neurodegenerativ (Alzheimer és Parkinson kor), ill. kardiovaszkularis
betegségek, valamint a rak legkiilonboz6bb tipusainak hatterében azonositottak mar
miRNS mutécidkat. Ugyanakkor talaltak mar ritkdbb betegségeket okoz6 miRNS
mutaciokat is. Az autoszomas, domindns progressziv siketség, vagy a Feingold-
szindroma hatterében is miRNS rendellenesség allhat (Friedman & Jones 2009;
Hammell 2010; Farazi et al. 2011). A miRNS-ek érési folyamatairdl, a
génszabalyozasban betoltott szerepérdl, a szabalyozott gének korérdl altalanossagban
egyre szélesebb korli ismereteink vannak, azonban az egyedi miRNS-eket kodolo gének

teren még szegényes a tudasunk. A bioinformatika ugrasszerii fejlédésével hatalmas
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adathalmazok jottek létre a miRNS-ekkel kapcsolatban, melyek legnagyobb része még

értelmezésre és kisérletes megerdsitésre var.

A Drosophila mir-282 nevii mikroRNS génje

PhD dolgozatom a bioinformatikai mddszerekkel elorejelzett mir-282 nevii
Drosophila melanogaster miRNS gén molekularis és fenotipusos jellemzésével
foglalkozik. Munkam kezdetekor a Drosophila genomprogramnak koszénhetéen
minddsszesen egy 97 bazispar hosszi, mikroRNS-ekre jellemz6 hajti alak( strukturérol
lehetett tudni, melynek érett alakja a becslések szerint 27 bazispar hosszu (Lai et al.
2003). A mir-282 miRNS génje a muslica 3. kromoszéméjanak bal karjan, a 63C1
régidban talalhatd. Ezen kivil ismert volt még, hogy ortoldgjai mas Drosophila
fajokban is megtalalhatok. Northern-blot segitségével Leaman és munkatarsai
Drosophila melanogaster babban és feln6tt néstényekben alacsony szintii kifejez6dését
tapasztaltak (Leaman, P. Y. Chen, et al. 2005). Munkank soran bizonyitottuk a mir-282
létezését. Megmutattuk, hogy a mir-282-t fliggetlen, 6nallé gén kodolja. Kimutattuk,
hogy a mir-282 szerepet jatszik a muslicak élethosszanak szabalyozéasaban, valamint a
ndstények fertilitisaban. Bizonyitottuk, hogy a mir-282 a cAMP szintézisért felels

adenil ciklaz gén negativ regulatora.
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CELKITUZES

A miRNS-ek keletkezésérol és szerepérél altalanossagban mar széleskori
ismereteink vannak, azonban a nagyszamu miRNS eldrejelzéshez képest az egyedi
mMiRNS-eket kodold gének szerkezetérdl és funkcidjardl még keveset tudunk (Smibert &
Lai 2008). Ezért célul tliztiik ki az ivarsejthianyos sziir6vizsgalat kapcsan latoteriinkbe
kerGlt mikroRNS-t kddold gen szerkezeti és funkcionalis vizsgélatat.

Terveink kozott szerepelt elséként a Drosophila melanogaster mir-282 miRNS
génjének létezését kisérletesen megerdsitni, ortologjait felkutatni. A mir-282 gén
szerkezetének pontosabb megismerése érdekében meg kivantuk hatarozni a mir-282
keletkezése soran az els6dleges transzkriptum hosszat, valamint azt, hogy a mir-282
elsddleges transzkriptum esetlegesen valamely szomszédos fehérjekodold gén egyik
’splice’ variansa-e, azaz mirtron, vagy 6nallo transzkripcios egységként atirédd miRNS.

A mir-282 gén szerkezeti jellemzése mellett masik 6 célunk a gén funkcidjanak
megismerése volt. Ennek érdekében szandekoztuk feltérképezni a mir-282 kdzvetlen
kozelébe beépult P-elem inszerciés mutansok fenotipusat, valamint létrehozni null
allélokat, és ektopikus expressziot biztositd transzgenikus vonalakat.

Tovébbi célunk volt a mir-282 szdmos lehetséges célgénje kozil legalabb egy
esetben belatni, hogy a célgén 3’UTR-ében jelenlevé mir-282 célszekvencian keresztil

a mir-282 valdban a célgén csokkent kifejez6dését okozza.

-13-



ANYAGOK ES MODSZEREK

Drosophila torzsek

A vad tipusnak tekintett w!!8-as térzs, a P-elem remobilizalashoz transzpozaz
forrasként hasznalt masodik kromoszomas CyOA2-3/Bc,Gl,Fr genotipust torzs, a
kromoszémalis markerként igénybe vett e°, valamint a transzgének meghajtdsahoz
hasznalt driverek (act5C>Gal4; act5C>Gal4/CyO GFP; da>Gal4; tub>Gal4;
twist>Gal4) a Bloomingtoni Drosophila Torzskdzpontbol —szarmaznak. A
nos>GaldVP16 Gal4 forrdst Ruth Lehmann bocsatotta rendelkezésunkre. A
rekombinaciot gatldo un. balanszer kromoszomakat tartalmazé TM2,Ubx/TM6a,Sb;
TM3,Sb/TM6,D3%  CxD,ryBYW/TM3,Sh!Ser!; SM6b/Sp; CxD/TM3,Sb!Ser! genotipusi
torzseket szintén a Bloomingtoni Drosophila Térzskdzpontbdl kaptuk. A P{EP}3689,
P{EP}3560, P(EP)3718, P{EP}3034, P{EP}3139, P{EP}714, P{EP}3628, P{EP}1151,
P(EP)3041, P{EP}3370, P(EP)3738, P(lacW)S147703, P(RS)CB-6303-3, P(RS)CB-
5453-3, P(RS)CB-5442-3, P(RS)HA-1664-3 és Df(3L)ED208/TM2Ubx jelii tdrzsek a
Szegedi Drosophila Torzskozpontbol szarmaztak. A kisérletekben vizsgalt P-elem
inszerciét hordozé Drosophila térzsek inszercids helyzetének meghatarozasahoz a
FlyBase adatbazis hatarold (flanking) szekvencia adatait hasznaltuk (inverz PCR; lIsd.
késébb). Az ovoP! (Fs()K1237) domindns ndstény steril mutaciét hordozod torzset

(Komitopoulou et al. 1983) Szabad Janos bocsatotta rendelkezéstinkre.

Genomi DNS tisztitasa

Genomi DNS (gDNS) preparaldsahoz 30 felndtt, ndstény legyet homogenizaltunk
kétszer 200ul feltard pufferben (100mM Tris HCI pH=7,5; 100mM EDTA; 100mM

NaCl; 0,5% SDS). Fél 6ras, 65°C-os inkubalast kovetéen 800ul 3/5M-0s KAc-ot és
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6M-os LiCl-ot tartalmaz6 puffert adtunk hozza, mellyel szobahémérsékleten egy oran
keresztiil inkubaltuk. Ezt kovetéen a mintat 15 percig centrifugéltuk 16000 ¢
gyorsulassal, majd a feltldszobdl 1ml-t Gj Eppendorf csébe helyeztiink at, és 600ul
izopropanollal kicsaptuk a benne lev6 nukleinsavakat. A tizendt perces, 4°C-on torténd
(14000 g) centrifugalast kovetéen a csapadekot két 1épésben mostuk -20°C-0s 70%-0s,
ill. 96%-os etil-alkoholban. A mosasi lépések kdzben a mintat 2 percig 16000 g
gyorsulassal centrifugaltuk. A beszaritott csapadékot 80-100 ul steril, haromszorosan
desztillalt vizben (TDviz) oldottuk f6l, és -20°C-on taroltuk.

A P-elem remobilizalassal Iétrehozott muténs jel6lt torzseken a vart delécio
ellendrzését egyetlen 1égybol nyert gDNS-en végeztikk. Az élesztds taptalajon tartott
him legyet 100ul feltaré pufferben (50mM EDTA; 100mM Tris HCI pH=9; 5% SDS)
homogenizaltuk, majd 30 percig 65°C-on inkubaltuk. Ezt kovetéen 400 pl 5M-0s
KAc-ot adtunk hozza, és jégen tartottuk fél dran keresztul. A mintat kétszer 10 percig
centrifugaltuk  4°C-on 12000 g gyorsulassal, majd a fellliszéhoz 1ml
szobahOmeérsékletli, 96%-0s etanolt adtunk. Szobahdmérsékleten torténd 10 perces
centrifugalast (16000 g) koveten a csapadékot -20°C-o0s, 70%-0s alkohollal mostuk. A

beszaritott gDNS-t 5ul steril desztillalt vizben oldottuk fol.

Inverz PCR

Az inszercids mutans Drosohpila térzsekben a P-elemek térképhelyzetének pontos
megallapitasara inverz polimeraz lancreakciot (iPCR) végeztiink. A P-elem végeinek
pontos szekvenciaja ismert, restrikcios enzim felismerd-helyeket, és PCR sokszorozasra,
ill. szekvencia meghatarozasra alkalmas primer tapadasi helyeket tartalmaznak. A
P-elemek 3’ végi hatarolé szekvencidinak meghatarozsakor egy-egy restrikcios

enzimmel (Hindlll vagy Hpall, 10U/ul, Fermentas) emésztettiik a genomi DNS-t. A
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DNS fragmenteket T4 DNS ligaz (Fermentas, 5U/ul) enzimmel 400ul végtérfogatban
4°C-on éjszakan at inkubalva cirkularis DNS-sé zartuk, majd az igy létrejott cirkularis
DNS gylijteményen P-elemre specifikus primerek segitségével felsokszoroztuk a P-
elemet hatarolé genomi szakaszt. A PCR reakcidelegy Osszetétele a kovetkezd volt:
29,5ul steril TDviz, 1ul 10uM forward primer, 1ul 10uM reverz primer, 5ul 2,5 mM
dNTP mix, 5ul Hindlll-mal emésztett, majd ligalt gDNS, 3ul 25 mM MgClz, 5ul 10X
Taq puffer, 0,5ul Tag/Pfu polimeraz 20:1 keverék (Fermentas, Taq: 5u/ul, Pfu: 2,5u/ul).
A PCR reakciét a PTC-200 (MG Research) késziiléken a kovetkezé programmal
veégeztik:

5 perc 95°C (aktivalas)

30 mp 95°C (denaturalas)

1 perc 60°C (primer hibridizacio) » 35X

2 perc 68°C (lanchosszabbitas)

10perc 72°C (végso extenzio)

A PCR terméket 1%-0s agard6z gélen valasztottuk szét, az egyes fragmenteket UV
fény alatt a gélb6l kivagtuk és a QIAquick Gel Extraction Kit-tel (Qiagen) izolaltuk
vissza. A szekvencia megallapitdsa a P-elem végre specifikus primerrel tortént. A
kiilonboz6 P-elem inszerciés helyek megallapitdisa mas-mas iranybol, restrikcios

emesztéssel és primerekkel tortént, ezeket az adatokat az 1. tdblazat foglalja dssze.
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P-elem P-elem vég RESt,”kC!OS PCR primer | Szekvenal0 primer
emésztés

P {EP}EP 1151 3’ vég HindIII pryl pry2
P {lacW}S1477/3 3’ vég Hindlll pryl pry2
P {EP}CG14959EP3718 5’ vég Hpall Pwhtl placl
P {RS5}5-HA-1664 5’ vég Hpall plac4 placl
P {EP}CG14959E7304 5’ vég Hpall Pwhtl placl
P {EP}EP 3370 5’ vég Hpall Pwhtl placl
P {RS3}CB-5453-3 5’ vég Hpall plac4 placl
P {EP}EP 3034 3’ vég HindllI pryl pry2
P {EP}CG14959EP3738 5’ vég Hpall Pwhtl placl

1. Tablazat: Az iPCR-hez hasznalt primerek dsszefoglalasa: A hasznalt primerek hibridizaciés
hémérséklete minden esetben 60°C volt, a primerek szekvenciai a kovetkezok:

Pryl (26) -CCT TAG CAT GTC CGT GGG GTT TGA AT

Pry2 (28) -CTT GCCGAC GGG ACCACCTTATGTTATT
Plac4 (27) -ACT GTGCGT TAGGTCCTGTTCATT GTT
Placl (24) -CACCCAAGGCTCTGC TCC CAC AAT

Pwhtl (29) -GTA ACG CTAATC ACT CCG AACAGG TCACA

mir-282 delécio létrehozasa

Mir-282 null mutans torzsek létrehozasahoz két P-elemet remobilizaltunk nagy,
atfed6 delécio felett. Az érett miR-282 mikroRNS 5’ végétél mintegy 26 illetve 58
bazisparra beékelddstt EP (P(EP)3738) illetve RS (P(RS3)CB-5453-3) tipusti P-elemek
remobilizalasat a 63C1-63F5 régiot atfedd, 664 kilobazisos deléciora heterozigota
ivarsejtekben (Df(3L)ED208/TM2Ubx) hajtottuk végre. A jeldlt delécios vonalak
molekularis ellendrzését polimeraz lancreakcié (PCR) segitségével hajtottuk végre két
kiillonb6z6 primer parral. Az Svford (GCCGGTCCGAAATAGAAAGC) és rev2
(ACAAGCAGTGCAACCGTTGT) primerek a miR-282-t61 koriilbeliil 1-1 kb-ra
tapadnak ki, igy ennek a két primernek a segitsegével egy korilbelul 2 kb-os *ablakot’
tudtunk vizsgalni. A nagyobb méretii deléciok kiszilirésére bedllitottunk egy masik
PCR-t is a mirFwl (GAGCAGAGGTGGATTCTAAC) és a mirRevl (GACCCTGCTA
TTCCTACAT) primer pérral. A forward primer a miR-282-t61 ~3,5 kb-ra, mig a reverz

primer attol ~0,6 kb-ra tapad ki, igy a vad tipusu termék mérete 4194kb.
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Transzgenikus Drosophila vonalak létrehozéasa: mir-282 expressziés torzsek

A mir-282 tultermelést biztositd transzgenikus torzsek a pre-mir-282 hajtt alaku,
atmeneti formajat is tartalmazd genomi szekvencia beépitésével késziltek. A A fag
helyspecifikus rekombinacidjan alapul6 GATEWAY Kklonoz6 rendszert hasznaltuk a
mir-282 tultermelést biztositdé konstrukcié megfelelé vektorba juttatasahoz (Huynh &
Zieler 1999). Integracids és kivagodasos rekombinacids reakciok képezik a GATEWAY
in vitro rendszer alapjait, melyet a kovetkezOképpen szemléltethetiink: attB x attP
(att=attachment; BP reakcio = integracid) < attL x attR (LR reakci6 = kivagodas) [“x”
szimbolizalja a rekombinéciét]. A BP és LR reakciokat méas-méas enzimek katalizaljak,
melyek egy-egy lépésben biztositjak a gyors, hatékony és specifikus rekombinaciot,
melynek soran sem a leolvasasi keret, sem az orientacié nem valtozik.

A mir-282 tlltermelése céljabol egy 690 bazisparos genomi szakaszt
sokszoroztunk fol attB rekombinécids helyeket tartalmazo primerek segitségével. A
forward primer tartalmazta az attB1 adaptert, és a miR-282-t61 430 bp-ra elhelyezkedd

génspecifikus részt (attB1 adapter aldhuzva: GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCA

GGCTCAAACATGGGCTCTACGAGT), mig a reverz primer az attB2 adaptert és a
miR-282-t61 232bp-ra elhelyezkedd reverz génspecifikus részt (attB2 adapter alahlzva:

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGAAAATAGGCCAGCCAGATG).

Az integrécios reakcid sordn az attB rekombinacios helyekkel rendelkez6 PCR
termékiinket pDONR™221 donor vektorba rekombinaltattuk. A gyartd altal ajanlott
protokolltdl a térfogatok csokkentéseben (5ul végtérfogatban: 1ul PCR termék; 1,5ul
donor vektort (100ng/ul); 1,5ul TE puffer; 1ul BP CLONASE Il enzim) és az éjszakan
keresztlli inkubalasban tértiink el. A rekombinaciot 1ul proteinaz K (20mg/ml)
hozzéadasaval és 10 perces 37°C-ra melegitéssel allitottuk le. A PCR terméket hordozé
an. entry klon 6ul-ével 200ul OmniMAX 2T1 kompetens sejtet (Invitrogen)
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transzformaltunk. A transzformacio soran a gyartoi protokolltdl eltéréen a kompetens
sejteket egy percig hésokkoltuk, majd pedig 800 ul folyékony LB taptalajjal inkubaltuk
és kanamicin (Kn) antibiotikumot tartalmazé LB lemezekre szélesztettik, melybdl
masnap egyedi baktériumtelepeket leoltva készitettiink tenyészetet. A tenyészet egy
részét 87%-os glicerinben -80°C-on lefagyasztottuk, a maradékbol pedig a Wizard Plus
Minipreps DNA Purification System-et (Promega) hasznalva plazmid DNS-t
preparaltunk. A kompetens sejtek sikeres transzformalasarol Vspl restrikcids enzimmel
torténd hasitassal ellendriztiik: az enzim az tires donor vektort haromszor hasitja, mig a
PCR fragmentumot is tartalmazé vektorban négy helyen talalhaté meg az enzim altal
felismert szekvencia, igy az emésztését kovetden 1% agardz gélen elektroforetizalva
négy restrikcios fragmentumot kaptunk (méreteik: 59bp, 561bp, 1148bp,1473bp).

A kovetkez6 1épésben az attR rekombinacios helyeket tartalmaz6 célvektorokba
(pPW, pTW) klénoztuk at az entry klont. Az LR reakcid soran a gyartoi protokolltol a
térfogatok csokkentésében (2,5ul TE puffer; 1ul entry klon (100ng/ul); 0,5ul célvektor;
1ul LR CLONASE Il enzim) és az éjszakan keresztiili inkubalasban tértiink el. Az LR
reakcio ledllitasat és a transzformalast ugyanugy végeztiik, mint el6z6leg a BP reakcid
esetében, a transzformalt sejteket azonban ampicillin antibiotikumot tartalmaz6 LB
lemezekre szélesztettiik. Az elkésziilt konstrukciok teljes szekvenciajat ellendriztik két
belsé primer (5v primer: GAGGGTCCGGGCTTATCAAGCAGT és 1for primer:
TCGTGAGAGGAGGAGAAGAG) segitségével. Az injektalashoz plazmid DNS-t
tisztitottuk a Qiagen HiSpeed Plasmid Midi kittel. A preparalt DNS-minta
izopropanol elegyével kicsaptunk 50ug-nyi DNS-t, és 10ul injektald pufferben (5mM

KCI; 0,1 mM NazPOs; pH=6,8) feloldottuk.
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A konstrukciokat vad tipusu, w'!!® embriokba injektaltuk. A transzformalt Go
allatokat egyenként w8, SM6b/Sp; CxD/TM3,Sb*,Ser! négy balanszer kromoszomat
tartalmaz6 segédtorzzsel kereszteztik. A w* transzformaciés markergént kifejezé Gi
utédgeneracio egyedeit ismételten a wl®; SM6b/Sp; CXD/TM3,Sb*,Ser! balanszeres
torzshoz keresztezve az egyes inszerciokat a két nagy autoszomara térképeztik, és
torzseket alapitottunk.

Az éltalanos ektopikus mir-282 kifejezédés letalfazisanak meghatdrozasa sorén a
larvastadiumok elkulonitését az anterior spirakulumok szerint hataroztuk meg Demereck

Biology of Drosophila cimt konyve alapjan.

Transzgenikus Drosophila vonalak Iétrehozasa: mir-282 menekité konstrukcio

A mir-282 menekit6 konstrukcio a két szomszédos gén (5 irdnyban a CG43389,
valamint 3" iranyban a ckd) kozotti 9,1 kikobazisos genomszakasz PCR-es
sokszorozasaval készilt. A polimeraz lancreakcid soran a Bglll restrikcids hasitohelyet
tartalmazo mir_gen_Fw4Bgl primert (GTCCGTACAAGATCTCCCACAATCTTGAC
CGCTAQC), valamint vele szemben a Kpnl hasitohelyet tartalmazé mir_gen_Rev4Kpn
primert (GATGAGTCCTGAGGGTACCGACTTGGCCCAAACACTTGAC)
hasznaltuk. Az igy létrehozott PCR terméket a szdmos klonozo hellyel rendelkezd,
helyspecifikus integraciot biztosité pattB vektorba klonoztuk. A vektorokat a fent
részletezett médon kompetens sejtbe transzformaltuk, végil az elkésziilt konstrukcidk
teljes szekvenciajat ellendriztilk, hogy nem keletkezett-e mutacio a PCR vagy a
klonozas soran. Az injektalashoz plazmid DNS-t tisztitottunk, és Drosophila embriokba

injektaltuk.
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Transzgenikus Drosophila vonalak létrehozéasa: a rutabaga EGFP 3'UTR

konstrukcio

A mir-282 transzkripciot szabalyz6 hatésat a rutabaga 3'UTR-ében 1év6é mir-282
celszekvencia tesztelésevel végeztik. A rutabaga 3'UTR-ét EGFP fluoreszcens fehérjét
koédold szekvencia mogé klonoztuk. A fluoreszcens fehérje altaldnos kifejez0dését
actin5C prom@terrel biztositottuk. A pAGW Drosophila Gateway vektorbol Hindlll és
Pstl hasitohelyeket tartalmazo6 primerek segitségével PCR-rel hoztuk létre az EGFP-t és
az actin5sC promotert kodold szekvenciat tartalmazo terméket. A rutabaga 3'UTR-t
genomi DNS templatrdl Sall és EcoRI restrikcios helyeket tartalmazd primerekkel
sokszoroztuk. Végul a PCR termékeket P-elem eredetii Drosophila expresszios
pCaSpeR vektorba klénoztuk (Thummel et al. 1988). A vektort elészor HindIII és Pstl
enzimekkel hasitottuk, majd beligaltuk az EGFP-t és actin5C prométert kdodold
szekvenciat. Majd ett6l 3’ iranyban Sall és EcoRI restrikcios enzimekkel emésztettiik a
vektort, és beligaltuk a rutabaga 3'UTR-t. Végul szekvenalassal ellendriztiik az

amplifikaciok hiiségét és a klonozas pontossagat.

Felhasznalt P-elemek, plazmidok, Gal4 ’driverek’, ellenanyagok

Az EP-elemek olyan modositott P-elemek (transzpozonok), melyek élesztd
eredetti uin. UAS (Upstream-Activating Sequence) szekvenciakat és egy promotert (azaz
’Enhanszer-Promoéter’ szakasz (EP)) tartalmaznak (Brand & Perrimon 1993). Az UAS
szekvencidkhoz kot6d6 Gal4 fehérje, mint meghajtdé (’driver’) az EP-elem inszercids
helyétdl erdltetett transzkripciot indit.

RS (Re-arrangement Screen) P-elemek segitségével hely specifikus
rekombinacioval hozhatok letre deléciok Drosophildban (Golic & Golic 1996). Két

meghatérozott orientacioban inszertalodott RS-elem kozotti genomszakasz az élesztd
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FLP (flipase) - FRT (flipase recombination target) rekombinacios rendszer segitségével
tavolithatd el.

pUASt: UAS szekvenciat tartalmazé P-elem eredetii vektor, mely Gal4 altal
meghajtott szomatikus expressziot tesz lehetévé in vivo.
pUASp: UAS szekvenciat tartalmazo P-elem eredetii vektor, mely Gal4 altal

meghajtott szomatikus és csiravonal expressziot is lehet6vé tesz in vivo.

pCaSpeR vector (Thummel et al. 1988): P-clem eredetii Drosophila expresszios
vektor, mely az ivarvonalba transzformalhatd. Citoplazmikus actin5C promotert es
poliadenilacios szignalt tartalmaz, igy a kett6 k6zé helyezett idegen DNS-r6l konstitutiv
modon termeltethetd RNS ill. fehérje.

Muslicdkban transzgenikus fehérjeként térben és iddben meghatarozott modon
termeltetheté a Gal4 transzkripcids faktor, mely UAS szekvencidhoz kotddve, attol 3’
irdnyban transzkripciot indit. A Gal4 fehérjét kodold szekvenciat szdvetspecifikus
enhanszer el6z meg. A drivert hordozé muslica vonalakat ez alapjan nevezzik meg.
Kisérleteinkben a kdvetkezé Gal4 drivereket hasznaltuk, jeldlve azok kifejezodését:
twi>Gal4 (twist) - embrionalis mezoderma
elav>Gal4 (embryonic lethal abnormal vision) - idegrendszer
vg>Gal4 (vestigial) - embrionalis kor; szarny és haltera diszkusz
ptc>Gal4 (patched) - korai embriétol bab korig a szegment hatarokat kijeldlve
A9>Gal4 - szarny és haltera diszkusz
tub>Gal4 (tubulin), act5C>Gal4 (actin), da>Gal4 (daughterless) - altalanos
nos>Gal4VP16 (nanos) - ivarsejt specifikus
sgs3>Gal4 (salivary gland secretion 3) - nyalmirigy

A Hts 1B1 ellenanyag sejtvaz alkotdrészeket magaba foglalé citoplazmatikus
sejtszerveket, az Un. spektroszomékat jeloli a csiravonal Gssejtek, valamint az azokbol

differencial6do cisztoblasztok esetében. A cisztoblasztokbdl tovabb osztdédé cisztakban
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pedig a spektroszoma eredetli fuzémdk kimutatisara alkalmas az anti-Hts 1B1

ellenanyag.

Adatbazis vizsgalatok

A dme-mir-282 ortologok szintenikus viszonyat tekintve a legtdbb esetben
(Drosophila fajok, Anopheles gambiae, és Tribolium castaneum) a Flybase
informacioira hagyatkoztunk, azonban a Drosophila melanogaster CG14960 és
CG12017 génjeinek A. gambiae ortoldgjait manudlis kereséssel azonositottuk nagyfoku
szekvencia egyezés és genomi pozicié alapjan. A hadziméhre (Apis mellifera) vonatkozo
szinténia adatok az NCBI szekvencia és homoldgia adatain alapulnak
(http:/Imww.ncbi.nlm.nih.gov). A génkifejez6dési adatok a D. melanogaster mir-282
régiojaban a Flybase és a modENCODE program publikalt adataibol szarmaznak. A
mir-282 targetjeinek listjat a miRanda algoritmust hasznidlé EMBL MicroCosm

Targets (6todik verzid) adatbazis tartalmazza (Griffiths-Jones et al. 2008).

Total RNS izolalasa ovariumokbol

Az RNS mintakészitéshez 50 darab, élesztés taptalajon tartott, kétnapos néstény
Drosophila petefészkét boncoltunk ki jéghideg Drosophila Ringer oldatban. Az RNS
bomlékonysaga miatt dietil-pirokarbonéattal (DEP, Sigma-Aldrich) RN&z-mentesitett
anyagokkal és eszkozokkel dolgoztunk a kisérletek soran. Az ovariumokat 1ml
TRIzol-lal homogenizaltuk, 5 perces szobahdmérsékletii inkubaciot kovetéen 4°C-on
centrifugaltuk (12000 g) 10 percig, majd a feltluszéhoz 200ul kloroformot adtunk. 3
perces szobahomeérsékleten vald inkubaciot kovetéen 15 percig 4°C-on centrifugéltuk
(10000g) a mintat, és a fels6 vizes fazist 0j Eppendorf csdbe helyeztik. A

nukleinsavakat 500ul izopropanollal csaptuk ki és 10 percig szobahémérsékleten
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inkubaltuk. 10 perces centrifugalas (4°C, 12000 g) utan a csapadékot 1ml —20°C-o0s,
75%-o0s etanollal mostuk, szaritottuk. A beszéritott csapadekot 100ul DEP-kezelt vizben
szamitottuk ki (1 OD2e0=40ug/ml ribonukleinsav), valamint 1ul RNS mintat 2%-o0s
agaroz gélen is ellendriztiink.

Ezutadn 5ul mintdhoz 5ul 10X-es MgClz-ot tartalmazo6 puffert (Fermentas), 45 ul
DEP-kezelt desztillalt vizet, 5ul RNaz-mentes DNazl enzimet (Fermentas, 1U/ul) és 2
ul RiboLock RNaz Inhibitort (Fermentas, 40U/ul) adtunk. Homogenizalas utan 30
percig 37°C-on inkubaltuk a mintat. A reakciot 5 perces, 75°C-0s melegitéssel allitottuk
le, végiil a mintat jégen lehiitottik.

Babbdl torténd RNS izolalashoz 30 darab kétnapos (fehér) babot gyijtottink,
majd desztillalt vizben torténd mosdas utan 15 percig -80°C-ra helyeztiik 6ket. Ezutdn az
RN tisztitast az el6zdekben ismertetett modon végeztiik.

A mir-282 gén 3’ végének meghatarozasihoz fiatal w!!'®

-as nodstényekbdl
izolaltunk total RNS-t az RNeasy Mini Kit-tel (Qiagen). A gyartdi protokoll utasitasaitol
annyiban tértiink csak el, hogy a feltarast kovetden haromszor centrifugaltuk a mintat
maximalis fordulatszamon a megfelel6 tisztasag elérése érdekében. Az RNS-t 35ul
RN&z mentes vizben oldottuk le az oszloprél. Az RNS minta koncentraciojat és

tisztasagat, valamint degradaltsaganak mértékét NanoDrop™ 1000 (Thermo Scientific)

spektrofotométer készilékkel mertiik meg.

A mir-282 elsédleges transzkriptum hosszanak meghatarozasa

A mir-282 5° végének meghatarozasa céljabol TRIzol reagens segitségével
izolaltunk RNS-t vad tipust (W!''8) felnétt néstényekbél, majd pedig a GeneRacer™

Kit-et (Invitrogen) hasznaltuk. A hasznalati utmutatd szerint eldszor defoszforilaltuk a

-24 -



degradalédott RNS-eket, majd a teljes hosszisagd mRNS-c¢k 5° végi CAP strukturajat
tavolitottuk el, hogy ezt kdvetden az RNS-hez tudjuk ligdlni a GeneRacer™ RNA
Oligo-t (CGACUGGAGCACGAGGACACUGACAUGGACUGAAGGAGUAGAAA).
Mivel a polyT primerrel készitett cDNS mintaval nem sikeriilt az 5 RACE reakciot
végrehajtani, ezért a reverz transzkripciot génspecifikus primerrel (5v primer:
GAGGGTCCGGGCTTATCAAGCAGT) hajtottuk  végre. A c¢DNS 5  végi
felsokszorozasat egyrészt az RNS oligoval komplementer GeneRacer™ 5’ primerrel
(CGACTGGAGCACGAGGACACTGA) és a mir-282 specifikus 5v primerrel
végeztik. A bels6 PCR reakcioban a GeneRacer™ 5" nested primer
(GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA) és az 5v nested (GTTCGCCTTGGTAC
ACCTAACCTCTT) primert alkalmaztuk. A PCR programot a RACE protokollnak
megfeleléen, 1 perces lanchosszabbitasi Iépést alkalmazva végeztik.

A mir-282 3’ végének meghatarozésa céljabol normal téptalajon tartott, fiatal
feln6tt ndéstényekbdl izolalt total-RNS mintardl egyedi adapter részt tartalmazo

GeneRacer Oligo(dT)24 oligonukleotid primer (GCTGTCAACGATACGCTACGTAAC

GGCATGACAGTGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT) alkalmazéasaval egyszald
cDNS gylijteményt készitettiink. A ¢cDNS mintak készitése soran Sug RNS-hez 1ul
GeneRacer Oligo(dT)24 primert (10mM), 1ul dNTP keveréket és 9,5ul nukledz mentes
vizet mértink jégen. Az RNS bomlas megakadalyozasara 0,5ul RiboLock RNé&z
Inhibitort (Fermentas) is adtunk a mintdhoz. A primer kitapadasahoz 5 percig 65°C-on
inkubaltuk az elegyet, majd jégen lehiitottik. Ezt kovetden adtunk hozza 4ul 5X
Reverse Transcriptase reakcio puffert (Fermentas), 2ul RevertAid Premium Reverse
Transcriptase enzimet (Fermentas 20U/ul) és a reakcid lejatszodasahoz 30 percen
keresztiil 50°C-ra helyeztik a mintat. Ot perces 85°C-os melegitéssel allitottuk le a

reakciot, majd jégen hitéttikk le az elkészitett cDNS-t. A cDNS-en 3’RACE reakciot
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hajtottunk végre. A PCR reakciohoz a kovetkez6 reakcidelegyet mértiik ossze: 4,5ul
steril TDviz, 12,5ul Dream Tagq MasterMix 4,5ul GeneRacer 3’primer (10uM;
GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG), 1,5ul 7for primer (10uM; mir-282
specifikus; TAGCTGGCACCTGCTGAAGT), 2ul cDNS templat. A PCR programot a
RACE protokollnak megfeleléen végeztiik, 30 masodperc 60°C-os primer hibridizacios
és 3 perc 72°C-os lanchosszabbitasi 1épést alkalmazva. A PCR termékeket 1% agar6z

gélen futtattuk meg.

Elethossz és petehozam mérés

Az élethossz és a petehozam vizsgalatok soran a muslicdkat 25°C-0s
hémérsékleten, normal taptalajon és folyamatos tapanyagellatas mellett tartottuk.

A Kkikelési arény vizsgélatakor a muslicakat orvosi szénnel szinezett, normal
taptalajon petéztettiik. A fiolakban nagyjabol megegyez6 szamu, korilbelil szaz pete
fejlodését vizsgaltuk. A kisérletet 6t parhuzamos mintéaval, legalabb 450 lerakott petével
végeztik. A peterakéstol szamitott 15. napon szamoltuk meg a kikelt muslicakat, majd a
kapott adatokat statisztikailag elemeztlik és abrézoltuk. A szemiletalitds megallapitasat
kovetden életszakaszonként is megvizsgaltuk a letalitast. Ebben a vizsgalatban mar
legalabb harminc6t parhuzamos mintaval dolgoztunk.

Az adult muslicak élethossz vizsgalatakor 30-30 sziiz néstényt illetve himet
tartottunk otosével kilén-kulon fioldban. A taptalajt minden méasnap frissre cseréltiik, az
elhullott allatok szaméat naponta foljegyeztik. A mir-282 mutansok menekitési
kisérletében sziliz ndstényeket egyenként kereszteztiink 6t vad tipust himmel (a biztos
megtermékenylés végett).

A petehozam mérések soran 30-30 szfiz néstényt kereszteztiink egyenként w!!!®

himekkel. A muslicakat minden nap friss, orvosi szénnel feketére szinezett taptalajra
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helyeztiik, majd az el6z6 nap lerakott peték szamat foljegyeztik. A menekitési
kisérletben ugyanigy jartunk el. A Kisérletet tiz napon keresztl végeztik.

A himek fertilitas vizsgalatakor 30-30 frissen kelt himet kereszteztiink egyenként
ot-6t darab két napos, vad tipusi (w!®) sziiz nésténnyel. A himeket minden masnap
friss taptalajra helyeztiik és 0j sziiz ndstényekkel kereszteztiik. A 18. napon szamoltuk
meg a himek kikelt utédait, mieldtt a masodik utédgeneracio teljesen kifejlodott volna.

Az éheztetéses Kkisérletben 30-30 mutans ¢és kontroll néstényt vizsgaltunk,
melyeket egyenként 3-3 azonos genotipust himmel kereszteztiink. A muslicadkat minden
nap friss taptalajra helyeztik, és az eloz6 nap lerakott petéket megszamoltuk. A
negyedik és 6todik nap élesztémentes taptalajra (1% agar, 0,5% propionsav — foszforsav
(9:1), 5% szukrdz) helyeztiik mindkét vizsgalt populaciot, majd visszatértlink az eredeti,
sztenderd taptalajra (Terashima & Bownes 2004). A Kisérletet tiz napon keresztil
végeztik.

A Kkisérletek statisztikai értékelése soran adatainkbdl atlagot szamitottunk,
valamint meghatéroztuk a széras mértékét. A kilonbségek szignifikanciajat kétmintas

t-probaval ellendriztiik.

Wolbachia fertozés kizarasa

A citoplazmatikus parazita fert6zés kizarasara a Wolbachia pipientis 16S RNS-ére
specifikus PCR reakciét végeztiink. Az egyik primer (TTGTAGCCTGCTATGGTATA
ACT) a V1 variabilis regiora volt specifikus, mig a masik (GAATAGGTATGATTTTC
ATGT) a V6-o0s reverz komplementje (O’Neill et al. 1992). A tovabbi fertézések
kizarésa érdekében antibiotikum (100ug/ml ampicillin, 100ug/ml sztreptomicin és

0,25mg/ml tetraciklin) tartalmd taptalajon tartottuk a muslicakat két generacion

keresztil.
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Northern-blot analizis

A Northern-blot kisérleteket a Varallyai és munkatarsai altal publikalt protokoll
(Vérallyay et al. 2008) alapjan Varallyai Eva csoportjaval egyiittmiikodésben végeztilk.
Probaként az érett Drosophila miR-282-re specifikus, 28bp hosszl, kémiailag
modositott (mindkét végén digoxigeninnel (DIG) jel6lt), un. miRCURY™ LNA
(Locked Nucleic Acid) probat alkalmaztunk (Exiqon), melyet 3P radioaktiv foszfor
izotoppal is megjeldltiink. Ehhez T4 polinukleotid kinaz segitségével gamma ATP-t
hasznaltunk. Vad tipust, muténs, és nos>Gal4VP16 driver &ltal meghajtott mir-282
taltermel6é néstényekbol 60-60ug totdl RNS-t vittink fol a gélre. A hibridizéciét 48°C-
on, éjszakan keresztil végeztik. A jeleket egy hét expoziciés id6 utan Molecular

Dinamics Phosphorimager autoradiografias készulékkel tettik lathatova.

Immunfestés

Az ivarvonal sejtek festésére a monoklonalis anti-Hts 1B1 ellenanyagot [1:50,
Developmental Studies Hybridoma Bank (DSHB)] hasznaltuk. Immunfestéshez a
ndstények ovariumait PBS-ben kiboncoltuk, és 4% formaldehidet tartalmaz6 PBS-ben
fixaltuk 15 percen keresztul, majd PBT-ben (PBS and 0.1% Triton X-100) 6tszor 15
percig mostuk. A petefészkeket 0.5%-0s, PBT-vel higitott BSA-ban (Bovine serum
albumin) 30 percig inkubaltuk. Mintainkat az els6dleges ellenanyaggal 4°C-on, éjszakéan
keresztiil inkubéltuk, majd haromszor 6t perces rovid mosast kovetden, fél oran at
mostuk PBT-ben, majd Ujabb fél orat BBT-ben. A masodlagos ellenanyaggal ismét
4°C-on, éjszakan keresztll inkubaltunk. A mintat ezt kovetéen haromszor 10 percig
PBT-ben mostuk, targylemezre helyeztik és ProLong Gold Antifade Mountant—
oldatban (Invitrogen, Molecular Probes) fedtiik le. A mikroszképos felvételeket az

Olympus Fluoview FVV1000 konfokalis mikroszkoppal készitettuk.
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A TUNEL assayhez (BD Biosciences APO-BRDU™ Kit, product number:
556405 USA) 10 napos, jol taplalt néstények petefészkeit jéghideg PBS-ben
kiboncoltunk, majd szétszedtlk petecsdvekre és 4% formaldehidet tartalmaz6 PBS-ben
fixaltuk 15 percen keresztll. A festést a gyarto altal ajanlott protokollnak megfelelen
végeztik, attol csak a DNS jelolési és antitest inkubacids id6 meghosszabbitdsdban
(éjszakédn Kkeresztul) tértink el. A mintdkat 96% glicerinben fedtik le, majd a

fluoreszcenciat konfokalis mikroszképpal (Olympus Fluoroview1000) vizsgaltuk.

Ivarsejt transzplantécio

Ivarvonal kimérdkat embrionalis ivarsejt (polaris sejt) transzplantéacidval
készitettiink Szabad Janossal egyiittmiikodve (Lehmann & Niisslein-Volhard 1986). Ot-
tiz mir-282%% null mutéans és kontroll (RS5453,e°) polaris sejtet iltettiink be a befogadd
gazda embriok poszterior polusara, melyek vad tipust néstények (Ore-R) és ovoP!
himek keresztezéséb6l szarmaztak (Komitopoulou et al. 1983). A transzplantalt
allatokat két napig 18°C-on tartottuk, majd a kikel6 larvakat 25°C-ra helyeztik. A
kikeld sziiz ndstényeket egyenként kereszteztiik vad tipust (w!!®) himekkel és a

kimérak petehozamaét tiz napon at szdmoltuk.

Kvantitativ real-time PCR

A jeldlt célgének transzkriptuménak kifejez6dési szintjét kvantitativ real-time
(RT) PCR technika segitsegével Michal Zurovec csoportjaval kooperalva mértiik meg.
A kisérletekhez az RNS-t RNA Blue reagenssel (Top-Bio) izolaltunk, majd a mintakat
NucleoSpin RNA Il kittel (Macherey-Nagel) tisztitottuk, és DNS-mentesitettik. A
cDNS mintakat PrimeScript reverz transzkriptdzzal (Takara), lug total RNS-bol
oligo(dT)17 primerrel készitetttink. A primerek tervezéséhez a Lasergene PrimerSelect

szoftvert (DNASTAR) hasznaltuk a maximalis specificitas elérése erdekében. A
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polimerdz lancreakciokat Eco Real-Time PCR készuléken (Illumina) végeztik. A PCR
reakciokat 20ul végtérfogatban HOT FIREPol EvaGreen qPCR Plus mix-szel (Solis
BioDyne) végeztiik Sul higitott cDNS templat és 250 nM primer felhasznalasaval. Egy
kezdeti polimeraz aktivalo Iépést (15 perc 95°C-on) kdvetéen 45 PCR ciklust végeztiink
(15 maésodperc a 95°C-os denaturacio, 30 masodperc a primer partol fliggd
homérsékleteken a primerek hibridizacioja, végiill 20 masodperc 72°C-0s extenzio).
Minden mintat harom parhuzamos vizsgalatnak vetettink ala. Az EvaGreen
fluoreszcens DNS festék segitségével fluorimetridsan kovettiik nyomon a PCR ciklusok
elérehaladtaval a kettds szalu DNS termékek mennyiségének novekedését. A termékek
méretét gélelektroforézissel ellendriztik. Az adatok szamszerUsitését és elemzeését az
EcoStudy (lllumina) szoftverrel végeztuk. A kapott értékeket a Rackl és az rp49
(Rackl: riboszémalis ’scaffold’ (allvany) fehérjét kodolé gén; rp49: riboszémalis
fehérjét kodolo haztartasi gén) transzkriptumok kifejezédési szintjéhez hasonlitottuk,
majd a kontroll ndstény ill. bAb mintdkra normalizéltuk (a kisérleteknek megfeleléen).

Az eltérések szignifikanciajat t-probaval ellendriztiik.

-30 -



EREDMENYEK

A mir-282 genomi kdrnyezete

A dme-mir-282 pre-miRNS-r61 a Berkeley Drosophila Genome Project
(http://lwww fruitfly.org/; S. Tweedie, M. Ashburner, et al. 2009) adott eldrejelzést,
mely szerint a mir-282 miRNS a harmadik kromoszdma bal karjan, a 63C1-es citoldgiali
régiodban, a CG43389 és a cracked (ckd) gének kozotti 9,4kb hosszu, fehérjekodold gén
nélkali (intergenikus) régioban helyezkedik el. Az RNA-Seq adatokat is felhasznalo
Drosophila genom annotalas soran (Mortazavi et al. 2008) korabban egy 2096 bp-o0s
gént jeloltek ki CR43626 néven, mely a miR-282-t tartalmazza. A legfrissebb Flybase

adatok alapjan azonban a CR43626-0s gén 5164bp hosszl (FB 2014 _06) (3. Abra).

i 1 1 1 ! 1 ! 1 1 ! 1 ! f i
T | N B T L T

3243k 3250k 3257k

CG12078 CG43389 CR43626 [ckd
-I :l D C 2 II :-
mir-282
D

3. Abra: A Drosophila mir-282 elhelyezkedése a harmadik kromoszéma bal karjan: a széls6 gének
az abran nem méretaranyosak, a fliggbleges szaggatott vonalak jel6lik a gének megszakitasat, majd
folytatasat.

A mir-282 az izeltlablak kozott evollcios konzervaltsagot mutat. Ortolégjai az 6sszes
ismert genom szekvencidju Drosophilidae fajban, a teljes atalakulassal fejl6dé
(Holometabola, Endopterygota) rovarokban, mint példaul szinyogokban (Anopheles
gambiae, Aedes aegypti (Li et al. 2009)), bogarakban (Tribolium castaneum (Singh &
Nagaraju 2008)), lepkékben (Bombyx mori (P.-an He et al. 2008), Manduca sexta
(Zhang et al. 2012), Heliconius melpomene (Heliconius Genome Consortium 2012)) és
hartyas szarnyuakban (Apis mellifera (Weaver et al. 2007), Nasonia vitripennis (Werren
et al. 2010)), valamint egy legujabb kozlemény alapjan egy mandibulata csoportba
tartdézo fajban (Strigamia maritime) is megtalalhatok (Rota-Stabelli et al. 2011). Mas

tobbsejtii allatcsoportban azonban ez idaig mir-282 homologot nem talaltak.
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A mir-282 régid konzervaltsagi fokanak becslése céljabdl feltartuk a mir-282
I6kusz szinténia viszonyait (2. Tablazat). A melanogaster alcsoportban (D. simulans, D.
sechellia, D. yakuba, D. erecta) a szomszédos gének megegyeznek a D. melanogaster
fajban meglévokkel. A D. willistoni-ban azonban mar csak a masodik 5’ iranyban
elhelyezked6 gén, valamint az elsé két 3’ irdnyban elhelyezkedd gén jelol ki egy
minimalis szintenikus csoportot (figyelmen kivil hagyva mindkét irdnyban egy-egy
feltételezett minigént, melyek létezésére egyelére nincsenek megalapozott bizonyitékok
(CG43389 és CG34265)). Inverzios eseményt figyeltink meg az obscura, repleta és
virilis csoportokban a mir-282 koril, de ezen események nem sziintették meg teljesen a
szintenikus viszonyokat: legalabb két szomszédos gén a mir-282 mindkét oldalan
megorizte pozicidjat (D. persimilis). A szinyogok és bogarak képviseléiben négy
szomszédos gén (a CG14968-t61 a CG14960-ig) &ll a mir-282-vel szintenikus
viszonyban, a hazi méh esetében azonban méar nem taldltunk szinténiat. Ezek az
adataink arra utalnak, hogy a mir-282 nem kapcsolodik kdzvetlen szomszédos
fehérjekodold génekhez. Erdekes modon minden vizsgalt fajban jelentds méretii
génmentes régiot taldlunk a mir-282 kortl, ami promoéter és mas fontos szabalyzo régiot
feltételez ezen a szakaszon. A mir-282 tehat valdsziniileg egy egyedi transzkripcids

egységet képez.
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én
?{ RpL28 CG17737 CG11505CG17746 CG12078 CG43389 mir-282 ckd CG34265 CG14960 CG12017 CG12009 CG14968 ZnT63C
aJ

Dmel + + + + + +* + + + + + + + +
mel. sg. + + + + + +* + + +# + + + + +
Dana + + + + + + + + + + +

Dpse[i] + + + + + + + + + +

Dper[i] ~ + + . . R

Dwil + + + +

Dmoj [i]] + + + + + + + + +

Dvir [i] + + + + + + + + + + +

Dgri + + + + + + + + + +

Agam([i] + + + + +

Tcas + + + + +

Amel +

2. Tablazat. Szintenikus viszonyok a mir-282 régi¢jaban:
Dmel — D. melanogaster, mel. sg. — melanogaster subgroup, Dana — D. ananassae, Dpse — D. pseudoobscura, Dper — D. persimilis, Dwil — D. willistoni, Dmoj — D.
mojavensis, Dvir — D. virilis, Dgri — D. grimshawi, Agam — Anopheles gambiae, Tcas — Tribolium castaneum, Amel — Apis mellifera. “+” jeloli a mir-282 kornyezetében
régidban, * - A CG43389-as jelii gén nemrégiben keriilt a mir-282 szomszédsagaba a legljabb D. melanogaster genom annotéciéban (FB2014 06). Homol6g genom
szekvenciat csak a melanogaster alcsoport fajainak genomjéban tudtunk azonositani. # A CG34265-6s jelii gén homolog szekvencidja a melanogaster alcsaladban is csak
részben, a D.simulans és D. sechellia fajokban talalhaté meg.



A mir-282 gén molekularis meghatarozésa

Szisztematikus Northern-blot Kisérletben, melyben az &6sszes szdmitogéppel
eldrejelzett Drosophila miRNS kifejez6dési mintazatat vizsgaltak, a mir-282 jelenlétét
bab és feln6tt néstény mintdkban mutattak ki (Leaman, P. Y. Chen, et al. 2005). Kés6bb
a nagy ateresztoképességii szekvencia analizéldsi eljardsoknak koszonhetéen
Drosophila embriokban is megtalaltdk a mir-282-t (Ruby et al. 2007; Fernandez-
Valverde et al. 2010). A miRBase adatbazisa a 97 nukleotid hosszu, Un. pre-miRNS-t, és
a 28 bazisparos, érett miR-282 predikcidjat tartalmazta (Griffiths-Jones et al. 2008). Az
Uj szekvenalasi eljarasok adatai azonban rovidebb, minddssze 22 nukleotidos érett

mMiRNS-t mutatnak (UAGCCUCUACUAGGCUUUGUCU) (miRBase 21).

A szinténia vizsgalatok a mir-282 gént 0nalld transzkripcios egységként
valoszintsitik. Mivel azonban a mir-282 és a szomszédos ckd gén azonos orientacidban
helyezkedik el, megvan annak lehet6sége, hogy a Drosophila melanogaster mir-282
valojaban csak az 6t kovet6 ckd gén egy ’‘splice’ variansanak része. Ezt megvizsgalando
cDNS gylijteményt készitettiink babbol €s felndtt ndstényekbdl, és kozds ’splice’
variansokat kerestlink, melyek mind a mir-282 transzkriptumat, mind a ckd exonjait
tartalmazzak. A ckd gén minden exonjara terveztiink PCR primert. A PCR reakciok
soradn azonban csak a pri-miRNS egy részét (~600 bp), illetve a ckd gén 5 végére
specifikus (~580 bp) szakaszt tudtuk folsokszorozni. Ez utobbit a cDNS kdnyvtarunk
kontrolljakent. Azonositani viszont nem tudtunk olyan kdz0s ’splice’ varianst, amely
mind a mir-282, mind a ckd transzkriptum egy részét tartalmazna. Ebbél arra
kovetkeztethettiink, hogy a mir-282 és a ckd géenek fliggetlen transzkripcids egyseget
képeznek. Annak erdekében, hogy ezt a megallapitasunkat még biztosabb alapokra

helyezziik, meghataroztuk a ckd gén 5° végi transzkripcids startpontjat RACE
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technikaval. A ckd gén 5> CAP struktirajat a 3L: 3,257,938 genomi pozicioban talaltuk,
mely 217 bp-ra van 5’ iranyban a Flybase (www.flybase.org) adatbaziséban jelenleg
clérejelzett transzkripcios kezd6ponttol. Ez a genomi pozicid azonban még mindig
koriilbeliil 7 kilobazisra 3’ iranyban helyezkedik el az érett miR-282-t61. Vizsgalataink
tehat arra utalnak, hogy a ~ 9 kb-os intergenikus régioban a CG43389 és ckd gének
kozott egy fuggetlen RNS-t kodolo gén talalhatd, melyrél a mir-282 pri-miRNS
transzkriptuma irodik at. A mir-282 l0kuszrol atirddo elsédleges transzkriptum 5” és 3’

végeinek meghatarozasara a RACE technikat alkalmaztuk (4. Abra).

Mm Mm
St
1500 2= B < :
’
250 N

4. Abra: A mir-282 5° és 3’ végeinek meghatarozasa RACE technikaval: A nyilak jelzik a PCR
reakciok f6 termékeit. Mm: 1kb-os DNS molekulasuly marker (NEB ill. Fermentas).

A pri-miRNS CAP struktaraval védett 5° véget a genomi szekvencian a
3L: 3,249,590 pozicioban azonositottuk, mely az érett miRNS els6 bazisatol 1444 bp-ra
talalhat6 5° iranyban. A 3’ RACE technika alkalmazasa soran a GeneRacer oligo(dT)
primer (mellyel a cDNS gylijteményt készitettiik) adapteres részére specifikus primerek
alkalmazasaval a mir-282 polyA szakaszanak kezd6pontjat a 3L: 3,254,504 genomi
pozicidban hataroztuk meg, ami 3446 bp-ra taldlhatd az érett miRNS-t6l. Mindezen
eredményeink a mir-282 elsédleges transzkriptumaként egy 5’ CAP strukttraval és 3’

polyA szekvenciaval rendelkezd, 4918bp hosszi RNS molekulat mutatnak (5. Abra).
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CAP struktura

CG14595 gén

CAP |

struktara
AAAAA Om
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3245k 3246k 3247k 3248k 3249k 3250k 3251k 3252k 3253k 3254k | 3295k 3256k 3257k 3258k  3259K

CG12078 mir-282 ckd
< | ——

5. Abra: A mir-282 elsédleges transzkriptuma: A pri-miRNS-t fekete vonal jelzi, melynek 5’ végén az
otszoggel jelolt CAP struktura, mig 3° végén polyA farok taldlhatod. A piros vonal jelzi az els6dleges
transzkriptum végét. A mir-282-vel szomszédos ckd gén 5’ végi CAP strukturajat kis 6tszog jelzi.

-z

A mir-282 bioldgiai funkciojanak feltarasat az érett miR-282 RNS-t kddold szakasz
kozelébe beékelédott transzpozon (P-elem) mutansok vizsgalataval kezdtik. A mir-282
kozelében 16 transzpozon inszercidés mutans torzs allt rendelkezéstinkre, melyek kozott
homozigoéta letélis és életképes inszerciok is voltak. Annak érdekében, hogy a beépilés
pontos helye és a néhany torzsben megfigyelt letalitds kozott osszefuggést tarjunk fel,
inverz PCR modszer segitségevel 9 esetben a transzpozonok széli szekvenciait mi
magunk is meghataroztuk. A P(EP)3689 és P(EP)3560, a P(EP)3718 és
P(RS)CB-6303-3, valamint a P(EP)3034 és P(RS)CB-5453-3 parok esetében a P-elemek
ugyanabba a genom pozicioba térképezddtek, a P(EP)3139 ¢és P(EP)714, valamint a
P(EP)3628 és P(RS)CB-5442-3 torzsek transzpozon inszercids pontja pedig csak egy
bazisparral kilonbozott egymastdl. Az azonos térképhely ellenére a P(EP)3689-es
inszercid6 homozigota letalis, mig a P(EP)3560-as inszercié homozigota vad fenotipust
mutatott. Ugyanigy viselkedtek a P(EP)3718 és P(RS)CB-6303-3, a P(EP)3034 és
P(RS)CB-5453-3, a P(EP)3139 és P(EP)714, valamint a P(EP)3628 és P(RS)CB-5442-3
parok is. A letalitas és a mir-282 régié kozotti kapcsolat tisztazasa érdekében a letalis
P-elem inszercios mutans torzseket (P(EP)1151, P(lacW)S147703, P(EP)3370,
P(EP)3628, P(EP)3689, P(EP)3034, P(EP)3738) nagy 4atfedd delécioval is
Kikereszteztiik (Df(3L)ED208). A deléciot tartalmaz6é kromoszoma az 6sszes esetben

komplementalta a letalis fenotipust. igy tehat megallapitottuk, hogy a letalis fenotipust
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minden esetben hattér mutécidk, és nem a mir-282 funkcio vesztése okozta. A mir-282
I6kuszban levé P-elem beéplléseket a 3. tablazat foglalja 0ssze, a mir-282 régid

attekintd térképét pedig a 6. abra tartalmazza.

NGy Térkép Homozigota | Meghajtva
pozicio (bp) | életképes? | életképes?
P {EP}3689 3,250,540 T T
P {EP}3560 3,250,540 v T
P {EP}3718 3,250,542* T T
P {RS3}CB-6303-3 | 3,250,542 v
P {EP}3034 3,251,096* T v
P {RS3}CB-5453-3 | 3,251,096* v
P {EP}3139 3,250,540 T T
P {EP}714 3,250,541 v v
P {EP}3628 3,250,550 T
P {RS3}CB-5442-3 | 3,250,549 v
P {EP}1151 3,250,015* T v
P {lacW}S147703 | 3,250,426* T
P {RS5}5-HA-1664 | 3,250,564* v
P {EP}3041 3,250,619* v v
P {EP}3370 3,250,486* T
P {EP}3738 3,251,064* T

3. Tablazat: A mir-282 régiot érinté mutans Drosophila torzsek dsszefoglalasa.

* — térkép pozicio sajat adatokkal megerdsitve, 7 - letalis, v - életképes
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Részletes térkép:

3250k 3250.1k 32502k 3250 .3k 3250 .4k 32505k 3250 .6k 32507k 32508k

mMiRNS:

Transzpozon inszercios helyek:
P{lacw}s147703 P{EP}EP3689

32509k 3251k 3251 .1k 3251 .2k
miR-282
=

P{RS3}CB-5453-3

P{EP}EP1151
; PYEP}YEP3560 PYEPYEP3034
Jelmagyarazat:
Letalis elem N/ P{EP}EP3718 P{EP}EP 3738
Eletképes elem P{RS3}CB-6303-3
A A iranya megegyezik
az EP-elem aktivalasi P{EP}YEP3139
iranyaval P{EP}EP714
P{EP}EP3628
P{RS5}5-HA-1664
PIEPYEP304L
P{EP}EP3370 .
Attekinté térkép:
S amee ek 3Tk
gen CG12078 CG43389  miR-282 ckd CG34265
<] — | [ S -
MRNS CG12078-RA ckd-RC CG34265-RA
HTH OO > D I

6. Abra. A mir-282 kozelébe inszertalodott P-elemek részletes térképe és a mir-282 régio attekinté térképe



A mir-282 ektopikus expresszidja

Az EP-elemek UAS szekvenciakat tartalmaznak, melyek Gal4 fehérje hatéséra az inszercio
helyét6l erdltetett transzkripciot inditanak (Brand & Perrimon 1993). Az EP3560-as
vonalban az EP-elem orientacioja alapjan Gal4 aktivalas hatasara a mir-282 szensz szalanak
erltetett tirasat, ektopikus mir-282 hatast varunk. Az actin promoter altal altalanosan
kifejez6d6 Gal4 fehérje (actoC>Gal4 driver) hatdsara a homozigéta formaban egyébként
életképes EP3560-as inszercid letalitdst mutatott. Ez alapjan feltételeztiik, hogy a mir-282
transzkriptum bioldgiai funkcidval rendelkezik. Feltételezéstink helyességét indukalhato,
transzgenikus mir-282 tultermelé vonalak segitségével bizonyitottuk. A pre-miRNS
szekvenciat tartalmazé 690bp-os genomikus szakaszt PCR maodszerrel sokszoroztuk
(forward primer: CAAACATGGGCTCTACGAGT, reverse primer:
GAAAATAGGCCAGCCAGATG), majd a fragmentumot ivarsejtekben illetve testi
sejtekben aktiv UAS-promoter szakaszt tartalmazd vektorokba (pUASt és pUASp)
klonoztuk. Harom olyan transzformans Drosophila toérzset hoztunk létre, melyek a
megfeleld indukcidé hatasara csak ivarsejtekben fejezik ki a transzgént (pUASp), mig
tizenegy olyan torzs &ll rendelkezésunkre, melyek a miR-282-t testi sejtekben képesek
taltermelni (pUASt). A mir-282 taltermeléséhez embrionalis (twist), szévetspecifikus (elav
- idegrendszeri, vg, ptc és A9 a szarny diszkuszban, nanos az ivarsejtekben valo
kifejez6désre) valamint altalanos (Tub, actbC, da) expressziot biztositd Gal4 forrasokat
hasznaltunk. A pUASt promoterrel indukalt altalanos tultermeltetés 100%-ban letalitast
eredményezett. A letdlis  fazis  megéllapitdsthoz  masodik  kromoszomas
act5C>Gal4/CyO,GFP drivert és harmadik kromoszomas homozigota pUASt>mir-282

tultermeld torzset hasznaltunk. A GFP negativ egyedek fejlodését a masodik larvastadiumig
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lehetett kdvetni. A masodik larvastddiumon tal a mir-282 &ltalanos taltermelése letalitast
okoz. Més Gal4 forrasokat haszndlva nem tapasztaltunk ilyen hatdst. A mir-282-t az
ivarvonalban nos>Gal4VP16 driverrel fejeztettuk ki. A maésodik generédcié utddainak
fenotipusat vizsgaltuk, de a mir-282 tultermelése nem okozott lathatd fenotipust, a muslicak
életképesek és fertilisek voltak. A mir-282 altalanos ektopikus tultermelése testi sejtekben
az élettel Ossze nem egyeztethetd valtozasokat hoz létre, ami a mir-282 relevans bioldgiali

funkcidjara utal.

Funkciovesztéses mir-282 mutans torzs létrehozasa

Mivel a mir-282 l6kuszban 1évé transzpozonok nem okoztak mutédns fenotipust,
altaluk nem Kkeriltlink kozelebb a mir-282 funkcidjanak megismeréséhez, ezért P-elem
remobilizalassal mir-282 delécids mutans alléleket generaltunk. Az érett miR-282-t kodold
szakaszhoz legkozelebb beépilt két transzpozont (P(RS3)CB-5453-3 és P(EP)3738)
remobilizaltuk egy nagy, a mir-282 l6kuszt atfedd delécié (Df(3L)ED208) felett. A P-elem
inszerciét hordozd kromoszomakra az ebony markergén e®* mutéans alléljat rekombinaltuk,
hogy a kés6bbickben az e fekete testszin fenotipusra tudjunk szelektalni. A kisérletsorozat
keresztezési sémaja alabb lathato.

A P(EP)3738 torzs esetében a rekombindcioval a letalitdst okoz6 mésodlagos
mutéciét is eltavolitottuk, az e* marker mutacidval jel6lt inszercids torzs tehat mar
homozigota formaban fenntarthatd volt. Ezzel parhuzamosan (keresztezési séma A resze)
letrehoztunk egy olyan segédtorzset, melyben egyarant megtalalhato a harmadik

kromoszomas atfed6 delécio (Df(3L)ED208) valamint a transzpozonok remobilizalasahoz
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szikkséges CyOA2-3 P-elem transzpozdz forrds. Végul a létrehozott segédtdrzsekkel

végrehajtottuk a P-elem remobilizalést (keresztezési séma B része).

P yw Cyoa2s  + ® 4+ TM3Sb

2 _|€

Y Bc EgFr  + + TM6D?
"4
F, & w. CyOA2-3 . TM3Sb ® w. + . Df(BL)ED208 ¢
Y’ + ‘ + w' o+ ' TM2 Ubx
74
F, J w.CyOA2-3 .Df(BLIED208 ®  w. SM6b . TM3 ¢
Y' + 7 TM3Sb w' Sp ' CxD

F,  w.CyOA2-3 . Df(3L)ED208  $
Y' SMéb ' TM3Sb

A; Keresztezési séma — mir-282 delécios null mutans létrehozasa: A harmadik kromoszomas deficienciat
(Df(3L)ED208) és a masodik kromoszémas transzpozaz forrast (CyOA2-3) tartalmazd torzs létrehozéasa

F, ¢ w.CyOA2-3 . Df(3L)ED208 ® W . + . PEP}3738w' et ¢
Y' o o+ "TM3Sb/ TM6D? w '+ P{EP}3738 W' e
"4
Jump starter him!
F. & w.CyOA2-3 . Df(3L)ED208 ® w. +. TM3Sb ¢
Y' + 'P{EP3738w e w' +' TMm6D?
"4
Fe & w.+ TM3Sbes/TM6D: ® w. +. TM3Sbhb ¢
Y '+ ' AP{EP}3738wes w' +' TMm6D?

-1 legyes PCR-rel himek ellendrzese

"4
Torzsalapitas

B; Keresztezési séma — mir-282 deléciés null mutans létrehozasa: P-elem remobilizalas

-4] -



Harom-harom e° jeldlt RS- ill. EP-elemet hordoz6 homozigdta vonallal (RS5453e® No.17
(RSe®17), RS5453e® N0.20 (RSe®20), RS5453e* N0.28 (RSe®28), valamint EP3738e* N0.19
(EPe®19), EP3738e° No.44 (EPe®44), EP3738e* No0.47 (EPe*47)) végeztik el a P-elem
remobilizélast ugy, hogy a P-elemek w* markerének vesztésére szelektaltunk. Az EP3738
remobilizalasaval 102 excizios torzset, mig az RS5453 elem remobilizalasaval 75 torzset
alapitottunk. Osszességében 177 P-elem exciziés torzset alapitottunk, melyekben a
P-elemek nem preciz kivagddasa deléciokat okozhatott. A létrehozott 177 exciziés mutans
torzsben PCR modszerével kerestiink az érett miR-282-t kddol6 szakaszt eltavolito
deléciokat. A nagyobb méretli deléciok kisziirésére a mirFwl (miR-282-t61 3461bp-ra 5’
irdnyban) és a mirRevl (miR-282-t61 707bp-ra 3’ irdnyban) primereket hasznaltuk. Ez
esetben a vad tipust termék mérete mar meghaladta a 4kb-t (4196bp), és a reakcié nem
minden esetben miikodott. A torzsek tesztelését tehat a miR-282-t61 koriilbelil 1 és 1,1 kb-
ra kitapadd 5vfor4 (miR-282-t61 1019bp) és rev2 (miR-282-t61 1112bp) primerekkel is
elvégeztiik, mellyel igy egy 2 kb-os (2159 bp) ’ablakot’ tudtunk vizsgalni (7. Abra). A 177
delécios jelolt torzsbdl hat esetben (AEP47/5; AEP47/23; AEP28/9; AEP28/3; ARS17/18;
AEP44/5) mutattunk ki deléciot (4. Tablazat). Négy esetben a PCR termék szekvenciajat
meghatarozva azonban kiderult, hogy a delécié a miR-282-t nem érinti, att6l 3° irAnyban
tortént. A kisérletben végul két miR-282 deléciés mutanst tudtunk azonositani, melyeket a

kiindulasi torzsek alapjan mir-2827S* és mir-2825"* alléloknak neveztiink el (7. Abra).
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Kiindulasi, jel6lt P- Fuggetlen delécio ellen6rzé PCR reakciok,

elem inszercids torzs jelolt torzsek (db) (azonositott deléciok) (db)

AEP¢*19 58 12
AEPeS44 15 7 (1) 102
AEPe47 29 27 (2)
46
ARSe*17 31 12 (1)
ARSe%20 12 7 75
AEPes28 32 10 (2)
29
¥ 177 ¥ PCR: 75

4. Tablazat: mir-282 delécio jelolt, mutans torzsek azonositasa és ellenérzése PCR-rel

A mir-2827% esetében 1359, mig a mir-2825PX esetében 1174 nukleotid deletalodott
(8. Abra). A deléciok csak és kizarolag a mir-282 régiot érintik. A mir-282%X esetében a
teljes pre-miRNS szakaszt eltavolitottuk, ezért ezt null mutansnak tekintettilk és a tovabbi
kisérletek soran ezt a vonalat hasznaltuk. A kisérletekben kontrollként a delécio készités
kiindulasi torzsét, az RS5453, e° No0.17 torzset valasztottuk, melyet ezentdl kontrollként

vagy RS-kontrollként emlitek.

1F 2F . 1R 2R
R-282
— — mi -QK +“— <+
FAY
L delécié: 1174b i
eleclo:
b mir-282EPX 1
; 2F 2R
delécié: 1359b
& L mir-282Rsx —

7. Abra: mir-282 deléciok sziirése PCR reakciok segitségével - sematikus abra: Kék haromszog jeloli a
kivagodott P-elem inszercid helyét a mir-282-h6z képest. Nyilak jeldlik a PCR primerek tapadasi helyét és
orientacidjat. Az egyik PCR reakci6 soran a vad tipusd mintan 4196bp-os fragmentumot sokszoroz ol az
1F:mirFwl valamint az 1R:mirRevl primer par, a masik vad tipusd mintan 2159bp-os fragmentumot
sokszoroz fol a 2F:5vfor4 valamint 2R:rev2 primerekkel.
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mir-2825PX w1118 MM mir-282R5% w1118 MM

- -

4196bp
3022bp W

-
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L {l

— 2159bp —

800bp

8. Abra: mir-282 deléciék kisziirése PCR reakciék segitségével: A deléciokat hordoz6 mir-2825°% és mir-
282RX | valamint a vad tipusi (w*'8) mintakon késziilt PCR termékek gélelektroforetikus futdsa DNS
molekulastly marker (MM) mellett.

Az érett miR-282 kimutatasa

Northern-blot kisérletet végeztiink, hogy megbizonyosodjunk arr6l, hogy a mir-282
I6kuszrol atirodd elsédleges transzkriptumrdl valdban képzédik-e érett miRNS, illetve,
hogy a mir-2827S* null allélunk, valamint a Gal4-UAS rendszerrel vald taltermelés valdban
emelkedett szintli expressziot mutat-e. Az RNS mintat adult ndstényekbdl nyertiik, a
Northern-blot-ot radioaktivan jelolt miRCURY LNA miRNS probaval hivtuk el6.
Osszehasonlitottuk a vad tipust, a null mutans, valamint az ivarsejtekben mir-282-t
taltermelé (UASp>mir-282; nos>Gal4) vonalbo6l szarmaz6 mir-282 szinteket. A Northern-
blot kisérlet tanGsaga szerint a vad tipusi néstényekben termelédik mir-282, mig a
mir-282RS* mutansunkban transzkripcié nem mutathato ki. Az UASp>mir-282; nos>Gal4
tultermel6 vonalban pedig a vad tipusnal kétszer nagyobb expressziot tapasztaltunk.
(9. Abra). A mir-282 I6kuszrol termelddé érett miR-282 hosszat ezen kisérlet eredményei
alapjan kortlbelul 23-24 nukleotid hosszusagura becsuljik, szemben az adatbazisokbol
ismert 28 nukleotidos adattal. Mindezt egybevetve a fenotipusos vizsgalatainkkal azt

mondhatjuk, hogy a mir-282 gén egy funkcionalis transzkriptum forrasa.
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9. Abra: Az érett miR-282 kifejezodése Northern-blot kisérletben: vad tipus: w'''®; taltermeld:
UASp>mir-282;nos>Gal4; miR-282%% delécids mutdns: miR-282%%/ mir-282RSX; negativ kontroll:
Nicotiana benthamiana levél.

A mir-282RSX null allél szemiletalis és csokkent élethossz fenotipust okoz

A mir-2827%% mutans térzs homozigéta formaban életképes és elsd ranézésre nem
mutatott lathatd fenotipust sem. A tdrzs azonban gydnge torzsnek bizonyult, mely
fenntartasa is nehézkes volt. Ezért a mir-2827% torzs életképességét részletesen
megvizsgaltuk. Méréseink szerint a mir-2827S* homozigéta mutans adult muslicak révidebb
ideig élnek, mint a kontroll csoport egyedei. Elethossz csokkenést tapasztaltunk 18, 25, és
29°C-on egyarant, mind a himek mind a ndstények esetében (10. Abra). A csokkent
élethossz fenotipust atfed6 delécioval hemizigdta formaban is tapasztaltuk, ami azt jelzi,

hogy az élethossz cstkkenés valdban a mir-282 gén funkciovesztéses fenotipusa.
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10. Abra: Kontroll és mir-282R$X mutansok élethossz vizsgalata atfedé delécioval hemizigota formaban:
Kontroll: RS5453,e5/Df(3L)ED208; mir-2827* mutans: mir-282RS*/Df(3L)ED208 A: Tulélés szazaléka
18%-on; B: 25°%0n; C: 29°-0n, néstények ill. himek esetében.

Megfigyeltik tovabba, hogy a mir-282R* mutans térzs egyedei mar az adult kor
elérése eldtt elpusztulnak, azaz a torzs szemiletalis fenotipust mutat. Méréseink szerint a
lerakott petéknek csak egyharmadabdl fejlédik adult muslica, mely az RS5454¢e® kontroll
torzs kikelési aranyanak kevesebb, mint a fele. Ebben a kisérletben a belsé kontrollunk

mellé vad tipust (w'*®) muslicakat is bevontunk (11. Abra).
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11. Abra: mir-282R$X mutéansok szemiletalitas vizsgalata belsé kontroll és vad tipust térzsekhez
viszonyitva: A kisérletet 6t parhuzamos mintaval, 6sszesen legalabb 450 egyedet vizsgalva végeztiik. vad
tipus: w'!8, belsd kontrollként: RS5453,e3/RS5453, €%; mir-282RSX mutans: mir-282RS*/mir-2827%;

A szemiletalitdas pontosabb feltérképezeése érdekében életszakaszonként s
megvizsgaltuk a fejlodé muslicak letalitasat. A mutans torzsben kdzel 50%-o0s embrio
letalitist mértink a Kkontroll alig 13%-os értékével szemben (12. Abra). A larva
stddiumokban a mutans és a kontroll csoport kozo6tt nem tapasztaltunk jelent6s eltérést, 10
és 14%-ot mertiink a muténs ill. a kontroll torzsekben. A babkori letalitasnal azonban ismét
jelent6s eltérést kaptunk. A mutans vonalban ugyanis kozel 13%-o0s bab letalitast mértiink a

kontroll 2,6%-0s értékével szemben (12. Abra).

3

3
—

3

8

osszes lerakott pete %-dban
3 8

[l kontroll
W mir-28275%

o

embrio letalis  larva letalis bab letalis

12. Abra: A szemiletalitas vizsgalata életszakaszonként a kontrollban és a mir-282R$X mutansban: Az
osszes, ~4500kontroll és ~5500 mir-2827SX |erakott petéhez viszonyitott embrio, larva és bab letalitas mértéke
lathatd a grafikonon a mir-282%S* mutans (mir-282RS%/mir-2827S%) és kontroll (RS5453,e5/RS5453,e) esetében.
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A mir-282 null allél petehozam csdkkenést okoz

Mivel a mir-282 null mutans gyonge és nehezen fenntarthatd torzsnek bizonyult,
megvizsgaltuk a torzs fertilitasat is. A 10 napig tartd petehozam mérések szerint a
ndstények altal lerakott peték szama atlagosan 55%-kal kevesebb volt a kontrollhoz képest.

A mir-282 null mutans himek normalis fertilitast mutatnak (13. Abra).
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@ kontroll
W mir-282RsX
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0

13. Abra: A mutans és a kontroll néstények petehozama ill. a himek fertilitisa 10 napos vizsgalat soran:
A mir-2827X mutéans ndstények petehozama tébb, mint 50%-kal kevesebb a kontrollénal, mig a mir-282R
mutans és kontroll himek fertilitisa kozel egyenld: mir-282RSX:mir-282RS*/mir-282%%;  kontroll:
RS5453,e%/RS5453, €°

Jol ismert az intracellularis gram-negativ. Wolbachia baktérium reproduktiv
parazitizmusa rovarokban, mely a mir-282 null mutanshoz hasonld, csokkent
peteproduktumot eredményezhet (Clark et al. 2005). Wolbachia az altalanosan hasznalt
laboratoriumi torzsekben is el6fordulhat, ezért a fertilitasi tesztekben hasznalt trzseinken
Wolbachia tesztet végeztiink. A mutans és kontroll ndstények petefészkének egyszertit DNS
festésével az intracellularis parazita DNS-ét kerestik a citoplazmaban. Emellett a
Wolbachia 16S rRNS-ét megkiséreltiik PCR technikaval kimutatni térzseinkben (14. Abra).
Mindkét Kisérleti megkozelitésben pozitiv kontrollként hasznaltuk a nos>Gal4VP16
transzgént hordozd torzset, melyrél korabban mar Kiderult, hogy Wolbachia fertézést

hordoz. Mind a DNS festés, mind a PCR alapi Wolbachia kimutatasi teszt egyértelmiien
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bizonyitotta, hogy a mir-282 muténs torzsek korokozémentesek, igy Kizartuk annak

lehet6ségét, hogy a csokkent petehozam okozoja a Wolbachia fert6zés lenne.
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14. Abra: Wolbachia fertézés kimutatasa PCR technikaval: A Wolbachia 16S rRNS-ét kddolé genomi
szakaszra specifikus PCR vizsgalattal nem mutathatd ki az intracellulris parazita jelenléte a mir-282F%%, a
kontroll és a vad tipusu torzsek esetében sem. A PCR reakcié miikodését a pozitiv kontroll bizonyitja. Pozitiv
kontroll: nos>Gal4 transzgént hordozé torzs; vad tipus: w8, mir-282%X: mir-282R*/mir-282%SX; kontroll:
RS5453,e5/RS5453,€°

A mir-282R% cspkkent petehozam fenotipusanak menekitését is elvégeztiik, hogy
belassuk, a fenotipusért valoban a mir-282 hianya a felelés. Olyan transzgenikus muslica
vonalat hoztunk létre, mely tartalmazza a mir-282 két szomszédos génje (CG43389 és ckd)
kozotti 9,1 kilobazisos genomszakaszt, a mir-282 elsédleges transzkriptumaval egyutt
(gmir-51C). A mir-282 null muslicakat (mir-282%%/Df(208)) a mir-282-t kifejezé gmir-51C

transzgénnel sikeresen menekitettiik (15. Abra).
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15. Abra: A mir-282 mutécié altal okozott csokkent petehozam fenotipus menekitése a mir-282 genomi
szakaszt hordozd transzgénnel: A mir-282 genomi DNS-t hordozé mir-282%% transzgenikus néstények
jelentdsen tobb petét raknak, mint a mir-282RX muténs néstények a vizsgalt 10 nap alatt. mir-2827S*: mir-
282RSXIDf(208); gmir-51C: gmir51C/+ ; mir-282~SX e5/Df(208)

A mir-282 genomi szakaszt hordozo transzgénnel a mir-282 null mutans csokkent
élethosszt eredményezd fenotipusat is sikeresen menekitettiik (16. Abra). A csokkent
petehozam és élethossz csdkkenést okozd fenotipusok sikeres menekitése minden kétséget
kizarélag megmutatja, hogy a csokkent petehozam és életképesség fenotipusokért a mir-282

hidnya felelds.
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16. Abra: A mir-282 null mutaci6é altal okozott csokkent élethossz fenotipus menekitése a mir-282
genomi szakaszt hordozé transzgénnel: A mir-282 genomi DNS-t hordozd mir-282RS* transzgenikus
néstények életképessége a harmadik héten is még 30%-kal jobb, mint a mir-282°* mutans ndstényeké. mir-
282RX: mir-282RSX/Df(208); gmir-51C: gmir51C/+ ; mir-2827X e5/Df(208)
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A mir-282 null mutans csokkent petehozamot okozo fenotipusénak fokusza a testi

sejtekben van

Megfigyeléseink szerint a mir-282 mutans néstények naprol-napra kevesebb petét
raktak le a 10 napos vizsgalt idoszak alatt. Ennek hatterében az Gsivarsejtek pusztulésa, a
jol ismert Un. petesejt kilrlléses fenotipus is allhat. Ennek lehet6ségét az Osivarsejtek
kimutatasara alkalmas Hts ellenanyaggal torténé immunfestéssel vizsgaltuk meg. A
kisérletben 10 napos mutans ndstények petefészkeit boncoltuk ki, és festettik meg Hts
ellenanyaggal. Azon Kkivil, hogy a mutans petefészkek csdcsi része (Un. germarium)
elnyult, hosszikas alakot vett fol, a pontszerli Hts fest6dést mutatd Osivarsejtek vad
fenotipust mutattak (17. Abra). A petehozam csdkkenése tehat nem az ivarvonal dssejtek

elvesztésére vezethetd vissza.

wilis

mir-2828SX

&

17. Abra: Az ésivaesejtek Hts ellenanyaggal torténé immunfestése: A mir-282°%% ngstények petefészének
csUcsi részében épek az Gsivarsejtek: DAPI (kéK) - A pontszertit HTS (piros) festédést mutatd Gsivarsejtek
fehér karikaval kijelélve. vad tipus: w8, mir-282RSX: mir-282%5%/mir-282RSX

A csokkent petehozamot ivari vagy testi eredetli hiba egyarant eredményezheti.
Annak megallapitasara, hogy a mir-282%% mutéacié fokusza ivar- vagy testi eredetii
sejtekben van-e, kisérleteket végeztink embrionalis ivarsejtek (Gn. polaris sejt)

atultetésével. Gazdaként egy ivarvonal fiiggé, domindns ndstény steril mutaciét (ovoP?)
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hordoz6 torzset valasztottunk, melyben a petesejtek érése a fejlodés egy korai szakaszaban,
a vitellogenezis kezdetén mar leall, igy az ovoP®! mutdns ndstény érett petéket nem képes
létrehozni (Komitopoulou et al. 1983). A transzplantacios Kisérletek soran a mir-282°SX
mutansbdl és a RS5453,e° kontroll torzsbol szarmazd polaris sejteket ltettiink at az ovoP?

mutéciot hordozd gazdakba (18. Abra).

kontroll B A *
mn._zszRSX L_/( OZJODI ‘14 p—

dommans nostenysterll

poldl is-sejtek kiméra néstény pete

18. Abra: A poléris sejt transzplantécios kisérletek folyamata: mir-282RX mutans (mir-282R*/mir-282R5X)
és kontroll (RS5453,e/RS5453,e%) embriok polaris sejtjeit tltettiik at ovoP* (0v0°Y Ore-R) dominans néstény

steril mutéciét hordozd embriok csucsi részére. Az embriokbol fejlédé kiméra ndstények peterakasat
vizsgaltuk.

A kiméra allatokban fejlédo érett peték ezaltal csak a donorbdl beltetett embrionalis
petesejtekbdl szarmazhattak (19. Abra). A mir-282RX mutanshol polaris sejteket kapott
kimérak peterakdsanak mértéke nem mutatott jelentds eltérést a kontroll torzsbol szarmazd

polaris sejteket kapott kimérakhoz képest (20. Abra).

19. Abra: Az ovoP! mutans és az atiiltetett polaris sejtekkel rendelkezé kiméra petefészke: A bal oldali
képen a polaris sejt transzplantacids kisérletek gazdajanak, az ovoP! domindns néstény steril mutaciot
hordozo, csokevényes petefészke lathatd, melyben nem képzOdnek érett peték, mig a jobb oldali képen a
poléris sejt transzplantacids kisérletbél szarmazé kiméra néstény jol fejlett, érett petékkel teli petefészke
figyelheté meg.
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20. Abra: A poléris sejt transzplantacios kimérak petehozama: kontroll: RS5453, e5/RS5453, eS; kiméra:
mir-2828%/mir-282RSX petébdl szarmazé polaris sejtek ovoP! gazdaba atiltetve

Mindebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a mir-282%% mutansok ivarvonal sejtjei
funkcioképesek, vagyis a mutacié fokusza nem az ivarsejtekben, hanem a testi sejtekben
van. Ezt tdmasztja ald tovabba az a megfigyelésiink is, hogy a funkcionalis petecsdvek
szdma a kimérdkban mindig magasabb volt, mint amennyi embrionalis polaris sejtet
atultettink, vagyis az Atlltetett polaris sejtek osztdédni is képesek voltak a gonad

forméalddasa soran.

A mir-282 null mutans petefészkében az apoptotikus aktivitds megemelkedik

Ahogy a mir-282°% mutans ndstények életkora nd, petefészkeikben egyre kevesebb
petekezdeményt lattunk, ami degradaciora, vagy sejthalalra utal, ezért megvizsgaltuk a
muténs petefészkek apoptotikus aktivitasat. JOI ismert jelenség ugyanis a peteérés 8.
staddiuma koruli ellen6rzé pontban a rendellenesen fejlédé peték apoptézisa. Ebben az
ellen6rz6 pontban ugyanis még az ’energiaigényes’ nagyaranyi novekedési fazis el6tt
bekovetkezik az abnormalis petekezdemenyek apoptdzisa. Az abnormalis petefejlédésen tual
a normal Drosophila petefejlédés soran is talalkozhatunk apoptdzissal. A peteéres végeén,
miutan a dajkasejtek mar kiszolgaltak a fejlédo petesejtet, apoptdzissal elimindlodnak a

petefejlodés 12. stadiumaban (21. Abra); (Nezis et al. 2000).
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21. Abra: Dajkasejtek apoptozisa a petefejlodés 12. stadiumaban: A képeken vad tipusi (w''8), 12.
stddiumos fejlédo pete anterior része lathatd a pusztuld dajkasejtekkel. Propidium jodiddal jel6lt intakt DNS
(piros), APOBRDU-FITC jeldlt feldarabolédott DNS darabok (z6ld).

Tiz napos null mutans és kontroll néstény muslicak petefészkében TUNEL assay
segitségevel vizsgaltuk meg az apoptotikus aktivitast. Vizsgalataink rdmutattak arra, hogy
mutans néstényeink petefészkében a 8. stddiumban aktiv ellen6rz6 ponton &thaladt
petesejtek is apoptotizalnak, valamint, hogy a petevezeték proximalis végében apoptotikus
tormelék felhalmozddéasa figyelhet6 meg. Az RS5453,e° kontroll csoportban ilyen

apoptotikus aktivitast nem észleltiink (22. Abra).

mir-28285% mir-28285%

22. Abra: Apoptotikus aktivitas kimutatasa kontroll és mir-282R* mutans néstények petefészkében:
Apoptotikus aktivitds nem lathatd a kontroll (RS5453,e5/RS5453,6%) néstények petefészkében. mir-282RX
mutans (mir-282%5%/mir-282RSX) petefészekben apoptotikus térmelék halmozadik fel. Propidium jodiddal jel6lt
az intakt DNS (piros), APoBRDU-FITC-cel jel6lt a feldarabolodott DNS (z6ld).
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Eheztetés hatasara a 8. stadiumos ellenérzé ponton a petekezdemények fokozott
apoptotikus aktivitasa figyelheté meg (Terashima et al. 2005). Megvizsgaltuk annak
lehetdségét, hogy alultaplaltsag, vagy alacsony energiaellatottsag allhat-e a mir-2827%%
mutans ndstények petefészkében tapasztalt megndvekedett apoptdtikus aktivitds hatterében.
Megmértik tehat, hogy éheztetés hatdsara hogyan alakul a mutans és a kontroll
ndstényeknek petehozama. A tapanyag megvonésa egy napon belll drasztikus visszaesést
okoz a vad tipusu muslicak petehozaméban. Ha a kisérleti allatokat ismételten gazdag
taptalajra helyezzlk, a petehozam gyorsan visszaéll a normal szintre (Drummond-Barbosa
& Spradling 2001). Két napos élesztébmentes taptalajon vald éheztetés hatasara mind a
mutans, mind a kontroll ndstények peterakasa visszaesett, majd teljes taptalajra
visszahelyezve Oket, a petehozam gorbéjének kinetikaja mindkét esetben hasonlé felfutast
mutatott (23. Abra). Az Gjboli gazdag tapanyag-ellatottsag ellenére azonban a mir-282RSX
mutans ndstények egyre kevesebb petét raknak a kontrollhoz képest, ahogy ezt kordbbi

kisérleteink sorén is megfigyeltik mar.
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23. Abra: Tapanyag megvonas hatasanak vizsgalata a néstények petehozamara: A mir-282%X mutans
ndstények peteproduktuma éheztetés hatésdra a kontroll néstényekhez hasonldan alakul: A muslickat a
kikelést6l szamitott 4. és 5. nap (sziirke sav) élesztémentes, kés6bb ismét gazdag taptalajon tartottuk. kontroll:
RS5453,65/RS5453,€°%; mir-282RSX: mir-282RSX/mir-282RSX,
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A Kisérlet eredményébdl arra kovetkeztettiink, hogy a mir-2827%% mutansok normal
fizioldgiai reakciot képesek mutatni az atmeneti tapanyag megvonasra, vagyis a mir-28275%
muténs esetében a megndvekedett apoptotikus aktivitds hatterében nem a megvaltozott
energiaellatas all. A petevezeténél az apoptotikus tormelék félhalmozddasa, valamint a 8.
stddiumos ellenérz6 pont utini apoptozis igy inkabb peterakdsi defektusra utal, mint

abnormalis petefejlodésre.

A mir-282 a rutabaga gén negativ regulatora

Annak érdekében, hogy Kkisérletesen bizonyitsuk a mir-282 feltételezett negativ
génszabalyz6 funkcidjat, kvantitativ valds idejii polimeraz lancreakciéval (RT-PCR)
meghataroztuk néhany feltételezett céltranszkriptum kifejez6dési szintjét mir-282RS%
muténs és kontroll egyedekben. A miR-282 bioinformatikai modszerekkel elérejelzett 358
celgénjének listajat az EMBL MicroCosm Targets adatbazisa kozli (Enright et al. 2003;
Griffiths-Jones et al. 2008). A feltételezett célgének listajat génontoldgiai besorolasuk (a
géntermékek bioldgiai valamint molekularis funkcidja és lokalizacioja) alapjan sziirtiik,
figyelembe véve a mir-282 mutans és tultermelt fenotipusait, kifejez6dését babkorban és
feln6tt néstényekben. A listabdl olyan célgéneket valasztottunk, melyek minél kevesebb
masik miRNS &ltal szabalyozottak (maximum masik négy). Ezen kritériumok alapjan o6t
jelolt célgént valasztottunk a tovabbi RT-PCR vizsgalatokhoz: Target of rapamycin (Tor),
Autophagy-related gene 12 (Atgl2), Cyclin C (CycC), Hippo (hpo), és rutabaga (rut). A
Tor (target of rapamicin) a réla elnevezett jelatviteli Gtvonal kdzponti génje. A Ser/Thr
protein kinazt kodolo génnek fontos szerepe van a névekedésben, az anyagcsere folyamatok
szabalyzasaban, a stressz helyzetekhez torténd alkalmazkodasban (mint pl. €hezés),

valamint autofdg folyamatok elinditdsaban. Mindezek altal kihatdssal van az Ossejtek
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fenntartasara, a ndstények termékenységére és a muslicak élettartamara (LaFever et al.
2010; Partridge et al. 2010; Mulakka et al. 2014). Az Atg12 (AuTophaGy related gene 12)
egy ubiquitinszerti fehérjét kodol, mely az autofagia sordn az autofagoszoma
kialakuldsdhoz szlikséges (Mulakka et al. 2014). A CycC (CyclinC) gén terméke a
petefészekben és az embridban fejezddik ki és a sejtciklus szabalyzasadban vesz részt (G1/S
valamint G2/M atmenet)(Lahue et al.1991; Liu et al 1998). A hpo (hippo) egy Ser/Thr
protein kindzt kodol, ami sejtosztodast és apoptdzist szabéalyoz (Wu et al. 2003). A
rutabaga (rut) egy Ca?*/kalmodulin fiiggd adenil ciklazt kodol, mely az ATP - cAMP
atalakulast katalizalja. F6 kifejez0dési helye az agyban a gombatest, bar alacsonyabb
szinten test szerte megtalalhato (Han et al. 1992; Graveley et al. 2011). A rutabaga mutans
alléljai életképesek és fertilisek, azonban gyengén teljesitenek memdria és tanulasi
tesztekben. A rut gént is ez alapjan azonositottdk (Livingstone et al. 1984; Feany et al.
1990; Levin et al. 1992).

A mir-2827%% mutansokban a szabalyozott gének transzkripcios aktivitasanak
novekedését vartuk. A transzkripcids véltozasokat a vizsgalt géneknek a kontroll
ndstényekben mért transzkripcios szintjére normalva értelmeztik. A kivalasztott célgének
kifejez6dési szintjének kvantitativ mérése megmutatta, hogy a rut gén transzkripcios szintje
az elvart moédon nétt a mir-2827SX mutans babokban (24. Abra). A t6bbi célgén kifejezddési
szintje csak kisebb kilénbséget mutatott bab, illetve adult korban. A transzkripcios
mérésekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a mir-282 a rutabaga gén negativ regulatora. A

szabalyzasra feltételezéslink szerint a metamorfozis soran kerul sor.
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24. Abra: A feltételezett céltranszkriptumok kifejezédési szintjének valtozasa kontroll és mir-282RSX
mutians babokban, himekben és ndstényekben kvantitativ real-time PCR vizsgélat sorédn: A
ndstényekben mért egységnyi kifejez6dési szinthez képest lathatok a gének valtozo kifejez6dési szintjei (Y-
tengely) a kontroll (RS5453,e5/RS5453,e%) és mir-282% mutans (mir-2827*/mir-282%%X) babokban, himekben
ill. néstényekben (X-tengely). (T-préba: *p<0.0001)

A rutabaga gén miR-282 altali szabalyzasat megerésitend6, megmértiik a rutabaga
kifejez6dési szintjét mir-282-t taltermelé babokban is. Mivel a rutabaga maga is legfoképp
idegrendszeri  kifejez6dést mutat, idegrendszer-specifikus elav>Gal4 meghajtéval
termeltettiik tal a mir-282-t (elav>Gal4; UASt>mir-282; +). A kisérletben kontrollként mir-
282RX mutans babokat is bevontunk, valamint megvizsgaltuk a négy masik feltételezett
céltranszkriptum kifejez6dési szintjét is. A metamorfozis soran az idegrendszerben
ektopikusan tultermelt mir-282 hataséara a rutabaga mRNS szintje szignifikansan csokkent

(25. Abra).
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25. Abra: A feltételezett céltranszkriptumok kifejezodési szintjének valtozasa mir-282RS* mutans és mir-
282-t tultermelé babokban: A kontroll (RS5453,e5/RS5453,6%) babokban mért egységnyi kifejezddési
szinthez képest lathatok a gének valtozd kifejezédési szintjei (Y-tengely) a mir-282%% mutans (mir-
282RSX/mir-2827SX) valamint a mir-282-t az idegrendszerben tultermelé (elav>Gal4;UASt>mir-282;+ )
babokban (X-tengely). (T-préba: *p<0.0001)

A mir-282 és a rutabaga kozti szabalyzo kapcsolat tovabbi megerésitése érdekében a
rutabaga 3’UTR-ében 1év6 mir-282 célszekvencia érzékenységét transzgenikus
konsrtukcidval is teszteltik. Olyan muslica torzset hoztunk létre, melyben az EGFP-t
kodol6 szekvencia mogé klonoztuk a rutabaga mir-282 célszekvenciat tartalmaz6 3’UTR-
ét (actbC>EGFP-rut3’UTR).  Konstrukcionkban a transzgén az actin5C altalanos
kifejez6dést biztosité promoterérdl fejezé6dott ki. A Kisérlet soran nyalmirigy-specifikus
sgs3>Gal4 forrassal termeltettik a mir-282-t actsC>EGFP-rut3’UTR transzgént hordoz6
legyek nyalmirigyében, és vizsgéltuk a transzgénr6l expresszalodo EGFP
fluoreszcencidjanak mértékét. Kontrollként az EGFP-t altalanosan kifejezé act5C>EGFP-
rut3’UTR transzgenikus legyeket hasznaltuk mir-282 aktivéacio nélkil (26. Abra). A
kontroll egyedek nyalmirigyében erds fluoreszcens jel lathato. A mir-282-t taltermeld

egyedek nyalmirigyében azonban a fluoreszcens jel eltlinését ill. jelentds gyengiilését
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tapasztaltuk, mely ujabb egyértelmii bizonyitékaul szolgdl a mir-282 és a rutabaga kozti

negativ szabalyzésra.

i act>EGFP-rut3’UTR

o

act>EGFP-rut3'UTR;
5gs3>miR-282

26. Abra: rut 3°UTR-t tartalmazé EGFP transzgén kifejezédés Drosophila larva nyalmirigyében: A
folsé képen az EGFP kifejezédése lathatd a nyalmirigyben (act5C>EGFP-rut3’UTR; sgs3>Gal4). Az alsé
képen az EGFP szintjének visszaesése lathaté a nyalmirigyben taltermelt mir-282 hatdsara (act5C>EGFP-
rut3’UTR/UASt>mir-282; sgs3>Gal4/+).
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EREDMENYEK MEGVITATASA

A miRBase nevii miRNS adatbazisban folyamatosan tiintetnek fol Gjabb és ijabb
miRNS predikciokat, és ezzel parhuzamosan revizié alé is vonjék az eddigi adatokat. A
bizonytalan, kiserletesen nem alatdmasztott miRNS joslatokat elvetik, torolik az
adatbazisbol (Farazi et al. 2011). A Drosophila mir-282 létezése kiserleti eredményeink
kdvetkeztében mar nem kérdés. A Drosophila melanogaster mir-282 nevii miRNS génjének
molekularis (RT-PCR) jellemzése soran beléttuk, hogy a prediktalt mir-282 gén a babban a
metamorfozis sordn, valamint felnétt néstényekben fejezédik Kki. A mir-282 régio
vizsgalatabdl arra kovetkeztettiink, hogy a mir-282 génje nem fed &t szomszédos
fehérjekddold génnel. A mir-282 koril azonban létezik egy 9,4-27 kb hosszi konzervalt,
fehérjekodold gént nem tartalmaz6 régio, mely promoter és egyéb fontos szabalyoz6
elemek jelenlétére utalhat. Az 06nalld kifejez6dést tdmasztja ald a modENCODE
adatbazisban feltiintetett egyes tipusu hatarolé elem a mir-282-t61 5’ iranyban (Négre et al.
2010). Négre és munkatarsai egyes tipust hatarold elemként jegyzik azokat a DNS
szakaszokat, ahova képesek bekodtni a CP190, BEAF-32 ill. CTCF inzulator-asszocialt
fehérjék, igy vélasztva el egymastol kiillonbozéképpen kifejez6d6 géneket. Az 1D003082
azonositoval rendelkez6 szigetelé elem a mir-282-t61 5° iranyban, a vele ellenkez6
orientacioban 1évé masodik és harmadik gének (CG12078 és CG17746) kozott helyezkedik
el. A hatarol6 elemen beliil esé6 szomszédos CG12078-as gén a mir-282-vel ellenkez6
orientacioja megerdsiti feltételezésiinket, miszerint a mir-282 o©nallo transzkripcios
egyseégként fejezodik ki.

A dolgozat 6sszedllitasa kozben jelent meg a Flybase legujabb génannotélasaban (FB

2014 _06) a CG43389-es gén a mir-282-t61 5” iranyban, annak kdzvetlen szomszédjaként. A
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CG43389-nek még nem jelzik homologjat egyetlen rokon fajban sem. A feltételezett gén
szekvencidjanak bizonyos részei a melanogaster alcsoportban mutatnak kisebb homoldgiét,
de tdvolabbi fajokban mér egyaltalan nem taldlni homoldg szakaszokat. Ezért ugy
gondoljuk, hogy ez az Gjonnan josolt gén nem képezheti részét a mir-282 transzkriptumnak.

Génszerkezeti megfigyelésekre irdnyuld kisérleteink eredménye dsszhangban all a
Kadener és munkatérsai altal publikdlt adatokkal (Kadener et al. 2009). Ha a miRNS
képzodést befolyasold kulcsfehérjét, a Droshat poszt-transzkripcionalisan csendesitették,
tobbek kozott a mir-282 elsédleges transzkriptumanak felhalmozodasat tapasztaltdk S2
sejtekben. A pri-mir-282 tehat a Drosha-Pasha komplex szubsztrétja, és ez dGnmagaban is
kizarja annak lehetdségét, hogy biogenezise esetleg egy fehérjekodold génnel
dsszekapcsolddna. Az intronokba beépiilt miRNS-ek, a mirtronok ugyanis Drosha fliggetlen
modon keletkeznek (Flynt et al. 2010). Kadener kisérletei tehat megerdsitik az altalunk tett
megallapitast, miszerint a mir-282 egy 6nall6 miRNS gén. Kozleménylikben ezenkiviil a
felhalmozodott pri-miRNS hosszat meghatarozva egy viszonylag tag becslést is adnak az
elsddleges transzkriptumok méretérol: a pri-miRNS méretét 1-5 kilobazisos tartoményba
helyezik el. Az altalunk meghatarozott génméret (4918bp) jol illeszkedik a Kadener és
munkatarsai altal kozolt eredményekhez. A Flybase adatbazisaban kordbban a CD43626-es
mIiRNS gén mérete jocskan eltért az altalunk meghatarozottél. A legfrissebb, RNA-Seq
adatokra hagyatkozd Flybase verziéban azonban mar jobban egyezik az adatbazisban
megadott (5165bp) és a sajat adatunk (4918bp) a mir-282 génjének méretersl. Az RNA-Seq
altal meghatarozott éertékek a polyA+ transzkriptum nagy ateresztéképességii szekvencia
analizalasi eljarasok eredményeire alapoznak, mig mi a RACE technika segitségével a mir-

282 CAP strukturajanak es poly A végenek pontos térképezését végeztik el.
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A miRBase adatbazisa az érett miR-282 molekulat kordbban 28 nukleotid hosszunak
irta le (a legujabb verzioban méar csak 24 nukleotid hosszukent szerepel), mig az Uj
szekvencia meghatarozasi eljarasok adatai szerint az érett miR-282 minddssze 22 nukleotid
hosszU. Az érett miR-282 kimutatasara iranyuld Northern-blot kisérleteink soran 23-24bp-os
mMIiRNS-t tudtunk kimutatni. A miRNS-ek 3' végi heterogenitasa, azaz 3’ végi valtozd
hossza ismeretes. Ezt a jelenséget korabban a pontatlan Drosha vagy Dicer hasitasnak
tulajdonitottak. Ma mar tudjuk, hogy a miRNS-ek 3’ végéhez a genom altal nem kddolt,
un. templat nélkali adenozinok is kapcsolédhatnak (Fernandez-Valverde et al. 2010;
Kozomara & Griffiths-Jones 2011), ami a heterogenitds hatterében allhat. Han és
munkatarsai 2011-ben Kimutattdk, hogy az esetek egy részében a néhany nukleotidos
méretkiilonbséget a Nibble nevii 3’exoribonukleaz elégtelen funkcidja is okozhatja. A
Drosophila miRNS-ek toébb mint egy negyede ugyanis, az AGO1-hez val6 kapcsolddasa
utdn, keresztlilmegy még egy 3' végi hasitason. A RISC komplex felépilésének utolsd
mozzanataként tehat, a Nibble fehérje feltételezett kofaktoraival egyutt hatarozza meg a
miRNS végsé méretét (Han et al. 2011).

A mir-282 hidnya Drosophildban szemiletalitast, élethossz csokkenést, valamint
csokkent peterakast, mig a mir-282 altalanos, ektopikus kifejeztetése larvakori letalitast
okoz. Esslinger és munkatarsai a kozelmdltban a Drosophila mir-277-r6l bizonyitottak,
hogy szintén élethossz szabalyz6 szerepe van, mégpedig az eldgazd lanci aminosavak
metabolizmusan keresztiil. A szabalyozas mértéke relative mérsékeltnek mondhat6, ahogy
az egy mérsekelten termel6dd miRNS-tdl elvarhat6. A magasabb rendlieckben nem
konzervalddott mir-277 jelentdségét a szerz6k inkabb a hosszatdvu adaptacioban latjék,

mint a gyors valtozdsok kovetésében (pl. tapanyag-ellatottsdgban bekovetkezett
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valtozéasok); (Esslinger et al. 2013). Ezen kovetkeztetések ugyanigy igazak lehetnek az
altalunk vizsgalt mir-282 esetében is. A mir-277-hez hasonléan a mir-14 is metabolikus
szabalyzo funkcidval rendelkezik, és kihat az életképességre is. A mutans Drosophila mir-
14 torzs fenotipusa abnormalis lipid anyagcsere, és szintén csokkent élettartam (Xu et al.
2003). Egy fonalféreggel végzett genetikai tanulmany szerint bizonyos miRNS-ek csokkent
kifejez6dése vagy tultermelése érintheti a fonalférgek élethosszat a DNS karosodason és az
inzulin/IGF ttvonalon keresztiil is. A tanulmany szerzéi ezen miRNS kor jelentdségét,
optimalizald szerepét extrém, stressz koriilmények kozott (homérséklet, taplalékhiany)
talaltak (de Lencastre et al. 2010). A Drosophila mir-282 esetében azonban hasonlé extrém
kortlmeény fenotipus modosité hatdsat nem tapasztaltuk, a mir-282 gén szerepe normal
kortlmenyek kdzott bizonyithato.

A mir-2827% mutans néstények jelentdsen kevesebb petét képesek rakni a kontroll
csoporthoz képest. A csokkent petehozam hatterében megndvekedett apoptotikus aktivitast
figyeltiink meg a mutans néstények petefészkében, melynek oka testi eredetii, talan a CAMP
szabalyzas révén. A szémafiiggé csokkent petehozam fenotipus és a mir-282 jelenléte a
petefészekben és a korai embridban arra utal, hogy a Drosophila mir-282 anyai hatasu
miRNS gén, melynek funkcidja nem sziikséges a peteképzddéshez, de az embrionalis
fejlodés els6 1épéseihez mar igen (Ruby et al. 2007; Fernandez-Valverde et al. 2010).

A miRNS-ek funkciojanak és célgénjeinek meghatarozasa nem konnyt feladat. A
mutans egyedek gyakran egyaltalan nem, vagy csak enyhe fenotipust mutatnak a vad
egyedekhez képest (Miska et al. 2007). A legtobb miRNS altalaban csak kevesebb, mint
kétszeres fehérjeszint valtozast okoz (Selbach et al. 2008). Egy-egy miRNS-nek tébb szaz

celgent josolnak, melyek azonban a kiilonboz6 adatbazisokkal meglehetésen gyenge
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atfedést mutatnak (Baek et al. 2008; Chi et al. 2009; Hammell 2010b). A miRNS
celgéneket joslo programokkal szemben gyakran megfogalmazddd kritika, hogy a
bioinformatikai adatok alapjan megtalalt célgén val6jdban normal korilmények kozott az
¢lélényben feltételezett szabalyz6 miRNS-ével soha nem is fejezddik ki egyitt (Bushati &
Cohen 2007; Jost et al. 2011). Ugyanis a miRNS-ek kifejez6dése, a célgénekéhez
hasonléan szovet- és fejlédési allapot specifikus lehet. A sejtekben fellelhetd miRNS-ek
mennyisége mérések szerint, akdr 10-30000 kopia kozott is valtozhat (C. Chen et al. 2005;
B. D. Brown & Naldini 2009). Ezen ismeretek alapjan hajtottuk végre a mir-282
celgénjeinek keresését. Egyéb szlrd feltételeket is alkalmazva csak azon gének
transzkripcionalis szintjét vizsgaltuk meg mutans hattéren, amelyek kifejezodése a mir-282
kifejez0désével atfedhet. Bioinformatikai és molekularis moddszerekkel a mir-282
celgénjeként a rutabaga gént azonositottuk, mely a kdzponti idegrendszerben feldisulést
mutatd adenil-ciklazt kodolja. A mir-282"* mutans babokban a kontrollhoz képest a rut
gén haromszoros transzkripcids kifejez6dési szintjét tapasztaltuk. Mivel a rut mRNS-ének
3’UTR-ében négy kiilonbdz6 miRNS kétohely jelenlétét josoljak, és a mir-282-nek is
szamos, egyéb lehetséges célgénjét jelezték eldre, ezért nehéz megmondani, hogy a rut
szabalyzésa lenne-e a mir-282 {6 feladata. Adataink alapjan elképzelhet6, hogy a mir-282
egyik funkcidja az adenil ciklaz aktivitas szabalyozésa az idegrendszerben a metamorfézis
soran. Erre utal a mir-2827%% térzsben a kontrollhoz képest 6tszorosére emelkedett babkori
letalitas, melyet a teljes atalakulas folyaman 1étrejovo fejlédési rendellenesseg okozhat. Ezt
az elképzelésiinket erdsiti, hogy a holometabola csoportban, a teljes atalakulassal fejlédék
korében konzervalodott mir-282 bab korban aktiv. A rendelkezésiinkre all6 lehetéségekkel

a mir-282 poszttranszkripcios szabalyzo hatasat tudtuk csak vizsgalni, a transzlacios szinten
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kifejtett hatasokat nem. Konnyen elképzelhetd, hogy a tobbi jelolt célgént, vagy azok egy
részét csak transzlacids szinten szabalyozza a mir-282. A lin-4 miRNS anélkil csokkenti a
lin-14 fehérje mennyiségét, hogy a lin-14 mRNS szintjét befolyasolnd (Lee et al. 1993;
Wightman et al. 1993). Ma mar tudjuk, hogy csekély mértékben mégiscsak érinti a lin-14
MRNS szintjét is, de sok mas példa is ismert arra, hogy a mRNS szint paranyi valtozésa
mellett a fehérjeszintben jelentds valtozas figyelheté meg (Valencia-Sanchez et al. 2006). A
transzkripcids gatlas és a transzlacios gatlas jelentésége még vita targyat képezi a miRNS
kutatdsban, de a parhuzamos kvantitativ proteomikai és transzkriptomikai analizisek a
legtobb esetben ugyanazokat a miRNS céltranszkriptumokat azonositjak (Esslinger et al.

2013).
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OSSZEFOGLALO

A sejtek dinamikusan valtozé génkifejez6dési mintazatainak kialakitasaban a
szabalyozo fehérjék szerepe mar régota ismert. Az utobbi b egy évtizedben azonban RNS
alapu regulator komplexeket azonositottak, melyek szintén részt vesznek a génaktivitas
szabalyozéaséban. A rovid, nem transzlalodd RNS-ek csoportjaba tartozd mikroRNS-ek
(miRNS) néhany fehérjével komplexet alkotva poszttranszkripcionalis szinten fejtik Ki
negativ szabalyoz6 hatasukat.

A miRNS-ek jellegzetes, hajtii alak(l atmeneti forman keresztiil képzddnek. Ez a
jellemz6é masodlagos szerkezet tette lehet6vé, hogy bioinformatikai mddszerekkel tobb ezer
Uj miRNS létezésének elérevetitsék emberben, allatokban, névényekben és virusokban.
Egy-egy miRNS-nek tdbb szaz célgénjét is josoljak. llymddon hatalmas adathalmaz jott
Iétre, melynek legnagyobb része még kisérletes megerGsitésre és értelmezésre var. A
MiRNS-ek érési folyamatairol, a génszabalyozasban betoltott szerepérdl, a szabalyozott
gének korérdl altalanossagban egyre szélesebb korli ismereteink vannak, azonban az egyedi
MiRNS-eket kodolo gének terén még szegényes a tudasunk. Célul tliztik ki ezért a
Drosophila mir-282 mikroRNS-t kddold gén részletes analizisét, szerkezeti és funkcionalis
vizsgalatat.

A Drosophila melanogaster mir-282 génjének bizonyitottuk transzkripcios
aktivitasat, kifejezOdésének ¢&s elsddleges szerkezetének leirdsaval alatamasztottuk a
korabbi gén eldrejelzést. A mir-282 elsddleges transzkriptumar6l belattuk, hogy nem
kapcsolodik a vele szomszédos fehérjekddold gén exonjaival, vagyis 6nallo transzkripcios
egységkent irodik at RNS-se. Kiilonboz6 fajokban eltéré méretli intergenikus régiokban

helyezkedik el a miR-282-t kddold gén, bioinformatikai vizsgalataink a rokon fajokban is az
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onall6 génkifejez6dést erésitik. A RACE technika egy tovabbfejlesztett valtozataval
meghataroztuk az elsédleges transzkriptum hosszat, mely az 5° végi CAP struktiratol a 3’
Végi polyA végig 4,9 kb hosszu.

A miR-282 gén szerkezeti jellemzése mellett masik f6 célunk a gén funkcidjanak
megismerése volt, Gjonnan indukalt mir-282-re specifikus deléciok, valamint ektopikus
expressziot biztositd transzgének segitségével. Bizonyitottuk, hogy a mir-282 l6kusz
funkciondlis transzkriptumot kodol, mely befolyasolja az életképességet, az élethosszt és a
petehozamot, mig a mir-282 altalanos, ektopikus tultermelése letalitashoz vezet a masodik
larva stddiumban. A mutans fenotipusok menekitése céljabdl létrehoztunk olyan
transzgenikus legyeket, melyek a mir-282 elsddleges transzkriptumat is magéba foglalo
genomszakaszt tartalmazzak. A transzgén a mutans hatterii legyekben sikeresen menekitette
a megrovidilt élethossz és csokkent petehozam fenotipusokat, megerdsitve ezzel, hogy a
muténs fenotipusokért a mir-282 hianya felel6s. A mir-282 deléciés mutans néstények
csokkent petehozamanak hatterében jelentds, megnovekedett apoptotikus aktivitast
figyeltink meg petefészkeikben. Polaris-sejt transzplantacios kisérletekkel bizonyitottuk,
hogy a mir-282 mutécié fokusza nem az ivarsejtekben, hanem a testi sejtekben van.

Megvizsgaltuk a mir-282 potencialis célgénjeit is, és a mir-282 negativ
génszabalyoz6 funkcidjat kisérletesen bizonyitottuk. A mir-282 tobb szaz, bioinformatikai
maodszerrel josolt célgénje kozil 6t jeldltet valasztottunk ki. Jeldltjeinkkel mir-282 muténs
és vad genetikai hattéren génexpresszids vizsgalatokat vegeztink, mely sorén a rutabaga
esetében sikerult bizonyitani a mir-282 negativ szabalyzé hatasat. A rutabaga egy
idegrendszer specifikus adenil ciklaz. A rutabaga mRNS-ében négy kiilonb6z6, lehetséges

miRNS ko6t6 hely van, és bar a mir-282-nek is sok méas célgénjet josoljak, eredményeink
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alapjan mégis gy feltételezziik, hogy a bab korban is kifejez6dé mir-282 az idegrendszeren

keresztll hatva fejti ki szabalyzé hatasat a metamorfozis soran.

-69 -



SUMMARY

The role of proteins in the formation of dynamic gene expression patterns in cells has
been known for a long time. However, only in the past few decades that RNA-based
regulatory complexes were identified, which have shown to be involved in regulation of
gene expression. MicroRNAs (miRNAs), a large class of short, non-protein coding RNAs,
inhibit gene expression post-transcriptionally through sequence specific base-pairing with
target mMRNAs.

The approximately 22-nucleotide long mature miRNAs are derived from a hairpin-
loop precursor. This specific secondary structure enabled bioinformatics to predict
thousands of new miRNAs in humans, animals, plants, and even viruses. Each miRNA has
hundreds of predicted target genes. This lead to the generation of a huge dataset, however
these still need to be interpreted and verified experimentally.

We have gained an understanding of the miRNA maturation process, and their role in
gene regulation, the scope of gene regulation; however, there is still very little known about
the miRNA coding genes.

Our aim therefore was a detailed structural and functional analysis of Drosophila
melanogaster mir-282 microRNA gene.

The earlier gene prediction of Drosophila mir-282 was confirmed by the
characterization of the hairpin-loop structure of the pre-miRNA and by observing a weak
expression of the mir-282. We have demonstrated the transcriptional activity of mir-282
gene and identified the primary miRNA. mir-282 is not connected to any exon of the
adjacent protein coding gene (cracked), so there is a separate transcriptional unit that is

transcribed into RNA. Although the mir-282 encoding gene is located in different species in
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different size of intergenic regions; our bioinformatic analysis revealed separate expression
in holometabola insects. The length of the primary transcript was determined by an
enhanced version of the RACE technique. The primary mir-282 transcript is 4.9 kb from its
5' CAP structure to the 3' terminal polyA tail.

In addition to the structural characterization of the mir-282 gene, our other major goal
was to elucidate the function of the gene via the introduction of gene-specific deletions. We
have showed that the mir-282 locus encodes a functional transcript that could affect
viability, lifespan and female’s egg yields. While the general, ectopic overexpression of
mir-282 leads to lethality in the second larvae stage. Our viability experiments indicated
shortened adult lifespan, as well as semi-lethality before reaching adult stage. Mutant
females exhibited reduced egg production. Furthermore we have generated transgenic flies
carrying a genomic fragment containing mir-282 primary transcript. This genomic fragment
was able to rescue both the reduced viability and the decreased egg production phenotypes
in the mutants confirming that these phenotypes are indeed caused by the loss of mir-282
function.

In the background of the decreased egg yield in these flies, we have observed a
remarkable increase in apoptotic activity of the mir-282 mutant female ovaries. Pole cell
transplantation experiments demonstrated that mir-282 mutant’s germ line is not impaired,
whereas the somatic cells of the ovaries are unable to function properly, likely due to
nervous system deficiency. To support this hypothesis, we have investigated the potential
target genes of mir-282 as well.

The list of computationally predicted targets for mir-282 was manually screened,

taking in account our findings about mir-282. Five candidates from the hundreds of
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potential mir-282 target genes were selected. Gene expression studies were performed on
these genes that revealed the rutabaga gene, as a target of mir-282. The rutabaga gene is a
nervous system-specific adenylate cyclase. The rutabaga mRNA has predicted regulating
sites for four different potential miRNAs and mir-282 has many other potential targets,
probably the regulation of rutabaga is not the only function of mir-282. However, based on
our data, we hypothesize that one of the main functions of mir-282 is the regulation of

adenylate cyclase activity in the nervous system during metamorphosis.
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