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1. Bevezetés

Az RNS biologia jelenleg is a molekularis biologia egyik legdinamikusabban
fejlodo aga. Az elmuilt néhany évtized felfedezései ravilagitottak, hogy az RNS-eknek
a korabban gondoltnal sokkal valtozatosabb szerepiik van a sejt €életében. Az 11j, nem
kodoldé funkcionalis RNS-ek felfedezésével, mint példaul a siRNS-ek vagy
mikroRNS-¢ek, bebizonyosodott, hogy RNS szinten torténd génexpresszid szabalyozas
joval bonyolultabb, mint azt eldtte gondoltuk. Napjainkban mar nagyszamu szabalyzé
RNS valt ismertté, azonban funkcidik pontos megértése még varat magara. Egyik
legjelentdsebb képviseldik a mikroRNS-ek, amik a sejt szinte minden folyamatat
szabalyozzak. Komplex halozatokat alkotva képesek befolydsolni a sejt ¢életét.
Ezeknek a halézatoknak a kialakitdsaban a miRNS-eken kiviil szerepiik van mRNS-
eknek, fehérjéknek, és egyéb funkcionalis RNS-eknek.

A diagnosztikdban egyre népszeriibbek a genetikai biomarkerek. Kiilonb6zd
mintak Osszehasonlitasaval talalhatunk olyan géneket, miRNS-eket, amelyek alapjan
megkiilonboztethetbk a patologias mintak. Azonban ahhoz, hogy ezekre a
biomarkerekre pontos diagnézisokat lehessen épiteni, nem elég leird jellegii
expresszios vizsgalatokat végezni, fel kell térképezni a patologias folyamatokban
jatszott szerepiiket is. Ehhez integralnunk kell a biomarkereket a patologias allapotot
okozo, a génexpresszio tobb szintjére kiterjedé regulaciés modellbe. Ez a miRNS-ek
esetében azt jelenti, hogy célpontjaikat és az Oket szabalyoz6é mechanizmusaikat is
meg kell ismerniink. Ehhez a feladathoz ezeknek a rendszereknek a komplexitasa
miatt 1) megkozelités és modszerek sziikségesek.

A biologia teriiletén egyre elterjedtebbek az ugynevezett nagyatereszto-
képességli (high-throughput) technoldgidk, amelyekkel gyorsan nagy mennyiségii adat
generalhatd, meggyorsitva ezzel a bioldgiai kutatdsokat. A modszer 0j szemléletli
kérdésfeltevéseket igényel, ugyanis a kutatdé az egyszerli adatgeneralas hatasara
konnyen elkdvetheti azt a hibat, hogy nagy mennyiségii, nem relevans informaciot
termel, amiknek a kiértékelésére mar nincsen kapacitasa. Ezért sziikséges a kisérletek
alapos megtervezése, a kérdés relevancidjanak ellendrzése. Ezenfeliil nélkiilozhetetlen
némi bioinformatikai tudés, hiszen annak hidnyaban csak sulyos kompromisszumok
aran lehetséges a nagy mennyiségii adatok feldolgozasa. Mostanra ismerté valt, hogy a

miRNS-ek a sejt minden differenciaciés allapotaban részt vesznek a gének



szabalyozasaban, igy ssejt allapotban is. Ezért az dssejtekre jellemz6 mechanizmusok
megismeréséhez a miRNS-ek vizsgalata is sziikséges, expresszids vizsgalatuk is
indokoltta valt. Egy sejten beliill a miIRNS-ek 6sszességét miRNom-nak nevezziik, a
genom és a proteom mintajara. Mikor miRNS expresszios vizsgalatot végziink, ennek
a miRNomnak az elemeit kvantitaljuk.

Dolgozatomban egy human &ssejtvonal és differencialédott formajanak
miRNomanak kvantitalasat célzd nagyatereszto-képességli vizsgalat menetét,
eredményét, az abbol levont kovetkeztetéseket, és az ezekre €piild tovabbi kisérleteket
mutatom be. A bevezetés utan a kitlizott célok és feladatok bemutatasaval folytatom,
majd Osszefoglalom a munkam irodalmi hatterét, részletesen kitérve a miRNS-ekre és
a tétmamhoz szorosan kapcsolodo kutatdsokra. Ez utdn ismertetem az altalam hasznalt
molekularis  biolégiai és bioinformatikai modszereket, amit vizsgalataim
eredményeinek bemutatasa koveti. A dolgozatot az irodalmi adatokon és a sajat

eredményeimen alapulo diszkusszioval zarom.
1.1. MikroRNS-ek altalanos bemutatasa

A mikroRNS-ek (miRNS) rovid, ~22 nukleotidbol alld6 egyszala RNS
molekulak. Az els6 miRNS-t 1993-ban, a Caenorhabditis elegans laboratoriumi
fonalféreg embrionalis fejlodését szabalyzd géneket keresve fedezte fel Victor
Ambros, Rosalind Lee és Rhonda Feinbaum!. Ok azonban akkor még nem tudtak,
hogy egy 10j altalanos szabalyozasi mechanizmust talaltak. Az sem volt ismert, hogy a
kis RNS molekuldk transzlaciéo gatldé mechanizmusa a késobb Craig Mello és Andrew
Fire altal 1998-ban leirt, duplaszalt RNS molekuldkon alapul6 hatéssal egyiitt az RNS
interferencia mechanizmusai kozé  tartozik!?, amely felfedezéséért az utdbbi
szerzOparos 2006-ban orvosi Nobel-dijat kapott. A miRNS-ek, mint a kis csendesitd
RNS-ek kiilon osztalya végiil 2001-t61 valt altalanosan elfogadotté[3].

Mara az éldvilagban 28000 koriilire tehetdé az ismertté valt érett miRNS
molekulak szama, melyek szekvenciai a miRBase! oldalan barki szamara elérhetdek.
Az annotalt miRNS-ek szama ennél kisebb, a human miRNS-ek szama 2588. Az
azonos névvel ellatott miRNS-ek hossza kis mértékben kiilonbozhet, tehat egy
MiRNS-nek t6bb izoformaja is lehet. Az eltérés a miRNS 3' vagy az 5' végének
hosszaban mutatkozhat, ezeket egy adott miRNS 3'- vagy 5'-izoformainak nevezziik.

Az izoformak létrejotte bioszintézisiikkel all Osszefliggésben, amivel kapcsolatban



még mindig sok a megvalaszolatlan kérdésP!, A miRNS-ek bioszintézisének tdbb
Gtvonala is ismert!®], némelyik Gtvonal részletei azonban nem teljesen tisztazottak.

Legrégebb ota ismert és a legelterjedtebb utvonalat kanonikusnak nevezziik.
Ennek sordn a genom nem transzlalodo részeirdl az RNS-polimeraz II egy ugynevezett
primer miRNS-t (pri-miRNS) ir 4tl". Ez a hossza elsédleges atirat tSbb, ,,hajti”-hoz
hasonld masodlagos szerkezetii kétszala RNS (dsRNS) molekularészletet is
tartalmazhat, ilyen esetben transzkripcios értelemben ezek a miRNS-ek egy klasztert
alkotnak. Az érés soran a pri-miRNS-t a hajtiikanyarnal a dsSRNS koté DGCRS fehérje
felismeri, majd a Drosha RNaz III enzim kihasitja az ~55-70 nukleotid hosszisagu
prekurzor-miRNS-t (pre-miRNS-t)l. A hasitas utan a 3' végén marad egy 2 nukleotid
hosszu talnyulas, amelyet felismerve az Exportin-5 transzport molekula a pre-miRNS-
t a sejtmagbol a citoplazmaba széllitja[gl. Itt a Dicer RN4az III enzim és dsRNS kotd
partnere, a TRBP vagja le a termindlis hurok szekvenciat, létrehozva egy rovid
dsRNS-t". Ezen kettésszala RNS molekuldnak éltaliban csak az egyik széla lesz
miikodéképes miRNS, de eléfordul, hogy mindketto [ Korabban a kevésbé domindns
szalbdl képzddé miRNS-t nevében csillaggal jeloltilk meg, most mar inkabb a szalakat
-3p, illetve -5p jelolésekkel latjuk el, aszerint, hogy az eredeti pre-miRNS melyik
végeébdl szarmazd szalrol beszéliink!?.

Id6ével t6bb nem kanonikus utvonal I1étére is fény deriilt, melyek hasonlitanak a
kanonikus utvonalhoz, de attol néhany Iépésben eltérnek**3, Ilyen példdul a mirtron
utvonal, amelyben a pre-miRNS-ek kivagasa Drosha/DGCR8-t61 fiiggetleniil,
splicing-gal torténik. A mirtronok esetében nem beszélhetiink pri-miRNS-ekrél, mert
ilyenkor a rovid intronokbdl képzddo ,lassz6” (lariat) szerkezet az Ldbr enzim
segitségével a splicing-ot kovetden feloldodik, és felszabadul a pre-miRNS
molekula®™™*". A mirtronok esetében az intron gyakran pontosan megfelel a pre-
MIRNS-nek, azonban az emldsokben eléforduldé nagyméretii intronok miatt ez
viszonylag ritka™®?%. Emlésokben altaldban az intron hosszabb, mint a pre-miRNS,
ezért ezeket ,,5' tailed”, illetve ,,3' tailed” mirtronoknak nevezziik attdl fliggéen, hogy a
splicing termék melyik része hosszabb a pre-miRNS-énél. Ezt a hajtiikanyar
szerkezetbdl kinylo részt 3' tailed mirtronok esetében az exoszoéma fehérjekomplex
elimindlja. 5' tailed mirtronok esetében a kinyuld struktira eltiintetésének pontos
mechanizmusa még ismeretlen, de biztosan lezajlik[21]. Az igy létrejovo pre-miRNS-ek
egyenértékliek a kanonikus utvonalon Iétrejottekkel, tovabbiakban nincs kiilonbség

sem érési, sem szabalyoz6 mechanizmusokban.



Az érett miRNS egy Argonauta tipust fehérjéhez kotédve hozza 1étre a RISC
(RNA-Induced Silencing Complex) nevezetli komplexet. A RISC latja el a miRNS
legfontosabb feladatat, a gének poszttranszkripcios szabalyozasat. Képes az mRNS
szekvencidk nem transzlalodé 3' végéhez (3°UTR) kotddni, aminek hatdsara a mRNS
transzlacidja gatlodik, vagy beindul a mRNS degradéci()ja[zzl. A fehérjeszintézis
gatlasahoz a teljes komplementaritas nem sziikséges, elegendd, ha a miRNS 5' végén
1évé 7 nukleotid hossz ,,seed” régié van komplementaritisban az mRNS 3'UTR
végének egy részével®). Abban az esetben azonban, ha a miRNS és az mRNS 3'UTR
végének egy része teljesen komplementerek, a mRNS azonnal funkciojat veszti €s
lebomlik!**l,

1.2. A C19MC miRNS klaszter

A mMiRNS-¢k rendelkezhetnek sajat lokusszal, de gyakran egy gén intronikus
szakaszaban helyezkednek el. Mindkét esetben az elsGdleges atirat (pri-miRNS)
magaban foglalhat t6bb pre-miRNS-t kodold hajtiikanyar szerkezetet, amelyekbdl
kiilonb6zd érett miRNS-ek képzddnek, és amelyek transzkripcids értelemben egy
klasztert alkotnak. A miRNS-ek jelentés része ilyen klaszterekben irodik ati?®, amik
koziil a legnagyobb human miRNS klaszter a 19-es kromoszoman elhelyezkedd
C19MC. Ez a koriilbeliil 100 kilobazispar hossza szakasz 46 kiilonboz6é miRNS hajtii
szerkezetet tartalmaz, amelyrdl 59 érett miRNS képzodik*®!. A klaszter miRNS-ei
primata specifikusak, csak féemlésokben vannak jelen, emiatt evolicios értelemben
fiatalnak szamitanak®". Nagy valoszinliséggel egy szomszédos miRNS klaszterbdl, a
MiR-371-3-be tartozO miRNS klaszter tagjainak duplikaciojaval alakultak ki. Erre
utalnak a klaszteren beliil elhelyezkedd retrotranszpozonok, és a két klaszter miRNS-
einek szekvenciai kozti hasonl(')ségok[zgl. Ez a homologia kiilondsen a C19MC tagjai
kozt jelents, ezeknek a miRNS-eknek a seed régioi is hasonloak!?®).

£ &g placenta specifikusnak

A klaszter expresszids mintdzatat tekintve dssej
mondhat6®. Bar a klaszteren beliil tobb RNS-polimeraz III ko6téhely is talalhato,
transzkripciojat a RNS-polimeraz II végzi, amit in silico és kisérletes modszerekkel is
alatamasztottak®™. Tovabba a klaszter érését befolyasolo tényezdk koziil ismert, hogy
a hosszt elsddleges atiratb6l a Drosha/DGCRS alkotta Mikroprocesszor komplex
hasitja ki a pre-miRNS-eket®, tehat a miRNS-ek biogenezise a kanonikus atvonalat

kovetve zajlik. Az expresszidjat szabalyzd tényezdk koziil nagy szerepe van a DNS



metilacidjanak is. A promoter régiotol 5° iranyban 17,6 kilobazispar tavolsagra citozin
¢s guanin gazdag régiok, ugynevezett CpG szigetek taldlhatoak, amelyek az embriod
fejlodés korai szakaszdban az anyai kromoszoman, késébb mindkét kromoszoéman
metilalodnakP¥. Ezzel szemben placentaban az anyai allél imprintalodik, az apai allél
egészen sziiletésig aktivi4. A klaszter teljes szakaszan nagyszamu repetitiv szekvencia
van, melyek koziil legnagyobb szamban Alu szekvencidk fordulnak el6®®. A sejtek
differenciacidja soran ezek a repetitiv elemek metilalodnak, ez altal csendesitik a
MiRNS-ek expresszi6jat®™. Ezt tamasztja ald az is, hogy 5-aza-20-deoxicitidin (5-
Aza-CdR) demetilald és 4-fenilbutansav (PBA) hiszton deacetilaz gatlo szerrel valo
kezelés hatdsara a klaszter egyes csendesitett elemei ujra kifejezédnekm].

A CI9MC funkcidjarol egyeldre keveset tudni, de a f6 feladata nagy
valdszintiséggel a sejtek differenciacios allapotanak szabalyozdsa. Erre utal, hogy a
célpontjai kozt olyan fehérjék vannak, amelyek fontos sejtciklus regulatorok. A
klaszter tobb tagja képes a CDKNI1A-t szabalyozni, ezzel a sejtek S fazisba jutasat
segitik el3®"). Erdekes modon a hsa-miR-522 az E2F-t képes szuppresszélni, ezzel a
sejtciklus megallasat okozza a G1/S fazis hataran®®!. Vizsgalatukat dssejtspecificitasuk
mellett a daganatokban betoltott valtozatos szerepiik indokolja. Bar foként onkomiR’-

[39]

eknek tartjak oket, tumorszuppresszor funkciot is betolthetnek™™. Expresszidjukat

leggyakrabban enyhén differencidlodott daganatokban mutattdk ki, tobbek kozott:
[40]

medulloblastomaban*™, neuroektodermalis agydaganatban“”, hipofizis
adenoméban[42], Vastagbélrékban[43], hepatocellularis karcin(')méban[44],
petefészekrékban[45], fibroszarkémaban!*®, emlc'idaganatban[47] és

hasnyélmirigyrékban[48]. A felsorolt daganattipusok nagy szadma ravilagit, miért is
fontos a klasztert szabalyoz6 mechanizmusok megértése. Ha tobb informécioval

49T g diagnosztil<ai[50] célokat is

rendelkeznénk ebben a kérdésben, az terapids
szolgalna. Azonban ahhoz, hogy helyes diagnozisokat lehessen hozni, fel kell
térképezni a MIRNS halozatok és a patologias folyamatok kozti kapcsolatokat. A
tapasztalatok azt mutatjak, hogy ez egy igen nehéz feladat, ugyanis a miRNS-ek
funkcidja szovetenként eltéré lehet. Példaként a hsa-miR-512-3p emlithet6, mely a
hepatocellularis  karcindmaban tumorszuppresszorként[Sl], neuroektodermalis
agydaganatban pedig onkogénként 1, mas néven ,,onkomiR”-ként viselkedik. Ez nem
csak a diagnosztikat, de a miRNS-ek terapias felhasznalasat is megneheziti. Ennek
ellenére @ MIRNS , mimics’-ek és antagonistdk igen reményteljes gyogymodnak

tiinnek. Amennyiben az endogén MiRNS-ek szama tal alacsony és ezért nem képesek



ellatni funkcidjukat, miRNS-szer(i utanzatokkal lehetne Oket potolni. Ez olyan,
jelenleg nagyon nehezen kezelhet6 esetekben is miikodhetne, mikor az adott miRNS-
nek tumorszuppresszor szerepe van. Nem csak az endogén miRNS-ek alacsony szama
okozta problémak kezelésére van remény. Amennyiben a miRNS-ek tulzott
expresszioja jelent problémat, példaul ,,onkomiR”-ek esetében, a MIRNS-eket
antagonistakkal lehetne célba vennit®®. Jelenleg az egyik legnépszeribb modszer a
Locked Nucleic Acids (LNA) tartalmi antagonistak hasznalata®?. Ezek a médositott
kémiai szerkezetli nukleinsavak, nehezebben bomlanak le, mint az RNS-ek, igy
hosszabban tartd hatéast lehet velilk elérni. A masik lehetdség a stabil expresszalas
biztositasa a sejtekben, ahogy az a transzpozonos rendszerekkel expresszaltatott
mesterséges mirtronok esetében is torténik. A transzpozonok képesek beépiilni a

genomba, igy az expresszio stabilan megmarad a sejtosztodas utan 20531,



2. Célkitizések

Munkdm soran egy Ossejtspecifikus  miRNS klaszter, a CI19MC
transzkripcionalis szint{i szabalyozasat vizsgalom. Ehhez egy nagyateresztd-képességii
kvantitativ PCR technologiat, TagMan Low Density Array-t és mas kvantitativ PCR

modszereket hasznalva az alabbi feladatokat terveztem elvégezni.

— mMiRNS expresszios vizsgalatok elvégzése HuES9 humdn Ossejtvonalon ¢és abbdl
differencialodott sejteken, a C19MC tagjainak jellemzése és Ossejtspecificitasuknak

validalasa céljabol.

— RNS mintak izolaladsa, mindségiik ellendrzése
— TLDA mérés elokészitése, elvégzése, kiértékelése, szemléletes

megjelenitése

— Az expresszios eredmények alapjan  felmeriild kérdések megvalaszolasa

bioinformatikai és molekularis biologiai eszkozokkel:

— Milyen mechanizmusok okozhatjak az azonos klaszterbe tartozo
MIRNS-¢k eltérd expresszids szintjét?
— Transzkripcids szinten mérhetéek-e kiilonbségek a C19MC pri-miRNS-

eiben?



3. Anyagok és médszerek

3.1. RNS izolalas

Az RNS izolalast TRIzol reagenssel (Life Technologies) HUES9 és 6 napos,
differencialodott *embryoid body’ formajabol végeztem, a gyartod utasitasait kdvetve.
Az RNS koncentraciojat NanoDrop 2000 spektrofotométer késziilékkel mértem
(Thermo Scientific). Az izolatum mindségét gél elektroforézissel ellendriztem. Az

RNS elbomlésat elkeriilend® a mintdkhoz RN4z inhibitort adtam.

3.2. Baktériumtranszformacio és plazmidizolalas

A SYBR Green qPCR-hez tervezett primerekkel amplifikalt PCR termékeket
agardz gélen vald futtatas utan a NucleoSpin Extract II reagenscsomaggal (Macherey-
Nagel), a gyart6 utasitdsait betartva tisztitottam meg. A qPCR kisérletekhez sziikséges
plazmid konstrukciokat az inszertek pGEM-T (Promega) vektorokba torténd
ligalasaval hoztam Iétre, a gyarto altal javasolt protokoll szerint.

A plazmidok molekularis klonozasahoz TOP10 E.coli baktériumokat
hasznaltam. 50 ml Luria-Bertani (LB) tapoldatban az ¢l6z6 éjjel 5Sml LB oldatban
felnovesztett TOP10 baktériumkulturabol leoltottam 1,5 ml-t majd 37°C-on
inkubaltam, mig a 600 nm-en mért abszorbancidja elérte a 0,4-et (kb. 3 6ra). A sejteket
jégen 10 percig inkubaltam, majd 4°C-on 5000 rpm-mel 5 percig centrifugaltam.
Ezutan 1,5 ml 100mM-0s CaCl,-vel mostam a csapadékot, majd 20 percig jégen
inkubaltam. Ujabb 4°C -0s, 5000 rpm-es, 5 percig tartd centrifugalds utén a sejteket
1,7 ml CaCl, és 300ul glicerin keverékébe vettem fel. A kompetens baktériumokat
100-100 ul-es adagokban -80°C-on taroltam a tovabbi felhasznalasig.

A -80C-on tarolt kompetens sejteket jégen felolvasztottam, majd a
transzfektalando plazmidokra pipettdztam. 30 percnyi jégen vald inkubélds utan a
baktériumokat 42°C-os, 2 percig tarté hdsokknak tettem ki, majd ujabb 5 percig jégen
inkubaltam. A transzformalast kdvetden 50 ug/ml ampicillint tartalmazé Luria-Bertani
(LB) tapoldatot mértem a sejtekre, majd 1 ora, 37°C-on termosztatban torténd razatas

utan a mintdkat ampicillines agar lemezekre szélesztettem. A lemezeket 37°C-on egy



¢jszakan at inkubaltam. A lemezeken kindtt baktériumtelepeket LB oldatba oltottam le,
majd a mintdkat egy Ujabb éjszakdn 4t 37°C-os termosztitban rézattam. A
plazmidizolalast a QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN) reagenscsomaggal végeztem, a
gyart6 utasitasai szerint. A DNS koncentracidjat a Thermo Scientific NanoDrop 2000

spektrofotométer késziilékével mértem.

3.3. DNS elektroforézis agaroz gélen

Az RNS mindségét, a ligalasok hatékonysagat és a PCR termékek hosszat
gélelektroforézissel ellendriztem. A mintdkat 1%-os agar6z gélen futtattam, 1x TBE
pufferben (Tris, borsav, EDTA), 120V-os fesziiltségen, 1 oOran keresztil. A gél
ethidium-bromidot tartalmazott, a mintakhoz pedig 6x-os toménységii Orange Loading
Dye-t adtam. Viszonyitasi alapként 100bp-0s, illetve 1kbp-os létrat hasznaltam. A

DNS fragmentumokat UV transzilluminator segitségével tettem lathatova.

3.4. DNS szekvenalas

A cDNS-rdl felsokszorozott amplikonokat szekvenalassal is ellendriztem. A
szekvenal6 PCR reakciokat egyszerre csak egyféle primerrel végeztem, a
hagyomanyos Sanger-féle moddszeren alapuldé BigDye Terminator v1.0 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) felhasznalasaval és a gyartoi utasitasait kovetve.

A PCR termékeket DyeEX 2.0 Spin (QIAGEN) reagenscsomaggal tisztitottam
meg a felhaszndlatlan primerektdl és a be nem épiilt jelolt nukleotidoktdl. A tisztitott
mintdkat formamiddal denaturdltam. A szekvenalast ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer egykapillarisos DNS szekvenator késziilekkel tortént. Az elektroferogramok
kiértékelésére ABI PRISM Sequencing Analysis szoftvert hasznaltam, a szekvencidk

tovabbi elemzése Chromas és Vector NTI szamitogépes programokkal végeztem.
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3.5. TagMan esszé

A cDNS atirasakor Multiscribe RT enzimet (Applied Biosystems) hasznaltam a
megfeleld protokollt kdvetve. U6-ra és miR-21-re specifikus primereket hasznaltam, a
reakcidelegy 0sszemérését jégen végeztem.

A TagMan esszét 48-as optikai RT lemezzel végeztem TagMan Universal
Master Mix II reagenssel és U6, illetve miR-21 specifikus TagMan probakkal, a gyartod
utasitasait kovetve.

A reakciot StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems)

késziiléken végeztem, az eredményeket a rendszer sajat szoftverével értékeltem Ki.

3.6. miRNS expresszié mérése TagqMan Low Density Array hasznalataval

A miRNS expresszios vizsgalatokra tobb modszer is 16tezikY. Ezek koziil a
TLDA modszert (Life Technologies) alkalmaztam human mintadk miRNS expresszios
vizsgalatara. A TLDA a TagMan q-PCR mddszeren alapszik. A sejtekbdl izolalt RNS
CDNS-sé valo atirdsa egyszerre tobb szaz primerrel torténik, igy kapjuk meg a RT-
PCR végén az 6sszes miRNS jelentés hanyadat lefedé molekula populaciot. A cDNS-
eket hagyomanyos PCR-ral felsokszorozzuk, emiatt az amplifikacios 1épés miatt kis
koncentraci6ji RNS izolatummal is dolgozhatunk. Ez Ossejtek esetében kiilondsen
hasznos. Az igy elOkészitett mintdnkat a TLDA kartydkra mérjiik, amelyeken a
TagMan probak taldlhatdak. Kartyanként egyszerre 384 mérést végezhetiink, igy két
kartya (A ¢és B) felhasznalasaval egy minta miRNomanak (teljes miRNS tartalmanak)
jelentds hanyada vizsgéalhato.

A cDNS atirast TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit-tel és Megaplex
RT Primer-ekkel (Applied Biosystems) végeztem a gyart6 utasitasait kovetve, 350 ng
RNS-sel dolgozva.

A detekcid érzékenységének ndvelése érdekében pre-amplifikdcios 1épést
végeztem TaqgMan PreAmp Master Mix és Megaplex PreAmp Primer-ek (Applied
Biosystems) felhasznalasaval a gyartd utasitasai alapjan.

A Real-Time PCR reakcioé TagMan Universal PCR Master Mix-szel (Applied
Biosystems) a protokollt kovetve Applied Biosystems 7900HT Fast Real-Time PCR
késziiléken 384 lyukti TagMan Low Density Array-nek megfeleld kondiciokkal futott.
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Az eredmények kiértékelése torténhet Excel-lel, vagy mas statisztikai
programmal, példdul R-rel, aminek hasznalatdval az adatok elemzése igencsak
meggyorsithatd. Az R egy ingyenesen hasznalhatod, szabadon fejleszthetd statisztikai
programnyelv[ss]. Bioinformatikusok korében egyre népszeriibb, ugyanis amellett,
hogy ingyenes, konnyen is hasznalhatd, jol dokumentalt és a biologiai kutatdsok soran
felmeriil legtobb statisztikai feladathoz elore megirt figgvényt tartalmaz, amelyek

szabadon atalakithatoak.

3.7. SYBR Green esszé

A primerek megtervezését a VectorNTI (Invitrogen) szoftverrel végeztem. A
vizsgalando régidk beazonositasahoz figyelembe vettem a sajat TLDA mérésembdl

1581 szarmazo

szarmazd miRNS expresszios eredményeket, az ENCODE projektbd
Ossejtspecifikus transzkripcios faktorokra vonatkozo kromatin immunprecipitacids
(ChIP) adatokat, illetve a repetitiv szekvenciakra vonatkozo6 predikciokat, amelyeket a

RepeatMasker (http://repeatmasker.org) programmal készitettem.

A SYBR Green méréséket HUES9 és embryoid body’ mintabol izolalt total
RNS-en végeztem. Az RNS-rél elészor Multiscribe RT enzim (Applied Biosystems)
CDNS-t irtam at a gyarto utasitasait kovetve.

A SYBR Green esszéket 96-os optikai RT lemezekkel végeztem Fast SYBR
Green Master Mix (Applied Biosystems) reagenssel és egyedi, C1I9MC pri-miRNS

specifikus primerekkel a gyarto utasitasait kis modositassal betartva.

A gPCR reakci6 paraméterei a primerek optimalis miikodésének érdekében az

alabbiak szerint alakult:

— Polimeraz aktivacio 95 °C 30 mp
— Amplifikacié (40 ciklus)
Denaturalas 95 °C 15 mp
Extenzi6 65 °C 1 perc
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http://repeatmasker.org/

A reakciot StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems)
késziiléken végeztem, az eredményeket a rendszer sajat szoftverével, illetve Excellel

¢és R-rel értékeltem ki.

3.8. AC19MC pre-miRNS-ek és miRNS-ek bioinformatikai vizsgalata

A pre-miRNS szekvencidk illesztését és a filogenetikai fa kiszamitasat a

CLUSTAL Omega programmal végeztem (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)

A szekvencidk illesztésekor az RNS-ekre jellemzd alapértelmezett beallitdsokat
alkalmaztam. A filogenetikai fa Neighbour-joining médszerrel késziilt, az agak a valos

tavolsagokat mutatjak.

A C19MC tagjainak validalt célpontjait a kovetkez0 adatbazisokbol gytijtottem:
- miRWalk 2.0 (http://zmf.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk?2/),

- miRecords (http://mirecords.biolead.org/),
- TarBase v7.0

(http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/index.php?r=tarbase/index).

A validalt célpontok funkciondlis elemzését a Gene Ontology Consortium altal

annotalt  adatbazis  (http://geneontology.org/)  alapjan az  AmiGO 2

(http://amigo.geneontology.org/amigo) és a Database for Annotation, Visualization

and Integrated Discovery (DAVID) v6.7 programmal (http://david.abcc.ncifcrf.gov/)
készitettem. Mindkét program alapértelmezett bedllitdsait hasznaltam, a megjelenitett

p-értékek mindkét program esetén Bonferroni korrekcid utani értékek.

A MIRNS-mRNS halézatokat a Cytoscape 3.2.0-val

(http://www.cytoscape.org/) elemeztem és jelenitettem meg.
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1 Az RNS mintak mindségének vizsgalata

A HuES9 human embriondlis 6ssejtbdl és 6 napos differencialédott *embryoid
body’ (EB) formajabol izoladlt RNS mindségét haromféleképpen ellendriztem:
spektrofotometriaval, gélelektroforézissel és TagMan esszével

4.1.1 Spektrofotometria

Az elsd modszer a spektrofotometria volt. Ezzel a modszerrel a vizsgalt mintdk

koncentraciojat €s tisztasdgat tudtuk megallapitani.

Minta neve Koncentracio (ng/ul)  A260/A280
HuES9-1 105 1,88
EB-1 521 1,99
HUES9-2 34 1,85
EB-2 77 1,85

1. tablazat: Spektrofotometria eredményei

A koncentraciok igen alacsonyak, de ez a késdbbiekben nem jelentett
problémat, a TagMan és SYBR Green esszék nagyfokll érzékenysége miatt. Az
A260/A280 arany a 260 nm-es hullimhosszon (nukleotidok) ¢és a 280 nm-es
hulldimhosszon (fehérjék) abszorbancia ardnya, a mintdban meglévd fehérje
szennyezOdés nagysagat mutatja. Minél nagyobb ez a szam, annal tisztabbak a mintak.

Az 1,8 feletti arany nagy tisztasagot jelez.
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4.1.2. Gélelektroforézis

A masodik ellendrz6 modszer a gélelektroforézis volt. A totdl RNS
izolatumoknak jellegzetes gélelektroforézis képiik van, melyet a kiilonbozé RNS
molekulak alakitanak ki. JO mindségli RNS minta esetében 2-2 vastagabb csik
figyelheté meg, melyek koziil a felsé jol 1athatdoan vastagabb, mint az also. Ezek a 28S
¢s 18S rRNS-ek mennyiségét mutatjak, melyek a legnagyobb mennyiségben irddnak
at a sejtekben. Az 1. dbran lathato HUES9 és EB RNS mintak gélelektroforézis képiik

alapjan j6 mindséglinek mondhatdak.

HuES9-1 EB-1

HuES9-2 EB2
- -

' : .'
! — ! # . |
= | S— o - . — -
. 1000

- 1000 . r—— 1000 #1000 e
—— - ‘- 500 :I

- 500 500 e WE 500

¥ -
b - - |

1. abra: HuESY és EB mintakbal izoldlt totdl RNS gélelektroforetikus képe, 1000 bp-0s

letrakat hasznalva.

4.1.3.TaqMan esszé

Az RNS mindségének vizsgalata soran alkalmazott harmadik moddszer a
komparativ TagMan esszé volt. Ebben az esetben a mintaim U6 és miR-21 tartalmat
kvantitativ mértem két biologiai parhuzamosban, 3-3 technikai parhuzamost
alkalmazva. Az U6 snRNS a miRNS expresszios vizsgalatok soran leggyakrabban
alkalmazott endogén kontroll, mennyiségének elvileg allandonak kell lennie minden
mintaban, ezért én is ezt hasznaltam a biologiai pArhuzamosok dsszehasonlitisara. A 2.
abra az U6 QPCR-rel mért amplifikaciés gorbéit mutatjak a 3 technikai
parhuzamosban. A gorbék nagyfoku atfedést mutatnak, ebb6l kovetkezik, hogy a
bioldgiai parhuzamosokban mért U6 mennyisége kozel azonos, illetve mennyisége a

differenciacio soran alig véaltozik, emiatt idealis endogén kontroll.
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2. abra: A mintak U6 amplifikacios profilja.

Az U6 és miR-21 C; értékek Osszevetésével kapott AC; értékekbol
szarmaztatott relativ kvantifikacioval kovetkeztethetiink a miR-21 mennyiségének
differencidcio sordn torténd valtozasara. Ebbol az latszik, hogy HuES9 mintdkban
mért értékek alig kiillonboznek egymastol, az EB-kben viszont mar nagyban eltérnek.
Ennek oka, hogy az ’embryoid body’ differencidlodott forma egy spontan
bekovetkez6, nem pedig iranyitott differenciacié eredménye. Ezt a megfigyelést a
késobbiekben is szem elott kell tartanunk, a differencialédott formak kozti eltérést
elfogadhatjuk, azonban az Gssejtekben mért expresszios szintek csak kis mértékben

kiilonb6zhetnek a bioldgiai parhuzamosaiktol.

4.2. TLDA eredmények
4.2.1. Ossejtspecifikus miRNS-ek expressziés mintazata

Elészor a TLDA modszerrel kapott miRNS-ek Ct értékeinek és a kontrollként
hasznalt U6 és RNU44 RNS-ek Osszevetésével kiszamitottam a miRNS-ek AC;
értékeit. (A reakcid soran detektalt Ct értékek az adott gén expresszids szintjét
jellemzik, és hatékony esszék esetén 1 Ct kiilonbség a gyakorlatban 2%, azaz kétszeres
expresszios kiilonbséget jelent.) Ezutan a differencidlatlan HUES9 embrionalis dssejt
MiRNS-einek AC; értékeit vetettem Ossze a differencialodott EB allapotban mért AC;

értékekkel. Szigort beallitasokat alapul véve amennyiben a két AC; érték kozti eltérés
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(AACy) kisebb volt, mint 3, abban az esetben a mMIRNS-t nem tekintettem
specifikusnak egyik 4llapotra se (2°, azaz minimum nyolcszoros kiilonbség). Ezeket a
kék oszlopok jelolik. Azokat a miRNS-eket, melyeknek a AAC; abszolut értéke 3-nal

nagyobb volt az abran piros oszlopokkal jeloltem. (3. dbra)

Frequency
60

40

3. dbra: MiRNS-ek eloszldsa AAC; értékeik alapjan, hisztogramon dabrazolva.
Differencidacios allapottol fiiggetlen miRNS-ek (kék) nagyobb szamban vannak, mint az
dllapotokra specifikusabbak (piros). Az dssejtekre jellemzé miRNS-ek a hisztogram
baloldaldn talalhatok.

Ezutdn mar csak a -3-nal kisebb AAC; értékii miRNS-eket vizsgaltam. Ezek
azok a miRNS-ek, melyek expresszioja csokken a differenciacié soran, azaz inkabb az
6ssejt allapotra jellemzéek. Amennyiben az adott miRNS-hez rendelkezésemre allt
biologiai parhuzamosban mért expressziés adat is, az Ossejt-specificitasnak egy
tovabbi feltételt is tdmasztottam. A biolégiai parhuzamosok értékei kozti eltérésnek
abszolit értéke kisebb kellett legyen 1-nél. Ebben az esetben valoban az GOssejtre
specifikusan jellemz6 miRNS-rél van sz6. Ezt az A tipust TLDA kartyaval mérhetd
MIRNS-ek esetében tudtam elvégezni, amellyel a C19MC klaszter tagjainak ttilnyomo
tobbsége (34 miRNS az A kartyan és 5 miRNS a B kartyan) is vizsgalhat6. Az A tipusu
TLDA kartyaval mérhetd 6ssejt specifikus miRNS-eket az 2. tablazatban foglaltam

Ossze, AAC; értékeik szerint rendezve, illetve feltiintetve azt is, hogy a C19MC
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Klaszter tagjai-e. Amennyiben biologiai parhuzamosok értékei nem alltak
rendelkezésemre, ezt a feltételt nem tudtam figyelembe venni. Ez a B tipust TLDA

kartyaval mérheté6 miRNS-ek esetében volt igy.

MiRNS neve AACt C19MC Klaszter tagja?
hsa-miR-134 -7,298448 nem
hsa-miR-518f -5,443868 igen
hsa-miR-411 -4,282949 nem
hsa-miR-518a-3p -3,856467 igen
hsa-miR-433 -3,590058 nem
hsa-let-7e -3,464300 nem
hsa-miR-520¢g -3,204912 igen
hsa-miR-29a -3,161722 nem
hsa-miR-410 -3,091283 nem

2. tabldzat: Ossejtspecifikus miRNS-ek:
olyan miRNS-ek, melyek teljesitik az alabbi sziirési feltételeket:
- biologiai parhuzamosok AC; értékei kozti eltérés abszolit értéke Kisebb 1-nél
- HUES9 és EB dllapot AC; értékei kozti eltérés (AAC) kisebb -3-ndl
A C19MC tagjai zélddel kiemelve.

A 2. tablazatbol latszik, hogy az dssejtspecifikusnak mondott C19MC klaszter
tagjai koziill a szlrési feltételeimnek mindGssze harom felelt meg. Ezért
megvizsgaltam, mi a helyzet a miRNS klaszter tobbi tagjaval. Egyrészrdl azt taldltam,
hogy néhdny miRNS a biolégiai parhuzamosokban mért talzott eltérés miatt nem jutott
at a szirési feltételeken. Masrészt, ahogy a 4. abran latszik, egy kivétellel az
Ossejtspecifikusnak mondott C19MC klaszter minden tagjanak lecsokkent az
expresszidja a differencidcid soran, azonban nem egyforma mértékben, azaz a AAC;
értékek kozt nagy a variabilitds. A klaszter miRNS-eit egymashoz viszonyitva
szembet(ind az is, hogy AC; értékeik nagyban eltérnek HuES9-ben és EB-ben is.
Ennek legvaloszinlibb magyarazata, hogy transzkripciondlis szinten eltérdképpen

szabalyzodnak.
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HUES-9 ACt

EB ACt

4. dabra: C19MC klaszterbe tartozo miRNS-ek (kék pontok) és tovabbi miRNS-ek (zold

pontok) eloszlasa HuES-9-ben és EB-ben mért AC értékeik alapjdan, szordsdiagramon.

4.3. A C19MC bioinformatikai vizsgalata

4.3.1. Transzkripcids faktorok

A Kklaszteren beliili eltérd transzkripcids aktivitdsok hipotézisét erdsitik az
ENCODE projektbdl szarmazo ChIP-seq adatok is, amik a klaszteren beliili
transzkripcios faktor kotéhelyek Iétére utalnak (5. abra). Kiilondsképpen igaz ez a H1
humén embriondlis sejtvonalban detektalt Nanog és CTCF kotdhelyekre. Elobbi a
C19MC-t kddold régio eldtt, mig utobbi a C19MC elétt és azon belill is, dsszesen 4
példanyban talalhato meg. Nanog egy Ossejtspecifikus transzkripcids faktor, CTCF
pedig egy olyan fehérje, ami inzulatorként befolyasolhatja a klaszter metilaltsagi

allapotat, ezzel a klaszteren beliil alklasztereket hozva Iétre.
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UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly
[ > ][ >>> | zoomin [ 1.5x ][ 3x ][ 10x || base |zoom out [ 1.5x | 3x |[ 10x | 100x |
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chr19:54,127 110-54,268,279 141,170 bp. 7 enter position, gene symbal or search terms
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chirig (o13.42) [ 19pis.3 | 19p13.11 ] 19012 [ 19415, 11 ]
scale S8 kil { hais
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5. abra: A C19MC miRNS-ek és a kornyezetiikben elhelyezkedd transzkripcios faktor kétéhelyek.
Nanog kétohely lila keretben, CTCF kétéhely piros keretben. A zold téglalap CpG szigetet jelol.




4.3.2. A pre-miRNS szekvenciak vizsgalata

hsa-mir-4928_4 0.2458
hs=-mir-512-1_1_ -0.00102
hsa-mir-512-2_2  0.00102
hss-mir-1222_ 2 0.19466
hsa-mir-5S20e_5_ 0.05401

hsa-mir-S17a_24_ 0.00973
‘r hsa-mir-517k_28_ 0.00519
hsa-mir-517c_37_ 0.00743

hsa-mir-525_15_ 0.09715
hsa-mir-1283-1_11_ 0.04432
hsa-mir-1283-2_44_ 0.02454
hsa-mir-518a-1_22_ -0.00215
hsa-mir-518a-2_326_ 0.025668
hsa-mir-527_42_ 0.01499
hsa-mir-520d_27_ 0.02111
hsa-mir-524 23 0.06825
hsa-mir-321-2_26 0.042132
hsa-mir-321-1_29_ 0.00385
hsa-mir-5S20a_12_ 0.06925
hsa-mir-515-1_&6_ 0O
hsa-mir-515-2_9_ 0
hsa-mir-519%e_7_ 0.03155
hsa-mir-519d_25_ 0.07118
hsa-mir-520g_29_ 0.00997
hsa-mir-520h_Z8_ 0.001329

hsa-mir-3518c_22_ 0.032887
hsa-mir-518d_34  0.04179
hsa-mir-518k_19_ 0.05934
hsz-mir-523_16_ 0.03955
hsa-mir-518f_17_ 0.0524
hsa-mir-518e_ 322 0.04058
hsa-mir-S22_40_ 0.02988
hsa-mir-51i6b-2_30_ 0.03293
hsa-mir-Sisb-1_325_ 0.0022&
hsa-mir-526a-2_31_ 0.03023
hsa-mir-Si6a-1_43_ 0.00024
hsa-mir-S16a-2_45_ 0.01087
hsa-mir-526a-1_20_ 0.04524
hsas-mir-526b6_132_ 0.03909
hsa-mir-319a-1_41_ 0.01454
hsa-mir-319a-2_46_ 0.02026
hsa-mir-319c_10_ 0.03985
hsa-mir-519b_14_ 0.02138
hsa-mir-520f_8_ 0.05107
hsa-mir-520b_18_ 0.01451
hsa-mir-S20c_21_ 0.025324

6. abra: A C19MC pre-miRNS-ek Neighbour-joining médszerrel késziilt filogenetikai
faja. Az agak hossza a valos tavolsagokat mutatjak. A pre-miRNS-ek neve, klaszteren

beliili poziciojuk és a paronkeénti tavolsagok keriiltek megjelenitésre.



Egyéb modszerekkel is kerestem klaszteren beliili csoportokat. Egyik ilyen
modszer a pre-miRNS-ek szekvenciainak illesztése és filogenetikai vizsgalata. A
teljesen azonos MiRNS-eket kodold pre-miRNS-ek szekvenciajaban is eléfordulhat
kiilonbség, ezért a pre-miRNS-ekrél konnyebb megmondani, hogy a klaszteren beliil
melyik hajtiikanyar szerkezetben helyezkednek el. Ezzel szemben az éret miRNS-ek
esetében ez a pre-miRNS-ek duplikacioja miatt nem mindig lehetséges. A pre-miRNS-
ek neve utan pozicidjuk és a paronkénti tavolsagok szerepelnek (6. abra).

Szekvenciajukat tekintve a legegyedibb pre-miRNS-ek a Kklaszter elején
talalhatoak, 1-4. pozicioban. Ez is megerdsiti azt a hipotézisemet, hogy a klaszter
elején elhelyezkedd miRNS-ek a klaszter tobbi tagjahoz képest mas célpontokat
regulalhatnak, emiatt expresszidos szabalyozasukban is eltérés lehet, akar

transzkripcionalis szinten is.

4.3.3. AmMiRNS-ek validalt célpontjainak in silico elemzése

A C19MC pre-miRNS-einek szekvenciai nagyon hasonloak, emiatt az érett
MIRNS-eké és seed régioiké is, ez a miRNS célpont predikciokat megbizhatatlanna
teszi. Ezért validalt célpontokat kerestem a miRNS-ekhez. 3 adatbazisban, 6sszesen
253 validalt miIRNS-mRNS kapcsolatot talaltam, 44 miRNS és 137 gén kozott. A
legtobb kapcsolattal rendelkezé6 miRNS a hsa-miR-519-3p, gén a CCND1, a masodik
pedig az CDKN1A. Ezt a két gént 6sszesen 22 miRNS képes szabalyozni a 44-b6l, 11
a CCND1-et, 8 a CDKN1A-t, 3 pedig mindkett6t (7. abra).

[hsa-miR—515-3p] [hsa-miR—519h-3p] [hsa-miR-ﬁmrfSp] [ hsa-miR-519d ] [hsa-miR-sige-ap] [hsa~miR~51Qe-5p] [hsa-miR-SZOa-Sp]J hsa-miR-520h l

CDKN1A

[hsa-miFl-512-3p] [hsa-miR-5199-3p] [ hsa-miR-520b ]

CCND1

[hsa~miR~5170—iip] [hsa-miR-ﬁﬂc—Sp] [hsa-miR-ﬂSa—Sp] [ hsa-miR-518b ] [hsa-miR-51SB-3p] [hsa-miR-51Se-5p] [r iR-5: !)a-ﬁp] [ h: R-520g ] [‘- iR-52. ’*,,] [hsa-m\R—SZZ-Sp] [hsa—miR—SZﬁ-:ip]

7. abra: A két legtobb kapcsolattal rendelkezo géen (CCNDI és CDKN1A) és az oket
szabalyozo miRNS-ek halozata.
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A génontologiai elemzést haromszor végeztem el két programmal (DAVID 6.7
¢s AmiGO 2), eldszor az 0sszes célpontra (137 gén), majd azokra, amelyeket legalabb
két miRNS (53 gén) szabalyoz, végiil csak azokat vizsgaltam, amiket harom miRNS is
regulal (24 gén). Az eredmények kozt az alacsony p-értékkel rendelkezd, relevans
annotaciokat kerestem. A DAVID esetében a legalacsonyabb p-értékli annotaciok
altalaban relevansak is voltak, azonban az AmiGO éltal szamitott legvaloszinlibb
annotaciok kozt tobb nagyon altaldnos is szerepelt, mint példaul sejt folyamatok
szabalyozédsa, biologiai folyamatok pozitiv szabalyozasa, igy ezt a programot
hasznalva specifikusabb informaciokat kerestem az eredmények kozott.

A DAVID a 137 gén mindegyikét felismerte a funkciok kozott szerepelt tobb
sejthalal szabalyzasaval (p-érték: 5,5E-19) kapcsolatos is, amik kozil a
legspecifikusabb az apoptozis negativ szabalyozasa (p-érték: 5,9E-18). Megjelenik
még a sejtproliferacio szabalyozas (p-érték: 1,1E-13) és az organikus szarmazékokra
vald reakcio (p-érték: 1,1E-11). A gének sziikebb halmazat vizsgéalva is hasonld
eredményeket kaptam, azonban a p-értékek megndttek. Ebben az esetben is tobb a
sejthalallal kapcsolatos funkcio keriilt el6, a legnagyobb valdsziniiséggel apoptdzis
negativ szabalyozasa (p-érték: 6,3E-7). Felbukkantak olyan funkciok is, mint a sejt
migraci6 szabalyozasa (p-érték: 2,5E-6) és a sejtmozgas szabalyozasa (p-érték: 3,7E-
8). A gének legsziikebb halmazan a legmagasabb predikcios értékel kiilonb6zo
stimulusokra adott reakcidok szabalyozasa szerepeltek példaul: hatbanyagokra (p-érték:
3,3E-8), hormonokra (p-érték: 6,2E-8), fém ionra (p-érték: 5,1E-5). Tovabba ebben az
esetben is igencsak el6] szerepelt a sejt proliferacio szabalyozasa (p-érték: 1,8E-6).

Az AmiGO altal prediktalt funkciok hasonlitottak a DAVID-¢éira, de azért némi
eltérés mutatkozott. A program 137 génbdl 133-at ismert fel, ebben az esetben is a
sejthalal szabalyozasa (p-érték: 1.8E-28) volt az egyik legvaloszintibb funkcio, illetve
megjelent a szignaltranszdukcio szabalyozasa (p-érték: 3.3E-25). A szlikitett halmazra
nagy valosziniiséggel prediktalta a szignaltranszdukcio pozitiv szabalyozasat (p-érték:
6.5E-15), illetve a sejt differenciaciot (p-érték: 8.7E-15). A gének legsziikebb
csoportjara tobbek kozt sejtproliferacid szabalyozast (p-érték: 8.5E-08) és
hatéanyagokra vald reakciot (p-érték: 6.6E-07) szdmitotta.
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4.4. C19MC pri-miRNS-ének kvantitativ vizsgalata SYBR Green qPCR-ral

4.4.1. Primerek megtervezés SYBR Green esszéhez

Hipotézisem igazolasahoz primereket terveztem a klaszter pri-miRNS-ének
relevans szakaszainak kvantitativ vizsgalatahoz. A primerek megtervezése soran
nehézséget jelentettek a klaszteren beliili repetitiv szekvencidk, amelyekrél az
optimalisnal alacsonyabb hibridizaciés hdémérsékleten aspecifikus termékek
képzbédhetnek, amik befolyasolhatjak a qPCR mérés pontossagat. A 8. abra a primer
parokkal kijelolt szakaszokat a klaszteren beliili elhelyezkedésiik és a miRNS-ek
HUES9-ben mért AC; értékiik fliiggvényében mutatja. A klasztert sematikus abra
jeleniti meg, amely mutatja a pre-miRNS-eket (hurkok), a Nanog és CTCF
kotohelyeket (lila, illetve piros téglalapok) és a primer parokkal kijelolt mérési
pontokat (C19MC-1 (kék), C19MC-2 (sarga), C19MC-3 (z61d)). Mivel eléfordulhat,
hogy a TLDA kartyan szereplé probak nem minden miRNS esetében a legrelevansabb
3'-izoformaira specifikusak, csak az azokkal a probakkal mért eredményeket tartottam
meg, amelyek szekvenciait a miRBase-en talalhatd mély-szekvenalasi adatokkal
Osszevetve a leggyakoribb 3'-izoformakra specifikusnak talaltam.

Latszik, hogy a miRNS-ek expresszios szintje az esetleges technikai hibak
sziirése utan is nagy szorast mutat (8. abra). A hsa-miR-512 pre-miRNS két példanya a
klaszter elején helyezkedik el. Az érett miRNS-ek mindkét pre-miRNS-bol
képzddhetnek, ez azonban legfeljebb 1 Ci-nyi (kétszeres) kiilonbséget jelenthet az egy
kopiaban meglévé miRNS-ekhez képest. Ennek a miRNS-nek a legmagasabb az
expresszids szintje (4,15 AC;) ami tobb, mint majdnem 6tszorose (2°2°) a masodik hsa-
mir-520c mennyiségének (6,4 AC;). A hsa-miR-512 kozelében egy CTCF kotéhely
van, amely masik oldalan talalhat6 miRNS-ek mindegyikének sokkal kisebb
expresszios szintet mértiink. Ez arra utal, hogy a hsa-miR-512 koérnyezetének
magasabb transzkripcids aktivitdsa van, mint a klaszter tobbi részének, ezért az elsd
mérési pontot (C19MC-1) itt jeloltem ki. A masodik (C19MC-2) és harmadik
(C19MC-3) primer part olyan szakaszokra terveztem, amelyek kornyezetében
alacsony expresszioji miRNS-ek taldlhatoak. Emellett tervezésiikkor azt vettem még
figyelembe, hogy a két szakasz egy CTCF kotéhely két oldalara és ezaltal

feltételezetten kiilonbozoképpen regulalt régidkba essenek.
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8. abra: A primer parokkal kijelolt szakaszok (CI9IMC-1, -2, -3, kék, sarga, zold
téglalapok) elhelyezkedése a klaszteren beliil, a miRNS-ek és a hozzadjuk tartozo
HUES9-ben mért AC; értékek fiiggvényében. A Nanog és CTCF kotohelyeket lila,

illetve piros téglalapok jelélik, a piros szaggatott vonal pedig a CTCF kotodés alapjan

feltételezett alklaszterek hatarat jelzi. .

A AAC; értékek szintén nagy variabilitast mutatnak a kKlaszteren beliil (9. abra),
azaz a miRNS-ek szintje a differenciaci6é soran kiilonb6z6képpen valtoznak. Az elsd
primer parral (C19MC-1) mért régioban a miRNS-ek AAC; érékei -2,5 koriili, a
masodik régioban (C19MC-2) régidban alacsonyabb -4 és -9 kozottiek ezek az
értekek. A harmadik régioban (C19MC-3) a legmagasabbak AAC; értékek, -1 és -2
kozottiek. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a klaszter elejének és végének

transzkripcidja kisebb mértékben valtozik, mint a C19MC-2 régioé.

25



AACt

-8
|

I
|
)
|
|
|
|
|
|
|
|
'
|
|
|
|
|
|
|
|
U
|
|
|
|
|

C19MC-2 C19MC-3

9. abra: A primer parokkal kijelolt szakaszok (C19MC-1, -2, -3; kék, sarga, zold

téglalapok) elhelyezkedése a klaszteren beliil, a miRNS-ek és a hozzdjuk tartozo AAC;

ertékek fiiggvényében. A Nanog és CTCF kotéhelyeket lila, illetve piros téglalapok

jelolik.

4.4.2. SYBR Green esszéhez tervezett primerek optimalizalasa

Primer neve Szekvencia Olvadaspont | Amplikon hossza
C19MC-1For |5’- TAACTGGTGGTCAGCTTACAATGTG 65,8°C

251 nukleotid
C19MC-1Rev |5’- CGAAAGTTGCATCTGTACGACTGG 68,6°C
C19MC-2For |5’- TTCGCTCTGCTCCTGGCTGTC 71,3°C

265 nukleotid
C19MC-2Rev |5’- GGCCTGGGAAGCTGCCTTCGGC 78,9°C
C19MC-3For |5’- GGAATTAGAGGTGTGAGCCGC 66,9°C

229 nukleotid
C19MC-3Rev |5’- CAACAGCAATGGATGGAGAGC 66,9°C

3. tablazat: A primerek neve, szekvencidja, olvadaspontja és primer parokkal kijelolt

szakasz hossza.
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Az 2. tablazat a primerek nevét, szekvencidjat és egyéb olyan paramétereit
tartalmazza, amelyek befolyassal lehetnek a qPCR mérés beallitasaira. A primerek
validalasat PCR reakciokkal (10. abra) genomi DNS-r6l és HuES9-bdl izolalt toltal
RNS-rél atirt cDNS-eken is sikeresen elvégeztiik. A PCR reakcid termékeit
gélelektroforézissel mindkét esetben ellendriztilk. HUES9 minta cDNS-ének esetében
szekvenalast is végeztiink, amely egyértelmiien megerdsitette, hogy az amplikonok a
vizsgalni kivant régiokrol irodtak at. A 11. abra egy reprezentativ szekvenalasi
kromatogramot mutat.

A primerek optimalizalasa érdekében a PCR reakciokat 55°C, 60°C és 65°C
hibridizacios profillal is lefutattam. 55°C-on és 60°C-on a C19MC-3-as primer par
aspecifikus termékeket is amplifikalt ezért emeltem a hibridizaciés 1épés
hémérsékletét 65°C-ra, amikor a primerek mar specifikusan csak a kivant régiot

amplifikaltak (10. abra) genomi DNS-rdl, illetve HUES9 cDNS-16l is.

CI9MC-1  C19MC-2  C19MC-3

500
— ]

400 400
P

300 T 300

200 -
251 bp 265 bp 229 bp 200
100 -

10. abra: Primerek validaldsa és optimalizalasa genomi DNS-en, 65°C-0s

hibridizacioval, 100 bp-os létrdk haszndlataval.
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G GTGRGRACARTGTACAT ICT ICARCAT CTI TAGATTIGCAGTII TGG AT GCTICCCGTIC AGG ACTGTGT GICCCTIGIGCTIGGEACTCARGTIGARCACTIGGGCTCTCCATCC

11. abra: C19MC-2 amplikon egy szakaszanak szekvendlasi kromatogramja.

4.4.3. SYBR Green gPCR mérések eredményei

A primerek validdlasa és optimalizaldsa utan elvégeztem a SYBR Green
méréseket, a C1IMC pri-miRNS-ének transzkripcidjat vizsgalando. Mivel egyedi,
altalam tervezett primerekkel dolgoztam, igy nem tudhattam azok hatékonysagat, ezért
minden mérésnél az abszolit kvantitativ modszert alkalmaztam. A kalibracios
gorbéket pGEM vektorokba ligalt C19MC-1, C19MC-2 és C19MC-3 amplikonok
higitasi soraval hoztam létre. Minden esetben 3 technikai parhuzamost és 4-szeres
higitast alkalmaztam a kalibraciés pontok kimérésekor. A rendszerek hatékonysaga
86,4% ¢és 107,7% kozott mozgott, ezért relativ kvantitalashoz tovabbi optimalizalasuk,
illetve egy megfeleld endogén kontroll sziikségesek.

A 12. abra a harom primer parral (C19MC-1, C19MC-2, C19MC-3) a
klaszter elején, belsejében €s a végén, két mintan (HuES9 és EB) elvégzett hatféle
mérés eredményeit mutatja. A grafikon alapjan megallapithato, hogy a klaszter
kiilonboz6 szakaszai kiillonbozOképpen szabalyzodnak a transzkripciod soran. A
tovabbiakban ezeket az eredményeket mutatom be az expresszids eltérések kiillonb6zo

aspektusaira ravilagitva.
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12. abra: A C19MC pri-miRNS-ének harom primer parral (C19MC-1 (kék),
C19MC-2 (sdrga), CLIMC-3 (zéld)) HUES9-ben és EB-ben mért mennyisége.
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13. abra: A C19MC pri-miRNS-ének hdarom primer parral (CL1OMC-1 (kék),
C19MC-2 (sdrga), C19IMC-3 (z6ld)) HUESO-ben mért mennyisége, a klaszter elejére
specifikus primerekkel (CLIMC-1) mért mennyiségre normalizalva.(*: p<0,05, **:

p<0,001)
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A 13. abra az mutatja be, hogy HUES9-ben a klaszter eleje szignifikansan
erdsebben expresszalodik, mint a masik két szakasza. Tehat Ossejt allapotban a
C19MC transzkripcidja nem egyben szabalyozddik, hanem legalabb két transzkripcios
egységet kiilonithetiink el, egyik, amelyikbe a C19MC-1 primer parral mért szakasz is
beleesik, masik pedig a CI9MC-2-t és C19MC-3-t is magéaban foglald régio.

1,4

1,2

=

0,8
>k
0,6
0,4

0,2

log(abszolut mennyiség)/
log(C19MC-1 EB mennyiség)

C19MC-1EB C19MC-2 EB C19MC-3 EB

14. abra: A C19MC pri-miRNS-ének hdarom primer parral (C19MC-1 (kék),
C19MC-2 (sdrga), CIIMC-3 (zold)) EB-ben mert mennyisége, a klaszter elejére
specifikus primerekkel (C19MC-1) mért mennyiségre normalizalva. (**: p<0,001)

EB éllapotban a klaszter elején és végén szignifikdnsan nem kiillonb6zo
expresszios értékeket mértlink, mig a kozépsd szakasz transzkripcios aktivitdsa az
elejétdl, illetve végétdl is szignifikansan eltér (14. abra). Ezek alapjan EB allapotban is
atirddnak a klasztertdl fliggetleniil kisebb részek is. Ebben az esetben a C19MC-1 ¢és
C19MC-3 primer parokkal azonos expresszios szintet, mig a CI9MC-2 primer parral
ettdl szignifikdnsan eltérét mértem. Ez azt jelenti, hogy a differenciacié soran a

klaszter elejének és végének transzkripcios aktivitasa kiegyenlitddik.
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15. abra: A C19MC pri-miRNS-ének a C19MC-3-mal HUESO-ben és EB-ben mért

mennyisége, a HuES9-ben mért mennyiségre normalizalva. (**: p<0,001)

A 15. 4bran a differencidci6 soran a klaszter végén bekdvetkezd transzkripcids
aktivitds valtozasara mutatok ra. A C19MC-3 primer parral mért harmadik régio
mennyisége megnd a differenciacio soran (15. abra), ezzel szemben az ¢lsé és a
kozépsd régid expresszidja szignifikdnsan nem kiilonbozik HuES9 és EB éallapot
kozott. Ebbol kovetkezik, hogy a 14. abran lathatd, a klaszter eleje és vége kozti

kiegyenlitddés a harmadik régidé transzkripcios aktivitdsanak novekedésének

eredménye.
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5. Diszkusszio

Munkam elsé célja a CI9OMC Gssejtspecificitasanak validalasa volt HuES9
human d&ssejtvonalon. Ennek elérése érdekében egy nagyatereszto-képességi
moddszert, a TagMan Low Density Array-t (TLDA) alkalmaztam. Ezzel a modszerrel
mértem HUES9-bd1 és *embryoid body’ (EB) differencialodott formajabol izolalt RNS
mintakban tobb, mint 600 miRNS expresszios szintjét. Az RNS mintdk mindségét
spektrofotométerrel, gélelektroforézissel és TagMan esszével ellendriztem. A mérési
eredményeket R programnyelv hasznalataval kiértékelve a két differenciacios allapotot
Osszevetésével kvantitativan tudtam meghatdrozni a miRNS-ek differencidcid soran
bekovetkezd expresszid szint valtozasat. Szigoru sziirési feltételek utan a C19MC
klaszter egy részének sikeresen validaltam &ssejtspecificitasat. A sziirési feltételek
enyhitésével, egy kivétellel a klaszter tobbi elemér6l is megmutattam, hogy a
differenciacio soran csokken az expresszidja. Ez azt jelenti, hogy a Klaszter tagjainak
expresszids szintje csokken, de a csokkenés mértéke eltérd. Tovabba az eredmények
ravilagitottak, hogy az elvileg egyiitt atirddo miRNS-ek expresszios szintje HuES9-
ben és EB-ben is nagyon eltérnek. Munkam folytatdsat erre a megfigyelésre
alapoztam.

Misodik célom az expresszios eredmények alapjan felmeriilé kérdések
megvalaszolasa volt bioinformatikai és molekularis bioldgiai eszkdozokkel. A kérdések
a klaszter transzkripcidjara, és az azt szabalyz6 mechanizmusokra vonatkoztak. Ezért
az ENCODE projektbdl szarmazd Chip-seq adatok gytijtésével kezdtem. Ezeket
felhasznalva olyan transzkripcios faktorok kotohelyeit kerestem, amik Ossejtekben
befolyasolhatjak a klaszter transzkripciojat. A klaszter eldtt egy Nanog és egy CTCF
kothely van, tovabba a klaszteren beliil is van harom CTCF kotShely. Nanog egy
kotéhelyekhez bekotve az egész klaszter transzkripcidjat serkentheti. A CTCF fehérjék
inzulatorok, amik a kromatin szerkezetének befolyasoldsaval hatdssal vannak az
epigenetikai modositasokra, ¢és ezaltal elkiilonithetnek egymastol fiiggetlen
transzkripcios egységeket. Ez a C19MC esetében kiilondsen izgalmas, ugyanis a
klaszter promoétere eldtt elhelyezkedd CpG szigetek, és a klaszteren beliili altalam is
prediktalt repetitiv szekvenciak a differenciacio soran metilalodnak, ami miRNS-ek

expresszidjanak a gatlasdt okozza. Az elméletem szerint a klaszteren beliili
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kotéhelyeihez bekdtve a CTCF képes a klaszter metilaltsagi allapotat befolyasolni,
ami rovidebb pri-miRNS formak képzddéséhez, és a miRNS-ek eltérd expresszios
szintjeihez vezet. Ezt az elméletet megerdsitendé bioinformatikai analiziseket és
molekularis biologiai kisérleteket végeztem.

A Kklaszter pre-miRNS-cinek filogenetikai analizise megmutatta, hogy a
legegyedibb  szekvenciaval a klaszter elején elhelyezkedd pre-miRNS-ek
rendelkeznek, emiatt ezeknek Ilehet a klaszter tobbi tagjatol leginkabb eltérd
célpontjaik, ami indokolna egyedi szabalyzasukat.

A klaszter funkcidjanak vizsgalatdhoz kisérletesen validalt célpontokat
gyljtottem webes adatbazisokbdl. A célpont gének funkcioit génontologiai adatbazis
felhasznalasaval hataroztam meg. Tobb programmal ¢és a gének kiilonbozo
halmazaival is elvégeztem az analiziseket. Az eredmények alapjan a klaszter szerepet
jatszik az apoptozis, a sejtproliferacid €s sejtdifferenciacid szabalyozdsaban, illetve
kiilonb6zd stimulusokra adott reakciok kialakitasaban. A validalt célpontok koziil a
CCND1-t képes a legtobb miRNS szuppresszalni. Ez a gén fontos szerepet tolt be a
sejteiklus szabalyozasban. Ciklin-dependens kinazok inhibitoraként képes a sejtciklust
a G1/S fazisban tartani, igy a sejt osztdodas helyett differencialodasba kezd. Azzal,
hogy a miRNS-ek gatoljak ennek a génnek az expresszidjat a sejtproliferaciot
serkentik és a sejtdifferencidciot gatoljak. Az, hogy a validalt célpontok k6zott tovabbi
sejteiklus gének is szerepelnek, arra utal, hogy a C19MC tagjai képesek a sejtciklust
tobb ponton is szabalyozni.

A bioinformatikai analizisek utdn primer parokat terveztem a C19MC pri-
MiRNS-¢ének kvantitativ vizsgalatahoz. A primereket (C19MC-1, -2, -3) gy terveztem
meg, hogy a klaszterben siiriin clhelyezkedé repetitiv szekvenciak ellenére a pri-
miRNS adott részére specifikusak legyenek. Tovabba figyelembe vettem, hogy a mért
régiok a CTCF kotOhelyekhez viszonyitva hogyan helyezkednek el. Mindharom
primer parral kijelolt szakasz CTCF kotohelyekkel el van valasztva egymastol, igy ha
hipotézisem helyes, kiilonboz6 expresszios szinteket kell mérnem az elsddleges
atiratokon. A primerek tervezésekor szamitasba vettem a TLDA mérésem eredményeit
iS. Az els6 primer par (C19MC-1) a leginkabb expresszalodo miRNS-ek mellé
terveztem, ezzel szemben a masik kettd primer péar kdrnyezetében elhelyezkedd
mMIiRNS-ek szintje alacsonyabb volt. Ez alapjan azt vartam, hogy a legmagasabb
értéket az elsé primer parral mérem. Tovabba a TLDA mérés eredményi alapjan a

C19MC-1 ¢és C19MC-3 kozelében 1évé miRNS-ek AAC; értékei hasonldéak, mig a
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C19MC-2 kozelében 1évoké sokkal alacsonyabb. Ennek egy lehetséges oka a C19MC-
2 transzkripcids aktivitdsanak a C19MC-1-nél és C19MC-3-nal nagyobb mértéki
csokkenése.

A C19MC pri-miRNS mérésekhez SYBR Green gPCR-t alkalmaztam, a
kvantitalas soran higitasi sorok alapjan abszolit mennyiségeket szamitottam. HUES9-
ben és EB-ben is eltérd szinteket mértem a harom primer parral. HuES9-ben C19MC-
1 szint szignifikdnsan magasabb, mint a C19MC-2 ¢és C19MC-3 szint. EB-ben a
C19MC-2 szintje tovabbra is alacsony, a C19MC-1 és CI9MC-3 szintje viszont
kiegyenlitddik. Ennek oka a C19MC-3 szintjének szignifikans megemelkedése EB-
ben. Ezek az eredmények megerdsitik, hogy a klaszter kiillonbozo részei
transzkripcionalis szinten kiilonbdzéképpen szabalyozodnak, ami nagyvaldsziniiséggel
a MIRNS-ek expresszios szintjeire is hatassal van.

A TLDA ¢és a SYBR Green eredmények a fenti elképzelések mellett arra is
utalnak, hogy a C19MC miRNS-ek mennyiségének csokkenését az EB allapotban
els6dlegesen nem a klaszter transzkripcios aktivitasanak csokkenése okozza, hanem
egy masik, a miRNS-ek szintjét csokkentd hatds fokozddasa. A klaszter végének
(C19MC-3) megnovekedett transzkripcidja ezt képes bizonyos mértékben
ellensulyozni, ezzel szemben a C19MC-2 régionak a transzkripcioja is gyengiil, igy az
érett miRNS-ek szintje a két negativ hatas eredményeként drasztikusan lecsokken. A
klaszter elejének (C19MC-1) mindkét differenciacios allapotban magas a
transzkripcioja, azonban az ismeretlen negativ hatds ezeket a miRNS-eket is érint,

mennyiségiik a differenciacié soran csokken.

A feladatkiirasban két fOpontba ¢és alpontokba szedve fogalmaztam meg
céljaimat. A feladatokat elvégeztem, és az eredmények alapjan a felmeriilé kérdések
egy részére valaszt adtam, amit bioinformatikai és molekuléris biologiai modszerekkel
is alatamasztottam. Eredményeim alapjan olyan uj kérdések is felvetddtek, amelyek
tovabbi vizsgalatok alapjaul szolgalhatnak. Terveink kozt szerepel tovabbi TagMan és
SYBR Green esszék, valamint Northern blot mérések elvégzése kiilonbozo sejteken,
példaul daganat sejteken, indukalt pluripotens Ossejteken és RNS polimeraz III
gatloval kezelt Ossejteken. Ezekkel a kisérletekkel pontosabb képet kaphatnank az
alklaszterek méretérél, az Oket alkot6 miRNS-ekr6l, illetve az alklasztereket
szabalyozé mechanizmusokrél. Tovabba luciferdz esszék elvégzését is tervezziik a

MiRNS-ek funkcidinak kisérletes validalasahoz.
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