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1. ELOZMENYEK

A mikroRNS (miRNS) utvonalrol kimutattdk, hogy névényekben és allatokban egyarant részt
vesz az Ossejtek pluripotencidjanak fenntartdsdban. Szamos probalkozéas tortént embriondlis
dssejt (ES sejt) specifikus miRNS-ek azonositidsara, amely lehetové tette, hogy valaszt talaljunk
arra, mi lehet a miRNS utvonal szerepe az emlds embrionalis 6ssejtekben (ES sejtek) és a
differencialodas kezdeti szakaszdban. A pluripotens ES sejtek két legfontosabb ismertetdjele,
hogy korlatlan szamu osztddasra képesek, €s hogy a feln6tt allat valamennyi sejtje kialakulhat
beldliik. Az embriobdl izolalt sejtekbdl szarmazod pluripotens Ossejtek in vitro korlatlan ideig
fenntarthatok, és megorzik pluripotens tulajdonsagukat.

Az egér ES sejtekben kimutathaté, hogy a miRNS-ek nagy része hat genomi lokuszrol
szarmazik. Ezek koz¢é tartoznak az ES sejtek legnagyobb mennyiségben eléfordulé miRNS-ei,
melyek a miR-290-295 klaszterrdl keletkeznek. Ennek a miRNS klaszternek a tagjai ugyanabba
a csaladba tartoznak, tehat ugyanazzal a kozponti felismerd szekvenciaval rendelkeznek
(AAAGUGC). Megallapitottdk, hogy a miR-290-295 miRNS-ek az Ossejtek funkciondlisan
domindans miRNS-ei. A miR-290-295 klaszter méhlepényes emldsokben fordul eld. Az egér
genomban hét, egymas melletti prekurzorrdl keletkeznek. A pre-miRNS-eket egy 3.2 kb hosszt
elsédleges transzkriptum kodolja. A klaszter konzervalt emberben, egérben, patkanyban,
csimpanzban, kutya €s szarvasmarha genomban, de nagy foku variabilitast mutat. A klaszter az
embrionalis fejléddés soran mar a kettd-négy sejtes atmenetkor kifejezddik, €és ezzel az elsd és
legnagyobb mennyiségben eléforduld a korai embriondlis miRNS-ek k6zot. A miRNS tvonal
részletes funkciondlis elemzése ellenére csak nagyon kevés tanulmany foglalkozik az egyes

miRNS-ek ES sejtekben betoltott szerepével.



2. AZ ERTEKZES CELKITUZESEI

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

. Milyen hatdssal van a miR-290-295 klaszter az egér embrionalis Ossejtek morfologiai és
novekedés beli tulajdonsagaira?

. Milyen transzkripcids 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 szabdlyzasaval a miR-290-295
klaszter kifejti hatasat az egér ES sejtekben?

. Hatéssal van-e miR-290-295 klaszter az egér ES sejtek differencidlodasi képességére?

3. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

A miR-290-295 klaszter kialakuldsa

Az egér miR-290-295 klaszter hét prekurzort tartalmaz az Nlrpl2 gén szomszédsagaban, ezek
sorrendben: miR-290, miR-291a, miR-292, miR-291b, miR-293, miR-294 és miR-295. A human
klaszter pozicioja hasonld, de a klaszter rovidebb, csak harom tagbol all, ezek: miR-371, miR-
372 és miR-373 (miR-371-373 klaszter). A szekvenciat a Tandem Repeat Finder szoftver
segitségével analizaltuk, valamint 6nmagéval is 0sszehasonlitottuk. A duplikalt régid elsé része
tartalmazza a miR-290, miR-291a, miR-291b és miR-292 prekurzorokat, mig az ismétlédés
masodik szakaszar6l miR-293, miR-294 ¢és miR-295 keletkezik. Harom kilonbozo
szekvenciaelemzd program 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. Osszegezve az ismétlédé elemek és a
szekvenciaelemzés eredményeit, valoszinilileg miR-290 és/vagy miR-291a lehet a miR-290-295
klaszter legdsibb tagja. A miR-290-291a duplikécidjaval johetett létre miR-292 és miR-291b,
majd ez a négy miRNS részlegesen megkettdzddott, €s 1étrehozta a miR-290-295 klasztert a mai

ismert formaban. Az egér miR-290-295 klaszter homoldgjai emberben két, egymashoz kozeli



régioban lokalizalodnak: ezek koziil az egyik a mar ismert homoldég miR-371-373 klaszter, a

masik pedig az alacsonyabb szintli egyezést mutato miR-512 klaszter.

A miR-290-295 klaszter befolydsolja az egér embriondlis dssejtek kolonia képzési képességét és
proliferaciojat.

A miR-290-295 klaszter miRNS koédold részét klonoztuk, €és a teljes miRNS klasztert
konstitutivan és stabilan taltermeld egér ES sejtvonalakat hoztunk létre (#1, #2 és #3). A
kivalasztott #1, #2 és #3 ES vonalakban a miR-290 expresszié 1,71- 1,93- és 2,37-szeres
novekedését mértiik a kontroll (iires vektorral és PBS-el transzfektalt) ES sejtekkel
Osszehasonlitva. #2 és #3 ES vonalak kolonia formalasi képessége nem mutatott eltérést a
kontroll A és B vonalakkal 6sszehasonlitva, ha a sejteket a szokasos, 15% FBS-el (magzati borju
sav0) és LIF-el (leukemia inhibitor faktor) kiegészitett tdpoldatban tenyésztettiik, amit a sejtek
magas endogén miR-290-295 szintjével magyardzhatunk. LIF hidnyaban az #1, #2 es #3
sejtvonalak atlagosan 15,3 17,4 ¢és 34,5 szamu koloniat képeztek 100 darab sejt kitiltetésekor.
Ezek az értékek magasabbak a vektorl és vektor 2 kontroll vonalak kolonia szdmanak atlaganal
(10,6). Hasonloképpen, #2 es #3 transzgénikus vonalak tobb koloniat képeztek a szérumszint
2%-ra valo csokkentésekor, azonban magas szérum szint mellett nem figyelhetd meg kiillonbség
a transzgenikus ¢€s kontroll ES sejtek kozott.

A szérumszint 2%-ra vald csokkentésekor az A és B ES sejtvonalak proliferacidja is alacsonyabb

mértéki volt (1,1 és 1,07) mint a miR-290-295 taltermeld #2 és #3 ES vonalaké (1,54 és 1, 39).

miR-290-295 miRNS-ek gatoljak a korai differencidacios markereket mRNS és fehérje szinten.

A Tagman® Low-density Array (TLDA, Applied Biosystems) egyik kereskedelmi forgalomban
1évo valtozata (egér *Stem Cell Pluripotency Panel’) 90 pluripotencia és korai differenciacios
faktor valamint 6 belsé kontroll gén mRNS expresszidjat méri tagman alapi qPCR eljarassal. Ez
a technika alkalmas arra, hogy megkozelitd képet kapjunk arrdl, hogyan hat a vizsgalt miRNS
klaszter taltermelése az Ossejtek transzkriptomjara. Az eredmények alapjan a kartyan talalhato
géneket két fO csoportba osztottuk. Az elsé kategodridba tartozd 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 sejtvonalakban. Ebbe a csoportba foként a korai

elkotelezédésre jellemz6 gének tartoznak: Actcl, FoxA2, Desmin, Fgf5 (endoderma



differencidlodas), Brachyury (T), Fltl (mezoderma differencidlodas), Gal, Noggin, Nestin
(neuroektoderma, neurdlis progenitorok) valamint Cdx2, Eomes €és Geml(trofoblaszt markerek).
A masodik csoportba soroltuk azokat a géneket, amelyeknek a kifejez6dése nem szignifikansan
emelkedett, vagy nem valtozott miR-290-295 tultermelés hatasara. Ide foként dssejt-specifikus
gének tartoznak: Pou5fl, Sox2 ¢és Fgf4, FoxD3, Lin28, Cd9, Utfl, Z{p42 és Lifr. A Brachyury

expresszio eltérését fehérje szintjen immunfestéssel igazoltuk.

A miR-290-295 klaszter tobb pontos is szabdlyozza az egér ES sejtek sejtciklusat.

Abbol a célbol, hogy megallapitsuk, a miR-290-295 klaszter részt vesz-e a sejtciklus
szabalyozasaban, propidium-jodidos festéssel megmértiik a sejtciklus fazisok aranyat a miR-290-
295 tultermeld ES vonalakban (#1, #2 és #3) valamint a kontroll ES vonalakban (vektorl, és A).
A szérumszint csokkentésekor 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 fazisban, ami 6sszhangban
all a DGCRS8 mutéans ES sejtek sejtciklus valtozasainak adataival. Az eredmények alapjan miR-
290-295 tobb ponton is befolyasolja a sejtciklust. A GI-S ellen6rzési pont gatlasa mellett

eldsegitheti a G2-M atmenetet, ezaltal felgyorsitja a sejtciklust és ezzel egyiitt a sejtosztddast.

Fbxl5 és Weel transzkriptumok a miR-290-295 klaszter potencidlis targetei.

A miR-290-295 miRNS-ek kozvetlen cél mRNS-einek meghatdrozasara a PicTar, TargetScan és
miRBase programokat hasznaltuk. In silico olyan célszekvencidkat kerestiink a 3’UTR régioban,
melyek konzervaltak a patkdny, egér és human mRNS-eken. Két sejtciklus szabalyzd gént
(FbxI5-6t és Weel) ¢€s egy transzlacios elongéacids faktort valasztottuk annak ellendrzésére, hogy
miR-290-295 klaszter kozvetleniil hat e a 3> UTR régidjukon. FBXLS5 kdlcsonhat a dinaktin-1
fehérjével és az ubiquitinacion keresztiil szabalyozza annak visszaforgasat. A centroszomalis
dinaktin megfeleld egyensulya sziikséges a G1-S tranzicidhoz. A Weel kinaz a G2-M ellendrzési
(Promega) riporter vektorba klonoztuk, kozvetleniil a Renilla reniformis luciferdz enzim) fehérje
kodolo részeétdl 3° iranyba. Dual-Luciferase Assay Kit (Promega) segitségével meghataroztuk a
Renilla luciferaz relativ aktivitdsat (Renilla/Photinus aktivitas hanyadosa). A fibroblaszt sejtek
nem termelik a miR-290-295 klasztert, ezért a fibroblasztban mért relativ Renilla luciferaz

aktivitast 1,0-nek valasztottuk. Eeflb2 3'UTR nem viselkedett targetként in vitro. Ugyanakkor a



"B’ ES sejtekben Fbx15 3° UTR-t tartalmazé konstrukcid hasznalatakor a relativ Renilla aktivitas
a fibroblasztban mért érték tizedére csokkent. A relativ Renilla aktivitds tovabbi csokkenését
tapasztaltuk (0,03) amikor a konstrukciokat a miR-290-295 taltermelé #2 ES vonalba
transzfektaltuk. RL-Weel vektor alkalmazasakor a relativ Renilla luciferaz aktivitas értéke 0,39
B ES sejtekben és 0,11 a #2 transzgenikus ES sejtvonalban. Ellendriztiikk a luciferaz relativ
expressziojat mRNS szinten a fibroblaszt, kontroll B’ és a #2 sejtekben PL és hRL-TK vagy
RL-Fbxl15 illetve RL-Weel konstrukciok kotranszfektalasat kovetden. Kvantitativ valos ideji
RT-PCR-el nem mutathatd ki a riporter konstrukciordl keletkezd luciferaz mRNS
expressziojanak csokkenése, ami azt jelzi, hogy a fehérje-aktivitas csokkenés valosziniileg
transzlaciés gatlas eredménye. Amikor a prediktalt targetek 3’UTR-ét reverz formaban
tartalmazo riporter konstrukciokkal transzfektaltuk a sejteket, nem csokkent a relativ Renilla
luciferaz aktivitas. Ez a miR-290-295 miRNS-ek ¢és a targetek specifikus kdlcsonhatasara utal.
Végiil fehérje szinten immunhisztokémiaval ¢€s Western blot analizissel igazoltuk az Fbxl5

fehérje mennyiségének csokkenését a miR-290-295 taltermel6 ES klonokban.

rrrrrr

azt megakaddlyozni.

Kovetkezd kérdésiink az volt, hogy elegendd e a miR-290-295 klaszter folyamatos termelése
ahhoz, hogy az ES sejtek megorizzék pluripotens tulajdonsdgaikat kiilonb6z6 differenciacios
koriilmények kozott. Haromféle modon kezeltiik a sejteket. Eloszor az ES sejteket hosszabb
ideig zselatinon tartottuk, ami (fibroblaszt sejtek hianyaban) kedvezdtlen a pluripotens sejteknek,
majd megmértiik a sejtvonalak miR-290 expressziojat. A #2 és #3 ES sejtvonalak miR-290
szintje 5-sz0r 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. qRT-PCR
analizis er0sebb relativ Oct4 expressziot mutatott a #2 és a #3 ES sejtvonalakban a B kontroll
sejtvonalhoz képest. Hasonloképpen alakultak a Nanog és a Zfp42 mRNS expresszios mérésének
eredményei. Ugyanakkor, Kdr1 korai differencialodasi marker kifejezddése alacsonyabb a miR-
290-295 taltermeld ES sejtvonalakban.

Masodik 1épésként Osszevetettiik, hogy a transzgenikus és a kontroll ES sejtvonalak hogyan
reagalnak a hosszabb idejii szérum megvonasra. A sejtvonalakat koldnia képzését AP festéssel

kovettiik nyomon. 15% FCS-el kiegészitett tapoldatban a kontroll B ES sejtkoloniak elveszitették



kerek, kompakt morfologidjukat, mig a miR-290-295 klasztert til expresszalld #2 és #3 kolonidk
tovabbra is az embrionalis Ossejtekre jellemzd tipikus morfologiat mutattak. alacsony
szérumkoncentracido mellett tenyésztettiik, 6t nap elteltével a transzgenikus és a kontroll ES
sejtek egyarant nagy mértékii differencidlodast mutattak, ami azt jelzi, hogy a miR-290-295
klaszter ilyen kis mértéki tal expresszaltatisa nem elegendd a differencidlodas gatlasdhoz.

A miR-290-295 taltermelés differencidlodasra vald hatasat egy adott iranyba valo elkotelez6dés
(neuroektodermalis differenciacio) soran is megvizsgaltuk. A differencialtatas 6todik napjan a #2
¢s a #3 ES sejtvonal Oct4 expresszioja magasabb volt mint a kontroll B sejtvonalé. A kordbbi
eredményekkel 0Osszhangban miR-290-295 taltermeltetése az Oct4 kisebb mértéki
vesztes€égeéhez, a pluripotencia jobb megoérzéséhez vezetett. Ugyanakkor a retinsavas kezelés
kilencedik napjan az Oct4 nagyon gyenge expressziojat mértiik mindhdrom ES sejtvonalban.
Osszefoglalva a kisérleti eredményeket, elmondhatjuk, hogy a miR-290-295 klasztert kodold
genomi régid ismétlddé elemekbdl all, eldsegiti az embrionalis Ossejtek pluripotencidjanak

megorzeését, €s ezt a tulajdonsagat valdsziniileg a sejtciklus szabalyozasan keresztiil érvényesiti.



4.UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

miR-290-295 Kklaszter tilexpresszaltatasa csokkenti a sejtek LIF megvonasra és
szérum megvonasra adott valaszat:

a.  Segiti az ES koldnia képzési képesség és magas proliferacids készség fenntartasat.

b.  Gatolja a korai differencialodasi markerek megjelenését, igy a brachyury fehérje
c. Részt vesz a pluripotens embriondlis Jssejtekre jellemzd sejtciklus profil

megtartasaban.

miR-290-295 klaszter egyik valdészinii kozvetlen targetje az FbxI5.
miR-290-295 klaszter késlelteti az egér ES sejtek RA indukalta neuralis és random

iranyu differencialodasat, de nem képes meggatolni a differencialodast
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