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Gyakoribb réviditések

GYAKORIBB ROVIDITESEK
miRNS- mikroRNS

ES sejt —embrionalis dssejt

EPL- korai primitiv ektoderma-szerti embrionalis Ossejt (early primitive ectoderm like stem
cell)

EpiSC- epiblaszt dssejt (epiblast stem cell)

TS- trofektoderma 6ssejt (trofectoderm stem cell)

XEN- extraembrionalis 8ssejt (extra-embryonic stem cell)

FAB-SC- bFGF, Activin and BIO-derived stem cells.
BIO-6-bromo-indirubin-3’oxim GSKo/p inhibitor

DGCRS- DiGeorge Syndrome Critical Region 8

1PS-indukalt pluripotens 0ssejt (induced pluripotent stem cell)

LIF- leukémia inhibitor faktor

RTK- receptor tirozin kindz

ERK- extracellularis jelatvitellel kapcsolatos kindz (extracellular signal-regulated kinases)
JAK- Janus tirozin kinaz

STAT-signal transducer and activator of transcription

ERK- extracellularis jel 4ltal szabalyozott kinaz (extracellular signal regulated kinase)
siRNS-rovid interferdlo RNS (small interfering RNA)

RISC-RNS indukalt géncsendesité komplex (RNA induced silencing complex)
RLC-RISC t61t6 komplex (RISC loading complex)

Tudor-SN-Tudor staphylococcal nuclease

ADAR-duplaszalu RNS-specifikus adenozin deaminaz

Ago2- Argonaute 2

PAZ-Piwi/Argonaute/Zwille csalad

dsRNS- duplaszala RNS

dsRBD- duplaszala RNS ko6té domén

P-body- processzalé testecske (processing body)

GFP- zo6ld fluoreszcens fehérje (green fluorescent protein)

R2D2- duplaszali RNS ko6td, DCR-2 asszocialt fehérje

RLC-RISC t61t6 komplex (RISC loading complex)

3> UTR- 3’ nem transzlalodo szabalyozo régio (3° untranslated region)

RE- valaszelem (response element)
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FBXL5- F-box/LRR-repeat protein 5

TGFp- transzformal6 novekedési faktor béta (transforming growth factor )
BMP- bone morphogenic protein

FGF-fibroblaszt novekedési faktor (fibroblast growth factor)

WNT- Drosophila wingless gén homoldgja

SSEA- fejlodési stadiumra jellemzd sejtfelszini antigén (stage specific embryonic antigen)
KLF4- Kriippel faktor szerl fehérje (Kriippel-like factor 4)

ICM- embrid belso sejtcsomoja (inner cell mass)

MEF-egér embrionélis fibroblaszt (mouse embryonic fibroblast)

MEF kond. t.- MEF kondicionalt tapoldat

RNSi-RNS interferencia

FXR-fragilis X-szerti fehérje

VIG- Vasa Intrinsic Gene

CAP-eukariota (és egyes virdlis) mRNS-ek 5’ végén 1évd 7-metil-guanozin modositott
nukleotid

EIF4E-eukariota transzlacids iniciacios faktor 4E

CAT1-kation transzporter 1 (cationic transporter 1)

ELAV- embryonic lethal abnormal vision fehérje

TNFa- tumor nekrozis faktor a

HEK293- ember embrionalis vese 293 sejtvonal (human embryonic kidney 293)
ARE-Alu valaszelem (Alu responsive element)

Y AP- Yes-asszocialt protein

TAZ-taffazin

LATS-large tumor suppressor protein

EMT-epitelidlis-mezenchimalis tranzicio

ZEBI1, ZEB2- zinc finger E-box binding homeobox 1 és 2

CDK-ciklin dependens kindz

HMGAZ2-high-mobility group AT-hook 2

RAS-Rat sarcoma fehérje alcsalad

D. melanogaster- Drosophila melanogaster

C. elegans- Caenorhabditis elegans



Bevezetés és célkitiizesek

1. Bevezetés és célkitiizések

A mikroRNS (miRNS) utvonalrol kimutattak, hogy novényekben ¢€s allatokban egyarant részt
vesz az 0ssejtek pluripotencidjanak fenntartasaban (Williams és Fletcher, 2005; Zhao ¢ mtsai.,
2007; Cao ¢és mtsai., 2009; Gu és mtsai., 2008; Marson és mtsai., 2008). Szdmos probalkozas
tortént embrionalis Ossejt (ES sejt) specifikus miRNS-ek azonositdsara (Hayes és mitsai.,
2008; Suh és mtsai.; Houbaviy és mtsai., 2003), amely lehet6vé tette, hogy valaszt talaljunk
arra, mi lehet a miRNS utvonal szerepe az emlds embrionalis Ossejtekben és a
differencialodas kezdeti szakaszédban (Bibikova és mtsai., 2008; Chen ¢és mtsai.; Hatfield és
Ruohola-Baker, 2008; Ivey ¢és mtsai., 2008). A korai kutatasok tobbnyire az egész miRNS
utvonal szerepére kérdeztek ra, és a miRNS biogenezis kulcsfontossagi enzimjeinek célzott
inaktivacidjaval kerestek valaszt. A Dicer KO homozigota embriok nem ¢letképesek, a
gasztrulaci6 korai szakaszaban elhalnak, alacsony Oct4 expressziét mutatnak, ami a
multipotens 0Ossejt-populacido csokkenésére utal (Bernstein és mtsai., 2003). A Dicer
funkciovesztéses mutans ES sejtek lassabban osztodnak, és megndvekedett aranyu GO és Gl
fazist sejtet tartalmaznak (Murchison €s mitsai., 2005). Jellemzd rajuk, hogy nem képesek
tobbé teratoma, vagy kiméra allat képzésére. Nehezen differencidlodnak, a differencialodasi
markerek (Hnf4, Brachyury, Bmp4, Gatal) kifejez6dése alacsony (Kanellopoulou és mtsai.,
2005). Annak érdekében, hogy elkiilonitsék a miRNS utvonalat a Dicer enzim egyéb
lehetséges funkciditol, a miRNS biogenezis egy masik enzimére (DGCRS8) mutans egér ES
sejtvonalat hoztak létre (Sohn és mtsai.,, 2007). A DGCRS8 knockout sejtek morfologiai
elvaltozast nem mutattak, de csokkent a proliferacios készségiik, valamint felhalmozodtak a
G1 sejtciklus fazisban (Wang és mtsai., 2008).

Az egér ES sejtekben kimutathat6, hogy a miRNS-ek nagy része hat genomi lokuszrol
szarmazik. Ezek kozé tartoznak az ES sejtek legnagyobb mennyiségben el6forduld6 miRNS-ei,
melyek a miR-290-295 klaszterrdl keletkeznek (Calabrese és mtsai., 2007). Ennek a miRNS
klaszternek a tagjai ugyanabba a csaladba tartoznak, tehat ugyanazzal a kozponti felismerd
szekvenciaval rendelkeznek (AAAGUGC). Sinkkonen és mtsai. megallapitottak, hogy a miR-
290-295 miRNS-ek az dssejtek funkciondlisan dominans miRNS-ei (Sinkkonen és mitsai.,
2008). A miR-290-295 klaszter méhlepényes emldsokben fordul eld. Az egér genomban hét,
egymds melletti prekurzorrdl keletkeznek. A pre-miRNS-eket egy 3.2 kb hossza elsddleges
transzkriptum kodolja (Houbaviy és mtsai., 2005). A klaszter konzervalt emberben, egérben,
patkanyban, csimpanzban, kutya és szarvasmarha genomban, de nagy foku variabilitdst mutat.
A klaszter az embrionalis fejlodés soran a ketté-négy sejtes atmenetkor kifejezddik, és ezzel

az elsd és legnagyobb mennyiségben eldforduld6 miRNS a korai embrionalis miRNS-ek kozott
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(Tang és mtsai.,, 2007). A miRNS uvonal részletes funkciondlis elemzése ellenére csak
nagyon kevés tanulmany foglalkozik az egyes miRNS-ek ES sejtekben betoltott szerepével.

Ezért célul thztiik ki, hogy megvalaszoljuk:

. Hogyan johetett 1étre a miR-290-295 klaszter?

. Milyen hatassal van a miR-290-295 klaszter az egér embrionalis dssejtek morfologiai és
novekedésbeli tulajdonsagaira?

. Milyen transzkripcios valtozasok allhatnak a megvaltozott dssejt tulajdonsagok hatterében, ha
tultermeltetjiik a miR-209-295 klasztert egér ES sejtekben?

. Megnevezhet6-e egy f6 biologiai mechanizmus, aminek a szabalyzasaval a miR-290-295
klaszter kifejti hatasat az egér ES sejtekben?

. Hatéssal van-e miR-290-295 klaszter az egér ES sejtek differencialodasi képességére?
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2 Irodalmi attekintés

2.1 Embrionalis dssejtek

2.1.1 A pluripotencia fogalma

A pluripotens 6ssejtek (ES, embryonic stem sejtek) két legfontosabb ismertetdjele, hogy
korlatlan szdmt osztodasra képesek, €s hogy a felndtt allat valamennyi sejtje kialakulhat
beldliik. Az dssejtek izoldladsa huméan embriobol (Thomson és mtsai., 1998) és felndtt allat
testi sejtjeibdl (reprogramming) Gjraprogramozas utjan (Takahashi és Yamanaka, 2006) két
olyan technika, ami alapvetden befolyasolhatja az orvosbioldgia jovojét.

A pluripotencia in vivo az egyedfejlodés egy atmeneti allapota. Az embridgenezis kezdetekor
az embrio sejtjel egy rovid ideig totipotensek, majd vagy extra-embriondlis szoveti (a
méhlepény és magzati extra-embrionalis membrdnok kialakitdsaban résztvevd sejtek)
progenitor sejtté valnak vagy pluripotens progenitor sejtként 1étrehozzédk az embri6 harom
csiralemezének sejtjeit, amibdl az embrid6 minden sejtje szdrmazik. Az embridbol izolalt
sejtekbdl szarmazd pluripotens Ossejtek in vitro korlatlan ideig fenntarthatok, és megdrzik
pluripotens tulajdonsagukat. Az egér embriondlis fejléddése kiilonbozd idépontjaiban eltérd
tulajdonsagu ¢és morfologiaji Ossejteket izolalhatunk, ezekbdl az Gssejtekbdl eltérd
differencidlodasi képességgel rendelkezd dssejtvonalakat hozhatunk 1étre. Ez arra utal, hogy a
sejtek a differencialddas kiilonbozo 1€pesoit érték el, de még pluripotensnek tekinthetdk. Ezek
a kiilonbozd tulajdonsagu embrionalis Ossejtek a transzkripcios faktorok kozel azonos
halozatat miikodtetik, €s képesek arra, hogy megfelelé koriilmények kozott egymadasba
atalakuljanak. Ennek a plaszticitdisnak a mozgatorugdi a kornyezetbdl szarmazo jelek,
valamint a jelek sejten beliili feldolgozasa. Az embriondlis Ossejtek plasztikussdganak
jelentdsége lehet in vivo a korai embridgenezisben, az elveszett sejtek potlasaban és a kisebb
1dozitésbeli elvaltozasok korrigalasaban, valamint a feln6tt allatok szoveti sejtjeinek

potlasaban, strukturalis atrendezddésben és a szovetek regeneralodasaban.

2.1.2 A human embrionalis dssejt

Mint minden O&ssejtet, a humdn JOssejteket is jellemezhetjiik a fejlodési képesség,
transzkripcids €s epigenetikai profil és a sejtfelszini markerek szempontjabol. Fejlodési
képesség alatt értjiik, hogy az adott dssejtbdl milyen tipusu sejtek alakulhatnak ki. Humén

Ossejtek esetében a legelfogadottabb eljaras az, hogy a human dssejteket egérbe juttatjak, ahol
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azok tumorokat alakitanak ki. Egy valddi pluripotens dssejtvonal esetében mindharom
csirasejt vonal sejtjei megtaldlhatok a tumorokban. Egér embrionalis Ossejtek esetében a
pluripotencia igazolasara ivarsejt-kimérakat hoznak létre vagy a teratoma képzési képességgel
jellemzik az dssejtek pluripotens allapotat. Ivarsejt-kiméra képzéskor a vizsgalt Ossejteket
aggregaltatjak nyolcsejtes gazda embridkkal, vagy belefecskendezik egy holyagcsira allapota
(blasztociszta) embridba, majd az ebbdl kialakult kiméra embriot beiiltetik alvemhes
ndstényekbe. A teljes pluripotenciat mutatod dssejtek a blasztociszta szerves részéve valnak, és
a kiméra embrid minden szovetébe beépiilnek, igy az ivarsejtekbe is. A kiméra allatokat
egymassal keresztezve tehdt kaphatunk olyan utodot, amely kizardlag a vizsgalt
Ossejtvonalbdl ered. Humdn Ossejtek esetében a fejlodési képesség csak korlatozottan
vizsgalhato, hiszen ivarsejt-kiméra létrehozdsa nem lehetséges.

A human 6ssejt transzkriptum, proteom €s epigenom tanulmanyozésa az 6ssejt biologia egyik
legfontosabb teriilete. Szdmos sejtfelszini marker all rendelkezésre a human OJssejtek
csoportositasara, ezek a markerek korrealnak az dssejtek szarmazasaval, specifikusak lehetnek
az embrid eredetli (példaul embriondlis Ossejt vagy ES sejt) Ossejtekre vagy indukalt
pluripotens sejtekre (iPS sejt)(Adewumi €s mtsai., 2007). A markerek egy csoportja (SSEA-3,
SSEA-4, TRA-1-60 and TRA-1-81, endogén Oct-4, Nanog, Sox2, Zfp42) alapvetden jellemzi
az human embriondlis dssejteket fiiggetleniil a sejtek i1zoldldsara alkalmazott technikatol.
Ugyanezeket a markereket hordozzak a humén embrid epiblaszt sejtjei is, ami arra utal, hogy
ez a human embrionalis dssejtekhez legkdzelebb allo in vivo sejttipus (Henderson és mtsai.,

2002).

2.1.3 Az egér embrionalis 6ssejt

Minden egér embrionalis dssejtre jellemzd az Oct4, Nanog és Sox2 egyiittes jelenléte. Ez a
harom transzkripcios faktor egyiitt kot azon gének promotereihez, amelyek részt vesznek a
pluripotencia vagy a korai elkotelez6dés szabalyozasaban, ezaltal biztositjdk a pluripotencia
fenntartasat és gatoljak a differencialédast. Eddig harom féle pluripotens sejtvonalat és két
részlegesen elkotelezett Ossejtvonalat sikertilt eldallitani kozvetleniil az embriobdl vagy a mar
1étezd egér embrionalis sejtvonalakbol atprogramozéssal létrehozni (1. abra). A pluripotens
vonalak az ES sejtek , korai primitiv ektoderma-szerii sejtek (early primitive ectoderm-like,
EPL sejtek) (Rathjen és mtsai., 1999) és epiblaszt 6ssejtek (epiblast stem cells, EpiSC) (Brons
¢s mtsai., 2007). A FAB-SC sejtek nullpotensek, azaz nem képesek differenciadlodni, de
pluripotens sejtekké konvertalhatok in vitro. A részlegesen elkotelezett Ossejt tipusok a

trofoblaszt dssejt (trophoblast stem cell, TS), amibdl a trofektoderma és extraembrionalis
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rétegek fejlddnek; €s az extra-embriondlis endoderma dssejt (extra-embryonic endoderm,
XEN 6ssejtek), amibdl a primitiv endoderma ¢és az ebbdl szarmazo sejtek alakulnak ki. Az
elkotelezddést gatld koriilmények kozott az egér embrid epiblasztjabol viszonylag konnyen
izolalhatoak az ES sejtek. Az EPL sejtek in vitro az ES sejtekbdl nyerheték a tapoldat
bizonyos modositasaval. Az EPL sejtek transzkriptomja leginkabb a korai posztimplantacios
egér embrid epiblasztjdhoz hasonlit. Az EPL sejtek nem képesek kiméra allat képzésére,
leginkabb ugy tekinthetjiik dket, mint olyan sejteket, amik egy atmeneti allapotot képviselnek
az ES és az EpiSC sejtek kozott. Az EpiSC sejtek a késoi epiblasztbol erednek (Nichols és
Smith, 2009). Mai ismereteink szerint az egér ES sejtek a korai preimplantacids embrio
epiblasztjanak in vitro megfeleldi (Nichols és Smith, 2009). Az epiblasztnak ez a stddiuma az
extraembrionadlis elkotelezddés, vagyis a trofektoderma létrejotte utdn jellemzO, amikor az
embriocsomoban (ICM) torténd elsd differencialodas 1€pést kovetden 1étrejonnek a primitiv
ektoderma és primitiv endoderma sejtek. Késobb FGF, WNT, és BMP illetve ezek
antagonistai hatdsara alakul ki az ugynevezett korai posztimplantacids epiblaszt.

Szamos jel mutat arra, hogy a human ES sejtek inkabb az egér EpiSC sejteknek feleltethetdek
meg (Brons és mtsai., 2007). A huméan ES sejtek és az egér EpiSC sejtek szdmara alapvetden
fontos a Nodal/Aktivin jelatvitel a pluripotencia megdrzéséhez. Egér ES sejtekben ez nem
sziikséges. Ugyanakkor egér ES sejtek fenntartdsahoz elengedhetetlen a LIF, mig LIF-nek
nincs kozponti szerepe a human ES sejtekben €s az egér EpiSC sejtekben. Az egér ES sejtek
¢letképesek maradnak, ha a sejteket egysejtes szuszpenziot 1étrehozva passzaljuk, mig ezt
nem tehetjiik meg human ES vagy egér EpiSC sejtekkel. A szdmos hasonlosag mellett sok
kiilonbséget is talalhatunk az egér EpiSC és human ES sejtek 0sszevetésekor. Egér EpiSC
sejtekre (az egér ES sejtekhez hasonloan) jellemz6 az SSEA1 (stage specific embryonic
antigen) sejtfelszini glikopeptid. Az SSEA1 (vagy masképp CD15 antigén), egy szénhidrat
adhéziés molekula, mely glikoproteinek, glikolipidek ¢és pteroglikanok felszinéhez
kapcsolodhat. Az egér embrionalis dssejtek egyik legismertebb markere. Fontos szerepe van a
ES sejtek egymassal is sok k6z6s vondst mutatnak: mindkettében jelen van Dppa3 (Stella), és
a Klf4. Dppa3 aktivalodik az egér EpiSC ES sejtt¢ vald atprogramozéasa soran. Klf4
tulexpresszaltatasa pedig elegendd ahhoz, hogy az egér EpiSC sejtek ES sejtekké alakuljanak.
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1. abra. Egér dssejtek plaszticitasa (Pera és Tam, 2010)

Kiilonbozo tenyésztési koriilmények kozott eltérd tulajdonsdagu Ossejtek izolalhatok az egér blasztocitabol és a
korai vagy a késdi epiblasztbol. A blasztocitabol négy féle dssejt szarmaztathato: ES sejt, TS sejt (trofektoderma
ossejt), XEN sejt (extra-embriondlis Ossejt) és a FAB-SC 6ssejt. Ha a FAB-SC Jssejtek tenyészté médiumat
BMP4-el ¢és LIF-fel egészitjiik ki, a sejtek pluripotens ES sejt-szerii sejtekké konvertalhatok. Az ES sejtek TS
sejtekke alakulnak, ha az egér embriondlis fibroblaszttal kondicionalt tapoldatban tartjuk oket, amit FGF4-el
egeszitiink ki, és a sejtekkel exogén modon expresszaltatiuk a CDX2 trofektoderma markert. Az ES sejtekbol EPL
sejtek lesznek, ha a sejteket a HepG2 hepatokarcinoma eredetii sejtvonallal kondicionalt médiumban tenyésztjiik.
Hasonloképpen, az EPL sejtek ES sejtekké alakulnak LIF jelenlétében. Korai (pre-gasztrulacios embrio) és késdi
(gasztruldacios embrio) epiblaszt darabokbol EpiSc dssejtek izolalhatok FGF2-vel es aktivinnel kiegészitett
tapoldatban. Az EpiSC dbssejtek sejtekre disszocidlhatok, és az egér embriondlis fibroblaszttal kondicionalt
tapoldatban, LIF jelenlétében, cEpi (cultured Epi) sejteket képeznek. A cEpi sejtek visszaalakithatok az ES
sejtekhez hasonlo rES sejtekké (reverse ES sejtek). Az EpiSc sejtek LIF jelenlétében valamint a GSK3f és ERK
inhibitorok egyiittes alkalmazdsakor vagy a KLF4 pluripotencia faktor tultermelésekor visszaalakulnak ES
sejtekke. Az ES sejtek is kepesek EpiSC sejtekké valni, ha FGF2-vel és aktivinnel egészitjiik ki a tapoldatot. Az
EpiSC sejtek a primordidlis ivarsejtekhez (primordial germ cell, vagy PG sejt) hasonlo sejtekké
differencialodnak BMP4, noggin chordin, aktivin és FGF2 kezeléskor. Ezek a ‘PG’ sejtek pluripotens EG
sejtekké (embrionalis ivarsejt vagy embryonic germ cell) konvertalhatok LIF-el, FCS-el és FGF2-vel kiegészitett
tapoldatban.

epiblaszt

2.1.4 A pluripotencia fenntartasaban résztvevé legfontosabb szignaltranszdukcios

utvonalak

A legismertebb, pluripotenciaval kapcsolatban all6 utvonalak magukban foglaljak a TGF-3
(transforming growth factor B), receptor tirozin kindz (receptor tyrosine kinase, RTK), WNT,

LIF és JAK-STAT fttvonalakat. (2. dbra).
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TGF-p csalad

A TGF-p csalad tagjai strukturdlisan egymdashoz kapcsolodo jelatviteli fehérjék , amik széles
korli biologiai hatast képesek kifejteni. A csalad magéban foglalja a TGF-B fehérjéket, az
aktivin €és nodal fehérjét, novekedési differenciacios faktorokat (growth differentiation factor,
GDF), és BMP (bone morphogenic protein) faktorokat. Nodal és aktivin ugyanazon a
(Vallier és mtsai.és mtsai., 2004). A human ES sejtek expresszaljak a kompatibilis
receptorokat: ACVRIB és ACVR2B-nodal receptorokat, ¢s TDGF1 vagy cripto- nodal ko-
receptort (Assou és mtsai., 2007). A human ES sejtek nodal antagonistait is kifejezik, ezek:
LEFTY1, LEFTY2 és a nodal maga. Aktivin és nodal képes mas extracelluléris jelatviteli
fehérjékkel kozremiikddni (pl WNT fehérjékkel és FGF2-vel), a pluripotencia fenntartasa
érdekében (James €és mtsai., 2005). Nem teljesen ismert LEFTY1 és LEFTY2 szerepe ES
sejtekben. A blasztocisztdban Lefty mRNS a belsd sejtcsomd egyes sejtjeiben expresszal
(Dvash ¢€s mtsai., 2007), késébb pedig a primitiv endoderma és a viszceralis endoderma egyes
sejtjeiben van jelen, tehat elképzelhetd, hogy a Leftyl-et expresszald sejtek a belsd sejtcsomo
endoderma progenitorai (Takaoka és mtsai., 2006). Nodalnak t6bb funkciodja is ismert (Shen,
2007). Sziikséges az epiblaszt fenntartasahoz és novekedéséhez, és a pluripotens allapot
megtartasdhoz Nodal hianyos embridk nem képesek Oct4 expressziojara, €s korai
neuroektoderma irdnyu differencidlédasi képesség jellemzi Oket. Nodal késdbb részt vesz
WNT és FGF2 fehérjékkel a csiralemezek kialakitasdban. A nodal-aktivin Utvonal aktivalja a
SMAD?2 és /vagy SMAD3 transzkripcids faktorokat, ami Nanog expressziohoz vezet (Vallier
¢s mitsai., 2009). SMAD2 és SMAD3 kozvetleniil Nanog promoéteréhez kot, mig SMADI,
SMADS és SMADS gatolja Nanog expresszidjat human ES sejtekben. A SMAD2 és SMAD3
utvonalak végiil gatoljadk BMP4 expressziojat, ezaltal késleltetik a spontan differencidlodast
(Greber és mtsai., 2007).

GDF fehérjék autokrin és parakrin médon segitik az ES-sejtek pluripotenciajat. GDF3 BMP4
antagonistaja, ezzel parhuzamosan eldsegiti Nodal expresszigjat.

Egér ES sejtekben azonban BMP4 hatéasa ellentétes (Ying és mtsai.,, 2003). A DNS kotést
gatldo (inhibitor of DNA binding, vagy inhibitor of differentiation, differenciaciot gatlo
fehérjék, ID) fehérjék aktivalasaval megakaddlyozza a sejtek neurdlis differencialodasat.
BMP-nek ez a fajta hatasa csak LIF jelenlétében érvényesiil. Egér embrioban Bmp4, Bmprla
vagy Smad4 gatlasa az epiblaszt sejtek osztodasi képességét negativan befolyasolja (Winnier

mtsai., 1995).

RTK (receptor tirozin kinaz) jelatvitel

1.
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A human ES sejtek fenntartdsahoz alapvetden sziikséges FGF2 (Amit és mtsai., 2000), és a
sejtek expresszaljadk is az FGF2 fehérjét, valamint az FGF fehérjék receptorait (Dvorak és
mtsai., 2005). FGF faktorok jelatvitele RT kindzok és ERK1, ERK2-n keresztiil torténik
(MEK-ERK kaszkad). Ennek az Gtvonalnak gatldsa human ES sejtekben differencialodashoz
vezet (Li és mtsai., 2007). Ezzel ellentétben, egér ES sejtekben ERK1 ¢s ERK2 aktivécidja
okoz differencialédast (Burdon és mtsai.,, 1999). Mas FGF faktorok is hatnak a
pluripotencidra. In vitro az FGF4 hianyos egér ES sejtek parietdlis endoderma iranyban
kotelezddnek el (Wilder és mtsai.,, 1997), és az FGF faktorok segitik az egér TS sejtek
csokkenti Nanog expressziojat, FGF4 gatlasa egér ES sejtekben eldsegiti a pluripotencia

megtartasat (Hamazaki €s mtsai., 2006).

WNT csalad, LIF és JAK-STAT utvonal

WNT utvonal pluripotencidban jatszott szerepe ma még nem egyértelmii. Az utvonal gatlasa
rovid ideig hozzajarul a pluripotencia megdrzéséhez human és egér ES sejtekben (Sato €s
mtsai., 2004). Tovabbi tanulmanyok azt jelzik, hogy a WNT 1t inkabb a sejtek osztodasat
aktivalja (Dravid és mtsai., 2005), és tovabbi faktorok (TGF-B, és FGF2) sziikségesek hosszu
tavon az Gssejt-tulajdonsagok megdrzésehez. In vitro a WNT3 hianyos egér embriok tovabbra

is expresszaljak az Oct4-et, és nem mutatnak differencialodast.

LIF aktivalja JAK-STAT jelatviteli utvonalat ES sejtekben, de a human dssejtekben ez nincs
hatassal a pluripotens képesség megtartasara. A human ES sejtek inkdbb FGF2-medialt ERK
utvonaltdl fliiggnek. Ezzel ellentétben az egér ES sejtek fenntarthatok LIF adagolédsaval, és a
LIF-JAK-STAT jelatvitel AKT-PI(3)K (foszfatidil-inozitol-trifoszfat) és MAP-kinaz-GRB2-n
keresztiil pedig a LIF szabalyozza Tbx3 transzkripcios faktort, ami Nanog upstream faktora.
LIF aktivacioja szérumfiliggd, de a szérum helyettesithetd BMP faktorokkal, vagy (egér ES
sejtekben) kis szintetikus molekuldk kombindciojaval, melyek gatoljdk a MAP-kinaz

utvonalat (Ying €és mtsai., 2008).
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2. abra. Az pluripotencia fenntartasaban szerepet jatszo f6 jelatviteli utvonalak (Boiani és Scholer, 2005).

Egyes sejtfelszini receptorok a kiilsé jeleket a sejtmagba kozvetitik, és ezaltal olyan kulcsfontossagu
pluripotencia faktorok transzkripciojat érintik, mint az oktamer koté Oct4d (OCT-4) vagy Nanog, valamint a sejt
onmegujito képességet befolydsolo jelatviteli fehérje és transzkripcios aktivator STAT3. Legrészletesebben a
leukémia galo faktor- receptor (leukemia inhibitor factor receptor vagy LIFR)-STAT3 utvonal ismert. A LIF egy
citokin, ami a sejtfelszini LIFR-hoz kot. LIFR ennek hatasara heterodimert képez egy masik transzmembran
fehérjével, a glikoprotein-130-al (gp130). A heterodimer egy kindz kaszkadot aktival, ami egyrészt felerdsitheti
és a sejtmagba kozvetitheti a szignalt, mdsrészt lehetévé teszi, hogy tovabbi szabdlyozo fehérjék kdssenek a
LIFR-gp130 komplexhez. A LIFR-gp130 komplex intracellularis részéhez kéthet a Janus tirozin kindz (JAK) és
az antifoszfotirozin immunoreaktiv kinaz (TIK). A kotés hatasara a LIF-GP130 komplex foszforilalodik. Ez a
foszforilalt forma képes az Src-2 homolog domént (SH2) tartalmazo fehérjék megkotésére, mint példaul a STAT3
transzkripcios faktor. A sejtmagban Stat3, Oct4 es Nanog egyiittes hatasara megindul az emrbiondlis éssejtekre
jellemzo gének expresszioja, ezzel parhuzamosan pedig gatlas ala keriilnek a differenciaciora jellemzo gének.
Oct4 a SRY-high mobility group -2 (HMG-2) domént tartalmazo fehérjékkel (példaul Sox2) egyiittmiikodve
kijeloli, hogy a target gének koziil melyiknek a transzkripcioja keriil aktivalas vagy gatlas ala. Az abra tovabbi
rovidiitései: GSK3 (glikogén szintaz kindz 3) fehérje: GABI és GRB2-koto fehérje; 1d: differenciocios inhibitor
(inhibitor of differentiation) fehérje; MEK :mitogén aktivalt protein kinaz (MAPK) és extracellularis sejl altal
szabalyzott kindz (extracellular signal regulated kinase vagy ERK) protein kindz; SMAD:a Drosophila eredetii
'similar to mothers against decapentaplegic ‘ fehérje homologja; SHP2: SH2 domént tartalmazo tirozin foszfat
2; WNT: a Drosophilabol szarmazo wingless tipusu fehérje homologja.

2.1.5 Az ES sejtek plaszticitasa

A tenyésztett human ES sejtek igen nagy heterogenitdst mutatnak. Az SSEA3 pozitiv
szubpopuléacid a klonképzo sejtfrakcio (a sejteknek az a része, mely képes ES sejt koloniat
képezni, tehat képes megbrizni a pluripotencidjat) (Enver és mtsai.,, 2005). Ugyanakkor
szdmos mas sejt is expresszalja a Nanog és Oct4 pluripotencia faktorokat. GCTM2 és CD9
sejtfelszini pluripotencia markerek vizsgélatakor kimutattdk, hogy a human ES sejtek nem
’igen-nem’ valasz-szerlien viselkednek, hanem a sejtek egy koncentracidé gradiens mentén

fejezik ki a sejtfelszini markereket, ami korredl koldnia képz6 tulajdonsagukkal. Az egyetlen
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sejtbdl kiinduld transzkriptom vizsgalatok kovetkeztetése az, hogy a tenyésztett ES sejtek
expresszalnak pluripotencia- és differencialodasi faktorokat is. Azok a sejtek, melyek erdsen
fejezik ki a pluripotencia markereket, csak gyengén expresszaljak a differencialodasi
faktorokat, ezek a sejtek allnak tehat a pluripotencia hierarchia csticsan. Egyes sejtek még
nem differencidltak, de mar nagy mennyiségben expresszalnak differenciacialodasi
faktorokat, és ezzel parhuzamosan csokkent mértékben fejezik ki a pluripotencia markereket.
Ezek a sejtek vannak tehat a pluripotencia hierarchia aljan, és a két allapot kozott folyamatos
az atmenet. Az elkdtelezddésre és pluripotenciara jellemzd gének egylittes expresszidja a
huméan ES sejtek és egér EpiSC sejtek kozos vonasa. Mindkét sejttipus a pluripotencia

hierarchia kozepén talalhato.

Az egér ES sejttenyészetek is heterogének in vitro, szdmos (egymasba konvertalhatd)
sejttipust tartalmaznak. A sejttipusok datalakuldasa indukdlhatd a tenyészté médium
komponenseinek cseréje révén, citokinek vagy novekedési faktorok adagolasaval. Az
ES—EPL sejt konverzi6 reverzibilis (Rathjen és mtsai., 1999). A FAB-SC sejtek blasztociszta
eredetiiek, de nem képesek teratoma vagy kiméra allat képzésére, tehat nem pluripotensek.
Ugyanakkor LIF és BMP4 adagolasaval pluripotens ES sejtekké konvertalhatok (Hanna és
mtsai., 2009). Az EpiSC—ES atalakulés is eldidézheté Klf4 aktivacidjaval vagy taplalo
(embrionalis fibroblaszt sejtek) jelenlétében LIF és BMP4 hozzdadasaval (Bao €s mtsai.,

2009).

Az ’0Ossejt’ tehat nem egy bizonyos, jol koriilirhatd sejttipus, hanem a kiils6 kornyezet
fliggvényében valtozd sejtallapot. Az egér embrid belsd sejtcsomdja és epiblasztja (és
valoszintileg ezeknek human megfeleldje is) dinamikus sejtpopulacio, kolcsonhat az extra-
embrionalis szovetekkel, az ezekbdl érkezd szignalok pedig alapvetéen meghatarozzak a
pluripotens sejtek tovabbi sorsat. A sejtek rendkiviili plasztikussaga in vitro, a kiilonb6zo
allapoti embrionalis Ossejtek egymasba valod atalakitasaval demonstralhatd. In vivo, a magas
foku plaszticitas lehetdveé teszi, hogy a sejtek sziikség esetén (bizonyos korlatokon beliil)

potoljak egymas funkcidjat, és az embrid ne sériiljon.
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2.2 miRNS utvonal

2.2.1 Torténeti attekintés, a miRNS utvonal komponensei

A PubMed keresOprogram koriilbeliill 8500 publikaciét tartalmaz, melyek a mikroRNS
(miRNS) utvonallal foglalkoznak. 2010 aprilisdban tobb mint 340, miRNS-ekkel kapcsolatos
publikécié sziiletett, ami jelzi, hogy ez a témakor a biologiaval foglalkozok érdeklédésének
kozéppontjaban all.

1986-ban talalunk utaldst elészér arra a mechanizmusra, amely sordn egy transzgén magas
kopiaszama a transzgén fehérje elvesztését eredményezte (Ecker és Davis, 1986). Az 1990-es
évek elején Mello és Fire csoportja C. elegans-ban megallapitotta, hogy a transzgén
inaktivacidja a transzgén szekvencidjaval megegyezd dsRNS jelenlétében torténik, és a
mechanizmust RNS interferencianak (RNSi) nevezték el (Fire és mtsai., 1998). Ennek az 0
génexpressziodt szabalyoz6 mechanizmusnak a leirasaért Mello €s Fire 2006-ban Nobel dijat
kapott. Az RNAI felfedezése ota az egyik legizgalmasabb kérdés, hogy milyen molekularis
komplexek vesznek részt ebben a szabalyoz6 mechanizmusban, és hogyan miikodnek ezek.
Kiilonésen nagy hangsulyt fektettek az RNS indukalt csendesités végrehajté komplexének

(RNA induced silencing complex, RISC) megismerésére.

A RISC-et szamos fehérje és RNS molekula alkotja, funkcioi kozott szerepel a cél mRNS
degradacioja, transzlacio represszioja €s a kromatin atrendezddés is. RISC fehérjéi koziil csak
kevésnek ismert a funkcioja, ezek koz¢ tartozik példaul az Argonaute-2 (Ago2 vagy elF2C2),
Drosophila fragilis X fehérje (Fragile X-Related Protein, dFXR vagy dFMRI1), a Vasa
Intronic Gene (VIG) valamint a mikrokokkalis nukledz csaladba tartoz6 Tudor-SN. A Tudor-
SN fehérje a hipermodositott dupla szali RNS-ekhez (dsRNS) kot, és eldsegiti ezek
kicserélését jelenti, amit az ADAR nevii deamindz végez. Ez modositas jeloli ki egyes
dsRNS-ek (pl. miRNS prekurzorok) Tudor-SN utjan vald inaktivalasat.

Tuschl munkacsoportja. irta le el6szor, hogy Ago2 fehérje adja a RISC kdézponti endonukleaz
aktivitasat (Meister és mtsai., 2004). Hipotézisiiket azota szamos tuton bizonyitottak, pl
rontgen krisztallografia és iranyitott mutagenezis segitségével (Song és mtsai., 2003), ami a
kozponti katalitikus rész szerkezetét valamint az Ago2-mRNS-siRNS struktardjat is
definidlta. Ma mar in vitro kisérletekbdl az is ismert, hogy tisztitott Ago2 és a rovid
duplaszalt siRNS (silencing interference RNA) mRNS-hez keverve képes a RISC aktivitas
ujraképezésére (Liu és mtsai., 2004). A miRNS-ek es siRNS-ek keletkezésében kozponti

szerepli a Dicer enzim. Dicer egy kortlbeliil 200 kDa sulyt fehérje, ami rendelkezik egy
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ATPase/RNS helikdz vagy PAZ doménnel, két katalitikus RNaz III doménnel és egy C-
terminalis dsRNS kotd doménnel (dsRBD) (Wang és mtsai., 2009). Dicernek két formdja
l1étezik Drosophilédban, Dcrl €s Der2 (Ye €s Liu, 2008), mig a C. elegansban €s gerincesekben
csak egy Dicer talalhato.
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3.abra miRNS biogenezis

Az allati miRNS gének endogén modon kodoltak, az mRNS-ek intronjaiban vagy intergenikusan talalhatok meg a
genomban. Az elsédleges transzkriptumot (pri-miRNS) az RNS polimeraz II irja at, és egy vagy tobb miRNS-t
tarlamaz. Ezt a hosszu transzkriptumot a mikroprocesszor komplex hasitja el. A mikroprocesszor komplex tagjai
koézé tartozik a Drosha, ami egy RNaz IlI tipusu endonukledz, és ennek partnere, a DGCRS/Pasha fehérje, ami
egy duplaszalu RNS koté protein. A mikroprocesszor komplex a kettds szalu RNS strukturdkat ismeri fel a pri-
miRNS-en, és specifikusan a hajtii kanyar alaku szerkezet alapi részénél hasitja el az RNS-t. Igy jon létre a 60-70
nukleotid hosszu miRNS prekurzor (pre-miRNS). A pre-miRNS az Exportin-5 utvonalon keresztiil keriil a
citoszolba, ahol egy tovabbi endonukledzos hasitdassal létre jon a miR/miR* duplex. Ezt a masodik hasitast a
Dicer nevii RNaz 111 tipusu endonukledz enzim végzi. A miR/miR* duplex beépiil a nagy méretii, sok komponensii
RISC végrehajto komplexbe. A RISC alapveté fontossagu elemei a TRBP (TAR binding protein), a Dicer és egy
Argonaute tipusu fehérje (emberben az Ago2). A RISC komplex egyszalu miRNS komponense felelos a target
mRNS-ek felismeréséért, mig a miR* szdal nem része az érett komplexnek, hanem hamar degradalodik. A névényi
miRNS-ekkel és a siRNS-ekkel szemben, az allati miRNS-ek nagy része nem teljesen komplementer a target
felismeré’ szekvencidval és ezért nem valtja ki a target mRNS hasitasat. Ehelyett transzldcio’san gdtolja a target
a cztoszol P-testecskéiben megy vegbe, ahol felhalmozodnak a nem-transzlalodéo mRNS-ek, valamint vegbemegy
a degraddaciojuk is.
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2.2.2 miRNS-ek biogenezise

A miRNS gének transzkripciojat kovetéen a Drosha (Denli és mtsai., 2004) sejtmagi RNaz
DGCRS fehérjével komplexben, elvagja az elsddleges transzkriptumokat, vagy pri-miRNS-
eket, kb. 70 bp hossz hajtii alaki pre-miRNS-ekké. A pre-miRNS tartalmt komplex az
Exportin5 fehérje segitségével a citoplazmaba jut, ahol Dicer vagja, ennek eredményeképpen
alakul ki a dupla szali kb. 22 nukleotid (nt) hosszt miRNS duplex, amelynek egyik szdla a
RISC komplexbe épiil. Az RNAi gépezet a siRNS vagy miRNS és a mRNS kozotti Watson-
Crick bazispar kdlcsonhatassal valasztja ki a cél mRNS molekulékat, ezek a targetek (Winter
¢s mtsai., 2009). Tuschl munkacsoportja leirta, hogy a HelLa sejtekbdl szarmazé RISC a
siRNS duplexnek csak az egyik szalat tartalmazza. UV érzékeny biotinilalt siRNS templatot
hasznalva precipitaltdk a RISC komplexeket, és észrevették, hogy csak a 3" biotinilalt
antiszensz siRNSek tudtak kotni az enzim komplexhez (Martinez és mtsai., 2002). Tovabba
definialtak a siRNS idealis hosszat is, ami nem lehet kevesebb, mint 19 nt.

Ezzel parhuzamosan Hela sejtekben, GFP-t, mint riporter gént haszndlva, Chiu és Rana
bemutattdk, hogy a siRNS antiszensz szdldn, az 5’foszfat hidroxil csoportja feltétleniil
sziikséges az RNAi-hoz, mig a 3" vég fontossdga csekély (Chiu és Rana, 2002). Tuschl
csoportja beszamolt arrol, hogy a siRNS altal targetdlt mRNS-ek endonukledzos vagassal
bomlanak (Martinez és Tuschl, 2004).

A kovetkez6 meérfoldké a siRNS strukturdlis aszimmetria felfedezése volt. Zamore
munkacsoportja megfigyelte, hogy a siRNS két szala nem egyforma aranyban épiil be a
RISC-be. A siRNS duplexek talnyuld végeinek termodinamikai stabilitdsa hatdrozza meg,
hogy melyik szal milyen mértékben vesz részt az RNSi ttvonalban (Schwarz és mtsai. 2003).
Ez az aszimmetria miRNS-eknek is sajatossaga. A ma elfogadott modell szerint a miRNS ¢és
siRNS duplexeket egy ATPaz fliggd helikaz tekeri szét a termodinamikailag kevésbé stabil
talnyulo végrol. A RISC-be az az RNS szal épiil be, amelyiknek 5° vége a duplex kevésbé
stabil végén helyezkedik el (Robb és Rana, 2007). A Zamore csoport tovabba ramutatott arra
is, hogy D. melanogaster-ben a Dcr-2/R2D2 heterodimer fehérje a termodinamikai stabilitas
szenzora (Tomari €s mtsai. 2004). Dcr-2 a kevésbé stabil RNS szal 5° végéhez kozel kot, mig
R2D2 fehérje kereszt kotést hoz 1étre a beépiild szal 3 végével. Der-2 helikaz aktivitassal
rendelkezik, amirdl kimutattdk, hogy sziikséges a siRNS duplexet széttekeréséhez. A csoport
munkdjabol az is ismert, hogy ha D. melanogaster embri6 sejtlizatumba ATP jelenlétében
siRNS-t juttatunk, R2D2 csokkend aktivitdssal kot a beépiild RNS szdlhoz az 1dd
fliggvényében, mert R2D2-t az Ago?2 valtja fel. Dcr-2 kotés nem mutat idofiiggést. Mindez azt
jelzi, hogy a RISC felépiilése soran Dcr-2/R2D2 heterodimer eldszor orientalja a siRNS-t a
RISC t61t6 komplexben (RLC, RISC loading complex), majd a siRNS széttekerése kozben
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R2D2 helyett Ago2 kot a siRNS-hez. R2D2 kotését erdsiti, ha a siRNS az 5° végen
foszforilalt. Ez azt mutatja, hogy R2D2 egyfajta mindségi ellendrzést is végez az orientalason
kiviil, mivel elényben részesiti a ‘bona fide’, RNéaz 111 vagasbol szdrmaz6 foszforilalt siRNS-
eket. A siRNS duplexek az RLC-ben csak Ago2 jelenlétében tekerednek szét, tehat, ha
lehetdség van arra, hogy azonnal beépiiljenek a funkcionalis RISC-be (MacRae és mtsai.,
2008). A siRNS duplex széttekeréséhez sziikség van ATP-re és az Ago2-re. A miRNS-ek
esetében gyakran a pre-miRNS-ek mindkét vége kozel egyforma termodinamikai stabilitast
mutat. Ennek az a kdvetkezmeénye, hogy a prekurzor mindkét széla kdzel azonos affinitassal
képez RISC-et. Ezekben miRNS parokban *-al, vagy a -5p, -3p hozzdadasaval kiilonitjiik el a
beépiild szalakat. Ilyen miRNS-ek pl. a humidn miR-302 csalad és miR-373
(microrna.sanger.ac.uk adatbazis).

Nemrégiben szamos csoport jelezte, hogy a miRNS-ek szerepet jatszhatnak a mRNS-ek
mRNS-ek transzlacios gatlasaban vesznek részt. Lim ¢€s mtsai. microarray analizissel
bizonyitottdk, hogy egyes miRNS-ek hatdsira sok féle transzkriptum expresszidja csokken
valdszinlileg oly modon, hogy kozvetleniil kotnek a mRNS-ekhez, és degradacioval

csokkentik a sejtben 1€évo szintjiiket (Lim €s mtsai., 2005). Jing és mtsai. munkaja alapjan

crer

crer

2.2.3 RISC-fiiggoé transzlacios gatlas

A miRNS/siRNS és a transzlacios gatlas 0sszefiiggése régota ismert. A Drosophila Fragile X-
Related fehérje (dFXR) egyarant kapcsoldodik az RNAi apparatushoz €s a riboszomalis
fehérjékhez. dFXR tisztitasa soran kideriilt, hogy a dFXR-t tartalmazd complex 5S RNS-t, két
riboszomalis fehérjét (LS és L11), valamint Ago2-t és egy helikazt (Dmp68) is tartalmaz.
Caudy ¢és mtsai. kimutattak FXR és VIG jelenlétét human RISC-ben. A fragilis X szindréma a
mentalis retardacio egy o6roklodo formaja, melyet az FXR riboszoma kot protein hianya
jellemez (Caudy és mtsai., 2003).

Sharp munkacsoportja jelezte eldszor, hogy a siRNS-ek képesek miRNS-ként miikddni, ha a
kozépsd szakaszukba a targettel nem komplementer nukeotidokat épitenek be (Doench és
mtsai., 2003). Cullen csoportja ezt azzal egészitette ki, hogy human endogén miRNS-ek is
képesek a siRNS-ekhez hasonldan a target mRNS-ek elhasitdsara, ha a miRNS és a target

szekvencia tokéletesen komplementer (Zeng ¢és mtsai., 2003). Mindez azt jelzi, hogy a
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miRNS-ek €és siRNS-ek hasonl6 mechanizmuson keresztiil hatnak, és az RNAi végeredménye
(a target vagasa vagy transzlacios represszidja) nagyrészt a komplementaritas fiiggvénye. A
miRNS-ek target meghatarozadsdban legfontosabb az 5° vég els6 8 nukleotidjanak
szabadenergia szintje.

A mai napig is vitatott a miRNS-ek altali transzlacids gatlds pontos mechanizmusa. Egyes
csoportok szerint a transzlacio iniciacids lépésére hat az RNAi, masok szerint inkdbb az
inicidciot kovetd 1épésekkel (pl. a riboszoma korai levaldsa, a target mRNA degradacioja
vagy kotranszlacios fehérje degradacid) interferal. Egyes miRNS targeteken aktiv, fehérje
szintetizald riboszomakat figyeltek meg. Mas csoportok szerint az Ago2 fehérje az eI[F4E-ben
talalhatd6 CAP-kotd doménhez nagyon hasonlé doménnel rendelkezik, ami abszolut sziikséges
az Ago2 CAP kotéséhez (Kiriakidou €s mtsai., 2007). Feltételezésiik az, hogy Ago2 a CAP
kotésért verseng elF4E-vel, igy gatolva a transzlacids incidciot. Filipowicz és mtsai. szerint a
let-7 miRNS a transzlacidés inicidcio gatlasan keresztiill csokkenti a target fehérje
expressziojat. Arra is ramutattak, hogy csak a CAP-fligg6 transzlacio gatladsara képes a let-7,
mig a CAP-fliggetlen transzlaciora nincs hatassal Ez azt jelent, hogy a mRNS CAP régidja és
a CAP-hez kapcsolodod fehérjek sziikségesek a let-7 transzlacids gatlasahoz. Filipowicz
csoportja nyomon kovette a miRNS-ek és a transzlacidosan represszalt mRNS-ek sejtbeli
helyzetét is. Megfigyeléseik szerint a target mRNS-ek kolokalizalnak a CAP eltavolité Dcpl
fehérjével a citoplazma P-testecskéibe (processing body, P-body). Ezt tdmasztja ald, hogy a
RISC kozponti fehérjéit, az Ago proteineket (pl Ago2) is megtalaltak a P-testecskékben
(Jagannath és Wood, 2009). D. melanogaster S2 sejtjeiben azonban P-body hidnyaban is
végbemegy a miRNS altal kozvetitett transzlacios represszid, ami azt jelzi, hogy a P-
testecskék valdszinlileg az RNAi1 kovetkezménye képpen alakulnak ki, és nem feltétleniil
sziikségesek az RNS alapt géncsendesitéshez.

A P-testecskékben mRNS degradéciod is végbemegy, oly mddon, hogy eldszor a poli-A farok
rovidill meg (deadenilacio), majd mRNS CAP hasad le (decapping), végill a mRNS 5°-3°
iranyl exonukledzos degradacioval bomlik (Eulalio és mtsai., 2009). Az mRNS-ek
transzlacidja és a CAP lehasadéasa szorosan Osszefligg. A CAP kotd elF-4E fehérje elsddleges
funkcidja a transzlacids iniciacid, ugyanakkor, a CAP védelmével (decapping gétlasan
keresztiil) gatolja is a transzlacids elongaciot. Osszefoglalva, a P-testecskében folydé mRNS
degradacid inkabb kothetd az altalanos mRNS furnover-hez, mint egy specifikus mRNS
transzlacids represszids 1épése kapcsolhato.

Emldsallatokban a TRBP fehérjék részt vesznek a miRNS-ek Ago2 komplexbe valo

beépiilésében. Chendrimada és mtsai. kimutattdk a 60S riboszomalis alegység és az elF6
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jelenlétét RISC-ben (Chendrimada és mtsai., 2005). Ismert, hogy elF6 megakadalyozza a 80S
inicidcios complex Osszeszerelését, mivel kot a 60S alegységhez. elF6 C. elegans-ban is
szerepet jatszik a miRNS altal szabalyzott génexpresszidban, ami azt tdmasztja ala, hogy ez a
szabalyozasi mod evoluciosan konzervalt. Fontos megemliteni, hogy az RNS-kotd fehérjék
befolyéasolhatjak a miRNS medialt transzlacios gatlast. A mdjsejtekben expresszalé CAT-1
(cationic anion transpoter 1) miRNS géatlasat feloldja az ARE (4U-rich element) kot HuR
(Bhattacharyya és mtsai., 2006). A HuR proteinek ELAV szerti fehérjék, melyeknek névadoja
a Drosophila ‘embryonic-lethal abnormal vision’, ELAV fehérje. Az ELAV fehérjék a
sejtmag és a citoszol kozti transzportban vesznek részt, emellett poszttranszkripcionalisan
stabilizalnak bizonyos mRNS-eket. Az emberben megtalalhatd négy ELAV fehérje koziil
harom a terminalisan differencialt neuronokban fejezédik ki, mig a negyedik HuR szdmos
sejttipusban konstitutivan expresszal. Az emberi HuR fehérjék olyan instabil mRNS-eket
stabilizalnak, melyek 3’UTR régidja AU —gazdag szekvenciat tartalmaz. HuR fehérje stressz
hatasara kapcsolddik a P-testecskében 1évd csendesitett CAT-1 mRNS-hez, és segiti a mRNS
hozzakapcsolodasat a poliriboszomalis frakciohoz. A miRNS szabalyozast tovabb bonyolitja
Vasudevan ¢és mtsai. megfigyelése, mely szerint szérum éheztetés hatasaira HEK293 sejtekben
a TNF-a 3’UTR-t tartalmazo riportergén expresszidja ARE-fliggd modon nd. Ago2-re és
FXR1-re eddig mint a transzlaciot gatlé RISC elemekre gondoltunk, de meglepdé moédon mind
a két fehérje sziikséges a transzlacid eldsegitéséhez, ha az ¢heztetés folyaman a sejtciklus G1
fazisban megreked. TNF-o ARE régioja két mir-396-3p kotohelyet tartalmaz, és miR-396-3p
mtsai., 2007). Ezzel ellentétben, a folyamatosan osztdodd sejtekben miR-396-3p gatolja a
transzlaciot. A transzlacids  gatlasbol transzlacidés iniciacidba  vald  atkapcsolas
kulcsmolekuldja az FXR1. Szérum éheztetéskor FXR1 szolubilisabb forméaban van jelen, €s
konnyebben kot Ago2-hoz. Ezaltal kialakul egy U miRNS végrehajto komplex, ami
(Vasudevan ¢€s mtsai., 2008).

A transzlacios gatlas mellett mindinkabb el6térbe keriill a mRNS-ek kevésbé vizsgalt
funkcidja, a cél mRNS-ek degradacidja (Guo és mtsai.). Egyes megfigyelések szerint a
miRNS-ek transzlacios szintli gatlasaért mintegy 80%-ban a mRNS lebontasa felelds. A
miRNS-eknek ezt a tulajdonsagat jol lehet hasznalni a target predikcio tertiletén. A miRNS
mintdzat és a mRNS array-ek eredményeinek Osszevetése sokszor nem csak az indirekt
targeteket mutatja meg, hanem az egyes miRNS-ekkel negativ expresszios korrelacidot mutato

mRNS-ek adjdk a valoszinii in vivo targetek halmazat is (Radfar és mtsai.).
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2.2.4 A miRNS-ek szabalyozo funkcidja

Default gatlas

A cél mRNS default gatlasa azt jelenti, hogy a miRNS biztositja, hogy az adott gén csak a
megfeleld szignal jelenlétében expresszaljon, a szignal hidnydban a miRNS kdzvetett modon
represszalja a fehérje kifejez0dését. Ennek hatasa altalaban transzkripcios szintii. Tipikusan a
target gén promoterén egy valasz elem (response element, RE) talalhat6. Ugyanaz az RE
felelOs a transzkripcid gatlasaért és a jel-aktivalt expresszidért. A sejt valdsziniileg tobb jelet
kap a kornyezetébdl egyidejiileg, amik ellentétesen is hathatnak az adott gén expresszidjara. A
sejtnek képesnek kell lennie megkiilonboztetni a valodi szignalt a gyenge vagy rovid ideig
hato kiilso jelektdl. A miRNS-ek egyik f6 funkcioja lehet a szignaltranszdukcios utvonalak
pozitiv jeleinek tompitasa. Ezzel a miRNS-ek novelik a jelkiiszobot €s biztositjak, hogy a sejt
csak a ‘bona fide’ jelekre reagaljon. A WNT, Hedgehog és Notch jelatviteli utvonalak default
gatlas alatt allnak. Ennek legjobb példaja a WNT utvonal transzkripcids faktoranak (TCF)
miRNS 4ltali szabalyozdsa. WNT ligand hidnyaban B-catenin a citoszolban van jelen. Itt
foszforilaciod jeldli ki a lebontasra. Azonban, ha a WNT utvonal bekacsolasakor a -catenin a
sejtmagba jut, ezzel elkeriili a foszforilaciot és a lebomldst. A sejtmagban aktivacios
komplexet képez TCF-el, és legy6zi a transzkripcids korepresszorokat (Clevers és mitsai.,
2006). igy megindulhat a WNT altal szabalyzott gének expresszidja. A Drosophila miR-8 és
ennek gerinces ortolégja, a miR-200 csalad nagyban hozzajarul a WNT utvonal default
gitlasdhoz, mivel TCF-t és az utvonal tobb pozitiv modulatorat is gatolhatjak
poszttranszkripciondlisan (pl Wntless vagy Evi) (Kennell és mtsai., 2008).

Hasonloképpen, miR-324-5p gatolja a Hedgehog tutvonalat annak mediatora, a GLH
transzkripcids faktor gatlasan keresztiil (Jiang és Hui, 2008).

A default gatlds nemcsak az upstream mediatorokon keresztiil valosulhat meg, hanem az
utvonal downstream transzkripcids targetjeinek gatlasaval is. Ennek klasszikus példaja
Drosophilaban talalhato, ahol egy redunddns rendszerben a miRNS-ek egy csaladja (miR-2,
miR-7, miR-11 és miR-79) gatolja a Notch utvonal targetjeinek kifejezédését (Enhancer of
split vagy E(spl) ¢és Bearded vagy Brd). Ennek elénye, hogy a miRNS utvonal
megakadalyozza a Notch tutvonal abnormalis felépiilését az embrionalis fejlédés soran
(Nishino és mtsai., 2008).

A miRNS-ek maguk is lehetnek a default gatlas medidtorai. A DNS sériilése soran a p53
tumor szupresszort is magaban foglal6 Utvonal végiil a sejtciklus leallasahoz és apoptdzishoz
vezet. Alapesetben a p53 latens allapotban van jelen a sejtben, és ubikvitinacid jeloli ki a
degradaciora. A p53 szupresszid esszencidlis eleme miR-125b, ami kozvetleniil hat a p53

mRNS-én. miR-125b hidnya p53 altal medialt apoptézishoz vezet. Erdekes, hogy a
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genotoxikus kezelés géitolja miR-125b-t, ami azt mutatja, hogy miR-125b szerves része a

DNS védelmi halozatnak (Le és mtsai., 2009).

Default aktivacio

Bar a miRNS-ek alapvetden transzlacidésan gatolnak, a végsd hatasuk transzkripcios aktivalas
is lehet. Ennek példaja a Drosophila és az emldsallatok Hippo tumor szupresszids
utvonaldnak szabdlyozasa. A Hippo tutvonal sejtproliferaciot és apoptdzist reguldl, aktiv
allapotban a YAP (Yes-asszocialt protein) és a TAZ (Taffazin) proto-onkogének gatlasahoz
vezet. A szignaltranszdukcios utvonal foszforilalja a YAP és a TAZ fehérjéket, inaktiv
allapotban, a citoplazmaban tartja a két fehérjét, és gatolja a sejtmagi transzportjukat (Harvey
¢s Tapon, 2007). A YAP ¢és a TAZ foszforilaciojat a LATS (large tumor supressor) kinaz és
annak upstream regulatora (Expanded) végzi. Emberben a miR-372 és a miR-373 gatolja a
LATS-ot (Voorhoeve és mtsai., 2006), mig Drosophilaban az Expanded &ll a miR-278
represszidja alatt. A miRNS gatlds akadalyozza a YAP és a TAZ foszforilaciojat, ennek
eredményeképpen a két proto-onkogén a sejtmagban aktivalja a cél mRNS-ek

transzkripcidjat.

Koherens és inkoherens visszacsatolas

Koherens visszacsatolasnak nevezziik, ha ugyanazon jel ellentétes mdédon hat egy adott
miRNS-re és annak targetjére, pl. a jel aktivalja a miRNS-t, de gatolja a mRNS-t. Ez a
szabalyozas tipikusan akkor fordul eld, ha a miRNS feladata egy adott differencidcios irany
stabilizalasa, tehat a miRNS gatolja az elkotelez6dési iranyhoz nem tartoz6 mRNS-eket
(leaky’ expresszi0).

A koherens visszacsatolas logikaja egyértelmi (a jel felerdsitése €s stabilizalasa), azonban a
transzkriptom elemzése soran megfigyelték, hogy a koexpresszal6 miRNS-target parok
gyakorisdga igen nagy, ¢s a miRNS-ek ¢és targetjeik expresszidja inkabb pozitiv korrelaciot
mutat, mint negativat. Ez rdmutat arra, hogy a koherens visszacsatolds nem a miRNS
szabalyozasanak a f6 modja. Az inkoherens visszacsatolds azt jelenti, hogy egy adott jel
egyarant pozitivan (vagy negativan) hat a miRNS-re ¢és annak targetjére. Ennek a
kivitelezésnek két eldnye is van: egyrészt, megakadalyozza, hogy a szignaltranszdukcios
“zaj)” aktivalja az utvonalat, mivel csak a megfeleld erdsségli szignalok képesek atjutni a
miRNS “sziir6” funkcidjan. Masrészt a miRNS tutvonal igy biztositani tudja egy fehérje
egyenletes expressziojat, és kivédi a szignaltranszdukcios utvonalak nem kivanatos, fluktualo
hatasat. Tehat, képessé teszi az azonos sejtek csoportjat arra, hogy (egy adott mértéki

szignaltranszdukcios hatdson beliill) a sejtek azonos szinten tartsdk a target fehérje
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expressziojat. Pl. a pluripotens embriondlis Ossejtek szigortian szabdlyozzak a Nodal
kifejez6dését, mivel a Nodal aktivitas korlatozza a két ellentétes sejtsorsot: a pluripotenciat és
a differenciacidt. Az Oct4 aktivalja a Lefy-t és az dssejt-specifikus miR-290-295 klasztert,
ami represszalja a Lefty-t. A Lefty a Nodal antagonistaja, ezaltal a Nodal aktivitas folyamatos

¢€s egyenletes expressziot mutat (Choi €s mtsai., 2007).

Reciprok szabalyozas

Pozitiv visszacsatolas lehetséges a gatld6 miRNS represszalasaval. Ez a szabalyozas akkor
hasznos, ha egy tranziens szignal rogzitése (hosszu idejli sejtvalasz) sziikséges. Erre példa a
sejtek epitelialis plaszticitasa. Az epitélidlis-mezenchimalis tranzicié soran (EMT) a sejtek E-
cadherin expresszidja gatlas ald keriil. Ezzel parhuzamosan motilitassal és pluripotenciaval
kapcsolatos gének aktivan expresszalnak, €s a sejtek elveszitik adhézids képességiiket. EMT
normalis része az embridgenezisnek €s a felndtt szoveti atalakulasnak, de az epitélium-eredeti
tumorokban is végbemegy (Polyak és Weinberg, 2009). A miR-200 csalad gatolja az E-
cadherin, a ZEB1 ¢és a ZEB2 (zinc finger E-box binding homeobox 1 és 2), a TGFf utvonal
transzkripcids represszorait. Ugyanakkor ZEB1 és ZEB2 transzkripciondlis represszié alatt
tartja a miR-200-t. A TGFp jel az EMT aktivatora, indukdlja a ZEB1-et és a ZEB2-t, ezzel
egy kettds gatldo hurok alakul ki. Ha a miR-200 koncentracioja a kiiszobérték ald esik, az
blokkolja EMT-t (Bracken és mtsai., 2008).

Egy masik érdekes példa a reciprok szabalyozésra a differencialodés és pluripotencia kozotti
atmenet regulacigja. Az Oct4 kozvetleniil gatolja a miR-145 expressziojat a promoter region
keresziil. A mir-145-nek azonban kozvetlen targetje az Oct4 €és szamos mas, pluriotencidval
kapcsolatos mRNS (Sox2 ¢és Klf4). A BMP utvonal bekapcsolasa represszalja az Oct4-et,
ezzel tulsulyba keriil a miR-145 hatdsa, ami eldsegiti a differencidlodast (Xu és mtsai.,

2009b).

2.2.5 A miRNS-ek szoros tér- és idobeli szabalyzasa alatt allnak

Szamos miRNS expresszioja szabalyzott térben és idében. A Drosophila let-7 és miR-125
(lin-4 ortoldg) a larva-felndétt allat tranzicid soran expresszal csakugy, mint a let-7 C. elegans-
ban (Bashirullah és mtsai.,, 2003). Gerincesekben a let-7 és a miR-125 nincs jelen az
embrionalis dssejtekben, az embridoban vagy az embriondlis carcinoma (EC, embryonic
carcinoma) sejtekben, csak az egyedfejlodés késéi szakaszaban jelennek meg. EC sejtek
neuralis differenciéltatasakor €s az egér egyedfejlodése soran a lin-4 csaladba tartoz6 miR-
125 a let-7 el6tt jelenik meg, csakugy, mint nematoda (fonalféreg) C. elegansban (Rybak és

mtsai., 2008). A Lin-41 és a lin-28 ortoldgjai is idoben szabalyzottan expresszalnak, a let-7-el
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¢s a miR-125-¢el reciprok modon (Vella és mtsai., 2004). Fontos még megjegyezni, hogy a lin-
41 a let-7 konzervalt targetje emberben, egérben, csirkében, zebrahalban, Drosophilaban és
fonalféregben, a lin-4/miR-125 és a let-7 pedig kozvetleniil hat a 1lin-28 mRNS 3’UTR-én
emldsallatokban €s C. elegans-ban (Reinhart és mtsai., 2000).

A C. elegans ‘seam sejtjei’ minden larvalis allapot elején aszimmetrikus osztdédason mennek
keresztiil. Ennek eredménye egy anterior sejt, ami differencidlodik, valamint egy poszterior
sejt, ami megdrzi pluripotens tulajdonsagait. A seam sejtek szimmetrikus osztodassal
onmegujitasra képes, tovabbi seam sejteket hoznak létre, ezért a seam sejtek az Ossejtek
egyszerii modelljének tekinthetok. A Let-7 a sejtciklusbol valo kilépés és differencialodas
konzervalt szabalyzoja. C. elegans let-7 mutdnsban a seam sejtek nem képesek kilépni a
sejtciklusbol a megfeleld iddben, €s egy szamon feliili ciklus utdn indul csak meg a
differencialodasuk (Frasch és mtsai, 2008). Ember tumorsejtvonalakban a let-7 kozvetleniil a
sejtciklus szabalyoz6 gének represszalasaval (Ciklin D2, CDK6, CDC25) gatolja a
proliferaciot (Johnson és mtsai., 2007). Tiid6- és mellrak vonalakban kimutattak a let-7
tumorszupresszor aktivitdsat (O'Day €s Lal). Emberben €s nematodaban a let-7 kozvetlen
targetjei a RAS ¢s a HMGA?2 onkogének (Park és mtsai., 2007). A Let-7 exogén expresszidja
csokkenti a tumorndvekedést valoszinlileg az onkogén RAS és HMGA?2 faktorokon keresztiil.
Ismert az is, hogy a let-7 expresszidja szamos tumorvonalban igen alacsony, bar ez taldn
annak a kovetkezménye, hogy az 0sszes miRNS jelenléte csokkent a tumorok tobbségében
(Lu ¢és mtsai., 2005). A Let-7 tumorszupresszor képességét bizonyitja, hogy exogén
expresszioja egér emld epitél progenitor sejtvonalban az onmegujitdsra képes (progenitor)
sejtek elvesztéséhez vezet (Ibarra és mtsai., 2007).

A LIN-28 egy RNS-koté fehérje, amely tartalmaz egy cink-ujjas (zinc finger) domént
(CCHC) ¢és egy hidegsokk domént. Elészor C. elegans-ban irtak le, mint az egyedfejlodés
egyik id6beli koordinatorat (Moss és mtsai., 1997). A Lin-28 mutansok az L1 larvastadium
utan azonnal L3-ba Iépnek, igy feln6tté alakuldsuk is egy-két staddiummal kordbban megy
végbe. Hipodermisziikben kevesebb seam sejt talalhat6, ezek proliferacioja lassabb, és
hamarabb differencialédnak (Morita és Han, 2006). A Lin-4 mutacioja, vagy a LIN-28 3’
UTR delécioja helyreallitja a LIN-28 expresszios szintjét, €s menti a larva fenotipusat. A Lin-
28 a lin-4 és a let-7 kozvetlen targetje C. elegans-ban, és ez a szabalyozasi mod konzervalt
emldsokben is, ahol a 1in-28 a lin-4 ortolog miR-125 és a let-7 targetje (Nimmo és Slack,
2009). Erdekes, hogy a let-7 és a lin-28 szabalyozasaban egy kettSs gatldo hurok alakult ki.
Nem csak a let-7 represszalja a lin-28-at, hanem a lin-28 is gatolja a let-7 biogenezisét.
Valosziniileg a LIN-28 a let-7 prekurzor hajti kanyarulatdba kot a pri-, vagy pre-mRNS-en,

ezzel gatolja Drosha vagy Dicer endonukledz aktivitdsat, ami elengedhetetlen a miRNS
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keletkezéséhez. A LIN-28 a P-testecskékhez asszocial, ezért felmertilt az a lehetdség is, hogy
a let-7-hez valo kotés utan a pre-let-7-et a P-testecskékbe iranyitja, ahol az degradalodik
(Balzer és Moss, 2007). A LIN-28 tovabbi érdekessége, hogy az Oct4-gyel, a Sox2-vel és a
Nanog-al kombindlva képes iPS sejtet indukdlni, valdszintileg a let-7 kotésen/gatlason
keresztiil (Liao és mtsai., 2008). Emellett a Lin-28 kozvetleniil kot szamos sejtciklus regulator
3> UTR- régiojahoz (pl. ciklin A, Ciklin B, Cdk4) (Xu és mtsai., 2009a). Mivel a LIN-28
specifikusan az Ossejtekben expresszal, eldsegiti az iPS sejtek képzddését, és gatolja a
tumorszupresszor let-7 miRNS-t, nem meglepd tehat, hogy a tumorbiologia egy fontos
fehérjéje. A LIN-28B (LIN-28 egy paralogja) fokozottan expresszal hepatocellulas karcindma
sejtekben (Wang és mtsai.), a jol ismert Myc tumor faktor pedig indukalja a LIN-28B
kifejez6dését human B limféma modellben, és egér vastagbél rak modellben (Chang és
mtsai., 2009). A LIN-28B tumorinduktor tulajdonsaga minden esetben (legalabb részlegesen)
a let-7 szupresszion alapszik. Tovabba ismert, hogy a LIN-28 a citoplazmaban lokalizalt, de a
sejteiklus fliggvényében (S és G2 fazisban) a sejtmagba is juthat hepatocellulas karcinoma
sejtekben (Slack és Ruvkun, 1997). Ez felveti annak lehetdségét, hogy a LIN-28 a
sejtciklussal Osszhangban dinamikusan valtoztatja lokalizaciojat és funkcidjat. A LIN-28
kizar6lag differencidlatlan, aktivan 0sz6d6 sejtekben expresszal, korai embrionalis sejtekben
vagy tumorsejtekben. A LIN-28 gatolja az anti-proliferativ let-7 miRNS-t, és elképzelhetd,
hogy a LIN-28 sejtmagi lokalizacidja soran akadalyozza a let-7 beépiilését a miRISC
komplexbe, vagy gatolja a let-7 érését a Drosha fehérjén keresztiil. Mindezek mellett

megfigyelték, hogy a let-7 aktivitasa is valtozik a sejtciklus fiiggvényében. Szintetikus let-7

crcr
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igy a LIN-28 gatlasat elkertilte.

2.2.6 A miRNS szabalyozas és a pluripotencia kapcsolata

A heterokronikus géneket tekinthetjiik a homeotikus gének idobeli analogjanak. A
homeotikus gének végzik az RNS ¢és fehérje expresszio térbeli szabalyzasat, a heterokronikus
gének pedig az egyedfejlédés idobeli szabalyozasaért feleldsek a metazoakban.

Egy genetikai sziirdvizsgalat soran szdmos heterokronikus gént izolaltak (Abrahante és mtsai.,
1998), koztik a let-7 és a lin-4 miRNS-eket, valamint a lin-28-at, a lin-14-et, a hbl-2-t, a daf-
12-t, a lin-29-t és a lin-41-et, melyek tobbsége a két miRNS kozvetlen targetje (Wightman és
mtsai., 1993; Lee ¢és mtsai., 1993; Parry és mtsai., 2007). A Let-7 és a lin-4 sziikséges a C.
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elegans seam sejtjeinek fokozatos terminalis differencidlodasahoz, illetve az egyes fejlodési
1épcsok megtelel6 1dozitéséhez (Nimmo és Slack, 2009).

Minden larvalis allapotot vedlés kovet. Mivel a let-7 és a lin-4 szamos mas heterokronikus
gént szabalyoznak, kapcsoloként mikodnek az egyes larvalis stadiumok kozott. Az L1-1L.2
atkapcsolast a lin-4 végzi a lin-14 gatlasan keresztiil (Lee és mtsai., 1993). Az L2-L3
atkapcsolasért a lin-4 és a let-7 csalad felelds (miR-48, miR-84 és miR-241), a lin-28 és a hbl-
1 expressziojat represszaljak (Abbott €s mtsai., 2005) (4. abra). Végiil az L4 larvastadiumbol
felnodtt allatta valo vedlést a let-7 szabalyozza a lin-41 és a hbl-1 gatlasaval (Roush és Slack,
2009). A Daf-12 valdsziniileg a hormonalis szignalok integracidjaért felelds és 1doziti a 1in-28
gatlast (Seggerson és mtsai., 2002). A miRNS szabalyozas utolso, genetikailag meghatarozott
lancszeme a 1in-29, ami egy Kriippel-szerii transzkripcios factor, és a seam sejtek terminalis

differencidlodasahoz sziikséges (Bettinger €s mtsai., 1996).
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4.abra C. elegans larvastadiumainak miRNS szabadlyozdsa
A legismertebb heterokronikus miRNAs-ek a C. elegans let-7 és lin-4 miRNAs-ei. A lin-4 miRNAs-nek hét
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onmagaban is elégséges az elsé larvastadiumra jellemzd lin-14 fehérje expressziojanak gatlasahoz. Lin-14
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expressziojanak csékkenése teszi lehetové azt, hogy a C. elegans atlépjen az elsé larvastadiumbol a masodik
larvastadiumba. Let-7 miRNS targete lin-41. Lin-41 gatlasa sziikséges ahhoz, hogy az embrio a negyedik
larvastadiumbdl kilépjen és felndtt allatta valjon. Let-7 miRNS expresszioja azonban lin-28 fehérje gatlasa
alatt all a harmadik larvastadium végéig. Lin-28 képes arra, hogy hajtiikanyar masodlagos szerkezetetii let-
7 prekurzorhoz késson, és ezaltal megakaddlyozza az érett let-7 miRNS-ek kialakulasat.

A miRNS-eket, mint tumorszupresszorokat, vagy mint tumor induktorokat, egyre tobbszor
hozzak kapcsolatba rakos megbetegedésekkel. A Let-7-nek két fontos szerepe ismert: a
fejlodési stadiumok iddzitése az egyedfejlodés soran, emellett szdmos sejtvonalban
tumorszuppresszorként mitkkodik. Mindez felveti azt a lehetdséget, hogy a C. elegans-bol
ismert egyéb heterokronikus gének is rendelkeznek tumorszuppresszor tulajdonsaggal (Cho,
2007). Nem nehéz elképzelni, hogy a proliferacié és differencialddas iddbeli szabalyozasanak
felbomldsa az éretlen, multipotens sejtek felszaporoddsahoz vezet. Ezt tadmasztja ald a
tumordssejt hipotézis is, miszerint a tumorsejtek egy kevés sejtet tartalmazo, alacsony
differencialodasi szintli sejtpopulaciobol (tumordssejtek) aszimmetrikus osztédas révén
szarmaznak (Rapp és mtsai., 2008). Az 6ssejtek egy hierarchikusan egymasra épiil6 1épéseket
tartalmazo programon keresztiil érik el végdifferencialt allapotukat. A sejtek sorsa pedig
szorosan Osszefiigg a proliferacio, elkotelez6dés, differencidlodas és érés idobeli
koordinacidjaval. A tumorsejteket tekinthetjiik gy, mint olyan sejteket, amik nem képesek az

egyik fejloédési stadiumbdl a kovetkezObe 1€pni, vagy ez a 1épés nem zajlik le a megfeleld

1d6ében, vagyis a tumorsejtek heterokronikusan hibas sejtek.

2.2.7 A miRNS-ek és az emlés embrionalis 6ssejtek kapcsolata

A miRNS utvonal szerepét az embrionalis dssejtek pluripotens képességének megtartasdban, a
miRNS biogenezisben deficiens egér sejtvonalon és allatokon tanulmanyoztak. A Dicer a
miRNS-ek és siRNS-ek érésében is részt vesz, mig a DGCRS8 nem sziikséges a siRNS-ek
kialakulasdhoz (Babiarz és mtsai., 2008). A Dicer null egér ES sejtek lassan osztddnak és nem
képesek effektiven differencialodni(Kanellopoulou és mtsai., 2005; Cao és mtsai., 2009; Suh
¢s mtsai.). Embriotestecske kialakuldsakor az Oct4 expresszid csak részlegesen csokken, és
nem figyelhetok meg a mezoderma és endoderma iranyu elkotelez6dés markerei. A DGCR8
null ES sejtek in vitro differencidlédasa szintén hibas, differencidltataskor nem képesek a
pluripotencia markerek visszaszoritasara, és az elkotelezOdésre jellemzd gének abnormalis
aktivaciot mutatnak (Wang és mtsai., 2008). A DGCRS sejtek felhalmozddnak a sejtciklus G1
fazisaban, ami arra utal, hogy a miRNS ttvonal sziikséges a normalis sejtosztodashoz €s az

Ossejtekre jellemzd sejtciklus mintazat fenntartasahoz/felallasdhoz (Wang és Blelloch, 2009).
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A kozelmultban vildgossa valt, hogy egyes miRNS-ek a Sox2, az Oct4 és a Nanog altal
szabalyzott génhdlozat elemei. Az Oct4, a Sox2 és a Nanog kozvetlentil, a promoterhez ktve
reguldlja az dssejt specifikus miRNS-ek expresszigjat (Wei és mtsai., 2009). Ezaltal nem csak
a miRNS koncentraciot allitjak be, hanem felhasznaljak a miRNS-eket sajat targetjeik finom
szabalyozésara is koherens €s inkoherens visszacsatolasokon keresztiil.

A Blelloch laboratorium munkéjabol ismert, hogy a DGCRS8 null egér ES sejtek sejtciklusa
abnormalis. A csoport komplementécids teszttel kereste azokat a miRNS-eket, amelyek
képesek a sejtciklus helyreallitasara. Ezen miRNS-ek koz¢ tartozik a miR-291a-3p, a miR-
291b-3p, a miR-294, a miR-295 és a miR-302 (Wang és mtsai., 2008). Az emlitett miRNS-ek,
valamint a human miR-92b valodsziniileg a G1-S tranzicid eléremozditdsaval jarulnak hozza
az allando és gyors osztodashoz, ami alapvetd jellemzdje a pluripotens sejteknek. A miR-92b
egyik lehetséges targetje a sejtciklus szabalyzd p57 (Cdk inhibitor) (Sengupta €és mtsai.,
2009), mig a miR-290-295 klaszter lehetséges targetjei koz¢ tartozik a ciklin E-Cdk?2 inhibitor
p21 (Wang és mtsai., 2008), a Rbl2 (Benetti és mtsai., 2008; Sinkkonen és mtsai., 2008) és a
Lats2 (Voorhoeve és mtsai., 2006). Fontos még megemliteni, hogy a Sox2 ¢és az Oct4
pluripotencia faktorok képesek asszocidlni az egér miR-92b promoterével (Marson és mtsai.,
2008), és valoszintileg részt vesznek az egér ES sejt fenotipusanak kialakitasdban. A Sox2, az
Oct4 és a Nanog tehat a miRNS-eken keresztiil valdsitja meg a targetek finom szabalyozésat.
Szamos inkoherens és koherens visszacsatoldssal olyan miRNS-eket szabalyoz, amik pl. a
Leftyl, a Dnmt3a és a Dnmt3b fehérjeszintjét modositjak. (Sinkkonen és mtsai., 2008; Benetti
¢s mtsai., 2008). Két, egymastol fliggetlen tanulmany mutat ra, hogy a miR-290 csalad
sziikséges az ES sejtek de novo metiltranszferaz aktivitasanak felépiiléséhez. A Dicer null
mutans ES sejtek differencialodasi elégtelenségének egyik oka az, hogy Dicer hidnyaban az
Oct4 promoter metiladlasa hianyos (Benetti és mtsai., 2008; Sinkkonen és mtsai., 2008).

A miR-290-295 csalad mellett az embrionalis dssejtek masik f6 miRNS-e a let-7. Bar let-7
érett formdban nincs jelen a pluripotens sejtekben, promoteréhez Sox2, Oct4 és Nanog
transzkripcids faktorok kotddnek, és pri-miRNS forméaban a let-7 expresszioja nagymértéki

(Marson ¢és mtsai., 2008). A Let-7 érését a LIN-28 gatolja. A LIN-28 sziikséges az ES sejtek
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egy kapcsolot képez a pluripotens embrionalis dssejtek és a differencidlodas kozott. A c-Myc
is szerepet kap az ES sejtek onfenntartd képességének kialakitdsdban, és a Lin-28 aktivalasan
keresztiil negativan szabalyozza a let-7 biogenezisét (Chang és mtsai., 2009). Hasonloan a
Lin-28/let-7 szabalyozashoz, az érett let-7 miRNS kozvetleniil gatolja c-Myc expressziojat. A
Let-7 nem csak a Lin28, c-Myc, Sall4, Oct4, Nanog és Sox2 pluripotencia faktorokat
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szabalyozza negativan, hanem a sejtciklus pozitiv regulatorait (CDK6, CDC25, CiklinD) is
humén tumorokban (Johnson ¢és mtsai., 2003), valamint mas miRNS-eket is (miR-107,
miR 143, miR296) (Heo és mtsai., 2009). Tovabba ismert, hogy a c-Myc kétddik a miR-290-
295 klaszter promoteréhez €s direkt modon aktivalja a klaszter kifejez6dését (Chen és mtsai.).
A c-Myc a miR-141, a miR-200 és a miR-429 promoteréhez is kotddik, és indukalja
expressziojukat (Lin és mtsai., 2009).

Yamanaka csoportja 2006-ban sikeresen programozott differencialt testi sejteket pluripotens
sejtekké (Takahashi as Yamanaka, 2006). Ezt a mechanizmust atprogramozasnak
(reprogramming) hivjuk, a keletkezett sejtek az iPS sejtek. Ujraprogramozas soran a
differencialodott sejtekben a pluripotencia markerek egy csoportjat expresszaltatjadk. Az
Ujraprogramozas eredeti faktor kombindcioja a Sox2, Oct4, Klf4 és c-Myc volt, de az elmult
négy évben szamos mas kombinacid is sikeresnek bizonyult (Yu és mtsai., 2009). Mivel miR-
290-295 klaszter kivédi a DGCRS8 knockout egér ES sejtciklusbeli valtozasait, érdekes kérdeés,
hogy a miR-290-295 klaszter sziikséges eleme-e az Ujraprogramozasnak. Judson és mtsai.
egér embrionalis fibroblasztban a Sox2, Oct4, KIf4 mellett negyedik faktorként kiilonb6zo
miRNS-eket expresszaltak, €s az Gjraprogramozas hatékonysagat vizsgaltdk. A miR-290-295
klaszter tagjai, kiilonésen a miR-294, nagy mértékben -eldsegitették a pluripotencia
visszaallitasat (Judson és mtsai., 2009). A miR-294 ezen feliil emelte a sejtek endogén Sox2,
Oct 4 ¢és Klf4 szintjét, azaz stabilizalta (az exogén faktoroktdl fiiggetlenitette) a pluripotens
allapotot.

Egy masik érdekes kisérlet a let-7 szerepét vilagitja meg. Melton és mtsai a Sox2, Oct4 és
KIf4 faktorok mellett let-7 antiszensz inhibitorral kezelték a differencialt sejteket (Melton és
mtsai., 2010). A Let-7 inhibitor hatasdra megemelkedett a Sox2, KIf4 és Oct4 expresszio, de a
Sox2, Klf4, Oct4 és c-Myc egyiittes hatasat nem tudta tovabb ndvelni a let-7 antagonista, ami
aldtdmasztja, hogy az Ujraprogramozas fontos eleme a let-7 targetek (c-Myc, LIN28) gatlés
alol valo felszabaditasa. A p53 korlatozza az Gjraprogramozast, mig a p53 delécioja noveli az
1PS sejt képzddés hatékonysagat (Banito és mtsai., 2009). A p53-rol kimutattdk azt is, hogy
fokozza egyes miRNS-ek (pl. miR-145) érését human fibroblasztban, valamint, hogy kotddik
a miR-145 promoteréhez. A mir-145 elémozditja a sejtek differencialodéasat, mivel gatolja a
Sox2, az Oct4, a Klf4 és a c-Myc expresszidjat (Sachdeva és mtsai., 2009). Ezek alapjan
lehetséges, hogy a miR-145 p53-on keresztiil szabdlyozza az ujraprogramozast, azonban

ennek vizsgalata nehéz, hiszen a p53 deléciods sejtek genetikailag rendkiviil instabilak.
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2.2.9 miRNS torlés vagy miRNS csali (miRNS sponge vagy decoy)

Szamos csoport jelezte, hogy adott endogén miRNS vagy miRNS csaldd telithetd mesterséges
targettel. Ilyenkor expresszaljak (pl. egy riporter konstrukcidoban) vagy szintetikus formaban a
sejtbe juttatjdk a valasztott miRNS target szekvencidjat vagy teljes komplementer
szekvencidjat. A nagy koncentracioban jelenlevd, nagy affinitas mesterséges target (miRNS
csali) legy6zi a miRNS endogén, természetes targetjeit, ezzel gatolja a miRNS funkciojat.
(Care ¢és mtsai., 2007; Gentner ¢és mtsai., 2009). Ezt a technikat miRNS torlésnek (sponge,
decoy, antagomir, eraser) nevezték el, és az endogén miRNS funkcié vizsgalatanak fontos
eszkOzéve valt. A célsejtbe juttatasra hasznalhatd expresszios vektor (adenovirus, retrovirus,
lentivirus) képes kell, hogy legyen a fokozott expresszid biztositasara (Ebert és mtsai., 2007;
Scherr és mtsai., 2007). Elterjedt az erds (altalaban viralis) promoterek, illetve a miRNS target
tandem ismétlddé formajanak hasznalata. A riporter gén beépitése szintén hasznos, hiszen
mutatja a miRNS telitettség elérését. A miRNS torlés stratégianak tobb eldénye is van a
transzgenikus knock out megkozelitéssel szemben. Eldszor is konnyebben lehet alkalmazni,
masodszorra vizsgalhatok olyan miRNS-ek, amik a fehérje kodoldo gének intronjarol
keletkeznek (ez adja az Osszes miRNS mintegy 40%-at), harmadszorra, egyszerre lehet
funkcionalisan gatolni a kiilonb6z6 genomi lokuszokon elhelyezkedd miRNS csaladtagokat.
A nem-vektor alapt miRNS gatlas torténhet antagomirrel. Az antagomirek szintetikus,
nagyon stabil, koleszterin konjugélt oligonukleotidok, melyek a vizsgalt miRNS antiszensz
szalanak utanzatai (Krutzfeldt és mtsai., 2005; Scherr és mtsai., 2007). Alkalmazhatok in vitro
€s in vivo, hosszu tavl hatdsukhoz azonban tobbszori bejuttatas sziikséges.

Mindkét technikanak vannak hatranyai. A vektor alapu gatlashoz elengedhetetlen a magas
kopiaszdma vagy erOteljesen expresszalo vektor alkalmazdsa. Ez sok sejttipus esetében
technikailag nehéz, valamint az erds transzgén expresszio toxikus lehet. Eléfordul, hogy a
transzgén fokozott expresszidja sem elég az endogén miRNS-ek teljes telités¢hez/gatlasahoz.
Ezért szamos esetben a miRNS funkcidjanak leirdsahoz elengedhetetlen a genetikai knock out

elkészitése.

2.2.8 A miRNS-ek terapias felhasznalasanak lehetoségei

A miRNS-ek terdpias felhasznalasa ma még csak allatmodellekre korlatozott. A hasznalt
modszerek alapja, hogy ha egy specifikus miRNS targetet épitlink a transzgénbe vagy
virusvektorba, a transzgén expresszidja az adott miRNS-t tartalmazé sejtekben korlatozott. Ez

elsé hallasra meglepd, mivel a miRNS-ek egyesével altaldban nem képesek nagy mértékben
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hatni a target expresszidjara. Azonban tobb kisérletben nyert bizonyitast, hogy endogén,
erosen expresszaldé miRNS-eket hasznalva a transzgén expresszioja vagy a virusreplikacio a
megfeleld targetkonstrukcid haszndlatakor bizonyos sejtekben szazad részére csokkent (Yang
¢s mtsai.; Couto ¢és High; Bell és Kirn, 2008). A génterdpia egyik legfontosabb feltétele, hogy
a transzgént csak a megfeleld sejt vagy sejttipus expresszalja. Ezt altaladban a virus vagy virus
partikulum boriték- vagy a kapszid fehérjéjének modositdsaval, vagy a promoter
megvalasztasaval probaljak szabalyozni. A virusfehérje modositdsa azonban negativan hathat
a virus stabilitasara, fertézOképességére vagy replikaciojara. A kivant promoter eldallitasa
tobbnyire nehéz, ¢és a két stratégia kozos hatranya, hogy nem képesek teljesen a transzgén
expressziojanak teljes korlatozdsara.A miRNS-ek alkalmazasdnak egyik lehetsége a
transzgént hordozd vektorok expresszids specifikussagadnak novelése. Szamos hepatocita
specifikus promodter APC (antigen presenting cells) sejtekben is aktiv. Ez azért fontos, mert
az APC sejtekben a transzgén endogén expresszidja esetén a transzgénrol keletkezett peptidek
nagy hatasfokkal hatnak kolecson az MHC I és MHC II molekulakkal. Ezaltal az APC sejtek
mint antigént mutatjak be a transzgén peptideket a CD4 T sejteknek, €s elinditjak a T sejtes
immunvalaszt a transzgén terméke ellen. Emellett a vektor bizonyos elemei eldsegitik az APC
sejtek érését (Schmitt és mtsai.). Példaul a hemofilia B (IX faktor knockout) egérmodell
kezelésekor a hepatocita specifikus promoterrel bird IX faktornak lenti-virus altali bevitele IX
faktor ellenes valaszt indukal, ami a transzdukalt hepatocitak elvesztéséhez vezet. Ennek
megeldzésére Brown és munkatarsai négy kopiat épitettek az APC specifikus miR-145-3p
expresszioja szazad részére csokkent az APC sejtekben, mig a hepatocidk tovabbra is magas
szinten expresszaltak a transzgént. (Brown és mtsai., 2007a). A vektorok miRNS alapt,
sejtspecifikus gatlasat sikeresen alkalmaztdk arra, hogy a transzgén szelektiven csak a
neuronokban és ne az asztrocitakban (Colin és mtsai., 2009), a pluripotens, de ne a
differencialt embrionalis dssejtekben (Sachdeva €s mtsai.), az érett, de ne az éretlen dendrikus
sejtekben expresszaljon (Pegtel és mtsai.). Ezek a tanulmdnyok alatimasztjadk, a miRNS
utvonal fontossagat a génexpresszid finom szabalyozasdban. Egyes kutatocsoportok nagy
reményeket fliznek az onkolitikus virusok tumorterapids alkalmazésahoz. Az onko-virusok
olyan vektorok, melyek egy Onmegsemmisitd gént tartalmaznak. Mint sok mads terdpias
megkozelitésnek, az onko-virusok alkalmazasanak is a legfébb korlatja a virus megfeleld
sejtekbe vald juttatdsa. Mivel egyre jobban ismert a tumor sejtek és a normal sejtek miRNS
mintazata, az egészséges sejtek specifikus miRNS-ei talan felhasznilhatokka valnak az

Coxsackie virus, melybe miR-133 és miR-206 target helyeket épitettek (Kelly és mtsai.,
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2008). Mindkét miRNS fokozottan expresszal izomsejtekben, de nincsenek jelen mieloma
sejtekben. Ha a mieloma modell egeret a modositott Coxsackie virussal fertdzték, a virus csak
a mieloma sejteket dlte meg, mig a miR-206 és a miR-133-at expresszald izomsejtek épek
maradtak. Hasonldo médon létrehoztak onkolitikus miR-122 targetet tartalmazo6 adenovirust is,
mely nem okozott vezikularis stomatitist a majsejtekben (Ylosmaki €s mtsai., 2008). Fontos
azonban megjegyezni azt is, hogy akad példa arra is, hogy az onkolitikus virus egy 1j
mutacioval rezisztenssé valhat, valamint, hogy sokszor az endogén miRNS szint nem elég
magas a vektor visszaszoritasahoz (Wong ¢és mtsai.). Az endogén miRNS-ek (féleg a magas
expressziot mutatok) tehat felhasznalhatok a vektorok sejtspecifikussaganak novelésére,
azonban hasznos lehet, ha alkalmazéasukat mas virusgyengitési stratégiaval kombinaljuk.

A fent leirt miRNS alapu expresszios gatlas természetesen felhasznalhaté barmilyen transzgén
szabalyozésara, ¢s fontos technikdva valhat, ha a transzgén expresszidjat gatolni szeretnénk
bizonyos sejtekben, vagy adott fejlédési szakaszokban. A transzgén szabalyozasanak eddig
hasznalt modjai leginkdbb a transzkripcid szintjét célozzak a kiilonbozé promoterek
alkalmazaséaval. A promodterek azonban sokszor nem teljesen specifikusak; vagy természetes
koriilmények kozott is tobb sejttipusban inditjdk az expressziot. Erre példa a CD21A
promoter, amit sokdig hasznaltak, mint B sejt specifikus promotert, ma azonban mar ismert,
hogy az eldagyban is expresszal. (Brown és Naldini, 2009). A Tie2 promoéter szintén nem
teljesen specifikus, mert nem csak az endotél sejtekben aktiv, hanem a HSC-ben
(hematopoetikus stem cell) €s a monocitak egy részében is. (De Palma és mtsai., 2005). Ez
szdmos esetben zavar6 lehet (pl. egy Cre transzgén rendszerben), €s a promoéter valamint a
kiilonboz6 sejttipusok miRNS mintdzatanak ismeretében a promoter aktivitdsa tovabb
korlatozhat6. Egy nem régi tanulményban a Tie2 promoter szabdlyozasa alatt a transzgént
miR-142-3p targethellyel épitették Ossze. A transzgenikus egerekben a transzgén aktivan
expresszalt endotél sejtekben, mig HSC sejtekben nem tudtak kimutatni transzgén
expressziot. Ez, ¢€s tobb mas riportergénes kisérlet bizonyitja a miRNS targeting
1étjogosultsagat a transzgenikus kutatasokban. (Pucci és mtsai., 2009).

Természetesen felmeriil a kérdés, hogy a mesterséges targetek nem telitik-e az endogén
miRNS pool-t, és ezzel nem interferalnak-e a felhasznalt endogén mRNS természetes
funkciojaval. Erre utald jeleket eddig nem tapasztaltak, amikor a miRNS targethelyet a
transzgén finom szabalyozasara hasznaltdk fel (Brown és mtsai., 2006). Azonban t6bb csoport
is jelezte az endogén miRNS pool telitését, amikor a transzgént a fiziologids koriilményeknél

fokozottabban expresszaltak (Brown és mtsai., 2007b; Doench és mtsai., 2003).
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3. Anyag és modszer

3.1 ES sejt tenyésztés

Az R1 (Nagy ¢és mtsai., 1993) ES sejteket mitomycinnel kezelt egér embrionalis fibroblaszt
sejteken novesztettiik. Sejttenyésztd tapoldatként modositott Dulbecco's Eagle médiumot
hasznaltunk (KO-DMEM médium, Gibco), amit a kdvetkezd komponensekkel egészitettiink
ki: Glutamax (Gibco, 100x), 50 pg/ml streptomycin (Sigma), 50 U/ml penicillin (Sigma),
50mM B-mercaptoethanol (Sigma), 0,ImM nem-esszencidlis aminosavak (Gibco), 1000 U/ml
leukémia gatlo faktor (LIF)(ESGRO) ¢és 15% magzati borju savd (FBS, vagy fetal bovine
serum, HyClone). Két nappal a mérések eldtt (proliferacios teszt, in vitro differencialtatas,
kolonia esszé, transzfektalas, luciferaz aktivitas mérés, RNS izoléalas) az ES sejteket 0,1%-0s

zselatinnal (Sigma) kezelt petri-csészékre (Greiner) helyeztiik.

3.2 In vitro differencialtatas

Az ES sejteket transz-retinsav jelenlétében a modositott 4-/4+ indukcios protokollt kovetve
(Bain és mtsai., 1995) neurdlis iranyba differenciéltattuk . A neuralis indukci6 eldtt a sejteket
0,1%-0s zselatinnal (Sigma) kezelt petri-csészékre (Greiner) helyeztilk 24 orara. Az Rl
sejteket (n=200) fiiggdesepp tenyészetben aggregaltattuk két napig, majd a kapott embrionalis
testecskéket (EB csomokat) bakteridlis Petri-csészékbe helyeztiik, differencialtatd tapoldatba
(KO-DMEM médium, kiegészitve az aldbbi komponensekkel: Glutamax, 50 pg/ml
streptomycin, 50U/ml penicillin, 50mM B-mercaptoethanol, 0,1mM nem-esszencialis
aminosavak, és 10% FBS). Az EB csomodkat két naponta 101j Petri-csészébe és friss tapoldatba
helyeztiik. Transz-retinsav kezelést alkalmaztunk 10° M koncentracioban (Sigma) négy
napig, a negyedik €s nyolcadik nap kozott. A nyolcadik napon az EB csomokat zselatinnal

fedett csészékre helyeztiik. Két fiiggetlen, parhuzamos differencialtatast végeztiink.

3.3 Immunofluoreszcens analizis

A sejteket feddlemezeken tenyésztettilk, majd a médium eltavolitasat kovetden PBS-el
mostuk, szobahdmérsékleten. A sejteket 4% paraformaldehidben (PFA, Sigma) fixaltuk 10
percig szobahdmérsékleten, majd 0,5% BSA (bovine serum albumin, Sigma) tartalmi PBS
oldattal mostuk. A blokkolast 1% BSA-val kiegészitett PBS oldatban végeztiik 30 percig. A
mintakat egész éjszakan at inkubaltuk az elsddleges antitesttel 4°C-on, a masodlagos antitestet

egy oOran keresztiil inkubdltuk a mintakkal szobahdmérsékleten. Az alédbbi elsddleges
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antitesteket hasznaltuk: nestin (patkany 401, 1:3, Developmental Studies Hybridoma Bank,
Iowa City, 1A), BII tubulin (G7121, 1:2000, egér IgG, Promega), nanog (963488, 1:10,
kecske IgG Promega), Kdr (AF644, 1:10, kecske 1gG Promega), brachyury (AF2085, 1:10,
kecske IgG, R&D Systems), 1 mg/100 ml koncentracidban. Masodlagos antitestként Cy3-al
konjugalt anti-kecske IgG-t és anti-egér 1gG-t (Jackson ImmunoResearch, USA) hasznaltunk
1:400 higitdsban. A sejtmagokat DAPI tartalmti Vectashield mounting médiummal (Vector

Laboratories) festettiik, fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk (Zeiss, Nikon).

3.4 Western blot analizis

Western blot analizishez a sejteket 6 cm atmérdju Petri-csészében tenyésztettiik. A sejteket
lekapartuk, majd PBS-el mostuk, ezt kdvetden pedig a lecentrifugaltuk a sejteket, majd
proteaz inhibitort tartalmazd RIPA pufferbe vettiik vissza (sc-24948, Santa Cruz). A sejt-
lizatumot thvel és fecskenddvel attortilk, majd megmértiik a fehérjekoncentraciot. A
sejtmentes fehérje extraktumbol 25 mg-ot 10%-0s SDS-PAGE gélen futtattunk meg. A
fehérjéket PVDF membranra blottoltuk 80V fesziiltséggel, egy ¢éjszakan keresztil. A
membranokat BlottoA (Santa Cruz) blokkoldban aztattuk 0,1% TWEEN jelenlétében, majd
anti-FBXL5-t (FBXLS H-300, Santa Cruz) nytlban termeltetett ellenanyag, 1:100 higitasban,
sc-134984) vagy anti-GAPDH-t (Anti-GAPDH, nyulban termeltetett ellenanyag, 1:5000
higitasban. Sigma (G9545) tartalmaz6 oldatban 1 o6rdn keresztiil inkubaltuk
szobahOmérsékleten. A membranokat hdromszor mostuk, egyenként 10 percig, majd a
tormaperoxiddz alapti masodlagos ellenanyaggal kezeltik (NA9340, Amersham, 1:3000
higitasban). A jelet ECL reagenssel (Roche) hivtuk eld, és ImagelJ szoftverrel kvantifikaltuk.

3.5 Proliferacios esszé

A sejtek proliferacios képességét az EZ4U (Biomedica, Bécs, Ausztria) kittel hatdroztuk meg
a gyarté leirasat kovetve. Roviden: 96 lyuku plate-be 10° sejt/lyuk sejtet tettink ki ES
tapoldatba. A sejtek egész éjszakai inkubalast kovetden letapadtak, majd kromogén anyaggal
festettiik a sejteket 2 oran keresztiil, és 450 nm hulldmhosszon detektaltuk az abszorbanciat
harom parhuzamos méréssel. A grafikonok a mérések atlagértékét mutatjdk a + szoras
értékekkel. A proliferacios mérésekhez a sejteket zselatinon tenyésztettiilk 3 napig 15% vagy

2% FCS-sel kiegészitett ES tapoldatban.
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3.6 Kolonia képzés mérése (kolonia esszé)

A koldnia formalasi képesség meghatarozasdhoz 500 sejtet helyeztiink 12 lyuka csészékbe
(Nunc) majd 5 nap elteltével a koloniakat alkalikus foszfataz (AP) aktivitas kimutatasara
festettiik (Wobus ¢és mtsai.és mtsai., 1984). A kolonidkat megszamoltuk, majd morfoldgiai
megjelenésiik szerint (differencialt vagy nem differencialt) csoportositottuk. Nem
differencialtnak tekintettiik azokat a kolonidkat, amelyek kizarolag AP pozitiv sejteket
tartalmaztak. Differencialtnak tekintettilk azokat a kolonidkat, melyek kizardlag AP negativ

sejteket tartalmaztak.

3.7 Sejtciklus analizis

A sejteket etanollal fixaltuk, propidium-jodiddal festettiik majd FACSCalibur aramlasos
citometriai késziiléken (Becton Dickinson, San Jose, USA) mértiikk CellQuest 3.1 (Becton
Dickinson) programcsomagot hasznalva. Minden minta esetében 20000 sejtet vettiink
figyelembe. A sejtciklus fazisok meghatarozasadhoz WinMDi és Cyclhred programcsomagokat
hasznaltunk.

(http://beren.ml.uwcm.ac.uk:5080/UWCM/study/medicine/haematology/cytonetuk/software.h

tm)
Az apoptotikus sejtek méréséhez a sejteket propidium-jodiddal és FITC—Annexin V-el (BD
Biosciences Pharmingen) jeloltiik és aramlasos citométerrel mértiik. A propidium-jodid

negativ és Annexin V pozitiv sejtek populacioja korai apoptdzist mutat.

3.8 Statisztikai analizis

A kisérleteket (ha kiilon nem jeleztiik) legkevesebb harom parhuzamos sorozatban mértiik. A
grafikonok az eredmények atlagat és a + szoras értékeket jelolik. Két csoport kozti statisztikai

szignifikancia kimutatasara t-tesztet alkalmaztunk.

3.9 DNS elektroporalasa ES sejtekbe

Az ES sejteket elektroporalas elott 1-2 nappal passzaltuk, és 2 éraval elektroporalas eldtt friss
tapoldatba helyeztik. 40 pg DNS-t elektroporaltunk 107 sejt/ml koncentracioj
sejtszuszpenzidba. 250 V fesziiltség mellett 500 pF aramerdsségés mtsai.kalmaztunk BioRad
GenePulser X-Cell késziilékkel. A sejteket ezt kovetden 10 cm atmeérdjli csészékbe helyeztiik,

a tapoldatot a kdvetkezd napon cseréltiik. A Blaszticidin (10pg/ml, Invitrogen) szelekciot 24
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ora elteltével kezdtiik, a szelekcids tapoldatot naponta cseréltiik, mig az antibiotikum
rezisztens koloniak megfeleld méretiire nem néttek. Az igy kapott rezisztens kolonidkat
egyenként 24-lyuku csészébe helyeztik. A jo novekedést mutatd kolonidkat felét
lefagyasztottuk, masik felét pedig DNS izolalasra hasznaltuk f6l, a teljes miR-290-295
tulexpresszalo ES klont, kettd PBS-el elektroporalt ES klont, és harom iires vektorral

elektroporalt klont (A, B, C) hasznaltunk.

3.10 Felhasznalt vektorok, klonozasok

Az mmu-miR-290-295 klasztert Long PCR Kit-tel (Fermentas) amplifikaltuk, ezt kovetden
pEF6/V5-His TOPO TA vektorba klonoztuk (Invitrogen) T-A ligdlassal. A kapott baktérium
telepekbdl DNS-t izoladltunk, és a kit szekvenald primerjeivel ellendriztiik az integracio
iranydt a promoterhez képest. Ures és miR-290-295 klasztert tartalmazé baktérium
kolénidkbol Plazmid Mini Kit-el (Qiagen) izolaltunk nagy mennyiségben DNS-t, majd a

kapott vektoridlis DNS-t Spel restrikcids enzimmel emésztettiik.

RL-Weel és RL-Fbxl5 vektorok:

A Weel ¢s az FbxlS teljes 3’UTR szakaszat ES sejtekbdl szarmazo cDNS-bdl PCR
amplifikaltuk, majd a phRL-TK vektor Xbal restrikcios hasitohelyére klonoztuk. Az igy
kapott baktérium telepekbdl DNS-t izolaltunk és BI-L/ampF2490 szekvendld primerrel
ellendriztiik az integracid irdnyat. A Renilla reniformis luciferdz gént kodolé phRL-TK
plazmid Carine Elizalde (Derio, Spanyolorszag), mig a Photius pyralis luciferazt kodold

pcDNA3-PL (PL) vektor Silhavy Daniel (G6do6116, Hungary) ajandéka.

A klonozasokhoz az alabbi primereket hasznaltuk (5°-3’ iranyban):
Eef1b2 5°: GAC TCTA GAA TCA TTC TTA AGT CAG TGC ACT TA
Eef1b2 3’: GAT TCT AGA CGA AGG CAT CTA GTG ACA GTTTAT C
Renilla luciferaz 5’: ATG GGA TGA ATG GCC TGA TA

Renilla luciferaz 3°: CAA CAT GGT TTC CAG GAA GA

mir290-295 5°:CTC GCG GGT CTT CAG GGA TAC

mir290-295 3°: CAT GTC CCA GTT CCA GGA AAC

T7promoter 5°: TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG

BGH 3’: TAG AAG GCA CAG TCG AGG

Weel 5’: GAC TCT AGA ACT GCT CAC ATT CCC CAG CCCTTC
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Weel 3’: GAT TCT AGA ATT TGA GGT CAG TGC AAC CTG ATG
Fbxl5 5°: GAC TCT AGA GTT CAT ACT GCT CTG TCA CTA CAATC
Fbxl5 3’: GAC TCT AGA GAT GTG CAA AAT GAA CTT TAT TTT TC
BI-L/ampF2490: CAA ATA GGG GTT CCG CGC ACA

3.11 RNS izolalas és kvantitativ valos idejiit RT-PCR (qRT-PCR)

Az RNS izolédlas fontos kovetelménye volt a kis RNS frakci6 megorzése, ezért az RNS
preparatumokat TriReagent (Sigma) hasznalataval készitettiikk. A sejtekrdl eltavolitottuk a
tapoldatot, majd a sejteket 1xPBS oldattal mostuk. TriReagent oldatban 10 percig
szobahOmérsékleten lizaltuk a sejteket, a lizditumot azonnal felhasznaltuk RNS izolélasra,
vagy lefagyasztottuk folyékony nitrogénben ¢és -80 °C fokon tartottuk max. 1 hénapig. Az
Scientific NanoDrop TM 1000 Spectrophotometer-el mértiik, az RNS mindségét TBE-agar6z
gélen ellendriztilk. A ¢cDNS szintézishez High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit-et
(Applied Biosystems) vagy TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit-et hasznaltunk
(Applied Biosystems) a kisérlet célja szerint. A cDNS szintézist a gyartd ajanlasa alapjan
végeztiik. A miRNS expressziot TagMan® MicroRNA Assays (Applied Biosystems),
TagMan® Universal PCR Master Mix, No AmpErase® UNG vagy TagMan® Gene
Expression Master Mix (Applied Biosystems) hasznéalataval kvantifikaltuk. A miRNS
expresszios értékeket a snoRNS135 kis nukleolaris RNS expressziojahoz normalizaltuk a
gyartd ajanlasa szerint. Az Oct4 (Pou5fl) kifejezddését a GAPDH ¢és a HPRT1 (TagMan
Gene Expression Assays, Applied Biosystems) gének expresszidjahoz normalizaltuk. Az
egyedi qRT-PCR génexpresszids vizsgalatokat Corbett RotoGene 3000 gépen végeztik a
kapcsol6dd RotoGene 6.0 programcsomag hasznalataval (Corbett Research). Az alabbi
TagqMan génexpresszids esszéket hasznaltuk:

GAPDH :Applied Biosystems, TagMan Gene Expression Assay, P/N: Mm99999915 gl
HPRTI1: Applied Biosystems, TagMan Gene Expression Assays, P/N: Mm00446968 ml
mmu-miR-290-3p: Applied Biosystems, Assay ID: 000187, P/N: 4373320,

mmu-miR-295: Applied Biosystems, Assay ID: 000189, P/N: 4373327

mmu-miR-294: Applied BiosystemsAssay ID:0011056, P/N:4373326

snoRNA135: Applied Biosystems, Assay ID: 001230, P/N: 4380912

Pou5fl (Oct4): Applied Biosystems, TagMan Gene Expression Assay, P/N:
MmO00658129 gH

Ztp42 Mm01194090 g1, KdriIMm01222419 ml,
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Brachyury (T) Mm01318252 m1, FbxISMmO00618788 ml

3.12 TagMan Low Density Array (TLDA analizis)

2 ug RNS-t DNaaz I enzimmel emésztettiink (RNase-Free DNase, Qiagen) majd a mintakat
tovabb tisztitottuk RNeasy MinElute (Qiagen) oszlopokon. Ismételten ellendriztiikk a mintak
génszettet mérd kartya keriilt forgalomba, ezek koziil mi a TagMan® Mouse Stem Cell
Pluripotency Array (Applied Biosystems) kartyat hasznaltuk a transzgenikus €s a kontroll
sejtvonalak transzkriptuménak vizsgalatahoz. Ez a TLDA kartya 96 kiilonbozdé Ossejt-
specifikus ¢és differencidlédasi marker egyidejii kvantifikalasat teszi lehetdvé ugyanabbol a
cDNS mintabol kiindulva. A méréseket két parhuzamosban végeztikk. Az expresszids
értékeket Ctnnb1-Mm00483033 m1l, Eeflal-MmO01966109 ul, Gapdh-Mm99999915 gl ¢és
Rafl-Mm00466513 m1 geometriai atlagdhoz normalizaltuk. Az 7. dbran szerepld heatmap a

MeV4.0 programmal késziilt.

3.13 Luciferaz aktivitas mérése

10000 sejtet tranziensen transzfektaltunk 800 ng PL és 80 ng phRL-TK vagy RL-Weel/RL-
Fbxl15 vektorokkal, Lipofectamine 2000 (Invitrogen) hasznélataval a gyarto leirdsa szerint. A
transzfektalt sejteket 48 6ra mulva lizaltuk, majd harom parhuzamosban mértiilk a Renilla
reniformis, illetve Photinus pyralis luciferaz aktivitasokat Dual-Luciferase® Reporter (DLR)
Assay Kit (Promega) segitségével. Az aktivitas méréshez Top Count, Packard, Meriden CT
automata luminométert hasznaltunk. A hRL-TK és PL plazmidokkal transzfektalt sejtek
Renilla:Photinus luciferaz aktivitasi értékét 1,00-nak tekintettiik.
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4. Eredmények

4.1 miR-290-295 klaszter tagjainak szekvencia elemzése

A miR-290-295 klaszter nagy mértékii evolucids valtozékonysagot mutat, mely arra utal,
hogy a klaszter evolucios értelemben viszonylag 1j, és emlds-specifikus tulajdonsagokat
szabalyozhat (Houbaviy és mtsai.és mtsai., 2005). Hogy megértsiik, hogyan keletkezett a
miRNS klaszter, részletesen elemeztiilk a human ¢€s az egér klaszter szekvenciajat, valamint a
kornyezd 20 kb-os régiot.

Az egér miR-290-295 klaszter hét prekurzort tartalmaz az Nlrp12 gén szomszédsagéban, ezek
sorrendben: miR-290, miR-291a, miR-292, miR-291b, miR-293, miR-294 és miR-295 (5.
abra). A human klaszter pozicidja hasonlo, de a klaszter rovidebb, csak harom tagbol all,
ezek: miR-371, miR-372 ¢és miR-373 (miR-371-373 klaszter). Eldszor duplikéaciokat
kerestiink az egér miR-290-295 klaszter 20 kb-os kornyezetében, hogy feltérképezzik a
klaszter kialakuldsanak lehetséges utvonalat. A szekvenciat a Tandem Repeat Finder szoftver
segitségével analizaltuk, valamint Oonmagaval is Osszehasonlitottuk (1. Kiegészitd abra).
Mindkét mddszer azonos eredményt adott, amely szerint a miR-290-295 klaszter nem mas,
mint egy hosszu szekvencia nem teljes mértékii ismétlddése. A duplikalt régid elsé része
tartalmazza a miR-290, miR-291a, miR-291b és miR-292 prekurzorokat, mig az ismétlddés
masodik szakaszar6l miR-293, miR-294 ¢és miR-295 keletkezik. Annak érdekében, hogy
megértsiik a szekvencia kett6zédések sorrendjét, megvizsgaltuk a klaszter tagjainak
egymassal mutatott hasonlosdgat. Harom kiilonb6z6 szekvenciaelemzd program (NCBI
Blast2, Alibee and ClustalW) két, egymashoz nagyon hasonld csoportot kiilonitett el a
klaszteren beliil. Az egyik csoportba a miR-290, a miR-292, a miR-293, a miR-295, a masik
csoportba a mir-291a, a miR-291b, a miR-294 tartozik. A miR-290 72% hasonlésagot
mutatott a miR-293-al, az egyezés 73%-os a miR-293-vel. Hasonloképpen, a miR-291a
egyforma mértékii hasonldésagot mutat a miR-294-el (58%) és a miR-291b-vel (59%).
Ugyanakkor miR-295 miR-292-h6z 4ll legkdzelebb (62%), ami arra utal, hogy miR-292
megkett6zodeésébol keletkezhetett. A “core” szekvencia kivételével a két csoport (mir-290,
miR-292, miR-293, miR-295 ¢és mir-291a, miR-291b, miR-294) csak kismértéki
hasonlésagot mutat. Osszegezve az ismétlddd elemek és a szekvenciaelemzés eredményeit,
valdszinlileg miR-290 €s/vagy miR-291a lehet a miR-290-295 klaszter legdsibb tagja. A miR-
290-291a duplikacidjaval johetett létre miR-292 és miR-291b, majd ez a négy miRNS

részlegesen megkett6zodott, és 1étrehozta a miR-290-295 klasztert a mai ismert formaban. Ha
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ez a feltételezésiink helyes, akkor miR-290 és/vagy miR-291a homologja megtalalhaté mas
méhlepényes emldsfajban is. Feltételezésiink tesztelésére dsszehasonlitottuk az egér miR-290-
295 szekvencidt a huméan homoldég miR-371-373 klaszterrel. A szekvencia analizisbe
bevontuk a klaszterek 20 kb-os kornyezetét is. Minddssze egy 74 bp-os konzervalt régiot
talaltunk, ami megegyezett az egér miR-290, illetve a human miR-371 prekurzor
szekvenciaval. MiR-291a nem mutatott hasonldsagot miR-371-373 klaszterrel. A 74 bp-os
konzervalt régiot az Osszes ismert allat genomra illesztve azt tapasztaltuk, hogy minden
placentds emlds genomja tartalmazott legalabb egy homolog prekurzort, ugyanakkor nem
mutattak szamottevd egyezést, amikor az dsszehasonlitast miR-290a prekurzorral végeztiik.
Megfigyeléseink azt igazoljak, hogy a miR-290-295 klaszter legdsibb tagja miR-290 és az
egész klaszter ebbdl a miRNS-bdl ered.

eger
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miR-290 miR-291a miR-292 miR-291b miR-293 miR-294 miR-295
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S.abra: Az egér miR-290-295 klaszter hét miRNA prekurzort kodol, melyek valosziniileg a miR-290-291a

miRNS par sokszorozasaval keletkeztek.

A hét miRNS prekurzorrdl tiz érett miRNS keletkezik, melyek egy miRNS csaladba tartoznak, és szekvenciajuk
nagyon hasonlo. Az ismétlodo genomi szakaszok szekvencia analizise alapjan miR-290-291a lehetett a
klaszter dse. Valosziniileg miR-290-291a megkettozodesével jott létre miR-292-291b. Egy masodik
duplikacios esemény (miR-290, miR-291a és miR-292 részvetelével) vezethetett miR-293, miR-294, es miR-
295 kialakulasahoz, igy létrejott a klaszter mai formdja. A human miR-371 valosziniileg miR-290-bol
szarmazik, mig a miR-512 ése a miR-371 lehet. A miR-512-516 klaszter nem mas, mint egy hosszu tandem
ismétlodo szekvencia, melyben megrovidiilt LTR szekvencidk valasztjak el egymastol a miR-519 szamos
kopiat, valamint a miR-512 két ismétlodését. A fekete téglalapok azokat a prekurzorokat jelzik, melyek a
miR-290-bdl erednek, és a feher téglalapok mutatjik azokat a miRNS prekurzorokat, melyek a miR-291a-bol
szarmaznak. A miR-519 ismétlédések,a miR-372 és a miR-373 eredete homalyos (sziirke téglalapokkal

Jjelezve).
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A human miR-371-373 klasztert tovabbi szekvenciavizsgalatnak vetettiik ala. A miR-371-373
szekvencidban nem talaltunk tandem ismétlddéseket. A ‘core’ szekvencia kivételével a
klaszter tagjai egymassal csak alacsony mértékli hasonlosagot mutattak.

A miR-290-295 klaszter RNS prekurzorainak (+/- 70 bp) meghataroztuk a valdszini
masodlagos szerkezetét is. Erdekesnek talaltuk, hogy a szerkezet és a szamitott entalpia
alapjan a miR-290-295 klaszter tagjait két csoportba sorolhatjuk, és ezek a csoportok
megegyeznek a szekvencia analizis soran kapott csoportokkal (miR-290, miR-292, miR-293,
miR-295 és mir-291a, miR-291b, miR-294) (2. kiegészité abra). A prediktalt méasodlagos
szerkezés mtsai.apjan a miR-371 Osszevethetd az egér miR-290, miR-292 és miR-295
miRNS-ekkel, mig a miR-372 és a miR-373 prekurzorok a miR-291a, miR-291b, miR-294
szekvencidkkal allithatok parhuzamba. A maésodlagos szerkezetek Osszehasonlitasakor a
prediktalt szerkezet szabadenergia szintjeit vettiilk figyelembe, mert ez informéciét ad a
szerkezet kialakuldsanak esélyérdl, és annak stabilitasarol.

A human miR-371-373 klaszterhez kozeli kromoszomalis régioban talalhatdé a miR-512
klaszter. A miR-512 klaszter tagjainak ‘core’ szekvencidja megegyezik a miR-290-295
klaszterével. A klaszter gyakori tandem duplikaciot tartalmaz, a miR-512 kettd, a miR-519
pedig 46 ismétlddésben fordul eld (3. kiegészité abra). Szekvencia Osszehasonlitas 62%
hasonlésagot mutatott ki a miR-512 és a miR-371 prekurzor k6zott. A miR-519 pedig 59%-
ban azonos miR-291a prekurzorral és 62%-ban egyezik miR-373-al. Az egér miR-290-295
klaszter homologjai emberben tehat két, egymashoz kozeli régidban lokalizalodnak: ezek
koziil az egyik a mar ismert homoldg miR-371-373 klaszter, a masik pedig az alacsonyabb

szintli egyezést mutato miR-512 klaszter.

4.2 A miR-290-295 klaszter tiltermeltetése egér embrionalis 6ssejtekben noveli a sejtek

o rer

A korai embrio6 pluripotens belsd sejtcsomojat (Inner Cell Mass vagy ICM) egér embrionalis
Ossejttel (ES sejtek) modelleztiik. A tovabbiakban egér ES sejteket hasznaltunk, hogy
meghatarozzuk a miR-290-295 klaszternek a korai embrionalis fejlédésben betdltott in vivo
funciojat. A miRNS-ek vizsgalatdban daltalanosan elterjedt moddszer az antagomir-ek
hasznalata. Az antagomirek specifikusan gatolnak egy-egy miRNS-t. Mivel a klaszter tagjai
funkciondlisan redundansak, a klaszter Osszes tagjanak egyidejli, effektiv gatlasara lenne
sziikség, ami technikailag nagyon nehezen oldhaté meg. Ezért a klaszter funkcionalis

vizsgalatat a miR-290-295 klaszter tultermeltetésével végeztiik ES sejteken.
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R1/E egér embrionalis Ossejtbdl cDNS-t készitettiink, majd PCR amplifik4ciot kovetden a
miR-290-295 klaszter teljes miRNS kodolo részét pEF/V5-His TOPO TA (Invitrogen)
vektorba klonoztuk. A miRNS klaszter konstitutiv kifejez0dését ebben a konstrukcidban az
EF-la promoter biztositja. A kapott konstrukciot linearizaltuk, mert a genomi integraciot
nagyban eldsegiti, ha a konstrukcio linearis formaban keriil a sejtbe. Ezt kovetden R1/E egér
ES sejtekbe elektroporaltuk, majd a vektornak megfelelé antibiotikummal szelektaltuk a
sejteket. A megfeleld novekedést mutatd kolonidkbol RNS-t izolaltunk, és PCR segitségével
ellendriztiik, hogy a kapott ES vonalak tartalmazzdk-e a teljes miR-290-295 klasztert.
Kvantitativ valds idejli RT-PCR-el ellendriztiik a kapott ES vonalak miR-290 termelését. A
mi esetiinkben az endogén és a transzgenikus érett miRNS-ek nem kiilonithetdk el, a kettd
egyiittes expresszidjat tudtuk kvanfitikdlni. Olyan miR-290-295 taltermeld vonalakat
valasztottunk a tovabbi vizsgalatokhoz, amelyek a miR-290 expresszidé mérsékelt emelkedését
mutattdk. gy elkeriiltik a tultermeltetett miRNS-ek nem-specifikus befolyasat és valos
bioldgiai funkciojukat tudtuk vizsgalni. Kontrollnak a PBS-el elektroporalt vektorl és vektor2
valamint az lires pEF/V5-His TOPO TA vektorral elektroporalt A, B és C ES sejtvonalakat
alkalmaztuk. A miR-290-295 klaszter tagjai nem egyforma mértékben vannak jelen az
dssejtekben. Célunk elsdsorban az volt, hogy a megértsiik a teljes klaszter funkcidjat. Mivel a
transzgenikus ES sejtvonalak az egész klasztert tartalmaztak, valdsziniinek tartottuk, hogy a
transzgén klaszter tagjai az endogén klaszter miRNS-eivel sztochiometrikusan irddnak at.
Ezért sziikségtelennek tartottuk a klaszter Osszes tagjanak kiilon-kiilon expresszios
vizsgalatat, és csak a klaszter elsd és utols6 tagjanak (azaz miR-290 és miR-295-nek)
kifejezédését mértiik meg.

A kivalasztott #1, #2 és #3 ES vonalakban a miR-290 expresszi6 1,71- 1,93- és 2,37-szeres
novekedését mértiik. A vizsgalt transzgenikus sejtvonalak miR-295 expresszioja hasonld
mértékben ndvekedett (6A abra).

#1, #2 és #3 ES vonalak morfoldgiai elvaltozast nem mutattak, alkalikus foszfatdz festésre
pozitivak voltak, RNS (Oct4, Nanog) ¢és fehérje (Oct4, Nanog) szinten is kifejezték a vizsgalt
Ossejt-specifikus markereket. #2 és #3 ES vonalak kolonia formalési képessége nem mutatott
eltérést a kontroll A és B vonalakkal 6sszehasonlitva, ha a sejteket a szokasos, 15% FBS-el
(magzati borji savo) és LIF-el (leukemia inhibitor faktor) kiegészitett tapoldatban
tenyésztettiik, amit a sejtek magas endogén miR-290-295 szintjével magyarazhatunk. Ahhoz,
hogy kiilonbséget mutassunk ki a transzgénikus €s a kontroll ES sejtvonalak kozott, a sejteket
“stressz” ala kellett helyeznilink. LIF hidnyaban az #1, #2 es #3 sejtvonalak atlagosan 15,3 17,4
¢s 34,5 szamu koloniat képeztek 100 darab sejt kiiiltetésekor (6B abra). Ezek az értékek

magasabbak a vektorl és vektor 2 kontroll vonalak kolonia szdmanak atlaganal (10,6). A
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tapoldat LIF-el valo kiegészitésekor a vizsgalt ES sejtvonalak koldnia képzése nem mutatott
kiilonbséget. Hasonloképpen; miR-290-295 taltermel6 vonalak kolonia képzése azonos volt a
kontroll ES sejtekével 15% FBS jelenlétében, azonban #2 es #3 transzgénikus vonalak t6bb
koloniat képeztek a szérumszint 2%-ra vald csokkentésekor. A miR-290-295 klasztert
tultermeld vonalak tehat kevésbé érzékenyek a szérumszint valtozésara (6C-D abra). A
transzgenikus sejtvonalak altal képzett kolonidk 89,9%-a illetve 89,4%-a alkalikus foszfataz
pozitiv volt, mig az A és B kontroll sejtek esetében a kolonidknak csak 74- illetve 63%-a
festddott. A magas szérum koncentracioval Osszevetve 2,2% ¢és 3,5%-kal csokkent volt az
alkalikus foszfatdz pozitiv koloniak aranya #2 ¢és #3 ES vonalakban, mig a kontrollként

hasznalt A és B ES vonalakban a csokkenés 16,7 illetve 14,8%-o0s.
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6.dbra: A miR-290-295 klasztert tulexpresszalo ES sejtvonalak tobb koloniat tudnak képezni.
(A) Az #1, #2 és #3 jelii ES sejtvonalak miR-290 expresszioja 1,71; 1,93; és 2,37-szer magasabb mint a vizsgalt
kontrollok atlaga. Kontrollként PBS-el elektroporalasbol szarmazo sejtvonalakat (A,B,C) és iires vektorral
elektroporalt ES sejtvonalakat (vektorl es vektor2) hasznaltunk. A p értékek szamitasanal az osszes hasznalt
kontroll mérési eredményeinek atlgat vettiik figyelembe. (B) LIF megvondsa nagy mértékben hatott az dsszes

sejtvonal kolonia képzésére. A miR-290-295 tultermelé sejtvonalak azonban kevésbé reagaltak LIF
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megvonasara, és jobban megorizték kolonia formalasi képességiiket mint az "A’ kontroll vagy az tires vektorral
transzfektalt ESC sejtvonalak. LIF jelenlétében nem talaltunk kiilonbséget a vizsgalt sejtvonalak kolonia
képezésében. (C) A szérum szint csokkentésekor (FCS 2%) a miR-290-295 tulexpresszalo sejtvonalak koloniai
jobban festédtek az embrionalis alkalikus foszfatazra specifikus festékkel (AP) mint A’ es B’ kontroll
sejtvonalak. (D) A #2 és #3 transzgénikus sejtvonalak AP festése kevésbé valtozott, mint a kontroll sejtvonalaké.
Az abra azt mutatja, hogy a szérum koncentracio csokkentésekor az AP-al festodo kolomidk aramya hany

szazalékkal valtozott.

Megvizsgaltuk a miR-290-295 talexpresszald ES vonalak proliferacios képességet. 15% FCS
jelenlétében nem tapasztaltunk kiilonbséget a kontrollként alkalmazott A és B valamint a
transzgenikus #2 és #3 ES vonalak kozott. A szérumszint 2%-ra val6 csokkentésekor azonban
az A ¢és B ES sejtvonalak proliferacidja alacsonyabb mértékii volt (1,1 és 1,07) mint a miR-
290-295 tultermeld #2 és #3 ES vonalaké (1,54 és 1, 39). A kontroll ES vonalak proliferacioja
tehat 40,6%-al illetve 24,67%-al csokkent szemben a #2 es #3 sejtvonalak 16,4- és 17,05%-0s
proliferacids valtozasaval (7. abra).

Ismert, hogy a szérummegvonas eldsegiti a p21 sejtciklus szabalyozé fehérje kifejezodését,
ami szamos sejtvonalban a G1/S ellendrzési pont megjelenését eredményezi (Shin és mtsai.,
2008; Funato ¢és mtsai., 2001; Ouellet és mtsai., 2006; Kaliman és mtsai., 1996). A p21
fehérje a sejtciklus negativ szabalyozoja, termelddése lehetdve teszi, hogy a sejtek pluripotens
tulajdonsagukat feladva differencialédni kezdjenek. Eredményeink alapjan a miR-290-295
klasztert tultermeld ES vonalak kevésbé érzékenyek a szérum koncentracio csokkentésére,
megorzik gyors proliferacios képességiiket €s tovabbra is képesek magas aranyban alkalikus
foszfatdz pozitiv kolonidkat képezni. A miR-290-295 klaszter miRNS-ei tehat eldsegitik a

pluripotencia megdrzését olyan koriilmeények kozott, ami a korai differencidlodasnak kedvez.
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7. abra: A miR-290-t tulexpresszalo ES sejtvonalak proliferacios ratdaja magasabb.

(A) Szérum szint csokkentésekor #2 és #3 ES sejtvonalak proliferdcios képessége magasabb mint ‘A’ és 'B’

kontrolloké. Normal szérum koncentracio hasznalatakor azonban nem tapasztaltunk kiilonbséget. (B) Az dbra

azt mutatja, hogy a szérum koncentrdcio csokkentésekor a sejtvonalak proliferdcios képessége hany szdazalékkal

valtozott.

4.3 A miR-290-295 klaszter indirekt modon gatolja a korai differenciacios markerek
kifejezodését.

Fontosnak tartottuk meghatdrozni, hogy a vizsgalt miRNS klaszter taltermelése hogyan hat az
Ossejtek transzkriptomjara. A TaqMan proba alapt valés idejli RT-PCR-t itéltik a
legalkalmasabbnak az expresszidos vizsgéalatokhoz. Tagman® Low-density Array (TLDA,
Applied Biosystems) segitségével 96 gén expresszioja (90 specifikus gén és 6 belsd kontroll
gén) vizsgalhato egyszerre, ugyanabbol a cDNS mintabol. A 96 génre specifikus primerek és
TagMan probak liofilizalt formdban, miilanyag ’kartyan’ vasarolhatok meg. A kereskedelmi
forgalomban 1év6 kartyak koziil mi az egér Stem Cell Pluripotency Panel’-t valasztottuk, ami
az Ossejtekre és a korai differencidlodasra jellemzd gének mRNS szintjét méri. A TLDA
méréseket két fiiggetlen ES mintabol végeztiik, két technikai parhuzamossal.

Az eredmények alapjan a vizsgalt géneket harom csoportba osztottuk (8A abra). Az elso
kategdridba tartozo gének magas kifejezddést mutattak a kontrollként hasznalt A, B és C ES

vonalakban, mig expresszidjuk jelentdsen csokkent a miR-209-295 taltermeld #2 és #3 ES
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sejtvonalakban. Ebbe a csoportba foként a korai elkdtelezddésre jellemzd gének tartoznak:
Actcl, FoxA2, Desmin, Fgf5 (endoderma differencidlodas), Brachyury (T), Fltl (mezoderma
differencialodas), Gal, Noggin, Nestin (neuroektoderma, neurdlis progenitorok) valamint
Cdx2, Eomes ¢és Geml (trofoblaszt markerek). A masodik csoportba soroltuk azokat a
géneket, amelyeknek a kifejezddése kis mértékben, nem szignifikansan emelkedett miR-290-
295 tultermelés hatasara. Ide foként Ossejt-specifikus gének tartoznak: Pou5fl (Oct4), Sox2 és
Fgf4. A harmadik kategéridba jol ismert pluripotencia markerek tartoznak, melyek
expresszioja nem mutatott valtozast a kontroll ¢és a transzgenikus sejtvonalak
Osszehasonlitasakor: FoxD3, Lin28, Cd9, Utfl, Zfp42 (Rex1) és Lifr. A miRBase target
predikcids program segitségével nem talaltunk miR-290-295 kotéhelyeket a vizsgalt 90 gén

crer

indirekt modon hatnak a kivalasztott 90 differencialodasi és pluripotencia markerre.
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8A abra
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Nestin Brachyury

8B abra

8.dbra: Ossejt- és korai differencialédds specifikus gének expresszios analizise.
(A) Az Jssejt specifikus és a korai differencialodasra jellemzé gének expressziojat TagMan alapu qPCR-el
mértiik (TagMan alacsony denzitasu array), és az eredményt heatmap formadjaban mutatja be az abra. 90 gén és
6 endogén kontroll expressziojat kvantifikaltuk. ’Klaszter 1’-be soroltuk azokat a géneket, melyeknek az
expresszios szintje magasabb a kontroll ES sejtvonalakban, mint a transzgenikus #2 és #3 vonalakban. Ide
tartozik szamos korai differencidalodast jelzo marker: Actcl, Collal, Eomes, Nes, Des, Gal, Nog, Cdx2, Fltl,
Fgf5 és Brachyury. ‘Klaszter 2’-be soroltuk azokat a géneket, melyeknek az expresszioja valamelyest (nem
szignifikans mértékben) magasabb a miR-290-295 tultermeld Ossejtekben. Végiil ‘Klaszter 3’-ba keriiltek a
gének, melyek nem mutattak expresszios kiilonbséget a kontroll és minta sejtvonalak kozott. Klaszter 2 és
Klaszter 3 tébbnyire az dssejtekre jellemzo géneket foglalja magdaban. (8B) A vizsgalt dssejtvonalak koloniait
nanogra, nesztinre vagy brachyury-ra specifikus ellenanyaggal festettiik. A qPCR eredmények alapjan Nanog
minden hasznalt Ossejtvonalban egyforman expresszalt, az immunfestés eredményei ezt fehérje szinten is
igazoljak. Ugyanakkor brachyury fehérje alacsonyabb mértékben van jelen a miR-290-295 tulexpresszadlo dssejt
kolonidakban, ami alatamasztia a mRNS szintii mérés eredményeit. A kék festodés (DAPI) a sejtmagot mutatja, A
nanog, nesztin és brachyury specifikus festés vords szinti. Az egy csillagos nyil egy fibroblasztra mutat, ami
expresszalja a nesztin fehérjét, szemben az Ossejt koloniaval, amely nem mutat nesztin expressziot. A két

csillagos nyil az ES koloniara mutat, amelyen csak a sejtmagok latszanak DAPI festéssel.

A transzkriptom eltérését fehérje szintjen immunfestés segitségével igazoltuk. A TLDA
kartya mérése alapjan Nanog kozel egyforma expressziot mutat a kontroll és a miR-290-295
tultermeld sejtvonalakban, ezért immunfestéskor pozitiv kontrollként hasznaltuk. A korai
mezoderma marker Brachyury (T) mutatta az egyik legszembetlindbb transzkripcios
kiilonbséget (8B abra). Hasonloképpen, az immunfestéssel Brachyury (T) fehérje kis
mértékben mutathatd ki a miR-290-295 taltermeld #2 ¢és #3 ES sejtvonalban, mig joval

erételjesebben fejezddik ki a kontroll C ES vonalban.

48.



Eredmények

A fenti eredmények alapjan a miR-290-295 klaszter taltermelése gatolja a korai
elkotelezddésre jellemzd gének megnyilvanulasit mRNS ¢és fehérje szinten, mig az Ossejt-
specifikus gének expressziojara nincs hatassal. A transzkriptom vizsgalatinak eredménye
tehat 6sszhangban all a proliferacid és kolonia képzés mérési eredményeivel: a miR-290-295

klaszter eldsegiti a pluripotencia fenntartasat €s gatolja a korai elktelez6dést.

4.4 A miR-290-295 klaszter részt vesz a sejtciklus szabalyozasaban

A miRNS utvonal hidnya (Dicer és DGCRS8 knock-out embriondlis &ssejtvonalak)
befolyésolja a sejtciklus fazisok aranyat (Wang és mtsai., 2008; Murchison mtsai., 2005).
Abbol a célbol, hogy megallapitsuk, a miR-290-295 klaszter részt vesz-e a sejtciklus
szabalyozasaban, megmértiik a sejtciklus fazisok ardnyat a miR-290-295 taltermeld ES
vonalakban (#1, #2 és #3) valamint a kontroll ES vonalakban (vektorl, és A). A sejteket
propidium-jodiddal festettiik, majd FACS segitségével méret, granuldltsig és a DNS
mennyisége alapjan valasztottuk szét a sejtpopulacidkat . gy elkiilonithetd a sejtciklus
GO0/G1, S és G2/M fazisa. Amikor a tapoldat 15% FCS-t tartalmazott, a miR-290-295
tultermeld ES vonalak sejtciklusa nem mutatott eltérést a kontroll ES sejtvonalakéhoz képest
(9A 4abra). A szérumszint csOkkentése ugyanakkor jelentésen megvaltoztatta a sejtciklus
fazisok aranyat. A #3 ES vonal 8%-0s ndvekedést mutatott a DNS szintézis (S) fazisban, 5%
csOkkenést a GO/G1 fazisban €s 4% csokkenést a G2/M fézisban (9B abra). Az eredmények
alapjan miR-290-295 t6bb ponton is befolydsolja a sejtciklust. A G1-S ellenérzési pont
gatlasa mellett elosegitheti a G2-M atmenetet, ezaltal felgyorsitja a sejtciklust és ezzel egyitt
a sejtosztodast. A #1 ES vonal sejtciklusa nem mutatott kiilonbséget a kontroll ES
vonalakéhoz képest, valdsziniileg ez a miR-290-295 klaszter alacsony mértéki
tultermelésével/magas endogén szintjével magyarazhato.

Wang és mtsai. eredménye alapjan a miRNS bioszintézisben gatolt DGCRS egér ES sejtvonal
sejtciklusa hasonld mértékben modosult, mint az altalunk vizsgalt miR-290-295 tultermeld ES
sejtvonalaké. A valtozads természetesen ellentétes eldjelli, Wang €s mtsai. tanulményaban a
DGCRS8 mutans vonalak 5% novekedést mutattak G0/G1 fazisban, 6% csokkenést S fazisban
es 4% csokkenést a G2/M fazisban (Wang €s mtsai., 2008). Eredményeink tehat arra utalnak,
hogy a DGCRS8 mutans ES vonalakban elsdsorban a miR-290-295 klaszter hidnya okozza a
sejtciklus fazisok eltolodasat. A miR-290-295 klaszter adja az embrionalis Ossejtek
legnagyobb mennyiségben eléforduldé miRNS-eit. A klaszter magas expresszioja lehetové
teszi, hogy tobb target mRNS-t egyidejiileg, effektiven szabdlyozzanak, tehat valoban

lehetséges, hogy miR-290-295 biologiailag jelentds eleme az embridé csomo pluripotens sejtjei
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sejtciklus regulacidjanak.
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9. abra: A miR-290-295 klasztert tultermel6 éssejtvonalak sejtciklusanak eltérései.
(A) miR-290-295 tultermelo #1, #2 és #3-as sejtvonalakat, valamint az A’ kontroll és az iires vektorral
transzfektdlt 'vektor 1° kontroll dssejtvonalak sejtciklus fazis eloszlasat hasonlitottuk ossze. Nem talaltunk
kiilonbséget, amikor a sejteket normal szérum koncentracio mellett tenyésztettiik. A miR-290-295 tultermelé
vonalakban az S fazisu sejtek szignifikans felszaporodasat figyeltiik meg, mig a G2/M fazisu sejtek aranya
csokkent. A #1 sejtvonal nem mutatia az emlitett valtozdsokat, valosziniileg azért, mert miR-290-295 expresszioja

nem elég kifejezett.

15% FCS jelenlétében nem mutattunk ki kiilonbséget a miR-290-295 taltermeld és kontroll
ES sejtvonalak sejtciklusaban. Ennek oka az lehet, hogy embrionalis dssejtekben magas az
endogén miR-290-295 expresszid, €s a sejtek sejtciklusukbdl eleve hidnyzik a GI-S
ellendérzési pont. A magas szérumszint biztositja, hogy a miR-290-295 megfeleld
mennyiségben termelddjon, ami hozzajarul az embrionalis Ossejtek gyors sejtciklusdhoz. A
szérumszint csokkentése eldsegiti p21 kifejezddését, ami G1-S ellendrzési pont megjelenését
vonja maga utan. A miR-290-295 klaszter tultermelése késleltetheti a G1-S ellendrzési pont
kialakulasat, ezaltal pluripotens allapotban tartja a sejteket. Ezt a hipozézist tamasztja ala,

hogy a miR-290-295 human ortoldgja (hsa-miR-371-373 klaszter) ismert modon szabalyozza
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a GI1-S atmenetet. Bizonyitott, hogy miR-372 és miR-373 a p21 ttvonal gatlasaval
hatastalanitja a G1-S ellendrzési pontot tesztikularis ivarsejt tumor vonalban (Voorhoeve ¢és
mtsai., 20006).

A miR-290-295 klaszter tultermelése kisérleteinkben nem befolyasolta az apoptotikus sejtek

aranyat.

4.5 Az FbxI5 és a Weel mRNS-ek a miR-290-295 klaszter kozvetlen szabalyozasa alatt

allnak in vitro.

A miR-290-295 miRNS-ek kozvetlen cél mRNS-einek meghatarozasara a PicTar, TargetScan
¢s miRBase programokat hasznaltuk. In silico olyan célszekvenciakat kerestiink a 3’UTR
régidban, melyek konzervaltak a patkany, egér és humadn mRNS-eken. A lehetséges cél-
mRNS-ek kozott sok sejtciklus szabalyozo szerepelt (pl. Fbxl15, Skp2, Weel, p21, Ccng2,
Plk1). Két sejtciklus szabalyzd gént (FbxI5-6t és Weel-et) és egy transzlacids elongacios
faktort valasztottuk annak ellendrzésére, hogy miR-290-295 klaszter kozvetleniil hat-e a 3’
UTR régiojukon. p2l-et nem teszteltilk, mert mar ismert, hogy miR-106b kdozvetlen
szabalyozéasa alatt all, ¢s miR-106b ’core’ felismerd régidja megegyezik a miR-290-295
klaszterével.

Az eukaridta elongacios factor 1 béta 2 (Eeflb2) fontos regulatora a fehérjeszintézis
elongacios fazisanak. Két funkciondlis doménje van: guanin-nukleotid cserélé domén és a
glutation-S-domén.

Az Fbxl5 az F-box fehérjék csaladjaba tartozik, és az ubiquitin fehérje ligdz komplex (SCF
vagy SKP1-kullin-F-box) négy alegységyének egyike. Az F-box fehérje szabalyozza a
komplex szubsztrat felismerd képességét (Cardozo and Pagano, 2004). FBXLS5 kolcsonhat a
dinaktin-1 fehérjével és az ubiquitinacion keresztiil szabalyozza annak visszaforgasat (Zhang
¢s mtsai.és mtsai., 2007). A centroszomadlis dinaktin-1 destabilizacidja a centriolumok
abnormalis szétvaldsahoz vezet G1 fazisban, ami késlelteti az S fazisba vald atlépést. A
centroszémalis dinaktin megfeleld egyensulya igy sziikséges a G1-S tranzicidhoz (Suzuki és
mtsai.és mtsai., 2004).

A Weel kinaz a G2-M ellendrzési pont jol ismert szabalyozdja. Foszforildcioval inaktivalja a
mitotikus ciklin-fliggé kindz 1-et (Cdkl vagy cycline dependent kinase 1), igy Weel
elvesztésekor (pl élesztdgombaban és Drosophildban) a sejtek tul koran 1épnek a mitotikus
fazisba (Tominaga és mtsai.€s mtsai., 2006).

Az egér Eeflb2 mRNS 3° UTR-ben két prediktalt célszekvencia is talalhatd: a transzlacios

stop kodontol szamitva a 72-92 nukleotidok, valamint a 137-159 nukleotidok k6zott, azonban
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emberben egyik pozicido sem konzervalt. A két vizsgalt sejtciklus regulator egy-egy erdsen
konzervalt célszekvencidval rendelkezik. Ennek pozicioja 159-183 az egér FbxI5-ben ¢és 478-
500 az egér Weel 3° UTR-en.

Abbdl a célbol, hogy megvizsgaljuk, az Eeflb2, az Fbxl5 és a Weel lehetnek-e kdzvetlen
targetjei a miR-290-295 miRNS-eknek, a mRNS-ek teljes 3’UTR régidjat a phRL-TK
(Promega) riporter vektorba klonoztuk, kozvetleniil a riporter gén (Renilla reniformis
luciferaz enzim) fehérje kodolo részétdl 3° irdnyba. Az igy 1étrehozott RL-Eeflb2, RL-Fbx15
¢s RL-Weel vektorokat PL vektorral kotranszfektaltuk fibroblaszt sejtekbe, kontroll (B) ES
sejtvonalba vagy miR-290-295 tultermeld #2 ES vonalba (4. kiegészité abra). A PL vektor
egy pcDNA3 alapu vektor, ami Phoetinus pyralis luciferdz gént termeli, a tovabbi
kisérleteinkben transzfekcios kontrollként szolgalt. A transzfektalt sejtek egy részEébdl ismét
megmértilk a miR-295 expressziot. A fibroblaszt sejtek nem termelik a miR-290-295
klasztert, ezért a fibroblasztban mért relativ Renilla luciferaz aktivitast 1,0-nek valasztottuk.
Az embriondlis Ossejtek erdteljesen kifejezik a miR-290-295 miRNS-eit. Ennek ellenére, ha
RL-Eeflb2 es PL vektorokat kontroll B ES sejtekbe kotranszfektaltuk, a Renilla:Photinus
luciferaz aktivitds ardnya nem csokkent (1,1), ami azt jelzi, hogy Eeflb2 3'UTR nem
viselkedik targetként in vitro. Ez magyarazhato azzal, hogy Eeflb2 3'UTR prediktalt miR-
290-295 miRNS target helyei evolucidsan nem konzervaltak. Eeflb2 gént kihagytuk a tovabbi
vizsgalatokbol.

Az RL-Fbxl5 vektor hasznalatakor a fibroblaszt relativ Renilla aktivitas 0.1 részét mértiik "B’
kontroll ES vonalban. A relativ Renilla aktivitds tovabbi csokkenését tapasztaltuk (0.03)
amikor a konstrukciokat a miR-290-295 taltermeld #2 ES vonalba transzfektaltuk. RL-Weel
vektor alkalmazéasakor a relativ Renilla luciferaz aktivitas értéke 0,39 B ES sejtekben és 0.11

a #2 transzgenikus ES sejtvonalban (10A abra).
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10.abra: A Weel és az FBXLS5 valosziniileg a miR-290-295 kézvetlen targetjei in vitro.
A Weel és a Fbxl5 3'UTR-e hatékonyan csokkentette a relativ Renilla luciferdz aktivitast, ami kézvetlen
interakciora utal. Eeflb2 konstrukcionak nem volt hatasa a luciferdz aktivitasra, ezért a tovabbiakban negativ

kontrollként szerepel. (B)Az aspecifikus, nem-target szekvencia (a target szekvenciak reverz komplementere) nem
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képes a relativ luciferaz aktivitas csokkentésére, ami a miR-290 miRNS-ek és az Fbxl5, Weel 3’ UTR-ek
kapcsolatanak szekvencia specifikussagat tamasztja ala. Az abra normalizalt Renilla: Photinus luciferaz aktivitds
értékeket mutat, az SD érték harom fiiggetlen mérés eredménye. (C) Renilla luciferaz qRT-PCR kvantifikdlasa
kiilonbozé sejtvonalakban. A sejteket az alap riporter konstrukcioval, vagy Fbxl5-6t, Weel-et illetve FbxI5Rev
3’UTR-t tartalmazo konstrukciokkal transzfektaltuk. A Renilla luciferaz mRNS szintje nem csékkent, ami azt
mutatja, hogy a riporter fehérje aktivitasanak csokkenése nem mRNS degraddacio kévetkezménye. (D) FBXLS

fehérjére specifikus ellenanyaggal immunfestést végeztiink. Az FBXLS5 fehérje jelen van fibroblaszt és

srar

vezetett, ezzel parhuzamosan Oct4 expresszioja nem vdaltozott a transzgenikus sejtvonalakban. (E) qRT-PCR
mérés szerint #2 és #3 sejtvonalakban az Oct4 és az FBXLS mRNS szintje nem valtozott a ‘B’ kontroll ES
sejtekhez képest. Ez alatamasztja, hogy miR-290-295 elsésorban transzldacios gatlassal hat a vizsgalt targeteken.
A fibroblaszt sejtek nem expresszaljak Octd 6ssejt specifikus markert. (F) Western blot analizis az FBXLS5
fehérje jelenlétéenek csokkenését mutatia a miR-290-295 tultermelo #2 és #3 sejtvonalakban. (G) Megmértiik a
Western blot analizis csikjainak intenzitisat. Az FBXLS fehérje mérési értékeit a kontroll GAPDH intenzitds
értékeihez normalizaltuk. "A’ kontroll relativ FBXLS5 expressziojat 1-nek tekintettiik. ‘B’ kontroll FBXLS fehérje
expresszioja 1, 31; #2 és #3 sejtvonalaké pedig 0,77 és 0,33. CD1 fibroblaszt FBXLS expresszioja 0,53. Az dbra
also része az immunfestés kvantifikalasat mutatja. Itt Az Fbxl5 expressziot ‘B’ kontrollhoz normalizaltuk. #2 és

#3 sejtvonalak értékei 0,52 és 1,51. A sejtekés mtsai.acsony szérumszint mellett tenyésztettiik (2% FCS).

A relativ Renilla luciferaz aktivitds csokkenése eredhet a luciferaz-3"UTR konstrukciorol
keletkez06 mRNS-ek destabilizacidjabol vagy ezek transzlacios gatldsabol. Abbdl a célbol,
hogy elkiilonitsiik a miRNS-ek altal indukalt két eltérd mechanizmust, ellendriztiik a luciferaz
mRNS-ek relativ expresszidjat fibroblaszt, kontroll B’ és #2 sejtekben a PL es hRL-TK vagy
RL-Fbxl5 illetve RL-Weel konstrukciok kotranszfektalasat kovetden. Kvantitativ valos idej
RT-PCR-el nem mutathatd ki a riporter konstrukciorol keletkezé luciferaz mRNS
expressziojanak csokkenése, ami azt jelzi, hogy a fehérje-aktivitds csokkenés valdsziniileg
transzlacios gatlas eredménye (10C abra).

Kovetkez6 kérdésiink az volt, hogy specifikus-e a miR-290-295 miRNS-ek és a feltételezett
targetek interakcioja. Ennek érdekében megismételtiik a luciferdz aktivitds méréseket ugy,
hogy a PL kontroll vektort kotranszfektaltuk a prediktalt targetek 3°UTR-ét reverz formaban
tartalmazo riporter konstrukciokkal (Eef1b2 3’UTRrev, Fbx15 3’UTRrev és Weel 3’UTRrev
vektorok). A reverz 3’UTR régidk egyike sem csokkentette a relativ Renilla luciferaz
aktivitast, a Renilla:Photinus luciferaz aktivitasok aranya 1,64 volt Eeflb2 3’UTRrev, 1,1
Fbx15 3’UTRrev és 2.26 Weel 3’UTRrev konstrukciok tesztelésekor (10B abra).

Ha a miR-290-295 klaszter ilyen nagy mértékben hat a targeteken in vitro, feltételezésiink
szerint fehérje szinten is tapasztalnunk kell a prediktalt gének expresszidjanak csokkenését.
Az Fbxl5 fehérje fokozott expressziot mutat fibroblaszt és pluripotens embriondlis

Ossejtekben. A Weel nincs jelen az ES sejtekben, csak a differencialédas sordn jelenik meg
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RNS ¢és fehérje szinten is, ezért a tovabbi kisérletekben csak Fbxl5 szerepel.
Immunhisztokémiaval igazoltuk az Fbxl5 fehérje jelenlétét a kontroll B ES sejtekben és a
miR-290-295 tul expresszaldo #2 és #3 vonalakban. 15% szérum alkalmazdsakor az FbxlI5
fehérje expresszio kis mértékii csokkenését tapasztaltuk a taltermeld sejtvonalakban kontroll
B ES sejtvonalhoz képest (10D abra). A szérumszint csokkentésekor azonban #2 ¢és #3
sejtvonalakban FbxlI5 fehérje alig detektalhatd, mig a kontroll B sejtvonal tovabbra is jol
expresszalja a vizsgalt fehérjét (10D abra).

Megmértiik a kontroll B, valamint a miR-290-295 tultermeld #2 és #3 sejtvonalak Fbxl5
mRNS mennyiségét. Valos idejli RT-PCR nem mutatott kiilonbséget mRNS szinten a
sejtvonalak valamint a kétféle szérumkoncentracid kozott (10E abra). A fenti eredmények
nem elegenddek, hogy igazoljdk a miR-290-295 miRNS-ek és az Fbx15 vagy a Weel 3 UTR-
ek direkt interakciodjat, de valosziniisitik, hogy a vizsgalt miRNS klaszter tagjai kézvetlentil
hatnak az Fbxl5 fehérje szintjére egér embriondlis Ossejtekben a mRNS transzlacios gatlasan
keresztiil. Szerettiik volna megmérni, hogy miR-290-295 klaszter milyen mértékben csékkenti
az FBXLS5 fehérje expressziojat. Ennek érdekében Western blot analizist végeztiink FBXLS
€s GAPDH specifikus ellenanyaggal. A kontroll sejtvonalhoz képest (B ES setjvonal, Western
intenzitds 1,31) a #2 ES sejtvonal csokkent mértékben fejezte ki az FBXLS fehérjet (0,77).
Az FBXLS5 koncentracidja tovabb csokkent a #3 sejtvonalban (0,33) (10F-G abra). A
Western blot analizis tehat alatdmasztja az immunfestés vizsgalat eredményeit, amit szintén
megprobaltunk kvantifikalni. Minden vizsgélt sejtvonalbol tizenkét koloniat lefényképeztiink,
majd megmeértiik a képen a fluoreszcens ellenanyag Osszintenzitasat (10G abra). Az FBXL5
fehérje koexpresszal a miR-290-295 klaszterrel egér ES sejtekben, ami alatdmasztja, hogy

FBXLS5 a vizsgalt miRNS klaszter egyik funkcionalis targetje.

rrrrrr

szérum-megvonasakor, illetve a neuroektodermalis differenciacio soran.

A kolonia képzés, a proliferacios képesség vizsgdlata, Ossejt- €s korai differencialodasi
markerek mérése, valamint a sejtciklus valtozasai mind arra utalnak, hogy a miR-290-295
klasztert tulexpresszald ES sejtvonalak kevésbé érzékenyek a tapoldat szérum szintjének
csokkenésére, €s a kedvezodtlen koriilmények kozott jobban képesek megtartani pluripotens
tulajdonsagaikat. A zselatinon, fibroblaszt nélkiil tenyésztett sejtek szérum megvondsara
valdban gyakran reagdlnak differencidloddssal, azonban a szérum megvondsa nem
egyenértékil a sejtek in vitro differencidltatasaval.

Kovetkez6 kérdésiink az volt, hogy elegendd e a miR-290-295 klaszter folyamatos termelése

ahhoz, hogy az ES sejtek megdrizzék pluripotens tulajdonsigaikat. Haromféle modon
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kezeltiik a sejteket. E16szor az ES sejteket hosszabb ideig zselatinon tartottuk, ami (fibroblaszt
sejtek hidnyaban) kedvezdtlen a pluripotens sejteknek, majd megmértiik a sejtvonalak miR-
290 expressziojat. A #2 és #3 ES sejtvonalak miR-290 szintje 5-szor illetve 4,9-szer
magasabb volt, mint a kontroll B sejtvonalé. A miR-294 2.4 illetve 2-szeres emelkedést
mutatott, mig miR-295 szintben nem tapasztaltunk kiilonbséget (11A abra). Val6szinii, hogy
a sejtek endogén miR-290-295 expresszidja csokkent, ami lathatobba tette a transzgenikus
miR-290-295 klaszter hatasat.

Osszehasonlitottuk a kontroll B és a miR-290-295 tultermelé sejtvonalak Ossejt marker
expressziojat. A qRT-PCR analizis erdsebb relativ Oct4 expressziot mutatott a #2 és a #3 ES
sejtvonalakban (0,86 ¢és 1,2) a B kontroll sejtvonalhoz képest (0,6). Hasonloképpen alakultak
a Nanog (0,7 és 0,9 osszevetve a B ES sejtek esetén kapott 0,4 értékkel) és a Zfp42 (1,0 és
1,1 szemben a kontroll B ES sejtekbdl mért 0,4 értékkel) mRNS expresszios mérésének
eredményei. Ugyanakkor, Kdrl korai differencidlodasi marker kifejezddése alacsonyabb a
miR-290-295 taltermelé ES sejtvonalakban (0,9 és 1,0, kontroll B ES sejtekben 1,9) (11B
abra). A TLDA analizis sordn a legnagyobb eltérést Brachyury (T) marker expresszidjaban
mértiik. Ha a vizsgalt ES sejtvonalakat tovabb tenyésztjiik zselatinon, és két passzézzsal
késdbb mérjiik a sejtek Brachyury szintjét, még nagyobb eltérést lathatunk a kontroll és a
transzgénikus ES sejtvonalak kozott. B kontroll ES sejtek Brachyury expresszidja 20-szor
nagyobb értéket adott, mint a #3 sejtekké valamint, 13.7-szerese a #2 transzgenikus
sejtvonalbdl mért értéknek. Osszefoglalva, a miR-290-295 klasztert tiltermeld transzgenikus
sejtvonalak jobban megdriztek pluripotens tulajdonsagaikat a hosszabb idejii fibroblaszt
mentes, zselatinon vald tenyésztés alatt. A miR-290-295 klaszter konstitutiv expresszidja
elOsegitette az Oct4, a Nanog ¢és a Zfp42 Ossejt specifikus markerek expressziojat, ami
alatdmasztja, hogy a vizsgalt miRNS klaszter szerepet jatszik a pluripotencia megdérzésében.
Masodik 1épésként Osszevetettiik, hogy a transzgenikus €s a kontroll ES sejtvonalak hogyan
reagalnak a hosszabb idejii szérummegvondsra. A sejtvonalakat kolonia képzését egyszertit AP
festéssel  kovettik nyomon. 15% FCS-el kiegészitett tdpoldatban a kontroll B ES
sejtkolonidk elveszitették kerek, kompakt morfologiajukat, mig a miR-290-295 klasztert tal
expresszalo #2 és #3 kolonidk tovabbra is az embrionalis Ossejtekre jellemzd tipikus
morfologiat mutattdk. Azonban, ha a sejtek alacsony szérumkoncentracidé mellett
tenyésztettiik, 6t nap elteltével a transzgenikus €s a kontroll ES sejtek egyarant nagy mértéki
differencialodast mutattak, ami azt jelzi, hogy a miR-290-295 klaszter ilyen kis mértéki tal

expresszaltatasa nem elegendd a differencialédas gatlasahoz (12. abra).
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11. abra: A miR-290-295 klaszter tamogatja a pluripotenciat hosszu, zselatin bevonatos csészén valo
tenyésztéskor.
Ha az ES sejteket hosszabb ideig fibroblaszt mentes kérnyezetben tenyésztjiik, pluripotenciajuk fokozatosan
csokken, ezzel parhuzamosan csékken a miR-290-295 klaszter, és mds dssejt markerek expresszioja is. (A) A
miR-290-295 tultermelo #2 és #3 sejtvonalak miR-290 és miR-294 expresszioja magasabb marad. (B) A
transzgenikus ES vonalak kissé emelkedett mértékben fejezik ki az Oct4, a Nanog, a Zfp42 pluripotencia

markereket, ezzel parhuzamosan Kdrl és Brachyury differencialodasi markerek expresszioja alacsonyabb.

A miR-290-295 tultermelés differencidlédasra valdo hatdsat egy adott irdnyba valo
elkotelez6dés (neuroektodermalis differenciacid) soran is megvizsgaltuk. Kontroll B ¢és
transzgenikus #2 illetve #3 ES sejteket kilenc napig retinsav (RA) jelenlétében
differencialtattunk, mikézben az Oct4 pluripotencia marker expresszidjat valos idejii RT-
PCR-el kovettiikk nyomon. Az 6tddik napon a #2 és a #3 ES sejtvonal Oct4 kifejezddése 1,75
illetve 2,65-szoros magasabb volt mint a kontroll B sejtvonalé. A korabbi eredményekkel
Osszhangban miR-290-295 tultermeltetése az Oct4 kisebb mértekli veszteségéhez, a
pluripotencia jobb megdrzéséhez vezetett. Ugyanakkor a retinsavas kezelés kilencedik napjan

az Oct4 nagyon gyenge expresszidjat mértiik mindhdrom ES sejtvonalban.
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12. abra: A miR-290-295 nem képes a differencidlodas megallitasara, csak a folyamat lassitasara.
A miR-290-295 tultermelo ES sejtvonalak koloniai szép kompaktak, kerek széliiek és AP festésre pozitivak 15%
szérum tartalmu tapoldatban, fibroblasztok hianydaban. Ezzel szemben az ‘A’ és ‘B’ kontroll ES sejtvonalak
kolonidi sokszor differencidltak a koloniak szélén. Szérum megvondsakor minden vizsgadlt sejtvonal
differencialodni kezd. (B) Retinsavas differencialtatas soran az Oct4 pluripotencia marker expressziojat kovettiik
nyomon qRT-PCT-el. Oct4 relativ expresszioja 2,65-szor illetve 1,75-szor magasabb volt a #2 és #3
transzgenikus sejtvonalakban a differencialtatas 5. napjan, mint ‘B’ kontroll ES sejtekben. Ugyanakkor, a

retinsavas kezelés 9. napjara Oct4 expresszios kiilonbsége mar nem volt szamottevo.

Osszefoglalva a kisérleti eredményeket, elmondhatjuk, hogy a miR-290-295 klasztert kodold
genomi régio ismétlddé elemekbdl all, eldsegiti az embriondlis dssejtek pluripotencidjanak
megorzését, €s ezt a tulajdonsagat valoszinlileg a sejtciklus szabdlyozasan keresztiil

érvényesiti (13. abra).
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13. abra: A miR-290-295 és a pluripotencia szabdlyozas modellje egér embrionalis éssejtekben.
A miR-290-295 klaszter miRNS-ei kozvetleniil gatoljik a sejtciklus egyes negativ szabalyzoit. A sejtciklus ezaltal
konnyebben atfut az ellendrzé pontokon (G1/S vagy G2/M), és a sejtciklus felgyorsul és a sejtek proliferacios

ideje lerovidiil. Mindez hozzdjarul a pluripotens sejtekre jellemzd rovid sejtciklusra, amiben nincs jelen G1.
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5. Uj tudomanyos eredmények

1. miR-290-295 klaszter tilexpresszaltatasa csokkenti a sejtek LIF megvonasra és
szérum megvonasra adott valaszat:
a. Segiti az ES kolonia képzési képesség ¢és magas proliferacidos készség
fenntartasat.
b. Gatolja a korai differencidlodasi markerek megjelenését, igy a brachyury
c. Részt vesz a pluripotens embriondlis Ossejtekre jellemzd sejtciklus profil

megtartasaban.

2. miR-290-295 klaszter egyik valdszinii kozvetlen targetje az Fbxl5.

3. miR-290-295 Kklaszter késlelteti az egér ES sejtek RA indukalta neuralis és

random iranyu differencialodasat, de nem képes meggatolni a differencialodast.
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6. Megbeszélés és javaslatok

Szamos tanulmany tdmasztja ald, hogy a miRNS utvonal alapvetd fontossagi az Ossejtek
tulajdonsagainak kialakitdsdban. A korai munkak foképp a teljes miRNS utvonal szerepét
vizsgaltak, ezért els6sorban a miRNS biogenezisben inaktivalt mutansokra tamaszkodnak. A
Dicer homozigota egér embridk koran, a gasztrulacio soran elhalnak. Ezek az embriok Oct4-
re kevéssé festddnek, ami a pluripotens sejtpopulacid drasztikus csokkenését jelzi (Bernstein
¢€s mtsai.€s mtsai., 2003). Azok a transzgenikus ES sejtvonalak, melyekbdl hidnyzik a Dicer
mindkét katalitikus RNaz III doménje, lassan osztddnak, a sejtek felhalmozodnak a GO/G1
sejtciklus fazisban, nem mutatnak teratoma vagy kiméra képzést (Murchison €és mtsai.és
mtsai., 2005). Dicer mutans ES sejtvonalak EB csomoi kevéssé differencidlodnak és csak
alacsony mértekben expresszaljak az ismert differencialédasi markereket (Hnf4, Brachyury
(T), Bmp4, Gatal) (Kanellopoulou és mtsai., 2005). A DGCRS8 mutans ES vonal a miRNS
biogenezis egy masik kezdeti 1épésében gatolt. DGCR8 homozigéta ES sejtek morfologiailag
normdlisnak tlinnek, kifejezik az &ssejt-specifikus markereket, de lassabban proliferalnak
(Sohn ¢és mtsai., 2007). A sejtek nagyobb aranyban fordulnak elé GO/G1 fazisban, ami
alatdmasztja, hogy a miRNS utvonal sziikséges a megfeleld sejtciklus-fazis eloszlas
kialakulasdhoz €s a gyors osztodashoz. A Dicer knock-out ES sejtvonalakhoz hasonldan a
leukémia-inhibitor faktor (LIF) megvonasakor, vagy retinsavval valo differencialtataskor a
DGCRS8 sejtek megdrizték pluripotens tulajdonsagaikat, ¢€s csak kis mértékben
differencialodtak vagy képeztek teratomat (Wang és mtsai., 2008). A miRNS utvonal szerepe
Ossejtekben tehat régota all az érdeklddés kozéppontjaban, mégis kevés tanulmany sziiletett az
egyes jol definialt Ossejt-specifikus miRNS-ek szerepérdl (Ivanovska mtsai., 2008; Wang ¢és
Blelloch, 2009). Ossejtek differencialodasaval kapcsolatos miRNS klaszterek koziil a
legjobban ismert a miR-1, miR-133 lokusz. Ezek a miRNS-ek részt vesznek a szivizom €s
miR-133a-1 a 18. kromoszoéman, miR-1-2 és miR-133a-2 pedig a 22. kromoszéman. A két
miRNS egy policisztronikus pri-miRNS-r6l keletkezik, novelik a mezoderalis géneket
expresszalo sejtek aranyat és a mezodermalis gének relativ expresszidjat ES sejtek in vitro
differencialtatasakor (Ivey és mtsai., 2008). A differenciéltatas késobbi szakaszdban azonban
ellentétesen hatnak, miR-1 valdszinlileg HDAC4 (hiszton deacetilaz 4) gatlasan keresztiil
elomozditja szivizom ¢és harantcsikolt izom irdnyu elkotelezddést, mig miR-133 a SRF
(serum response factor) gatlasaval visszafogja a miogenezist (Chen €s mtsai., 2006). Ennek in
vivo jelentdségét transzgenikus egérben is kimutattdk. Szivizom specifikusan talexpresszalt

miR-1 csokkenti a ventrikularis szivizomsejtek szamat, és ezaltal a kamra falanak vastagsagat,
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mivel miR-1 a multipotens sejtek tal korai differenciaci6jahoz vezet. miR-1

tulexpresszaltatasa tehat embrionalisan letalis.

In silico vizsgélat egyértelmlien mutatja, hogy az egér miR-290-29 klaszter duplikaciok
sorozataval keletkezett. A genomi ismétlédések vizsgalata kimutatta, hogy a miR-290 az egér
miR-290-295 klaszter legdsibb tagja. Egyben ez az egyetlen miRNS a klaszterben, amelyik a
placentds emldsok korében konzervalt, és jelen van minden eddig szekvenalt méhlepényes
emlés genomban. Egérben miR-290 masodlagos szerkezete tikrozi a duplikdcios
eseményeket. Emberben két genomi pozicié mutat hasonlosagot a miR-290-295 klaszterrel: a
19. kromoszéman a miR-371-373 klaszter, valamint az ezzel szomszédos miR-512 klaszter. A
miR-371-373 klaszter eredete homalyos: szekvencia 0sszehasonlitasok alapjan miR-371 lehet
az 0si miRNS, mig a prekurzorok mésodlagos szerkezetének Gsszevetése alapjan a klaszter az
egér miR-291a-ra hasonlit leginkdbb. A miR-512 klaszter nem mas, mint egy 100 kb hosszu
genomi tandem i1smétlddd szekvencia halmaz, mely szdmos miR-519 eredetii elemet €s
néhany miR-512-h6z hasonld szekvencia darabot foglal magaban. Ezeket megrdovidiilt LINE
szekvenciak tagoljak. A miR-512 hasonlit a human miR-371-re és az egér miR-290-re, a miR-
519 pedig az egér miR-291a-val, vagy human miR-373-al mutat rokonsagot. A miR-512
klaszter expresszal szamos human karcindma sejtvonalban, hES sejtekben és a méhlepényben.
2010-ben tobb tudomanyos cikk is emliti a miR-371-373 és miR-512 klaszter LINE-szerti
elemeit, de arr6l sajnos nincs irodalmi adat, hogy ezek a szekvencidk részt vettek e a miRNS
klaszterek kialakulasaban, illetve, hogy mikor torténhetettek a duplikacids események. Az
embrionalis dssejtek és karcinoma sejtek osztddasi sebessége gyors, és a méhlepény is
tartalmaz nagyon aktivan proliferdld sejtpopulacidkat (Schepeler €s mtsai., 2008; Saito €s
mtsai., 2009; Josson és mtsai., 2008). Mivel a miR-290-295 klaszter huméan ortologjarol
(miR-371-373) ismert, hogy a G1/S tranzicidt szabalyozza a tesztikularis ivarsejt tumorokban

(Voorhoeve és mtsai., 2006), valoszinli, hogy a miR-512 klaszter is rendelkezik sejtciklus

crer

Célunk volt magyardzatot adni arra, hogy miért sziikséges a miR-290-295 klaszter kdzponti
szekvencidjanak (amely a klaszter minden tagjaban jelen van, és alapvetéen meghatdrozza a
mi lehet ezeknek a miRNS-eknek a funkcidja a pluripotens sejtekben, illetve a
differencidlodas kezdetén. Harom ES sejtvonalat valasztottunk, melyek szignifikdnsan
magasabb miR-290 expressziot mutattak, de a kiilonbség nem volt olyan mértéki, hogy a

miR-290-295 klaszter miRNS-ei befolyasoljak az endogén miRNS-eket, vagy a fiziologias
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target mRNS-eken kiviil random targetekre is hassanak (offtarget hatas). A dolgozatban
hasznalt stabil transzgenikus ES kloénok létrehozasakor transzfekciot kdvetden az egy sejtbol
szarmazo6 kolonidkat egyesével 96 lyuku plate-re helyeztiik at, és a novekedd koldnidkat kiilon
teszteltiik miR-290 expresszidra az endogén snol35-el szemben. Az altalunk kivalasztott
harom klon miR-290 expresszidja jol elkiiloniilt a kontroll klonoktol. Minden kisérlet
(proliferacios assay, koloniaképzeés mérése, TLDA kartya, sejt-ciklus analizis) inditasakor
kiilon megmeériik az éppen akkor hasznalt kontroll és transzgenikus sejtvonal miR-290
expressziojat. Igy végiill tobb mint tiz mérési eredmény alapjan igazolhattuk
biztonsdgosan,hogy a kivalasztott transzgenikus ES klonok tultermelték a miR-290-295
klasztert. A transzkriptom analizisen kiviil nem taldltunk szignifikans eltérést a transzgenikus
ES sejtvonalakban, taldn a magas endogén miR-290-295 koncentraci6 miatt.

Szérummegvonaskor azonban a miR-290-295 tultermeld ES sejtvonalak kevésbé reagaltak a
kedvezdtlen kornyezeti koriilményekre, mint a kontroll (vad tipusu) ES sejtvonalak, tovabbra
is gyorsan osztodtak €s hatékonyan hoztak 1étre AP pozitiv koldnidkat. Ezek az eredmények
megfelelnek annak, amit a teljes miRNS tutvonalban gatolt ES sejtvonalak irodalmi adatai

alapjan vartunk (Wang €és mtsai.és mtsai., 2008).

Annak érdekében, hogy jobban megértsiik, pontosan mi okozza a fenti in vivo eltérést,
elvégeztiik a transzkriptom részleges elemzését a miR-290-295 tultermeld vonalakban.
Eredményeink alapjan a korai differencidlodasra jellemzd gének nagy része alacsonyabb
mértékben fejezddik ki magas miR-290-295 szint mellett, ugyanakkor az dssejtekre jellemzd
gének expresszidja nem mutatott valtozast. Ez azt mutatja, hogy a miR-290-295 klaszter
eldsegiti az egér ES sejtek pluripotens allapotdnak megoOrzését €s visszatartja a korai
differencidlodast. Mindharom csiralemezre jellemz6 differencidlodasi markerek expresszidja
alacsonyabb volt a transzgenikus ES sejtvonalakban, ami arra utal, hogy miR-290-295
klaszter hatdsa nem korlatozodik az elkbtelez0dés bizonyos iranyara, hanem valamilyen,
pluripotencidt  altalanos modon  befolydsold6 mechanizmuson keresztiil hat. Az
immunhisztokémiai vizsgalat fehérje szinten is alatdmasztotta a transzkriptom elemzés

eredményeit.

Az embrionalis dssejtek sejtciklus szabalyozasabol hidnyzik a G1 ellendrzési pont. Ez eldnyos

crcr

(fiziologiailag) rovid iddszakban, masrészt eldsegiti azoknak a sejteknek a kizarasat,
amelyeknek DNS-e nem ¢ép. Szdmos tanulménybol ismert, hogy a teljes miRNS tutvonal

elvesztése megvaltoztatja a sejtciklus-fazisok eloszlasat, és csokkenti az embriondlis dssejtek

64.



Megbeszélés és javaslatok

differencidlodasi képességét. Nem tapasztaltunk eltérést, amikor a miR-290-295 taltermeld
ES sejtvonalak sejtciklus eloszlasat vetettiik Ossze kontroll ES sejtvonalakéval magas
szérumszint mellett. Ennek oka taldn az, hogy mar a vad tipusi embrionalis Ossejtek is
telitettek miR-290-295 miRNS-ekkel a klaszter fokozott expresszidja miatt. A szérumszint
csOkkentésekor azonban a miR-290-295 tultermeld ES sejtek felhalmozddnak az S fazisban.
Ezzel péarhuzamosan a sejtek ardnya csokken GO/G1 és G2/M fazisokban. Ezek a
megfigyelések az alabbi kovetkezésére vezettek: (1) miR-290-295 klaszter tobb ponton is
befolyasolja a sejtciklust. A GI1-S tranzicid eldmozditisa mellett a G2-M atmenetet is
szabalyozza. Jol ismert, hogy a miRNS ttvonal szabalyozza a G1-S tranziciot ES sejtekben
(Wang ¢és mtsai., 2008; Wang ¢€s Blelloch, 2009). Ivanovska és mtsai. igazoltak a miR-106b
csalad szerepét is a G1-S atmenet soran (Ivanovska és mtsai., 2008). A miR-290-295 klaszter
miRNS-einek 5° része (2-8 bazis), amely alapvetden meghatarozza a miRNS targetjeit, azonos
a miR-106b 5 szekvenciajaval, ami arra utal, hogy hasonl6 (atfedd) funkcidt lathatnak el. A
miR-290-295 human ortologja (hsa-miR-371-373) a p21 sejtciklus gatldé fehérje jelenlétében
is képes a G1-S ellendrzési pont torlésére human tesztikularis tumorsejtekben (TGCT vagy
testicular germ cell tumor) (Voorhoeve és mtsai., 2006). A miRNS tutvonal funkciovesztésés
mutansaira jellemz0, hogy a sejtek felhalmozddnak a sejtciklus G1 fazisaban, ugyanakkor
aranyuk csokken S és G2/M fazisokban (Murchison €s mtsai., 2005; Kanellopoulou és mtsai.,
2005). Ezek a valtozéasok szignifikansak, de nem nagy mértékiiek. (2) A miR-290-295 klaszter
kétszeres taltermelése hasonld mértékii (de természetesen ellentétes eldjelil) valtozésokat
idézett eld az altalunk vizsgalt egér embriondlis Ossejtvonalakban, mint a teljes miRNS
utvonal hidnya. Eredményeink tehat arra engednek kovetkeztetni, hogy a miRNS bioszintézis
mutans ES sejtvonalak esetében a sejtciklus valtozasait foképp a miR-290-295 klaszter
expressziojanak hianya okozza.

Kétséges azonban, hogy ez a szabalyozas direkt vagy indirekt médon érinti-e a sejtciklust.
Tobb tanulmany szerint a miR-290-295 klaszter epigenetikai szabalyozdson keresztiil hat.
Sinkkonen ¢és mtsai. kimutattak, hogy differencialodo ES sejtekben a de novo metilacié miR-
290-295 klaszter szabalyzasa alatt all, és ez a reguléacid sziikséges az Oct4 Gssejt-specifikus
faktor stabil represszidjahoz, mely a differencialodas eldfeltétele (Sinkkonen és mtsai., 2008).
A miR-290-295 elsddleges targetjének az Rbl2-t jelolték meg. Az Rbl2 hozzédjarul a Dnmt3
de novo metilaz represszidjahoz. Benetti és mtsai. részletesen elemezték, milyen utvonalon
keresztiil szabalyozza a miR-290-295 az Rbl2-fligg6 Dnmt3 expressziot, valamint kimutattak,
hogy a miRNS klaszter indirekt moédon befolyasolja a telomér hosszusagat is (Benetti €s
mtsai., 2008). Masrészt tobb eredmény igazolja, hogy a miR-290-295 kozvetlen targetjei a

sejtciklus regulatorok. Hsa-miR-371-373 eldsegiti a human primer sejtek gyors osztodasat,
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gatolja a CDK inhibitorok expresszidjat, pS3 és p21 fehérjéktél downstream szabalyozza a
sejtciklust, valosziniileg a LATS (LArge Tumor Suppressor) kézvetlen transzlacios gatlasaval
(Voorhoeve ¢s mtsai., 2006). Lehetséges, hogy miR-290-295 kozvetleniil és indirekt modon
egyarant szabalyozza a sejtciklust. A miRNS-ek targetjeit rovid 5° régidjuk hatarozza meg.
Mivel ez a szekvencia nagyon rovid, az altalanosan elfogadott nézet szerint nem egy, hanem
szdmos mRNS-en hatnak, az aktualis transzkriptomtdl fiiggden. Ez a szabdlyozasi mod
kiilonosen alkalmassa teszi a miRNS-eket arra, hogy egy biologiai folyamatot (pl. sejtciklus)
tobb ponton vagy tobb-féleképpen (direkt és indirekt titon) regulaljanak.

Abbdl a célbdl, hogy meghatarozzuk, az altalunk felallitott kisérleti elrendezésben hathat-e a
sejtciklus szabalyozasra kozvetleniil a miR-290-295 klaszter, olyan lehetséges targeteket
kerestiink, amelyek mRNS-ei jelen vannak egér embriondlis dssejtekben. Kiilonbozo target
predikcids programok eredményeinek Osszevetése azt mutatta, hogy lehetséges c€l-mRNS-ek
kozott nagy aranyban fordulnak eld sejtciklus szabalyozok. A G1/S atmenet kozismert
regulatorat, p21-et nem vizsgaltuk, mert Ivanovska és mtsai. mar publikaltak, hogy a miR-
106b kozvetlen targete p21 a HMEC humdan emldepitél sejtekben és a HCT116 human
vastagbél rak sejtvonalban. Hsa-miR-106b szekvencidja ,uaaagugcugacagugcagau‘, mig
mmu-miR-291-3p szekvencidja ,aaagugcuuccacuuugugugc’, tehat a két miRNS target
felismerd ,core ‘ régidja azonos. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy mindkét miRNS képes p21
kozvetlen transzlacids gatlasara, és inkabb a tobbi lehetséges sejtciklus szabalyzé targetre
koncentraltunk. Ezek koziil az Fbx15-6t és a Weel-et vizsgaltuk tovabb in vitro kisérletekben.
A Weel a G2-M atmenet negativ regulatora, a mutans sejtek koran Iépnek M fazisba ezért kis
méretlieck (Tominaga és mtsai., 2006). Az Fbxl5 ubiquitinaciora jeloli ki dinaktin-1-et. A
centroszomalis dinaktin készlet csokkenése abnormalis centriolum szétvalashoz vezet Gl
fazisban és késlelteti a sejtek S fazisba 1épését (Zhang és mtsai., 2007; Shin és mtsai., 2008).
A Weel és az Fbxl5 teljes 3’UTR szakaszat luciferaz riporter gén kodolo régidja mogeé
klonoztuk, és a transzfektalt sejtek luciferaz aktivitdsat mértiik. Mivel a miR-290-295 klaszter
endogén expresszidja magas az Ossejtekben, a luciferaz-Fbx15 3’UTR és luciferaz-Weel 3’
UTR konstrukciok exogén miRNS hozzaadasa nélkiil is mutattdk a miR-290-295 klaszter
hatasat. A relative Renilla luciferaz aktivitds tovabbi csokkenését tapasztaltuk a miR-290-295
tultermeld ES sejtvonalak transzfektalasakor. Ez az 6sszegz6dd hatas a miR-290-295 miRNS-
ek és a valasztott targetetek kozotti specifikus kolcsonhatdsra utal. Mivel a fibroblaszt
sejtekben nem expresszal miR-290-295 klaszter, ezekben a sejtekben nem csokkent a riporter
gén aktivitdsa. Hasonloképpen, a reverz 3° UTR konstrukciok sem voltak hatékonyak
egyetlen sejtvonalban sem. A luciferdz esszé eredményeit fehérje szinten is igazoltuk

immunfestéssel és Western blot analizissel. Bar az  Fbxl5 mRNS szintje nem valtozott, a
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fehérje csokkent jelenlétét tapasztaltuk a miR-290-295 tulexpresszalo transzgenikus ES
sejtvonalakban. Ugyan nem vizsgéltuk részletesen a target mRNS-ek stabilitdsat, de
kisérleteink arra engednek kovetkeztetni, hogy a miR-290-295 klaszter legalabb részlegesen a
transzlacid gatlasaval csokkenti az FXBLS5 fehérje szintjét. A Weel-et nem teszteltiik fehérje
szinten, mert a protein nincs jelen az ES sejtekben, csak a differencidlédas soran jelenik meg.
Ezek alapjan ugy gondoljuk, hogy az FbxI5 a miR-290-295 klaszter egyik fontos funkcionalis
targetje lehet in vivo is.

A szérummegvonas a sejtciklus feltartoztatdsdhoz vezet, ez egy olyan lépés, ami gyakran
megeldzi a differencidlodast in vivo koriilmények kozott is. Annak érdekében, hogy
megtudjuk, mi lehet a miR-290-295 klaszter funkcidja a differencialodas korai szakaszaban, a
sejteket hosszabb ideig ¢éheztettilk, illetve neuroektodermdlis iranyba kezdtiik
differencialtatni. Mindkét kezelés azonos eredményt adott: a folyamat elején a miR-290-295
tultermeld sejtek megorizték a pluripotens sejtekre jellemz6 kolonia morfologiat és tovabbra
is erds Oct4 expressziot mutattak. Ugyanakkor hosszabb tdvon a megndvekedett miR-290-
295 expresszio nem volt képes megakadalyozni a differencidlodast, és az Oct4 pluripotencia
marker elvesztését.

Osszefoglalva, munkank soran tehat megmutattuk, hogy a miR-290-295 tiltermelése gyorsitja
a proliferaciot, €és segiti a sejtek kolonia képzését egér embrionalis dssejtekben. A klaszter
hozzajarul a korai differencidlodés késleltetéséhez, amint azt mRNS szinten €s a kiilonb6z6
differencialtatasi kisérletekben lattuk. A klaszter miRNS-ek kozvetleniil hatnak a sejtciklus
szabalyozo fehérjeinek expresszidjara, és az Fbxl5 transzlacios gatlasaval hozzdjarulnak a
G1/S tranzicids ellenérzd pont gyors elhagyasahoz. Valdsziniinek tartjuk, hogy a miR-290-
295 klaszter tobb sejtciklus reguldtor egyiittes gatlasaval bioldgiailag is jelentds mértékben
hozzajarul ahhoz, hogy az embrionalis Ossejtekben ne jojjon létre a G1/S tranzicios
ellendrzés, ezen kiviil a miR-290-2295 klaszter a sejtciklus tobb mas pontjat is szabalyozza.
Eredményeink alapjan a miR-290-295 klaszter eldsegiti az ES sejtek pluripotens allapotanak
fenntartisat, ezt elsdsorban a sejtciklus kozvetlen, tobb ponti szabalyozéasaval éri el, igy

gatolja a sejtek korai differencialodast.

67.



Summary

7. Summary

The mmu-miR-290-295 cluster codes for a family of microRNAs (miRNAs) that are
expressed de novo during early embryogenesis and are specific for mouse embryonic stem
cells (ESC) and embryonic carcinoma cells (ECC). Detailed sequence analysis and alignment
studies of miR-290-295 precursors demonstrated that the cluster has evolved by repeated
duplication events of the ancient miR-290 precursor. Taken together the results of repeat
search and sequence alignment, we speculate that miR-290 and/or miR-291a could be the
ancestor of the miR-290-295 cluster. By duplication they generated miR-292 and miR-291b.
Later the stretch of these four miRNA precursors partially duplicated and established the
present mouse miR-290-295 cluster. The human genome contains two loci that align with
miR-290 precursor: miR-371 site in miR-371-373 cluster and miR-512 site in miR-512
cluster. Members of miR-512 clustrer are expressed in several cancer cell lines, in hES cells
and in placenta.

We show that under serum starvation, overexpression of miR-290-295 miRNAs withhold ES
cells from early differentiation, ensures their high proliferation rate and capacity for forming
alkaline phosphate positive colonies. Transcriptome analysis of ninety stemness and early
differentiation related genes revealed that overexpression of miR-290-295 cluster retained ES
cells in stem cell-like stage by depressing expression of differentiation markers. Repression of
mesodermal differentiation in the presence of high miR-290-295 expression has been recently
reported (Zovoilis et al., 2009). Importantly, in the present study, we show that differentiation
markers of all three germ layers were downregulated upon miR-290-295 overexpression.
Transcriptome analysis indicates a general effect of miR-290-295 cluster on
stemness/differentiation rather than suppression of a specific type of differentiation.
Immunohistochemistry of selected protein markers confirm the results of the transcriptome
analysis at protein level.

To understand the underlying mechanism of the overall depression of differentiation in miR-
290-295 overexpressing ES cells, we investigated the cell cycle phase distribution of control
and miR-290-295 transgenic stem cell lines. We could conclude that: (1) miR-290-295 cluster
effects cell cycle at multiple points. It might assist G1/S transition and regulate G2/M
transition as well. (2) Twofold overexpression of miR-290-295 cluster proved to be sufficient
to cause accumulation of S phase cells and to decrease the ratio of GO/G1 and G2 cells. These
alterations are significant but not robust. Importantly, similar extent of variation has been
observed in previous studies focused on cell cycle phase distribution of Dicer knock-down ES

cells (Murchison et al., 2005; Kanellopoulou et al., 2005). Thus, our results suggest that the
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absence of miR-290-295 cluster is the predominant cause of cell cycle disturbance in the
miRNA biogenesis mutant ES cell lines and that miR-290-295 miRNAs contribute to the
natural absence of G1 checkpoint in embryonic stem cells.

By the means of well known target prediction programs we observed that cell cycle regulators
are abundant among the suggested targets of miR-290-295 cluster. Fbxl5 and Weel were
selected and were shown to be positive in luciferase reporter assay. Weel is a negative
regulator of G2/M transition and Fbxl5 suppresses G1/S transition. The above results were
confirmed by immunohistochemistry and Western blot analysis.

To deduce the possible function of miR-290-295 in differentiation, we prolonged the serum
starvation or promoted neuroectodermal differentiation by trans-retinoic acid. In the initial
period of both treatments miR-290-295 overexpression detains the cells from differentiation,
underlining its suggested role in stem cell maintenance. However, increased miR-290-295
level could not withhold differentiation in later stages of commitment as marked by increased
number of differentiating ES cell colonies and a rapid drop of Oct4 expression in both control
and transgenic ES cell lines.

In summary, we suggest that miR-290-295 cluster effects cell cycle at different checkpoints,
accelerates G1/S transition and has an important role in establishing the special characteristics
of ES cell cycle. Members of miR-290-295 cluster probably directly act on cell cycle
regulators and possibly create a positive regulatory loop between cell cycle and pluripotency.
miRNAs can coregulate multiple targets and thus can target a biological process at multiple
points. This flexibility of miRNA regulation makes miRNAs extremely appropriate for timing
early differentiation events. We assume that miR-290-295 cluster can retain ES cells in their
pluripotent state mainly by regulating cell cycle at multiple points by affecting multiple
targets, assuring that ES cells are able to maintain the typical ES cell cycle phase distibution

and avoid differentiation.

69.



Mellékletek

8. Mellékletek

M1 Irodalomjegyzék

Abbott, A.L., Alvarez-Saavedra, E., Miska, E.A., Lau, N.C., Bartel, D.P., Horvitz, H.R., and
Ambros, V. (2005) The let-7 MicroRNA family members mir-48, mir-84, and mir-241
function together to regulate developmental timing in Caenorhabditis elegans. Dev Cell
9:403-414.

Abrahante, J.E., Miller, E.A., and Rougvie, A.E. (1998) Identification of heterochronic
mutants in Caenorhabditis elegans. Temporal misexpression of a collagen::green
fluorescent protein fusion gene. Genetics 149:1335-1351.

Adewumi, O., Aflatoonian, B., Ahrlund-Richter, L., Amit, M., Andrews, P.W., Beighton, G.,
Bello, P.A., Benvenisty, N., Berry, L.S., Bevan, S., Blum, B., Brooking, J., Chen, K.G.,
Choo, A.B., Churchill, G.A., Corbel, M., Damjanov, I., Draper, J.S., Dvorak, P.,
Emanuelsson, K., Fleck, R.A., Ford, A., Gertow, K., Gertsenstein, M., Gokhale, P.J.,
Hamilton, R.S., Hampl, A., Healy, L.E., Hovatta, O., Hyllner, J., Imreh, M.P., Itskovitz-
Eldor, J., Jackson, J., Johnson, J.L., Jones, M., Kee, K., King, B.L., Knowles, B.B.,
Lako, M., Lebrin, F., Mallon, B.S., Manning, D., Mayshar, Y., McKay, R.D.,
Michalska, A.E., Mikkola, M., Mileikovsky, M., Minger, S.L., Moore, H.D., Mummery,
C.L., Nagy, A., Nakatsuji, N., O'Brien, C.M., Oh, S.K., Olsson, C., Otonkoski, T., Park,
K.Y., Passier, R., Patel, H., Patel, M., Pedersen, R., Pera, M.F., Piekarczyk, M.S., Pera,
R.A., Reubinoff, B.E., Robins, A.J., Rossant, J., Rugg-Gunn, P., Schulz, T.C., Semb,
H., Sherrer, E.S., Siemen, H., Stacey, G.N., Stojkovic, M., Suemori, H., Szatkiewicz, J.,
Turetsky, T., Tuuri, T., van den Brink, S., Vintersten, K., Vuoristo, S., Ward, D.,
Weaver, T.A., Young, L.A., and Zhang, W. (2007) Characterization of human
embryonic stem cell lines by the International Stem Cell Initiative. Nat Biotechnol
25:803-816.

Amit, M., Carpenter, M.K., Inokuma, M.S., Chiu, C.P., Harris, C.P., Waknitz, M.A.,
Itskovitz-Eldor, J., and Thomson, J.A. (2000) Clonally derived human embryonic stem
cell lines maintain pluripotency and proliferative potential for prolonged periods of
culture. Dev Biol 227:271-278.

Assou, S., Le Carrour, T., Tondeur, S., Strom, S., Gabelle, A., Marty, S., Nadal, L., Pantesco,
V., Reme, T., Hugnot, J.P., Gasca, S., Hovatta, O., Hamamah, S., Klein, B., and De
Vos, J. (2007) A meta-analysis of human embryonic stem cells transcriptome integrated
into a web-based expression atlas. Stem Cells 25:961-973.

Babiarz, J.E., Ruby, J.G., Wang, Y., Bartel, D.P., and Blelloch, R. (2008) Mouse ES cells
express endogenous shRNAs, siRNAs, and other Microprocessor-independent, Dicer-
dependent small RNAs. Genes Dev 22:2773-2785.

Bain, G., Kitchens, D., Yao, M., Huettner, J.E., and Gottlieb, D.I. (1995) Embryonic stem
cells express neuronal properties in vitro. Dev Biol 168:342-357.

Balzer, E., and Moss, E.G. (2007) Localization of the developmental timing regulator Lin28
to mRNP complexes, P-bodies and stress granules. RNA Biol 4:16-25.

Banito, A., Rashid, S.T., Acosta, J.C., Li, S., Pereira, C.F., Geti, 1., Pinho, S., Silva, J.C,,
Azuara, V., Walsh, M., Vallier, L., and Gil, J. (2009) Senescence impairs successful
reprogramming to pluripotent stem cells. Genes Dev 23:2134-2139.

Bao, S., Tang, F., Li, X., Hayashi, K., Gillich, A., Lao, K., and Surani, M.A. (2009)
Epigenetic reversion of post-implantation epiblast to pluripotent embryonic stem cells.
Nature 461:1292-1295.

Barnes, D., Kunitomi, M., Vignuzzi, M., Saksela, K., and Andino, R. (2008) Harnessing
endogenous miRNAs to control virus tissue tropism as a strategy for developing
attenuated virus vaccines. Cell Host Microbe 4:239-248.

70.



Mellékletek

Bashirullah, A., Pasquinelli, A.E., Kiger, A.A., Perrimon, N., Ruvkun, G., and Thummel, C.S.
(2003) Coordinate regulation of small temporal RNAs at the onset of Drosophila
metamorphosis. Dev Biol 259:1-8.

Bell, J.C., and Kirn, D. (2008) MicroRNAs fine-tune oncolytic viruses. Nat Biotechnol
26:1346-1348.

Benetti, R., Gonzalo, S., Jaco, 1., Munoz, P., Gonzalez, S., Schoeftner, S., Murchison, E.,
Andl, T., Chen, T., Klatt, P., Li, E., Serrano, M., Millar, S., Hannon, G., and Blasco,
M.A. (2008) A mammalian microRNA cluster controls DNA methylation and telomere
recombination via Rbl2-dependent regulation of DNA methyltransferases. Nat Struct
Mol Biol 15:268-279.

Bernstein, E., Kim, S.Y., Carmell, M.A., Murchison, E.P., Alcorn, H., Li, M.Z., Mills, A.A.,
Elledge, S.J., Anderson, K.V., and Hannon, G.J. (2003) Dicer is essential for mouse
development. Nat Genet 35:215-217.

Betschinger, J., Mechtler, K., and Knoblich, J.A. (2006) Asymmetric segregation of the tumor
suppressor brat regulates self-renewal in Drosophila neural stem cells. Cell 124:1241-
1253.

Bettinger, J.C., Lee, K., and Rougvie, A.E. (1996) Stage-specific accumulation of the terminal
differentiation factor LIN-29 during Caenorhabditis elegans development. Development
122:2517-2527.

Bhattacharyya, S.N., Habermacher, R., Martine, U., Closs, E.I., and Filipowicz, W. (2006)
Stress-induced reversal of microRNA repression and mRNA P-body localization in
human cells. Cold Spring Harb Symp Quant Biol 71:513-521.

Bibikova, M., Laurent, L.C., Ren, B., Loring, J.F., and Fan, J.B. (2008) Unraveling epigenetic
regulation in embryonic stem cells. Cell Stem Cell 2:123-134.

Boiani, M., and Scholer, H.R. (2005) Regulatory networks in embryo-derived pluripotent
stem cells. Nat Rev Mol Cell Biol 6:872-884.

Bracken, C.P., Gregory, P.A., Kolesnikoff, N., Bert, A.G., Wang, J., Shannon, M.F., and
Goodall, G.J. (2008) A double-negative feedback loop between ZEB1-SIP1 and the
microRNA-200 family regulates epithelial-mesenchymal transition. Cancer Res
68:7846-7854.

Brons, I.G., Smithers, L.E., Trotter, M.W., Rugg-Gunn, P., Sun, B., Chuva de Sousa Lopes,
S.M., Howlett, S.K., Clarkson, A., Ahrlund-Richter, L., Pedersen, R.A., and Vallier, L.
(2007) Derivation of pluripotent epiblast stem cells from mammalian embryos. Nature
448:191-195.

Brown, B.D., Cantore, A., Annoni, A., Sergi, L.S., Lombardo, A., Della Valle, P., D'Angelo,
A., and Naldini, L. (2007a) A microRNA-regulated lentiviral vector mediates stable
correction of hemophilia B mice. Blood 110:4144-4152.

Brown, B.D., Gentner, B., Cantore, A., Colleoni, S., Amendola, M., Zingale, A., Baccarini,
A., Lazzari, G., Galli, C., and Naldini, L. (2007b) Endogenous microRNA can be
broadly exploited to regulate transgene expression according to tissue, lineage and
differentiation state. Nat Biotechnol 25:1457-1467.

Brown, B.D., and Naldini, L. (2009) Exploiting and antagonizing microRNA regulation for
therapeutic and experimental applications. Nat Rev Genet 10:578-585.

Brown, B.D., Venneri, M.A., Zingale, A., Sergi Sergi, L., and Naldini, L. (2006) Endogenous
microRNA regulation suppresses transgene expression in hematopoietic lineages and
enables stable gene transfer. Nat Med 12:585-591.

Burdon, T., Stracey, C., Chambers, 1., Nichols, J., and Smith, A. (1999) Suppression of SHP-2
and ERK signalling promotes self-renewal of mouse embryonic stem cells. Dev Biol
210:30-43.

Calabrese, J.M., Seila, A.C., Yeo, G.W., and Sharp, P.A. (2007) RNA sequence analysis
defines Dicer's role in mouse embryonic stem cells. Proc Natl Acad Sci U S A
104:18097-18102.

71.



Mellékletek

Cao, F., Li, X., Hiew, S., Brady, H., Liu, Y., and Dou, Y. (2009) Dicer independent small
RNAs associate with telomeric heterochromatin. RNA 15:1274-1281.

Cardozo, T., and Pagano, M. (2004) The SCF ubiquitin ligase: insights into a molecular
machine. Nat Rev Mol Cell Biol 5:739-751.

Care, A., Catalucci, D., Felicetti, F., Bonci, D., Addario, A., Gallo, P., Bang, M.L., Segnalini,
P., Gu, Y., Dalton, N.D., Elia, L., Latronico, M.V., Hoydal, M., Autore, C., Russo,
M.A., Dorn, G.W., 2nd, Ellingsen, O., Ruiz-Lozano, P., Peterson, K.L., Croce, C.M.,
Peschle, C., and Condorelli, G. (2007) MicroRNA-133 controls cardiac hypertrophy.
Nat Med 13:613-618.

Caudy, A.A., Ketting, R.F., Hammond, S.M., Denli, A.M., Bathoorn, A.M., Tops, B.B., Silva,
JM., Myers, M.M., Hannon, G.J., and Plasterk, R.H. (2003) A micrococcal nuclease
homologue in RNAI effector complexes. Nature 425:411-414.

Chang, T.C., Zeitels, L.R., Hwang, H.W., Chivukula, R.R., Wentzel, E.A., Dews, M., Jung,
J., Gao, P., Dang, C.V., Beer, M.A., Thomas-Tikhonenko, A., and Mendell, J.T. (2009)
Lin-28B transactivation is necessary for Myc-mediated let-7 repression and
proliferation. Proc Natl Acad Sci U S A 106:3384-3389.

Chen, D., Farwell, M.A., and Zhang, B. MicroRNA as a new player in the cell cycle. J Cell
Physiol 225:296-301.

Chendrimada, T.P., Gregory, R.I., Kumaraswamy, E., Norman, J., Cooch, N., Nishikura, K.,
and Shiekhattar, R. (2005) TRBP recruits the Dicer complex to Ago2 for microRNA
processing and gene silencing. Nature 436:740-744.

Chiu, Y.L., and Rana, T.M. (2002) RNA1 in human cells: basic structural and functional
features of small interfering RNA. Mol Cell 10:549-561.

Cho, W.C. (2007) OncomiRs: the discovery and progress of microRNAs in cancers. Mol
Cancer 6:60.

Choi, W.Y., Giraldez, A.J., and Schier, A.F. (2007) Target protectors reveal dampening and
balancing of Nodal agonist and antagonist by miR-430. Science 318:271-274.

Clevers, H. (2006) Wnt/beta-catenin signaling in development and disease. Cell 127:469-480.

Colin, A., Faideau, M., Dufour, N., Auregan, G., Hassig, R., Andrieu, T., Brouillet, E.,
Hantraye, P., Bonvento, G., and Deglon, N. (2009) Engineered lentiviral vector
targeting astrocytes in vivo. Glia 57:667-679.

Couto, L.B., and High, K.A. Viral vector-mediated RNA interference. Curr Opin Pharmacol
10:534-542.

De Palma, M., Venneri, M.A., Galli, R., Sergi Sergi, L., Politi, L.S., Sampaolesi, M., and
Naldini, L. (2005) Tie2 identifies a hematopoietic lineage of proangiogenic monocytes
required for tumor vessel formation and a mesenchymal population of pericyte
progenitors. Cancer Cell 8:211-226.

Doench, J.G., Petersen, C.P., and Sharp, P.A. (2003) siRNAs can function as miRNAs. Genes
Dev 17:438-442.

Dravid, G., Ye, Z., Hammond, H., Chen, G., Pyle, A., Donovan, P., Yu, X., and Cheng, L.
(2005) Defining the role of Wnt/beta-catenin signaling in the survival, proliferation, and
self-renewal of human embryonic stem cells. Stem Cells 23:1489-1501.

Dvash, T., Sharon, N., Yanuka, O., and Benvenisty, N. (2007) Molecular analysis of LEFTY-
expressing cells in early human embryoid bodies. Stem Cells 25:465-472.

Dvorak, P., Dvorakova, D., Koskova, S., Vodinska, M., Najvirtova, M., Krekac, D., and
Hampl, A. (2005) Expression and potential role of fibroblast growth factor 2 and its
receptors in human embryonic stem cells. Stem Cells 23:1200-1211.

Ebert, M.S., Neilson, J.R., and Sharp, P.A. (2007) MicroRNA sponges: competitive inhibitors
of small RNAs in mammalian cells. Nat Methods 4:721-726.

Ecker, J.R., and Davis, R.W. (1986) Inhibition of gene expression in plant cells by expression
of antisense RNA. Proc Natl Acad Sci U S A 83:5372-5376.

72.



Mellékletek

Enver, T., Soneji, S., Joshi, C., Brown, J., Iborra, F., Orntoft, T., Thykjaer, T., Maltby, E.,
Smith, K., Abu Dawud, R., Jones, M., Matin, M., Gokhale, P., Draper, J., and Andrews,
P.W. (2005) Cellular differentiation hierarchies in normal and culture-adapted human
embryonic stem cells. Hum Mol Genet 14:3129-3140.

Eulalio, A., Huntzinger, E., Nishihara, T., Rehwinkel, J., Fauser, M., and Izaurralde, E. (2009)
Deadenylation is a widespread effect of miRNA regulation. RNA 15:21-32.

Fire, A., Xu, S., Montgomery, M.K., Kostas, S.A., Driver, S.E., and Mello, C.C. (1998)
Potent and specific genetic interference by double-stranded RNA in Caenorhabditis
elegans. Nature 391:806-811.

Frasch, M. (2008) A matter of timing: microRNA-controlled temporal identities in worms and
flies. Genes Dev 22:1572-1576.

Funato, N., Ohtani, K., Ohyama, K., Kuroda, T., and Nakamura, M. (2001) Common
regulation of growth arrest and differentiation of osteoblasts by helix-loop-helix factors.
Mol Cell Biol 21:7416-7428.

Gentner, B., Schira, G., Giustacchini, A., Amendola, M., Brown, B.D., Ponzoni, M., and
Naldini, L. (2009) Stable knockdown of microRNA in vivo by lentiviral vectors. Nat
Methods 6:63-66.

Giot, L., Bader, J.S., Brouwer, C., Chaudhuri, A., Kuang, B., Li, Y., Hao, Y.L., Ooi, C.E.,
Godwin, B., Vitols, E., Vijayadamodar, G., Pochart, P., Machineni, H., Welsh, M.,
Kong, Y., Zerhusen, B., Malcolm, R., Varrone, Z., Collis, A., Minto, M., Burgess, S.,
McDaniel, L., Stimpson, E., Spriggs, F., Williams, J., Neurath, K., Ioime, N., Agee, M.,
Voss, E., Furtak, K., Renzulli, R., Aanensen, N., Carrolla, S., Bickelhaupt, E.,
Lazovatsky, Y., DaSilva, A., Zhong, J., Stanyon, C.A., Finley, R.L., Jr., White, K.P.,
Braverman, M., Jarvie, T., Gold, S., Leach, M., Knight, J., Shimkets, R.A., McKenna,
M.P., Chant, J., and Rothberg, J.M. (2003) A protein interaction map of Drosophila
melanogaster. Science 302:1727-1736.

Greber, B., Lehrach, H., and Adjaye, J. (2007) Fibroblast growth factor 2 modulates
transforming growth factor beta signaling in mouse embryonic fibroblasts and human
ESCs (hESCs) to support hESC self-renewal. Stem Cells 25:455-464.

Gu, P., Reid, J.G., Gao, X., Shaw, C.A., Creighton, C., Tran, P.L., Zhou, X., Drabek, R.B.,
Steffen, D.L., Hoang, D.M., Weiss, M.K., Naghavi, A.O., El-daye, J., Khan, M.F.,
Legge, G.B., Wheeler, D.A., Gibbs, R.A., Miller, J.N., Cooney, A.J., and Gunaratne,
P.H. (2008) Novel microRNA candidates and miRNA-mRNA pairs in embryonic stem
(ES) cells. PLoS One 3:e2548.

Guo, H., Ingolia, N.T., Weissman, J.S., and Bartel, D.P. Mammalian microRNAs
predominantly act to decrease target mRNA levels. Nature 466:835-840.

Hamazaki, T., Kehoe, S.M., Nakano, T., and Terada, N. (2006) The Grb2/Mek pathway
represses Nanog in murine embryonic stem cells. Mol Cell Biol 26:7539-7549.

Hammell, C.M., Lubin, I., Boag, P.R., Blackwell, T.K., and Ambros, V. (2009) nhl-2
Modulates microRNA activity in Caenorhabditis elegans. Cell 136:926-938.

Hanna, J., Markoulaki, S., Mitalipova, M., Cheng, A.W., Cassady, J.P., Staerk, J., Carey,
B.W., Lengner, C.J., Foreman, R., Love, J., Gao, Q., Kim, J., and Jaenisch, R. (2009)
Metastable pluripotent states in NOD-mouse-derived ESCs. Cell Stem Cell 4:513-524.

Harvey, K., and Tapon, N. (2007) The Salvador-Warts-Hippo pathway - an emerging tumour-
suppressor network. Nat Rev Cancer 7:182-191.

Hatfield, S., and Ruohola-Baker, H. (2008) microRNA and stem cell function. Cell Tissue
Res 331:57-66.

Hayes, B., Fagerlie, S.R., Ramakrishnan, A., Baran, S., Harkey, M., Graf, L., Bar, M.,
Bendoraite, A., Tewari, M., and Torok-Storb, B. (2008) Derivation, characterization,
and in vitro differentiation of canine embryonic stem cells. Stem Cells 26:465-473.

73.



Mellékletek

Henderson, J.K., Draper, J.S., Baillie, H.S., Fishel, S., Thomson, J.A., Moore, H., and
Andrews, P.W. (2002) Preimplantation human embryos and embryonic stem cells show
comparable expression of stage-specific embryonic antigens. Stem Cells 20:329-337.

Heo, 1., Joo, C., Kim, Y.K., Ha, M., Yoon, M.J., Cho, J., Yeom, K.H., Han, J., and Kim, V.N.
(2009) TUT4 in concert with Lin28 suppresses microRNA biogenesis through pre-
microRNA uridylation. Cell 138:696-708.

Houbaviy, H.B., Dennis, L., Jaenisch, R., and Sharp, P.A. (2005) Characterization of a highly
variable eutherian microRNA gene. RNA 11:1245-1257.

Houbaviy, H.B., Murray, M.F., and Sharp, P.A. (2003) Embryonic stem cell-specific
MicroRNAs. Dev Cell 5:351-358.

Ibarra, 1., Erlich, Y., Muthuswamy, S.K., Sachidanandam, R., and Hannon, G.J. (2007) A role
for microRNAs in maintenance of mouse mammary epithelial progenitor cells. Genes
Dev 21:3238-3243.

Ivanovska, 1., Ball, A.S., Diaz, R.L., Magnus, J.F., Kibukawa, M., Schelter, .M., Kobayashi,
S.V., Lim, L., Burchard, J., Jackson, A.L., Linsley, P.S., and Cleary, M.A. (2008)
MicroRNAs in the miR-106b family regulate p21/CDKNI1A and promote cell cycle
progression. Mol Cell Biol 28:2167-2174.

Ivey, K.N., Muth, A., Arnold, J., King, F.W., Yeh, R.F., Fish, J.E., Hsiao, E.C., Schwartz,
R.J., Conklin, B.R., Bernstein, H.S., and Srivastava, D. (2008) MicroRNA regulation of
cell lineages in mouse and human embryonic stem cells. Cell Stem Cell 2:219-229.

Jagannath, A., and Wood, M.J. (2009) Localization of double-stranded small interfering RNA
to cytoplasmic processing bodies is Ago2 dependent and results in up-regulation of
GW182 and Argonaute-2. Mol Biol Cell 20:521-529.

James, D., Levine, A.J., Besser, D., and Hemmati-Brivanlou, A. (2005)
TGFbeta/activin/nodal signaling is necessary for the maintenance of pluripotency in
human embryonic stem cells. Development 132:1273-1282.

Jiang, J., and Hui, C.C. (2008) Hedgehog signaling in development and cancer. Dev Cell
15:801-812.

Jing, Q., Huang, S., Guth, S., Zarubin, T., Motoyama, A., Chen, J., Di Padova, F., Lin, S.C.,
Gram, H., and Han, J. (2005) Involvement of microRNA in AU-rich element-mediated
mRNA instability. Cell 120:623-634.

Johnson, C.D., Esquela-Kerscher, A., Stefani, G., Byrom, M., Kelnar, K., Ovcharenko, D.,
Wilson, M., Wang, X., Shelton, J., Shingara, J., Chin, L., Brown, D., and Slack, F.J.
(2007) The let-7 microRNA represses cell proliferation pathways in human cells.
Cancer Res 67:7713-7722.

Johnson, S.M., Lin, S.Y., and Slack, F.J. (2003) The time of appearance of the C. elegans let-
7 microRNA is transcriptionally controlled utilizing a temporal regulatory element in its
promoter. Dev Biol 259:364-379.

Josson, S., Sung, S.Y., Lao, K., Chung, L.W., and Johnstone, P.A. (2008) Radiation
modulation of microRNA in prostate cancer cell lines. Prostate 68:1599-1606.

Judson, R.L., Babiarz, J.E., Venere, M., and Blelloch, R. (2009) Embryonic stem cell-specific
microRNAs promote induced pluripotency. Nat Biotechnol 27:459-461.

Kaliman, P., Vinals, F., Testar, X., Palacin, M., and Zorzano, A. (1996) Phosphatidylinositol
3-kinase inhibitors block differentiation of skeletal muscle cells. J Biol Chem
271:19146-19151.

Kanamoto, T., Terada, K., Yoshikawa, H., and Furukawa, T. (2006) Cloning and regulation of
the vertebrate homologue of lin-41 that functions as a heterochronic gene in
Caenorhabditis elegans. Dev Dyn 235:1142-1149.

Kanellopoulou, C., Muljo, S.A., Kung, A.L., Ganesan, S., Drapkin, R., Jenuwein, T.,
Livingston, D.M., and Rajewsky, K. (2005) Dicer-deficient mouse embryonic stem cells
are defective in differentiation and centromeric silencing. Genes Dev 19:489-501.

74.



Mellékletek

Kelly, E.J., Hadac, E.M., Greiner, S., and Russell, S.J. (2008) Engineering microRNA
responsiveness to decrease virus pathogenicity. Nat Med 14:1278-1283.

Kennell, J.A., Gerin, 1., MacDougald, O.A., and Cadigan, K.M. (2008) The microRNA miR-8
is a conserved negative regulator of Wnt signaling. Proc Natl Acad Sci U S A
105:15417-15422.

Kiriakidou, M., Tan, G.S., Lamprinaki, S., De Planell-Saguer, M., Nelson, P.T., and
Mourelatos, Z. (2007) An mRNA m7G cap binding-like motif within human Ago2
represses translation. Cell 129:1141-1151.

Krutzfeldt, J., Rajewsky, N., Braich, R., Rajeev, K.G., Tuschl, T., Manoharan, M., and
Stoffel, M. (2005) Silencing of microRNAs in vivo with 'antagomirs'. Nature 438:685-
689.

Le, M.T., Teh, C., Shyh-Chang, N., Xie, H., Zhou, B., Korzh, V., Lodish, H.F., and Lim, B.
(2009) MicroRNA-125b is a novel negative regulator of p53. Genes Dev 23:862-876.

Lee, R.C., Feinbaum, R.L., and Ambros, V. (1993) The C. elegans heterochronic gene lin-4
encodes small RNAs with antisense complementarity to lin-14. Cell 75:843-854.

Li, J., Wang, G., Wang, C., Zhao, Y., Zhang, H., Tan, Z., Song, Z., Ding, M., and Deng, H.
(2007) MEK/ERK signaling contributes to the maintenance of human embryonic stem
cell self-renewal. Differentiation 75:299-307.

Liao, J., Wu, Z., Wang, Y., Cheng, L., Cui, C., Gao, Y., Chen, T., Rao, L., Chen, S., Jia, N,
Dai, H., Xin, S., Kang, J., Pei, G., and Xiao, L. (2008) Enhanced efficiency of
generating induced pluripotent stem (iPS) cells from human somatic cells by a
combination of six transcription factors. Cell Res 18:600-603.

Lim, L.P., Lau, N.C., Garrett-Engele, P., Grimson, A., Schelter, J.M., Castle, J., Bartel, D.P.,
Linsley, P.S., and Johnson, J.M. (2005) Microarray analysis shows that some
microRNAs downregulate large numbers of target mRNAs. Nature 433:769-773.

Lin, C.H., Jackson, A.L., Guo, J., Linsley, P.S., and Eisenman, R.N. (2009) Myc-regulated
microRNAs attenuate embryonic stem cell differentiation. EMBO J 28:3157-3170.

Lin, Y.C., Hsieh, L.C., Kuo, M.W., Yu, J., Kuo, H.H., Lo, W.L., Lin, R.J., Yu, A.L., and Li,
W.H. (2007) Human TRIM71 and its nematode homologue are targets of let-7
microRNA and its zebrafish orthologue is essential for development. Mol Biol Evol
24:2525-2534.

Liu, J., Carmell, M.A., Rivas, F.V., Marsden, C.G., Thomson, J.M., Song, J.J., Hammond,
S.M., Joshua-Tor, L., and Hannon, G.J. (2004) Argonaute2 is the catalytic engine of
mammalian RNAI. Science 305:1437-1441.

Lu, J., Getz, G., Miska, E.A., Alvarez-Saavedra, E., Lamb, J., Peck, D., Sweet-Cordero, A.,
Ebert, B.L., Mak, R.H., Ferrando, A.A., Downing, J.R., Jacks, T., Horvitz, H.R., and
Golub, T.R. (2005) MicroRNA expression profiles classify human cancers. Nature
435:834-838.

MacRae, 1.J., Ma, E., Zhou, M., Robinson, C.V., and Doudna, J.A. (2008) In vitro
reconstitution of the human RISC-loading complex. Proc Natl Acad Sci U S A 105:512-
517.

Maller Schulman, B.R., Liang, X., Stahlhut, C., DelConte, C., Stefani, G., and Slack, F.J.
(2008) The let-7 microRNA target gene, Mlin41/Trim71 is required for mouse
embryonic survival and neural tube closure. Cell Cycle 7:3935-3942.

Maniataki, E., and Mourelatos, Z. (2005) A human, ATP-independent, RISC assembly
machine fueled by pre-miRNA. Genes Dev 19:2979-2990.

Marson, A., Levine, S.S., Cole, M.F., Frampton, G.M., Brambrink, T., Johnstone, S.,
Guenther, M.G., Johnston, W.K., Wernig, M., Newman, J., Calabrese, J.M., Dennis,
L.M., Volkert, T.L., Gupta, S., Love, J., Hannett, N., Sharp, P.A., Bartel, D.P., Jaenisch,
R., and Young, R.A. (2008) Connecting microRNA genes to the core transcriptional
regulatory circuitry of embryonic stem cells. Cell 134:521-533.

75.



Mellékletek

Martinez, J., Patkaniowska, A., Urlaub, H., Luhrmann, R., and Tuschl, T. (2002) Single-
stranded antisense siRNAs guide target RNA cleavage in RNAI. Cell 110:563-574.
Martinez, J., and Tuschl, T. (2004) RISC is a 5' phosphomonoester-producing RNA

endonuclease. Genes Dev 18:975-980.

Meister, G., Landthaler, M., Patkaniowska, A., Dorsett, Y., Teng, G., and Tuschl, T. (2004)
Human Argonaute2 mediates RNA cleavage targeted by miRNAs and siRNAs. Mol
Cell 15:185-197.

Melton, C., Judson, R.L., and Blelloch, R. Opposing microRNA families regulate self-
renewal in mouse embryonic stem cells. Nature 463:621-626.

Morita, K., and Han, M. (2006) Multiple mechanisms are involved in regulating the
expression of the developmental timing regulator lin-28 in Caenorhabditis elegans.
EMBO J 25:5794-5804.

Moss, E.G., Lee, R.C., and Ambros, V. (1997) The cold shock domain protein LIN-28
controls developmental timing in C. elegans and is regulated by the lin-4 RNA. Cell
88:637-646.

Murchison, E.P., Partridge, J.F., Tam, O.H., Cheloufi, S., and Hannon, G.J. (2005)
Characterization of Dicer-deficient murine embryonic stem cells. Proc Natl Acad Sci U
S A 102:12135-12140.

Nagy, A., Rossant, J., Nagy, R., Abramow-Newerly, W., and Roder, J.C. (1993) Derivation of
completely cell culture-derived mice from early-passage embryonic stem cells. Proc
Natl Acad Sci U S A 90:8424-8428.

Neumuller, R.A., Betschinger, J., Fischer, A., Bushati, N., Poernbacher, 1., Mechtler, K.,
Cohen, S.M., and Knoblich, J.A. (2008) Mei-P26 regulates microRNAs and cell growth
in the Drosophila ovarian stem cell lineage. Nature 454:241-245.

Nichols, J., and Smith, A. (2009) Naive and primed pluripotent states. Cell Stem Cell 4:487-
492.

Nimmo, R.A., and Slack, F.J. (2009) An elegant miRror: microRNAs in stem cells,
developmental timing and cancer. Chromosoma 118:405-418.

Nishino, J., Kim, 1., Chada, K., and Morrison, S.J. (2008) Hmga2 promotes neural stem cell
self-renewal in young but not old mice by reducing pl6Ink4a and p19Arf Expression.
Cell 135:227-239.

O'Day, E., and Lal, A. MicroRNAs and their target gene networks in breast cancer. Breast
Cancer Res 12:201.

O'Farrell, F., Esfahani, S.S., Engstrom, Y., and Kylsten, P. (2008) Regulation of the
Drosophila lin-41 homologue dappled by let-7 reveals conservation of a regulatory
mechanism within the LIN-41 subclade. Dev Dyn 237:196-208.

Ouellet, S., Vigneault, F., Lessard, M., Leclerc, S., Drouin, R., and Guerin, S.L. (2006)
Transcriptional regulation of the cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21) gene by
NFTI in proliferating human cells. Nucleic Acids Res 34:6472-6487.

Ozato, K., Shin, D.M., Chang, T.H., and Morse, H.C., 3rd (2008) TRIM family proteins and
their emerging roles in innate immunity. Nat Rev Immunol 8:849-860.

Park, S.M., Shell, S., Radjabi, A.R., Schickel, R., Feig, C., Boyerinas, B., Dinulescu, D.M.,
Lengyel, E., and Peter, M.E. (2007) Let-7 prevents early cancer progression by
suppressing expression of the embryonic gene HMGAZ2. Cell Cycle 6:2585-2590.

Parry, D.H., Xu, J., and Ruvkun, G. (2007) A whole-genome RNAi Screen for C. elegans
miRNA pathway genes. Curr Biol 17:2013-2022.

Pegtel, D.M., Cosmopoulos, K., Thorley-Lawson, D.A., van Eijndhoven, M.A., Hopmans,
E.S., Lindenberg, J.L., de Gruijl, T.D., Wurdinger, T., and Middeldorp, J.M. Functional
delivery of viral miRNAs via exosomes. Proc Natl Acad Sci U S A 107:6328-6333.

Pera, M.F., and Tam, P.P. (2010) Extrinsic regulation of pluripotent stem cells. Nature
465:713-720.

76.



Mellékletek

Polyak, K., and Weinberg, R.A. (2009) Transitions between epithelial and mesenchymal
states: acquisition of malignant and stem cell traits. Nat Rev Cancer 9:265-273.

Pucci, F., Venneri, M.A., Biziato, D., Nonis, A., Moi, D., Sica, A., Di Serio, C., Naldini, L.,
and De Palma, M. (2009) A distinguishing gene signature shared by tumor-infiltrating
Tie2-expressing monocytes, blood "resident" monocytes, and embryonic macrophages
suggests common functions and developmental relationships. Blood 114:901-914.

Radfar, M., Wong, W., and Morris, Q.D. Predicting the target genes of intronic microRNAs
using large-scale gene expression data. Conf Proc IEEE Eng Med Biol Soc 1:791-794.

Rapp, U.R., Ceteci, F., and Schreck, R. (2008) Oncogene-induced plasticity and cancer stem
cells. Cell Cycle 7:45-51.

Rathjen, J., Lake, J.A., Bettess, M.D., Washington, J.M., Chapman, G., and Rathjen, P.D.
(1999) Formation of a primitive ectoderm like cell population, EPL cells, from ES cells
in response to biologically derived factors. J Cell Sci 112 ( Pt 5):601-612.

Reinhart, B.J., Slack, F.J., Basson, M., Pasquinelli, A.E., Bettinger, J.C., Rougvie, A.E.,
Horvitz, H.R., and Ruvkun, G. (2000) The 2l-nucleotide let-7 RNA regulates
developmental timing in Caenorhabditis elegans. Nature 403:901-906.

Robb, G.B., and Rana, T.M. (2007) RNA helicase A interacts with RISC in human cells and
functions in RISC loading. Mol Cell 26:523-537.

Roush, S.F., and Slack, F.J. (2009) Transcription of the C. elegans let-7 microRNA is
temporally regulated by one of its targets, hbl-1. Dev Biol 334:523-534.

Rybak, A., Fuchs, H., Hadian, K., Smirnova, L., Wulczyn, E.A., Michel, G., Nitsch, R.,
Krappmann, D., and Wulczyn, F.G. (2009) The let-7 target gene mouse lin-41 is a stem
cell specific E3 ubiquitin ligase for the miRNA pathway protein Ago2. Nat Cell Biol
11:1411-1420.

Rybak, A., Fuchs, H., Smirnova, L., Brandt, C., Pohl, E.E., Nitsch, R., and Wulczyn, F.G.
(2008) A feedback loop comprising lin-28 and let-7 controls pre-let-7 maturation during
neural stem-cell commitment. Nat Cell Biol 10:987-993.

Sachdeva, M., Zhu, S., Wu, F., Wu, H., Walia, V., Kumar, S., Elble, R., Watabe, K., and Mo,
Y.Y. (2009) p53 represses c-Myc through induction of the tumor suppressor miR-145.
Proc Natl Acad Sci U S A 106:3207-3212.

Sachdeva, R., Jonsson, M.E., Nelander, J., Kirkeby, A., Guibentif, C., Gentner, B., Naldini,
L., Bjorklund, A., Parmar, M., and Jakobsson, J. Tracking differentiating neural
progenitors in pluripotent cultures using microRNA-regulated lentiviral vectors. Proc
Natl Acad Sci U S A 107:11602-11607.

Saito, Y., Suzuki, H., Tsugawa, H., Nakagawa, 1., Matsuzaki, J., Kanai, Y., and Hibi, T.
(2009) Chromatin remodeling at Alu repeats by epigenetic treatment activates silenced
microRNA-512-5p with downregulation of Mcl-1 in human gastric cancer cells.
Oncogene 28:2738-2744.

Sato, N., Meijer, L., Skaltsounis, L., Greengard, P., and Brivanlou, A.H. (2004) Maintenance
of pluripotency in human and mouse embryonic stem cells through activation of Wnt
signaling by a pharmacological GSK-3-specific inhibitor. Nat Med 10:55-63.

Scadden, A.D. (2005) The RISC subunit Tudor-SN binds to hyper-edited double-stranded
RNA and promotes its cleavage. Nat Struct Mol Biol 12:489-496.

Schepeler, T., Reinert, J.T., Ostenfeld, M.S., Christensen, L.L., Silahtaroglu, A.N., Dyrskjot,
L., Wiuf, C., Sorensen, F.J., Kruhoffer, M., Laurberg, S., Kauppinen, S., Orntoft, T.F.,
and Andersen, C.L. (2008) Diagnostic and prognostic microRNAs in stage II colon
cancer. Cancer Res 68:6416-6424.

Scherr, M., Venturini, L., Battmer, K., Schaller-Schoenitz, M., Schaefer, D., Dallmann, 1.,
Ganser, A., and Eder, M. (2007) Lentivirus-mediated antagomir expression for specific
inhibition of miRNA function. Nucleic Acids Res 35:¢149.

Schmitt, F., Remy, S., Dariel, A., Flageul, M., Pichard, V., Boni, S., Usal, C., Myara, A.,
Laplanche, S., Anegon, I., Labrune, P., Podevin, G., Ferry, N., and Nguyen, T.H.

77.



Mellékletek

Lentiviral vectors that express UGT1A1 in liver and contain miR-142 target sequences
normalize hyperbilirubinemia in Gunn rats. Gastroenterology 139:999-1007, 1007
e1001-1002.

Schwamborn, J.C., Berezikov, E., and Knoblich, J.A. (2009) The TRIM-NHL protein
TRIM32 activates microRNAs and prevents self-renewal in mouse neural progenitors.
Cell 136:913-925.

Schwarz, D.S., Hutvagner, G., Du, T., Xu, Z., Aronin, N., and Zamore, P.D. (2003)
Asymmetry in the assembly of the RNAi enzyme complex. Cell 115:199-208.

Seggerson, K., Tang, L., and Moss, E.G. (2002) Two genetic circuits repress the
Caenorhabditis elegans heterochronic gene 1in-28 after translation initiation. Dev Biol
243:215-225.

Sengupta, S., Nie, J., Wagner, R.J., Yang, C., Stewart, R., and Thomson, J.A. (2009)
MicroRNA 92b controls the G1/S checkpoint gene p57 in human embryonic stem cells.
Stem Cells 27:1524-1528.

Shen, M.M. (2007) Nodal signaling: developmental roles and regulation. Development
134:1023-1034.

Shin, J.S., Hong, S.W., Lee, S.L., Kim, T.H., Park, I.C., An, S.K., Lee, W.K., Lim, J.S., Kim,
K.I., Yang, Y., Lee, S.S., Jin, D.H., and Lee, M.S. (2008) Serum starvation induces G1
arrest through suppression of Skp2-CDK?2 and CDK4 in SK-OV-3 cells. Int J Oncol
32:435-439.

Sinkkonen, L., Hugenschmidt, T., Berninger, P., Gaidatzis, D., Mohn, F., Artus-Revel, C.G.,
Zavolan, M., Svoboda, P., and Filipowicz, W. (2008) MicroRNAs control de novo
DNA methylation through regulation of transcriptional repressors in mouse embryonic
stem cells. Nat Struct Mol Biol 15:259-267.

Slack, F., and Ruvkun, G. (1997) Temporal pattern formation by heterochronic genes. Annu
Rev Genet 31:611-634.

Sohn, S.Y., Bae, W.J., Kim, J.J., Yeom, K.H., Kim, V.N., and Cho, Y. (2007) Crystal
structure of human DGCRS core. Nat Struct Mol Biol 14:847-853.

Song, J.J., Liu, J., Tolia, N.H., Schneiderman, J., Smith, S.K., Martienssen, R.A., Hannon,
G.J., and Joshua-Tor, L. (2003) The crystal structure of the Argonaute2 PAZ domain
reveals an RNA binding motif in RNA1 effector complexes. Nat Struct Biol 10:1026-
1032.

Suh, N., Baehner, L., Moltzahn, F., Melton, C., Shenoy, A., Chen, J., and Blelloch, R.
MicroRNA function is globally suppressed in mouse oocytes and early embryos. Curr
Biol 20:271-277.

Suzuki, M., Igarashi, R., Sekiya, M., Utsugi, T., Morishita, S., Yukawa, M., and Ohya, Y.
(2004) Dynactin is involved in a checkpoint to monitor cell wall synthesis in
Saccharomyces cerevisiae. Nat Cell Biol 6:861-871.

Takahashi, K., and Yamanaka, S. (2006) Induction of pluripotent stem cells from mouse
embryonic and adult fibroblast cultures by defined factors. Cell 126:663-676.

Takaoka, K., Yamamoto, M., Shiratori, H., Meno, C., Rossant, J., Saijoh, Y., and Hamada, H.
(2006) The mouse embryo autonomously acquires anterior-posterior polarity at
implantation. Dev Cell 10:451-459.

Tanaka, S., Kunath, T., Hadjantonakis, A.K., Nagy, A., and Rossant, J. (1998) Promotion of
trophoblast stem cell proliferation by FGF4. Science 282:2072-2075.

Tang, F., Kaneda, M., O'Carroll, D., Hajkova, P., Barton, S.C., Sun, Y.A., Lee, C,,
Tarakhovsky, A., Lao, K., and Surani, M.A. (2007) Maternal microRNAs are essential
for mouse zygotic development. Genes Dev 21:644-648.

Thomson, J.A., Itskovitz-Eldor, J., Shapiro, S.S., Waknitz, M.A., Swiergiel, J.J., Marshall,
V.S., and Jones, J.M. (1998) Embryonic stem cell lines derived from human blastocysts.
Science 282:1145-1147.

78.



Mellékletek

Tomari, Y., Matranga, C., Haley, B., Martinez, N., and Zamore, P.D. (2004) A protein sensor
for siRNA asymmetry. Science 306:1377-1380.

Tominaga, Y., Li, C., Wang, R.H., and Deng, C.X. (2006) Murine Weel plays a critical role
in cell cycle regulation and pre-implantation stages of embryonic development. Int J
Biol Sci 2:161-170.

Vallier, L., Mendjan, S., Brown, S., Chng, Z., Teo, A., Smithers, L.E., Trotter, M.W., Cho,
C.H., Martinez, A., Rugg-Gunn, P., Brons, G., and Pedersen, R.A. (2009)
Activin/Nodal signalling maintains pluripotency by controlling Nanog expression.
Development 136:1339-1349.

Vallier, L., Reynolds, D., and Pedersen, R.A. (2004) Nodal inhibits differentiation of human
embryonic stem cells along the neuroectodermal default pathway. Dev Biol 275:403-
421.

Vasudevan, S., Tong, Y., and Steitz, J.A. (2007) Switching from repression to activation:
microRNAs can up-regulate translation. Science 318:1931-1934.

Vasudevan, S., Tong, Y., and Steitz, J.A. (2008) Cell-cycle control of microRNA-mediated
translation regulation. Cell Cycle 7:1545-1549.

Vella, M.C., Reinert, K., and Slack, F.J. (2004) Architecture of a validated microRNA::target
interaction. Chem Biol 11:1619-1623.

Vignuzzi, M., Wendt, E., and Andino, R. (2008) Engineering attenuated virus vaccines by
controlling replication fidelity. Nat Med 14:154-161.

Voorhoeve, P.M., le Sage, C., Schrier, M., Gillis, A.J., Stoop, H., Nagel, R., Liu, Y.P., van
Duijse, J., Drost, J., Griekspoor, A., Zlotorynski, E., Yabuta, N., De Vita, G., Nojima,
H., Looijenga, L.H., and Agami, R. (2006) A genetic screen implicates miRNA-372 and
miRNA-373 as oncogenes in testicular germ cell tumors. Cell 124:1169-1181.

Wang, H.W., Noland, C., Siridechadilok, B., Taylor, D.W., Ma, E., Felderer, K., Doudna,
J.A., and Nogales, E. (2009) Structural insights into RNA processing by the human
RISC-loading complex. Nat Struct Mol Biol 16:1148-1153.

Wang, Y., Baskerville, S., Shenoy, A., Babiarz, J.E., Baehner, L., and Blelloch, R. (2008)
Embryonic stem cell-specific microRNAs regulate the G1-S transition and promote
rapid proliferation. Nat Genet 40:1478-1483.

Wang, Y., and Blelloch, R. (2009) Cell cycle regulation by MicroRNAs in embryonic stem
cells. Cancer Res 69:4093-4096.

Wang, Y.C., Chen, Y.L., Yuan, R.H., Pan, HW., Yang, W.C., Hsu, H.C., and Jeng, Y.M.
Lin-28B expression promotes transformation and invasion in human hepatocellular
carcinoma. Carcinogenesis 31:1516-1522.

Wei, Z., Yang, Y., Zhang, P., Andrianakos, R., Hasegawa, K., Lyu, J., Chen, X., Bai, G., Liu,
C., Pera, M., and Lu, W. (2009) Klf4 interacts directly with Oct4 and Sox2 to promote
reprogramming. Stem Cells 27:2969-2978.

Wightman, B., Ha, I, and Ruvkun, G. (1993) Posttranscriptional regulation of the
heterochronic gene lin-14 by lin-4 mediates temporal pattern formation in C. elegans.
Cell 75:855-862.

Wilder, P.J., Kelly, D., Brigman, K., Peterson, C.L., Nowling, T., Gao, Q.S., McComb, R.D.,
Capecchi, M.R., and Rizzino, A. (1997) Inactivation of the FGF-4 gene in embryonic
stem cells alters the growth and/or the survival of their early differentiated progeny.
Dev Biol 192:614-629.

Williams, L., and Fletcher, J.C. (2005) Stem cell regulation in the Arabidopsis shoot apical
meristem. Curr Opin Plant Biol 8:582-586.

Winnier, G., Blessing, M., Labosky, P.A., and Hogan, B.L. (1995) Bone morphogenetic
protein-4 is required for mesoderm formation and patterning in the mouse. Genes Dev
9:2105-2116.

79.



Mellékletek

Winter, J., Jung, S., Keller, S., Gregory, R.I., and Diederichs, S. (2009) Many roads to
maturity: microRNA biogenesis pathways and their regulation. Nat Cell Biol 11:228-
234.

Wobus, A.M., Holzhausen, H., Jakel, P., and Schoneich, J. (1984) Characterization of a
pluripotent stem cell line derived from a mouse embryo. Exp Cell Res 152:212-219.

Wong, H.H., Lemoine, N.R., and Wang, Y. Oncolytic Viruses for Cancer Therapy:
Overcoming the Obstacles. Viruses 2:78-106.

Xu, B., Zhang, K., and Huang, Y. (2009a) Lin28 modulates cell growth and associates with a
subset of cell cycle regulator mRNAs in mouse embryonic stem cells. RNA 15:357-361.

Xu, N., Papagiannakopoulos, T., Pan, G., Thomson, J.A., and Kosik, K.S. (2009b)
MicroRNA-145 regulates OCT4, SOX2, and KLF4 and represses pluripotency in
human embryonic stem cells. Cell 137:647-658.

Yang, X., Haurigot, V., Zhou, S., Luo, G., and Couto, L.B. Inhibition of hepatitis C virus
replication using adeno-associated virus vector delivery of an exogenous anti-hepatitis
C virus microrna cluster. Hepatology.

Ye, X., and Liu, Q. (2008) Expression, purification, and analysis of recombinant Drosophila
Dicer-1 and Dicer-2 enzymes. Methods Mol Biol 442:11-27.

Ying, Q.L., Nichols, J., Chambers, 1., and Smith, A. (2003) BMP induction of Id proteins
suppresses differentiation and sustains embryonic stem cell self-renewal in
collaboration with STAT3. Cell 115:281-292.

Ying, Q.L., Wray, J., Nichols, J., Batlle-Morera, L., Doble, B., Woodgett, J., Cohen, P., and
Smith, A. (2008) The ground state of embryonic stem cell self-renewal. Nature
453:519-523.

Ylosmaki, E., Hakkarainen, T., Hemminki, A., Visakorpi, T., Andino, R., and Saksela, K.
(2008) Generation of a conditionally replicating adenovirus based on targeted
destruction of E1A mRNA by a cell type-specific MicroRNA. J Virol 82:11009-11015.

Yu, J., Hu, K., Smuga-Otto, K., Tian, S., Stewart, R., Slukvin, II, and Thomson, J.A. (2009)
Human induced pluripotent stem cells free of vector and transgene sequences. Science
324:797-801.

Zeng, Y., Y1, R., and Cullen, B.R. (2003) MicroRNAs and small interfering RNAs can inhibit
mRNA expression by similar mechanisms. Proc Natl Acad Sci U S A 100:9779-9784.

Zhang, N., Liu, J., Ding, X., Aikhionbare, F., Jin, C., and Yao, X. (2007) FBXL5 interacts
with p150Glued and regulates its ubiquitination. Biochem Biophys Res Commun
359:34-39.

Zhao, L., Kim, Y., Dinh, T.T., and Chen, X. (2007) miR172 regulates stem cell fate and
defines the inner boundary of APETALA3 and PISTILLATA expression domain in
Arabidopsis floral meristems. Plant J 51:840-849.

Zovoilis, A., Smorag, L., Pantazi, A., and Engel, W. (2009) Members of the miR-290 cluster
modulate in vitro differentiation of mouse embryonic stem cells. Differentiation 78:69-
78.

80.



Mellékletek

M2 Publikacios jegyzék

Kiilfoldon kiadott tudomanyos folydiratok

Lichner, Zs., Silhavy, D., Burgyan, J. (2003): Double-stranded RNA-binding proteins could
suppress RNA interference-mediated antiviral defences. Journal of General Virology
84.975-80. IF: 3,260

Lichner Z, Pall E, Kerekes A, Péllinger E, Maraghechi P, Bésze Z, Gocza E. (2011): The
miR-290-295 cluster promotes pluripotency maintenance by regulating cell cycle phase

distribution in mouse embryonic stem cells. Differentiation, 81(1):11-24. IF: 3,311

Kongresszusi kiadvanyokban megjelent kozlemények angolul

Lichner, Zs., Péll, E., Bosze, Zs., Gocza, E. (2008): Investigation the role of stem cell specific
mmu-miR-290-295 cluster. First International Conference of Functional Annotation 1of
The Mammalian Genome, P18., p31. 2008.01.23-25., Rottach-Egern, Germany, poster,
abstract

Lichner Zs., Pall, E., Gocza, E. (2008): Investigation the role of stem cell specific mmu-miR-
290-295 cluster. Institute of Experimental Medicine of the Hungarian Academy of
Sciences, Stem cell mini-symposium, 2008.02.11. lecture

Pall, E., Lichner, Zs., Bontovics, B., Gocza, E. (2008): Differentiation of embryonic stem
cells: lessons from embryonic development. Lucrari stiingifice Zootehnie si
Biotehnologii, 41 (1), 130-137. ISSN 1221-5287

Vintila, R.D., Ilie, D., Gavriliuc, O., Gécza, E, Lichner, Zs., Vintila, C., Nichita, I., Cotulbea,
S., Tatu, C. (2008): Utricular epithelia in mice contains pluripotent stem cells Lucrari
stiintifice Zootehnie si Biotehnologii, 41(1), p174-180., abstract

Gocza, E., Lichner, Zs., Carstea, V.B., Dobo, K., Bontovics, B., Bdsze, Zs. (2008):
Examination of microRNA mmu-miR-290 expression level alteration in mouse
embryonic stem cells with increasing passages number. Transgenic Research 17/5
pp-1008-1009, poster, abstract IF: 2,809

Lichner, Zs., Pall, E., Bosze, Zs., Gocza, E. (2008): Overexpression of miR290-295 miRNA
cluster in mouse ES. Transgenic Research 17/5. p1014, poster, abstract IF: 2,809

Pall, E., Lichner, Zs., Groza, 1., G6cza, E. (2008): LIF: its implication in mouse embryonic

stem cells pluripotency. Bulletin of University of Agricultural Sciences and Veterinary

81.



Mellékletek

Medicine Cluj-Napoca, Veterinary Medicine, 65/1 pISSN-1843-5270, eI[SSN 1843-
5378. abstrakt

Lichner, Zs., Pall, E., Bosze, Zs., Gocza, E. (2008): Overexpression of miR290-295 miRNA
cluster in mouse ES. ESTOOLS Consortium Meeting, p20., Magyar Ossejt konferencia,
Budapest, Hungary, 2008.05.05, poster, lecture, abstract

Gocza, E., Lichner, Zs., Pall, E., Pallinger E., P. Maraghechi, Bontovics, B., Bdsze, Zs.,
(2009): Function of miR-290-295 micro RNA cluster in mouse embryonic stem cell
self-renewal. ISSCR 7th Annual Meeting, p121, 757, Barcelona, Spain, July 8-11, 2009,
poster, abstract

Maraghechi, P., Lichner, Zs., Hiripi, L., Lemos, A.P.C., Bésze, Zs. Gocza, E. (2009): On the
role of LIF and bFGF in rabbit ESC line derivation, characterization of pluripotency
marker expression in rabbit ESC lines. The 3rd International Meeting on Rabbit
Biotechnology. Xian, China, June 4-5., 2009. poster, abstract, Worl Rabbit Sci. 16
(239), IF: 0,453

Gocza, E., Maraghechi, P., Lichner, Zs., Hiripi, L., Lemos, A.P.C., Bdsze, Zs. (2009):
Examination of the influence LIF and bFGF on the efficiency of rabbit ESC line
derivation. Regenerative Medicine, 4(6) Suppl. 2. S183-184., World Conference on
Regenerative Medicine, Leipzig, Germany, October 29-31., 2009., abstract, poster, IF:
2,929

Maraghechi, P., Lichner, Zs., Hiripi, L., Lemos, A.P.C., Bésze, Zs., Gocza, E. (2010):
Investigation of the effect of LIF and bFGF on rabbit ESC pluripotency and derivation
efficiency. Transgenic Research 19(2) p341, poster, abstract IF: 2,467

Maraghechi, P., Lichner, Zs., Bdsze, Zs., Gocza, E. (2010) Identification of embryonic stem

cell- specific microRNAs. Non-Coding Genom conf. Heidelberg, abstract, poster

Kongresszusi kiadvanyokban megjelent kozlemények magyarul

Gocza E., Lichner Zs. (2007): Embrionalis 8ssejtek sokszinii vilaga. Fokuszban az Ossejt-
kutatas, Art Hotel, Budapest, 2007.03.29.

Dob6 K., Carstea V.B., Stanca C., Lichner Zs.(2007): Egér embrionalis Ossejtek ivarsejt
kiméra alkotd képességének vizsgalata. VII. Magyar Genetikai Kongresszus / XIV.
Sejt- és Fejlodésbiologiai Napok, P034, p110, Balatonfiired, 2007.04.15-17., poszter

Lichner Zs., Pall, E., Bésze, Zs., Gocza, E. (2007): Szivizom-specifikus miRNS vizsgalata in
vitro. VII. Magyar Genetikai Kongresszus / XIV. Sejt- és Fejlddésbiologiai Napok,
P070, pp. 141-142, Balatonfiired, 2007.04.15-17., poszter

Lichner Zs., Pall, E., Bésze, Zs., Gocza, E. (2007): Szivizom-specifikus miRNS vizsgalata in

82.



Mellékletek

vitro. SZIE, Allattenyésztés-tudoméanyi Doktori Iskola, III. forum, p28. Godolls,
eldadas

Gocza, E., Lichner, Zs., Pall. E., Bontovics, B., Bésze, Zs. (2008): Embrionalis eredetii
Ossejt-vonalak  szerepe a  differencidlodas  sordn  lejatsz6dd  folyamatok
mechanizmusainak tanulményozésaban. ,RNS Orszaggytlés, Visegrad”, pp. 5-8.,
2008.04.03-04., absztrakt,

Gocza E., Lichner Zs., Pall E., Bontovics B., Maraghechi, P., Bdsze Zs. (2008): A
differencialodés soran lejatsz6dd folyamatok mechanizmusdnak tanulmanyozéasa egér
embrionalis eredetli Ossejtek felhasznalasaval. Charles River Laboratories, Partner
talalkoz6, Godollo, 2008. 11.12., absztrakt

Gocza E., Lichner Zs., Pall E., Bontovics B., Maraghechi, P., Bosze Zs. (2008): A miR290-
295 6ssejt specifikus mikro RNS-ek, illetve Ossejt specifikus transzkripcids faktorok
expresszios mintdzatanak vizsgalata egér embrionalis 6ssejt vonalakban. MBK Napok
p8., G6dollo, 2008.11.17-18., absztrakt

Bontovics B., Lichner Zs., Pall E, Carstea V.B., Maraghechi P., Bésze Zs., Gocza E. (2009):
A miR-290-295 0dssejt specifikus mikro RNS-ek, illetve Ossejt specifikus transzkripcios
faktorok expresszios mintazatanak vizsgalata egér embrionalis ¢ssejt vonalakban. VIII.
Magyar Genetikai Kongresszus, XV. Sejt- és Fejlodésbiologiai Napok, Nyiregyhaza,
p135, PS06, 2009.04.17-19., absztrakt, poszter

Lichner Zs., Pall E., Bsze Zs., Pallinger E., P. Maraghechi, Gocza E (2009): Az mmu-miR-
290-295 6ssejt specifikus mikroRNS klaszter funkcionalis analizise egér embrionalis
Ossejt vonalakban. VIII. Magyar Genetikai Kongresszus, XV. Sejt- és Fejlodésbiologiai
Napok, Nyiregyhaza, p136, PS07, 2009.04.17-19., absztrakt, poszter

Lichner, Zs., Pall. E., Bontovics, B., Pallinger E., P. Maraghechi, Bdsze, Zs., Gocza,
E.(2009): Az mmu-miR-290-295 mikro RNS klaszter szerepe az egér embrionalis
Ossejtek sejtciklusdnak szabalyozdsaban ,,Consilium Silvanus, Pone Navata” Visegrad,

pp- 23-28., 2009.06.18-19., absztrakt

83.



Mellékletek

Koszonetnyilvanitas

A dolgozat elkészitéséhez sziikséges kisérleteket a Mezdgazdasagi Biotechnologiai
Kutatokozpontban végeztem. Koszondm Dr. Nagy Ferencnek és Dr. Kiss Gyorgy Botondnak
az MBK volt és jelenlegi foigazgatoinak, hogy lehetdvé tették a dolgozat elkészitését.
Koszonettel tartozom témavezetOmnek Dr Gocza Elennek és Dr. Bdsze Zsuzsannanak a

hosszura nytlt munkam sordn nytjtott folyamatos és nélkiilozhetetlen segitségiikért.

Halaval tartozom Dr. Hiripi Lészlonak, Dr. Baranyi Marianak, Dr. Bodrogi Lillanak, Dr.
Bender Baldzsnak, Dr. Ana Paula Catunda Lemosnak, Dr. Pall Emodkének, Dr. Pallinger
Evénak, Dr Révay Balazsnak, Gréfné Marikénak, Kerekes Andrednak, Bontovics Babettnek,
Pouneh Maraghechinek és az egész Genetikai Modositds Program csoportnak a kisérletekben
nyujtott segitségiikért.

Munkam anyagi fedezetét a OM-00367/2004, OMFB-00368/2008 és ETT 405/2006, ANR-
NKTH-Plurabit, 2009 palyazatok biztositottak.

84.



Mellékletek

Kiegeszito abrak
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az egér genomban. A klaszterhez legkézelebbi fehérje kodolo gén az Nripl2. Az dbra kozépsé részén a sziirke
téglalapok az ismétlédo szekvenciakat (duplikaciokat) mutatjak egér és human klaszter dsszehasonlitasakor. Az
alsoé panel az egér klaszter onmagaval valo ésszehasonlitasa. Az dabra a duplikacios esemény eredményét
mutatja.
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2. Kiegészité abra
Az abra az egér miR-290-295 klaszter és a human miR-371-373 klaszter miRNS prekurzorainak masodlagos
szerkezetét mutatja.
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3.Kiegészito abra
Kiilonboz6  emlosallatok miR-290-295 klaszter ortolog szekvencidinak 6sszehasonlitasa MultiPipMaker
programmal. A sziirke téglalap a konzervalt miR-290 szekvenciat mutatja.
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4.Kiegészité abra
Luciferaz esszéhez hasznalt konstrukciok sematikus abrdja.
Az abran lathato konstrukciok a Renilla reniformis luciferdzt, mint riporter gént kodoljak. Kozvetleniil a
antiszensz iranyban. Azokat a konstrukciokat, amik anstiszensz iranyban tartalmazzak a miRNS felismerd
helyet, kontrollként hasznaltuk, a miRNS-target kétés specifitasanak igazoldsara.
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