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1 Roviditésjegyzék

ACTB — aktin fehérje B izoformdjat kodold gén

CDK - ciklin-dependens kinaz

c¢DNS — komplementer DNS

CNOT4 — CCR4-NOT transzkripcios komplex négyes alegységek kodolo gén
C; — threshold cycle

dNTP — dezoxiribo-nukleotid-trifoszfat

EdU — 5-etinil-2’-dezoxiuridin

FACS — fluorescence-activated cell sorting

FBS — foetélis borju szérum

FRET — Forster-féle energiatranszfer

GAPDH — glicerinaldehid-foszfat dehidrogenazt kédold gén
HNRNPL — heterogén nuklearis ribonukleoprotein L-t kddolo gén
IPOS — importin 8-at kddolo gén

NRT — no reverse transcriptase

NTC — no template control

PBS — foszfattal pufferalt sooldat

PCBPI — poli(rC)-koto fehérje 1-et kodold gén

PCR - polimeraz lancreakci6

PFA — paraformaldehid

PPIA — peptidil-prolil cisz-transz izomeraz A-t kodold gén
PUM1 — pumilio RNS-kot6 csalad 1-s tagjat kodold gén

PS — penicillin-sztreptomicin antibiotikum keverék

qPCR — kvantitativ polimeraz lancreakcid

RFU — relativ fluoreszcens egység

RPL30 — riboszomalis fehérje L30-at kddold gén

RT — reverz transzkripciod

RT-qPCR - reverz transzkripcioval kapcsolt kvantitativ polimerdz lancreakciod
SNW1 — SNW domént tartalmazo fehérje 1-et kodold gén

TBP — TATA-kot6 fehérjét kodolo gén

UBC — ubikvitin C-t kédold gén



2 Bevezetés

A tudoméanyos, orvosi €s diagnosztikai munka elengedhetetlen részévé valt a kvantitativ
polimerdz lancreakcid6 (qPCR) technika. Megjelenése forradalmi valtozast jelentett a
molekularis biologiai eljarasok fejlddésében, mivel rendkiviil széles dinamikus tartoméannyal
rendelkezik, valamint nagymértékii specificitds jellemzi. A rendelkezésre allé korszerti
reagensek, miiszerek és optimalizalt probak lehetdvé teszik akar egyetlen molekula kimutatasat,
illetve nukleinsav mennyiségének meghatarozasat komplex mintadkban is soha nem latott
pontossaggal. A qPCR technika széles korben alkalmazhato; diagnosztikai célbdl patogének
kimutatasara, nukleotid polimorfizmus elemzésére, génexpresszidé mérésére, kromoszoma
rendellenességek, illetve fehérjék kimutatasara. Ahhoz azonban, hogy mennyiségi informaciot
kell6 pontossaggal nyerjiink, referenciagének alkalmazasara van sziikség. Az analitikai
elvarasoknak leginkabb az adott kisérleti koriilmények kozott stabil expresszioval rendelkezd
referenciagének felelnek meg, melyek mRNS expresszidjat a vizsgalni kivant génnel egyiitt,
ugyanazon mintaban hatarozzuk meg reverz transzkripcioval kapcsolt kvantitativ PCR (RT-
qPCR) alkalmazasaval.

Kutatocsoportunk kordbban rakos, illetve normdl human sejtvonalak kozott vizsgélta 12
gén (ACTB, CNOT4, GAPDH, HNRNPL, IPOS8, PCBPI, PPIA, PUMI, RPL30, SNWI, TBP,
UBC) alkalmazhatosagat és ramutatott, hogy az irodalomban eddig referenciagénként nem
alkalmazott SNW1 és CNOT4 gének bizonyultak a legstabilabbnak. A sejtciklus-fiiggd
génexpresszios elemzés kiilondsen fontos, hiszen szamos gén a sejtciklus kiillonb6zo fazisaiban
szorosan szabalyozott expresszids mintazatot mutat. Az RT-qPCR rendkiviil érzékeny technika
a sejtciklus-fliggd transzkripciés szabalyozads vizsgalatira, azonban ehhez a megfeleld
referenciagének alkalmazasa elengedhetetlen. Kutatomunkdm sordn a csoport altal korabban
vizsgalt 12 referenciagén expresszidjat elemeztem a sejtciklus folyaméan U937 és MOLT4
sejtvonalakban. Kisérleti eredményeim segitséget jelentenek sejtciklusfiiggd génexpresszios

vizsgalatok tervezésében, illetve ramutatnak a referenciagének megvalasztasanak fontossagara.



3 Célkitiizés

Kutatémunkam soran célom volt a kutatécsoport korabbi eredményeire épitve, a sejtciklus
soran stabil mRNS expresszioval rendelkez6 géneket azonositani. Ennek érdekében két human
rakos sejtvonalon, az U937 és MOLT4 sejtkulturakon végeztem kisérleteimet. Munkam soran
a mintakat a sejtciklus kiilonbozo fazisaiban dusitottam szinkronizalassal, majd a sejteket
felengedtem és megfeleld idokozonként legytlijtottem. Azonositottam a sejtek eloszlasat a
sejtciklus kiilonbozo fazisaiban fluoreszcencia-aktivalt sejtvalogatassal (fluroescence-activated
cell sorting, FACS).

A génexpresszid meghatarozasahoz a mintdkbol RNS-t izoldltam, ellendriztem az RNS
mintak épségét és integritdsat, majd reverz transzkripciét kovetden, RT-qPCR modszerrel
vizsgaltam a 12 referenciagén mRNS expressziojat harom bioldgiai parhuzamost alkalmazva
mindkét sejtvonal esetében.

Célom volt a kapott adatokbol harom kiilonbozo, egymastol fliggetlen kiértékelési
modszerrel meghatarozni a gének expresszidjanak stabilitasat az U937, a MOLT4, illetve
mindkét sejtvonal esetében. Ehhez az 6sszehasonlitd AC;, a BestKeeper, illetve a NormFinder
modszereket alkalmaztam, valamint meghataroztam a harom modszer altal generalt rangsorok
mértani atlagat. Az igy kapott Osszesitett rangsor aldtdmasztja a kutatdocsoport korabbi
eredményeit. Kutatomunkdm soran sikeresen azonositottam az SNWI1 és CNOT4 géneket,
valamint a TBP és a GAPDH géneket, mint potencialis referenciagének sejtciklusfiiggd

génexpresszios vizsgalatok soran.



4 Irodalmi hattér

4.1 A ¢PCR reakcio jellemzése

A polimeraz lancreakcidé (PCR) segitségével lehetséges egy tetszéleges szekvencidji
DNS fragmens felszaporitasa egy ciklikus folyamat soran, melynek minden lépésében a
masolatok (amplikonok) szdma kdzel megkétszerezddik [1]. A PCR reakcid soran DNS fiiggd
DNS polimeraz enzim segitségével sokszorositjuk fel az adott DNS szakaszt. Minden esetben
szlikséges a PCR reakciohoz a vizsgalando egy-, vagy kétszala DNS fragmens, hdstabil DNS
fiiggé DNS polimeraz (altaldban Taq polimeraz), oligonukleotid primerek (forward és reverz
primer), dezoxiribo-nukleotid-trifoszfat molekulak (dNTP-k), valamint a magnézium iont
tartalmazd és megfeleld pH-t biztosito puffer [1]. A modszer kvantitativ analitikai vagy
diagnosztikai célu felhasznaldsa esetén a polimerdz lancreakcidt valos idében kell kdvetniink,
amelyhez olyan fluoreszcens kémiai festékeket és probakat kell alkalmaznunk, amelyek
fluoreszcens jele a keletkez6 termékek mennyiségével aranyos [2]. A qPCR moddszer alkalmas
RNS szint meghatarozasara is, melyhez sziikséges a mérendd RNS atirdsa komplementer DNS-
s¢ (cDNS). Ebben az esetben a technikat reverz transzkripcidval kapcsolt gPCR mddszernek
(RT-qPCR) nevezziik. Az atiras torténhet a polimerdz reakcidval egy 1épésben, valamint két
1épésben is [3]. A lancreakcidt egy ciklikus homérsékletprofil segitségével vezetjiik (1. abra).
A kettdsszalu DNS elvalasztasahoz magas homérsékletre kell heviteni a mintat, ezt kovetden
alacsonyabb homérsékletre hiitve lehetségessé valik a primerek kitapadasa, végiil kissé emelve
a homérsékletet a polimeraz mikodéséhez optimalis értéket kell tartani. Ezt kdvetden
ismétlodik a ciklus.

A denaturacié soran, altaldban 95°C-on, a DNS szalak kozotti hidrogén kotések
felszakadnak az alkalmazott magas hoémérséklet hatasara [1]. Ezt kdvetden az anellacio soran a
hémérsékletet csokkentjiik 55-70 °C kozé, ekkor a primerek a kijeldlt szekvenciahoz tapadnak.
Altaldban az anellacios hémérséklet néhany fokkal a két primer olvadaspontja alatt van.
Célszerti a primerek tervezésénél figyelembe venni, hogy olvadaspontjuk kdzel azonos legyen.
Az elongacidt a legtobb esetben a Taq polimerdz optimalis hdmérsékletén, 72 °C-on hajtjuk
végre. Ha a templat onmagaval komplementer szakaszokat tartalmaz, stabil hajtli szerkezetet
képez, amely szintén gatolhatja a polimerazt. A primerek tervezése soran is nagy hangsulyt kell
fektetni azok 3’ végein a komplementaritas elkeriilésére, amennyiben fellép, primer dimerek

keletkeznek, amelyek nem kivant PCR terméket eredményeznek [1].
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1. abra A PCR reakcio lépései a hozzdjuk tartozo homérséklet értékekkel

A gPCR reakcio sordn a késziilék minden ciklus utan detektalja a fluoreszcens
emissziot, melyet a ciklusszam fiiggvényében abrazolva megkapjuk az amplifikacids gorbét
(2. ébra). A reakcié dinamikajat az amplifikacios gorbe alapjan négy részre oszthatjuk [4].
Az els6, linearis szakasz soran a lancreakcié éppen csak elkezdddik, ekkor a fluoreszcens jel
nem haladja meg a hattérzaj szintjét. A masodik, korai exponencialis szakasz sordn a
fluoreszcens jelintenzitas nagymértékii novekedése figyelhetd meg, ennek soran nem csak eléri,
hanem meg is haladja a kiiszobértéket (threshold). A ciklusszamot, ahol ez bekovetkezik
Ci-vel (threshold cycle) jeloli az irodalom [5], [6]. Minél alacsonyabb a C; érték, annal
magasabb az adott target mennyisége a mintaban [5]. A harmadik, log-linearis szakaszban
idedlis koriilmények mellett az amplikonok szama ciklusrol ciklusra megkétszerezddik, a
fluoreszcens jelintenzitassal egyiitt. Végil a negyedik, platd szakaszban a lancreakcid
dinamikéja lelassul, limital6 komponense elfogy, igy a fluoreszcens jel mar nem alkalmazhatd

kvantitativ analizisre [7].
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2. dbra Az amplifikacios gorbe és szakasza

4.2 Az interkalalodo fluoreszcens festékek jellemzése

A gPCR mérések soran a keletkezd amplikonok mennyiségét kozvetetten, fluoreszcens
festékek és probak segitségével tudjuk kovetni. Az interkalalédo fluoreszcens festékek a DNS
kettosszallal kdlesonhatasba Iépnek. Napjainkban az aszimmetrikus cianinok a leggyakrabban
alkalmazott festékek, mint példaul a SYBR Green és BOXTO (3. abra). Szerkezetiiket tekintve
két nitrogént tartalmaz6 aromas rendszeriik van, amelyeket metin-hid kot Ossze, és az egyik
nitrogén pozitiv toltést hordoz. Szabad allapotban nincs fluoreszcenciajuk, mivel az aromas
csoportok hdmozgassa alakitjdk az emittalhato energiat, azonban a DNS kis arkaba kotve a
metin-hid kortili forgas korlatozodik, a cianin pedig fluoreszcens fényt bocsat ki [8]. Mivel az
interkalal6do fluoreszcens festékek minden kétszala DNS termékhez kotddnek, aspecifikus
PCR termékek esetén fals pozitiv eredményhez vezetnek. Emellett az reakcidelegyben talalhatod
primer dimereket is érzékelik. Ezért a PCR befejezését kovetden IehetOségiink van
olvadasgorbe analizist végezni, hogy lassuk, specifikus termék keletkezett-e a reakcio

soran [9].
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3. dabra A gPCR reakcio soran alkalmazott néhany interkaldlodo fluoreszcens festék szerkezete

4.3 Fluoreszcens probak

A fluoreszcens probak elsésorban abban kiilonboznek a fluoreszcens festékektdl, hogy
nagyfoku szekvencia specificitdssal rendelkeznek. Emiatt ezek leggyakrabban nukleinsav,
peptidnukleinsav [10], vagy zart nukleinsav szdrmazékok [11]. A fluoreszcens probak olyan
fluorofér csoporttal rendelkeznek, amely eredendden erds fluoreszcens jel képzésére képes,
valamint tartalmaznak egy elnyeld (quencher) csoportot is, amely a Forster-féle
energiatranszfer (Forster resonance energy transfer, FRET) jelenségét kiaknazva drasztikusan
csokkenti a fluorofér csoport emisszidjat, amig sztérikusan kelléen kozel helyezkedik el [12].
Kozéjiik tartoznak tobbek kozott a hidrolizis probak, vagy kedveltebb neviikon Tagman prébak,
a hibridizacios probak [13], valamint a molekularis faklyak (molecular beacon probak) [14]. A
fluoreszcens probakat széles kdrben alkalmazzak a diagnosztikéban, hiszen specifikussaguknak

koszonhetden egy multiplex reakcidoban egyidejiileg tobb target mérését teszik lehetdvé.

4.3.1 Hidrolizis probak

A hidrolizis prébak rendelkeznek egy szekvencia-specifikus oligonukleotid egységgel,
amelynek 5° végén egy fluorofor, 3’ végén pedig egy quencher csoport talalhato (4. abra) [15].
A quencher a FRET révén csokkenti a proba fluoreszcens emisszidjat. A PCR ciklusban az
anellacid soran a hidrolizis probak kitapadnak a DNS szalon. A DNS polimeraz 5° endonukledz
aktivitasa révén a probat lebontja, igy a fluorofér és a quencher csoport tavol keriil, ezzel

megnovelve a fluoreszcens emissziot [15].
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F: fluorofér  Q: quencher  P: Taq polimeraz

4. abra A hidrolizis probak felépitése
4.3.2 Hibridizdcios probak

A hibridizécios probak egyenként donor €s akceptor fluoroforral jeldlt oligonukleotidok
[16]. Létezik négy €s harom oligonukleotidbol all6 proba is (5. abra). EIobbi két PCR primert
¢s két proba szekvenciat tartalmaz, melyek hibridizacié soran egymas mellett tapadnak ki [3].
Az utobbi felépitése nagyon hasonld, azonban ebben az esetben a forward primer 3° végén
talalhat6 az akceptor fluorofor és a téle 5 bazison beliil tapado proba 5° végén a donor fluorofor
[3]. Bar a multiplex hibridizaciés probak igéretesnek hangzanak, hatékony miikodésiikhoz

hosszt optimalizalas sziikséges [17].

4 oligo proba 3 oligo proba
r

" :%:Ellu.l.u.u.l.l.u.u.l.u.u_
IaraT e 1] 1] EEREERS

D: donor fluorofér A: akceptor fluorofor P: Taq polimeraz
5. abra A hibridizacios probdk felépitése
4.3.3 Molecular Beacon probak

A molecular beacon probak egy hajtli alaka oligonukleotid gerincet tartalmaznak,

amelynek 3’ és 5° végén helyezkedik el a fluorofor és a quencher csoport (6. abra). A molekula

ey

olvadaspontja felett, hajtii alakban, a quencher és a fluorofor elég kozel helyezkednek el, igy a

FRET révén minimalis a fluoreszcens emisszid. Az anellacids 1épés soran a proba specifikusan
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kotodik a DNS szalhoz, a quencher és a fluorofor eltavolodnak egymastol és megemelkedik az
emisszio [3]. A hajtli probak nagyobb specificitidssal rendelkeznek, mint a linearis prébak,
mivel a DNS-sel stabilabb komplexet képeznek, mely fedezi a hajtii forma felbontasanak

energiasziikségletét is [18].

F: fluorofér  Q: quencher

6. dbra Molecular beacon felépitése és miikodése

4.4 Génexpresszio vizsgalata

Génexpressziés mérések soran az elsddleges informacioforrast a sejtekben talalhatod
messenger RNS molekuldk (mRNS) jelentik. Karakterisztikus, de jellemzden elenyész6
mennyiségben jelen 1év6 biomolekulék révén vizsgéalatukra kivald mérési modszernek bizonyul
a PCR, azonban nehézséget jelent, hogy a polimeraz lancreakcidoban az enzim csak DNS
molekulak amplifikalasara képes. Ezért RNS mintak mérése esetén minden esetben sziikséges

egy reverz transzkripcios 1épés (RT) beiktatasa, amely soran az RNS-t cDNS-s¢ irjak at.

4.4.1 Reverz transzkripcio

A reverz transzkripciés 1épés kritikus a szenzitivitdas ¢és reprodukdlhatosag
szempontjabol, amit az is alatdmaszt, hogy az RT reakcié és a PCR reprodukalhatosdganak
Osszehasonlitdsanal az RT reakciok okoztak a legnagyobb eltéréseket az mRNS szintek
meghatarozasa soran [19]. Ez aggasztd lehet, azonban azonos reakciokoriilményeket kdvetve
biztosithatd a megfeleld ismételhetdség [1, 32]. Az RT reakcidt egy reverz transzkriptaz fehérje
végzi, ami ugyan primer nélkiil is képes DNS kopiak készitésére, de hatékonysagat nagyban
noveli oligonukleotid hozzdadasa [19]. Haromféle primer alkalmazasaval végezhetd a reverz
transzkripcid, ezek az oligo(dT), a random szekvenciaji és a specidlis szekvencidju

primerek [1].
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Az oligo(dT) primerek célszekvencidja az érett eukariota mRNS-ek 3° végén
megtalalhatd poliA farok. Génexpresszidos mérések soran azonban nem minden esetben a
legelonyOsebb. Amennyiben sériilt az mRNS vagy leszakad az mRNS-rdl a poliA farok, nem
fog a szekvencia atirodni. A prokaridta RNS-ekre nem is jellemz6 a poliA szekvencia, illetve
eukaridta riboszomalis, transzfer RNS-ek (rRNS, tRNS), valamint hisztongének sem
tartalmazzak, igy ezek atirasa sem megtorténik meg az adott modszerrel. Elony0s azonban,
hogy a poliA célszekvencia nem képes masodrendii szerkezet felvételére, ezért az oligo(dT)
primer hatékonyabb és homérséklettdl kevésbé fiiggo reverz transzkripciot tesz lehetové [1].

Random szekvenciaju primerek leggyakrabban hat vagy kilenc nukleotid hosszuak
(random hexamer és random nonamer). Mivel teljesen véletlenszerli bazissorrenddel
rendelkeznek, barmilyen RNS-sel képesek hibridizalni. Hasznalatukkal az RT reakcié soran
mind az rRNS-ek és tRNS-ek, mind pedig az mRNS-ek atirddnak. Eppen ezért kivalo valasztas
prokariotdk mRNS szintjének méréséhez, vagy abban az esetben, ha rRNS-eket szeretnénk
alkalmazni referenciaként. A random nonamerek stabilabban kot6dnek az RNS-hez, emiatt
magasabb hdmérsékletli PCR protokollok esetén elonydsek. Mivel a primerek viszonylag
rovidek és szekvencidjuk teljesen véletlenszerti, hosszabb mRNS-ek tobb helyen is
elkezdhetnek atirodni, ami elényds a részben degradalodott mintak esetén.

Specialis szekvencidju primerek hasznalata leginkabb kisszamti RNS célzott mérése
soran ajanlott. A specifikus szekvencia hibridizaciojat az RNS madasodlagos és harmadlagos
szerkezete is neheziti, illetve a minta nem megfeleld tisztitdsa esetén a célszekvencia
hozzaférhet6ségét az egyes RNS-hez kotddo fehérjék is akadalyozhatjak, éppen ezért magasabb
hémérsékleten szoktak veliilk dolgozni. A megfeleld szekvencia nehezen prediktalhatd és
altalaban nem érheté el vele nagyobb hatékonysag, mint az oligo(dT), vagy random
szekvenciak alkalmazasa esetén. Elénye azonban, hogy az amplikon szekvencia elé tervezve
nem csak RT primerként, hanem PCR reverz primerként is hasznalhato, igy egyszertisitve az

egylépéses mddszer tervezését [1].

4.4.2 Abszolut és relativ kvantifikdcio

A génexpresszios mérések eredményeinek szamszertsitése torténhet abszolut és relativ
kvantifikacioval, amelyek helyes alkalmazasa Ilehetévé teszi kiillonboz0 mérések

eredményeinek Osszehasonlitdsat. Abszolut mennyiségi meghatdrozas esetén ismert

srer

crer
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A modszer hatranya, hogy a mérendd koncentracionak a kalibracios gorbe hatarain beliil kell
esnie, illetve, hogy a modszer feltételezi az azonos amplifikacios hatékonysagot a vizsgalt
mintdk mérése soran [20]. Relativ mennyiségi meghatdrozas esetén a mért génexpresszios
szinteket vagy egy kiilsé standardhez, vagy pedig egy belsé referenciaértékhez viszonyitva
értelmezik, éppen ezért az eredményeket a mért érték ¢és a referenciaérték hanyadosaként
értékelik [3]. A leirt normalizalds a bioldgiai mintdk heterogenitasabol szarmazd mérési

nehézségeket egyszeruisiti.

4.4.3 Belso standardek

Tobb lehetdség is kinalkozik a referenciaérték kivalasztasakor. Lehetséges teljes RNS
mennyiségre, rRNS-re, kiilsdleg hozzaadott RNS-re vagy belso referencia génre normalizalni
[3]. Bels6 standardként alkalmazhaté a riboszomalis RNS allomany, amely a sejt teljes RNS
mennyiségének a 85-90%-at teszi ki [7]. Ezen beliil is kedvelt target a 18S rRNS [21], amely a
citoplazmatikus riboszomak 40S alegységének aktiv centrumanal talalhatdé. Funkciojuk
esszencidlis az eukariota sejtekben [22]. Szintézisiiket az mRNS-ektdl fiiggetlen polimeraz
(RNS polimeraz I) végzi [23], ezért szintjét kevésbé befolyasoljak az mRNS-ekre hat6 ingerek.
Patkanymaj sejtekkel [24], valamint human rosszindulatd daganatos sejtvonallal [25] végzett
kisérletekben a referenciagéneknél stabilabb referencidnak bizonyult. Hasznalatat korlatozza,
hogy bioldgiai faktorok és gyogyszerek hatassal lehetnek az rRNS transzkripciora [26], ami
megneheziti kiilonb6zo forrasbol szarmazo mintak rRNS mennyiségének dsszehasonlitasat [7].
Tovabbi hatranyt jelent, hogy mRNS-t dusité primer technikédk mellett nem hasznalhat6 bels6
standardnek, megfelelé primerek alkalmazéasa esetén azonban a rRNS-ek sokkal nagyobb
mennyiségben irodnak at, mint az mRNS-ek, ami szintén nem kedvez a kvantifikacio soran [7].
Béar hasznalhatok az expresszids adatok normalizalasara, de ebben az esetben a kiértékelés nem
tartalmazza az enzimatikus reakcidok hatékonysagat [21]. Lehetséges tovabba teljes RNS
mennyiséghez viszonyitani a mért mRNS szinteket. Ebben az esetben a minta teljes RNS
tartalmat spektrofotometrias méréssel allapitjdk meg. Mivel a teljes RNS mennyiség
legnagyobb része rRNS, ezért a korabban emlitett fenntartasok itt is érvényesek maradnak. A
modszer alkalmazasa esetén kritikus fontossagu a teljes RNS mennyiség preciz mérése, amit a
minta szabad nukleotid, DNS és fehérjetartalma is megzavarhat [7]. Altalanosan elmondhatd,
hogy a kisérleti koriilményekhez kell igazitani, milyen referencia értéket kell hasznalni az adott
elrendezésben, azonban jol lathat6é az is, hogy hatalmas sziikség van stabil referenciagének

azonositasara.
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4.5 A referenciagének jellemzése

A gPCR technikéaval nyert adatok kiértékelése a modszer rendkiviili érzékenysége €s a
bioldgiai mintak heterogenitasa miatt kihivast jelent. A problémara megoldast nyujt, ha az
eredményeket belsé referenciaértékre normaljuk, igy a kapott értékek mar 6sszehasonlithatoak.
Biologiai rendszer esetén cél endogén referencia keresése, amely a mintael6készités €s mérés
minden pontjan azonos kiilsé hatdsoknak van kitéve, illetve fliggetlen a bemérések hibaitol.
Referenciagének esetén a hasznalt standard és mérendd komponens fizikai, kémiai hasonl6saga
¢s biokompatibilitasa is megvalosul.

Alapveto elvaras a referenciagénekkel szemben, hogy az adott kisérleti elrendezés esetén
expressziojuk allandé legyen. Tovabba fontos, hogy transzkripcidjukat ne befolyasoljak
kiilonb6zé  kisérleti  koriilmények [21]. Konnyen beldthatdé az emlitett kritériumok
sziikségessége, ennek ellenére tobb, a szakirodalomban gyakran hasznalt gén esetén nem
teljesiilnek a feltételek [27], [28]. Univerzalisan referenciagének keresését neheziti, hogy nem
hasznalnak egységes protokollt a mérések soran, valamint, hogy a legstabilabb gén
kivalasztasakor nem hasznalhatunk semmilyen referenciagént, hanem a nyert expresszios
adatok Osszehasonlitasat végzo algoritmusra kell tamaszkodnunk [21]. A kovetkezdkben
néhany gyakran alkalmazott referenciagént mutatok be.

A GAPDH egyike a leggyakrabban alkalmazott referenciagéneknek, amely kiemelt
szerepet jatszik a metabolikus folyamatokban. Az altala kodolt fehérje funkcidja univerzalis,
minden ¢él6lény rendelkezik GAPDH fehérje (glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz)
aktivitassal [29]. Emellett human szoveteken végzett génexpresszids mérések 15-sz0ros
kopiaszam kiilonbséget is kimutattak méar a GAPDH esetében [28], amely elterjedt alkalmazasat
kérdésessé teszi.

Az ACTB feladata a -aktin kifejezése. Az aktin a sejtben legnagyobb mennyiségben
el6forduld fehérje, a citoszkeleton fenntartasaért és a sejtmozgasért felelés. A B €s y izoforma
minden sejtben megtalalhato. Tobb, a sejt fennmaradasahoz sziikséges fehérjével
(mint GAPDH, tubulin, ubikvitin) egyiitt konstitutiv médon expresszalodik [30].

Az RPL30 a 60S riboszomalis alegységet kodolja, amely egy citoplazmas fehérje. A
riboszomalis fehérjék (RP) feladata a riboszoma felépitése, ezért alapvetd szerepiik van a
transzlacié folyamatdban [31]. A riboszomalis fehérjék szamos folyamatban részt vesznek,
expresszidos mintdzatuk egyes szovetekben egyedi, és némelyik kifejezodése rakos
folyamatokban megvaltozik [32]. Ennek ellenére mar tobb esetben is azonositottak az RPL30

gént, mint megfeleld stabilitassal rendelkez6 referenciagén human szdvetekben [33].
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A TBP a TATA-kotd fehérje kodolasaért felelds. A TATA-kotd fehérje (TBP)
elengedhetetlen eukariota sejtekben a transzkripcid elinditasdhoz. A TBP fehérjét univerzalis
transzkripcids faktornak tekintik, mindharom nuklearis RNS polimeraz inicacidjahoz sziikséges
[34]. Esszencialis szerepe alapjan megfeleld referenciagén jelolt. Rakos vastagbélsejtek esetén
mar bizonyitottdk, hogy stabilabb expresszioval rendelkezik tobb, gyakran hasznalt
referenciaval szemben [35].

A CNOT4 a CCR4-NOT transzkripciés komplex negyedik alegységét kodolja. A CCR4-
NOT egy kilenc alegységbdl allo fehérje komplex, szekvencidja és funkcidja is erdsen
konzervalt az eukariota vilagban. A transzkripcio szabalyozasa mellett fontos szerepet jatszik
az mRNS-ek lebontasdban és mindségiik ellendrzésében, az RNS exportban, a transzlacios
represszidban és fehérjék ubikvitinalasaban is [36]. Kutatdcsoportunk az irodalomban el6szor
mutatott r4& a CNOT4 referenciagénként vald alkalmazhatosagara 20 human sejtvonalat
vizsgalva [37]. Ujabb kutatésok szerint gyakran hasznalt referenciagénekkel sszehasonlitva a
CNOTH4 jobb referencianak bizonyult tiidérakos mintak vizsgalatakor [38].

Az SNW1 egy spliceszoszomaban megtalalhaté komponens, amely a sejtciklus ellendrzd
pontjain fontos fehérjék mRNS érését szabalyozza, emellett tarsszabalyozd tobb transzkripcios
faktor csendesitésében és aktivalasaban [39]. A kutatdcsoport korabbi munkaja soran az SNW1-
et megfelelden stabil referenciagénként azonositotta 13 human rakos és 7 normal sejtvonal

expresszios adatainak 0sszehasonlitasa soran [37].

4.6 Referenciagének azonositasa

Bar a referenciagénekkel kapcsolatban alapvetd elvaras, hogy a kisérleti koriilmények
hatasa ellenére valtozatlan expresszidval rendelkezzenek, a gyakorlatban mindig megfigyelhetd
valamekkora ingadozas — variancia — a C; értékekben [21]. A megoldas kulcsa a legstabilabb
expresszioval rendelkezd gén kivalasztasa, vagy az atlagtol legkisebb eltérést mutatdo gén
megtalalasa [40]. Referenciagének azonositasa esetén nem rendelkeziink semmilyen
referenciaértékkel, ezért a vizsgalt gének expresszids adatainak egymassal torténd
osszevetésével kell megtaldlni a legstabilabbat. Ezért ezekben az esetekben kiilondsen fontos
az RT-qPCR modszer alapos optimalizalasa, hogy a mért kiilonbségek ne a mérési koriilmények
nem megfeleldségébdl adddjanak. Az optimalizélashoz elengedhetetlen a specifikus
primerparok hasznélata, az anellacios homérséklet optimalizalésa, az RT, illetve a PCR reakcio
linearis dinamikus tartomanyanak meghatarozéasa és a PCR hatasfok értékek meghatarozasa €s

alkalmazasa a kiértékelés soran [41].
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Az RT-qPCR mérési adatok elvégzésére tobb kiértékeld algoritmust is kifejlesztettek,
amelyek alkalmasak tobb génen végzett mérések eredményei alapjan jellemezni egy adott gén
stabilitasat, illetve sorba rendezni a vizsgalt géneket [21]. Ilyen eszkdz példaul az online
elérhetd RefFinder, mely tartalmazza a leggyakrabban hasznalt algoritmusokat, azonban az ily

modon végzett kiértékelések soran a PCR hatasfok értékeket nem lehet figyelembe venni [42].

4.6.1 BestKeeper

A BestKeeper szoftver a génexpresszio stabilitdsanak értékelésére két moddszert
alkalmaz. El0sz6r minden gén esetében meghataroz egy leiro statisztikat, amely tartalmazza az
adatok szoérasat, majd meghatarozza a C; értékek mértani atlagat. Ezt kovetden a mértani atlag
¢s az egyes referenciagének kozotti korrelacid keriil kiszamitasra. A stabil gének alacsony
stabilitasi értékkel rendelkeznek, amelyekre alacsony szoras, illetve a mértani atlaggal valo erds
korrelacid jellemz6 [43]. A RefFinder online eszk6zon keresztiil elérhetd BestKeeper modszer

esetében a referenciagének rangsorolasa tobbnyire a szorasértékek analizisén alapul [44].

4.6.2 NormlFinder

A NormFinder algoritmusa linearis statisztikai modellt hasznal a referenciagének
valtozéasainak ¢és a vizsgalt gének expresszids értékeinek csoporton beliili és csoportok kozotti
variancidinak becslésére. Az algoritmus egy szamitott stabilitdsi értéket rendel a
referenciagénekhez. Az alacsony stabilitasi értékkel rendelkezd gének csoporton beliili

variancidja kisebb, ezért a felallitott rangsorban magasabb helyre keriilnek [45].

4.6.3 Osszehasonlitéo AC,médszer

A modszer a gének C; értékeinek felhasznaldsaval dolgozik. A technikai parhuzamos
mérések adatait atlagolva egyesiti. Az egyes génekre vonatkozo atlagolt expresszids adatokbol
paronként kiilonbséget képez, és egy adott génhez tartozo kiilonbségek szoérasa alapjan allitja
fel a stabilitasi rangsorat. A szamitasokat elvégezve a legkisebb szorast mutatdé gének

expresszioja a legstabilabb [45].
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4.7 A sejtciklus jellemzése

Sejtciklusnak nevezziik azt a folyamatot, amely sordn a sejtben taldlhatd Orokitdanyag
megkétszerezddik, majd a sejt két utddsejtet hoz 1étre. Egy atlagos eukaridta sejtben négy részre
oszthatjuk a sejtciklust, G1 (gap 1), S (szintézis), G2 (gap 2) és M (mito6zis) fazisokra (7. abra),
valamint az M fazist tovabbi hat szakaszra oszthatjuk: profazis, prometafazis, metafazis,
anafazis, telofazis €s citokinézis. A sejtek G1 fazisban felkésziilnek a szintézisre, mig az S fazis
soran torténik a DNS replikdcio. Ezt kovetéen a G2 fazisban a sejtek felkésziilnek az
osztédasra, majd az M fazisban a kromatinallomany szegregacidja torténik az utddsejtekbe.
Kornyezeti vagy fejlodési faktoroktol fiiggben a G1 fazisban 1€vo sejtek atmenetileg vagy
véglegesen elhagyhatjak a sejtciklust GO fazisba 1épve, amely egy nyugalmi allapot [46].

A folyamat komplex, irdnyitasaban szamos fehérje, endogén és exogén szabalyozo faktor
vesz részt. A sejtciklus legfontosabb endogén szabalyozdi a heterodimer komplexet képzd
ciklinek és ciklin dependens kindazok (CDK). A heterodimer tartalmaz egy katalitikus
szerin/treonin kindz egységet, ezek a CDK-k, valamint egy regulator egységet, ezek a ciklinek,
amelyek a katalitikus egység aktivitasat tizezerszeresre képesek novelni [47]. Azért, hogy a
sejtciklus végén két teljesen ép utodsejt keletkezzen, a ciklus szdmos ellendrzo pontot tartalmaz,
melyek feladata a DNS karosodasok vagy a rosszul rendezddott kromoszoémak felismerése, €s

a hibak elharitasaig a sejtciklus leallitasa (7. abra) [48].

ciklin D/CDK 4, CDK6

ciklin E/CDK 2

ciklin B/CDK 1

c ciklin A/CDK 1

A: DNS karosodas (G1-blokk)

B: Hibdsan replikalodott DNS (S-blokk)

C: Replikalatlan, karosodott DNS (G2-blokk)

D: Abnormalis mikrotubulus kot6dés (M-blokk)

7. abra A sejtciklus fazisai, a benniik talalhato ellendrzési pontokkal
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Az elso ellenérz6 pont a G1 fazisban talalhaté G1-blokk, mely soran a sejtbéli hibajavito
folyamatok mennek végbe, annak érdekében, hogy a DNS szintézis hiba nélkiil kezdddhessen
meg. Az S-blokk, amely az S fazisban talalhatd, a DNS replikacio teljes végbemeneteléért
felelés. A G2-blokk feladata a mitdzis megkezdésének megakadalyozasa, amennyiben sériilt a
DNS. Az M fazis ellenérz6 pontja sordn (M-blokk) a kromoszomak kozépsikba

rendez0désének ellendrzése torténik.

4.8 Sejtek szinkronizalasa

A legtdbb sejtszintli esemény, mint a DNS replikacid, a transzkripcid, a transzlacio,
illetve a fehérjék poszttranszlaciés modositasa fiigg a sejtciklustol, éppen ezért ezeknek a
folyamatoknak a vizsgalatdhoz azonos fazisban 1évé sejtpopulacidra van sziikség. A sejtek
szinkronizalasa tobbféleképpen lehetséges, példaul kémiai inhibitor hasznélataval, szérum
¢heztetéssel, konktakt inhibicidval, valamint dupla timidin blokk alkalmazasaval [49].
Kolhicinnel befolyasolhaté a mikrotubulusok polimerizacids-depolimerizacios egyensulya az
osztodas soran, mig S-fluorodezoxiuridinnel a replikaci6 gatolhatd reverzibilisen. A RO-3306
egy szelektiv CDK1 inhibitor, a sejteket G2 és M fazis hataran szinkronizalja [50], mig a dupla
timidin blokk soran pedig a DNS szintézis gatlasaval tudjuk G1/S atmenetben szinkronizalni a
sejteket [51]. Széruméheztetés esetén megfosztjuk a sejteket a novekedési faktoroktol, ezért egy
id6 utdn GO fazisba keriilnek. Friss tapoldat adasdval vagy az inhibitorok lemosasaval
elérhetjiik, hogy a sejtek azonos pontbodl, szinkronizalva kezdjék ujra a sejtciklusukat. Konktakt
inhibici6 esetén a sejtek novekedése €és osztddasa lelassul, amikor azok egymassal érintkeznek,
majd passzalassal lehetséges a sejteket G1 fazisbol egyszerre elinditani a sejtciklusban. A
kiilonb6z6 szinkronizalasi technikdk sosem eredményezik a teljes sejtpopulacid egyetlen
fazisban torténd dusitasat, mivel a kiindulasi populacié heterogén, ezért bizonyos sejtek késobb
keriilnek az adott fazisba, illetve felengedéskor sem egyszerre keriilnek wjra ciklusba.

A szinkronizalas sikerességét aramlasi citometrids méréssel ellendrizhetjiik. A modszer
alapelve, hogy egy kapillarisban a sejteket 1ézerrel vilagitjuk meg, melyek egyesével haladnak
at a detektor elStt. fgy az egyes sejtek morfologiajardl, fiziologiajarol, illetve fluoreszcens, vagy
informéaciot. Ezt kdvetden a kapillarisbol kilépd kozeget nagy sebességgel porlasztjak, hogy
minden folyadékcseppben egyetlen sejt helyezkedjen el. A toltott cseppeket ezt kovetden
elektromos térben szétvalasztjak. A sejtek toltésiiket a 1ézeres besugarzas soran szerzik, amely

ey

[52].
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5 Kisérletek és modszerek

5.1 Sejtfenntartas

Kutatdomunkam soran a kisérleteket MOLT4 ¢s U937 sejtvonalakon végeztiik, amelyek
szuszpenzios, humén rakos sejtvonalak. Mivel az eukaridta sejtek kiilondsen érzékenyek a
kornyezetiikre és a fertézésekre, ezért a velik torténd munka nagyfoku kortltekintést €s
sterilitast igényelt. A sejteket RPMI-1640 médiumban tartottuk fenn, amelyet 10% foetalis
borju szérummal (FBS) egészitettink ki, amely a nodvekedéshez sziikséges faktorokat
tartalmazta, illetve 1% penicillin-sztreptomicin (PS) antibiotikum keverékkel a fertézések ellen.
A sejteket inkubatorban 37 °C-on, 5% CO> tartalom mellett tartottuk fenn. A fenntartas soran

szlikséges muveleteket, mint a passzalast vagy a médium cseréjét steril fiillkében végeztiik.

5.2 Sejtek szinkronizalasa

A sejtciklusfiiggéd mRNS expresszios szintek vizsgdlatahoz a fenttartott sejtvonalakbol
szarmazo sejteket egy adott fazisban fel kellett dusitani. A szinkronizalast RO-3306 reagenssel
végeztiik, amely CDKI1 inhibitor révén a sejtciklust G2/M fazis hataran blokkolja. Mind a két
sejtvonal esetén 27-27 milli6 sejtet helyeztiink 6 lyuku talcakra. Sejtvonalanként Gsszesen
27 mintat kellett elokésziteniink, amely elegendd volt 9 id6pontban 3 biologiai parhuzamos
minta legyljtésére. A sejteket a 6 lyuku talcan RO-3306 reagenssel kezeltik, 10 uM
végkoncentracioban, 20 6ran keresztiil. A sejteket ezt kovetden felengedtiik, majd 2 millionként

T25 flaskékba helyeztiik. A sejteket adott idépontokban a T25 flaskakbol gytijtottiik.

5.3 Minta legyiijtés

A sejtciklus kiilonboz6 fazisainak vizsgalatahoz a szinkronizalt sejtekbdl felengedés utan
adott idokozonként vettlink mintat. Mivel a két sejtvonal generacids ideje eltérd, ezért a
legytijtési miveleteket eltéré idoben végeztiik el. A MOLT4 sejtek esetén a teljes sejtciklus
kozel 32 ora alatt zajlik le. A mintakat 9 idépontban gytijtottiik, a felengedés utan kozvetleniil
a 0 oras mintat, majd azt kdvetden a tobbi mintat 4 dranként. Az U937 sejtek generacios ideje
kb. 16 ora, ezért ebben az esetben a 0 6ras mintat kovetéen 2 dranként gylijtottiink mintakat,
ebben az esetben is 0sszesen 9 alkalommal. A legytijtés iitemezésén kiviil a mintak kezelése

teljes mértékben megegyezett mindkét sejtvonal esetén.
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A 20 6ras RO-3306 kezelést kdvetden a sejteket centrifugaltuk 1800 rpm-en 5 percig. Az
Osszegyljtott sejtekrdl ezutan eltavolitottuk a reagenst, és foszfattal pufferalt s6oldattal (PBS)
mostuk. Ismét centrifugdltuk a sejteket 1800 rpm-en 5 percig, majd friss médiumban
felszuszpendaltuk és 2 millionként T25-6s flaskakba osztottuk. Ezen a ponton gyiijtottiik le a
0 6ras mintakat, illetve ehhez a ponthoz szamitottuk a tobbi minta legytijtésének iddzitését is.
A mintakat még a legytjtés elott 10 uM EdU (5-etinil-2’-dezoxiuridin) reagenssel kezeltiik
20 percen keresztill a sejtciklus analizishez. Ezt kovetoen a sejteket 1800 rpm-en 4 percig
centrifugaltuk, majd 1 ml PBS-sel mostuk. A sejtszuszpenzidt két részre osztottuk, felét qPCR,

felét pedig FACS analizisre.

5.4 FACS mintak kezelése

A legyljtés soran kettéosztott mintdk egyik felét FACS vizsgalatra készittettiik eld,
amelyhez a Thermo Fisher Click-iT EdU Cell Cycle Kit-et hasznaltuk. A PBS-sel mosott és
centrifugélt sejtekrdl eltavolitottuk a folyadékot, majd ismételten mostuk a mintakat
1% BSA-t tartalmazé PBS oldattal. A felszuszpendalt mintdkat 2000 rpm-en 4 percig
centrifugéltuk, majd 100 pl 4%-os paraformaldehid oldattal (PFA) fixaltuk. A fixalast
szobahdmérsékleten, 15 percen keresztiil, fénytdl védett helyen végeztilk. Miutan letelt a
fixalashoz sziikséges 1d0, a sejteket 2000 rpm-en 4 percig centrifugaltuk, majd 1 ml 1% BSA-t
tartalmazé PBS oldattal mostuk. A mintdkat ebben a formaban 4 °C-on taroltuk tovabbi
felhasznalasig. A felszuszpendalt sejteket 2000 rpm-en 4 percig centrifugaltuk, eltavolitottuk
roluk a folyadékot, majd 100 pl szaponint tartalmazd reangensben felszuszpendaltuk ¢és
15 percig szobahémérsékleten, fényt6l védett helyen inkubaltuk permeabilizalas céljabol. A
szaponint tartalmazoé oldatot 1% BSA-t tartalmazdo PBS-ben, 10x higitott forméban
alkalmaztuk. Ezt kovetden a mintdkat 2000 rpm-en 4 percig centrifugaltuk. A sejtekrol
eltavolitottuk a folyadékot, és minden mintdhoz 87,6 ul PBS oldatot adtunk. A kovetkezd
1épésekben nagyon fontos, hogy ne valtoztassuk meg a reagensek hozzaadasanak sorrend;jét.
El6szor 2 pl E reagenst adtunk a szuszpenzidhoz (réz véddcsoport), ezt kovetéen 1 ul 5 uM
keresztiil szobahémérsékleten, fénytél védett helyen inkubaltuk, majd 2000 rpm-en 4 percig
centrifugaltuk. Miutan eltavolitottuk a folyadékot a sejtekrdl, 500 ul 10 pg/ml propidium-
jodidot és 20 ug/ml RNaz A enzimet tartalmazo PBS oldattal kezeltiik a mintat 30 percig

szobahdmérsékleten, fénytol védett helyen.
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Ezt kovetéen a HUN-REN Természettudomanyi Kutatokézpont, Molekularis
Sejtbioldgiai Kutatocsoport tagjai, Dr. Szabo Edit, illetve Dr. Varady Gyorgy segitségével
végeztiik el a mintak vizsgalatat FACS alkalmazasaval. A FACS analizist Attune NxT aramlasi
citométerrel (Thermo Fischer Scientific) végeztiikk. A kapott adatokat a késziilékhez tartozo

Attune NxT szoftverrel elemeztiik.

5.5 RT-qPCR mérés

Az RT-qPCR analizishez a kutatdcsoport altal korabban alaposan optimalizalt mdodszert

hasznaltam fel [37].

5.5.1 RNS izoldlas

A legytijtés soran kettéosztott mintak masik felét RT-qPCR vizsgalatra készitettem el6.
Ehhez a PBS-sel mosott sejteket tiveggyongyoket, illetve 6 pul [-merkaptoetanolt tartalmazo,
600 ul RLT pufferben vortexeltem 1 percig. A mintdkat -20 °C-on taroltam tovabbi
felhasznalasig. Ezt kovetden a mintakbdl RNS-t izolaltam RNeasy Plus Mini Kit (Quiagen)
alkalmazasaval. A legylijtésbdl nyert mintat a genomi DNS-t kotni képes oszlopra pipettaztam,
az oszlop ala 2 ml térfogata gytjtdécsovet helyeztem, majd 30 masodpercig centrifugaltam
10000 rpm-en. A centrifugalas soran a folyadék, illetve az RNS molekulak atestek az oszlopon,
mig a genomi DNS tartalom jelentds része megko6tddott rajta. A centrifugalas végén az oszlopot
eltavolitottam, az atesé folyadékhoz pedig 550 ul 70%-os etanolt adtam, €s elegyitettem. A
folyadékot két 1épésben egy oszlopra pipettdztam, amely ald 2 ml térfogatu gytlijtécsovet
helyeztem, majd 15 madasodpercig 10000 rpm-en centrifugdltam. Az atesd folyadékot
eltavolitottam. A minta RNS tartalma ¢€s vélhetéen kis mennyiségli genomi DNS szennyezés
ekkor az oszlopon maradt. Az oszlop ala visszahelyeztem a gytijtécsdvet, majd 350 ul RW1
pufferrel mostam. 15 masodpercig 10000 rpm-en centrifugaltam, majd az ates6t ismét
eltavolitottam. A genomi DNS szennyezés eltavolitasa érdekében a mintat az oszlopon DNaz
oldattal kezeltem RNase-Free DNase Set (Quiagen) kit alkalmazasaval. Az enzim a DNS
molekuldkat kis méretli fragmensekké emésztette, amelyeket mar el lehetett tavolitani az
oszloprol, az RNS melldl. A DNéz oldat elokészitésé¢hez a liofilizalt DNéz I enzimet 550 pl
RNé4z mentes vizben oldottam fel. Mivel a DNaz enzim nagyon érzékeny a fizikai
denaturaciora, ezért nagyon Ovatosan, vortex hasznalata nélkiil elegyitettem. Az megmaradt
enzim oldatot -20 °C-on taroltam. A DNaz kezeléshez mintanként 10 ul DNaz oldathoz ¢és

70 ul RDD puffert adtam, amely az enzim mitkddéséhez minden sziikséges faktort tartalmaz.
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A folyadékokat elegyitettem, majd kozvetleniil az oszlop membranjara mértem ¢és
szobahdmérsékleten 30 percig inkubaltam. Az inkubacids id6 leteltével az oszlopot mostam
350 ul RW1 pufferrel, majd 15 masodpercig 10000 rpm-en centrifugaltam. A gytljtécsovet
ovatosan eltavolitottam, anélkiil, hogy az oszloppal érintkezett volna, kiontottem beldle a
folyadékot, a peremiikon maradt cseppeket pedig szlirGpapirral itattam le. A megtisztitott
gyljtéesdbe visszahelyeztem az oszlopot, majd 500 pl etanollal kiegészitett RPE pufferrel
mostam, végiil 15 masodpercig 10000 rpm-en centrifugaltam. Az ates6t ismét Gvatosan
eltavolitottam, s a mosasi Iépést megismételtem. Az RNS elualasa eldtt 0j, tiszta gylijtéesovet
helyeztem az oszlop ala, majd az oszlopot 3 percig, 16000 rpm-en centrifugaltam, hogy a
maradék etanol teljesen elparologjon. Az oszlopot ezutan athelyeztem egy uj 1,5 ml térfogata
Eppendorf csdbe, és 50 ul RNaz mentes vizet kdzvetleniil az oszlop membranjara mértem.
Szobahémérsékleten 3 percig inkubaltam, végiil 1 percig 10000 rpm-en centrifugaltam. Az igy
kapott eluci6 tartalmazta az izolalt RNS-t. A mintakat ezt kovetden jégen tartottuk tovabbi

felhasznalasig, majd -80 °C-on taroltuk.

5.5.2 Azizolalt RNS koncentraciojanak, tisztasagdanak és épségének ellenorzése

segitségével ellendriztem. Az RNS koncentracid méréséhez 260 nm hullimhosszon mértem a
mintdk abszorbancidjat. A fehérjeszennyezés kimutatasahoz a 260 nm-en és 280 nm-en mért
abszorbancia értékek aranyat vizsgaltam, az egyéb kismolekulas szennyezdk, mint etanol,
fenol, szervetlen sok jelenlétét pedig a 260 nm-en és 230 nm-en mért abszorbancia aranyaval.
Amennyiben a 260/280 és 260/230 arany is 2 korili értéket adott, a mintdt megfelelden
tisztanak itéltem. Minden mérés soran a miiszerre 1 pl mintat cseppentettem, a mérést minden
izolalt RNS minta esetén elvégeztem. Az RNS molekuldk épségét és a genomi DNS
szennyezOodést agardz gélelektroforézis segitségével ellendriztem. A mintdkat 1%-os TBE
agaroz gélen futtattam meg, melyhez GelRed (Thermo Fischer Scientific) interkalalodoé festéket
adtunk. 12 pl dssztérfogati mintakat injektaltam a gélre, amelyek egységesen kb. 600 ng
RNS-t tartalmaztak. A mintdkhoz 2 pl Gel Loading Dye-t adtam (New England Biolabs), mely
tartalmazott glicerint, amely injektalast kovetden a zseb aljara huzta a felvitt keveréket, €s
EDTA kelatképz6t, amely inhibedlta a fémion fiiggd nukleazokat. Minden megfuttatott gélre
GeneRuler 1kb plus DNS [étrat (Thermo Fischer Scientific) helyeztem. Az agaréz gél
eléhivasat Gel Doc Gel Documentation System (Bio-Rad) miiszerrel végeztik. A kapott

gélképeket Image Lab (Bio-Rad) képelemz6 szoftverrel értékeltem ki.
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5.5.3 Reverz transzkripcio

A ¢PCR analizishez ¢cDNS mintdkra van sziikség, igy minden minta esetén a reverz
transzkripcids reakciohoz 200 ng RNS-t hasznaltam fel. Az atirast Maxima First Stand cDNS
atird kittel végeztem (Thermo Fischer Scientific). Minden mintdhoz sziikséges 4 pl
reakciopuffer és 2 pl reverz transzkriptdz enzim. Ezt a mintamennyiségre aranyosan
kiszamoltuk és mixet készitettiink, majd a kimért RNS mintakhoz 6 pl mixet mértiink. A
reakcioelegyet pipetta segitségével homogenizaltuk. Mérésenként alkalmaztam NRT (no
reverse transcriptase) kontrollt, amely nem tartalmazott mixet. Az NRT kontrol segitségével
ellendrizni tudtam a mintadkban talalhatdo genomi DNS szennyezés mértékét. Az elokészitett
reakcidelegyeket tartalmazo csoveket PCR késziilékbe helyeztem, majd a mintdkat 65 °C-on
inkubaltam 30 percig. A program lejarta utan a mintakat tartalmazoé csoveket -20 °C-on taroltam

a qPCR reakci6 Osszeallitasaig.

5.5.4 ¢qPCR reakcio

Az qPCR mérésekhez elészor egy mixet allitottam 6ssze. Ehhez korabban kiporcidzott
53,5 ul EvaGreen interkalalod6 festéket (Biotium) tartalmazé Eppendorf csébe 362 pul RNaz
mentes vizet mértem. Az elegyhez 540 ul MyTaq HS Mix-et (Bioline) adtam, amely mar elére
tartalmazta a DNS polimerdz enzimet, a reakcidohoz sziikséges dNTP-ket, Mg?* ionokat,
valamint a pufferdlt kozeget. Az Osszedllitott mixet Ovatos vortex segitségével
homogenizaltam, majd 3 Eppendorf csébe 240 pl mixet mértem beldle. Az eredeti csdben
maradt reagenst az NTC (no template control) mintdkhoz hasznaltam fel. A kimért reagens
mixekbe 4-4 pl kiilonb6zé ¢cDNS mintat mértem. Az igy kapott mintdkat vortex segitségével
homogenizaltam. A méréshez 96 lyuku, atlatszo fala Hard-Shell 96-Well PCR Plate (Bio-Rad)
qPCR talcat készitettem eld. A talcara az els6 cDNS templatot is tartalmazo mixbdl az elso
oszlop mind a nyolc lyukaba 27 pl-t mértem. A masodik cDNS templatot tartalmazé mixet a
negyedik oszlop lyukaiba, a harmadik cDNS templatot tartalmazé mixet a hetedik oszlop
lyukaiba mértem bele. A tizedik oszlopba a reagens mixbdl juttattam szintén 27 ul oldatot,
amelyet NTC kontrollnak hasznéaltam. Elokészitettem a nyolc kiillonbdz6 mérni kivant génhez
a forward és reverz primert is tartalmaztak. Az elsé primer elegybdl az A1, A4, A7 és A10-es
lyukakba mértem 3-3 pl-t. A masodik primer elegybdl a B1, B4, B7 és B10-es lyukakba, €s igy

tovabb a tobbi primerrel is soronként haladva. A mintak dssztérfogata 30 ul lett. Az 6sszemért
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mintakat el§szor pipetta segitségével homogenizaltam. A megfelel6 homogenizalas érdekében
minimum hetvenszer kellett felkeverni minden minta esetén a folyadékot. A mintakat ezt
kovetden harom részre osztottam. Ehhez a 30 ul térfogatu folyadékbol 10-10 pl-t a téle jobbra
fekvo két tires lyukba mértem. A keverési €s osztasi 1€pést minden mintan megismételtem, az
NTC-k homogenizalasa esetén csupan harmincszor kevertiik fel a folyadékot. A 96 lyuka
talcaval végzett munka soran vigyaztam arra, hogy a tilca felett a lehetd legkevesebb
mozdulatot végezzem a kontamindcié elkeriilése érdekében. A mérési 1épéseket a lehetd
legprecizebben végeztem. Az Osszeallitott qPCR talcat folia segitségével lezartam, majd
centrifugéltam.

Az elékészitett talcat CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad) qPCR
késziilékbe helyeztem és elinditottam az eldre beallitott programot. A mérés programja alapjan
a késziilék eldszor felflitdtte a talcat 95 °C-ra, és ezt a hdmérsékletet tartotta 5 percig. Ezutan
kovetkezik a ciklikus szakasz, amely elsé felében 30 masodpercig 95 °C-on tartotta a talcat,
majd gyors lehtités utan 63 °C-on tartotta 30 masodpercig, végiil detektalta a fluoreszcens jelet.
A ciklus 6sszesen Otvenszer ismétlodott. Az utolsd ciklus utan az olvadasgorbe felvételéhez a
késziilék lassan, 63 °C-rdl 95 °C-ra melegitette a talcat, mikozben 0,5 °C-onként detektalta a

fluoreszcens jelet.
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6 Eredmények és értékelésiik

A referenciagének keresését célzd génexpresszids mérést Ot 1€pésbol felépiild
kisérletsorozatként allitottunk Ossze (8. abra). Ennek elemei a sejtek szinkronizaldsa, a
szinkronizalt sejtek legylijtése, a legyljtott sejtek vizsgalata FACS alkamazéasaval, a
génexpresszid mérése RT-qPCR technikdval, végiil pedig a kapott adatok elemzése ¢és
kiértékelése. A kisérleteket U937 és MOLT4 szuszpenzids, huméan rakos sejtvonalakon
végeztik el, mindkét sejtvonal esetén 3-3 bioldgiai parhuzamos felhasznalasaval. A qPCR
mérés soran kapott génexpresszios adatok kiértékelését BestKeeper, NormFinder szoftverekkel
¢és 0sszehasonlitd ACymodszerrel végeztiik annak céljabol, hogy ki tudjuk valasztani a 12 jelolt
gén koziil (ACTB, GAPD, UBC, CNOT,4 RPL30, HNRNPL, IPOS8, SNW1, TBP, PUMI, PPIA,
PCBPI) a legstabilabb expresszioval rendelkezoket.

6.1 Sejtek legyiijtése

A kisérlet soran a két alkalmazott sejtvonal kozott a két legfontosabb kiilonbség azok
ciklusideje volt. Az U937 sejteknek jellemzden 16 6ra kellett egy teljes sejtciklus megtételéhez,
mig a MOLT4 sejtek esetén ez az id6 32 ora volt. Ez magyardzza a legyljtések eltérd
itemezését. A kisérletek soran a sejtvonalakat RO-3306 CDKI inhibitor segitségével
szinkronizaltuk G2 és M fazis hatardn. A szinkronizalt, majd felengedett U937 sejteket
2 oranként, mig a MOLT4 sejteket 4 dranként gytjtottiik le. Mindkét sejtvonal esetén dsszesen
9 pontban, 3-3 biologiai parhuzamos esetén végeztiik el a kisérleteket. Legylijtés soran a
sejteket két felé osztottuk. Eloszor FACS alkalmazasaval meghataroztuk a sejtek mennyiségét
a sejtciklus adott fazisaiban, majd RNS izolalast kovetéen mértilk meg a referenciagének

expresszidjat a kiilonbozé mintakban.
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6.2 Szinkronizalas ellenorzése

A sejteket legytijtés elott EAU (5-etinil-2’-dezoxiuridin) reagenssel kezeltiik. Az EAU egy
timidin analog, amely az éppen S fazisban 1év6 sejtek DNS-€be épiil, igy lehetové téve az S,
illetve a GO/G1 és G2/M fazisok megkiilonboztetését. Ezt kovetden az EdU-val kezelt sejteket
fixaltuk, majd szaponin alkalmazéasaval permeabilizaltuk, hogy a tovabbiakban hozzaadott
reagensek szamara a DNS jol hozzaférhetd legyen. Ezt kdvetden adtuk hozza a Cu(I) tartalmua
reagenst, amelyben a Cu” ionok az acetilén kotéshez koordinalva aktivaljak azt, hogy Sharpless-
cikloaddicié révén az azid tartalmu reagenssel, triazol gylriit képezzen. Az aktivalas utan
fluoreszcensen jeldlt pikolil-azid festéket adtunk a mintdhoz, hogy a ,click-it” reakcio
lejatszodhasson. Ezt kdvetden a sejtek DNS-ét propidium-jodiddal festettiik, ezzel elkiilonitve
az egyszeres DNS mennyiséggel rendelkezé GO/G1, illetve kétszeres DNS mennyiséggel
rendelkezd G2/M fazisu sejteket. Mivel a propidium-jodid az RNS-hez is képes kapcsolddni,
RNazzal kezeltiik a mintdkat. A mérés eredményét Excel segitségével Osszegeztiik, az abrat
BioRender segitségével készitettiik sejtvonalanként, 0sszesen két diagramon (9. ébra).

A MOLTH4 sejtvonal esetén kifejezetten jol sikeriilt a szinkronizalds, mivel a 0 6rdhoz
tartozd mintak esetén a G2/M fazisban tartozkodo sejtek a teljes populacido 53%-at adjak
(9. ébra). A tovabbiakban a gorbéket kdvetve konnyen azonosithatéak a sejtciklus egyes
fazisaihoz tartoz6 mintak. A G2/M fazis 0 6ranal, a GO/G1 fazis a 12 6rdnal, az S fazis pedig
24 6ranal tetézik.

Az U937 sejtvonal esetén is sikeres volt a szinkronizalas, a sejtek kozel 50%-a G2/M
fazisba keriilt a 0 6ras mintdkban (9. abra). Bar az U937 sejtek esetén rovidebb a generacios
1d6, mégis sikeriilt jol elkiiloniteni, hogy az egyes mintdkban melyik fazis dusult leginkabb. A
G2/M fazis 0 6ranal, a GO/G1 fazis 8 6ranal, mig az S fazis 16 orandl tetézott. Az eredmények
alapjan a szinkronizalas sikeres volt, mivel mind a két sejtvonal esetén rendelkeztlink olyan

mintaval, melyben az adott fazisban 1év6 sejtek tobbségben vannak a tobbi két fazishoz képest.
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9. abra A sejtek mennyisége a sejtciklus kiilonbozao fazisaiban a MOLT4 és az U937 sejtvonal esetében
Az abran az egyes sejtfazisokban taldalhato sejtek szazalékos eloszlasa latszik a legyiijtési idd
fiiggvenyében. Kékkel a GO vagy G1 fazisu sejtek, pirossal az S fazisuak, zolddel a G2 vagy M

fazisuak. A hibasavok az atlagtol valo eltérést jelolik.
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6.3 RT-qPCR mérés

A referenciagének expressziojanak mérésére a mintak mRNS tartalmat kellett kvantitativ

modszerrel vizsgélni, amelyre a legjobb valasztas az RT-qPCR mérés volt.

6.3.1 RNS izoldlas

A feldolgozas elsé 1épése a legylijtott sejtek lizise volt, mely sordn az Osszes
sejtalkotoban megtalalhatdo RNS hozzaférhetévé valt. Az mRNS expresszidhoz a sejtekben
talalhatdo Osszes RNS-t izolalni kell. Az izolalast centrifugalhatd oszlopon végeztiik, ahol
elészor a genomi DNS-t tavolitottuk el a mintakbol, majd tobb 1épésben vizes-etanolos
mosasokat végeztiink. A DNS szennyezés eltavolitasaért DNazzal kezeltiik a mintakat, majd a
keletkezd DNS fragmenseket lemostuk az oszloprol. Az izolalt RNS mintdkban ellendrizniink
Nanodroppal végeztiik. A mintdk abszorbancidjat megmértik 260, 280 ¢és 230 nm
hullamhosszon. A 260/280 arany a minta fehérje szennyezettségérdl, mig a 260/230 arany a kis
molekulas szennyezokrdl (szervetlen sok, fenolok, etanol) adott informacidt. Mivel mindkét
arany 2 koriili értéket volt, tisztanak itéltiik a mintadkat. A mért RNS koncentraciot feljegyeztiik,
a reverz transzkripcio soran a koncentracio értékek felhasznalasaval mértiink minden reakcioba
azonos mennyiségli RNS-t. A mintdkban az RNS épségét agaroz gélelektroforézis segitségével
ellendriztiik (10. abra). Mivel a mérni kivant mRNS-ek mennyisége tl alacsony, ami nem tesz
lehetévé kozvetlen vizsgalatokat, ezért a riboszomalis RNS két egységét (40S, 60S) vizsgaltuk
a gélen. A gélen futtatott mintak alapjan a riboszémalis RNS nem degradalodott, igy az izolalt

RNS teljes mennyiségét épnek itéltiik.
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10. abra Az izolalt RNS mintak épségének ellendrzése 1%-os TBE agaroz gélelektroforézis

alkalmazasaval az U937 és MOLT4 sejtvonalak esetén

6.3.2 Reverz transzkripcio

Mivel az RNS mintak rendkiviil érzékenyek, igyekeztiink minél el6bb atirni azokat
cDNS-sé. Az atiras soran minden reakcidoba azonos anyagmennyiségli, 200 ng RNS-t, primert
¢s enzimet mértiink. Random hexamer primer technikdt hasznaltunk, hogy a lehetd
legmagasabb hatasfokkal jatszodhasson le a reakcio. A reverz transzkripcio soran minden minta
esetén készitettiink egy NRT (no reverse transcriptase) kontrollt is, amely a reakciohoz
sziikséges Osszes elemet tartalmazta az enzim kivételével. Az NRT kontroll segitségével

ellendriztiik qPCR reakciok soran a mintak genomi DNS szennyezését.
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6.3.3 ¢qPCR analizis

A mintakban a referenciagének mRNS expressziojat qPCR technikaval végeztiik,
amelyhez az el0készitett, szinkronizalt sejtek RNS-€bdl atirt cDNS mintakat hasznaltuk fel. A
kutatocsoport korabbi munkéja soran jol optimalizalt mérési protokoll rendelkezésiinkre allt a
hémérsékletprofilt is pontosan meghatarozta [37]. Mivel a kisérlet célja szdmos mintaban a
génexpresszios szintek Osszehasonlitasa volt, ezért hatalmas fontossagot kapott a pontos
mennyiségi bemérés. A koriilményeket nehezitette a PCR reakcio érzékenysége is. A teljes RT-
qPCR reakcidsorozatot szeparalt térben, maszk viselése mellett, nagyfoku precizitassal kellett
végezni. A qPCR méréseket 96 lyuku talcan allitottuk 6ssze, amely egyszerre 3 minta mérését
tette lehetové 8 kiilonbozo gén esetén (11. dbra). Minden gén esetén NTC (no template control)
kontrollokat is alkalmaztunk, amelyek a reakcidelegy Osszes elemét tartalmaztak, kivéve a
cDNS-t. Az NTC kontollok segitségével tudtuk ellendérizni a qPCR reakcié soran tortént
kontamindciot. Mindkét sejtvonalon az adott idopontban gytijtott mintak esetén 3 biologiai
parhuzamost vizsgaltunk, ¢s minden bioldgiai parhuzamos esetén, beleértve az NTC-ket is, 3
technikai parhuzamos mérést végeztiink annak érdekében, hogy a kapott eredmények minél

helyesebben tiikrozz¢ek a valos értékeket.

Bioldgiai parhuzamosok NTC

1 2 8 4 5§ 6 7 8 9 10 11 12
NORONONONONONONONONONONG)
CIONONONONONONONONONONONG)
HONONONONONONONONONONONO)
LIONONONONONONONONONONONO)
JONONONONONONONONONONONO)
FOOOOOOOOO0OO0O0
cO0OO0O0OO0O0O000O000O0
HOOOOOOOOOOOO

\

Technikai parhuzamosok

Vizsgalt gének

VN

11. abra A gPCR mérés soran hasznalt 96 lyuku talca kisérleti 6sszeallitasa
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A mintakat tartalmazé 96 lyuku talcakat Bio-Rad CFX96 qPCR késziilékbe helyeztiik,
amely az optimalizalt hdmérsékletprofil alapjan vezette a reakciot (12. abra). Elsé 1épésként
felfuitotte a mintakat 95 °C-ra, ahol egyrészt denaturalodtak a cDNS szalak, masrészt aktiv
formaba keriilt a HS-MyTaq polimeraz enzim. A fiitést kdvetéen a primerek olvadasi
hémérséklete ala hiillt a késziilék, valamint a polimerizaci6 is a primerek tapadasi
hémérsékletén, szuboptimalis homérsékleten ment végbe. A ciklus végén UV detektor
segitségével regisztralta a késziilék a mintak fluoreszcencidjat. A ciklust 6tvenszer ismételte
meg egy mérés soran. A méréshez hasznalt EvaGreen egy interkalalodd festék, igy az
amplikonok specifikussagat olvadasgorbe analizis segitségével elemeztiik. Ehhez a késziilék
végiil lassan felflitotte a mintakat 95 °C-os homérsékletre, kdzben 0,5 °C-ként detektalta a

fluoreszcens jelet.
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ismétlés

12. abra gPCR mérés soran alkalmazott hdmérsékletprofil és detektalasi pontok
6.3.3.1 Amplifikacios gorbék

Minden mérés utan, minden technikai parhuzamos mintarol kiilon amplifikacios gorbét
kaptunk, amelyet a BioRad CFX Maestro szoftverrel tudtunk elemezni. Ezen gorbék
segitségével tudtuk ellendrizni, hogy minden minta tartalmazott-e templatot (13. dbra). Az NTC
kontrollok segitségével kizartuk a kiértékelésbdl és tjramértiik azokat a mintdkat, amelyek
esetén kontamindcié tortént. Minden esetben manudlisan Aallitottuk a kiiszobértéket
500 RFU-ra (relativ fluoreszcens egység), igy minden mérés soran egységesen tortént a Ci-
értékek leolvasasa. Technikai parhuzamosok esetén a 0,5 ciklusszamnal nagyobb szorast
mutatd gorbéket kizartuk a kiértékelésbol, mely keverési hibabol adodhatott, de minden mérés

esetében legalabb két technikai parhuzamost felhasznaltunk.
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13. abra A CNOT4 és SNW1 gének példajan bemutatott amplifikacios gérbék
Az abra az RFU (relativ fluoreszcens egység) abrazolja a ciklusszam fiiggvényében.

A kiiszobértéket minden gérbe esetén 500 RFU értékre dllitottuk.

6.3.3.2 Olvadasgorbe analizis

Az egyes mérések esetén a keletkezett termék specifikussagat olvadasgdrbe analizissel
ellendriztiik. Ehhez a lancreakcié végén keletkezett Gsszes terméket lassan melegitettiik,
mikozben 0,5 °C-ként mértiik a fluoreszcenciat. Mivel a reakcio kovetésére kettosszala DNS-
be interkalalodd EvaGreen festéket hasznaltunk, ezért az minden kettdsszali PCR termékbe
képes volt interkalalédni. A hémérséklet hatasara a kiillonboz6 hosszisagu és szekvenciaja
amplikonok eltérd iddpontban denaturaldédnak, ami eltérd lefutasu fluoreszcens jel csokkenést
okoz. A nyers olvadasgorbe adatai nehezen értelmezhetdek, ezért ennek id6 szerinti elsé negativ
derivaltjat vizsgaljak. Az igy kapott gorbe maximumot mutat ott, ahol a leggyorsabban csokkent
a fluoreszcens jel, tehat ahol az adott amplikon olvadaspontja van (14. dbra). Ha az adott gén
vizsgalata esetén egy helyre esnek az olvadasgorbék maximum értékei, akkor azonos
olvadaspontu termék keletkezett, ezek teljes azonossdgat azonban szekvenaldssal lehetne
ellendrizni. Az altalam alkalmazott protokoll elkészitése soran a felhasznalt génekrdl kordbban
bizonyitottak, hogy az azonos olvadaspontt PCR termékek szekvencidi is azonosak, ezért
nekem elegendd volt csupan olvadasgorbe analizist elvégeztiik. Abban az esetben, amikor
eltérd olvadasgorbét tapasztaltunk a qPCR mérések soran, az adott technikai parhuzamos mintat

kizartuk az értékelésbol.
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14. abra A CNOT4 és SNW1 gén példdjan bemutatott olvadasgérbe analizis
Az abran az RFU (relativ fluoreszcens egység) értékek ido szerinti negativ elsd derivaltjat mutatja a

homérséklet fiiggvényében.

6.3.3.3 A génexpresszios adatok kiértékelése

A megfeleldnek itélt adatokbol elézetesen a Bio-Rad CFX Maestro szoftver Gene Study
feliiletén végeztiink elemzést, mely a nyers adatok Osszegzésére szolgal. Segitségével
gyakorlatilag az 6sszes mért érték atlathatova valik. Az adatok rendszerezésére tobb lehetdséget
is kindl, melyek koziil a bioldgiai csoportok szerinti rendezést valasztottuk. Ebben az
elrendezésben a program egy oszlopdiagramba rendezi mind a technikai, mind a bioldgiai
parhuzamosokat, az oszlop magassaga az atlagos relativ expresszios szintet mutatja, amely
koriil az adatok szordsa is lathato (15. abra €és 16. abra). Az egyes oszlopok adott legytjtési
idéponthoz tartoznak. A FACS mérés segitségével az egyes legylijtési iddpontokat meg tudtuk
feleltetni az arra leginkdbb jellemz6 sejtciklus fazisnak. Az egyes fazisokat eltérd szinnel
jeldltem; zold szinnel a G2/M fazisu, kékkel a G1/GO0 fazist, mig pirossal az S fazisu sejtekben
leggazdagabb legylijtéshez tartoz6 adatokat jeldltilk. Az oszlopokat a vizsgalt referenciagén
szerint kilences csoportokba rendeztiik, igy mindkét sejtvonalon, minden vizsgalt gén
expresszios szintjének valtozdsa a sejtciklus teljes folyamata alatt lathat6. A kapott
oszlopdiagramokkal kapcsolatban fontos, hogy a relativ expresszios szintek csak adott géneken
beliil 6sszehasonlithatok, a gének kdzotti expresszid mértékét a szoftver nem tudja figyelembe
venni. Adott génen belill a legmagasabb expresszios szintli legytijtési idopontra normalja a

tobbi értéket.
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A MOLT4 sejtvonal adatai alapjan elmondhatjuk, hogy a PPIA gén expresszidja erds
sejtciklus fliggést mutatnak, 24 6ra alatt 6tszords valtozas figyelheté meg (15. abra). Hasonlo
a PPIA expresszids értékei is viszonylag széles skalan mozognak. Veliik szemben a PCBPI ¢és
a CNOT4 gének is stabilnak latszanak, értékeik kisebb mértékben valtoznak. A késébbi
kiértékelések soran a stabilitasi rangsor elején helyezkedett el az TBP és UBC is. Ezen gének
adatai a abran nem tlinnek allandonak, ennek ellenére tobb szoftver is megbizhato
referenciagénként azonositotta ezeket. A latszatnak ellentmondd eredmény magyardzhatd
azzal, hogy a szoftverbdl nyert diagram relativ expresszios szinteket dbrazol, a kiértékeld
programok azonban kozvetlenill a C; értékekkel és a PCR hatasfokaval dolgoznak. Tehat
eredendden alacsony expresszios szintek esetén viszonylag kis mennyiségi valtozas is jelentds
relativ kiilonbségként mutatkozik meg, ezzel szemben magas expresszios szintek mellett a

nagyobb mértékli mennyiségi kiilonbségek elfedve maradhatnak csupan ardnyaikat vizsgalva.
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15. dbra A referenciagének relativ expresszios értékei a MOLT4 sejtvonal esetén
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Az U937 sejtvonal adatait hasonlé modon elemezve még latvanyosabb sejtciklus fliggd
lefutasok figyelheték meg az IPOS, PPIA és HNRNPL gének esetén (16. abra). Az IPO8 G2/M
fazisban mutat maximumot, majd az expresszids szint 8 ora alatt a harmadara esik. A PPIA gén
esetében az expresszid szintén G2/M fazisban éri el a legmagasabb értékét, ezt kdvetden
azonban kevésbé valtozik a szintje. A HNRNPL kizéarolag S fazisban emelkedik meg kozel
kétszeresére. Ezekkel a génekkel szemben stabilnak mutatkozik az SNW1 és az UBC. A szoftver
alapjan az RPL30 gén is stabilnak tlinik, azonban az alkalmazott kiértékeld programok mégsem

helyezik a legjobb referenciak kozé.
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16. dbra A referenciagenek relativ expresszio értekei az U937 sejtvonal esetén

Pusztan a GeneStudy vizualizalasa félrevezeto lehet, mivel az egymas mellé helyezett
relativ expresszids adatok csak adott gén értékein beliil 6sszehasonlithatok. A génexpresszid
stabilitdsat jobban szemlélteti a 17. abra, amely az adott génekre mért C; értékeket abrazolja
box-plot diagramon, az egyedi mérési pontok feltiintetése mellett. Az x tengely mentén a
géneket az Osszegzett stabilitasi rangsor szerint abrazoltam, amely balrél jobbra novekszik. Az
abrardl leolvashatd, hogy sejtvonalakon beliil és sejtvonalak kozott is kisebb szdérast mutatod
gének keriiltek eldrébb a rangsorban. Azonban megfigyelhetd némi torzitas is. Egyes gének,
mint az RPL30 vagy PCBP1 sokkal kisebb szorast mutatnak a C; értékeikben, mint a rangsorban
elottiik allo gének. Az RPL30 és PCBP1 azonban viszonylag alacsony C; értékkel rendelkezik,

tehat sokkal nagyobb mennyiségben volt jelen a mintdkban. A jelentds mennyiségi kiillonbség
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teszi lehetové a szorasértékek torzitasat az abran, emellett ramutat a referenciagén keresd
szoftverek sziikségességére is, mivel mint lathat6 a nyers adatok egyszerti 6sszehasonlitasaval

nem lehetséges egyértelmi génstabilitasi rangsort felallitani.
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17. abra Az egyes genekhez tartozo C; értékek box-plot abrazolasa az egyedi mérési pontok feltiintetése mellett
Az abra fiiggileges tengelyén a C; értékek, vizszintes tengelyén az egyes referenciagének lathatoak.

Narancssargaval az U937 sejtvonal, barnaval a MOLT4 sejtvonal értékei latszanak.

6.4 Stabil referenciagének keresése

A megfelel6 referenciagének kivalasztasara tobb modszer is alkalmazhat6. Ezek legtobb
esetben a kisérletekbdl szdrmazo C; értékeket, valamint a PCR reakciok hatasfokat hasznaljak
fel szamitasaik soran. Az algoritmus sordn a bevitt C; értékek szoérdsainak vagy eltéréseinek
Osszehasonlitdsaval felallitanak egy stabilitdsi rangsort. A rangsor elején szerepld gének
nagyobb stabilitast mutatnak, tehat a vizsgalt sejtvonalak és kisérleti elrendezés esetén a
legalkalmasabbnak bizonyulnak. A kisérletekbdl nyert adatok kiértékelésére és megfeleld
referenciagének megtalalasara harom, eltéré modon mitkddé modszert valasztottunk; az
Osszehasonlito AC; moddszert, illetve a BestKeeper és NormFinder szoftvereket (18. ébra).
Minden moédszer algoritmusat lefuttattuk a MOLT4 és U937 sejtvonalak értékein, valamint a
két sejtvonal egyesitett értékein is, igy kiilon-kiilon, valamint a két sejtvonalra egyiitt is meg

tudtuk hatarozni a legnagyobb stabilitassal rendelkezé referenciagéneket a sejtciklus soran.
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MOLT4 U937 Osszesitett
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PUM1 TBP GAPDH
CNOT4 UBC SNW1
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18. dbra A referenciagenek kiértékelésének vazlata és eredményei

6.4.1 Osszehasonlité AC; médszer

A legstabilabb referenciagének kivalasztasara elsdként az 6sszehasonlito AC; modszert
hasznaltuk, amelyhez a szamitasokat Microsoft Excelben végeztiik. Els6ként minden mérés
technikai parhuzamosainak vettiik az atlagos C; értékét, majd a vizsgalt gén esetén paronként
kiilonbséget vontunk beldliik. Az igy képzett paronkénti 6sszehasonlitasoknak kiszamitottuk az
atlagat ¢és szorasat minden gén esetén. A modszer a gének rangsordt a paronkénti
Osszehasonlitdsok szorasa alapjan allitja fel. Amely gén esetén a szoras legkisebbnek adodott,
az kertilt els6 helyre a rangsorban. Az dsszehasonlitdé AC; modszer csupan a mintakhoz tartozo
C; értékeket hasznalja fel, tehat szamitdsa manualisan elvégezhetd €s jol kovethetd. A modszer
éppen ezért inkabb tajékoztatd jellegli informacidt ad a referenciagének stabilitasardl. A kapott

rangsorokat az 1. tdblazatban egyesitettiik.
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MOLT4 U937 Osszesitett

1 CNOT4 SNW1 SNW1
2 GAPDH TBP UBC

3 TBP UBC PCBP1
4 PUM1 GAPDH PUM1
5 HNRNPL RPL30 TBP

6 SNW1 PCBP1 HNRNPL
7 PCBP1 PUM1 CNOT4
8 IPO8 CNOT4 GAPDH
9 UBC ACTB RPL30
10 RPL30 HNRNPL PPIA
11 ACTB PPIA IPOS8
12 PPIA IPO8 ACTB

1. tabldzat Osszehasonlité ACt modszerrel kapott stabilitdsi rangsor
6.4.2 BestKeeper

A BestKeeperrel végzett elemzéshez a RefFinder online eszkozt alkalmaztuk, mert a
Microsoft Excelben kezelheté BestKeeper eszkdz nem tud tiz génnél tobbet elemezni. Az
online feliileten elérhetd BestKeeperrel viszont a PCR hatasfok értékeket nem lehet figyelembe
venni, azonban mivel azok minden esetben 95% felett voltak, ezért ez nem befolyasolja dontden
az eredményeket. A BestKeeper szoftver kiszamitja a C; értékek mértani atlaga és az egyes
referenciagének kozotti korrelaciot. A kapott értékeket a 2. tablazat tartalmazza, ahol az

alacsony stabilitasi értékek a stabilabb expresszioval rendelkezd génekre jellemzdek.

MOLT4 U937 Osszesitett

1 PCBP1 RPL30 RPL30
2 RPL30 SNW1 GAPDH
3 CNOT4 UBC CNOT4
4 GAPDH PCBP1 HNRNPL
5 PUM1 GAPDH IPO8
6 IPO8 TBP SNW1
7 TBP PUM1 PCBP1
8 ACTB ACTB UBC
9 SNW1 HNRNPL PUM1
10 UBC CNOT4 TBP
11 HNRNPL PPIA PPIA
12 PPIA IPO8 ACTB

2. tabldzat A BestKeeper szoftver altal feldllitott stabilitdsi rangsor
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6.4.3 NormFinder

A NormFinder szoftver a PCR hatasfokédnak és C; értékeknek a felhasznalasaval linearis
statisztikai modell segitségével képez egy ugynevezett stabilitdsi indexet, amely a bevitt
adatokbol szamolt korrigalt expresszios értékek variancidinak 6sszehasonlitdsabol szarmazik.
Erdekes modon a harom referenciagén keresd modszer kozill a NormFinder adta a leginkabb
eltéré eredményeket a BestKeeper és 6sszehasonlito AC; mddszerhez képest, amely ramutat az
egyes algoritmusok kozotti kiillonbségekre, illetve arra, hogy referenciagén keresés esetén minél

tobb moddszert hasznaljunk. A NormFinder szoftverrel kapott rangsorokat a 3. tablazatban

egyesitettiik.
MOLT4 U937 Osszesitett

1 TBP SNW1 TBP

2 PUM1 TBP GAPDH
3 CNOT4 UBC SNW1
4 HNRNPL GAPDH PUM1
5 GAPDH RPL30 RPL30
6 SNW1 PUM1 PCBP1
7 IPO8 PCBP1 CNOT4
8 UBC CNOT4 ACTB
9 PCBP1 ACTB UBC
10 RPL30 HNRNPL HNRNPL
11 ACTB PPIA IPO8
12 PPIA IPO8 PPIA

3. tablazat A NormFinder szoftver segitségével felallitott stabilitasi rangsor
6.4.4 Osszesitett rangsor

A harom kiértékeld6 modszer eredményeit egy tablazatban egyesitettiik (4. tablazat). A
kiilonb6z6 moddszerekkel kapott rangsorok alapjan az adott génre vonatkoz6 rangok mértani
atlagabol képeztiik egy uj, Osszesitett rangsort. Az U937 sejtvonalon az SNW1, TBP, UBC,
GAPDH ¢és PUM1 gének tiinnek a legalkalmasabb referenciagéneknek a sejtciklus soran, mig
a gyakran hasznalt referenciagének koziil az ACTB, PPIA és IPOS gének alkalmazhatdsaga
megkérddjelezhetd kvantitativ analizisre.

A MOLT4 sejtvonal esetén az SNWI1, PCBP, UBC, PUMI ¢és TBP gének megfeleld
stabilitdst mutattak mindhdrom modszerrel, ezért munkank alapjan ezeket ajanljuk
referenciagéneknek. A két sejtvonal nagy hasonldésagot mutat a legkevésbé stabil gének
tekintetében, mivel a MOLT4 sejtvonal esetén is az ACTB, PPIA és IPOS gének bizonyultak a

legkevésbé¢ stabilnak.
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. . Osszehasonlité ACt NormFinder BestKeeper Sorrendek

Veeso Gén mértani
sorrend . tlaga
Sorrend Sforas Sorrend Sta’I:>|I|’taS| Sorrend Sta,t>|I|’taS| atlag

atlag érték érték

1 CNOT4 1 0,248 3 0,075 3 0,208 2,08
2 TBP 3 0,252 1 0,073 10 0,236 3,11
3 GAPDH 2 0,251 5 0,084 4 0,212 3,42
E: 4 PUM1 4 0,254 2 0,075 0,222 3,42
g 5 PCBP1 7 0,288 9 0,146 1 0,098 3,98
'§‘ 6 RPL30 10 0,306 10 0,163 0,106 5,85
=) 7 HNRNPL 0,261 4 0,082 11 0,284 6,04
o) 8 SNW1 6 0,262 6 0,089 8 0,242 6,60
2 9 IPO8 8 0,292 7 0,130 6 0,229 6,95
10 UBC 9 0,293 8 0,136 9 0,258 8,65
11 ACTB 11 0,331 11 0,176 7 0,238 9,46
12 PPIA 12 0,644 12 0,428 12 0,641 12,00
1 SNW1 1 0,340 1 0,047 2 0,165 1,26
2 TBP 2 0,354 2 0,077 6 0,222 2,88
3 RPL30 5 0,394 5 0,164 1 0,105 2,92
= 4 UBC 3 0,357 3 0,110 3 0,176 3,00
S 5 GAPDH 4 0,372 4 0,135 5 0,208 4,31
% 6 PCBP1 6 0,420 7 0,206 4 0,197 5,52
~ 7 PUM1 7 0,427 6 0,195 7 0,253 6,65
§ 8 CNOT4 8 0,474 8 0,249 10 0,380 8,62
9 ACTB 9 0,481 9 0,252 0,342 8,65
10 HNRNPL| 10 0,527 10 0,309 9 0,353 9,65
11 PPIA 11 0,608 11 0,375 11 0,539 11,00
12 IPO8 12 0,681 12 0,423 12 0,570 12,00
1 SNW1 1 0,421 3 0,113 6 0,435 2,62
2 GAPDH 8 0,539 2 0,108 0,218 3,17
3 RPL30 9 0,555 5 0,172 0,138 3,56
= 4 TBP 5 0,480 1 0,079 10 0,628 3,68
§ 5 PCBP1 3 0,473 6 0,176 7 0,475 5,01
S 6 PUM1 4 0,475 4 0,145 9 0,537 5,24
g 7 UBC 2 0,441 9 0,216 8 0,479 5,24
§ 8 CNOT4 7 0,519 7 0,203 3 0,332 5,28
‘0 9 HNRNPL 6 0,518 10 0,259 4 0,375 6,21
10 IPO8 11 0,748 11 0,348 5 0,401 8,46
11 ACTB 12 0,909 8 0,214 12 1,132 10,48
12 PPIA 10 0,721 12 0,404 11 0,675 10,97

4. tablazat A kiilonbozo referenciageén kiértékelé modszerekkel kapott rangsorok dsszesitve
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A két sejtvonal egyidejii elemzésébdl nyert Osszesitett rangsor eltér a sejtvonalanként
felallitott rangsortdl. Ebben az esetben a legstabilabbnak a CNOT4, GAPDH, TBP, PUM1 és
PCBPI gének mutatkoztak. Legkevésbé alkalmasnak pedig az ACTB, RPL30 és PPIA gének.
Az kapott értékek Osszehasonlitasa alapjan megallapithatjuk, hogy ugyan sikeriilt mindkét
sejtvonalra a sejtciklus soran stabil referenciagént taldlni, azonban az eredmények kozti
eltérések ramutatnak arra, hogy ezek nem univerzalis referenciagének (19. abra). Eppen ezért
elmondhat6, hogy amennyiben korabban nem vizsgalt sejtvonalon szeretnénk génexpresszios
méréseket végezni a sejtciklus nyomon kovetésére, a kisérletsort mindenképpen az alkalmazni
kivant referenciagén sejtciklus soran vald stabilitdsdnak ellendrzésével kell kezdeni.
A dolgozatom segitséget nyujt mind a referenciagének kivalasztasdban, mind pedig a stabilitasi

vizsgalat elvégzésében.

Osszesitett

19. dbra Az egyes csoportokon kapott 6t legstabilabb expresszioval rendelkezo gén alkalmazhatosaga
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7 Osszefoglalas

Munkam kezdetén célul tliztem ki olyan referenciagének azonositasat, amelyek a sejtciklus
teljes folyamata alatt stabil mRNS expresszioval rendelkeznek. Kivélasztottam kettd, jol
szinkronizalhaté human rakos sejtvonalat (U937, MOLT4), amelyek sejtciklusait RO-3306
kezelés segitségével G2/M fazisban blokkoltam. A szinkronizalt sejteket felengedés utan
szabalyos 1dokozonként legyljtottem, az U937 sejteket két oranként, a MOLT4 sejteket négy
oranként. FACS méréssel hataroztam meg, melyik legylijtés esetén a sejtek melyik fazisban
dusultak fel leginkdbb, ez alapjan tudtam vizsgélni az egyes gének expresszidjanak sejtciklus
fliggését. A kutatdcsoport korabbi munkdja alapjan 12 referenciagén jeldltet vizsgaltam,
amelyek mRNS kifejezodését RT-qPCR modszerrel elemeztem. A minték teljes RNS tartalmat
oszlopos kit alkalmazasaval izolaltam, az RNS izolatumok mennyiségét €s szennyezettségét
NanoDrop segitségével hataroztam meg, a mintdkban az RNS-ek ¢épségét agaroz
gélelektroforézissel ellendriztem. A mintakban talalhaté 6sszes RNS-t atirtam cDNS-sé random
hexamer primer technika alkalmazasaval reverz transzkripci6 soran. A kapott cDNS mintakon
12 referenciagén expressziojat mértem meg qPCR modszerrel.

A kapott adatokat harom, egymastol fiiggetlen modszerrel értékeltem ki, az 6sszehasonlitd
AC; modszerrel, a BestKeeper ¢és a NormFinder szoftverekkel. Az eredmények minden esetben
egy, a gének stabilitasat reprezentald rangsorként adddtak. Az eredményeket vizsgaltam az
egyes sejtvonalakon és a két sejtvonalra dsszegezve is. A kiértékelés alapjan elmondhat6, hogy
MOLT4 sejtek esetén a CNOT4, TBP és GAPDH, mig U937 sejtek esetén SNW1, TBP és RPL30
a harom legalkalmasabb referenciagén. Az Osszesitett adatok kiértékelése alapjan MOLT4 ¢és
U937 sejteken egyidejlileg végzett mérések esetén az SNW1, GAPDH ¢és RPL30 gének a legjobb
valasztasok referenciaértéknek. Tovabba megallapithato az is, hogy az IPOS, PPIA és ACTB
egyik sejtvonalon sem a legalkalmasabb referenciagénnek, habar az irodalomban gyakran
alkalmazzak ezeket sejtciklus-fliggd génexpresszio normalizalasakor.

Mint arra munkam is rdmutat, génexpresszios szintek mérése esetén a kisérlet tervezése
soran minden esetben sziikséges a haszndlni kivant referenciagének ellenérzése, ¢és
kivalasztasuk soran koriiltekintoen kell eljarni. A dolgozatom ebben kivan segitséget nytjtani
a sejtciklust vizsgalo kutatasok szamara. Eredményeim megerdsitik azt a korabbi megfigyelést,

hogy a CNOT4 és az SNW1 gének megfelelden alkalmazhatoak referenciagénként.
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