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ROVIDITESEK JEGYZEKE

dpc days post coitum

EMT epithelidlis-mezenchimalis dtmenet

Epi epiblaszt

ESC, ES sejt embrionalis Gssejt

FCS fetal calf serum

FM fibroblaszt médium

hca Human Chorionic Gonadotropin hormon
hsa Homo sapiens

Hypo hipoblaszt

IPSC, iPS sejt indukalt pluripotens Ossejt

MEF egér embrionalis fibroblaszt

MIRNS, MIR MikrorNS

mmu Mus musculus

ocu Oryctolagus cuniculus

PGC primordial germ cell, dsivarse;jt

PMSG Pregnant Mare Serum Gonadotropin hormon
raber nyul embrionalis fibroblaszt

SOLID Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection
Tropho trofoblaszt

UTR untranslated region, nem transzlalodo rész



1. BEVEZETES

Az utobbi id6ben a human betegségek vizsgalatdnak egyre kedveltebb modelléallata a
nyul (Oryctolagus cuniculus), mivel a korai embrionalis fejlddése, igy a nyul dssejt vonalak
jellemzdi is, sokkal jobban hasonlitanak az emberéhez, mint az egér embrid fejlodése illetve
az egér Ossejt vonalak tulajdonsagai (Fischer et al., 2012). Régéta szolgal olyan human
betegségek modellezésére, mint az atherosclerosis (érelmeszesedés), osteoarthritis
(degenerativ iziileti gyulladas), tuberkulozis, az Alzheimer kor, vagy a diabétesz
(cukorbetegség) (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).

Az orvosbiologia teriiletén egyre nagyobb igény mutatkozik célzott genetikai
modositast hordozd nyulak eléallitasara, hogy ezaltal lehetdvé tegylik a jelenleg, megfeleld
modell hijan nehezen vizsgalhato betegségek lefolydsanak és 6roklédésének tanulmanyozasat,
valamint gyogyszerek ¢és gyogymodok kidolgozasat és tesztelését.

Ahhoz, hogy egyes betegségeket modell allatokon tudjunk vizsgalni, elengedhetetlentil
fontos, hogy képesek legylink az éllat tulajdonsagainak célzott modositasara. Ehhez megfeleld
pluripotens Ossejt vonalra van sziikség, amely segitségével olyan kiméra allatok hozhatoak
l1étre, melyek ivarsejtjeibe is képes integralodni a transzgén, ezaltal lehetdvé téve az Uj
tulajdonsag orokithetdségét.

Az elsé nytl embrionalis Gssejt (ES sejt) vonalat Ujzélandi fehér nyil blasztociszta
1étrehoztak az elsd, élve sziiletett, igazoltan ES sejt kiméra nyulat. Ennek ivarsejtjei kozott
azonban nem volt a transzgénikus ES sejtekbdl szarmazd ivarsejt, tehat utddaira nem tudta
atorokiteni az 0j tulajdonsagot (Zakhartchenko et al., 2011). Azéta is szamos kutatas iranyult
nyul pluripotens sejtek tenyészetben vald fenntartasara (Wang et al., 2008a; Honda et al.,
2009; Intawicha et al., 2009; Hsieh et al., 2011; Catunda et al., 2008), melyek ugyan
hozzajarultak ahhoz, hogy egyre tobbet tudjunk meg az &ssejteket befolyasold faktorok
szerepérol, de a megfeleld, valoban pluripotens sejtvonal 1étrehozasa mindmaig senkinek sem

sikerult.

Mindezek nyoman, célunk olyan nyul embriondlis dssejt vonal alapitidsa, amelybdl
célzott genetikai modositast hordozo, ivarsejt kiméra nyulak hozhatéak Iétre. Ehhez
elengedhetetleniil sziikséges, hogy megismerjiik azokat a faktorokat, melyeknek szerepe van

az embriofejlédésben, a sejtek pluripotens allapotanak fenntartasdban, az onmegujitasban, és a



differencidlodas meginditasaban. Ez kozelebb vihet minket ahhoz, hogy kideritsiik, hogy
milyen faktorokra lenne sziikség ahhoz, hogy a nytl 6ssejtek pluripotens allapotat fenn tudjuk
tartani hosszabb idejli tenyészetés soran is.

Az embrionalis Ossejtek kiillonlegessége elsé sorban, az aszimmetrikus osztodasuknak
koszonhetd onmegujitd képességiikben rejlik. Az osztédasukkor a Iétrejovo két leanysejt
kozil az egyik ugyan olyan &ssejt, mint amibdl 1étrejott, a masik pedig egy mar
differencialtabb fejlddési allapotban 1évé sejt. Az embriondlis Ossejteket elsd sorban a
blasztociszta allapoti embrid embriocsomojabdl (inner cell mass, ICM) nyerhetjiik (Evans and
Kaufman, 1981; Martin, 1981). Ezek pluripotens sejtek, vagyis mindharom embrionalis
csiralemez (ekto-, endo-, és mezoderma) sejtjei 1étrejohetnek beléliik, de az extraembrionalis
szovetek kialakitdsdra mar nem képesek.

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

A mikrorNs-eknek (mirRNS) fontos szerepiik van a pluripotencia fenntartasaban, illetve a
sejtek differencidlodasdnak beinditdsaban, amit elsd sorban az ugynevezett pluripotencia
gének (pl. Oct4, Sox2, Nanog) poszttranszkripcionalis szabalyozasaval érnek el.

Az utdbbi évtizedek kutatdsai soran deriilt fény a miRNS-ek létezésére, és az altaluk
végzett fontos génregulaciés mechanizmusokra. A mirNs-ek olyan, ~22 nukleotid hosszu,
fehérjét nem kodolo, egyszalu RNS molekuldk, amelyek alapvetd szabalyozd funkcidk
érzékeny beallitasaban vesznek részt (Bartel, 2004).

Az els6 mirRNs-t 1993-ban fedezték fel Caenorhabditis elegans lin-4 génjének
vizsgalata soran, amely a féreg larvalis fejlédési idejét szabalyozza. Eszrevették, hogy bar a
lin-4 nem kodol szabalyozé fehérjét, néhany kis RNS molekula szintjét emeli (Lee et al.,
1993). A szekvencia analizis soran rajottek, hogy egy kb. 60 nukleotid hosszu, hajtli-szerti
(stem loop) molekula egyik karjarol lehasado rész tobbé-kevésbé komplementer a lin-14-r6l
atir6dd6 MRNS 3’ UTR részével, valamint ide bekotddni képes, és ezaltal gatolja a transzlaciot
(Wightman et al., 1991, 1993).

Tobb év kellett ahhoz, hogy egy Gjabb mirRNS-t, a let-7 mirNs-t, felfedezzék, szintén
C. elegansban. A let-7 a lin-4-hez hasonléan fejti ki a hatasat, csak mas fejlédési allapotban
(Reinhart et al., 2000; Slack et al., 2000). A let-7 mirRNS-t, és génjének homologjait,
hamarosan a human és a Drosophila genomban is azonositottak, valamint 11 masik allatfajban

is megtalaltak (Pasquinelli et al., 2000).



Azbta szamos ndvényi és allati MIiRNS funkcidjat vizsgaltak. Bizonyitottan igen fontos
szerepiik van az Aallati sejtosztddas, sejthaldl, sejtdifferencidlodéds, és a zsir-anyagcsere
szabalyozasaban (Ambros, 2004; Bartel, 2004; Brennecke et al., 2003; Xu et al., 2003),
novényekben pedig a levél és a virag kialakulasanak szabalyozasaban (Aukerman and Sakai,
2003; Chen, 2004; Palatnik et al., 2003; Reinhart et al., 2002). Kimutattak fejlédési allapotra
jellemz6 MIRNS expresszios mintazatokat is (Krichevsky et al., 2003; Mineno et al., 2006).

A mirNs-ek bioszintézisének kanonikus ttvonala soran (1.abra) az RNS polimeraz Il.
enzim segitségével, a sejtmagban, endogén génrdl torténik meg a transzkripcidé. Ennek
eredményeként egy hosszi, tobb kanyarulatbol alld6 molekula jon 1étre, a primer-miRNS (pri-
MIRNS), melybdl 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 citoplazmaba. Itt a Dicer ribonukleaz a pre-mirNS egyik
karjarol kihasitja a kb. 22 nukleotid hosszasagu, érett miRNS-t. Ez, az Argonaute csalad egyik
tagjaval egyiitt egy RISC nevii komplexet (RNA-induced silencing complex) alkotva képes az
MRNS 3 végén 1évé nem transzlalodd régidhoz (Untranslated Region, UTR) kapcsolodni
(Cullen, 2004; Lee et al., 2002; Tomari and Zamore, 2005), ahol a transzlaciét gatolja, vagy
poszttranszkripcionalis modositas révén fejtik ki.

Els6ként a miR-290-295 klaszter tagjair6l mutattak ki, hogy az egér embriokban mar
két sejtes fejlodési allapotban, igen erdsen expresszalodnak, majd a fejlédés késobbi
szakaszaban expressziojuk csokken (Houbaviy et al., 2003; Suh et al., 2004). Létrehoztak
olyan knockout (génkiiittt) egereket, melyekben a miRNS érés folyamata nem megfeleléen
zajlott, és figyelték ezek fejlodését. Azt tapasztaltak, hogy az ilyen egerek, melyekben a
mMIiRNS-ek nem megfeleléen miikodtek, abnormalisan fejlodtek, és ezen keresztiil igazoltak,
hogy a mirNS-eknek a sejtdifferencialodas soran is elengedhetetlen szerepiik van
(Kanellopoulou et al., 2005; Murchison et al., 2005; Wang et al., 2007b). Bar ennek a
komplex mechanizmusnak még nem minden részlete tisztazott, a miR-134 miRNS-r6l pl.
kimutattdk, hogy az 6ssejtek ektodermalis iranyba valo differencidlodasaért felelds, és ezt a

A mirns-ek sejtdifferencialodassal kapcsolatos szerepe legjobban talan ugy
vizsgalhatd, ha feltérképezziik, hogy mely miRNS-ek jellemzdek az egyes sejttipusokra és
fejlodési allapotokra, és hogy ezek expresszids szintje hogyan valtozik az egyedfejlodés

soran. Elvégezhetd tovabba a miRNS-¢k funkcionalis analizise, amely soran in Vvitro



tulexpresszaltatjuk, illetve gatoljuk az egyes miRNS-eket, ¢€s figyeljiik, hogy ennek milyen

hatdsa van mds gének expresszidjara, és az egyedfejlddés menetére.
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1. abra A miRNS-ek biogenezisének kanonikus titvonala (Kuo et al., 2012).

Ennek fényében kezdtik vizsgidlni a miRNS-ek expresszidjat kiilonbozé koru
embriokban, embriondlis dssejtekben, és dsivarsejtekben (primordial germ cell, PGC). A nyul
embrionadlis Ossejtek taplald sejtrétegeként inaktivalt egér fibroblaszt sejteket haszndlunk,
ezért ennek, és a nyul embrionalis fibroblasztnak az analizisét is elvégeztiik. Ez utobbi
sejttipust hasznaljak fel az indukalt pluripotens sejtek 1étrehozasakor.

Mivel nyual esetében vizsgalataink megkezdésekor még nem kozoltek MIRNS
szekvenciakat, elsd 1épésként SOLID technologidval megszekvenaltattunk kiilonboz6 nyul
szovetekbdl, sejtekbdl szarmazd RNS mintakat, majd az igy kapott szekvencia adatokban
kerestem mar ismert egér, humén és szarvasmarha miRNS-ek homologjait. Az igy azonositott
ocu-miRNSs szekvenciakat real-time PCR-t alkalmazva validaltam.

Azt, hogy a mirns-ek szekvencidjukat tekintve er6sen konzervaltak, feltehetéen a

fontos szabalyozé szerepiiknek koszonhetik. Okkal feltételezhetjiik tehat, hogy funkcionalis



konzervaltsag is jellemezheti azokat. Ennek megfeleléen olyan miRNS-eket valasztottam ki a
tovabbi analizisre, melyekrdl irodalmi adatok alapjan feltételeztiik, hogy 6ssejt-specifikusak,
szereplik lehet a pluripotens allapot megtartdsaban, vagy éppen a differencidlodas
meginditasaban.

Harom ES sejt specifikus klasztert, a miR-290, a miR-302 és a miR-17-92 klasztert
valasztottam ki a validalashoz.

A miR-290 klaszter mirNs-eirdl tudjuk, hogy az egér embrionalis &ssejtekben erdsen
expresszalodnak (Houbaviy et al., 2003), és gatoljak a differencialodast (Zovoilis et al.,
2009). Ezen felil fontos szerepe van a de novo DNS metilacio szabalyozasaban a
differencialatlan ES-sejtekben (Benetti et al., 2008; Sinkkonen et al., 2008), és a sejtciklus
szabalyozasaban azaltal, hogy gatolja a G1-S atmenetet (Lichner et al., 2011; Wang et al.,
2008b). A klaszter promotere olyan, a pluripotens allapotért felelds transzkripcios faktorok
célszekvenciait tartalmazza, mint a Oct4 (Pou5fl), a Sox2, és a Nanog (Marson et al., 2008).

A miR-302 klaszter szintén er0sen expresszalodik az egér és a human embrionalis
Ossejtekben, és expressziojuk csokken a differencialodas soran (Chen et al., 2007). A miR-
290-hez hasonldan ez a klaszter is sejtciklus-regulator. Human embrionalis 6ssejtekben irtak
le, hogy a klaszter tagjai elOsegitik a sejtek Onmegljitdsat a ciklinDl ¢és a cdk4
poszttranszkripcionalis szabalyozasa révén (Card et al., 2008). Ez a klaszter feltehetdleg
pozitivan szabalyozza a Nodal/Activin utvonalat, amely hozz4jarul a pluripotencia
fenntartasahoz (Barroso-del Jesus et al., 2009). A miR-302 gén promotere maga is olyan
transzkripcios faktorok targetje, mint a Nanog, az Oct4, a Rex1, és a Sox2 (Barroso-delJesus
et al., 2008; Card et al., 2008).

A harmadik vizsgalt klaszter (miR-17-92) szintén erdsen expresszalodik a human
embrionalis Ossejtekben (Houbaviy et al., 2003; Laurent et al., 2008; Morin et al., 2008).

Emberben a miR-99a, a miR-let7c, és a miR-125b egy klaszterbe rendezédnek a 21-es
kromoszoman. Ebbdl a klaszterbdl a miR-99a és a miR-125b els6 sorban tumor szupresszor
hatasu (Nam et al., 2008; Liang et al., 2010; Li et al., 2011a; Sun et al., 2011). A miR-99a
szabalyozza tovabba a TGF-B altal vezérelt epithelidlis-mezenchimalis atmenetet (EMT),
valamint megallitja a sejtciklust a G1 fazisban (Cui et al., 2012; Turcatel et al., 2012). A miR-
125b-nek a human embriondlis Ossejtekben szerepe van a mezodermalis iranya
differencialodas meginditasaban (Wong et al., 2012).

A let-7 géncsalad a human embrionalis éssejtekben alacsony szinten fejezédik ki, majd
a differencial6do sejtekben és a legtobb feln6tt sejttipusban megnd a szintje (Lakshmipathy et
al., 2007; Gu et al., 2008).



Kimutattdk, hogy a miR-145-nek fontos szerepe van a differencidlodas meginditasaban,
és a pluripotencia gatlasaban azaltal, hogy olyan pluripotencia-faktorokat gatol, mint az Oct4,
a Sox2, és a KIf4 (Xu et al., 2009).

Egy masik, korai differencialodasért felelds miRNS a miR-1, ami specifikusan
expresszalodik az izomszovetekben (Zhao et al., 2005; Xie et al., 2011), és az egér
embrionalis Gssejtekbe valo juttatdsa erdsiti a szivizom iranyu differencialodast (Glass and
Singla, 2011).

Napjainkig az egér embrionalis Ossejtekbdl 1étrehozott sejtvonal az egyetlen olyan
Ossejt vonal, amely a pluripotencia minden kritériumanak megfelel. A leglijabb kutatasok
ramutattak arra, hogy az eddig pluripotensnek tartott sejteken beliil is kiilonb6zo allapotokat
kiilonithetiink el. Ugy gondoljuk, hogy az egér embrionalis Gssejtek egy korabbi fejlédési
stadiumot, Un. ,,naiv” allapotot képviselnek, mig a késdi egér epiblasztbol alapitott sejtvonal
sejtjei mar fejlettebb, differencialédottabb allapotban vannak, osztddasuk fenntartdsdhoz mas
novekedési faktorra van sziikség. Ezutobbi sejtek ivarsejt kiméra létrehozésara nem
alkalmasak, igy ezeket ,,primed”, mas néven ,,érett” allapotban levé embrionalis dssejteknek
nevezziik (Nichols and Smith, 2009).

A jelenleg ismert humdn és nyUl embrionalis Ossejt vonalak az egér epiblaszt
sejtvonalakhoz hasonlitanak, vagyis ugy tlinik, hogy mar ebben a késdbbi, ,,primed”
allapotban 1év6 dssejteknek feleltethetéek meg.

Azon kiviil, hogy a miRNS-eknek fontos szerepiik van az ES sejtek fenntartasaban, egyre
tobb publikacio jelenik meg arr6l, hogy igen jelent6sek lehetnek az indukalt pluripotens (iPS)
sejtek létrehozasa soran is (Judson et al., 2009; Anokye-Danso et al., 2011; Li et al., 2011b;
Miyoshi et al., 2011; Subramanyam et al., 2011; Yang et al., 2011). Judson és mtsi. (2009)
kimutattak, hogy az egyik Yamanaka faktor (Takahashi and Yamanaka, 2006), a c-Myc,
helyettesitheté a miR-290 klaszter egyetlen tagjaval és ez egerekben erdsiti a szomatikus sejt-
IPS sejt atalakulast (Judson et al., 2009). A legajabb kutatasok kimutattak, hogy a miR-302
Klaszter lentivirus vektor segitségével valo bejuttatasaval, illetve a let-7 mirNs klaszter
expresszidjanak gatlasaval (Worringer et al., 2014) mind az emberi, mind az egér szomatikus
sejtek visszaprogramozhatoak az eredeti Yamanaka faktorok nélkiil (Anokye-Danso et al.,
2011). Erdekes modon az egér és a human sejtek is visszaprogramozhatéak az érett, dupla
szali miRNS-ek segitségével, anélkiil, hogy barmilyen vektor alapi géntranszfert kellene
hasznalnunk (Miyoshi et al., 2011). Ez a modszer szamos 1) lehetdséget nyit meg az iPS sejtek
létrehozasara, és kikiiszoboli azokat, az aggalyokat felvetd l1épéseket, hogy virusok vagy

onkogének bejuttatasa sziikséges a visszaprogramozashoz.
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Elképzeléseink szerint, ha a nytl dssejtek pluripotencidjat sikeriilne megtartanunk, vagy
visszaprogramoznunk Oket a ,,naiv”’ allapotba, és igy valoban pluripotens sejtvonalakat
létrehoznunk, akkor ezek a sejtek mar alkalmasak lehetnének ivarsejt kiméra nyulak
létrehozasara, melynek kimagasld jelentdsége lenne az egyes 6roklodé human betegségek
vizsgalataban.

Ezen Aallapotok pontosabb megértése érdekében kiilon is megvizsgaltam az egyes
csiralemezek (epiblaszt, hipoblaszt, trofoblaszt) miRNS expresszids mintazatat, majd néhany
MIRNS kifejezodését in situ hibridizacioval is igazoltam.

Tovabbi munkam soran tervezem még tobb miRNS in situ hibridizacios vizsgalatat,
valamint a mirNs-ek targetjeinek bioinformatikai uton valo predikciojat, és ezt kdvetden
kisérletes igazolasat is. Szeretném elvégezni az expresszios adatok alapjan fontosnak tind
miRNS-ek funkcionalis analizisét, vagyis in vitro talexpresszaltatasa ¢és gatlasa révén
vizsgalni, hogy milyen hatdsa van az embriofejlodésre és a sejtdifferencidlodasra. A
funkcionalis analizis soran szeretném vizsgalni a feltételezett target szintjének valtozasat is, és

mindkettd kifejezodését in situ hibridizacioval igazolni.
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2. CELKITUZESEK

Munkam soran a kovetkezd célokat tliztem ki:

1. Uj nyul miRNS-ek azonositasa, SOLID szekvenalassal kapott nyul szekvencidkat egér,
human és szarvasmarha miRNS adatbazisokban talalhatd  szekvenciakkal

Osszehasonlitva.

2. A legfontosabb, feltételezhetben a nytl embriokban ¢€s pluripotens sejtekben

kifejez0dé miRNS klaszterek azonositasa ¢€s feltérképezése a nyal genomban.

3. A real-time PCR-el kapott expresszidés adatok Osszehasonlitasa a korabban SOLID

szekvenalas soran, az adott szekvenciakra kapott talalatszamokkal.

4. A tovabbi real-time PCR-es vizsgalatok megkezdése el6tt a kiillonboz6 RNS izolalasi
technikakat, a Kinyert RNS intaktsaga és a frakciok tisztasidga alapjan Osszehasonlitva

megtalalni a legalkalmasabb RNS és miRNS izolalasi modszert.

5. A szekvencia adatok alapjan azonositott nyul miRNS szekvencidk validalasa, és
expressziojuk vizsgalata nyul embriokban, Ossejtekben, és embrionalis szovetekben

kvantitativ real-time PCR-rel.

6. A 6 napos nyul embridoban expresszalddéo miRNs-ek kimutatasa in situ hibridizacidval.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Kisérleti allatok

Kisérleteimhez Ujzélandi fehér nyulat (hdzi nyal, Oryctolagus cuniculus) (Tetrabbit
Ltd., Kartal, Magyarorszag), és CD1/EGFP torzsbdl szarmazd egereket hasznaltam, melyek
tartasat, a rajtuk alkalmazott kisérleti eljarasokat, és a beldliik nyert embridk kezelését az
JAllatkisérlet végzésére sz6lo rendelet”-nek megfelelden végeztem. Kutatdcsoportunk
legfrissebb allatkisérleti engedélye, a leglijabb Eurdpai Unids szabalyozashoz igazodik,

2018.02.13-ig érvényes. Az engedély szama: PEI/001/303-4/2013.
3.2. RNS mintak gyiijtése

A mintakat az RNS épségének megorzése érdekében RNAlater-be vettem fel, és -20°C-on
taroltam, majd kozvetleniil az izolalas el6tt tettem at az alkalmazott RNS izolalasi technikanak

megfeleld reagensbe (TRizol, RNAzol Reagens).
3.2.1. Embriok gyiijtése

A megfeleld szamu embrid eléréséhez a ndstény nyulakat 3-4 honapos korban PMSG
(Pregnant Mare Serum Gonadotropin), majd 72 o6ra elteltével hcG (Human Chorionic
Gonadotropin) kezeléssel szuperovulaltattuk, és Ujzélandi fehér bakoktol frissen nyert
spermaval mesterségesen termékenyitettiik.

A 6 és 7 napos embridkat kb. 10 ml 20% FCs-t tartalmazo PBS oldattal a petevezetd
iranyabol mostuk ki (Besenfelder et al., 1998), majd random poolozva az RNS izolalasig
RNAlater-ben -20°C-on taroltuk. A real-time PCR vizsgalatokhoz kb. 50db 6 napos embridt
hasznaltunk fel.

A 14 napos embridkat csaszarmetszéssel nyertiik ki az anyaméhb6l, majd PBs-sel
mostuk. Ezutan az RNS izolalasig RNAlater-ben -20°C-on taroltuk. A real-time PCR

vizsgalatokhoz 2db 14 napos embriot pooloztunk.
3.2.2. PGC sejtek gyiijtése

A pGC sejteket (primordial germ cell) tartalmazo6 ivarlécet 14 napos nyul embriobol

nyertiik. A real-time PCR vizsgalatokhoz egy embrié mindkét ivarlécét hasznaltuk.
3.2.3. Fibroblaszt sejtek gyiijtése

A fibroblaszt sejtekrol elészor eltavolitottam az elhasznalt tapoldatot, majd miutan PBS-
sel mostam a sejteket, tripszinben 37°C-on, 5%-0S CO, koncentracio mellett 10 percen at

inkubaltam. Ezutan fibroblaszt médiummal (FM) leallitottam a tripszint és 7 percen at 4°C-on,

13



1400 rpm-en centrifugaltam. A feliiluszo leszivasa utan a pelletet PBS-ben felszuszpendaltam
és két részre osztottam, majd az elébbi modon ismét centrifugaltam. A PBS eltavolitasa utan a

pelletet -70°C-on taroltam.
3.2.4. Az embrionalis sejtrétegek kiilonvalasztasa

Ahhoz, hogy a trofoblasztban, az embrioblasztban, és annak két rétegében (epiblaszt,
hipoblaszt) vizsgalni tudjuk a sejttipus-specifikus expressziés mintazatot, a blasztocisztat
koriilvevd zona pellucidat mechanikusan tavolitottuk el, majd izolaltuk az embridblasztot a
trofoblaszttol. Késobb kidolgoztuk azt a technikat is, amelyben epiblasztot és a trofoblasztot
is kiilon tudtuk valasztani (Schmaltz-Panneau et al., 2014). Az izolalt sejteket felhasznalasig -
70°C-on taroltuk.

3.3. soLID szekvenalas

A szekvenalast a Bay Zoltan Kozhaszni Nonprofit Kft. Novénygenomikai, Humén
Biotechnologiai és Bioenergiai Intézetében (BAYGEN) végezték (www.baygen.hu).

Hét mintat szekvenaltattunk meg: 14 napos nyul embriobol szarmazoé fibroblaszt €s PGC
sejtek, egyszer passzalt nyul embrionalis Ossejtek, 14 napos egér embriobol szarmazo
fibroblaszt, valamint 6, 7 és 14 napos nyul embridk. Az analizishez 5db 6 napos, 10db 7 napos

¢és 3db 14 napos embridt hasznaltunk fel.
3.4. Felhasznalt adatbazisok

A human ¢és egér MIRNS szekvencidkat a miRbase (www.mirbase.org) szabadon
hozzaférhetd, online miRNS adatbazisbol vettem (Griffiths-Jones, 2004; Griffiths-Jones et al.,
2006, 2008; Kozomara and Griffiths-Jones, 2011, 2014).

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

szoftverrel végeztem (oryCun2, http://genome.ucsc.edu).

3.5. RNSizolalas és koncentracié mérés

3.5.1. TRIzol reagensbe felvett mintak

A mintakat RNAlater-bél TRIzol (SIGMA) reagensbe raktam at (a pelletként lefagyasztott
sejtek esetén egyszerlien hozzdadtam a reagenst) és 5 perc elteltével az oldatot
felszuszpendaltam. Tovabbi 5 percig szobahdmérsékleten allni hagytam majd ujra
szuszpendaltam. A mintakat a gyart6 utasitasa szerint vagy azonnal izolaltam, vagy a késébbi

1zolalasig -70°C-on taroltam.
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3.5.2. RNAZzol reagensbe felvett mintak

A mintakat RNAlater-bél RNAzol reagensbe (CSERTEX) raktam at (a pelletként
lefagyasztott sejtek esetén egyszerlien hozzaadtam a reagenst) és alaposan felszuszpendaltam.
Az izolalast a gyartd utasitasdnak megfelelden végeztem. KésObbi izolalds esetén a mintat

-70°C-on taroltam.

3.5.3. Koncentracio mérés

crer

Az RNS mintdk koncentracidjat Thermo Scientific NanoDrop TM 1000

Spectrophotometer-rel mértem.
3.6. Az RNS mindségének ellenérzése

Az RNS mintdk tisztasagat és intaktsagat Agilent 2100 bioanalyzerrel (Agilent

Technologies) ellendriztem.
3.7. Reverz transzKkripcio

A CDNS szintézist TagMan® MicrorRNA Reverse Transcription Kit-el végeztem (Applied
Biosystems), a gyartd ajanlasa alapjan. A reakciohoz a TagMan® MicroRNA Reverse
Transcription (RT) Assay-ket (Applied Biosystems) poolozva alkalmaztam.

Az elkésziilt cDNs-t felhasznalasig -20°C-on taroltam.
3.8. Kvantitativ real-time PCR TagMan™ Array Plate segitségével

A mirNs-ek expresszidjanak meghatarozasahoz az altalunk tervezett Custom TagMan™
Array Plate-eket hasznaltam, melyek mindegyike 23 raszaritott MiRNS probat tartalmazott.
Egy plate egy minta mérésére szolgdl, illetve minden minta mellett szerepel a 6 napos embrid,
mint bels6 kontroll minta (interplate control, IPC).

A reakciot TagMan® Universal Pcr Master Mix, No AmpErase® UNG felhasznalasaval,
Eppendorf Mastercycler® ep realplex4 késziiléken végeztem. Belsé kontroll génként a miR-
191-et, belsé kontroll mintaként pedig a 6 napos embriot hasznaltam.

Az adatok analizisét GenEx QPCR adat analizaldé szoftverrel (http://www.multid.se)

végeztem.
3.9. In situ hibridizacio

Az in situ hibridizacibhoz miRCURY LNAT™ microRNA Detection probakat (EXIQON)

alkalmaztam.
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Az embriok fixalasat és az in situ hibridizaciét az Exiqon cég ajanlasa alapjan
végeztem (Thisse et al., 1993, 2004), fluoreszcens probat alkalmazva. A sejtmagok festéséhez
propidium-jodidot hasznaltam.

3.10.Konfokalis mikroszkop

Az in situ hibridizacié eredményét Leica TCS SP8 konfokalis mikroszkop segitségével
elemeztem.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
4.1. Nyul miRNS szekvenciak azonositasa

SOLID uj generacios szekvenalasi technikaval hét mintat szekvenaltattunk meg: 14 napos
nyul embriobol szarmazo fibroblaszt (raber) és PGC sejtek, nytl embrionalis Gssejtek (rabgs),
14 napos egér embriobol szarmazoé fibroblaszt (MEF), valamint 6, 7 és 14 napos nyul embriok
(dpc, days post coitum).

Ezekben az adatokban a mirbase online adatbazis alapjan kerestiink mar ismert egér,
human, €s szarvasmarha miRNS-ek homolégjait.

Osszesen 1693 nyul miRNS szekvenciat azonositottunk, melyekrdl megallapithatd, hogy
alapvetden nagyobb hasonlosdgot mutatnak a human szekvencidkkal, mint az egérrel vagy a

szarvasmarhaval (2. 4bra).

CD1 MEF RAB EF RAB ESC
bta a hsa bta : hsa bta a hsa
mmu mmu mmu
RAB PGC RAB 6d EMB RAB 7d EMB

bta sa bta A%A sa bta sa
1467 1613 1494

2. abra A talalt miRNS szekvenciak fajok kozti hasonldsaga az egér (CD1 MEF) és nytl
fibroblasztban (raber), az s (rabesc) és PG (rabpGc) sejtekben, valamint a 6 (rab 6d emb) és 7
(rab 7d emb) napos nyul embridkban.

4.2. A TagMan Array Plate tervezése

Azt, hogy a mirNs-ek szekvenciajukat tekintve ennyire konzervaltak, feltehetden a
fontos szabalyoz6 szerepiiknek koszonhetik. Okkal feltételezhetjiik tehat, hogy funkcionalis
konzervaltsag is jellemezheti ¢ket. Ennek megfeleléen olyan mirRNS-eket valasztottam ki a
tovabbi analizisre, melyekrdl irodalmi adatok alapjan feltételeztiik, hogy 6ssejt-specifikusak,
szerepilk lehet a pluripotens allapot megtartdsdban, vagy éppen a differencialodas

meginditasaban.
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A valogatashoz alapul vettem tovabba a SOLID szekvenalds sordan kapott talaltszamokat
is, mivel kezdetben ugy véltiikk, hogy ezek iranymutatast adhatnak arra vonatkozoan, hogy

egy-egy miRNS milyen erdsen fejezddik ki az adott mintaban (1.tablazat).

1.tablazat A kivalasztott miRNS-ek taldlatszamai a 7 mintaban.

miRNS MEF rabEF | rabES PGC 6dpc 7dpc 14dpc
miR-294-3p 0 0 0 1 19 405 1
miR-292-3p 0 0 0 0 46 309 0
miR-290-5p 1 1 2 9 160 4841 9
miR-520e 0 0 0 0 0 37 0
miR-498 0 1 0 2 30 28 0
miR-512-5p 0 0 0 0 32 1104 0
miR-302b-3p 0 0 3 0 4 25 4
miR-302c-3p 0 0 0 0 0 0 0
miR-302a-3p 0 0 8 0 0 19 2
miR-302d-3p 0 0 3 0 0 32 5
miR-367-3p 0 0 0 0 0 0 0
miR-99a-5p 915 442 84 106 0 17 11640
miR-let-7c 116 12 17 3 0 2 123
miR-125b-5p 3582 1820 696 89 9 18 13055
miR-17-3p 0 4 0 3 0 0 149
miR-92-3p 143 516 95 1441 53 415 6919
miR-let-7b-5p 472 124 73 8 1 29 345
miR-145-5p 9907 2753 1466 215 29 182 5809
miR-1 0 0 0 0 0 0 58
miR-191-5p 794 737 171 136 12 252 5342

A legfontosabb mirNs szekvenciak felhasznalasaval az altalunk tervezett miRNS plate
(TagMan Custom Array Plate) segitségével, 23 MIRNS expresszioja vizsgalhato egyszerre egy
mintabol. Minden miRNS esetén harom parhuzamos méréssel dolgoztam, és természetesen
negativ kontrollt is alkalmaztam. Minden esetben, a platen a 6 napos embriobé mintat is
vizsgaltam kontroll mintaként, annak érdekében, hogy a kiilonb6zé futasok soran kapott
expresszios értékek Osszehasonlithatéak legyenek (3.4bra). Minden plate esetén azonos Ct
(threshold cycle) értéket allitottam be.

Sikeriilt azonositanom a nyul szekvencidkban harom, mas fajokban Gssejt
specifikusnak leirt klaszter, a miR-290, a miR-302 és a miR-17-92 klaszter tagjait. Ezek
mellett vizsgaltam a miR-99a, a miR-let7c, és a miR-125b mirNs-eket, melyek emberben a
21-es kromoszoéman helyezkednek el, és szerepiik van a sejtciklus szabalyozasaban. A miR-
125b-r61 nemrégiben deriilt Ki, hogy a human embrionalis Ossejtekben szerepe van a
mezodermalis iranyt differencialodas meginditasaban is (Wong et al., 2012). Vizsgaltam a
let7 géncsalad egy masik tagjat is, a miR-let-7b mirRNS-t, mivel err6l a csaladrol mas fajokban

leirtdk, hogy az embriondlis &ssejtekben alacsonyan expresszalodik, de a differencialodés
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soran megno a szintje és fontos szerepe lehet a differencialodéas kezdetének szabalyozasaban
(Lakshmipathy et al., 2007; Gu et al., 2008). A miR-145-r61 korabban kimutattak, hogy a
human embriondlis dssejtekben fontos szerepe van a differencidlodas meginditasaban, és a
pluripotencia gatlasaban azaltal, hogy olyan pluripotencia-faktorokat gatol, mint az Oct4,
Sox2, KLF4 (Xu et al., 2009). Egy masik korai differencialodasért felelés miRNS a miR-1, ami
specifikusan expresszalodik a szivizomban, valamint a sima-, és vazizomban egyarant (Zhao
et al., 2005; Xie et al., 2011).
Mindezeket figyelembe véve terveztilk meg a plate-ek felépitését (3.4abra).

A miR-191 a miR-423 és az snoRNS-135 bels6 kontrollként szerepelt a plate-en.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A| 302a 302a 302a | 294 294 294 : 99a 99a 99a 191 191 191
B| 320b 302b 302b I 512 512 512 I 125b 125b 125b 423 423 423
C 302c 302c 302c : 498 498 498 : 145 145 145 302a 302a 302a
D| 302d 302d 302d i 520e 520e 520e i miR-1 miR-1 miR-1 292 292 292
E 367 367 367 I let-7b let-7b let-7b I 191 191 191 294 294 294
F| m-290 m-290 m-290 I let-7c let-7c let-7c I 423 423 423 512 512 512
G| 0-290 0-290 0-290 i 17 17 17 i snol35 | snol35 snol35 92 92 92
H 292 292 292 i 92 92 92 191 191 191 145 145 145

MINTA NTC 6d emb IPC

3. abra A TagMan Array Plate-ek felépitése. A piros szin jeloli azokat a ,,lukakat”, ahova a vizsgalt minta kertil,
a zold a negativ kontrollt, mig a lila a 6 napos embrié mintat. Minden esetben 3 parhuzamos mérést végeztem.

Az expresszios vizsgalathoz kivalasztott miRNS szekvencidkat visszakerestem a nyul
genomban, ¢€s meghatdroztam, hogy melyik kromoszéman pontosan hol, ¢és milyen

iranyultsagban helyezkednek el, valamint ellendriztem a szekvencia pontossagat.

4.3. Az azonositott szekvencidk helyének és egymashoz valé elhelyezkedésének
meghatarozasa a nyil genomban

Az egér miR-290 klaszter a 7-es kromoszoman helyezkedik el, és 14 érett miRNS
keletkezik rola (Houbaviy et al., 2003, 2005). Ezen klaszter human homoldgja a hsa-miR-371
Klaszter. Ennek 4 tagja van, melyek a 19-es kromoszoman helyezkednek el, és szintén az
embrionalis dssejtekben expresszalodik (Houbaviy et al., 2003; Suh et al., 2004; Laurent et
al., 2008).

Az ocu-miR-290 klaszternek harom tagja van: az ocu-miR-294-3p, ocu-miR-292-3p, és
az ocu-miR-290-5p, melyek negativ iranyultsagban helyezkednek el a chrun0226 kontigon.
Ugyan ezen a kontigon helyezkedik el az ocu-miR-512, az ocu-miR-520e, és az ocu-miR-498
(2.tablazat).
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2. tablazat A miR-290 és a miR-512 (C19MC klaszter) elhelyezkedése a nytl genomban.

MiRNS hossz érett mirNs szekvencia krsz. irany | kezdet vége
ocu-miR-294-3p 22 AAAGTGCTTCCCTTTTGTGTGT Un0226 - 215979 | 216000
ocu-miR-292-3p 22 AGTGCCGCCAGGGTTTGAGTGT | Un0226 - 216438 | 216459
ocu-miR-290-5p 22 ACTCAAACCGTGGGGGCACTTT | Un0226 = 216476 | 216497

ocu-miR-520e 21 AAAGTGCTTCCTTTTTGAGTG Un0226 - 224117 | 224137
ocu-mir-498 23 TTTCAAGCTGGGGGGTGTTTTTG | Un0226 - 224331 | 224353
ocu-miR-512-I-5p 22 ACTCAGCCTTGGGGGCACTTCC Un0226 - 225955 | 225976
ocu-miR-512-3p 22 AAGTGCCGTCAAGGTTGAGCTT | Un0226 - 225916 | 225937
ocu-miR-512-11-5p 22 ACTCAGCCCTGGGGGCACTTCC Un0226 - 228779 | 228800
ocu-miR-512-3p 22 AAGTGCCGTCAAGGTTGAGCTT Un0226 = 228740 | 228761

Ez alapjan felrajzolhatjuk a miR-290 (ujabb nevén CI9MC) Klaszter tagjainak

elrendezddését a nyul genomban (4. abra).

; 294 1 ; 292 1 ; 290 1 ; 520e 1 ; 498 1 ; 512 1

4. abra Az ocu-miR-290 (C19MC) klaszter elrendezdése a nytl genomban.

A policisztronos miR-302 klaszter emberben a 4-es kromoszéman helyezkedik el, és 10
érett miRNS keletkezik rola (Houbaviy et al., 2003; Suh et al., 2004). Egér homoldgja a 3-as
kromoszoman taldlhat6, és mind a 10 érett miRNS homologja megtalalhatd. Nyulban is
megtalaltam a miR-302 klaszter tagjait, méghozza pozitiv iranyultsagban a 15-0s
kromoszéman (3.tablazat). A klaszter felépitése és tagjainak sorrendje megegyezik az egér és

human homologéval.

3. tablazat A miR-302 klaszter tagjainak elhelyezkedése a nytl genomban.

MIRNS hossz érett mirns szekvencia krsz. | irdny kezdet vége
ocu-miR-302b-5p 22 ACTTTAACATGGAGGTGCTTTC 15 + 36769637 | 36769658
ocu-miR-302b-3p 23 TAAGTGCTTCCATGTTTTAGTCG 15 + 36769680 | 36769702
ocu-miR-302c-5p 22 TTTAACATGGGGGTACCTGCTG 15 + 36769777 | 36769798
ocu-miR-302c-3p 23 TAAGTGCTTCCATGTTTCAGTGG 15 + 36769812 | 36769834
ocu-miR-302a-5p 23 ACTTAAACGTGGATGTACTTGCT 15 + 36769951 | 36769973
ocu-miR-302a-3p 20 TAAGTGCTTCCATGTTTTGGTGA 15 + 36769989 | 36770008
ocu-miR-302d-5p 22 ACTTTAACATGGAGGCACTTGC 15 + 36770114 | 36770135
ocu-miR-302d-3p 23 TAAGTGCTTCCATGTTTGAGTGT 15 + 36770152 | 36770174

ocu-miR-367-5p 22 ACTGTTGCTAATATGCAACTCT 15 + 36770238 | 36770259
ocu-miR-367-3p 22 AATTGCACTTTAGCAATGGTGA 15 + 36770276 | 36770297
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Ezek alapjan felrajzolhatjuk a miR-302 klaszter elrendez6dését is a nytil genomban (5. abra).

feso2b ™ [z02c ™ [s02a ™ [zo2d ™ 367

5. abra Az ocu-miR-302 klaszter tagjainak elrendez6dése a nyul genomban.

A miR-17-92 klaszternek két tagjat talaltam meg a nyul szekvencidkban, az ocu-miR-
17-5p-t, és az ocu-miR-92a-1-3p-t, amelyek szekvenciaja 100%-ban megegyezik az
emberivel. Nyulban a 8-as kromoszoman, pozitiv iranyultsagban helyezkednek el (4.tablazat).

Emberben a miR-99a, a miR-let7c, és a miR-125b egy klaszterbe rendez6dnek a 21-es
kromoszéman. Ezen harom miRNS nytl homologja, az ocu-miR-99a-5p, az ocu-miR-let-7c, és
az ocu-miR-125b-5p pozitiv iranyban helyezkedik el a nytl genomban a 14-es kromoszéman
(4.tablazat). Mindharom miRNS szekvencidja 100%-ban megegyezik a human homologjaval.

Az ocu-miR-let-7b-5p egy rovid kontigon (chrUn0230) pozitiv iranyultsagban
helyezkedik el (4.tablazat).

Mind az ocu-miR-145-5p, mind az ocu-miR-1 100%-os szekvencialis egyezést mutat a
human szekvenciakkal, és a nyll genomban a 3-as (pozitiv iranyban), illetve a 9-es (negativ

iranyban) kromoszoman helyezkednek el (4.tablazat).

4. tablazat A mirRNS-ek elhelyezkedése a nytil genomban.

MiRNS hossz érett miRNs szekvencia krsz. |irdny| kezdet vége
ocu-miR-17-5p 24 | CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAGT 8 + 93067688 | 93067771
ocu-miR-92-1-3p | 21 TATTGCACTTGTCCCGGCCTGT 8 + 93068461 | 93068482
ocu-miR-99a-5p 22 AACCCGTAGATCCGATCTTGTG 14 + | 144547521 | 144547542
ocu-let-7c 22 TGAGGTAGTAGGTTGTATGGTT 14 + | 144548251 | 144548272
14 + | 144598484 | 144598505

ocu-miR-125b-5p | 22 TCCCTGAGACCCTAACTTGTGA

1 + 95926707 | 95926728

ocu-let-7b-5p 22 TGAGGTAGTAGGTTGTGTGGTT |Un0230| + 74189 74210
ocu-miR-145-5p 23 GTCCAGTTTTCCCAGGAATCCCT 3 + 31259937 | 31259959
ocu-miR-1 22 TGGAATGTAAAGAAGTATGTAT 9 - 63183544 | 63183565

Ezt kovetden, az expresszios vizsgadlatokhoz a nyul genomi szekvencidk alapjan is
igazolt szekvenciak segitségével terveztiik meg a nyul specifikus miRNS primereket. Miel6tt
azonban nekikezdtem volna a nagyobb szabasti génexpresszids vizsgalatoknak, kisebb
metodikai kitérét tettem. Részben azért, hogy validdljam a szekvendlds soran megtalalt
szekvenciak egy részét real-time PCR-rel is, vagyis igazoljam, hogy a talalt szekvencidk
valoban kifejezddnek az adott mintakban, masrészt pedig arra a kérdésre kerestem a valaszt,

hogy a soLID szekvenalas soran kapott talalatszamok hasznalhatoak-e génexpresszid
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becslésre. Ezen feliil szerettem volna megtaldlni azt az RNS izolaldsi modszert, mellyel a
legtisztabb mintakat, s igy a mérés soran a legpontosabb eredményeket kaphatom.

4.4. A szekvenalas soran kapott taldlatszamok ¢és az expresszios értékek
osszehasonlitasa

M¢ég a megtervezett plate-ekkel végzett expresszids vizsgalatok el6tt szerettem volna
tesztelni azt a hipotézist is, miszerint a SOLID szekvenalas soran kapott talalatszamok
alkalmasak a génexpresszid becslésére. Ennek érdekében real-time PCR-rel vizsgaltam a
szekvencia adatok alapjan azonositott hat MIRNS expresszidjat harom mintaban, és
Osszehasonlitottam a szekvenalas soran kapott talalatszamaikkal.

El6szor egér és nyul fibroblaszt sejtekben €és 14 napos embrioban vizsgéaltam a
kovetkez6 miRNS-ek expressziojat: miR-302a, miR-367, miR-92a, miR-125b, miR-145, let7b.

Az Osszehasonlitas sordn azt tapasztaltam, hogy a SOLID szekvenalassal kapott
talalatszamok egy az egyben nem hasonlithatdak Gssze a real-time PCR analizis soran kapott
relativ expresszios értékekkel, pontos génexpresszids mintdzat altaluk nem irhatd le. Bar
egyes esetekben nagysagrendi becslést végezhetiink, tehat igaz, hogy a nagyon magas
talalatszamu MIiRNS-ek nagyon erdsen expresszalodnak és a nagyon alacsony talalatszamuak
nagyon gyengén, de a szélsdértékektdl tavolodva ez a kiilonbség teljesen elmosodik, felborul,
igy altalanossagban nem igaz, hogy az a miRNS, amely nagyobb talalatszammal fordul el6 egy
mintdban, annak az expresszioja valdban erdsebb.

Felvetettem, hogy talan pontosabb 6sszehasonlitast tenne lehet6vé az RNAZzol reagensbe
felvett RNS mintak alkalmazasa, ahol a korabbi, TRIzoloshoz képest, kiilon izolalhato a kis RNS
frakcio. Ennek koszonhetéen, a miRNS expresszidjat a teljes (bemért) kis RNS koncentracidhoz
viszonyithatnank, mely Osszehasonlitast a taldlatszdmok esetén is megtehetjiik, hiszen
bioinformatikai moddszerekkel sikeriilt meghatdroznunk, hogy az 0Osszes taldlatszdmbol
mennyi lehet a kis RNS-ek mennyisége. Sajnos az RNAzollal izolalt mintak esetében is ugyan
arra az eredményre jutottunk, vagyis a kapott talalatszamok egy az egyben nem
hasonlithatoak 0ssze a real-time PCR analizis soran kapott relativ expresszios értékekkel.

Mindezek mellett voltak olyan mirNs-ek, melyeket a soLID szekvenalas, eddig
ismeretlen okokbo6l, nem tudott kimutatni, holott kifejez6dését, a vartnak megfelelden, real-
time pcr-rel igazoltuk. Mas kutatokkal konzultalva kideriilt, hogy ez nem egyedi jelenség.
Azdbta nagyszabdasu kutatdsok indultak az 1j generacios szekvenaldsok soran kapott
talalatszamok elemzésére, melyek eredményei szintén alatamasztjak az altalunk kapott

eredményeket (Mestdagh et al., 2014; Dalmay, 2014).
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Osszességében elmondhatd, hogy a SOLID szekvenalas kivaléan alkalmas 1j miRNS
szekvencidk azonositisara, de a génexpresszid becslésére nem hasznalhato. Segitségiinkre
lehet tovabba az egyes mintak , feltérképezésében”, segitségével kivalaszthatjuk a szamunkra

érdekes miRNS-eket a tovabbi analizisre.
4.5. Az RNS izolalasi technikak osszehasonlitasa

Két RNs izolalasi technikat hasonlitottam Ossze egér ES sejtbél szarmazd minta
felhasznalasaval. Egy lemezen tenyésztett sejteket felszuszpendalva és ketté osztva nyertem
biologiai parhuzamos mintakat, melyeket ezutan két kiillonbozo pufferbe felvéve,
kiilonbozdkeéppen izolaltam.

Ezutan Agilent 2100 Bioanalyzer segitségével megmértem az RNS-ek pontos
szennyezés mértékére. Megmértem a mintak KiSRNS-, és miRNS tartalmat, valamint az RNS-ek
intaktsagat.

Azt tapasztaltam, hogy az RNAzol reagenssel izolalt mintakban, a vartnak megfelelGen,
sokkal nagyobb a kisrRNS-ek és a miRNS-ek aranya is. A TRIzolos mintak esetében nagyobb
mértékli DNS szennyezOdést mértem, valamint az RNS-ek intaktsiga jobban sériilt, az
RNAzolos mintdkhoz képest.

A parhuzamos, de kiilonb6z6képpen izolalt mintak real-time PCR-rel vald vizsgalata
soran egyértelmiien kimutathat6 volt, hogy az RNAzolos mintak Cr értékei alacsonyabbak, igy
a kisebb koncentracioban jelen 1évé mirRNS-eket is kimutathatjuk vele, igy csokkentve a fals
negativ eredmény valdszintiségét.

Mindezek alapjan a tovabbi vizsgalataim soran az RNS izolalashoz RNAZzol reagenst

alkalmaztam.
4.6. A mirNs-ek expressziojanak vizsgalata kiilonb6z6 mintakban

A miRNS-ek expresszidjanak mérését az altalunk tervezett TagMan Custom Array Plate-
ek segitségével, kvantitativ real-time PCR-rel végeztem. E16sz6r hat mintaban (plusz a 6 napos
embrid, mint kontroll) vizsgaltam az emlitett 20 (plusz 3 belsé kontroll) MIRNS expressziojat.
Ezek a mintdk az egér és nyul fibroblaszt sejtek, nyul embrionalis 6ssejt vonal és indukalt

pluripotens sejtvonal, nyul PGC, és 14 napos nyul embrié voltak.
4.6.1. A miR-290 Kklaszter expresszidja

A miR-290 klaszter, az egérhez és az emberhez hasonléoan nytlban is Ossejt

specifikusan expresszalodik. Bar alacsony szinten fejezddik ki, mégis egyértelmiien latszik,
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hogy az dssejtekben jelenik meg, mig a fibroblasztokban és az embrioban egyaltalan nem.
Egyediili kivétel ez alol a miR-498, amely az Osszes mintdban magasan fejezddik ki. Ez a

MIRNS, bar a miR-290 klaszterbe tartozik, nem Ossejt specifikus (6.abra).

miR-294 miR-292 miR-290 miR-520e miR-498
MEF 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
rabEF 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
rab ES 0.0003 0.0003 0.0001 0.0002 0.1153
rab iPS 0.0251 0.0216 0.0213 0.0120 0.1334
14d PGC 0.0003 0.0005 0.0002 0.0001
14d emb 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1018

6. abra A miR-290 klaszter expresszidja a hat mintaban. A citromsarga cella jelzi, ha nincs
expresszi0, a narancssarga gyenge expressziora utal, mig az egyre pirosabb cella er6sd6d6
expressziot jelol. A cellakban a pontos expresszios értékek vannak feltiintetve.

Mig a PG sejtekben és az ES sejtekben hasonld mértékli expressziot tapasztaltunk,
szembetlind, hogy a klaszter tagjai joval erdsebben fejezOdnek ki az indukalt pluripotens
Ossejt vonalban.

Ez azt mutatja, hogy a vizsgalt nyul iPS sejtvonal inkabb hasonlit a pluripotens egér
Ossejtekhez, mint a vizsgalt nyal ES sejt vonal. A késébbiekben, munkam folytatasaként,
szeretném Osszehasonlitani mas nyul ES és iPS sejtvonalak miRNS expresszids mintazatat is,
hogy informaciot kapjak arrol melyik sejtvonal hasonlit jobban a valddi (naiv) embrionalis
6ssejt vonalakhoz, ezaltal informaciot nyerhetiink arr6l, mely sejtvonal lehet alkalmas ivarsejt

kiméra nyulak létrehozasara.

4.6.2. A miR-302 Kklaszter expresszidja

miR-302b miR-302c miR-302a miR-302d miR-367
MEF 0.0003 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
rabEF 0.0008 0.0001 0.0000 0.0000 0.0000
rab ES 0.1587 0.2372 0.1249 0.1779 0.1325
rab iPS
14d PGC 0.0005 0.0005 0.0001 0.0004 0.0000
14d emb 0.0008 0.0008 0.0001 0.0009 0.0000

7. abra A miR-302 klaszter expresszidja a hat mintiban. A citromsarga cella jelzi, ha
nincs expresszid, a narancssarga gyenge expressziora utal, mig az egyre pirosabb cella

erds0do expressziot jeldl. A cellakban a pontos expresszios értékek vannak feltiintetve.

crer

Ossejt specifikus, ahogy egérben és emberben is az. Ezen klaszter specificitdsa azonban sokkal

kevésbé kifejezett, egyes tagjai mas mintakban is megjelennek, a PG sejtekben mutatott
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mintazatuk pedig inkabb az embridéra hasonlit, mintsem az dssejtekére. Bar a miR-367 seed
szekvenciaja eltér a klaszter tobbi tagjaétol, expresszios mintazatban koveti azokat (7.abra).
Ennél a klaszternél is jol megfigyelhetd a nyul iPS sejtvonalban kapott kiugréan magas

expresszio.

4.6.3. A miR-17-92 Kklaszter, és 6 tovabbi MIiRNS expresszidja

miR-17 miR-92
MEF 0.2169 0.1941
rabEF 0.4368 0.4104

8. abra A miR-17-92 klaszter expresszidja a hat mintdban. A citromsarga cella jelzi, ha
nincs expresszid, a narancssarga gyenge expressziora utal, mig az egyre pirosabb cella
er6s0do expressziot jelol. A cellakban a pontos expresszios értékek vannak feltiintetve.

A miR-17 és a miR-92 szintje a fibroblaszt szovetekben viszonylag alacsony, mig a
tobbi mintaban joval jelentésebb, az el6bbi két klaszter tagjainal erésebben fejezodik Ki
(8.abra). Ezen klaszter esetében szovet specificitds nem figyelhetd meg, ebben tehat nem

hasonlit a human és egér homologjahoz.

miR-99a miR-let-7c | miR-125b miR-let-7b miR-145
MEF 1904.2405 H 3756.0486 | | MIEF
rabEF | 1568.3154 | 932.5259 | 1230.4753 | | rabEF 148.5701 63.7786
rabES | 328.3294 | 106.4476 | 109.0616 | |rab ES 5.8726 | 13.5385 | 13.6327
rabiPS | 449111 | 318.2463 | 201.4112 | |rabiPS | 253515 | 60.0878 | 8.6879
14d PGC | 346.3291 | 264.2940 | 713084 | |14dPGC | 21.2001 | 120.7601 | 32.9225
14d emb | 893.9188 | 418.4757 | 211.4247 | |14demb | 33.3358 | 289201 | 117.7024

9. abra A miRNs-ck expresszidja a hat mintaban. A citromsarga cella jelzi, ha nincs expresszid, a narancssarga
gyenge expresszidra utal, mig az egyre pirosabb cella er6s6d6 expressziot jelol. A cellakban a pontos expresszios
értékek vannak feltiintetve.

A 14-es kromoszoman elhelyezkedé miR-99a, a miR-let7c, és a miR-125b minden
mintadban magas szinten fejezddik ki, egyértelmii mintdzatot nehéz megallapitani. Egyediil a
miR-let-7c esetében lathato kiugréan magas expresszio az egér fibroblasztban, és mintha az
Ossejtekben valamivel alacsonyabb lenne a klaszter kifejezddése, kiilonosen a miR-99a szintje
az iPs sejt mintaban (9.4bra).

A miR-let-7b és a miR-145 esetében azt kaptuk, hogy az Es sejtekben fejezddik ki a

legalacsonyabban, mig a fibroblasztokban igen magas a szintje, kiilonosen a miR-145-¢
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(9.abra). Ez 6sszhangban 4ll a korabbi irodalmi adatokkal, miszerint ezen miRNS-eKk szintje a
differencialodas soran megnd (Lakshmipathy et al., 2007; Gu et al., 2008).

A miR-1 alacsony expressziot mutatott a fibroblasztokban és a differencialatlan
sejtekben is, szintje csak az embridoban volt valamivel magasabb (9.abra). Ez azzal
magyarazhatd, hogy lehetséges, hogy az egérhez hasonléan (Zhao et al., 2005; Xie et al.,
2011), nyulban is féként az izom szovetre jellemz6 miRNS-r6l van szd, amely igy az embrid

mintaban fejezdédik ki erdsebben.

Osszefoglalasként megallapithatd tehat, hogy az altalam vizsgalt, mas fajokban 8ssejt
specifikusnak leirt miRNS klaszterek tagjai a nytl mintdkban is kifejezOdnek, a harombol
kettd nyulban is éssejt specifikusnak mondhatd. Erdekes megfigyelni ezen klaszterek esetén a
kiilonbozd differencidlatlan sejttipusok kozti kiilonbséget. A PG sejtek, a vartnak megfelelden,
az Es sejtekhez hasonlitanak, mig az iPS sejtek még erdteljesebben fejezik ki a pluripotencia
markereket. Ez Osszefiiggésben allhat a miRNS-ek sejtciklusban betoltott funkcidjaval is a
vizsgalt IPS sejtvonal sejtjei ugyanis joval gyorsabban osztodtak a vizsgalt nytl ES sejtvonal
sejtjeihez képest.

Eredményeim alapjan az is egyértelmiien lathatd, hogy az iPs sejtek sokkal jobban
hasonlitanak az ES sejtekre, és alig emlékeztetnek az iPS sejtek létrehozasakor felhasznalt
nyul fibroblaszt sejtek expresszios értékeire, amely egyértelmiien jelzi a visszaprogramozas
sikerességeét.

A differencialédasi markerek esetén, a vartnak megfelelden azt tapasztaltam, hogy mig
a fibroblasztokban ¢€s az embridban erdsen

az Ossejtekben alacsony a szintjik,

expresszalodnak.

4.7. A mirNs-ek expresszidjanak vizsgalata a blasztociszta allapoti embrio kiilonboz6
csiralemezeiben

Szintén TagMan Array Plate-ek segitségével vizsgaltam a hat napos embri6 kiillonb6z6
sejtréttipusaiban (trofoblaszt, epiblaszt, hipoblaszt) a mar emlitett miRNS-ek expressziojat,

majd a miR-191 és a miR-302 kifejez6dését in situ hibridizacioval is igazoltam.

miR-294 | miR-292 | miR-290 | miR-520e | miR-498
6d Epi 04374 | 03093 | 03821 | 01003 | 04904
6d Hypo 01736 | 01754 | 02331 | 01587 | 0.6639
6d Tropho | 06156 | 04308 | 0.5285 0.7605  [ICAIN

10. abra A miR-290 klaszter expresszidja a 6 napos embrid kiilonb6z6 csiralemezeiben.

A miR-290 klaszter esetében nem tapasztaltam egyértelmii szovet specificitast, a

klaszter egyes tagjai azonban a hipoblasztban valamivel alacsonyabban fejezddnek ki. Itt is
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azt lattam, mint a tobbi mintanal, hogy a miR-498 nem teljesen koveti a klaszter tobbi tagja

altal ,,rajzolt” mintézatot, kiilondsen a trofoblasztban kiugréan magas a szintje.

miR-302b miR-302c miR-302a miR-302d miR-367
0.5184 0.7433 0.6229 0.6316
0.3961 0.5525 0.4810 0.3709
6d Tropho 0.4491 0.4204 0.4175 0.4460

11. abra A miR-302 klaszter expresszidja a 6 napos embrid kiilonb6z6 csiralemezeiben.

A miR-302 a miR-290 klaszterhez hasonldéan szintén nem mutat egyértelmi
specificitast, de az epiblasztban a klaszter minden tagja valamivel erdsebben van jelen. Ez
igaz a miR-302b-re is, amely a klaszter tobbi tagjanal joval er6sebben fejezédik ki

mindharom mintaban.

miR-17
6d Epi 0.7830
6d Hypo 0.5901
6d Tropho

12. abra A miR-17-92 klaszter expresszidja a 6 napos embri6 kiilonbozé csiralemezeiben.
A miR-17-92 klaszter a korabbi mintadkhoz hasonl6an, a 6 napos embridban sem mutat
szovet specificitast, a miR-17 expresszidja a trofoblasztban ugyan valamivel magasabb, de a

miR-92 szintje kdzel azonos a mintakban.

miR-99a miR-let-7c | miR-125b miR-let-7b | miR-145 miR-1

2.1243 1.8239 6d Epi 0.1239 0.4803 0.2360

0.5621 6d Hypo 0.3709
0.1901 6d Tropho | 0.0358 0.1229

13. abra A miRNS-ek expresszidja a 6 napos embrid kiilonb6z6 csiralemezeiben.

6d Hypo
6d Tropho 1.3241

A differencialédasi markereket vizsgalva egyértelmii, hogy mig a miR-1 a
trofoblasztban, a miR-99a az epiblasztban a miR-145 és a miR-let-7c pedig a hipoblasztban
mutat specifikusan erds expressziot.

Tovabbi munkam sordn ezen sajatsagokat figyelembe véve funkciondlis analizis soran
szeretném megnézni, hogy az egyes sejttipusokra jellemzé MIRNS-ek talexpresszaltatasa,
illetve gatlasa hogyan hat az in vitro tenyésztett embrio fejlédésére. Eltolhaté-e példaul az
epiblasztta, illetve hipoblasztta differencialodo sejtek aranya, valtozik-e a pluripotens sejtek
mennyisége, ¢és létrehozhatéak-e ezaltal naiv embriondlis &ssejtek, melyek tenyészetbe
vihet6ek és ott stabilan fenntarthatéak? Mely sejtek adnak inkabb kimérat, és mely sejtek
lehetnek alkalmasak ivarsejt kiméra allatok létrehozasara, ,pluripotensebbek-e” a

mesterségesen létrehozott iPS sejtek a nyul embriobol izolalhato ES sejteknél?
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4.8. Két miRNS expresszidjanak igazolasa in situ hibridizacioval

A real-time PCR analizis alapjan tudjuk, hogy mig a 6 napos teljes embrioban a miR-191

¢s a miR-302 expresszidja nagyon hasonlo, 140

az epiblasztot, hipoblasztot és trofoblasztot | 1,20

kiilon vizsgilva ezek szintje jelentds |

0,80

kiilonbséget ~ mutat.  Altalanossagban
0,60

elmondhato, hogy a miR-302a szintje az | ,,

epiblasztban és a hipoblasztban magasabb, | o20

mint a trofoblasztban, a miR-191 ezzel 0,00 , ,
miR-302a miR-191

szemben a trofoblasztban fejezddik ki a m6demb MW6dEpi M6dHypo M6d Tropho

legerdsebben, mig a hipoblasztban és az 14. abra A miR-302a és a miR-191 expresszidja a

epiblasztban kevésbé (14. dbra) blasztociszta allapott embrid kiilonb6z0 sejttipusaiban
' ' (epiblaszt, hipoblaszt, trofoblaszt), illetve a teljes
embrioban (6d emb).

Az in situ hibridizacio soran sikeriilt igazolnom a miR-191 és a miR-302 jelenlétét a 6
napos embridban.

Azt tapasztaltam, hogy a
miR-302a az embrioblasztban
(epiblaszt és hipoblaszt) fejezédik
ki er6sebben (15. abra, feliil), mely
Osszhangban all a real-time PCR-rel
mért eredményeimmel. e

A miR-191 trofoblasztban kontroll miR-194
1évé magasabb expresszidja nem
olyan egyértelmli, ennek biztos
igazolasdhoz tovabbi vizsgalatok
sziikségesek, jelenléte azonban

egyértelmiien kimutathatdé volt a

hat napos embrioban.

15. abra A miR-191 és a miR-302a expresszidjanak vizsgalata

A tovabbiakban szeretném t5bb in situ hibridizacioval 6 napos embridban.
MIRNS expresszidjat igazolni in situ
hibridizacidval tobb mintaban, illetve bioinformatika mddszerekkel szeretném meghatarozni
az Ujonnan azonositott miRNS-ek lehetséges targetjeit, majd ezek egy részét kisérletesen is

validalni.
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5. ABSZTRAKT

A mirNs-ek olyan, ~22 nt hosszl, egyszalu RNS-ek, melyek alapvetd szabalyozo
funkciok  érzékeny  Dbedllitasaban  vesznek részt.  Szerepliket a  génexpresszid
poszttranszkripciondlis modositasa révén fejtik ki ugy, hogy az mRNS 3’ UTR-j¢hez kotddve a
pluripotencia fenntartdsaban, és a differencialédas meginditasaban.

Célunk olyan nyul embriondlis Ossejt vonal alapitdsa, amelybdl célzott genetikai
modositast hordozo ivarsejt kiméra nyulak hozhatdak 1étre. Ehhez szeretnénk feltérképezni,
hogy milyen mirNs-ek fordulnak eld a kiilonb6z6 kora nyul embridkban és Gssejtekben, és
hogy ezeknek milyen szerepe lehet az embriofejlédésben, majd ennek megfeleléen milyen
modositasokra lenne sziikség az dssejtek pluripotens allapotanak fenntartdsdhoz.

Mivel nyul esetében vizsgalataink megkezdésekor még nem kozoltek MIRNS
szekvencidkat, elsé 1épésként SOLID technologidval megszekvenaltattunk kiilonbozé nyul
mintakat. Az igy kapott szekvencidk k6zott kerestem mar ismert egér, human és szarvasmarha
MIRNS-ek homologjait.

1693 uj szekvenciat sikeriilt igy azonositani, melyek koziil harom, mas fajokban &ssejt
specifikusnak leirt klaszter tagjait, és néhany differencialodasi markert valasztottam ki a
tovabbi analizisre. Osszehasonlitottam kiilonbdzé RNS izolalasi technikdkat az RNS tisztasaga
¢s intaktsdga alapjan, és teszteltem azt a hipotézist, miszerint a SOLID szekvenalas
génexpresszio becslésre is alkalmas.

Meghataroztam a vizsgalt miRNS-ek elhelyezkedését a genomban, és meghataroztam a
nyulban azonosithatd klasztereket. Ezt kovetéen real-time PCR analizist alkalmazva
vizsgaltam a MiRNS-ek expresszidjat eldszor hat mintaban, majd a 6 napos embrioban, és
annak kiilonbozo csiralemezeiben is. Megallapitottam, hogy az ocu-miR-290 és az ocu-miR-
302 klaszter 6ssejt-specifikus, az ocu-miR-17-92 klaszter esetében viszont nem talaltam
szovet specificitast. A PG sejtek, a vartnak megfeleléen, az ES sejtekhez hasonlitanak, mig az
IPS sejtekben a pluripotencia markerek esetében magasabb expressziot talaltam.

Kimutattam, hogy az irs sejtek inkadbb az ES sejtekre hasonlitanak, mintsem a
létrehozasukkor hasznalt fibroblasztra, mely egyértelmiien jelzi a visszaprogramozas
sikerességeét.

Végil a miR-191 és a miR-302 mirNs-ek kifejezodését in situ hibridizacioval is
igazoltam a 6 napos embrioban. Megallapitottam, hogy a miR-302a a real-time PCR-rel mért

adatokkal 6sszhangban, az embrioblasztban erésebben fejezédik ki, mint a trofoblasztban.
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6. SUMMARY

MiRNAS are ~22nt long, non-coding RNAS, which have important regulatory role in
several fundamental biological processes by posttranscriptional targeting the 3° UTR of MRNAS
causing translational repression or the degradation of the mRNA. They are very important in
maintenance of the pluripotency and promoting cell differentiation.

Our aim is to establish a real embryonic stem cell line from rabbit, to obtain germline
chimaeras. With this goal we started to investigate which miRNAs can be found in different
developmental stages of rabbit embryos, and in stem-like cells. It would be important to
understand their role in embryo development and to know which kind of modifications would
be necessary to maintain the pluripotency of the stem-like cells.

Because of no published rabbit miRNA sequences was available at the beginning of our
study, samples derived from different stages of rabbit embryos and stem cells were sequenced
by using soLID platform. The results were checked for new rabbit mirRNA sequences according
to known human, mouse and bovine miRNAS.

1693 new rabbit sequences were identified. From these sequences three clusters were
chosen to further analysis, known to be stem-cell specific in mouse and human, and some
extra miRNA known to have important role in early differentiation. | compared two different
methods to RNA isolation based on RNA purity and integrity. | tested the hypothesis whether
the read numbers of the soLID sequencing are suitable for predicting the gene expression
level.

I identified where these mirRNAs are localised in the rabbit genome, and clarified the
structures of these clusters. Then | measured the expression of these mirRNAs first in 6 samples
by real-time PCR, and then in 6 day embryo, epiblast, hypoblast and trophoblast cells too. I
found that ocu-miR-290 and ocu-miR-302 clusters are stem cell specific, but no specificity
were found regarding the ocu-miR-17-92 cluster. Not surprisingly, pGcs are really similar to
Escs, while ipscs express the pluripotency markers at a very high level.

| proved that ipscs are more similar to EsScs than to rabbit fibroblast, which is the origin
of these induced pluripotent cells. This clearly shows the success of the reprogramming.

At last, | examined the expression of the miR-191 and miR-302 miRNAs in 6-day
embryo by in situ hybridization. I found that the miR-302 show higher expression in

embryoblast than in trophoblast, which is consistent with our real-time PCR data.
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