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2. Bevezetés 

A korábbi meggyőződésekkel ellentétben, miszerint a genom nagy részét alkotó, nem 

kódoló szekvenciák funkció nélküli, felesleges szakaszok („junk DNA”), egyre több kutatás 

állítja, hogy a fehérjét nem kódoló géneknek is igen fontos szerepük van a biológiai 

tulajdonságok megnyilvánulásában. Ezt bizonyítja a legújabb nagyszabású vállalkozás, az 

ENCODE (ENCyclopedia Of DNA Elements) Project eredménye is, melynek keretében a 

humán genom funkcionális analízise során kiderült, hogy a korábbi 1 %-os becsléssel 

ellentétben, a genom minimum 80 %-a bír valamilyen aktív biológiai funkcióval (The 

ENCODE Project Consortium, 2011). 

A nem kódoló gének csoportjába tartoznak az 1993-ban felfedezett (Lee et al., 1993) 

mikroRNS-ek is, melyek a ma ismert kis RNS-ek legnépesebb csoportját alkotják. 

A mikroRNS-ek (miRNS-ek) olyan kb. 22 nukleotid hosszú, fehérjét nem kódoló, 

egyszálú RNS molekulák, amelyek alapvető szabályozó funkciók érzékeny beállításában 

vesznek részt (Bartel, 2004). Szabályozó szerepüket a gének poszttranszkripcionális 

módosítása során fejtik ki azáltal, hogy az mRNS 3’ végén található nem transzlálódó 

régióhoz (Untranslated Region, UTR) kötődnek, és ott a transzlációt gátolják, vagy az mRNS 

degradációját okozzák (Lim et al., 2005). 

Számos miRNS-t írtak már le emberben, egérben, és más fajokban, nyúlban azonban 

még egyet sem (www.mirbase.org). Régóta ismertek őssejt-specifikus miRNS-ek is, 

melyeknek fontos szerepük van a pluripotencia fenntartásában, illetve a differenciálódás 

gátlásában. 

Munkám során nyúl őssejt-specifikus miRNS-ek azonosítását végeztem. Amennyiben 

sikerülne olyan miRNS-eket találni, melyek segítségével képesek lennénk a sejtekben 

fenntartani a pluripotens, differenciálatlan állapotot, ivarsejt kiméra nyulak létrehozására 

alkalmas őssejt vonalakat kaphatnánk. 

Ennek első lépéseként azt szerettük volna tesztelni, hogy a Solid szekvenálás során 

kapott read számok (találatszámok) mennyire korrelálnak a real-time PCR analízis során 

megállapított expressziós szintekkel. A megszekvenált egér és nyúl mintákban humán és egér 

miRNS-ek homológjait kerestük, majd ezek közül néhányat kiválasztva real-time PCR 

analízissel vizsgáltuk, hogy az egér és nyúl fibroblasztban, valamint a 13 és fél napos nyúl 

embrióban hasonló mintázatot kapunk-e, mint a szekvenciák vizsgálatakor. Amennyiben 

sikerülne összefüggést találni a két módszer között, akkor a szekvencia analízissel kapott 

adatokból közvetlenül megbecsülhetnénk az egyes miRNS-ek expresszióját. Ezzel a 
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módszerrel lehetőség nyílik nyúl-specifikus miRNS-ek azonosítására is. Míg egy PCR 

analízis során csak (legalább részben) ismert szekvenciákra lehet primereket tervezni, addig 

egy ilyen módszerrel azonosíthatóvá válnak addig ismeretlen, teljesen új szekvenciák is. 
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3. Irodalmi áttekintés 

3.1. A mikroRNS-ek 

3.1.1. A mikroRNS-ek felfedezése és szerepe 

Az első mikroRNS-t (miRNS) Victor Ambros és munkatársai, Rosalind Lee és 

Rhonda Feinbaum fedezték fel Caenorhabditis elegans (Nematoda) lin-4 génjének vizsgálata 

során, amely a féreg lárvális fejlődési idejét szabályozza. Észrevették, hogy bár a lin-4 nem 

kódol szabályozó fehérjét, néhány kis RNS molekula szintjét emeli (Lee et al., 1993). A 

szekvencia analízis során rájöttek, hogy egy kb. 60 nukleotid hosszú, hajtű-szerű (stem loop) 

molekula egyik karjáról lehasadó rész többé-kevésbé komplementer a lin-14-ről átíródó 

mRNS 3’ UTR részével, valamint ide bekötődni képes, és ezáltal gátolja a transzlációt 

(Wightman et al., 1991, 1993). 

Több év kellett ahhoz, hogy egy újabb miRNS-t, a let-7 miRNS-t, felfedezzék, szintén 

C. elegansban. A let-7 a lin-4-hez hasonlóan fejti ki a hatását, csak más fejlődési állapotban 

(Reinhart et al., 2000; Slack et al., 2000). A let-7 RNS-t, és génjének homológjait, hamarosan 

a humán és a Drosophila
*
 genomban is azonosították, valamint 11 másik állatfajban is 

megtalálták (Pasquinelli et al., 2000). 

Azóta számos növényi és állati miRNS funkcióját vizsgálták. Bizonyítottan igen 

fontos szerepük van az állati sejtosztódás, sejthalál, sejtdifferenciálódás, és a zsír-anyagcsere 

szabályozásában (Brennecke et al., 2003; Xu et al., 2003; Ambros, 2004; Bartel, 2004), 

növényekben pedig a levél és a virág kialakulásának szabályozásában (Reinhart et al., 2002; 

Aukerman and Sakai, 2003; Chen, 2003; Emery et al., 2003; Palatnik et al., 2003). Kimutattak 

fejlődési állapotra jellemző miRNS expressziós mintázatokat is (Krichevsky et al., 2003; 

Mineno et al., 2006). 

Újabb tanulmányok szerint a miRNS-eknek szerepük lehet a testi sejtek 

visszaprogramozásában is  (Judson et al., 2009; Lakshmipathy et al., 2010; Anokye-Danso et 

al., 2011; Li et al., 2011; Miyoshi et al., 2011; Subramanyam et al., 2011). Az első, 

szomatikus sejtekből visszaprogramozással létrehozott pluripotens sejteket (induced 

pluripotent stem cells, iPSCs) négy faktor (Yamanaka faktorok) felhasználásával hozták létre 

                                                           
*
 A közismert genetikai modellállatot, a Drosophila melanogastert, azaz az ecetmuslicát, nem csak a biológiával foglalkozók, 

hanem a legtöbb ember jól ismeri. A legújabb genetikai kutatások alapján a Sophophora genusba (korábban subgenus) 

sorolták át (ICZN, 2010). Mivel a legtöbb helyen, a közérthetőség kedvéért, a régi nevet alkalmazzák, mi is ezt a 

terminológiát követjük, de megjegyzendő, hogy a ma hivatalos név a Sophophora melanogaster. 
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(Takahasi and Yamanaka, 2006). Azóta számos kutatás irányult arra, hogy különböző felnőtt 

sejtekből visszaprogramozással pluripotens sejteket kapjunk (Maherali et al., 2007; Takahasi 

et al., 2007a, 2007b; Yu et al., 2007; Wernig et al., 2007; Aoi et al., 2008; Nakagawa et al., 

2008; Park et al., 2008). Shinya Yamanaka ezen felfedezéséért 2012-ben Orvosi-élettani 

Nobel-díjat kapott (Yamanaka, 2012). A legújabb kutatások szerint egér sejtek 

visszaprogramozása elvégezhető lenne a korábban használt faktorok nélkül, miRNS-ek 

felhasználásával (Anoyke-Danso et al., 2011). 

3.1.2. A mikroRNS-ek bioszintézise 

A miRNS-ek bioszintézisének első lépéseként, az RNS polimeráz II. enzim 

segítségével, a nucleusban történik meg a transzkripció. Ennek eredményeként egy hosszú, 

több kanyarulatból álló molekula jön létre, a primer-miRNS (pri-miRNS), melyből a DGCR8 

kofaktorral rendelkező Drosha endoribonukleáz képes egy kb. 70 nukleotid hosszúságú hurok 

(stem loop) kihasítására, ez a prekurzor-miRNS (pre-miRNS), amely az Exportin5 

segítségével jut a citoplazmába. Itt a TRBP kofaktorral rendelkező Dicer ribonukleáz a pre-

miRNS egyik karjáról kihasítja a kb. 22 nukleotid hosszúságú, érett miRNS-t. Ez, az 

Argonaute család egyik tagjával, valamint a Dicer-rel együtt egy RISC nevű komplexet (RNA 

Inducing Silencing Complex) alkotva  képes az mRNS 3’ végén lévő nem transzlálódó 

régióhoz (Untranslated Region, UTR) kapcsolódni (Lee et al., 2002; Cullen, 2004; Tomari et 

al., 2005). A folyamatot az alábbi ábra (1. ábra) mutatja. 

 

1. ábra A miRNS-ek bioszintézise (Kuo et al., 2012). 
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3.1.3. A mikroRNS-ek konzervativitása 

A miRNS-ek, szekvenciájukat tekintve, igen konzervatívak, vagyis az evolúció során 

nagyon lassan változnak. Egyes becslések szerint, nukleotid sorrendjükben 100 millió évente 

történik egy szubsztitúció (Peterson et al., 2009). Emiatt sok egyforma, vagy nagyon hasonló 

szekvenciájú miRNS található egyrészt, olyan közeli rokonok genomjában, mint pl. a 

Caenorhabditis elegans, és a C. briggsae, de ugyan ez elmondható az egér (Mus musculus) és 

az ember (Homo sapiens) esetében, sőt, jóval távolabbi rokonok között is megfigyelhető 

(Ambros et al., 2003; Aravin et al., 2003; Lagos-Quintana et al., 2003; Lim et al., 2003a, 

2003b). Így pl. a C. elegans miRNS génjeinek kb. egy harmadának homológjai 

megtalálhatóak a humán genomban (Lim et al., 2003b). A távolabbi rokonok esetében 

megfigyelhető, hogy egy-egy géncsalád több, vagy kevesebb taggal rendelkezik, így pl. a let-

7 géncsaládnak C. elegansban 4, emberben legalább 15, míg Drosophilában mindössze egy 

tagja van (Lim et al., 2003b; Lai et al., 2003; Pasquinelli et al., 2000; Aravin et al., 2003). Ez 

a szekvenciális konzervativitás, feltehetően, a nukleotid-sorrendjükkel összefüggő 

feladatukkal magyarázható. 

Mivel a miRNS-ek nagyon ritkán vesznek el a genomból (Peterson et al., 2009), 

nagyon értékes filogenetikai markernek számítanak. Megoldást jelenthetnek olyan 

filogenetikai problémákra, mint pl. az Arthropoda taxon belső rokonsági kapcsolatainak 

felderítése (Caravas et al., 2010). 

3.1.4. A mikroRNS-ek és a rák 

Régóta tudjuk, hogy a miRNS-eknek elengedhetetlen szerepük van a korai 

egyedfejlődésben, valamint a normális életműködések szabályozásában (Grishok et al, 2001; 

Ketting et al., 2001; Laurent, 2008). Ennek következtében különböző betegségek is 

kapcsolatba hozhatóak a miRNS-ek abnormális működésével, melyeket összefoglalva a 

miR2Disease Base online adatbázisban (www.mir2disease.org) is megtalálhatunk (Jiang et 

al., 2009). 

Számos miRNS-t hoztak kapcsolatba rákos megbetegedésekkel is, melyeket 

„oncomir”-eknek nevezünk (Hammond, 2006). Elsőként a miR-21-ről mutatták ki, hogy 

szerepe lehet különböző szervek, mint az agy (Chan et al., 2005), mell (Iorio et al., 2005), 

hasnyálmirigy, prosztata, tüdő (Volinia et al., 2006), méhnyak (Lui et al., 2007), máj (Meng et 

al., 2007), petefészek (Iorio et al., 2007), pajzsmirigy (Tetzlaff et al., 2007), vastagbél 
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(Asangani et al., 2008), és a nyelőcső (Hu et al., 2011) daganatos megbetegedéseinek 

kialakulásában. 

A miRNS-ek onkogén tulajdonsága feltehetően azzal magyarázható, hogy a 

kromoszómák fragilis részein helyezkednek el, ahol gyakoribb a mutációk kialakulása, és 

ezek felhalmozódása vezethet rákos megbetegedésekhez (Calin et al., 2004). 

Humán rákos megbetegedéssel először 2002-ben hoztak kapcsolatba miRNS-eket 

(Calin et al., 2002), 2008 óta pedig az emberi szérumból is képesek kimutatni a miRNS-ek 

expressziós szintjét (Chen et al., 2008), aminek nagyon nagy jelentősége van a daganatos 

megbetegedések korai diagnosztizálásában. Leírtak ugyanis egyes rákos megbetegedésekre 

specifikusan jellemző miRNS mintázatot (Lu et al., 2005), amely egyrészt, a nehezen 

diagnosztizálható tumorok jellegének meghatározásához nyújt segítséget, másrészt 

információt adhat a páciens kezelésre adandó reakciójáról, és a túlélési valószínűségről is 

(Võsa et al., 2011). 

Ezen túlmenően, megfigyelték, hogy egyes miRNS-eknek tumor szupresszor 

tulajdonsága van, ilyen például a let-7 miRNS család, amelynek tagjai onkogén targettekhez 

kapcsolódva, gátolják azok expresszióját, így fejtik ki tumor szupresszor hatásukat (Lee and 

Dutta, 2007). 

3.1.5. A mikroRNS-ek és az őssejtek 

Az őssejtek különlegessége első sorban, az aszimmetrikus osztódásuknak köszönhető 

önmegújító képességükben rejlik. Az őssejtek osztódásakor a létrejövő két leánysejt közül az 

egyik ugyan olyan őssejt, mint amiből létrejött, a másik pedig egy már differenciáltabb 

fejlődési állapotban lévő sejt. Az embrionális őssejteket a blasztociszta állapotú embrió 

embriócsomójából (inner cell mass, ICM) nyerhetjük (Evans and Kaufman, 1981; Martin, 

1981). Ezek pluripotens sejtek, vagyis mindhárom embrionális csíralemez (ekto-, endo-, és 

mezoderma) sejtjei létrejöhetnek belőlük, de az extraembrionális szövetek kialakítására már 

nem képesek. 

Az embrionális őssejtek régóta állnak az érdeklődés középpontjában, hiszen speciális 

tulajdonságaiknak köszönhetően igen ígéretes szerepük lehet a regeneratív orvoslásban, 

egyelőre azonban igen keveset tudunk róluk, így a téma vizsgálata inkább az alapkutatások, 

mintsem a klinikai felhasználás tárgykörébe tartozik. 

Viszonylag régóta ismert, hogy a miRNS-eknek fontos szerepük van a pluripotencia 

fenntartásában, illetve a sejtek differenciálódásának beindításában, amit első sorban az 
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úgynevezett pluripotencia gének (pl. Oct4, Sox2, Nanog) poszttranszkripcionális 

szabályozásával érnek el. Elsőként a miR-290-295 klaszter tagjairól mutatták ki, hogy az egér 

embriókban már két sejtes fejlődési állapotban, igen erősen expresszálódnak, majd a fejlődés 

későbbi szakaszában expressziójuk csökken (Houbaviy et al., 2003; Suh et al., 2004). 

Létrehoztak olyan knockout (génkiütött) egereket, melyekben a miRNS érés folyamata nem 

megfelelően zajlott, és figyelték ezek fejlődését. Azt tapasztalták, hogy az ilyen egerek, 

melyekben a miRNS-ek nem megfelelően működtek, abnormálisan fejlődtek, és ezen 

keresztül igazolták, hogy a miRNS-eknek a sejtdifferenciálódás során is elengedhetetlen 

szerepük van (Kanellopoulou et al., 2005; Murchison et al., 2005; Wang et al., 2007). Bár 

ennek a komplex mechanizmusnak még nem minden részlete tisztázott, a miR-134 miRNS-

ről pl. kimutatták, hogy az őssejtek ektodermális irányba való differenciálódásáért felelős, és 

ezt a hatást a Nanog és az LRH1 transzlációjának gátlásával éri el (Tay et al., 2008). 

A miRNS-ek sejtdifferenciálódással kapcsolatos szerepe legjobban talán úgy 

vizsgálható, ha feltérképezzük, hogy mely miRNS-ek jellemzőek az egyes sejttípusokra és 

fejlődési állapotokra, és hogy ezek expressziós szintje hogyan változik az egyedfejlődés 

során. Elvégezhető továbbá a miRNS-ek funkcionális analízise, amely során in vitro 

túlexpresszáltatjuk, illetve gátoljuk az egyes miRNS-eket, és figyeljük, hogy ennek milyen 

hatása van más gének expressziójára, és az egyedfejlődés menetére. 

3.2. A nyúl, mint betegség modell 

Az utóbbi időben a humán betegségek vizsgálatának egyik legnépszerűbb alanya a 

nyúl (Oryctolagus cuniculus), mivel a korai embriófejlődése, és az őssejtek tulajdonságai 

sokkal jobban hasonlítanak az emberéhez, mint az egér (Mus musculus) esetében (Fischer et 

al., 2012). Régóta szolgál olyan humán betegségek modellezésére, mint az atheroscerosis 

(érelmeszesedés), osteoarthritis (másnéven arthritis, degeneratív ízületi gyulladás), 

tuberkulózis (tüdőgümőkór), az Alzheimer kór, vagy a  diabétesz (Narayanaswamy  et al., 

2000; Lin et al., 2007; Winiarska et al., 2008; Woodruff-Pak, 2008; Ramin et al., 2010; Zahn 

et al., 2010; Kang and Grossniklaus, 2011; Thieme et al., 2012). 

Ahhoz, hogy egyes betegségeket modell állatokon tudjunk vizsgálni, elengedhetetlenül 

szükséges, hogy képesek legyünk az állat tulajdonságainak célzott befolyásolására. Ehhez 

olyan nyúl őssejt vonalra (ES sejtvonal) lenne szükség, melynek segítségével ivarsejt kiméra 

állatokat is létre lehet hozni. Ezen sejtvonalból származó sejteket felhasználva, célzott 

genetikai módosítás lenne végezhető. 
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A kiméra készítésnek jelenleg két módja ismert: a mikroinjektálás és az aggregáltatás. 

Az előbbi esetben blasztociszta állapotú embrió belsejébe injektálunk a sejtvonalból 

származó, genetikailag módosított, pluripotens sejteket. Ennél jóval egyszerűbben 

kivitelezhető a másik módszer, amikor nyolc sejtes embrióval aggregáltatjuk a sejtvonalból 

származó, genetikailag módosított, pluripotens sejteket. A beültetett őssejtek integrálódnak az 

embriócsomóba, és a születendő utód minden sejtje tartalmazni fogja a transzgént, beleértve 

az ivarsejteket is (Bősze and Gócza, 2005). 

Az első, élve született, igazoltan ES sejt kiméra nyulakat 2010-ben hozták létre, ám 

ezek ivarsejtjei között nem volt a transzgénikus ES sejtekből származó ivarsejt, tehát 

utódaikra nem tudták átörökíteni az új tulajdonságot (Zakhartchenko  et  al.,  2011). 

Az orvoskutatás területén egyre nagyobb igény mutatkozik célzott genetikai 

módosítást hordozó nyulak előállítására. Ehhez szükség lenne megfelelő pluripotens nyúl 

őssejt vonalra, amely segítségével olyan kiméra nyulak hozhatóak létre, melyek ivarsejtjeibe 

is képes integrálódni a transzgén, ezáltal lehetővé téve az új tulajdonság örökíthetőségét. 

3.3. A Solid szekvenálás 

Az első szekvenálási technikákat az 1970-es években fejlesztették ki. 1977-ben 

publikálták először a Maxam-Gilbert (Maxam and Gilbert, 1977), és a Sanger-módszert 

(Sanger et al., 1977) is, melyek a termékek elektroforetikus szeparálásán alapulnak. Ezeknek 

aztán számos továbbfejlesztett változatát használták, és használják ma is. 

Az utóbbi években elterjedt új-generációs szekvenálási technikák („Next-generation 

sequencing”, NGS) mind nanotechnológiát használnak, és a beépülő nukleotidokat nem 

utólag, hanem a beépülés pillanatában detektálják. Ezek a technológiák már sokkal kevesebb 

emberi munkával, sokkal gyorsabban és olcsóbban dolgoznak. 

Ilyen új generációs szekvenálási technika az Applied Biosystems által kifejlesztett 

SOLiD
TM

 szekvenálási módszer is (Shendure et al.,  2005). A SOLiD (Sequencing by 

Oligonucleotide Ligation and Detection) módszer úgy működik, hogy a DNS-t 35 nukleotid 

hosszú fragmensekre bontja, melyekhez hozzákapcsolódnak olyan adapterek, amik képesek a 

fragmenseket 1 µm átmérőjű gyöngyök felületéhez kötni, és itt, az emulzióban végbemenő 

polimeráz láncreakció során, megsokszorozódnak. Egy gyöngy felületén mindig egyféle 

fragmens sokszorozódik fel. A gyöngyöket végül egy üveg felületre kötik, itt történik meg 

maga a szekvenálás. A többi módszertől abban különbözik, hogy nem polimeráz, hanem ligáz 

enzim építi az újonnan szintetizálódó szálat, valamint, hogy nem nukleotidok, hanem 



11 

oktamer, fluoreszcensen jelölt próbák épülnek be, melyeken a színek báziskettősöket („di-

base” próba) jelölnek (4 szín, 16 féle bázispár). Ez után a foszfatáz enzim az oktamer utolsó 

három bázisát levágja, így öt nukleotid marad beépülve, amelyből az első kettő kódolja a 

detektált színt. Addig ismétlik újra a ciklust, amíg a komplementer szál teljesen felépül. 

Amikor ez kész, leoldják a primert és a keletkezett szálat, és többször ismétlik a folyamatot, 

mindig egy nukleotiddal rövidebb primert alkalmazva, így eltolva történik a leolvasás, és az 

átfedésekből kiolvasható a szekvencia. Az, hogy ugyanaz a bázis többször olvasódik le, és az 

egyes ciklusoknál más szín kódolja, pontosabb leolvasást tesz lehetővé. 

3.4. Real-time PCR 

A polimeráz láncreakciót (Polymerase Chain Reaction, PCR) Kary Mullis fedezte fel 

1983-ban (Mullis et al., 1983). A módszer egy specifikus DNS-szakasz enzimatikus 

felszaporítását teszi lehetővé, és ma már széles körűen használják a különböző 

tudományterületeken, nap mint nap. 

Mullis rendszerében a DNS szintézist végző polimeráz enzim a magas hőmérséklet 

miatt lebomlott, ezért azt minden ciklusban pótolni kellett. Később megtalálták a Thermus 

aquaticus baktériumot, amely a hőforrásokban él, így enzimjei a kifejezetten magas 

hőmérséklethez adaptálódtak (Chien et al., 1976). Az ebből kivont polimeráz enzimet (Taq 

polimeráz) alkalmazva a reakció jóval hatékonyabbá vált. Később molekuláris genetikai 

módszerekkel optimalizálták a működését, és más hőstabil organizmusokat is találtak. Ma, 

több különböző polimerázból 

válogathatunk a piacon, és sokféle, 

különböző célokra optimalizált PCR 

elvégzésére van lehetőség. 

1996-ban írták le először a 

kvantitatív real-time PCR-t (Heid et 

al., 1996). Ez a módszer lehetővé teszi 

a keletkező termék azonnali, 

fluorimetriás úton való detektálását, 

így nincs szükség a reakció végén gél 

elektroforézisre. 

A real-time PCR során képződő 

termék detektálására leggyakrabban 

2. ábra A Taqman próba (Koch, 2004) 
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SYBRGreen fluoreszcens DNS festéket (Molecular Probes), vagy TaqMan próbát (Applied 

Biosystems) alakalmaznak. 

A Taqman próba egy olyan oligonukleotid, amely egy riporter (jelző) és egy quencher 

(kioltó) festékkel van jelölve, és a DNS szintézis során a templát szálhoz a komplementaritása 

révén kapcsolódik. A DNS polimeráz exonukleáz aktivitása révén (hibajavítás), felismeri az 

idegen részt, és lehasítja a quenchert. Ekkor a két festék molekula eltávolodik egymástól, és 

ennek hatására a riporter emissziója detektálható lesz. A PCR gép minden ciklus végén 

gerjesztő fényt kibocsájtva vizsgálja a riporter molekula emisszióját, aminek erőssége arányos 

a képződött termék mennyiségével. A Taqman próba működését a 2. ábra illusztrálja. 

A real-time PCR analízis eredményeként CT értékeket kapunk, ami az a ciklusszám, 

ahol a minden ciklus végén detektált fluoreszcens jel exponenciálisan növekedni kezd, vagyis 

ahol átlépi a tresshold értéket (áttörési pont). A CT értékek összehasonlításával relatív 

értékeket tudunk meghatározni. Általában egy belső kontroll génre, és/vagy egy referencia 

mintára kapott CT értékekhez hasonlítjuk a jellemezni kívánt mintát/gént. 

Abszolút koncentrációk meghatározásához kalibrációs görbék felvételére van szükség, 

amik az áttörési ciklusszámokat mutatják a koncentrációk logaritmusának függvényében. 

Ezekből olyan standard sort kell készíteni, amely az amplifikálandó nukleinsavat ismert 

koncentrációkban tartalmazza, így az ismeretlen mennyiségű nukleinsavak CT értékeinek 

felhasználásával kiszámíthatóak a koncentrációk. 
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4. Célkitűzések 

Jelen dolgozatom célja az alábbi kérdések megválaszolása volt: 

1. Milyen mikroRNS-ek expresszálódnak a nyúl genomban? 

2. Megtalálhatóak-e a humán, illetve egér mikroRNS-ek homológjai a nyúl mintákban? 

3. Milyen hasonlóságok, illetve különbségek fedezhetőek fel az egér és a nyúl 

fibroblaszt, valamint a 13 és fél napos nyúl embrió mikroRNS mintázata között? 

4. Hogyan hasonlíthatóak össze a Solid szekvenálás, és a real-time PCR analízis során 

kapott mikroRNS mintázatok? 

5. Használható-e a Solid szekvenálás mikroRNS expresszió kvantitatív becslésére? 

  



14 

5. Anyag és módszer 

5.1. Solid szekvenálás 

A szekvenálást a Bay Zoltán Közhasznú Nonprofit Kft. Növénygenomikai, Humán 

Biotechnológiai és Bioenergiai Intézetében (BAYGEN) végezték (ma: a Magyar Tudományos 

Akadémia Szegedi Biológiai Kutatóközpontjának Genomikai Kutatócsoportja) 

(www.baygen.hu). A szekvenáláshoz BAYGEN G2939A gépet és Small RNA 1.2 assay-t 

alkalmaztak. A szekvenáltatott minták a következőek voltak: 13 napos CD1 egérből és 13 és 

fél napos nyúlból származó fibroblaszt, szintén 13 és fél napos nyúlból származó PGC 

(progenitor germ cell), és embrió, egyszer passzált nyúl embrionális őssejtek, valamint 6 és 7 

napos nyúl embrió. 

Az analízishez 5 darab hat napos, 10 darab hét napos és 3 darab 13 és fél napos 

embriót használtunk fel. 

5.2. Felhasznált adatbázisok 

A miRNS szekvenciákat a miRbase (www.mirbase.org) szabadon hozzáférhető, online 

miRNS adatbázisból vettem (Griffiths-Jones, 2004; Griffiths-Jones et al., 2006, 2008; 

Kozomara and Griffith-Jones, 2011). 

A teljes genomokban való keresést a BLAT (Blast-Like Alignment Tool) online 

szoftverrel végeztem (Kent, 2002; Dreszer et al., 2012). 

5.3. RNS preparátum készítése 

A real-time PCR analízishez egér és nyúl fibroblasztból, valamint 13 és fél napos nyúl 

embrióból nyert RNS mintákat használtunk fel. 

A fibroblaszt sejtek esetében először eltávolítottuk az elhasznált tápoldatot, majd 

miután PBS-el mostuk a sejteket, tripszinben 37°C-on, 5 %-os CO2 koncentráció mellett 10 

percen át inkubáltuk. Ez után FM-mel (fibroblaszt médiummal) leállítottuk a tripszint és 7 

percen át 4 °C-on, 1400 rpm-en centrifugáltuk. A felülúszó leszívása után a pelletet PBS-ben 

felszuszpendáltuk és két részre osztottuk. Ez után az előbbi módon ismét centrifugáltuk, majd 

a PBS leszívása után a pelletet 1ml TRIzol (SIGMA) reagensben felszuszpendáltuk, 10 percig 

szobahőmérsékleten tartottuk, ezt követően újra felszuszpendáltuk, majd az RNS izolálásig     

-70 °C-on tároltuk. 
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A 13 és fél napos embriókat császármetszéssel nyertük ki az anyaméhéből. A kinyert 

embriókat PBS oldattal mostuk, majd TRizol (SIGMA) reagensbe helyeztük. 5 perc után 

szuszpendáltuk az embrió szövetdarabjait tartalmazó oldatot, majd további 5 percen keresztül 

szobahőmérsékleten tartottuk a szuszpenziót. Ezt követően újra szuszpendáltuk az oldatot, 

majd az RNS izolálásig -70 °C-on tároltuk. 

5.4. RNS izolálás és koncentráció mérés 

A -70 °C-ról felolvasztott mintákat először kloroformmal mostuk (1 ml mintához 0,2 

ml kloroformot adtunk), majd szobahőmérsékleten néhány percig állni hagytuk. Centrifugálás 

(4 °C, 12 rpm, 15 perc) után az RNS-t tartalmazó felülúszót külön választottuk, majd egy az 

egy arányban izopropanolt (REANAL) adtunk hozzá. Szobahőmérsékleten 10 percig állni 

hagytuk, majd újabb centrifugálás (4 °C, 12 rpm, 15 perc) után eltávolítottuk a felülúszót, az 

RNS-t tartalmazó pelletet pedig 1ml   75 %-os etanollal mostuk. Egy végső centrifugálás      

(4 °C, 7.5 rpm, 5 perc) után kaptuk meg a tiszta RNS pelletet, amit ezek után nukleáz-mentes 

vízben (Invitrogen) oldottunk fel. 

A kapott RNS minta koncentrációját Thermo Scientific NanoDrop TM 1000 

Spectrophotometer-el mértük, amely nem csak a minta koncentrációját, hanem a tisztaságát is 

méri. Ennek mértékét két arányszámmal adja meg. Az egyik, a 260 és a 280, a másik pedig a 

260 és a 230 nm-en mért abszorbancia aránya (260/280, 260/230). RNS esetében az első 

értéknek 2,0 körül, a másodiknak 2,2 körül kell lennie. Ha valamelyik érték feltűnően 

alacsony, az azt jelenti, hogy olyan szennyeződés van benne, aminek 280 (pl. fehérje, fenol), 

illetve 230 nm körül magas az abszorbanciája (T009 - Technical Bulletin NanoDrop 1000 & 

8000, Thermo Fisher Scientific – NanoDrop products). 

Az izolált RNS-t felhasználásig -70 °C-on tároltuk. 

5.5. Reverz transzkripció 

A real-time PCR analízis elvégzéséhez az RNS-ről először reverz transzkripcióval 

cDNS-t kell szintetizálni. A cDNS írást TaqMan
®

 MicroRNA Reverse Transcription Kit-el 

végeztük (Applied Biosystems). 

A reverz transzkripcióhoz 15 µl-es eppendorf csövekbe 10 µl master mixet és 5 µl 

mintát mértünk. A minták minden esetben 5 ng/µl koncentrációjúak voltak, a master mix 

pedig 0,15 µl dNTP mixet, 1,00 µl Multiscribe
TM

 RT enzimet, 1,5 µl 10 × RT Buffert, 0,19 µl 
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RNase inhibitort 4,16 µl nukleáz-mentes vizet, és 3,00 µl RT primert (1. táblázat) 

tartalmazott. 

A reakcióhoz a következő TaqMan génexpressziós assay-ket alkalmaztuk (Applied 

Biosystems): 

Assay Kód  ID Szekvencia 

hsa-miR-302a-3p 4427975 RT/TM 000529 UAAGUGCUUCCAUGUUUUGGUGA 

hsa-miR-367-3p 4427975 RT/TM 000555 AAUUGCACUUUAGCAAUGGUGA 

hsa-miR-92a-3p 4427975 RT/TM 000430 UAUUGCACUUGUCCCGGCCUG 

hsa-let-7b-5p 4427975 RT/TM 002619 UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU 

hsa-miR-125b-5p 4427975 RT/TM 000449 UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA 

hsa-miR-145b-5p 4427975 RT/TM 002278 GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU 

hsa-miR-191-5p 4427975 RT/TM 002299 CAACGGAAUCCCAAAAGCAGCUG 

1. táblázat A reverz transzkripció és a real-time PCR analízis során használt RT illetve TM primerek adatai 

A reverz transzkripcióhoz a következő PCR beállítást alkalmaztuk: 

1. 16 °C 30 perc 

2. 42 °C 30 perc 

3. 85 °C 5 perc 

4. 4 °C kivételig 

Az elkészült cDNS-t felhasználásig -20 °C-on tároltuk. 

5.6. Real-time PCR analízis 

A valós idejű kvantitatív PCR (real-time PCR) használatával lehetőségünk volt a 

miRNS-ek relatív expressziójának meghatározására. A real-time PCR-t Eppendorf 

Mastercycler
®
 ep realplex

4
 géppel végeztük. 

A reakcióhoz 15 µl-es 96 lukú twinpic plate-et alkalmaztunk, melyre lukanként 14 µl 

Taq Mixet és 1 µl mintát mértünk. A Taq Mix 7,5 µl Master Mix-ből (TaqMan®  Universal  

PCR  Master  Mix, Applied Biosystems), 0,75 µl TM primerből (TaqMan
®
 Gene Expression 

Assays, Applied Biosystems) és 5,75 µl nukleáz-mentes vízből (Invitrogen) állt. 

A relatív expressziók meghatározásához a GenEx Standard szoftvert (MultiD, 

www.multid.se) alkalmaztuk. A miRNS expressziós értékeket a miR-191 mikroRNS  

expressziójához  normalizáltuk. 
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A reakcióhoz a következő PCR ciklust alkalmaztuk (a 2-3-as pont 40-szer ismételve): 

1. 95 °C 10 perc 

2. 95 °C 20 perc 

3. 60 °C 1 óra 5 perc 

5.7. Relatív expresszió számítások 

A PCR futások során minden mintából, minden miRNS-re három párhuzamost 

futattunk, így három CT értéket kaptunk, ahol az a jó, ha minél kisebb a szórás. A későbbi 

diagramokon ábrázolt relatív expressziós értékeket úgy kaptuk, hogy mindhárom paralellre 

kapot CT értékből kivontuk az azonos futásban, ugyan abban a mintában a miR-191-re kapott, 

három paralellből számított átlagos CT értéket, majd az így kapott három számból átlagot 

számoltunk (∆CT), végül a kettőt ennek a negatív hatványára emeltük: 
 

R = 2 
-∆Ct 

∆Ct = Ctx - CtmiR191 

vagyis: 

R=2
-[Ct(X)-Ct(miR191)] 
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6. Eredmények 

6.1. Solid szekvenálással kapott eredmények 

Solid szekvenálással (SOLiD™  System  Small  RNA  Analysis) elemzett egér, illetve 

nyúl mintákban kerestem ismert humán és egér mikroRNS szekvenciákat, és a kapott read 

számokat (találatszámokat) vizsgáltam. A szekvenáltatott minták a következők voltak: 

1. Egér fibroblaszt (mouse embryonic fibroblast, MEF) 

2. Nyúl fibroblaszt (rabbit embryonic fibroblast, rabEF) 

3. Nyúl embrionális őssejt (ES) 

4. Nyúl ősivarsejt (primordial germ cell, PGC) 

5. 6 napos nyúl embrió (6d) 

6. 7 napos nyúl embrió (7d) 

7. 13 és fél napos nyúl embrió (13.5d) 

A különböző fejlődési állapotok között tapasztalt expresszió-különbségekből 

következtethetünk arra, hogy mely miRNS-ek lehetnek őssejt-specifikusak. A nyúl őssejt 

kultúrák tápláló sejtrétegeként az egér fibroblaszt szolgál. Ennek elemzésével képet 

kaphatunk arról is, hogy milyen mértékű lehet a nyúl őssejtből nyert RNS mintában az egér 

fibroblasztból származó kontamináció. A szekvenálás során az egyes mintákban kapott teljes 

találatszámokat az alábbi táblázat (2. táblázat) és a mellékletben található diagram (I. ábra) 

mutatja. 

Az elemzés során arra voltunk kíváncsiak, hogy pusztán a szekvenálással biztos képet 

kaphatunk-e arról, hogy egy-egy miRNS expresszálódik-e a mintában, vagy sem, illetve arra, 

hogy a kapott read számok (találatszámok) 

alkalmasak-e miRNS expresszió kvantitatív 

becslésére. A kereséshez humán és egér őssejt-

specifikus miRNS-eket választottunk ki. A 

szekvenciákat a miRbase (www.mirbase.org) 

online, szabadon hozzáférhető miRNS 

adatbázisból vettük. A keresett miRNS-ekre 

kapott találatszámokat a melléklet (I. táblázat) 

tartalmazza. 

A szekvenciák validálásához igyekeztünk olyan miRNS-eket kiválasztani, amelyeknek 

a Solid szekvenálás során kapott read számai között viszonylag nagy különbség volt, hogy 

minta neve összes találatszám 

1. MEF 397054 

2. rab EF 382837 

3. rab ES 408319 

4. rab PGC 224596 

5. rab 6d emb 104235 

6. rab 7d emb 159130 

7. rab 13.5d e 1136498 

2. táblázat Az összes találatszám az egyes mintákban. 
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első lépésként azt lássuk, hogy a kapott mintázatok nagyságrendileg megegyeznek-e. A 

validááshoz kiválasztott miRNS-ekre kapott találatszámokat a következő táblázat (3. táblázat), 

a találatszámok alapján a miRNS-ek mintánkénti megoszlását pedig az alábbi diagramok (3-6. 

ábra) mutatják. 

Név Szekvencia 
1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 

MEF EF ES PGC 6d 7d 14d 

miR-302a-3p TAAGTGCTTCCATGTTTTGGTGA 0 0 8 0 0 19 2 

miR-367-3p AATTGCACTTTAGCAATGGTGA 0 0 0 0 0 0 0 

miR-92a-3p TATTGCACTTGTCCCGGCCTGT 126 465 95 1441 53 415 6919 

let-7b-5p TGAGGTAGTAGGTTGTGTGGTT 472 124 73 8 1 29 345 

miR-125b-5p TCCCTGAGACCCTAACTTGTGA 3582 1820 696 89 9 18 13055 

miR-145-5p GTCCAGTTTTCCCAGGAATCCCT 9907 2753 1466 215 29 182 5809 

miR-191-5p CAACGGAATCCCAAAAGCAGCT 794 737 171 136 12 252 5342 

3. táblázat A kiválasztott miRNS-ekre a Solid szekvenálás során kapott pontos találatszámok, és a keresett szekvenciák. 

A relatív értékek meghatározásához minden találatszámot az adott minta teljes 

találatszámával, valamint a mintán belüli miR-191 találatszámával osztottuk, mivel ezt 

használtuk belső kontrollként (housekeeping gene). A relatív találatszámokat összefoglaló 

táblázatot a melléklet (II. táblázat) tartalmazza. 

 
3. ábra  A Solid szekvenálással kapott, a minta teljes találatszámára és a miR-191-re normalizált találatszámok az egér 

fibroblaszt mintában. 

Az egér fibroblaszt mintában a szekvencia adatok alapján egyértelműen az látszik, 

hogy a a miR-145 expressziója a legerősebb, míg a miR-302 és a miR-306 szekvenciáit 

egyáltalán nem találtuk meg. 

miR-302a miR-367 miR-92a let-7b miR-125b miR-145 miR-191 
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4. ábra A Solid szekvenálással kapott, a minta teljes találatszámára és a miR-191-re normalizált találatszámok az nyúl 

fibroblaszt mintában. 

A szekvenálás során kapott találatszámok alapján a nyúl fibroblaszt mintában is a 

miR-145 szintje volt kiugróan magas a többi miRNS-éhez viszonyítva, viszont a 

számadatokat összehasonlítva az egér mintához képest jóval alacsonyabb. A miR-302 és a 

miR-367 szekvenciáit ebben a mintában sem találtuk meg. 

 

5. ábra A Solid szekvenálással kapott, a minta teljes találatszámára és a miR-191-re normalizált találatszámok a 13 és fél 

napos nyúl embrió mintában. 

A nyúl embrió szekvencia adataiban a fibroblasztokhoz képest jelentősen eltérő 

mintázat mutatkozik. A miR-145 szintje nem kiugróan magas, a miR-92 találatszáma viszont 

a többi miRNS-éhez képest jelentősen magasabb, mint a fibroblaszt mintákban. A miR-125 

találatszáma a nyúl fibroblasztéhoz hasonló, de ebben a mintában a miR-302a is megjelenik, 

bár igen alacsony relatív találatszámmal (2/1136498). 

miR-302a miR-367 miR-92a let-7b miR-125b miR-145 miR-191 

2. rabEF 0,0000 0,0000 0,6309 0,1682 2,4695 3,7354 1,0000 

0,0 

0,5 

1,0 

1,5 

2,0 

2,5 

3,0 

3,5 

4,0 

N
o

rm
a

li
zá

lt
 t

a
lá

la
ts

zá
m

o
k

 
2. Nyúl fibroblaszt (rab EF) 
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3. Nyúl embrió (13.5 d) 
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6. ábra A miRNS-eknek a Solid szekvenálás során kapott találatszámok alapján vett százalékos megoszlása az 

egyes mintákban. 

A 6. ábrán jól látható, hogy a várakozásainknak megfelelően, az egér és a nyúl 

fibroblaszt nagyon hasonló találatszám-arányokat mutat, bár a nyúl fibroblasztban erősebben 

megjelenő miR-92 egy kicsit eltolja a mintázatot. Az is látszik azonban, hogy a nyúl őssejt 

találatszám-eloszlása is igen hasonló. Ez utóbbi, feltehetően, részben az egér fibroblasztból 

származó szennyeződésnek köszönhető. A miR-302a a hét napos embrióban jelent meg 

magasabb találatszámmal, míg a miR-92 első sorban PGC-specifikusnak mondható, de a korai 

embrióban is magas a találatszáma. A miR-125 értéke a PGC és a korai embrió minták 

esetében alacsony, a miR-145 pedig első sorban fibroblaszt-specifikusnak tűnik. A miR-191 

találatszáma a hét napos embrióban a többihez képest magasabb, e miatt, amennyiben a 

miR191-et szeretnénk viszonyítási alapként használni, akkor a 6-7 napos embrió esetében 

történő analízist valamint a fibroblasztok, a 13,5 napos embrió és PGC analízisét külön 

csoportban kell elvégezni. 

6.2. Kvantitatív real-time PCR analízis eredményei 

A kvantitatív, valós idejű PCR lehetőséget ad arra, hogy a képződő termékek 

koncentrációját a reakció alatt folyamatosan detektáljuk. Eredményül a CT értékeket kapjuk 

(az a ciklusszám, ahol a görbe átlépi a tresshold értéket, vagyis az áttörési pontot), amelyek 

segítségével kiszámíthatjuk a belső kontroll génhez (housekeeping gene) viszonyított relatív 

expressziós értékeket.  

Egér és nyúl fibroblaszt, valamint 13 és fél napos nyúl embrió mintában 7 miRNS 

expresszióját vizsgáltuk. A kapott értékeket a miR-191 expressziójához normalizáltuk. A 
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relatív expressziós értékeket az alábbi diagram (7. ábra) mutatja. A mintánkénti ábrázolás a 

mellékletben (II., III., IV. ábra) található. 

 

7. ábra A miRNS-ek real-time PCR analízis során kapott CT értékeiből számított relatív expressziók, a miR-191-re 

normalizálva, logaritmikus skálán, a standard hiba feltüntetésével. Ugyan ez a diagram normál skálával 

megtalálható a mellékletben (II. ábra). 

Az adatokból jól látszik, hogy a miR-302a és a miR-367 nem expresszálódott az egér 

fibroblasztban, és a többi mintában is igen alacsony szinten. A miR-125 expressziója, a többi 

miRNS-éhez képest, kiugróan magas az összes mintában, de főként az egér fibroblasztban. A 

miR-92, a let-7b, és a miR-125 szintje igen eltérő a két fibroblaszt mintában. 

Az egyes mintákban lévő miRNS mintázatokat összehasonlítva azt mondhatjuk, hogy 

az egér és a nyúl fibroblaszt expressziós mintázata elég hasonló, bár ebből kilóg a miR-92, 

amelynek a nyúl fibroblasztban tapasztalható magas expressziója kissé eltolja a mintázatot. Ez 

azt jelenti, hogy az a miRNS, amelyik az egér fibroblasztban erősebben expresszálódik a 

többinél (pl. miR-145), az a nyúl fibroblasztban is erősebben expresszálódik, mint a többi 

miRNS, de nem feltétlenül ugyan annyival erősebben. A mintán belüli miRNS-eloszlás tehát 

hasonlónak mondható, de megjegyzendő, hogy itt olyan miRNS-eket vizsgáltunk, amelyek 

expressziója között viszonylag nagy különbségek voltak várhatóak. Egy finomabb 

összehasonlítás során, több miRNS-t nézve, ez nem biztos, hogy megállná a helyét. 

Megjegyzendő továbbá az is, hogy bár a mintázatok hasonlóak, az egzakt adatokat nézve, az 

egér fibroblaszt expressziós értékei jóval magasabbak, kivéve a miR-92 esetében, ahol viszont 

a nyúl fibroblasztban sokkal magasabb az expresszió. Az embrió mintát mindkét 

miR-302 miR-367 miR-92 let-7b miR-125 miR-145 

MEF 0,00000 0,00000 4,97132 13,63562 44,31707 2,06841 
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A miRNS-ek relatív expressziói az egyes mintákban 
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fibroblaszthoz viszonyítva ugyan ezt mondhatjuk el, de itt is kivétel a miR-92, amely a nyúl 

fibroblaszt és az embrió összehasonlítása során beleillik a mintázatba, de az egér 

fibroblasztban „túl alacsony” a szintje. Összefoglalva tehát azt mondhatjuk, hogy a 

mintázatok között felfedezhetőek hasonlóságok, de a tényleges adatokat nézve az expressziós 

különbségek nagyon nagyok. 

6.3. A két módszer eredményeinek összehasonlítása 

Végül a két módszer eredményeinek összevetése következett. Az alábbi összehasonlító 

diagramon a miRNS-ek százalékos megoszlását láthatjuk az egyes mintákban (8. és 9. ábra). 

 

8. ábra A miRNS-ek százalékos megoszlása az egyes minták között a Solid szekvenálás adatai alapján. 

 

9. ábra A miRNS-ek százalékos megoszlása az egyes minták között a real-time PCR analízis alapján. 

Ha összehasonlítjuk a két módszerrel kapott mintákon belüli miRNS-arányokat, akkor 

azt mondhatjuk, hogy a két kapott mintázat elég hasonló. Látható azonban az is, hogy a real-

time PCR analízis során a nyúl fibroblaszt és embrió mintában kimutatható volt a miR-367 és 

a miR-302 jelenléte, míg a szekvencia adatokban e két miRNS közül csak a miR-302 fordult 

elő, és az is csak az embrióban, nagyon kicsi találatszámmal. Más kutatókkal konzultálva 
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kiderült, hogy ők is tapasztalták, hogy a Solid szekvenálás nem képes kimutatni bizonyos 

miRNS-ek jelenlétét, de irodalmi adat erről egyelőre nem áll rendelkezésre, a jelenség oka 

nem ismert. Az alábbi diagramokon (10. és 11. ábra) ugyan ezen adatokat hasonlítjuk össze, 

csak nem a százalékos megoszlás, hanem az eredeti, normalizált értékek alapján. 

 

10. ábra A Solid szekvenálás során kapott, miR-191-re normalizált találatszámok mintánkénti eloszlása, logaritmikus 

skálán. 

 

11. ábra A real-time PCR analízis során kapott, miR-191-re normalizált expressziós értékek mintánkénti eloszlása, 

logaritmikus skálán. 

A 10-es és 11-es ábrán jól megfigyelhető, hogy míg a let-7b és a miR-145 mintázata, a 

két módszert összevetve hasonló, addig a miR-92 és a miR-125 esetén az embrióban a 
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szekvenálással indokolatlanul nagy találatszámot kaptunk. Bár a let-7b és a miR-145 esetében 

a két módszer során kapott expressziós mintázatok összehasonlíthatóak, meg kell jegyezni, 

hogy a számszerűsített adatokat nézve, a nagyságrendi arányok igen eltérőek. Ugyan ezt 

mondhatjuk el, ha egy-egy mintán belül a miRNS-ek egymáshoz viszonyított arányát nézzük, 

és akkor is, ha egy-egy miRNS minták közti eloszlását vizsgáljuk. 

6.4. Az eredmények értékelése 

Jelen dolgozatomban első sorban arra kerestük a választ, hogy a Solid szekvenálással 

nyert adatok alapján végezhetünk-e miRNS-expresszió becslést, illetve, hogy ez a 

szekvenálási technika mennyire képes kimutatni az egyes miRNS-ek expresszálódását, vagy 

annak hiányát. Ehhez humán és egér miRNS-ek szekvenciáit kerestük az egér és nyúl 

mintákban, arra is keresve a választ, hogy megtalálhatóak-e a humán és egér miRNS-ek 

homológjai a nyúl mintákban, valamint, hogy ezek szekvenciája mennyire hasonlít, vagy tér 

el a referencia fajokétól. Kíváncsiak voltunk továbbá arra is, hogy milyen hasonlóságok, 

illetve különbségek fedezhetőek fel az egér, és a nyúl fibroblaszt, valamint a 13 és fél napos 

nyúl embrió miRNS-mintázata között. 

A szekvencia analízis során számos humán és egér miRNS homológját sikerült 

azonosítanunk a nyúl mintákban, melyeket azután a nyúl genomban is megtaláltunk. Egyes 

esetekben a humán, illetve az egér szekvenciától bizonyos mértékben eltérő, nyúl-specifikus 

szekvenciákat találtunk. 

A real-time PCR analízissel végzett, minták közti miRNS mintázat összehasonlítás 

során azt tapasztaltuk, hogy különösen a nyúl fibroblaszt és az embrió mintázata között 

fedezhetőek fel hasonlóságok, ám a tényleges expressziós értékek között nagyságrendi 

különbségek vannak. A szekvencia adatokat, és a real-time PCR analízis során kapott 

eredményeket összevetve, azt mondhatjuk, hogy a Solid szekvenálással kapott adatok nagy 

vonalakban mutatják az egyes miRNS-ek jelenlétét, és eloszlását, de előfordul, hogy egyes 

miRNS-ek jelenlétét, eddig ismeretlen okokból, nem képes kimutatni, és pontos expresszió 

becslésre sem alkalmas. Bár a pontos arányokat, és mintázatot nem határozhatunk meg vele, 

arra alkalmas, hogy azt mondhassuk, hogy egy miRNS „erősen expresszálódik”, vagy 

„nagyon gyengén expresszálódik” a mintában. Így, a mintát nagy vonalakban feltérképezve, 

láthatjuk, hogy mely miRNS-eket mely mintákban érdemes tovább vizsgálni. 

Mindemellett a Solid szekvenálás nagyon jól alkalmazható arra, hogy új, faj-, vagy 

szövet-specifikus miRNS-eket azonosíthassunk. 



26 

Feltételezéseink szerint, a két módszer pontosabb összehasonlítását tenné lehetővé az 

RNAzol reagensbe felvett RNS preparátumok használata. Ebben az esetben az izolálás során 

külön választhatjuk a miRNS frakciót. Így, az eddigi mintáinkkal ellentétben, ahol a real-time 

PCR reakcióhoz teljes RNS-ről írt cDNS-t alkalmaztunk, ezeknek az új RNS mintáknak az 

analízise során, lehetővé válna a teljes miRNS koncentrációhoz viszonyítani az egyes gének 

expressziós szintjét. Ugyan ezt az összehasonlítást megtehetjük a Solid szekvencia adatokkal 

is, hiszen ott is tudjuk, hogy az összes read számból mennyi lehet a miRNS. Így talán 

közelebb hozhatnánk a két módszer eredményeit egymáshoz 

A további vizsgálatok során tervezzük ezen felül több minta bevonását a real-time 

PCR analízisbe, mint pl. a 6 és 7 napos nyúl embrió, és a nyúl PGC (ősivarsejt), amelyekről a 

szekvencia adatok már a rendelkezésünkre állnak. Szeretnénk továbbá több miRNS-t is 

megvizsgálni, és összehasonlítani a szekvencia adatokat, a PCR-rel kapot expressziós 

szintekkel, és mintázatokkal. E mellett szeretnénk minél több, első sorban a feltehetően őssejt-

specifikus, miRNS funkcionális analízisét elvégezni. Ez a különböző mintákban a miRNS-ek 

in vitro túlexpresszáltatására és gátlására történő változások vizsgálatát jelenti. 
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7. Összefoglalás 

Az elmúlt évtizedek kutatásai során derült fény a mikroRNS-ek (miRNS) létezésére, 

és az általuk betöltött fontos génregulációs mechanizmusokra. A miRNS-ek olyan 21-26 

nukleotid hosszú, fehérjét nem kódoló, egyszálú RNS molekulák, amelyek alapvető 

szabályozó funkciók érzékeny beállításában vesznek részt. Szabályozó szerepüket a gének 

poszttranszkripcionális módosítása során fejtik ki azáltal, hogy az mRNS 3’ végén található 

nem transzlálódó régióhoz (UTR, Untranslated Region) kötődnek és ott a transzlációt 

gátolják, vagy az mRNS degradációját okozzák. A miRbase adatbázisban több mint 1000 

humán (Homo sapiens), és több mint 800 egér (Mus musculus) miRNS szerepel, egyelőre 

azonban nem közöltek nyúl (Oryctolagus cuniculus) miRNS szekvenciákat. Számos kutatás 

irányul egyes sejttípusokra, vagy megbetegedésekre specifikusan jellemző miRNS 

expressziós mintázatok meghatározására. 

Jelen dolgozatom célja annak a hipotézisnek a tesztelése volt, hogy a Solid 

szekvenálás során kapott találatszámok miRNS expresszió becslésre alkalmasak, valamint egy 

olyan módszer kidolgozása, amellyel a Solid szekvenálás során kapott adatok 

összehasonlíthatóak a real-time PCR analízis során kapott eredményekkel. Solid 

szekvenálással kapott egér és nyúl fibroblaszt, valamint 13 és fél napos nyúl embrió minták 

szekvencia adataiban kerestük már leírt, humán és egér mikroRNS-ek homológjait. Ezek után 

egér és nyúl fibroblasztból, valamint 13 és fél napos nyúl embrióból izolált RNS mintákban 

real-time PCR analízissel vizsgáltuk különböző mikroRNS-ek jelenlétét és expressziós 

szintjét. Végül összehasonlítottuk a két módszerrel kapott adatokat. 

Eredményeink alapján azt mondhatjuk, hogy a Solid szekvenálás során kapott 

találatszámok egy az egyben nem hasonlíthatóak össze a real-time PCR analízis során kapott 

relatív expressziós értékekkel, pontos génexpressziós mintázat általuk nem írható le. Bár 

egyes esetekben nagyságrendi becslést végezhetünk, ezek megbízhatósága igen kicsi, pontos 

arányok meghatározására pedig egyáltalán nem alkalmas. 

Feltételezéseink szerint pontosabb összehasonlítást tenne lehetővé az RNAzol 

reagensbe felvett RNS preparátumok használata, amelynél az izolálás során külön 

választhatjuk a miRNS frakciót. Ezeknek a mintáknak az analízise során, lehetővé válna a 

teljes miRNS koncentrációhoz viszonyítani az egyes gének expressziós szintjét. Ugyan ezt az 

összehasonlítást megtehetjük a Solid szekvencia adatokkal is, hiszen ott is tudjuk, hogy az 

összes találatszámból mennyi lehet a miRNS. Így talán közelebb hozhatnánk a két módszer 

eredményeit egymáshoz, és fel tudnánk állítani egy összehasonlítási skálát.  
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8. Summary 

 Over the past few decades microRNAs (miRNA) have emerged as important 

regulators of gene expression networks. Since then, numerous studies tried to identify 

miRNAs and analyse their function. It is proven, that they have important regulatory roles in 

proliferation, apoptosis, cell differentiation, and link to numerous types of cancer specific 

miRNA expression patterns are known. 

 MiRNAs are 21-26 nucleotide long, non-coding, single stranded RNAs, which have an 

important role in the sensitive adjustment of basic functions by posttranscriptional gene 

regulation. They target sites are in the three prime untranslated regions (3’ UTR) of 

messengerRNA (mRNA), where they repress the translation or cleavage the mRNA. 

According to data of miRbase, more than 1000 human (Homo sapiens) and more than 

800 mouse (Mus musculus) miRNAs are known, but not any yet in rabbit (Oryctolagus 

cuniculus). Numerous studies try to identify specific gene expression patterns of specific cell 

types, or cancers. 

 In this study we would like to test the hypothesis according to which the number of 

reads, what we get by Solid sequencing, could be used to estimate the gene expression level. 

Moreover, we would like to devise a method to compare the data of Solid sequencing with the 

results of real-time PCR analysis. With this object we searched known human and mouse 

miRNA sequences in sequenced mouse fibroblast, rabbit fibroblast and 13.5-day-old rabbit 

embryo. After that, we isolated RNA from mouse and rabbit fibroblasts, and rabbit 13.5-day-

old embryo, than analysed it by real-time PCR to identify some of the searched miRNAs. 

 As a result of comparison, it could be established that the read numbers of Solid 

sequencing cannot be directly compared to the relative expression levels of real-time PCR 

analysis. Although in some cases we could estimate the order of magnitude, these are not 

really reliable, and we could not identify exact scales or expression patterns. 

 We suppose it could be possible to perform more exact comparison, if we used 

RNAzol Reagent for RNA isolation. It let us to isolate separately the miRNA fraction, and we 

could use cDNA for the real-time PCR from miRNA fraction. In this case it could be possible 

to compare each miRNA’s expression to the all miRNA expression level. It could be done the 

same analysis with the read numbers of Solid sequencing, because we know the number of the 

total miRNA reads. So, we could make more exact comparison between the two methods. 
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12. Mellékletek 

I. táblázat A keresett miRNS-ekre kapott találatszámok az egyes mintákban. 

Név miRNS Szekvencia 
1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 

Fajok 
MEF EF ES PGC 6d 7d 14d 

miR-302b-5p ACUUUAACAUGGAGGUGCUUUC 0 0 0 0 0 0 0 - 

miR-302b-3p UAAGUGCUUCCAUGUUUUAGUCG 0 0 3 0 4 25 4 hsa, mmu 

miR-302c-5p UUUAACAUGGGGGUACCUGCUG 0 0 0 0 0 0 0 - 

miR-302c-3p UAAGUGCUUCCAUGUUUCAGUGG 0 0 0 0 0 0 0 - 

miR-302a-5p ACUUAAACGUGGAUGUACUUGCU 0 0 0 0 0 3 0 hsa 

miR-302a-3p UAAGUGCUUCCAUGUUUUGGUGA 0 0 8 0 0 19 2 hsa, mmu 

miR-302d-5p ACUUUAACAUGGAGGCACUUGC 0 0 0 0 0 0 0 - 

miR-302d-3p UAAGUGCUUCCAUGUUUGAGUGU 0 0 3 0 0 32 5 hsa, mmu 

miR-367-5p ACUGUUGCUAAUAUGCAACUCU 0 0 0 0 0 0 0 - 

miR-367-3p AAUUGCACUUUAGCAAUGGUGA 0 0 0 0 0 0 0 - 

miR-290-5p ACUCAAACCGUGGGGGCACUUU 1 1 2 9 160 4841 9 mmu 

miR-291a-5p CAUCAAAGUGGAGGCCCUCUCU 0 0 0 0 0 0 0 - 

miR-291a-3p AAAGUGCUUCCACUUUGUGUGC 0 0 0 0 0 0 0 - 

miR-292-5p ACUCAAACUGGGGGCUCUUUUG 0 0 0 0 0 0 0 - 

miR-292-3p AGUGCCGCCAGGGUUUGAGUGU 0 0 0 0 46 309 0 mmu 

miR-293-5p ACUCAAACUGUGUGACAUUUUG 0 0 0 0 0 0 0 - 

miR-294-3p AAAGUGCUUCCCUUUUGUGUGU 0 0 0 1 19 405 1 mmu 

miR-295-3p AAAGUGCUACUACUUUUGAGUCU 0 0 0 0 0 0 0 - 

miR-17-3p ACUGCAGUGAAGGCACUUGUAG 0 0 0 3 0 0 98 hsa, mmu 

miR-17-5p CAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG 49 184 10 78 5 65 7583 hsa, mmu 

miR-18a-3p ACUGCCCUAAGUGCUCCUUCUGG 0 4 0 1 0 0 38 hsa 

miR-18a-5p UAAGGUGCAUCUAGUGCAGAUAG 14 58 0 31 2 5 1049 hsa, mmu 

miR-19a-3p UGUGCAAAUCUAUGCAAAACUGA 0 6 0 17 2 0 56 hsa, mmu 

miR-19a-5p AGUUUUGCAUAGUUGCACUACA 0 0 0 0 0 0 0 - 



II 
 

Név miRNS Szekvencia 
1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 

Fajok 
MEF EF ES PGC 6d 7d 14d 

miR-19b-1-5p AGUUUUGCAGGUUUGCAUCCAGC 0 1 0 0 0 1 31 hsa, mmu 

miR-19b-3p UGUGCAAAUCCAUGCAAAACUGA 19 45 5 38 8 17 1583 hsa, mmu 

miR-20a-3p ACUGCAUUAUGAGCACUUAAAG 0 0 0 0 0 0 0 - 

miR-20a-5p UAAAGUGCUUAUAGUGCAGGUAG 2 47 0 53 4 10 1738 hsa, mmu 

miR-92a-3p UAUUGCACUUGUCCCGGCCUGU 126 465 95 1441 53 415 6919 hsa 

miR-92a-1-5p AGGUUGGGAUUUGUCGCAAUGCU 0 0 0 0 0 0 0 - 

miR-512-I-5p ACUCAGCCUUGGGGGCACUUCC 1 0 0 0 19 587 3 ocu 

miR-512-II-5p ACUCAGCCCUGGGGGCACUUCC 0 0 0 0 32 1104 0 ocu 

miR-512-3p AAGUGCCGUCAAGGUUGAGCUU 0 0 0 0 7 145 0 ocu 

miR-498 UUUCAAGCUGGGGGGUGUUUUU 0 1 0 2 30 28 0 ocu 

miR-520e AAAGUGCUUCCUUUUUGAGUGU 0 0 0 0 0 37 0 ocu 

let-7a-5p UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU 76 72 19 1 2 4 234 hsa, mmu 

let-7b-5p UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU 472 124 73 8 1 29 345 hsa, mmu 

let-7c-5p UGAGGUAGUAGGUUGUAUGGUU 116 12 17 3 0 2 123 hsa, mmu 

let-7e-5p UGAGGUAGGAGGUUGUAUAGUU 12 29 4 3 0 0 197 hsa, mmu 

miR-1 UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAU 0 0 0 0 0 0 58 hsa, mmu 

miR-103a-3p AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGA 747 786 71 114 12 107 18267 hsa, mmu 

miR-125b-5p UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA 3582 1820 696 89 9 18 13055 hsa, mmu 

miR-134-5p UGUGACUGGUUGACCAGAGGGG 20 0 2 0 0 0 0 hsa, mmu 

miR-142-3p UGUAGUGUUUCCUACUUUAUGGA 0 0 0 0 0 0 0 - 

miR-143-3p UGAGAUGAAGCACUGUAGCUC 308 95 112 5 1 8 544 hsa, mmu 

miR-145-5p GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU 9907 2753 1466 215 29 182 5809 hsa, mmu 

miR-191-3p GCUGCACUUGGAUUUCGUUCCC 1 0 0 0 0 0 0 mmu 

miR-191-5p CAACGGAAUCCCAAAAGCAGCU 794 737 171 136 12 252 5342 ocu 

miR-200c-3p UAAUACUGCCGGGUAAUGAUGGA 0 0 0 0 0 0 49 hsa, mmu 

miR-20a-5p UAAAGUGCUUAUAGUGCAGGUAG 2 63 0 53 4 10 1738 hsa, mmu 



III 
 

Név miRNS Szekvencia 
1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 

Fajok 
MEF EF ES PGC 6d 7d 14d 

miR-2137 GCCGGCGGGAGCCCCAGGGAG 1 0 0 0 0 0 0 mmu 

miR-21-5p UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA 913 1064 238 14 1 19 901 hsa, mmu 

miR-320-3p AAAAGCUGGGUUGAGAGGGCGA 210 190 109 151 16 42 772 hsa, mmu 

miR-34c-5p AGGCAGUGUAGUUAGCUGAUUGC 40 3 0 0 0 0 17 hsa, mmu 

miR-370-3p GCCUGCUGGGGUGGAACCUGGU 41 24 0 3 0 2 94 hsa, mmu 

miR-375-3p UUUGUUCGUUCGGCUCGCGUGA 0 0 0 0 0 0 8 hsa, mmu 

miR-379-5p UGGUAGACUAUGGAACGUAGG 34 38 4 0 0 0 172 hsa, mmu 

miR-380-5p AUGGUUGACCAUAGAACAUGCG 0 0 1 0 0 0 0 hsa, mmu 

miR-382-5p GAAGUUGUUCGUGGUGGAUUCG 124 55 10 1 0 0 149 hsa, mmu 

miR-410-3p AAUAUAACACAGAUGGCCUGU 3 20 0 0 0 0 106 hsa, mmu 

miR-423-3p AGCUCGGUCUGAGGCCCCUCAGU 73 99 11 69 0 10 401 hsa, mmu 

miR-467c-5p UAAGUGCGUGCAUGUAUAUGUG 0 0 0 0 0 0 0 - 

miR-542-3p UGUGACAGAUUGAUAACUGAAA 3 7 0 3 0 0 46 hsa, mmu 

miR-672-5p UGAGGUUGGUGUACUGUGUGUGA 0 8 0 2 0 0 82 mmu 

miR-690 AAAGGCUAGGCUCACAACCAAA 0 0 0 0 0 0 0 - 

miR-708-5p AAGGAGCUUACAAUCUAGCUGGG 10 8 3 12 0 0 526 hsa, mmu 

miR-92b-3p UAUUGCACUCGUCCCGGCCUCC 10 10 8 106 8 8 706 hsa, mmu 

miR-93-5p CAAAGUGCUGUUCGUGCAGGUAG 47 90 11 36 1 27 3636 hsa, mmu 

miR-99a-5p AACCCGUAGAUCCGAUCUUGUG 915 442 84 106 0 17 11640 hsa, mmu 

miR-99b-5p CACCCGUAGAACCGACCUUGCG 346 110 65 18 0 0 815 hsa, mmu 

A táblázat az egyes mintákban a keresett mikroRNS szekvenciákra kapott read számokat mutatja, valamint azt, hogy melyik faj ismert 

szekvenciáját vettük alapul a kereséskor (hsa: Homo sapiens, mmu: Mus musculus, ocu: Oryctolagus cuniculus). Azokban az esetekben jelöltük 

meg a nyulat, mint a szekvencia forrását, amikor a talált mikroRNS bizonyos mértékben eltért mindkét referencia faj szekvenciájától, de 

valószínűsíthetően ugyan arról a mikroRNS-ről van szó. Ezekben az esetekben a Solid szekvenálással kapott nyúl szekvenciát adtuk meg. 



 

IV 

 

miRNS neve MEF rabEF 13.5 d 

miR-302a-3p 0,0000 0,0000 0,0004 

miR-367-3p 0,0000 0,0000 0,0000 

miR-92a-3p 0,1587 0,6309 1,2952 

let-7b-5p 0,5945 0,1682 0,0646 

miR-125b-5p 4,5113 2,4695 2,4438 

miR-145-5p 12,4773 3,7354 1,0874 

II. táblázat A Solid szekvenálás során a kiválasztott miRNS-ekre 

kapott találatszámok a teljes találatszámokra, és a miR-191-re 

normalizálva. 

 

I. ábra A Solid szekvenálás során kapott összes találatszám az egyes mintákban. 

 

II. ábra A miRNS-ek real-time PCR analízis során kapott CT értékeiből számított relatív expressziók, a miR-

191-re normalizálva,  a standard hiba feltüntetésével az egér fibroblaszt mintában. 
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1. Egér fibroblaszt (MEF) 



 

V 

 

 

III. ábra A miRNS-ek real-time PCR analízis során kapott CT értékeiből számított relatív expressziók, a miR-

191-re normalizálva,  a standard hiba feltüntetésével a nyúl fibroblaszt mintában. 

 

IV. ábra A miRNS-ek real-time PCR analízis során kapott CT értékeiből számított relatív expressziók, a miR-

191-re normalizálva,  a standard hiba feltüntetésével a nyúl embrió mintában. 
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2. Nyúl fibroblaszt (rab EF) 
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3. Nyúl embrió (13.5 d) 



 

VI 

 

 

V. ábra A miRNS-ek real-time PCR analízis során kapott CT értékeiből számított relatív expressziók, a miR-191-re 

normalizálva, normál skálán, a standard hiba feltüntetésével. Megjegyzendő, hogy a skála miatt a nagyon kicsi értékek nem 

látszanak rendesen. 

miR-302 miR-367 miR-92 let-7b miR-125 miR-145 

MEF 0,00000 0,00000 4,97132 13,63562 44,31707 2,06841 

EF 0,00062 0,00025 12,50407 3,12216 25,69366 1,83241 

13.5 d 0,00691 0,00170 11,66541 0,63761 5,24137 0,14745 
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A miRNS-ek relatív expressziói az egyes mintákban 


