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2. Bevezetés

A korabbi meggy6zddésekkel ellentétben, miszerint a genom nagy részét alkotd, nem
koédold szekvenciak funkcid nélkiili, felesleges szakaszok (,,junk DNA”), egyre tobb kutatas
allitja, hogy a fehérjét nem kodolé géneknek is igen fontos szerepiik van a biologiai
tulajdonsagok megnyilvanuldsaban. Ezt bizonyitja a legijabb nagyszabasu vallalkozés, az
ENCODE (ENCyclopedia Of DNA Elements) Project eredménye is, melynek keretében a
human genom funkciondlis analizise soran kideriilt, hogy a kordbbi 1 %-os becsléssel
ellentétben, a genom minimum 80 %-a bir valamilyen aktiv bioldgiai funkcidval (The
ENCODE Project Consortium, 2011).

A nem kodold gének csoportjaba tartoznak az 1993-ban felfedezett (Lee et al., 1993)
mikroRNS-ek is, melyek a ma ismert kis RNS-ek legnépesebb csoportjat alkotjak.

A mikroRNS-ek (miRNS-ek) olyan kb. 22 nukleotid hosszu, fehérjét nem kodolo,
egyszalo RNS molekuldk, amelyek alapvetd szabalyoz6 funkciok érzékeny bedllitasaban
vesznek részt (Bartel, 2004). Szabalyozd szerepiiket a gének poszttranszkripcionalis
modositasa soran fejtik ki azaltal, hogy az mRNS 3° végén taldlhatd nem transzlalodo
régidohoz (Untranslated Region, UTR) kdtddnek, és ott a transzlaciot gatoljak, vagy az mRNS
degradaciojat okozzak (Lim et al., 2005).

Szamos MIRNS-t irtak mar le emberben, egérben, és mas fajokban, nytilban azonban
még egyet sem (www.mirbase.org). Régota ismertek Ossejt-specifikus miRNS-ek is,
melyeknek fontos szerepiik van a pluripotencia fenntartdsaban, illetve a differencidlodas
gatlasaban.

Munkam soran nyul dssejt-specifikus miRNS-ek azonositasat végeztem. Amennyiben
sikeriilne olyan miRNS-eket taldlni, melyek segitségével képesek lennénk a sejtekben
fenntartani a pluripotens, differencialatlan allapotot, ivarsejt kiméra nyulak létrehozasara
alkalmas dssejt vonalakat kaphatnank.

Ennek elsd 1épéseként azt szerettiik volna tesztelni, hogy a Solid szekvenalds soran
kapott read szamok (talalatszamok) mennyire korrelalnak a real-time PCR analizis soran
megallapitott expresszios szintekkel. A megszekvenalt egér és nyll mintdkban human és egér
mMIRNS-ek homologjait kerestilk, majd ezek koziil néhanyat kivalasztva real-time PCR
analizissel vizsgaltuk, hogy az egér és nyul fibroblasztban, valamint a 13 és fél napos nyul
embriéban hasonldé mintazatot kapunk-e, mint a szekvencidk vizsgalatakor. Amennyiben
sikeriilne Osszefiiggést talalni a két modszer kozott, akkor a szekvencia analizissel kapott

adatokbol kozvetleniil megbecsiilhetnénk az egyes miRNS-ek expressziojat. Ezzel a



modszerrel lehetdség nyilik nyual-specifikus miRNS-ek azonositasara is. Mig egy PCR
analizis soran csak (legalabb részben) ismert szekvencidkra lehet primereket tervezni, addig

egy ilyen modszerrel azonosithatova valnak addig ismeretlen, teljesen uj szekvenciak is.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A mikroRNS-ek

3.1.1. A mikroRNS-ek felfedezése és szerepe

Az elsé mikroRNS-t (miRNS) Victor Ambros és munkatarsai, Rosalind Lee ¢&s
Rhonda Feinbaum fedezték fel Caenorhabditis elegans (Nematoda) lin-4 génjének vizsgalata
soran, amely a féreg larvalis fejlédési idejét szabalyozza. Eszrevették, hogy bar a lin-4 nem
kodol szabalyozd fehérjét, néhany kis RNS molekula szintjét emeli (Lee et al., 1993). A
szekvencia analizis soran rajottek, hogy egy kb. 60 nukleotid hosszu, hajtii-szerti (stem loop)
molekula egyik karjarol lehasadd rész tobbé-kevésbé komplementer a lin-14-r6l atirddo
mRNS 3° UTR részével, valamint ide bekotddni képes, és ezéltal gatolja a transzlaciot
(Wightman et al., 1991, 1993).

Tobb év kellett ahhoz, hogy egy Gjabb miRNS-t, a let-7 miRNS-t, felfedezzék, szintén
C. elegansban. A let-7 a lin-4-hez hasonldan fejti ki a hatasat, csak mas fejlodési allapotban
(Reinhart et al., 2000; Slack et al., 2000). A let-7 RNS-t, és génjének homologjait, hamarosan
a huméan és a Drosophila” genomban is azonositottdk, valamint 11 masik allatfajban is
megtalaltak (Pasquinelli et al., 2000).

Azb6ta szamos nodvényi és allati miRNS funkcidjat vizsgaltak. Bizonyitottan igen
fontos szerepiik van az allati sejtosztodas, sejthalal, sejtdifferencialodas, és a zsir-anyagcsere
szabalyozasaban (Brennecke et al., 2003; Xu et al., 2003; Ambros, 2004; Bartel, 2004),
novényekben pedig a levél és a virag kialakulasdnak szabéalyozasaban (Reinhart et al., 2002;
Aukerman and Sakai, 2003; Chen, 2003; Emery et al., 2003; Palatnik et al., 2003). Kimutattak
fejlodési allapotra jellemzé miRNS expresszids mintdzatokat is (Krichevsky et al., 2003;
Mineno et al., 2006).

Ujabb tanulmanyok szerint a miRNS-eknek szerepilk lehet a testi sejtek
visszaprogramozasaban 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 elso,
szomatikus sejtekbdl visszaprogramozassal 1étrehozott pluripotens sejteket (induced

pluripotent stem cells, iPSCs) négy faktor (Yamanaka faktorok) felhasznaldsaval hoztak létre

" A kézismert genetikai modellallatot, a Drosophila melanogastert, azaz az ecetmuslicat, nem csak a biologiaval foglalkozok,
hanem a legtobb ember jol ismeri. A leglijabb genetikai kutatasok alapjan a Sophophora genusba (korabban subgenus)
soroltak at (ICZN, 2010). Mivel a legtobb helyen, a kozérthet6ség kedvéért, a régi nevet alkalmazzak, mi is ezt a
terminologiat kovetjiik, de megjegyzendd, hogy a ma hivatalos név a Sophophora melanogaster.



(Takahasi and Yamanaka, 2006). Azota szamos kutatas iranyult arra, hogy kiilonb6z6 feln6tt
sejtekbdl visszaprogramozassal 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-dijat kapott (Yamanaka, 2012). A legajabb Kkutatdsok szerint egér sejtek
visszaprogramozasa elvégezhetd lenne a korabban hasznalt faktorok nélkiill, miRNS-ek

felhasznalasaval (Anoyke-Danso et al., 2011).
3.1.2. A mikroRNS-ek bioszintézise

A miRNS-ek bioszintézisének elsd 1épéseként, az RNS polimeraz II. enzim
segitségével, a nucleusban torténik meg a transzkripci6. Ennek eredményeként egy hosszu,
tobb kanyarulatbol allé6 molekula jon Iétre, a primer-miRNS (pri-miRNS), melybél a DGCR8
kofaktorral rendelkezé Drosha endoribonukleaz képes egy kb. 70 nukleotid hosszusagu hurok
(stem loop) kihasitasara, ez a prekurzor-miRNS (pre-miRNS), amely az Exportin5
segitségével jut a citoplazméaba. Itt a TRBP kofaktorral rendelkezé Dicer ribonukledz a pre-
miRNS egyik karjar6l kihasitja a kb. 22 nukleotid hosszusagu, érett miRNS-t. Ez, az
Argonaute csalad egyik tagjaval, valamint a Dicer-rel egyiitt egy RISC nevii komplexet (RNA
Inducing Silencing Complex) alkotva képes az mRNS 3’ végén 1évé nem transzlalodo
régiohoz (Untranslated Region, UTR) kapcsolodni (Lee et al., 2002; Cullen, 2004; Tomari et
al., 2005). A folyamatot az alabbi abra (1. dbra) mutatja.
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1. abra A miRNS-ek bioszintézise (Kuo et al., 2012).



3.1.3. A mikroRNS-ek konzervativitasa

A miRNS-ek, szekvenciajukat tekintve, igen konzervativak, vagyis az evolucid soran
nagyon lassan valtoznak. Egyes becslések szerint, nukleotid sorrendjiikben 100 millié évente
torténik egy szubsztitucié (Peterson et al., 2009). Emiatt sok egyforma, vagy nagyon hasonld
szekvencidgju miRNS taldlhatd egyrészt, olyan kozeli rokonok genomjdban, mint pl. a
Caenorhabditis elegans, és a C. briggsae, de ugyan ez elmondhatd az egér (Mus musculus) és
az ember (Homo sapiens) esetében, sét, joval tdvolabbi rokonok kozott is megfigyelhetd
(Ambros et al., 2003; Aravin et al., 2003; Lagos-Quintana et al., 2003; Lim et al., 2003a,
2003b). gy pl. a C. elegans MIRNS génjeinek kb. egy harmadanak homologjai
megtaladlhatéak a human genomban (Lim et al., 2003b). A tavolabbi rokonok esetében
megfigyelhetd, hogy egy-egy géncsalad tobb, vagy kevesebb taggal rendelkezik, igy pl. a let-
7 géncsaladnak C. elegansban 4, emberben legalabb 15, mig Drosophilaban minddssze egy
tagja van (Lim et al., 2003b; Lai et al., 2003; Pasquinelli et al., 2000; Aravin et al., 2003). Ez
a szekvencidlis konzervativitds, feltehetéen, a nukleotid-sorrendjiikkel 0Osszefliggd
feladatukkal magyarazhato.

Mivel a miRNS-ek nagyon ritkan vesznek el a genombdl (Peterson et al., 2009),
nagyon ¢értékes filogenetikai markernek szamitanak. Megoldast jelenthetnek olyan
filogenetikai problémdkra, mint pl. az Arthropoda taxon belsé rokonsagi kapcsolatainak

felderitése (Caravas et al., 2010).

3.1.4. A mikroRNS-ek és a rak

Régota tudjuk, hogy a miRNS-eknek -elengedhetetlen szerepilk van a korai
egyedfejlédésben, valamint a normalis életmiikodések szabéalyozasaban (Grishok et al, 2001;
Ketting et al., 2001; Laurent, 2008). Ennek kovetkeztében kiilonb6z6 betegségek is
kapcsolatba hozhatéak a miRNS-ek abnormalis miikddésével, melyeket Osszefoglalva a
miR2Disease Base online adatbazisban (www.mir2disease.org) is megtalalhatunk (Jiang et
al., 2009).

Szamos miRNS-t hoztak kapcsolatba rdkos megbetegedésekkel is, melyeket
,oncomir’-eknek neveziink (Hammond, 2006). Els6ként a miR-21-r61 mutattak ki, hogy
szerepe lehet kiilonbozd szervek, mint az agy (Chan et al., 2005), mell (Iorio et al., 2005),
hasnyalmirigy, prosztata, tiid6 (Volinia et al., 2006), méhnyak (Lui et al., 2007), maj (Meng et
al., 2007), petefészek (lorio et al., 2007), pajzsmirigy (Tetzlaff et al., 2007), vastagbél



(Asangani et al., 2008), ¢s a nyeldcsé (Hu et al., 2011) daganatos megbetegedéseinek
kialakuldséban.

A miRNS-ek onkogén tulajdonsaga feltehetden azzal magyarazhatdo, hogy a
kromoszomak fragilis részein helyezkednek el, ahol gyakoribb a mutaciok kialakulasa, és
ezek felhalmozddasa vezethet rakos megbetegedésekhez (Calin et al., 2004).

Human rakos megbetegedéssel el6szor 2002-ben hoztak kapcsolatba miRNS-eket
(Calin et al., 2002), 2008 6ta pedig az emberi szérumbol is képesek kimutatni a miRNS-ek
expresszios szintjét (Chen et al., 2008), aminek nagyon nagy jelentésége van a daganatos
megbetegedések korai diagnosztizalasdban. Leirtak ugyanis egyes rakos megbetegedésekre
specifikusan jellemzé miRNS mintazatot (Lu et al., 2005), amely egyrészt, a nehezen
diagnosztizalhatd tumorok jellegének meghatarozasdhoz nyujt segitséget, masrészt
(Vosaetal., 2011).

Ezen tulmenden, megfigyelték, hogy egyes miRNS-eknek tumor szupresszor
tulajdonsaga van, ilyen példaul a let-7 miRNS csalad, amelynek tagjai onkogén targettekhez
kapcsolodva, gatoljak azok expresszidjat, igy fejtik Ki tumor szupresszor hatasukat (Lee and
Dutta, 2007).

3.1.5. A mikroRNS-ek és az ossejtek

Az Gssejtek kiilonlegessége elsé sorban, az aszimmetrikus osztodasuknak koszonhetd
onmegljitod képességiikben rejlik. Az dssejtek osztddasakor a létrejovo két leanysejt koziil az
egyik ugyan olyan dssejt, mint amibdl 1étrejott, a masik pedig egy mar differencialtabb
fejlodési allapotban 1évd sejt. Az embrionalis Ossejteket a blasztociszta allapott embrid
embridcsomojabol (inner cell mass, ICM) nyerhetjilk (Evans and Kaufman, 1981; Martin,
1981). Ezek pluripotens sejtek, vagyis mindharom embrionalis csiralemez (ekto-, endo-, és
mezoderma) sejtjei 1étrejohetnek beldliik, de az extraembrionalis szovetek kialakitasara mar
nem képesek.

Az embriondlis Ossejtek régota allnak az érdeklddés kdzéppontjaban, hiszen specialis
tulajdonsagaiknak koszonhetéen igen igéretes szerepiik lehet a regenerativ orvoslasban,
egyeldre azonban igen keveset tudunk réluk, igy a téma vizsgalata inkabb az alapkutatdsok,
mintsem a klinikai felhasznalas targykorébe tartozik.

Viszonylag régota ismert, hogy a miRNS-eknek fontos szerepiik van a pluripotencia

fenntartasaban, illetve a sejtek differencidloddsdnak beinditasaban, amit elsé sorban az



ugynevezett pluripotencia gének (pl. Oct4, Sox2, Nanog) poszttranszkripcionalis
szabalyozasaval érnek el. Elsdként a miR-290-295 klaszter tagjair6l mutattak ki, hogy az egér
embriokban mar két sejtes fejlodési allapotban, igen erdsen expresszalodnak, majd a fejlodés
késébbi szakaszaban expressziojuk csokken (Houbaviy et al.,, 2003; Suh et al., 2004).
Létrehoztak olyan knockout (génkiiitott) egereket, melyekben a miRNS érés folyamata nem
megfelelden zajlott, és figyelték ezek fejlodését. Azt tapasztaltdk, hogy az ilyen egerek,
melyekben a miRNS-ek nem megfeleléen miikodtek, abnormalisan fejlédtek, és ezen
keresztiil igazoltak, hogy a miRNS-eknek a sejtdifferencidlodas soran is elengedhetetlen
szerepiik van (Kanellopoulou et al., 2005; Murchison et al., 2005; Wang et al., 2007). Bar
ennek a komplex mechanizmusnak még nem minden részlete tisztazott, a miR-134 miRNS-
6l pl. kimutattak, hogy az dssejtek ektodermalis irdnyba valo differencidlodéasaért felelds, és

A miRNS-ek sejtdifferencialodassal kapcsolatos szerepe legjobban talan ugy
vizsgalhato, ha feltérképezziik, hogy mely miRNS-ek jellemzdek az egyes sejttipusokra €s
fejlédési allapotokra, és hogy ezek expresszids szintje hogyan valtozik az egyedfejlodés
soran. Elvégezhetd tovabba a miRNS-ek funkciondlis analizise, amely sordn in vitro
tulexpresszaltatjuk, illetve gatoljuk az egyes miRNS-eket, és figyeljiik, hogy ennek milyen

hatasa van mas gének expressziojara, és az egyedfejlodés menetére.

3.2. A nyul, mint betegség modell

Az utobbi idében a human betegségek vizsgalatanak egyik legnépszeriibb alanya a
nyal (Oryctolagus cuniculus), mivel a korai embriofejlédése, és az Ossejtek tulajdonsagai
sokkal jobban hasonlitanak az emberéhez, mint az egér (Mus musculus) esetében (Fischer et
al., 2012). Régota szolgal olyan human betegségek modellezésére, mint az atheroscerosis
(érelmeszesedés), osteoarthritis (masnéven arthritis, degenerativ iziileti gyulladas),
tuberkulézis (tiidoglimokor), az Alzheimer kor, 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 allatokon tudjunk vizsgélni, elengedhetetleniil
sziikséges, hogy képesek legyiink az allat tulajdonsagainak célzott befolyasolasara. Ehhez
olyan nyul dssejt vonalra (ES sejtvonal) lenne sziikség, melynek segitségével ivarsejt kiméra
allatokat is létre lehet hozni. Ezen sejtvonalbol szarmazo sejteket felhasznalva, célzott

genetikai modositas lenne végezhetd.



A kiméra készitésnek jelenleg két mddja ismert: a mikroinjektalas és az aggregaltatas.
Az elobbi esetben blasztociszta allapoti embrio belsejébe injektdlunk a sejtvonalbol
szarmaz0, genetikailag moddositott, pluripotens sejteket. Ennél joval egyszeriibben
kivitelezhetd a masik modszer, amikor nyolc sejtes embridval aggregaltatjuk a sejtvonalbol
szarmazo6, genetikailag modositott, pluripotens sejteket. A beiiltetett Ossejtek integralodnak az
embridocsomodba, €s a sziiletendd utdod minden sejtje tartalmazni fogja a transzgént, beleértve
az ivarsejteket is (Bosze and Gocza, 2005).

Az elso, €lve sziiletett, igazoltan ES sejt kiméra nyulakat 2010-ben hoztak l1étre, am
ezek ivarsejtjei kozott nem volt a transzgénikus ES sejtekbdl szarmazo ivarsejt, tehat
utodaikra nem tudtak atorokiteni az 1j tulajdonsagot (Zakhartchenko et al., 2011).

Az orvoskutatds teriiletén egyre nagyobb igény mutatkozik célzott genetikai
modositast hordozd nyulak eldallitasara. Ehhez sziikség lenne megfeleld pluripotens nyul
Ossejt vonalra, amely segitségével olyan kiméra nyulak hozhatoéak 1étre, melyek ivarsejtjeibe

is képes integralodni a transzgén, ezaltal lehetdvé téve az Uj tulajdonsag orokithetoségét.

3.3. A Solid szekvenalas

Az els6 szekvenalasi technikakat az 1970-es években fejlesztették ki. 1977-ben
publikaltak elészor a Maxam-Gilbert (Maxam and Gilbert, 1977), és a Sanger-modszert
(Sanger et al., 1977) is, melyek a termékek elektroforetikus szeparalasan alapulnak. Ezeknek
aztan szamos tovabbfejlesztett valtozatat hasznaltak, és hasznaljak ma is.

Az utobbi években elterjedt uj-generdcios szekvenalasi technikak (,,Next-generation
sequencing”, NGS) mind nanotechnologiat hasznalnak, és a beépiild nukleotidokat nem
utélag, hanem a beépiilés pillanataban detektaljak. Ezek a technologiak mar sokkal kevesebb
emberi munkaval, sokkal gyorsabban és olcsobban dolgoznak.

Ilyen 0j generacios szekvenalasi technika az Applied Biosystems altal kifejlesztett
SOLID™ szekvenalasi modszer is (Shendure et al, 2005). A SOLIiD (Sequencing by
Oligonucleotide Ligation and Detection) modszer ugy miikodik, hogy a DNS-t 35 nukleotid
hosszu fragmensekre bontja, melyekhez hozzdkapcsolodnak olyan adapterek, amik képesek a
fragmenseket 1 um atmérdjii gyongyok feliiletéhez kotni, és itt, az emulzidban végbemend
polimeraz lancreakcid soran, megsokszorozodnak. Egy gyongy feliiletén mindig egyféle
fragmens sokszorozodik fel. A gyongyoket végiil egy tiveg feliiletre kotik, itt torténik meg
maga a szekvenalds. A tobbi mddszertdl abban kiilonbozik, hogy nem polimeraz, hanem ligéz

enzim ¢épiti az Ujonnan szintetizdlodo szélat, valamint, hogy nem nukleotidok, hanem
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oktamer, fluoreszcensen jelolt probak épiilnek be, melyeken a szinek baziskettdsoket (,,di-
base” proba) jelolnek (4 szin, 16 féle bazispar). Ez utan a foszfatdz enzim az oktamer utols6
harom bazisat levagja, igy 6t nukleotid marad beépiilve, amelybdl az elsé kettd kodolja a
detektalt szint. Addig ismétlik ujra a ciklust, amig a komplementer szal teljesen felépiil.
Amikor ez kész, leoldjak a primert és a keletkezett szalat, és tobbszor ismétlik a folyamatot,
mindig egy nukleotiddal rovidebb primert alkalmazva, igy eltolva torténik a leolvasas, és az
atfedésekbdl kiolvashato a szekvencia. Az, hogy ugyanaz a bazis tobbszor olvasodik le, és az

egyes ciklusoknal mas szin kodolja, pontosabb leolvasast tesz lehetové.

3.4. Real-time PCR

A polimeraz lancreakciot (Polymerase Chain Reaction, PCR) Kary Mullis fedezte fel
1983-ban (Mullis et al., 1983). A modszer egy specifikus DNS-szakasz enzimatikus
felszaporitasat teszi lehetdvé, ¢és ma mar széles kortien hasznaljak a kiilonbozo
tudomanyteriileteken, nap mint nap.

Mullis rendszerében a DNS szintézist végzd polimerdz enzim a magas homérséklet
miatt lebomlott, ezért azt minden ciklusban poétolni kellett. Késébb megtalaltak a Thermus
aquaticus baktériumot, amely a hoéforrasokban ¢él, igy enzimjei a kifejezetten magas
hémérséklethez adaptalodtak (Chien et al., 1976). Az ebbdl kivont polimerdz enzimet (Taq
polimeraz) alkalmazva a reakcid joval hatékonyabba valt. Késébb molekularis genetikai

modszerekkel optimalizaltdk a mitkodését, és mas hdstabil organizmusokat is talaltak. Ma,

tobb kiilonb6z6 polimerazbol T — \h‘ & e e gyl
valogathatunk a piacon, és sokféle, 6\’ PSR @‘
kiilonb6z6 célokra optimalizalt PCR L o ~NE—

elvégzésére van lehetdség.

1996-ban irtdk le eldszor a
Anneal \h; Regporter fluorescence quenched

kvantitativ real-time PCR-t (Heid et

. /?) @J
al., 1996). Ez a modszer lehetové teszi N

a  keletkezo termék azonnali,

fluorimetrias tUton vald detektalasat, .
xten

igy nincs sziikség a reakcio végén gél N (»D\/]

elektroforézisre.

Reporter fluorescence detected

A real-time PCR soran képz6do

termék detektalasara leggyakrabban
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SYBRGreen fluoreszcens DNS festéket (Molecular Probes), vagy TagMan probat (Applied
Biosystems) alakalmaznak.

A Tagman proba egy olyan oligonukleotid, amely egy riporter (jelzd) és egy quencher
(kiolto) festékkel van jeldlve, és a DNS szintézis soran a templat szalhoz a komplementaritasa
révén kapcsolddik. A DNS polimeraz exonukledz aktivitdsa révén (hibajavitas), felismeri az
idegen részt, és lehasitja a quenchert. Ekkor a két festék molekula eltdvolodik egymastol, és
ennek hatdsara a riporter emisszidja detektalhatdo lesz. A PCR gép minden ciklus végén
gerjeszto fényt kibocsajtva vizsgalja a riporter molekula emisszidjat, aminek eréssége aranyos
a képzodott termék mennyiségével. A Tagman proba miikodését a 2. abra illusztralja.

A real-time PCR analizis eredményeként Ct értékeket kapunk, ami az a ciklusszam,
ahol a minden ciklus végén detektalt fluoreszcens jel exponencialisan névekedni kezd, vagyis
ahol atlépi a tresshold értéket (attorési pont). A Cy értékek Osszehasonlitdsaval relativ
értékeket tudunk meghatarozni. Altaldban egy belsé kontroll génre, és/vagy egy referencia
mintara kapott Cy értékekhez hasonlitjuk a jellemezni kivant mintat/gént.

Abszolut koncentraciok meghatarozasahoz kalibracids gorbék felvételére van sziikség,
amik az attorési ciklusszamokat mutatjdk a koncentraciok logaritmuséanak fiiggvényében.
Ezekbdl olyan standard sort kell késziteni, amely az amplifikdlandé nukleinsavat ismert
koncentraciokban tartalmazza, igy az ismeretlen mennyiségli nukleinsavak Ct értékeinek

felhasznalasaval kiszamithatdak a koncentraciok.
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4. Célkitiizések

Jelen dolgozatom célja az alabbi kérdések megvalaszolasa volt:

1. Milyen mikroRNS-ek expresszalodnak a nyul genomban?

2. Megtalalhatéak-e a human, illetve egér mikroRNS-ek homologjai a nyul mintakban?

3. Milyen hasonlosagok, illetve kiilonbségek fedezhetdek fel az egér és a nyul
fibroblaszt, valamint a 13 ¢és fél napos nytl embrié mikroRNS mintazata kozott?

4. Hogyan hasonlithatéak 6ssze a Solid szekvenalas, és a real-time PCR analizis soran
kapott mikroRNS mintazatok?

5. Hasznélhat6-e a Solid szekvenalas mikroRNS expresszi6 kvantitativ becslésére?

13



5.  Anyag és modszer

5.1. Solid szekvenalas

A szekvenalast a Bay Zoltan Kozhaszni Nonprofit Kft. Novénygenomikai, Human
Biotechnolégiai és Bioenergiai Intézetében (BAY GEN) végezték (ma: a Magyar Tudomanyos
Akadémia Szegedi Biologiai Kutatékozpontjanak Genomikai Kutatdcsoportja)
(www.baygen.hu). A szekvenalashoz BAYGEN G2939A gépet és Small RNA 1.2 assay-t
alkalmaztak. A szekvenaltatott mintdk a kovetkezdéek voltak: 13 napos CD1 egérbdl és 13 és
fél napos nyulbdl szarmazéd fibroblaszt, szintén 13 és fél napos nyulbol szarmazo PGC
(progenitor germ cell), és embrid, egyszer passzalt nyul embrionalis 6ssejtek, valamint 6 és 7
napos nyul embrid.

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

embriodt hasznaltunk fel.
5.2. Felhasznalt adatbazisok

A miRNS szekvencidkat a miRbase (www.mirbase.org) szabadon hozzéaférhetd, online
miRNS adatbazisbol vettem (Griffiths-Jones, 2004; Griffiths-Jones et al., 2006, 2008;
Kozomara and Griffith-Jones, 2011).

A teljes genomokban vald keresést a BLAT (Blast-Like Alignment Tool) online
szoftverrel végeztem (Kent, 2002; Dreszer et al., 2012).

5.3. RNS preparatum készitése

A real-time PCR analizishez egér és nyul fibroblasztbol, valamint 13 és fél napos nyul
embriobol nyert RNS mintakat hasznéltunk fel.

A fibroblaszt sejtek esetében elészor eltavolitottuk az elhasznalt tapoldatot, majd
miutan PBS-el mostuk a sejteket, tripszinben 37°C-on, 5 %-0s CO, koncentracio mellett 10
percen at inkubaltuk. Ez utdn FM-mel (fibroblaszt médiummal) leéllitottuk a tripszint és 7
percen at 4 °C-on, 1400 rpm-en centrifugaltuk. A feliiluszo leszivasa utan a pelletet PBS-ben
felszuszpendaltuk és két részre osztottuk. Ez utdn az el6bbi modon ismét centrifugéaltuk, majd
a PBS leszivasa utan a pelletet 1ml TRIzol (SIGMA) reagensben felszuszpendaltuk, 10 percig
szobahémérsékleten tartottuk, ezt kovetden Ujra felszuszpendaltuk, majd az RNS izolalasig

-70 °C-on taroltuk.
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A 13 ¢és fél napos embriokat csaszarmetszéssel nyertiik ki az anyaméhébdl. A kinyert
embridkat PBS oldattal mostuk, majd TRizol (SIGMA) reagensbe helyeztiik. 5 perc utan
szuszpendaltuk az embrid szovetdarabjait tartalmazo oldatot, majd tovabbi 5 percen keresztiil
szobahOmérsékleten tartottuk a szuszpenzidt. Ezt kdvetden ujra szuszpendaltuk az oldatot,

majd az RNS izolalasig -70 °C-on taroltuk.
5.4. RNS izolalas és koncentracio mérés

A -70 °C-1dl felolvasztott mintakat eldszor kloroformmal mostuk (1 ml mintahoz 0,2
ml kloroformot adtunk), majd szobahdémérsékleten néhany percig allni hagytuk. Centrifugalas
(4 °C, 12 rpm, 15 perc) utdn az RNS-t tartalmaz6 feliiliszot kiilon valasztottuk, majd egy az
egy aranyban izopropanolt (REANAL) adtunk hozza. Szobahémérsékleten 10 percig allni
hagytuk, majd Gjabb centrifugalas (4 °C, 12 rpm, 15 perc) utan eltavolitottuk a feliilaszot, az
RNS-t tartalmaz6 pelletet pedig Iml 75 %-0s etanollal mostuk. Egy végsé centrifugalas
(4 °C, 7.5 rpm, 5 perc) utan kaptuk meg a tiszta RNS pelletet, amit ezek utan nukleaz-mentes
vizben (Invitrogen) oldottunk fel.

A kapott RNS minta koncentraci6jat Thermo Scientific NanoDrop TM 1000
méri. Ennek mértékét két aranyszammal adja meg. Az egyik, a 260 és a 280, a masik pedig a
260 és a 230 nm-en mért abszorbancia aranya (260/280, 260/230). RNS esetében az elso
értéknek 2,0 koriil, a masodiknak 2,2 koril kell lennie. Ha valamelyik érték feltiinden
alacsony, az azt jelenti, hogy olyan szennyez6dés van benne, aminek 280 (pl. fehérje, fenol),
illetve 230 nm koriil magas az abszorbanciaja (T0O09 - Technical Bulletin NanoDrop 1000 &
8000, Thermo Fisher Scientific — NanoDrop products).

Az izolalt RNS-t felhasznalésig -70 °C-on taroltuk.

5.5. Reverz transzKkripcio

A real-time PCR analizis elvégzéséhez az RNS-r6l eldszor reverz transzkripcidval
cDNS-t kell szintetizalni. A ¢cDNS irast TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit-el
végeztiik (Applied Biosystems).

A reverz transzkripciohoz 15 pl-es eppendorf csévekbe 10 pl master mixet és 5 pl

crer

pedig 0,15 pl ANTP mixet, 1,00 ul Multiscribe™ RT enzimet, 1,5 ul 10 x RT Buffert, 0,19 ul
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RNase inhibitort 4,16 pl nukleaz-mentes vizet, és 3,00 pul RT primert (1. tablazat)
tartalmazott.
A reakcidohoz a kovetkezé TagMan génexpresszios assay-ket alkalmaztuk (Applied

Biosystems):

Assay Kéd 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. tablazat A reverz transzkripcio és a real-time PCR analizis soran hasznalt RT illetve TM primerek adatai

A reverz transzkripciohoz a kovetkezd PCR beallitast alkalmaztuk:
1. 16°C 30 perc
2. 42°C 30 perc
3. 85°C  5perc
4. 4°C kivételig
Az elkésziilt cDNS-t felhasznalasig -20 °C-on taroltuk.

5.6. Real-time PCR analizis

A valos idejii kvantitativ PCR (real-time PCR) hasznalataval lehetGségiink volt a
mMiRNS-ek relativ expresszidjanak meghatarozasara. A real-time PCR-t Eppendorf
Mastercycler® ep realplex” géppel végeztiik.

A reakcidhoz 15 pl-es 96 luka twinpic plate-et alkalmaztunk, melyre lukanként 14 pl
Taq Mixet és 1 pul mintat mértiink. A Taq Mix 7,5 pl Master Mix-b6él (TagMan® Universal
PCR Master Mix, Applied Biosystems), 0,75 ul TM primerbél (TagMan® Gene Expression
Assays, Applied Biosystems) és 5,75 ul nukleaz-mentes vizb6l (Invitrogen) allt.

A relativ expressziok meghatarozasahoz a GenEx Standard szoftvert (MultiD,
www.multid.se) alkalmaztuk. A miRNS expresszios értékeket a miR-191 mikroRNS

expresszidjahoz normalizaltuk.
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A reakciohoz a kovetkezé 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 o6ra5 perc

5.7. Relativ expresszio szamitasok

A PCR futdsok sordn minden mintdbol, minden miRNS-re harom parhuzamost
futattunk, igy harom Cr értéket kaptunk, ahol az a jo, ha minél kisebb a szoras. A késébbi
diagramokon abrazolt relativ expresszios értékeket ugy kaptuk, hogy mindharom paralellre
kapot Cr értékbdl kivontuk az azonos futasban, ugyan abban a mintaban a miR-191-re kapott,
harom paralellbdl szamitott atlagos Cr értéket, majd az igy kapott harom szambdl atlagot
szamoltunk (ACry), végiil a kett6t ennek a negativ hatvanyara emeltiik:

R = 2 ACt

ACt = Ctx - Ctmirior

vagyis:
R=2[CtO9-Ct(miR191)]
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6. Eredmények

6.1. Solid szekvenalassal kapott eredmények

Solid szekvenalassal (SOLiD™ System Small RNA Analysis) elemzett egér, illetve
nyul mintdkban kerestem ismert humén ¢és egér mikroRNS szekvencidkat, és a kapott read

szamokat (talalatszamokat) vizsgaltam. A szekvenaltatott mintak a kdvetkezdk voltak:

Egér fibroblaszt (mouse embryonic fibroblast, MEF)
Nyul fibroblaszt (rabbit embryonic fibroblast, rabEF)
Nyul embrionalis 6ssejt (ES)

Nyul dsivarsejt (primordial germ cell, PGC)

6 napos nyul embrio (6d)

7 napos nyul embrio (7d)

N o ok~ D oe

13 és fél napos nyal embri6 (13.5d)

A kiilonbozd fejloédési  allapotok kozott tapasztalt expresszid-kiilonbségekbdl
kovetkeztethetlink arra, hogy mely miRNS-ek lehetnek Ossejt-specifikusak. A nyual &ssejt
kultardk taplald sejtrétegeként az egér fibroblaszt szolgdl. Ennek elemzésével képet
kaphatunk arrol is, hogy milyen mértékii lehet a nyul dssejtbél nyert RNS mintdban az egér
fibroblasztbol szarmazé kontaminacio. A szekvenalas soran az egyes mintakban kapott teljes
talalatszamokat az alabbi tablazat (2. tablazat) és a mellékletben talalhaté diagram (l. abra)
mutatja.

Az elemzés soran arra voltunk kivancsiak, hogy pusztan a szekvenalassal biztos képet

kaphatunk-e arrol, hogy egy-egy miRNS expresszalodik-e a mintaban, vagy sem, illetve arra,

hogy a kapott read szamok (talalatszamok) minta neve 6sszes taldlatszam
alkalmasak-e MIiRNS expresszio kvantitativ | 1 MEE 397054
becslesere. A kereseéshez human és egér Gssejt- | o rab EF 382837
specifikus mMiRNS-eket valasztottunk ki. A 3. rab ES 408319
szekvencidkat a miRbase (www.mirbase.org) 4 rab PGC 224596
online, szabadon hozzaférhetd  miRNS 5 rab 6d emb 104235
adatbazisbol vettiik. A keresett miRNS-ekre 6. rab 7d emb 159130
kapott talalatszamokat a melléklet (I. tablazat) 7 rab 13.5d e 1136498

tartalmazza.

2. tablazat Az Osszes taldlatszam az egyes mintakban.

A szekvenciak validalasahoz igyekeztiink olyan miRNS-eket kivalasztani, amelyeknek

a Solid szekvenalds soran kapott read szamai kozott viszonylag nagy kiilonbség volt, hogy
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elsé lépésként azt lassuk, hogy a kapott mintdzatok nagysagrendileg megegyeznek-e. A

validaashoz kivalasztott miRNS-ekre kapott talalatszamokat a kovetkez6 tablazat (3. tablazat),

a talalatszamok alapjan a miRNS-ek mintankénti megoszlasat pedig az alabbi diagramok (3-6.

abra) mutatjak.

Név Szekvencia 1. 2. 3. 4. | 5. | 6. 7.
MEF| EF | ES |[PGC|6d | 7d | 14d
miR-302a-3p | TAAGTGCTTCCATGTTTTGGTGA | 0 0 0 19 2
miR-367-3p | AATTGCACTTTAGCAATGGTGA 0 0 0 0 0
miR-92a-3p | TATTGCACTTGTCCCGGCCTGT | 126 | 465 | 95 |1441| 53 | 415 | 6919
let-7b-5p TGAGGTAGTAGGTTGTGTGGTT | 472 | 124 | 73 8 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. tablazat A kivalasztott miRNS-ekre a Solid szekvenalas soran kapott pontos talalatszamok, és a keresett szekvenciak.

A relativ értékek meghatarozasdhoz minden taldlatszamot az adott minta teljes

talalatszamaval, valamint a mintan beliilli miR-191 talalatszamaval osztottuk, mivel ezt

hasznaltuk bels6é kontrollként (housekeeping gene). A relativ talalatszamokat Gsszefoglald

tablazatot a melléklet (II. tablazat) tartalmazza.

1. Egér fibroblaszt (MEF)
14
<
£ 12
<
2 1
]
s 3
8
£ 6
S
= 4
=
s 2
- 0 — I
miR-302a | mMiR-367 | miR-92a let-70 | miR-125b | miR-145 | miR-191
'W1.MEF| 0,0000 0,0000 0,1587 0,5945 45113 | 12,4773 | 11,0000

3.4bra A Solid szekvenalassal kapott, a minta teljes talalatszamara és a miR-191-re normalizalt tallatszamok az egér

fibroblaszt mintaban.

Az egér fibroblaszt mintaban a szekvencia adatok alapjan egyértelmiien az latszik,

hogy a a miR-145 expresszidja a leger6sebb, mig a miR-302 és a miR-306 szekvenciait

egyaltalan nem talaltuk meg.




2. Nyul fibroblaszt (rab EF)
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0,0 : : : ——— . . .

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

|l2. rabEF 0,0000 0,0000 0,6309 0,1682 2,4695 3,7354 1,0000

4.4abra A Solid szekvenalassal kapott, a minta teljes talalatszamara és a miR-191-re normalizalt talalatszamok az nyul
fibroblaszt mintaban.

A szekvenalas soran kapott taldlatszamok alapjan a nyul fibroblaszt mintaban is a
miR-145 szintje volt kiugréan magas a tobbi miRNS-éhez viszonyitva, viszont a
szamadatokat Osszehasonlitva az egér mintdhoz képest joval alacsonyabb. A miR-302 és a

mMiR-367 szekvencidit ebben a mintaban sem talaltuk meg.

3. Nyul embrié (13.5 d)
3,0

2,5

2,0

15

1,0

0,5

Normalizalt talalatszamok

0,0 -
miR-145

1,0874

miR-191
1,0000

miR-92a
1,2952

let-7b
0,0646

miR-125b
2,4438

miR-302a
0,0004

miR-367
0,0000

(1354

5.abra A Solid szekvenalassal kapott, a minta teljes talalatszamara és a miR-191-re normalizalt talalatszamok a 13 és fél
napos nyul embri6 mintaban.

A nyul embriéo szekvencia adataiban a fibroblasztokhoz képest jelentGsen eltérd
mintazat mutatkozik. A miR-145 szintje nem kiugréan magas, a miR-92 talalatszama viszont
a tobbi miRNS-éhez képest jelentésen magasabb, mint a fibroblaszt mintakban. A miR-125
talalatszama a nyul fibroblasztéhoz hasonld, de ebben a mintaban a miR-302a is megjelenik,

bar igen alacsony relativ talalatszammal (2/1136498).
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A miRNS-ek szazalékos megoszlasa az egyes mintakban
135d
7d mmiR-302a-3p
6d BEmiR-367-3p
B miR-92a-3p
PGC B let-7b-5p
ES B miR-125b-5p
¥ miR-191-5p
MEF
0% 20% 40% 60% 80% 100%

6. abra A miRNS-eknek a Solid szekvenalas soran kapott taldlatszamok alapjan vett szdzalékos megoszlasa az
egyes mintakban.

A 6. abran jol lathato, hogy a varakozadsainknak megfeleléen, az egér és a nyul
fibroblaszt nagyon hasonl6 taldlatszam-ardnyokat mutat, bar a nytl fibroblasztban erésebben
megjelend miR-92 egy Kicsit eltolja a mintazatot. Az is latszik azonban, hogy a nyul Gssejt
talalatszam-eloszlasa is igen hasonl6. Ez utobbi, feltehetden, részben az egér fibroblasztbol
szarmaz6 szennyezOdésnek koszonhetd. A miR-302a a hét napos embridoban jelent meg
magasabb taldlatszdmmal, mig a miR-92 els6é sorban PGC-specifikusnak mondhatd, de a korai
embrioban is magas a talalatszama. A miR-125 értéke a PGC és a korai embrié mintak
esetében alacsony, @ miR-145 pedig elsé sorban fibroblaszt-specifikusnak tiinik. A miR-191
talalatszama a hét napos embridban a tobbihez képest magasabb, e miatt, amennyiben a
miR191-et szeretnénk viszonyitasi alapként hasznalni, akkor a 6-7 napos embrio esetében
torténd analizist valamint a fibroblasztok, a 13,5 napos embrié és PGC analizisét kiilon

csoportban kell elvégezni.
6.2. Kvantitativ real-time PCR analizis eredményei

A kvantitativ, valos idejli PCR lehetdséget ad arra, hogy a képzddd termékek
(az a ciklusszam, ahol a gorbe atlépi a tresshold értéket, vagyis az attérési pontot), amelyek
segitségével kiszamithatjuk a belsdé kontroll génhez (housekeeping gene) viszonyitott relativ
expresszios értékeket.

Egér és nyul fibroblaszt, valamint 13 ¢és fél napos nyul embrid6 mintdban 7 miRNS

expressziojat vizsgaltuk. A kapott értékeket a miR-191 expresszidjahoz normalizaltuk. A
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relativ expresszids értékeket az aldbbi diagram (7. dbra) mutatja. A mintdnkénti dbrazolas a

mellékletben (IL, IIl., IV. 4bra) talalhato.

A MIRNS-ek relativ expresszioi az egyes mintakban
™ 100,0000
2
% 10,0000
=
%5 1,0000
2
£ 0,000
e
g 000 —
£ 00010 i =
o
Z 10,0001 _ . : , :
miR-302 miR-367 miR-92 let-7b miR-125 miR-145
= MEF 0,00000 0,00000 497132 13,63562 44,31707 2,06841
BEF 0,00062 0,00025 12,50407 3,12216 25,69366 1,83241
13.5d| 0,00691 0,00170 11,66541 0,63761 5,24137 0,14745
7.abra A miRNS-ek real-time PCR analizis soran kapott Ct értékeibdl szamitott relativ expressziok, a miR-191-re

normalizalva, logaritmikus skalan, a standard hiba feltiintetésével. Ugyan ez a diagram normal skalaval
megtalalhat6 a mellékletben (II. abra).

Az adatokbdl jol latszik, hogy a miR-302a és a miR-367 nem expresszalddott az egér
fibroblasztban, és a tobbi mintaban is igen alacsony szinten. A miR-125 expresszidja, a tobbi
MIiRNS-¢hez képest, kiugroan magas az dsszes mintaban, de foként az egér fibroblasztban. A
miR-92, a let-7b, és a miR-125 szintje igen eltéro a két fibroblaszt mintaban.

Az egyes mintakban 1évé miRNS mintazatokat 6sszehasonlitva azt mondhatjuk, hogy
az egér és a nyul fibroblaszt expressziés mintdzata elég hasonlo, bar ebbdl kilog a miR-92,
amelynek a nyul fibroblasztban tapasztalhaté magas expresszidja kissé eltolja a mintazatot. Ez
azt jelenti, hogy az a miRNS, amelyik az egér fibroblasztban erdsebben expresszalodik a
tobbinél (pl. miR-145), az a nyul fibroblasztban is er0sebben expresszalodik, mint a tobbi
miRNS, de nem feltétleniil ugyan annyival erésebben. A mintan beliili miRNS-eloszlas tehat
hasonlonak mondhato, de megjegyzendd, hogy itt olyan miRNS-eket vizsgaltunk, amelyek
expresszidja kozott viszonylag nagy kiilonbségek voltak vérhatéoak. Egy finomabb
Osszehasonlitds soran, tobb miRNS-t nézve, ez nem biztos, hogy megéllnd a helyét.
Megjegyzendd tovabba az is, hogy bar a mintdzatok hasonldak, az egzakt adatokat nézve, az
egér fibroblaszt expresszids értékei joval magasabbak, kivéve a miR-92 esetében, ahol viszont

a nyul fibroblasztban sokkal magasabb az expresszid. Az embrid mintat mindkét
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fibroblaszthoz viszonyitva ugyan ezt mondhatjuk el, de itt is kivétel a miR-92, amely a nytl
fibroblaszt és az embrid Osszehasonlitasa soran beleillik a mintdzatba, de az egér
fibroblasztban ,,tl alacsony” a szintje. Osszefoglalva tehat azt mondhatjuk, hogy a
mintazatok kozott felfedezhetdek hasonlosagok, de a tényleges adatokat nézve az expresszios

kiilonbségek nagyon nagyok.
6.3. A két mdodszer eredményeinek osszehasonlitasa

Végiil a két modszer eredményeinek Osszevetése kovetkezett. Az alabbi dsszehasonlitd

diagramon a miRNS-ek szazalékos megoszlasat lathatjuk az egyes mintakban (8. és 9. abra).

A mikroRNS-ek szazalékos megoszlasa a read szamok

alapjan

miR-145-5p

miR-125b-5p
let-7b-5p B MEF

miR-92a-3p ErabEF

miR-367-3p m135d
miR-302a-3p

0% 20% 40% 60% 80% 100%

8.abra A miRNS-ek szdzalékos megoszlasa az egyes minték kozott a Solid szekvenalas adatai alapjan.

A mikroRNS-ek szazalékos megoszlasa a relativ

expressziok alapjan

miR-145-5p

miR-125b-5p
let-7b-5p BMEF

miR-92a-3p BEF

miR-367-3p m135d
miR-302a-3p

0% 20% 40% 60% 80% 100%

9.4bra A miRNS-ek szazalékos megoszlasa az egyes mintak kozott a real-time PCR analizis alapjan.

Ha 6sszehasonlitjuk a két modszerrel kapott mintakon beliili miRNS-aranyokat, akkor
azt mondhatjuk, hogy a két kapott mintazat elég hasonlo. Lathato azonban az is, hogy a real-
time PCR analizis soran a nyul fibroblaszt és embrié mintaban kimutathat6 volt a miR-367 és
a miR-302 jelenléte, mig a szekvencia adatokban e két miRNS koziil csak a miR-302 fordult

eld, és az is csak az embridban, nagyon kicsi taldlatszammal. Mas kutatokkal konzultalva
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kideriilt, hogy Ok is tapasztaltdk, hogy a Solid szekvenalas nem képes kimutatni bizonyos
mMiRNS-ek jelenlétét, de irodalmi adat errél egyelére nem all rendelkezésre, a jelenség oka
nem ismert. Az alabbi diagramokon (10. és 11. abra) ugyan ezen adatokat hasonlitjuk Ossze,

csak nem a szdzalékos megoszlas, hanem az eredeti, normalizalt értékek alapjan.

A Solid szekvenalas soran kapott talalatszamok alapjan

=EMEF mEF =135d
100,0000

10,0000

1,0000

0,1000

0,0100

Normalizalt talalatszamok

0,0010

0,0001 . - .

miR-302a-3p miR-367-3p miR-92a-3p  let-7b-5p  mIiR-125b-5p mMIiR-145-5p

10. abra A Solid szekvenalas soran kapott, miR-191-re normalizalt talalatszamok mintankénti eloszlasa, logaritmikus

skalan.
A real-time PCR soran kapott relativ expressziok
®MEF WEF ®135d
100,0000
10,0000
<
< 1,0000
Y
55
8
S 0,1000
2
S]]
£ 00100
2
=
£ 00010 I
0,0001 . :
miR-302a-3p miR-367-3p mMiR-92a-3p  let-7b-5p mIiR-125b-5p miR-145-5p

11. abra A real-time PCR analizis soran kapott, miR-191-re normalizalt expresszios értékek mintankénti eloszlasa,
logaritmikus skalan.

A 10-es és 11-es abran jol megfigyelhetd, hogy mig a let-7b és a miR-145 mintdzata, a

két modszert Osszevetve hasonld, addig a miR-92 és a miR-125 esetén az embridban a




szekvenalassal indokolatlanul nagy talalatszamot kaptunk. Bar a let-7b és a miR-145 esetében
a két modszer soran kapott expressziés mintazatok dsszehasonlithatéak, meg kell jegyezni,
hogy a szadmszerusitett adatokat nézve, a nagysagrendi ardnyok igen eltéréek. Ugyan ezt
mondhatjuk el, ha egy-egy mintan beliil a miRNS-ek egymashoz viszonyitott aranyat nézziik,

¢s akkor is, ha egy-egy miRNS mintak kozti eloszlasat vizsgaljuk.
6.4. Az eredmények értékelése

Jelen dolgozatomban elsé sorban arra kerestiik a valaszt, hogy a Solid szekvenalassal
nyert adatok alapjan végezhetiink-e MIRNS-expresszid becslést, illetve, hogy ez a
szekvenalasi technika mennyire képes kimutatni az egyes miRNS-ek expresszalodasat, vagy
annak hidnyat. Ehhez humén ¢és egér miRNS-ek szekvencidit kerestiik az egér és nyul
mintakban, arra is keresve a valaszt, hogy megtalalhatdoak-e a human és egér miRNS-ek
homoldgjai a nyul mintakban, valamint, hogy ezek szekvencidja mennyire hasonlit, vagy tér
el a referencia fajokétdl. Kivancsiak voltunk tovabba arra is, hogy milyen hasonlésagok,
illetve kiilonbségek fedezhetdek fel az egér, és a nyul fibroblaszt, valamint a 13 és fél napos
nyul embrié miRNS-mintdzata kozott.

A szekvencia analizis soran szamos human és egér miRNS homologjat sikeriilt
azonositanunk a nyul mintdkban, melyeket azutdn a nyl genomban is megtalaltunk. Egyes
esetekben a human, illetve az egér szekvenciatol bizonyos mértékben eltérd, nyul-specifikus
szekvencidkat talaltunk.

A real-time PCR analizissel végzett, mintak kozti miRNS mintazat Gsszehasonlitas
soran azt tapasztaltuk, hogy kiilondsen a nyul fibroblaszt €s az embrid6 mintazata kozott
fedezhetdek fel hasonldsagok, am a tényleges expresszids értékek kozott nagysagrendi
kiillonbségek vannak. A szekvencia adatokat, és a real-time PCR analizis soran kapott
eredményeket Osszevetve, azt mondhatjuk, hogy a Solid szekvenalassal kapott adatok nagy
vonalakban mutatjdk az egyes miRNS-ek jelenlétét, ¢és eloszlasat, de eléfordul, hogy egyes
MiRNS-ek jelenlétét, eddig ismeretlen okokbol, nem képes kimutatni, és pontos expresszid
becslésre sem alkalmas. Bar a pontos aranyokat, és mintdzatot nem hatdrozhatunk meg vele,
arra alkalmas, hogy azt mondhassuk, hogy egy miRNS ,erdsen expresszalodik”, vagy
,hagyon gyengén expresszalodik” a mintaban. Igy, a mintat nagy vonalakban feltérképezve,
lathatjuk, hogy mely miRNS-eket mely mintakban érdemes tovabb vizsgalni.

Mindemellett a Solid szekvenalas nagyon jol alkalmazhaté arra, hogy uj, faj-, vagy

szovet-specifikus miRNS-eket azonosithassunk.
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Feltételezéseink szerint, a két mdodszer pontosabb 0sszehasonlitasat tenné lehetdveé az
RNAzol reagensbe felvett RNS preparatumok hasznalata. Ebben az esetben az izolalas soran
kiilon valaszthatjuk a miRNS frakciot. Igy, az eddigi mintainkkal ellentétben, ahol a real-time
PCR reakciohoz teljes RNS-rél irt cDNS-t alkalmaztunk, ezeknek az j RNS mintaknak az
analizise soran, lehetévé valna a teljes miRNS koncentracidohoz viszonyitani az egyes gének
expresszios szintjét. Ugyan ezt az 6sszehasonlitast megtehetjiik a Solid szekvencia adatokkal
is, hiszen ott is tudjuk, hogy az Gsszes read szamb6l mennyi lehet a miRNS. Igy talan
kozelebb hozhatnank a két modszer eredményeit egymashoz

A tovabbi vizsgalatok soran tervezziik ezen feliil tobb minta bevonasat a real-time
PCR analizisbe, mint pl. a 6 és 7 napos nyul embrio, és a nytl PGC (6sivarsejt), amelyekrdl a
szekvencia adatok mar a rendelkezésiinkre allnak. Szeretnénk tovabba tobb miRNS-t is
megvizsgalni, és Osszehasonlitani a szekvencia adatokat, a PCR-rel kapot expresszids
szintekkel, és mintazatokkal. E mellett szeretnénk minél tobb, elsd sorban a feltehetden dssejt-
specifikus, miRNS funkcionalis analizisét elvégezni. Ez a kiillonb6z6 mintakban a miRNS-ek

in vitro tulexpresszaltatasara és gatlasara torténd valtozasok vizsgalatat jelenti.
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7. Osszefoglalas

Az elmult évtizedek kutatasai soran deriilt fény a mikroRNS-ek (miRNS) 1étezésére,
¢s az altaluk betoltott fontos génregulacios mechanizmusokra. A miRNS-ek olyan 21-26
nukleotid hosszl, fehérjét nem kodold, egyszala RNS molekuldk, amelyek alapvetd
szabalyozo funkcidk érzékeny bedllitasaban vesznek részt. Szabalyozd szerepiliket a gének
poszttranszkripcionalis mddositasa soran fejtik ki azaltal, hogy az mRNS 3’ végén talalhato
nem transzlalédd régiohoz (UTR, Untranslated Region) kotddnek és ott a transzlaciot
human (Homo sapiens), és tobb mint 800 egér (Mus musculus) miRNS szerepel, egyelore
azonban nem ko6zoltek nytl (Oryctolagus cuniculus) miRNS szekvenciakat. Szamos kutatas
iranyul egyes sejttipusokra, vagy megbetegedésekre specifikusan jellemzéd miRNS
expresszids mintazatok meghatarozasara.

Jelen dolgozatom célja annak a hipotézisnek a tesztelése volt, hogy a Solid
szekvenalas soran kapott talalatszamok miRNS expresszié becslésre alkalmasak, valamint egy
olyan moddszer kidolgozdsa, amellyel a Solid szekvendlds soran kapott adatok
Osszehasonlithatoak a real-time PCR analizis sordan kapott eredményekkel. Solid
szekvenalassal kapott egér és nyul fibroblaszt, valamint 13 és fél napos nyal embrié mintak
szekvencia adataiban kerestiik mar leirt, human és egér mikroRNS-ek homoléogjait. Ezek utan
egér ¢és nyul fibroblasztbol, valamint 13 és fél napos nytl embridbol izolalt RNS mintdkban
real-time PCR analizissel vizsgaltuk kiilonb6z6 mikroRNS-ek jelenlétét és expresszios
szintjét. Végiil 6sszehasonlitottuk a két modszerrel kapott adatokat.

Eredményeink alapjan azt mondhatjuk, hogy a Solid szekvenalds soran kapott
talalatszamok egy az egyben nem hasonlithatéak Gssze a real-time PCR analizis soran kapott
relativ expresszids értékekkel, pontos génexpresszids mintizat altaluk nem irhato le. Béar
egyes esetekben nagysdgrendi becslést végezhetiink, ezek megbizhatosaga igen kicsi, pontos
aranyok meghatarozasara pedig egyaltalan nem alkalmas.

Feltételezéseink szerint pontosabb Osszehasonlitast tenne lehetévé az RNAzol
reagensbe felvett RNS preparatumok hasznalata, amelynél az izolalas soran kiilon
valaszthatjuk a miRNS frakciot. Ezeknek a mintdknak az analizise soran, lehet6vé valna a
teljes miRNS koncentracidhoz viszonyitani az egyes gének expresszios szintjét. Ugyan ezt az
Osszehasonlitast megtehetjiik a Solid szekvencia adatokkal is, hiszen ott is tudjuk, hogy az
sszes taldlatszambol mennyi lehet a miRNS. Igy talan kézelebb hozhatnank a két modszer

eredmeényeit egymashoz, és fel tudnank allitani egy 6sszehasonlitasi skalat.
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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
mMiRNA 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 mMiRNA reads. So, we could make more exact comparison between the two methods.
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12. Mellékletek

I. tablazat A keresett miRNS-ekre kapott talalatszamok az egyes mintakban.

. . 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. .

Név MIiRNS Szekvencia VIEE | EF Es | pac | ad 2d 14d Fajok
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-302¢c-5p | UUUAACAUGGGGGUACCUGCUG 0 0 0 0 0 0 0 -
miR-302¢c-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 -




, BN Szekvenci 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. Eaiok

Név m zervencia MEF | EF | ES | PGC | 6d | 7d | 14d A0
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-512-1-5p | ACUCAGCCUUGGGGGCACUUCC 1 0 0 0 19 | 587 3 ocu
miR-512-11-5p | ACUCAGCCCUGGGGGCACUUCC 0 0 0 0 32 1104 © 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




) . . 1. 2. 3. 4, 5. | 6. 7. .
Név MIiRNS Szekvencia MEE | EF Es | pac | ad 2d 14d Fajok
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-467¢c-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 | O | 17 | 11640 | hsa, mmu
miR-99b-5p | CACCCGUAGAACCGACCUUGCG 346 | 110 | 65 18 0 0 815 | hsa, mmu

A tablazat az egyes mintakban a keresett mikroRNS szekvenciakra kapott read szamokat mutatja, valamint azt, hogy melyik faj ismert
szekvenciajat vettiik alapul a kereséskor (hsa: Homo sapiens, mmu: Mus musculus, ocu: Oryctolagus cuniculus). Azokban az esetekben jeloltiik
meg a nyulat, mint a szekvencia forrasat, amikor a talalt mikroRNS bizonyos mértékben eltért mindkét referencia faj szekvencidjatol, de

valoszinisithetéen ugyan arrol a mikroRNS-rél van sz6. Ezekben az esetekben a Solid szekvenalassal kapott nytl szekvenciat adtuk meg.



mMiRNS neve MEF rabEF 13.5d
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. tablazat A Solid szekvenalas soran a kivalasztott miRNS-ekre
kapott talalatszamok a teljes taldlatszamokra, és a miR-191-re
normalizalva.
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A miRNS-ek real-time PCR analizis soran kapott Ct értékeibdl szamitott relativ expressziok, a miR-
191-re normalizalva, a standard hiba feltiintetésével az egér fibroblaszt mintaban.
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2. Nyul fibroblaszt (rab EF)
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I1l. abra A miRNS-ek real-time PCR analizis soran kapott Cy értékeib6l szamitott relativ expressziok, a miR-
191-re normalizalva, a standard hiba feltiintetésével a nyul fibroblaszt mintaban.
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IV.abra A miRNS-ek real-time PCR analizis soran kapott Cy értékeib6l szamitott relativ expressziok, a miR-
191-re normalizalva, a standard hiba feltiintetésével a nyl embrié mintaban.



A MiRNS-ek relativ expresszioi az egyes mintakban
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BEF 0,00062 0,00025 12,50407 3,12216 25,69366 1,83241
m13.5d 0,00691 0,00170 11,66541 0,63761 5,24137 0,14745
V.abra A miRNS-ek real-time PCR analizis soran kapott Ct értékeib6l szamitott relativ expressziok, a miR-191-re

normalizalva, normal skalan, a standard hiba feltiintetésével. Megjegyzendd, hogy a skala miatt a nagyon kicsi értékek nem

latszanak rendesen.
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