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1. ELŐZMÉNYEK 

 

 

A mikroRNS (miRNS) útvonalról kimutatták, hogy növényekben és állatokban egyaránt részt 

vesz az őssejtek pluripotenciájának fenntartásában. Számos próbálkozás történt embrionális 

őssejt (ES sejt) specifikus miRNS-ek azonosítására, amely lehetővé tette, hogy választ találjunk 

arra, mi lehet a miRNS útvonal szerepe az emlős embrionális őssejtekben (ES sejtek) és a 

differenciálódás kezdeti szakaszában. A pluripotens ES sejtek  két legfontosabb ismertetőjele, 

hogy korlátlan számú osztódásra képesek, és hogy a felnőtt állat valamennyi sejtje kialakulhat 

belőlük. Az embrióból izolált sejtekből származó pluripotens őssejtek in vitro korlátlan ideig 

fenntarthatók, és megőrzik pluripotens tulajdonságukat. 

Az egér ES sejtekben kimutatható, hogy a miRNS-ek nagy része hat genomi lókuszról 

származik. Ezek közé tartoznak az ES sejtek legnagyobb mennyiségben előforduló miRNS-ei, 

melyek a miR-290-295 klaszterről keletkeznek. Ennek a miRNS klaszternek a tagjai ugyanabba 

a családba tartoznak, tehát ugyanazzal a központi felismerő szekvenciával rendelkeznek 

(AAAGUGC). Megállapították, hogy a miR-290-295 miRNS-ek az őssejtek funkcionálisan 

domináns miRNS-ei. A miR-290-295 klaszter méhlepényes emlősökben fordul elő. Az egér 

genomban hét, egymás melletti prekurzorról keletkeznek. A pre-miRNS-eket egy 3.2 kb hosszú 

elsődleges transzkriptum kódolja. A klaszter konzervált emberben, egérben, patkányban, 

csimpánzban, kutya és szarvasmarha genomban, de nagy fokú variabilitást mutat. A klaszter az 

embrionális fejlődés során már a kettő-négy sejtes átmenetkor kifejeződik, és ezzel az első és 

legnagyobb mennyiségben előforduló a korai embrionális miRNS-ek közöt. A miRNS úvonal 

részletes funkcionális elemzése ellenére csak nagyon kevés tanulmány foglalkozik az egyes 

miRNS-ek ES sejtekben betöltött szerepével. 
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2. AZ ÉRTEKZÉS CÉLKITŰZÉSEI 

 

 

1. Hogyan jöhetett létre a miR-290-295 klaszter? 

2. Milyen hatással van a miR-290-295 klaszter az egér embrionális őssejtek morfológiai és 

növekedés beli tulajdonságaira? 

3. Milyen transzkripciós változások állhatnak a megváltozott őssejt tulajdonságok hátterében, ha 

túltermeltetjük a miR-209-295 klasztert egér ES sejtekben? 

4. Megnevezhető-e egy fő biológiai mechanizmus, aminek a szabályzásával a miR-290-295 

klaszter kifejti hatását az egér ES sejtekben? 

5. Hatással van-e miR-290-295 klaszter az egér ES sejtek differenciálódási képességére? 

 

 

3. EREDMÉNYEK ÉS KÖVETKEZTETÉSEK 

 

A miR-290-295 klaszter kialakulása 

Az egér miR-290-295 klaszter hét prekurzort tartalmaz az Nlrp12 gén szomszédságában, ezek 

sorrendben: miR-290, miR-291a, miR-292, miR-291b, miR-293, miR-294 és miR-295. A humán 

klaszter pozíciója hasonló, de a klaszter rövidebb, csak három tagból áll, ezek: miR-371, miR-

372 és miR-373 (miR-371-373 klaszter). A szekvenciát a Tandem Repeat Finder szoftver 

segítségével analizáltuk, valamint önmagával is összehasonlítottuk. A duplikált régió első része 

tartalmazza a miR-290, miR-291a, miR-291b és miR-292 prekurzorokat, míg az ismétlődés 

második szakaszáról miR-293, miR-294 és miR-295 keletkezik. Három különböző 

szekvenciaelemző program két, egymáshoz nagyon hasonló csoportot különített el a klaszteren 

belül. Az egyik csoportba a miR-290, a miR-292, a miR-293, a miR-295, a másik csoportba a 

mir-291a, a miR-291b, a miR-294 tartozik. Összegezve az ismétlődő elemek és a 

szekvenciaelemzés eredményeit, valószínűleg miR-290 és/vagy miR-291a lehet a miR-290-295 

klaszter legősibb tagja. A miR-290-291a duplikációjával jöhetett létre miR-292 és miR-291b, 

majd ez a négy miRNS részlegesen megkettőződött, és létrehozta a miR-290-295 klasztert a mai 

ismert formában. Az egér miR-290-295 klaszter homológjai emberben két, egymáshoz közeli 
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régióban lokalizálódnak: ezek közül az egyik a már ismert homológ miR-371-373 klaszter, a 

másik pedig az alacsonyabb szintű egyezést mutató miR-512 klaszter. 

 

A miR-290-295 klaszter befolyásolja az egér embrionális őssejtek kolónia képzési képességét és 

proliferációját. 

A miR-290-295 klaszter miRNS kódoló részét klónoztuk, és a teljes miRNS klasztert 

konstitutivan és stabilan túltermelő egér ES sejtvonalakat hoztunk létre (#1, #2 és #3). A 

kiválasztott #1, #2 és #3 ES vonalakban a miR-290 expresszió 1,71- 1,93- és 2,37-szeres 

növekedését mértük a kontroll (üres vektorral és PBS-el transzfektált) ES sejtekkel 

összehasonlítva. #2 és #3 ES vonalak kolónia formálási képessége nem mutatott eltérést a 

kontroll A és B vonalakkal összehasonlítva, ha a sejteket a szokásos, 15% FBS-el (magzati borjú 

savó) és LIF-el (leukemia inhibitor faktor) kiegészített tápoldatban tenyésztettük, amit a sejtek 

magas endogén miR-290-295 szintjével magyarázhatunk. LIF hiányában az #1, #2 es #3 

sejtvonalak átlagosan 15,3 17,4 és 34,5 számú kolóniát képeztek 100 darab sejt kiültetésekor. 

Ezek az értékek magasabbak a vektor1 és vektor 2 kontroll vonalak kolónia számának átlagánál 

(10,6). Hasonlóképpen, #2 es #3 transzgénikus vonalak több kolóniát képeztek a szérumszint 

2%-ra való csökkentésekor, azonban magas szérum szint mellett nem figyelhető meg különbség 

a transzgenikus és kontroll ES sejtek között. 

A szérumszint 2%-ra való csökkentésekor az A és B ES sejtvonalak proliferációja is alacsonyabb 

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

 
miR-290-295 miRNS-ek gátolják a korai differenciációs markereket mRNS és fehérje szinten. 

A Taqman® Low-density Array (TLDA, Applied Biosystems) egyik kereskedelmi forgalomban 

lévő változata (egér ’Stem Cell Pluripotency Panel’) 90 pluripotencia és korai differenciációs 

faktor valamint 6 belső kontroll gén mRNS expresszióját méri taqman alapú qPCR eljárással. Ez 

a technika alkalmas arra, hogy  megközelítő képet kapjunk arról, hogyan hat a vizsgált miRNS 

klaszter túltermelése az őssejtek transzkriptomjára. Az eredmények alapján a kártyán található 

géneket két fő csoportba osztottuk. Az első kategóriába tartozó gének magas kifejeződést 

mutattak a kontrollként használt A, B és C ES vonalakban, míg expressziójuk jelentősen 

csökkent a miR-209-295 túltermelő #2 és #3 ES sejtvonalakban. Ebbe a csoportba főként a korai 

elköteleződésre jellemző gének tartoznak: Actc1, FoxA2, Desmin, Fgf5 (endoderma 
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differenciálódás), Brachyury (T), Flt1 (mezoderma differenciálódás), Gal, Noggin, Nestin 

(neuroektoderma, neurális progenitorok) valamint Cdx2, Eomes és Gcm1(trofoblaszt markerek). 

A második csoportba soroltuk azokat a géneket, amelyeknek a kifejeződése nem szignifikánsan 

emelkedett, vagy nem változott  miR-290-295 túltermelés hatására. Ide főként őssejt-specifikus 

gének tartoznak: Pou5f1, Sox2 és Fgf4, FoxD3, Lin28, Cd9, Utf1, Zfp42 és Lifr. A Brachyury 

expresszió eltérését fehérje szintjen immunfestéssel igazoltuk. 
 

A miR-290-295 klaszter több pontos is szabályozza az egér ES sejtek sejtciklusát. 

Abból a célból, hogy megállapítsuk, a miR-290-295 klaszter részt vesz-e a sejtciklus 

szabályozásában, propidium-jodidos festéssel megmértük a sejtciklus fázisok arányát a miR-290-

295 túltermelő ES vonalakban (#1, #2 és #3) valamint a kontroll ES vonalakban (vektor1, és A). 

A szérumszint csökkentésekor a #3 ES vonal 8%-os növekedést mutatott a DNS szintézis (S) 

fázisban, 5% csökkenést a G0/G1 fázisban és 4% csökkenést a G2/M fázisban, ami összhangban 

áll a DGCR8 mutáns ES sejtek sejtciklus változásainak adataival. Az eredmények alapján miR-

290-295 több ponton is befolyásolja a sejtciklust. A G1-S ellenőrzési pont gátlása mellett 

elősegítheti a G2-M átmenetet, ezáltal felgyorsítja a sejtciklust és ezzel együtt a sejtosztódást. 

 

Fbxl5 és Wee1 transzkriptumok a miR-290-295 klaszter potenciális targetei. 

A miR-290-295 miRNS-ek közvetlen cél mRNS-einek meghatározására a PicTar, TargetScan és 

miRBase programokat használtuk. In silico olyan célszekvenciákat kerestünk a 3’UTR régióban, 

melyek konzerváltak a patkány, egér és humán mRNS-eken. Két sejtciklus szabályzó gént 

(Fbxl5-öt és Wee1) és egy transzlációs elongációs faktort választottuk annak ellenőrzésére, hogy 

miR-290-295 klaszter közvetlenül hat e a 3’ UTR régiójukon. FBXL5 kölcsönhat a dinaktin-1 

fehérjével és az ubiquitináción keresztül szabályozza annak visszaforgását. A centroszómális 

dinaktin megfelelő egyensúlya szükséges a G1-S tranzícióhoz. A Wee1 kináz a G2-M ellenőrzési 

pont jól ismert szabályozója. A prediktált target mRNS-ek teljes 3’UTR régióját a phRL-TK 

(Promega) riporter vektorba klónoztuk, közvetlenül a Renilla reniformis luciferáz enzim) fehérje 

kódoló részétől 3’ irányba. Dual-Luciferase Assay Kit (Promega) segítségével meghatároztuk a 

Renilla luciferáz relatív aktivitását (Renilla/Photinus aktivitás hányadosa). A fibroblaszt sejtek 

nem termelik a miR-290-295 klasztert, ezért a fibroblasztban mért relatív Renilla luciferáz 

aktivitást 1,0-nek választottuk. Eef1b2 3´UTR nem viselkedett targetként in vitro. Ugyanakkor a 
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’B’ ES sejtekben Fbxl5 3’ UTR-t tartalmazó konstrukció használatakor a relatív Renilla aktivitás 

a fibroblasztban mért érték tizedére csökkent.  A relatív Renilla aktivitás további csökkenését 

tapasztaltuk (0,03) amikor a konstrukciókat a miR-290-295 túltermelő #2 ES vonalba 

transzfektáltuk. RL-Wee1 vektor alkalmazásakor a relatív Renilla luciferáz aktivitás értéke 0,39 

B ES sejtekben és 0,11 a #2 transzgenikus ES sejtvonalban. Ellenőriztük a luciferáz relatív 

expresszióját mRNS szinten a fibroblaszt, kontroll ’B’ és a #2 sejtekben PL és hRL-TK vagy 

RL-Fbxl5 illetve RL-Wee1 konstrukciók kotranszfektálását követően. Kvantitatív valós idejű 

RT-PCR-el nem mutatható ki a riporter konstrukcióról keletkező luciferáz mRNS 

expressziójának csökkenése, ami azt jelzi, hogy a fehérje-aktivitás csökkenés valószínűleg 

transzlációs gátlás eredménye. Amikor a prediktált targetek 3’UTR-ét reverz formában 

tartalmazó riporter konstrukciókkal transzfektáltuk a sejteket, nem csökkent a relatív Renilla 

luciferáz aktivitás. Ez a miR-290-295 miRNS-ek és a targetek specifikus kölcsönhatására utal. 

Végül fehérje szinten immunhisztokémiával  és Western blot analizissel igazoltuk az Fbxl5 

fehérje mennyiségének csökkenését a miR-290-295 túltermelő ES klónokban. 

 

A miR-290-295 klaszter késlelteti az egér emrbionális őssejtek differenciációját, de nem képes 

azt megakadályozni. 

Következő kérdésünk az volt, hogy elegendő e a miR-290-295 klaszter folyamatos termelése 

ahhoz, hogy az ES sejtek megőrizzék pluripotens tulajdonságaikat különböző differenciációs 

körülmények között. Háromféle módon kezeltük a sejteket. Először az ES sejteket hosszabb 

ideig zselatinon tartottuk, ami (fibroblaszt sejtek hiányában) kedvezőtlen a pluripotens sejteknek, 

majd megmértük a sejtvonalak miR-290 expresszióját.  A #2 és #3 ES sejtvonalak miR-290 

szintje 5-ször illetve 4,9-szer magasabb volt, mint a  kontroll B sejtvonalé. A miR-294 2,4 illetve 

2-szeres emelkedést mutatott, míg miR-295 szintben nem tapasztaltunk különbséget. qRT-PCR 

analízis erősebb relatív Oct4 expressziót mutatott a #2 és a  #3 ES sejtvonalakban a B kontroll 

sejtvonalhoz képest. Hasonlóképpen alakultak a Nanog és a Zfp42 mRNS expressziós mérésének 

eredményei. Ugyanakkor, Kdr1 korai differenciálódási marker kifejeződése alacsonyabb a miR-

290-295 túltermelő ES sejtvonalakban. 

Második lépésként összevetettük, hogy a transzgenikus és a  kontroll ES sejtvonalak hogyan 

reagálnak a hosszabb idejű szérum megvonásra. A sejtvonalakat kolónia képzését AP festéssel  

követtük nyomon. 15% FCS-el kiegészített tápoldatban a kontroll B ES sejtkolóniák elveszítették 
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kerek, kompakt morfológiájukat, míg a miR-290-295 klasztert túl expresszálló #2 és #3 kolóniák 

továbbra is az embrionális őssejtekre jellemző tipikus morfológiát mutatták. alacsony 

szérumkoncentráció mellett tenyésztettük, öt nap elteltével a transzgenikus és a kontroll ES 

sejtek egyaránt nagy mértékű differenciálódást mutattak, ami azt jelzi, hogy a miR-290-295 

klaszter ilyen kis mértékű túl expresszáltatása nem elegendő a differenciálódás gátlásához.  

A miR-290-295 túltermelés differenciálódásra való hatását egy adott irányba való elköteleződés 

(neuroektodermális differenciáció) során is megvizsgáltuk. A differenciáltatás ötödik napján a #2 

és a #3 ES sejtvonal Oct4 expressziója magasabb volt mint a kontroll B sejtvonalé. A korábbi 

eredményekkel összhangban miR-290-295 túltermeltetése az Oct4 kisebb mértékű 

veszteségéhez, a pluripotencia jobb megőrzéséhez vezetett. Ugyanakkor a retinsavas kezelés 

kilencedik napján az Oct4 nagyon gyenge expresszióját mértük mindhárom ES sejtvonalban. 

Összefoglalva a kísérleti eredményeket, elmondhatjuk, hogy a miR-290-295 klasztert kódoló 

genomi régió ismétlődő elemekből áll, elősegíti az embrionális őssejtek pluripotenciájának 

megőrzését, és ezt a tulajdonságát valószínűleg a sejtciklus szabályozásán keresztül érvényesíti. 
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4. ÚJ TUDOMÁNYOS EREDMÉNYEK 
 
 
1. miR-290-295 klaszter túlexpresszáltatása csökkenti a sejtek LIF megvonásra és 

szérum megvonásra adott válaszát: 

a. Segíti az ES kolónia képzési képesség és magas proliferációs készség fenntartását. 

b. Gátolja a korai differenciálódási markerek megjelenését, így a brachyury fehérje 

expresszióját is. 

c. Részt vesz a pluripotens embrionális őssejtekre jellemző sejtciklus profil 

megtartásában. 

 

2. miR-290-295 klaszter egyik valószínű közvetlen targetje az Fbxl5. 

3. miR-290-295 klaszter késlelteti az egér ES sejtek RA indukálta neurális és random 

irányú differenciálódását, de nem képes meggátolni a differenciálódást 
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