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SAMENVATTING

Vitellogenine is het precursor eiwit van de belangrijkste dooier-
eiwitten lipovitelline en fosvitine; vitellogenine wordt gemaakt in de
lever van leggende hennen onder invloed van oestrogenen. In hanen kan
de synthese van vitellogenine worden geinduceerd door inspuiting van
17B~-oestradiol. Na inspuiting van dit hormoon neemt de snelheid van
vitellogenine synthese enige dagen lineair toe. Deze toename valt samen
met een toename in de hoeveelheid vitellogenine-synthetiserende ribo-
somen. Dit suggereert dat oestradiol een accumulatie van aktieve
vitellogenine mRNA moleculen in hanelevercellen veroorzaakt. De vraag
of dit een gevolg is van een door oestradiol geinitieerde transcriptie
van het vitellogenine gen dan wel van een door oestradiol gereguleerde
stap in de processing van primair transcriptie produkt tot aktieve mRNA
is hiermee echter nog niet beantwoord. Om deze vraag te kunnen beant-
woorden is isolering en zuivering van vitellogenine mRNA noodzakelijk.

Op de gezuiverde vitellogenine mRNA kan met behulp van het enzym reverse
transcriptase een hoog radioaktief gemerkte, enkelstrengs kopie-DNA
worden gesynthetiseerd die als specifieke hybridisatie probe kan worden
gebruikt voor de kwantificering van vitellogenine mRNA niveau’s in
hanelevercellen voor en op verschillende tijdstippen na inspuiting van
oestradiol. De hierboven geschetste strategie voor de bestudering van de
door oestradiol geinduceerde synthese van specifieke eiwitten, i.c.
vitellogenine, ligt ten grondslag aan de in dit proefschrift beschreven
experimenten.

Na een algemene inleiding op het vitellogenine systeem in Hoofdstuk
I, wordt in Hoofdstuk II aan de hand van een literatuuroverzicht uitgebreid
ingegaan op bovengenoemde strategie. Begonnen wordt met een bespreking wvan
verschillende methoden voor de isolering van eukaryote mRNA“s. Het gebruik
van cDNA hybridisatie technieken bij de bestudering van de hormonaal ge-
induceerde synthese van specifieke eiwitten vormt het tweede onderwerp wvan
dit hoofstuk. Bovendien vindt in dit hoofdstuk een bespreking plaats van
de eigen resultaten geplaatst tegen de achtergrond van het genoemde
literatuuroverzicht.

De eigen resultaten staan vermeld in de hoofdstukken III tot en met V.
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Soofdstuk IIT beschrijft de isolering van vitellogenine mRNA uit hanelever.
w gebruikte methode is die waarbij met behulp van antilichamen gericht
“+wen wvitellogenine specifiek de vitellogenine-synthetiserende polysomen
worden neergeslagen, terwijl polysomen, bezig met de synthese van andere

+ w.tten, in oplossing blijven. Uit het gevormde immunoprecipitaat wordt
~2s witellogenine mRNA geisoleerd. De gevolgde methode, experimenten die de
& werneid van het geisoleerde vitellogenine mRNA preparaat aantonen als-
@e e de synthese van vitellogenine cDNA worden beschreven.

#et gebruik van deze cDNA bij de bestudering van de induktie van
w.tellogenine in de eend vormt het onderwerp van Hoofdstuk IV. De resul-
“sten van dit gedeelte van mijn onderzoek kunnen als volgt worden
samengevat:

. In de lever van een niet met oestradiol ingespoten eend is geen
witellogenine mRNA aantoonbaar.
. Wa inspuiting van oestradiol neemt de hoeveelheid vitellogenine mRNA

.n de polysomale RNA fraktie van de lever sterk toe; de snelheid van

Jeze toename verloopt echter niet geheel parallel met de lineaire toe-

mame in de snelheid van vitellogenine synthese. De resultaten wijzen op
#en toename in de translatie efficiéntie van vitellogenine mRNA enige
©13d na inspuiting van oestradiol.
“wre resultaten zijn in overeenstemming met het ook uit de literatuur naar
woren komende beeld dat in afwezigheid van oestradiol ofwel geen transcrip-
“.¢ plaatsvindt van het vitellogenine gen ofwel dat het primaire transcript
we= zodanig korte levensduur heeft in de kern dat geen vitellogenine mRNA
= _eculen het cytoplasma kunnen bereiken.

Voor de bepaling van de transcriptionele aktiviteit van het vitello-
semine gen in aan- en afwezigheid van oestradiol is het noodzakelijk om
~wer een gevoeliger hybridisatie probe voor vitellogenine mRNA sequenties
“¢ beschikken dan de bovengenoemde enkelstrengs kopie-DNA. Een zeer
sewoelige, en bovendien volledig zuivere, hybridisatie probe wordt
~wwormd door een recombinant plasmide waarin een dubbelstrengs DNA-kopie
wan witellogenine mRNA is geinsereerd in een bacterieel plasmide. In
Soofdstuk V worden de synthese, identificatie en karakterisering van drie

“wan deze recombinante plasmiden beschreven.
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