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ROVIDITESEK JEGYZEKE

A: adenin

AGO: Argonauta fehérje

ATP: adenozin trifoszfat

bp: bazispar

C: citozin

¢DNS: RNS reverz transzkripciojaval eléallitott DNS (complementary DNA)

CLIP: keresztkotés és immunoprecipitacio (Crosslinking and Immunoprecipitation)

Ct érték: kvantitativ PCR soran mért azon fluoreszcencia kiiszobérték (ciklusszam),
ahol mar jelentés mennyiségi valtozast észleliink

DGCRS: DiGeorge syndrome critical region gene 8§

DNaz: dezoxiribonukleaz (deoxyribonuclease)

EGFP: erésitett zold fluoreszcens fehérje (enhanced green fluorescent protein)

FACS: fluoreszcencia aktivalta sejtvalogatas (fluorescence activated cell sorting)

G: guanin

gDNS: genomikus DNS (genomic DNA)

GW182: sokszoros glicin (G)- triptofan (W) ismétlddést tartalmazo 182 kilé Dalton
fehérje

HEK-293: emberi embrionalis vese 293 sejtvonal (human embryonic kidney 293)

HeLa: méhnyakrak sejtvonal (Henrietta Lacks)

HUESY: emberi embrionalis dssejt 9 (human embryonic stem cell 9)

IR/DR: forditott ismétlodés/kozvetlen ismétlodés (inverted repeat/direct repeat)

kDa: kil6 Dalton

LNA: locked nucleic acid

Loqs: Loquacious fehérje

Logs-PD: a Logs PD izoforméja

MDCKII: Madin-Darby kutya vese sejtvonal (Madin-Darby canine kidney, subclone)

MEF: egér embriondlis fibroblaszt sejtvonal (mouse embryonic fibroblast)

miRISC: mikroRNS-indukalta csendesitd komplex (miRNA-induced silencing complex)

miRNS: mikroRNS (microRNA)

mRNS: hirvivo ribonukleinsav (messenger ribonucleic acid)

nt: nukleotid (nucleotide)

PiRNS: Piwi-interacting RNA



pre-miRNS: prekurzor miRNS forma (precursor miRNA)

pri-miRNS: elsédleges miRNS atirat forma (primary miRNA)

gRT-PCR: kvantitativ valos idejl (real-time) reverz transzkripcios polimeraz
lancreakcid (quantitative reverse transcription polimerase chain reaction)

RISC: RNS-indukalt csendesité komplex (RNA-induced silencing complex)

RNAI: RNS interferencia

SA: splice akceptor

SD: splice donor

SD: standard deviacid

SEM: standard hiba, a kozépérték kdzepes hibaja (standard error of the mean)

shRNS: rovid hajtii-szerkezetli RNS (short hairpin RNA)

siRNS: kis interferald6 RNS (small interfering RNA)

snoRNP: kis nukleolaris ribonukleoprotein (small nucleolar ribonukleoprotein)

snoRNS: kis nukleolaris RNS (small nucleolar RNA)

snRNS: kis magi RNS (small nuclear RNA)

TRBP: trans-activation response RNA-binding protein

tRFs: tRNS-eredetli RNS fragmentumok (¢RNA-derived RNA fragments)

tRNS: transzfer RNS

tsRNAs: tRNS-eredetti kis RNS-ek (tRNA-derived small RNAs)

U: uracil

U6: kis magi RNS, az U6 kis magi ribonukleoprotein része

UTR: nem transzlal6do régio

3’ UTR: 3’ nem transzlalodoé régid (3 untranslated region)



1. BEVEZETES

Az elmult évtizedek talan egyik legjelentésebb molekuléris biologiai felfedezése az
RNS interferencia leirdsa volt, amely forradalmasitotta a génkifejezddés
szabalyozasarol kialakult korabbi elképzeléseinket. Az RNS bioldgia tudomanyteriilet
kutatdsa ennek koszonhetdéen Uj lendiiletet kapott, eredményei fényében ujra kell
gondolnunk az RNS molekuldk sejten beliili — és kiviili — szerepérdl eddig kialakult
képet.

Az RNS interferencia (RNAi) specifikus, kis RNS-ek altal kdozvetitett
géncsendesitési mechanizmusanak leirasa C. elegans-ban tortént 1998-ban [1], bar a
jelenséggel Osszefiiggd megfigyelések — kiilonbozé néven emlitve, prokaridtakban,
virussal fertézott/ transzgenikus ndvényekben, ill. Neurospora-ban — sokkal korabbra
nyulnak vissza [2-6]. Az RNS interferencia jelentdségét méltatja, hogy Andrew Z. Fire
¢s Craig C. Mello 2006-ban orvosi Nobel-dijat kaptak a leirasaért.

Az RNAI napjainkig megismert kiilonféle utvonalainak kozos jellemzdje, hogy a
génexpressziora kifejtett hatads mindig egy — az Argonauta fehérjék csaladjaba tartozo —
fehérjébe agyazott egyszalu, ~20-30 nukleotid hosszusagu kis RNS molekulan keresztiil
valésul meg [7]. Ezek a kis RNS-ek a szekvencia komplementaritason keresztiil jelolik
ki az effektor fehérjék szdmara a cél nukleinsavat. Az RNAi mechanizmusait az
¢lélények legkiilonfélébb csoportjaiban, egysejtiiekben és tobbsejtlieckben egyarant
leirtak. Ezeknek a mechanizmusoknak egy része a genom védelmét biztositja az invaziv
nukleinsavak ellen, mas résziik pedig az endogén gének expresziojanak
szabalyozasaban vesz részt. Az RNAi hatdsmechanizmusa a legtobb esetben gatld
jellegti, transzkripcionalis, illetve poszt-transzkripciondlis szinteken is megvaldsulhat:
hatassal lehet a kromatin strukturara, a kromoszéma szegregaciora, a transzkripciora, az
RNS-ek processzalddasara és stabilitasara, valamint a transzlaciora [8].

Az RNAI-t kozvetitd kis RNS molekulak szarmazasukat tekintve lehetnek endogén
vagy exogén eredetiiek. Kiilonféle prekurzorokbol keletkezhetnek, biogenezisiiknek €s
szabalyozasi mechanizmusaiknak egyre részletesebb megismerése még napjainkban is
tart. A szamos tagot szdmlalo regulalo kis RNS-ek legjelentésebb képviseldi az siRNS-
ek, a mikroRNS-ek és a piRNS-ek [8-11].

Az RNS interferencia mediatorai koziil talan a miRNS-ek allnak a leginkabb a
figyelem kozéppontjaban. Ezek a kis nem kodoldé RNS-ek esszencidlis szerepet toltenek

be a génjeink szabalyozdsdban, igy nem meglepd, ha napjainkban ez az egyik



legintenzivebben kutatott tudomdnyteriilet. PhD munkdm keretében egy specidlis
miRNS keletkezési utvonal, a mirtron biogenezis vizsgalatat tliztem ki célul emlds
sejtekben. Ebbdl kifolyodlag, a teljesség igénye nélkiil, a tovabbiakban csak a miRNS-
eket érint irodalom egy része keriil részletesebb targyalasra, nem kisebbitve ezzel a

tobbi RNS interferencia uitvonal bioldgiai jelentOségét.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A mikroRNS-ek

A mikroRNS-ek (miRNS) elsé képviseldit 1993-ban, C. elegans-ban fedezték fel
[12; 13]. Azdta a torzsfejlodés legkiilonbozobb szintjeit képviseld egysejti, ill. tobbsejti
¢lolényekbdl (algadk, novények, alacsonyabbrendi allatok, emldsok stb.) is kimutattak
6ket [9]. Intenziv kutatasuknak és a molekularis biologiai technikak fejlédésének
koszonhetden maig 6sszesen 206 kiilonbozd fajbol 30424 érett miRNS-t mutattak ki
(www.mirbase.org; 2013. junius). Szamuk emberben jelenleg 2578-ra tehetd, és
becslések szerint génjeink ~50%-a all a szabalyozasuk alatt (www.mirbase.org; [14]).

A miRNS-ek kb. 20-24 nukleotid (nt) hosszusagu, egyszali, nem kodold kis RNS-
ek, amelyek a legtobb esetben a hirvivé RNS-ekre (mRNS) iranyuld gatlason keresztiil
fejtik ki hatasukat (transzlacidés blokk és/vagy mRNS degradéacid). A génexpresszid
szabalyozéasanak egy teljesen 0 szintjét képviselik, a transzkripcids faktorokéhoz mérhetd
génszabalyozasi halodzatot alkotnak. A génkifejezodés altaluk megvalodsitott un.
finomhangolasat segiti, hogy egy miRNS altalaban tobb mRNS-t is szabalyozhat, illetve
egy adott mRNS t6bb miRNS szabalyozasa alatt is allhat [8; 15].

A miRNS-ek biologiai jelentdsége sokrétli: részt vesznek szinte az Osszes sejten
beliili folyamat, tobbek kozott az egyedfejlodés, a sejtproliferacio, a sejtdifferenciacio és
az apoptdzis szabalyozasaban, miikodési zavaraik pedig szerepet jatszhatnak kiilonb6z6
betegségek, tobbek  kozott  daganatok  és  kiilonféle anyagcserezavarok
patomechanizmusaban [8; 14; 16]. A kiilonb6z6 organizmusokra egyedi miRNS mintazat
jellemzd. Sok miRNS szovet-, ill. fejlédési stddium specifikusan fejezodik ki, igy
tobbek kozott hozzédjarulnak a sejttipus specifikus fehérje expressziohoz is. Az elmult
évek tanulmdnyai szerint a kiilonb6z6 miRNS-ek expresszidjanak zavara szerepet
jatszhat neurologiai [17; 18], sziv- és érrendszeri [19], reumatikus megbetegedésekben
[20], illetve rakban [21]. A fentick fényében nem meglepd, hogy az orvostudomany
megprobalja a miRNS-eket biomarkerként alkalmazni a klinikai diagnosztikdban és a
személyre szabott gyogyaszatban [22].

A ndvényi és allati mikroRNS-ek érésében és hatdsmechanizmuséban sok hasonld
vonast, ugyanakkor sok kiilonbséget is taldlunk mind a résztvevd faktorokat, mind a
mechanizmusokat tekintve. A tovabbiakban - ha nincs kiilon kiemelve masként - allati,

azon belil 1s foként emlos miRNS-ekrol lesz szo.



2.1.1. Kanonikus mikroRNS biogenezis és nevezéktan

A miRNS-ek a kiilonb6z6 organizmusok genomjaban egyesével vagy klaszterekben
helyezkedhetnek el. Megtalalhatoak az intergénikus régiokban, a fehérjekodold gének
intronjaiban, ritkabban exonikus régiokban (1. abra; [23-25]). Emberben a miRNS
gének az Y kromoszomat kivéve az Osszes kromoszoman megtaldlhatoak, szamuk
megkozeliti a fehérje kodold génjeink szamanak kb. 3%-at [22; 26; 27]. Atirdsukat — a
gazda génnel egyiitt, vagy 6nallo transzkripcids egységként — a Pol II, ritkdbban a Pol
IIT DNS-fiiggd RNS polimeraz végzi. A Pol II altal atirt miRNS transzkriptumokon
megtalalhato a jellegzetes 5’ sapka struktura, a 3’ poliA farok, illetve intronokat is

tartalmazhatnak [28; 29].
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1. abra. miRNS gének elhelyezkedése a genomban.
A pri-miRNS atirasa torténhet 6nalld transzkripcids egységként (A) vagy fehérje kodolo
génnel egylitt (B és C). 'P’ jelzi a promotert. (Hussain, Cell Tissue Res, 2012, abraja
alapjan.)

A miRNS génekrdl a transzkripcio soran keletkezik az elsddleges atirat, a pri-miRNS
(primary miRNA), ami az érés soran két egymast koveté endonukleolitikus hasitdson
esik at. Mindkét vagast RNaz III tipusu enzim végzi RNS kot partnerek segitségével,
az els6 hasitast a sejtmagban a Drosha, a mésodikat a sejtplazmaban a Dicer nevii enzim

hajtja végre (2. abra).
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2. abra. Kanonikus mikroRNS szerkezet és
biogenezis.

Balra: egy kanonikus pri-miRNS altalanos szerkezete,
az éréshez sziikséges hasitasi helyek feltiintetésével
(Okamura, Cell, 2007, abraja alapjan). Jobbra: A

miRNS-miRNS* r‘:ff’{
duplex 5!

Ko

A

pre-RiSC { ASDY

Kea

‘L\HSCI’O és HSP90

N

kanonikus miRNS érési utvonal folyamatdbréja SO
(Ameres, Nat Rev Mol Cell Biol, 2013, abraja y
alapjéan.) b

A pri-miRNS-en beliil hajtli-szerli struktardba rendezddik a késébbi érett miRNS
szekvenciat is tartalmazo Un. pre-miRNS (precursor miRNA), amit a kanonikus miRNS
biogenezis soran az Un. mikroprocesszor-komplex vag ki [30-33]. A mikroprocesszor
fehérje komplex része az endonukleolitikus hasitast végzd Drosha, illetve annak dupla
szali RNS kotd partnere, a DGCRS. A DGCRS8 mintegy poziciondlja a vagashoz a
Drosha-t, ami a pri-miRNS dupla szalu, bazisparosodott alsé részén, az egyszali és
duplaszalt rész taldlkozasatdl szamitott egy hélix fordulatnyi (~ 11 bazispar)
tavolsagnal vag [34]. Az RNaz III tipusu enzimekre jellemz6 hasitasnak megfeleléen a
pre-miRNS-nek 2 nukleotidos tulnyuld 3’-hidroxil, illetve 5’-foszforilalt végei

keletkeznek [35]. A vagas feltétele tehat egy nem tokéletesen bazisparosodott hajtii

struktara, amit egyszala, strukturdlatlan részek hatarolnak. Mivel ilyen masodlagos
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struktira nem csak miRNS-t kddol6 RNS molekulakon beliil alakulhat ki, ez tovabbi
specidlis motivumok meglétét feltételezi a miRNS-t tartalmazo hajtli strukturdkban,
illetve annak kornyezetében. Ezt tdmasztja ala egy frissen megjelent tanulmany is,
amiben ilyen specifikus motivumokat irtak le a human pri-miRNS-ekben: a hajtiit
kozvetlenill hatarold egyszalu, a bazisparosodott szar rész also, illetve felsé részén [36].
Az intronikus miRNS-ek kivagasa ko-transzkripcionélisan torténik, ¢és a korabbi
eredmények szerint ez még a gazda pre-mRNS splicingja elott kovetkezik be, s nem
fiigg tole [37-40]. Az ijabb eredmények szerint azonban a pre-miRNS intronbo6l torténd
kivagéasa és a gazdagén intronjanak splicingja k6zott kolcsondsen mutualisztikus, feed-
forward kapcsolat van [41]. Emlitést érdemel még az is, hogy abban a specialis esetben,
amikor a pre-miRNS szekvencidja az exon-intron hatarara esik (atfed a splice hellyel), a
spliceosoma és a mikroprocesszor kozt kompeticid van a keletkezd transzkriptumért
[42; 43]. A mikroprocesszor fO részét a fentebb emlitett Drosha és DGCRS8 fehérjék
alkotjak, de mas fehérjék is képesek komplexet alkotni veliik, amik befolyasolhatjak a
Drosha vagas fidelitasat, specifitasat és aktivitasat [27; 31]. A Drosha vagast kovetden
felszabaduld ~60-70 nt hosszusagl pre-miRNS-t a sejtmagban az Exportin-5 transzport
fehérje ismeri fel és Ran-GTP fliggé modon szallitja a sejtplazmaba [44-47].

A citoplazmaban egy ujabb RNaz III tipust enzim, a Dicer egy dupla szala RNS koto
fehérje (dsRBD) kozremiikodésével két hélix fordulatnyira hasit a Drosha vagas
hosszisagu dupla szalu kis RNS molekula (miRNS:miRNS* duplex) felszabadulasat
eredményezi [48-51]. Eml6sokben a Dicer lehetséges dsRBD fehérje partnere a TRBP
(trans-activation response RNA-binding protein) €s a PACT (protein activator of PKR,
[52-55]), Drosophila-ban pedig a Loquacious fehérje (Logs; [56-60]). Az RNaz III
tipusu vagasok eredményeként a kis RNS duplex mindkét végén 5°-foszforilalt és 3’-
hidroxil (ez utobbi egyszalu, 2 nt hosszusagl tulnyulo vég) keletkezik. A duplex egyik
végét a Drosha, a masikat pedig a Dicer enzim vagasa definialja. A dupla szala kis RNS
molekulabol az egyik szal (érett miRNS, miR) beépiil egy Argonauta (AGO) fehérje
tartalmu csendesité komplexbe (RNS-indukalt csendesité komplex, RISC), mig a masik
szal (altalaban a miR*) lebomlik. Ez az Gn. RISC loading folyamata. Az érett, miRNS
tartalma RISC-et miRISC-nek is szoktak nevezni.

A ,,mir-" eldtaggal altalaban a miRNS géneket, illetve a pre-miRNS-t szoktak jeldlni
(pl. mir-21), mig az érett miRNS jelolésére a ,,miR-" elétagot hasznaljak (pl. miR-21).
Azt, hogy melyik fajbol szdrmazik az adott miRNS, egy harom betiis eldtaggal jelzik:
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pl. hsa-mir-21 (Homo sapiens mir-21). Az azonos szammal jelolt miRNS-ek ortologok:
pl. a hsa-miR-21 (ember) és a mmu-miR-21 (egér). A paralog miRNS-eket (par
nukleotid kiilonbség) pedig egy egybetiis utdtag kiilonbozteti meg: pl. hsa-miR-216a és
hsa-miR-216b. A kiilonb6zd 10kuszokon elhelyezkedd pre-miRNS-ekbdl szarmazo, de
azonos szekvencigju érett miRNS-eket egy szammal jelolt utotag kiiloniti el: pl. hsa-
miR-218-1 és hsa-miR-218-2. Egy pre-miRNS-nek elvileg barmelyik ,.karjabol” (a
»felso szar” rész barmely szalabol; lasd 2. abra, bal oldal) képzddhet érett miRNS. Az
5’-karbol szdrmaz6 érett miRNS az ,,-5p”, a 3’-karbol szarmazé pedig a ,,-3p” jeldlést
kapja: pl. hsa-miR-21-5p vagy hsa-miR-21-3p. Amikor egyértelmiien meghatarozhato,
hogy melyik karbol szarmazé miRNS a predominans, a kevésbé abundans miRNS-t
szoktak ,,miR*”-gal is jelolni: pl. hsa-miR-21 (predominans) ¢s hsa-miR-21*
(http://www.mirbase.org/help/nomenclature.shtml; [61]). Az elmult évek kutatdsai soran
nyilvanvalova valt, hogy egy adott miRNS-nek akar tobbféle izoformaja is lehet
(isomiRs), amelyek leggyakrabban az 5’ vagy a 3° vég nukleotid szekvencidiban
kiilonbozhetnek egymastol, s befolyasolhatjak akar a funkciot is [62-65]. Ezeknek az

isomiR-eknek a nevezéktana jelenleg még nem megoldott.

2.1.2. A megfelelo kis RNS-ek RISC-be épiilése

Az AGO fehérjék altal kozvetleniil kotott kis RNS-ek, igy a miRNS-ek is altalaban a
szekvencia-komplementaritds alapjan jelolik ki a csendesitésre a cél RNS-t. Az, hogy a
kis RNS duplex melyik szala épiil be a géncsendesité komplexbe (RISC) és melyik
bomlik le, nem lehet csupan random kivalasztasi folyamat eredménye, mivel a nem
megfeleld szal beépiilése nem megfeleld gén csendesitéséhez vezethet. Ezt tdmasztja ala
az is, hogy a miRNS duplexnek 4ltaldban csak az egyik szdla van erds evolucids
nyomas alatt [10]. Az, hogy pontosan mitdl fligg/ hogyan torténik maga a RISC loading
folyamata, még napjainkban is egy intenziven kutatott teriilet.

Jelenlegi tudasunk szerint a Dicer vagas kovetkeztében keletkezd ~22 nt hosszusagu
dupla szalu kis RNS molekula az AGO fehérjével vald asszocialodas utan rendkiviil
gyorsan széttekeredik, majd az egyik szal beépiil, a masik pedig lebomlik [8]. Az AGO
fehérjék 4 doménje két ,,lebenybe” rendezddik (N-PAZ; MID-PIWI), a MID domén kéti
a beépiilt egyszala kis RNS 5°, mig a PAZ domén a 3 végét [66]. Az N doménnek a
duplex a széttekerésében és a kis RNS loading-jaban van szerepe [67]. A megfeleld szal

kivalasztasara hatdssal lehet egyrészt a Dicer, ami processzdlja a pre-miRNS-t
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(emldsokben egy, de Drosophila-ban pl. 2 Dicer van), masrészt magaban a duplex
szerkezetében hordozott informéciok (végi pozicidban elhelyezkedd nukleotidok,
termodinamikai tulajdonsagok), illetve az adott AGO protein, amire a kis RNS load-
olodik (emlésokben 4, mig pl. Drosophila-ban 2 fajta AGO 1étezik). Tehat elképzelhetd,
hogy a megfeleld szal beépiilése a RISC-be a miRNS biogenezisben résztvevd, illetve
az effektor komplexet alkotd fehérjék specifikus, megfeleld kolcsonhatdsanak az
eredménye (a Dicer altali hasitas és az AGO loading 6sszehangolt mdodon torténik [68;
69]), bar talalunk ennek az ellentmondé publikaciot is [70].

Mint az fentebb emlitésre keriilt, a kis RNS duplex szerkezete maga is kodolhat
informaciot a megfeleld szal beépiilésére vonatkozoan. Drosophila-ban tanulmanyozva
a kis RNS duplexek szerkezete és a szal-beépiilés kozti Osszefliggéseket, néhany
altalanos kovetkeztetés volt levonhatd: 1. a miRNS duplexekbdl szarmazé érett kis
RNS-ek altalaban az AGO1, mig a teljes szekvencia komplementaritdsu siRNS
duplexekbdl szarmazd kis RNS-ek altalaban az AGO?2 tartalmu RISC-be épiilnek be; 2.
a (kozel) teljes szekvencia-komplementaritasti duplexekbdl a leggyakrabban az a szél
épiil be, aminek az 5’ vége termodinamikailag kevésbé stabil (ezt szoktdk az
aszimmetria szabalynak is nevezni); 3. az AGO1-be beépiilt egyszalu kis RNS-ek 5’
[71-76].

A Drosophila kis RNS-ekhez hasonléan emldsokben is van olyan miRNS, ami
preferenciat mutat bizonyos AGO iranyaban [77], mégis ugy tlnik, hogy a miRNS-ek
nagy része inkabb random eloszlast mutat az AGO fehérjékhez vald kotédésben [78;
79]. Ez azt sugallhatja, hogy a négy emlds AGO-bol a katalitikus aktivitassal nem bird
harom (AGO1, AGO3 ¢és AGO4) funkciojat tekintve esetleg redundans. Ennek
ellentmondani latszik azonban, hogy példaul az AGO4 — az AGOl-el és AGO3-al
ellentétben — nem annyira széles korben expresszalodik, ill. specifikus szerepét mutattak
ki a spermatogenezisben [80]. Mint az fentebb emlitésre keriilt, a négy emlés AGO
fehérje kozil csak az AGO2-nek van a cél RNS-t vago (katalitikus) aktivitdsa
(hasonléan a Drosophila AGO2-h6z). Az emlés AGO2 az siRNS-eken kiviil képes
miRNS-eket is kotni, és igy ,,programozva” az AGOI,3,4-hez hasonl6o tipusu
géncsendesitésre képes [81].

Az emlés AGO-k vizsgéalata soran felmeriilt, hogy akar dnmagukban is képesek
lehetnek a duplex nem beépiilé szalanak eltavolitasara [82]. Mas vélemények szerint

kiilonféle helikazoknak szintén szerepe lehet a duplex széttekerésében (unwinding) és a
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RISC loading-ban [83; 84]. Ezen felill vannak olyan az elképzelések is, hogy szemben a
helikazok feltehetden szekvenciatol fliggetlen hatasdval, inkdbb a duplex
szal kivalasztasaban és beépiilésében [85; 86]. Erdekes tjabb eredmény, hogy egy, a
human AGO2 MID doménjében elhelyezkedd rigid hurok specifikus, erés kapcsolatot
tud létesiteni a kis RNS 5’ végi uraciljaval vagy adeninjével, mig az ugyanebben a
pozicidéban elhelyezkedd guanin vagy citozin bazisokhoz kisebb affinitdssal kotédik
[87]. Tovabbi érdekes megfigyelés, hogy az endonukleaz aktivitassal bir6 €s azzal nem
rendelkez6 AGO fehérjék ugyanolyan jol load-olodnak, de az utdbbiak esetében a nem
beépiild (passenger) szal eltavolitasa lassabban torténik meg. A katalitikus aktivitassal
bir6 AGO?2 altal elvagott passenger szal eltavolitasa a C3PO endonukledz segitségével
torténik, ily modon aktivalva a RISC-et, ami ezek utan kész a target RNS vagasara [88;
89].

A kis RNS /oading mechanizmus fehérje partnereinek felderitése kapcsan a legtijabb
eredmények azt mutatjak, hogy Drosophila-ban a Hsc70-Hsp90 (hésokk felismerd
fehérje 70kDa-hdésokkfehérje 90), mig emldsdkben ¢és ndvényekben a Hsp90
dajkafehérje (chaperone) komplex segiti a duplexbdl az egyik szl load-olodasat az
AGO fehérjébe. Ez a chaperone komplex ATP-t hidrolizal, hogy nyitott konformaciot
biztositson az AGO fehérjének a kis RNS duplex befogadasahoz (3. abra; [90-92)).

nyitott konformacio nyitott konformacio zart konformacio

"eé\rgonaute' _
T
Co-chaperone +ATP

3. abra. A Hsp90 hosokkfehérje szerepe kis RNS-ek AGO fehérjébe torténé load-
olasaban.
A Hsp90 és co-chaperon-ja ATP hidrolizis mellett nyilt konformacidban tartja az
Argonaute (AGO) fehérjét a kis RNS duplex befogadasdhoz, majd a duplex
széttekeredik, az egyik szal degradalodik, a masik beépiil és 1étrejon az érett RISC.

(Meister, Nat Rev Gen, 2013, abraja alapjan.)

A hosokkfehérjéknek gyakran van co-chaperone partnere, €s egérben valoban azt

talaltak, hogy az FKBPS5 co-chaperone az AGO2-vel asszocialt [93]. Az viszont még
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tovabbi kisérletek targyat fogja képezni, hogy valdban esszencidlis szerepe van-e a
RISC loading-ban.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy a RISC &sszeszerelédésének, a kis RNS
duplexbdl a megfeleld szal kivalasztdsanak pontos folyamata még napjainkban sem
teljesen ismert. A mechanizmusok felderitését neheziti, hogy a kis RNS-ek — és ezen
beliil maguk a miRNS-ek is — kiilonb6zd ttvonalakon érhetnek/ mdédosulhatnak. Ezen
feliil a kiilonb6zo érési folyamatok végsd 1€péseiben eltérd fehérje partnerek vehetnek
részt (akér az adott pre-miRNS szekvenciatol/szerkezettdl fiiggd modon), amik aztan az
effektor  funkciot  kozvetité  szintén  sokféle AGO  tartalmu  fehérje
komplexekkel/partnerekkel kombinalodhatnak/hathatnak kdlcson [14; 27] Egy masik
érdekes és fontos kérdés a RISC unloading folyamata, aminek vizsgalata csak

napjainkban kezdddott meg igazan [94].

2.1.3. MikroRNS kozvetitett szabalyozasi mechanizmusok

Abban, hogy egy adott kis RNS milyen hatdasmechanizmus szerint fejti ki a hatasat,
nagy szerepet kap, hogy milyen RISC-be épiil be. A megfeleld bioldgiai funkcio
eléréséhez kulcsfontossagu, hogy a kis RNS a megfeleld partnerekkel taldlkozzon. Az
effektor funkcié kozvetitésében kulcsfontossagii AGO fehérjék példaul eltérd biokémiai
tulajdonsagokkal, sejten beliili lokalizacidoval és kiilonféle expresszids mintazattal
rendelkezhetnek, ami nagyban befolyéasolhatja az effektor funkciot. Ehhez jarulhat még
hozza az adott sejt allapota, a miRNS érés soran bekovetkezé moddositasok, az AGO
fehérje kotd partnereinek a hatasa, ill. magat az AGO fehérje funkcidjat befolyasolo
kiilonféle poszttranszlacios modositasok [81].

Emldésokben a fehérje kodold gének tobb mint 50%-at becsiilik miRNS 4ltal
szabalyozottnak. Ez a legtobb esetben poszttranszkripcionalis génexpresszid gatlast
jelent [95]. Az érett RISC-ben kotott miRNS bazisparosodas altal jeloli ki a
szabalyozandd c€l hirvivd RNS-t (mRNS, messenger RNA). Az allati miRNS-ek
altalaban csak részleges bazisparosodast mutatnak a cél mRNS-sel, ami leggyakrabban
a miRNS 5’ végén taldlhatd Gn. seed régi6 (2-8. nt) bazisparosodasat jelenti az mRNS
szekvencia komplementaritas jellemzé az adott miRNS ¢és a target kozt (4A abra).
Allatokban, a fentebb mér emlitett modon, altaldban a miRNS 5° seed régioja

bazisparosodik (4B abra), de eléfordul, hogy a 3’ vég (4C abra), vagy a miRNS
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kozEépsd régidja komplementer a targettel (4D dbra), mig egyes esetekben jellemzden
egyik rész sem (4E abra). A novényekhez hasonldan, allatokban is talalunk példat arra,
hogy a miRNS szinte teljesen egészében komplementer a targettel, ami a target RNS
vagasat idézi elo [96], illetve el6fordul kodolod régioba es6é konzervalt és nem konzervalt

target helyek hasznalata is [97].

A B Caenorhabditis elegans lin-14
Arabidopsis thaliana SCLG-1I . .
. 5'UTR Coding 3'UTR
S'UTR| Coding | 7UTR -~ L

SEmniagns lin-14 3'UTR 5'UU0C Uac  cucaceean?
; ] lin-4 miRNA .. AG_GU GAGUCCCU _,
5CL6-lexon > GGAUAUUCGCECGGCUCAAUCAC 3 i i S W 5

z
miR171 3 CUAUAACCGCGCCGAGUUAGU g &
Caenorhabditis elegans lin-41 Human Raptor
5'UTR] Coding | 3'UTR 5'UTR]| Coding | 3'UTR
5 gu GUU___ A3 5o -3

lin-41 3'UTR UUAUACAACC ~ ~ CUAC cucal Raptor 3UTR  ““Pue®Ceaccacauecc®ct

7 i UAUGUT UG GAGU.. R GU__GUGGCGCACGG
let-7 miRNA _ GAUAUGUUGE | | GAUG GAGT miR124 5050y AR

E

Mus musculus Oct4

5'UTR] [ Coding | FUTR

e G, @G T

Octfexon SARCUC CC AG ~ AGUCC Aceald
0 . T R T 7 1181 :
miR-470 3 UGAG GG JLACGGLCAGuUJCL"US

4. abra. Kiilonféle mikroRNS—target mRNS interakciok.
Novényekben a leggyakrabban kozel teljes komplementaritast mutat a miRNS és a target,
mint példaul az Arabidopsis thaliana SCL/-III gén mRNS-e és az azt reguldléo miR-171 (mir-
39) esetében [98] (A). Allatokban a részleges komplementaritas a jellemzébb, leggyakrabban
ez az un. seed régiora esik, ami az érett miRNS 5° 2-8. pozicidja [13; 99] (B). Ritkabban
eléfordul, hogy a seed régié nem teljes komplementaritasti, hanem a miRNS 3’ vége [100;
101] (C) vagy a kozéps6 része [102] (D) bazisparosodik a targettel. Vannak azonban olyan
esetek is, amikor kiterjedtebb, folyamatos bazisparosodas nem figyelheté meg [103] (E). Az
abrak tetején az adott faj és a szabalyozott gén neve talalhat6. Az 5° és 3° UTR az mRNS
kodold részétdl (coding) 5° és 3’ iranyban elhelyezkedd nem transzlalodo régiot jelzi. Az
abrak alatt kinagyitva a kolcsonhatod szekvencidk latszanak: az adott mRNS (feliil) és a
szabalyoz6 miRNS (alul). Az mRNS mellett fel van tiintetve, hogy az adott mRNS melyik
részére esik a kolcsonhato szekvencia: exon (A), exonok csatlakozasi helye (E) vagy 3° UTR

(B-D). (Pasquinelli, Nat Rev Gen, 2012, abraja alapjan.)
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A miRNS-ek target szabalyozasi mechanizmusai még ma is intenziv kutatas és vita
targyat képezik. Talalunk példat az mRNS destabilizaldsara, transzlacios gatlasara, de
akar serkentésre is [11; 25; 104; 105]. Kezdetben ugy gondoltak, hogy az allatokban
leirt — részleges bazisparosodason keresztiili — represszid a transzlaci6 gatldsan
keresztiil, az mRNS lebomlasa nélkiil valésul meg, bar voltak olyan tanulmanyok is,
amik a target mRNS degradaciojat irtak le [8; 106-108]. A korabbi elképzelésekkel
szemben az ujabb vizsgalatok azt mutatjdk, hogy a miRNS-fiiggd mRNS lebomlés
sokkal elterjedtebb szabalyozasi mechanizmus a transzlacios gatlassal szemben [109-
113]. Ezek a vizsgalatok azonban jobbara korlatlan osztodasra képes emlds
sejtvonalakban késziiltek (pl. HEK-293, HelLa), igy tovabbra is érdekes kérdés maradt,
hogy in vivo (a fejlédési stadium, a sejt tipusa és allapota, ill. a miRNS target hely
kornyezete altal befolyasolva) milyen mechanizmus szerint kovetkezik be a target
represszidja [11].

Az eddig leirt f6bb miRNS altali szabalyozasi utvonalak 6sszefoglalasa az 5. abran
talalhatdé. A novényekben leirtakhoz hasonléan a miRNS teljes komplementaritasa a
targettel valoszinlsiti a target — egy katalitikus aktivitassal rendelkez6 AGO altali —
endonukleolitikus vagasat ([96; 98]; SA abra). Ez allatokban egy ritkan eléforduld
szabalyozéas, de az mRNS mas mechanizmusok altali destabilizalasa mar gyakrabban
eléfordul (SB abra): a target 3° UTR-¢hez kotédo GW 182 fehérjét tartalmazé miRISC
komplex képes deadenilaz faktorok toborzasaval eldidézni az mRNS poliA farkanak
mRNS hozzaférhetové valik a sejten beliili exonukleazok szamara, s lebomlik [114-
119]. Egy masik tipust gatlas, amikor egy miRNS hatasara csokken egy adott fehérje
represszidjara utal (SC és SD abra). A mechanizmus nem pontosan tisztazott, de az
adatok arra utalnak, hogy a transzlaci6é iniciacioja vagy elongécidja gatloédhat, ill.
eléfordulhat a frissen szintetizalt fehérje ko-transzlacios lebomlasa, vagy a transzlacio
1d6 eldtti terminacioja is [104; 120-126]. Friss publikaciok azt mutatjak, hogy az mRNS
deadenilacidjaban részt vevé GWI182 fehérje altal toborzott CCR4-NOT komplex
szintén képes lehet a transzlacid iniciacié gatlasara (SC abra; [117-119]). Mint az mar
fentebb is emlitésre keriilt, nem csak miRNS-ek altal kivaltott transzlacios gatlésra,
hanem bizonyos koriilmények kdzt miRNS kivaltotta transzlacié serkentésre is talalunk

példat (SE abra [127; 128]).
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A: endonukleolitikus vagas

E: transzlacié serkentése o )
B: deadenilacio és lebomlas

C: transzlacié iniciacié gatlasa

D: transzlacié inicidcié utani gatlas

5. 4bra. mikroRNS-ek kozvetitette mRNS szabalyozasi mechanizmusok.

A transzlaciés iniciacios faktorok komplexe (eiFs) az mRNS 5° sapka (m'G)
strukturajahoz, ill. a citoplazmatikus poliA kotd fehérjéhez (PABPC) kot, igy serkentve a
riboszoma altali transzlaciot [129]. A target és mikroRNS tokéletes bazisparosodasa a
target mRNS AGO altali vagasat indukéalhatja, ami az mRNS gyors lebomlasahoz vezet
(A). A miRNS részleges bazisparosodasa a target 3° UTR régiojaval a CCR4-NOT
komplex GW182 altali toborzdsdhoz, majd az mRNS deadenilaciojahoz és
degradaciojahoz vezet (B). A CCR4-NOT komplex a transzlaci6 iniciaciojat is gatolhatja
(C). A miRNS kivaltotta transzlacios gatlas megvalosulhat a transzlacio iniciacidja utan is,
példaul a riboszomak id6 eldtti disszocialodasa (ribosome drop-off) vagy a keletkezd
polipeptid lebomlasa altal (D). A miRNS transzlaciot serkentd hatasara szintén talalhato
példa (E; [130]). ’FMR1’: fragile X mental retardation protein 1. (Pasquinelli, Nat Rev
Gen, 2012, abraja alapjan.)

Az mindenesetre tovabbra is egy érdekes kérdés maradt, hogy az ujabb eredmények
szerint tulstulyban levé miRNS 4altali mRNS degradici6 a megakadt transzlacid

kovetkezménye, vagy esetleg éppen forditva, annak az oka.
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2.1.4. A ,,szabalyozo szabalyozasa”: a mikroRNS funkcio finomhangolasa

A miRNS-ek indukalta szabalyozas dnmagaban is sokféle ponton szabalyozodhat: a
miRNS-ek keletkezésének, a stabilitas, a funkcid szintjén, vagy akar a miRNS-target
interakciok altal. A miRNS-ek kiilonosen alkalmasak visszacsatolasos kordkben
(feedback loop) részt venni, mivel direkt kapcsolat (bazisparosodas) révén képesek
olyan faktorok mRNS-¢t szabalyozni, amik a sajat biogenezisiikre/funkcidjukra hatnak.
(P1. néhany miRNS olyan transzkripcios faktort szabalyoz, ami maganak a miRNS-nek
a transzkripcigjat szabdlyozza). A visszacsatolasos korok lehetnek egyszeres vagy
kétszeres negativ, s6t akar pozitiv feedback loop-ok is [14; 27; 131-135].
Transzkripcionalisan akar tobb miRNS expresszidja is regulalhato egyszerre, kiilondsen
klaszterekben elhelyezkedé miRNS-ek esetében. A transzkripcié szintjén hatd
szabalyozasi mechanizmusok jarulnak hozzd leginkabb a sejttipus/fejlodési stadium
specifikus miRNS expresszid fenntartasahoz. Egy miRNS klaszterben elhelyezkedd
adott miRNS viszont akér klasztertl fliggetleniil, egyedi mddon is szabalyozodhat,
fiiggetlen transzkripcid/alternativ ~ splicing [136], vagy poszttranszkripcionalis
szabalyozasi mechanizmusok altal [137]. A poszttranszkripcionalis szabalyozas
jelentdségét jelzi, hogy példaul a korai fejlédés soran sok miRNS pri-miRNS formaban
atirasra keriil, de nem processzalodik beldle érett miRNS [138].

A poszttranszkripcionalis miRNS expresszio szabalyozas egyik forméjat képviseli a
miRNS processzalddasaban kozvetleniil részt vevd fehérjék (Drosha, Dicer és dsRBD
partnereik) szabalyozasa [14]. A DGCRS8-Drosha interakcido példaul stabilizalja a
Drosha-t, mig cserébe a Drosha a DGCR8 mRNS-be talalhatd hajtiik hasitasa altal
indukalja annak lebomléasat [139; 140]. Egy masik példa a Dicer TRBP fiiggd
felhalmozddasa (a TRBP fehérje csokkenése a Dicer destabilizalasdhoz és a pre-miRNS
processzalas sériiléséhez vezet [52; 141; 142]), vagy pl. a Dicer mRNS let-7 altal torténd
szabalyozasa [143]. Ezen kiviil kiilonb6zd ,,jarulékos” fehérjék is modulalhatjak a
miRNS biogenezist a Drosha/ Dicer altali interakciojukkal vagy a miRNS el6formakhoz
valo kotddésiikkel [14; 144]. Tlyenek példaul a 1in-28 [145-151], a p68 és p72 helikazok
[152; 153], a Drosha-val kolcsonhatd, a sejtmagi mRNS sapka-koté komplex részét
képez6 ARS2 (arsenite-resistance protein 2; [154]) és kiilonféle (alternativ) splicing
faktorok [155-157]. A TGF-B (transforming growth factor-ff) és BMP (bone

morphogenetic protein) jelatviteli Gtvonalakban részt vevd SMAD-oknak szintén nem
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csak a transzkripcid szabéalyozdsdban, hanem bizonyos miRNS-ek érésében is lehet
szerepiik [158; 159].

Egy masik szabalyozasi pont lehet a miRNS eléforméknak a médositasa. Az ADAR
enzim (adenosine deaminase, RNA specific) a pri- €s pre-miRNS-ek dupla szala részeit
alakithatja at az adenozin inozinra valé modositasaval. Ez hatassal lehet a Drosha/ Dicer
vagasara, megakadalyozhatja a pre-miRNS exportjat, vagy — ha a seed régioban torténik
a modositas — befolyasolhatja a targethez valo specifitast is [160-164].

Az altalanos nézet szerint maguk a miRNS-ek meglehetdsen stabilak bizonyos
szovetekben (sziv, m4j), a féléletidejiilk akar tobb oraban/napokban mérhetd, bar
talalunk példat (pl. idegsejtekben) gyors turnover-re is [14; 165-168]. A gyors turnover
elméletileg jobban Osszeegyeztethetd a miRNS-ek azon funkcidjaval, hogy mintegy
kapcsoloként, gyors szabalyozoként miikodnek. A masik oldalrol, a lassi miRNS
turnover €s a mégis gyors szabalyozasi funkcio latszolagos ellentmondasat oldhatjak fel
tobbek kozott az ujonnan felfedezett cirkularis RNS-ek, amik mintegy , kititralhatjak”
vagy gyorsan elérhetévé tehetnek miRISC komplexeket [169-171].

A miRNS-ek stabilitasat befolydsolhatja az AGO fehérjék sejten beliili szintje is: a
négy human AGO fehérje barmelyikének megndvelt expresszidja altalanosan
megnoveli a sejten beliili érett miRNS-ek szintjét [172]. Ezen feliil hatassal lehet a
miRNS stabilitdsara magédnak a miRNS 3’ végének a szekvenciaja, a 3° véghez
hozzakapcsolt A vagy U nukleotid, illetve ndvényekben elterjedt a miRNS-ek

stabilizaldsa a 3’ vég metilalasa altal (6. abra).

TG TN szekvencia motivum fliggd stabilizalas/destabilizalas
3’ vég adenilalas => stabilizalas
0D 3’ vég uridilalas => stabilizalas/ destabilizalas

3’ vég 2’-O-metilacidé => stabilizalas

6. abra. mikroRNS-ek stabilitisanak szabalyozasa.
A miRNS-ek stabilitdsait meghatarozhatja a 3° vég szekvencidja, illetve annak kiilonféle
modositasai. A kiilonféle modositasok hatasa miRNS-, ill. szovetspecifikus lehet. Majban a miR-
122 3’ végének adenilalasa megvédi a miRNS-t az exonukleazok altali lebontastol [173]. A miR-
26a uridilalasa pedig megsziinteti a miRNS represszald hatasat [150]. Novényekben a 3’ vég
metilalasa megvédi a miRNS-eket az uridilaciotol és lebomlastol [174]. Drosophila-ban az
AGOIL helyett az AGO2-be load-olodott miRNS-ek szintén metilaltak, ami valosziniileg noveli a
stabilitasukat [74-76]. (Krol, Nat Rev Gen, 2010, abraja alapjan.)
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A miRNS funkcié szabélyozasanak egyik lehetséges szintjét képviseli a miRISC is.
F6 komponenseinek (AGO, GWI182) ¢és a velik kolcsonhatd faktorok (mRNS
lebomlasban, transzlacid represszidban részt vevd faktorok, P-test komponensek,
chaperone-ok stb.) szabalyozasan keresztiil modulalhaté a miRNS kozvetitette funkcio.
Ez magaban foglalhatja az adott fehérjék térben és idében eltérd expresszids mintdzatat,
stabilitdsuk ~ valtozasat, a  miRISC  aktivitdsdra  (Osszeszerelddés,  target
kotés/disszociacid, turnover) vald hatasokat [14; 27; 105].

A target mRNS-el kolcsonhatd kiilonbozd RNS-kotd  fehérjék  szintén
befolyasolhatjak a miRISC funkci6jat. A HuR (mdas néven embryonic lethal abnormal
vision: ELAV) az mRNS-ek AU-gazdag régidihoz kot és megovja ket a degradaciotol
[175]. A HuR és a DNDI1 (deadend 1) voltak az els6 RNS-koté fehérjék, amikrol
kimutattdk, hogy direkt modon képesek megakaddlyozni egy target mRNS miRNS
medialta represszidjat (7A abra; [176; 177]). Erdekes médon a HuR nem csak gatolni
tudja a miRISC funkcidjat: HelLa sejtekben kimutattdk, hogy a koétddése a MYC 3’
UTR-éhez sziikséges a let-7b és let-7c miRNS altal kivaltott represszidhoz [178].

novekedett miRISC funkcio csokkent miRISC funkcié

7. abra. A miRISC funkciéjat befolyasolo faktorok.
Az RNS-kot6 fehérjék (pl. DNDI1) elfedhetik a miRNS target helyeket, ezéltal
gatolva a miRISC kotédését (A). A 3° UTR-ben elhelyezkedd target helyekhez
hatékonyabb a miRISC kotédés (€s ezaltal a szabalyozo hatas is), a kodold régioban
elhelyezkedékhdz képest, ahol a riboszoma destabilizalhatja a target-miRISC
kapcsolatot (B) [179]. (Pasquinelli, Nat Rev Gen, 2012, &braja alapjan.)

A fentebb emlitetteken kiviil a miRISC funkciojat befolyasolhatja a target helynek a
kornyezete is. A target hely pozicidja az adott mRNS-en beliil meghatarozhatja, hogy
mennyire hozzaférhetd a miRISC szamara: az AU gazdag, illetve a nem strukturalt
régiok altalaban segitik a hozzaférést, mig pl. a transzlacidés stop hely kozvetlen

kornyezete a riboszoma ,arnyékold” hatdsa miatt (a stop kodontél ~15 nt-ra, 3’
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iranyban) nem annyira kedvez6 (7B dbra; [16; 180]). Erdekes tovabbi adat, hogy CLIP
esszével vizsgalva az AGO-k kototte target helyeket arra dertilt fény, hogy a kotohelyek
kozel fele az mRNS-ek kodold, exonikus szakaszara esett [181-183]. Azt azonban
érdemes megjegyezni ezzel kapcsolatban, hogy az AGO kotés onmagaban még nem
feltétlen jelent funkciot is. A fentieken tal, altalanossdgban elmondhat6, hogy a
kotohelyek szama noveli a szabalyozas hatékonysagat, mig az atfedé kotohelyek hatasa
nem prediktalhato: lehet akar szinergikus, vagy akar antagonisztikus is [180; 184; 185].
Legutolsd szabalyozasi pontként a miRNS-target interakcid szabalyozd hatésat
emelném ki. Ezt a bazisparosoddson keresztiili kapcsolatot sokaig csak egyoldalu
szabalyozasnak tekintették: a miRNS targetre gyakorolt hatasara fokuszaltak. Az elmult
években azonban egyre tobb bizonyiték latott napvilagot arra vonatkozoéan, hogy nem
csak a miRNS-nek van hatdsa az adott targetre, hanem a targetnek is a miRNS-re. Tehat
a miRNS-target interakciot egy kolcsonds szabalyozasi viszonyként kell értelmezniink.
A target egyrészt hatassal lehet az Ot szabdlyozd miRNS stabilitdsara, masrészt

befolyasolhatja a miRNS funkciot (8. abra; [105; 186]).

3 M -

——m,

m'G AAA
PO e
" L_,,/

8. abra. A miRINNS-target interakcié hatasa a miRNS stabilitasra és funkciora.
(A) A miRNS-target kolcsonhatas stabilizalhatja a miRNS-AGO interakciot, ami megvédi a
miRNS-t az exonukleazok altali lebomlastol [187; 188]. (B) A kiterjedt target-miRNS
bazisparosodas eldidézheti a miRNS 3’végének a visszavagasat és uridin farokkal vald
ellatasat, ami a miRNS lebontasra valo kijelolését jelentheti [189-191]. (C) Egy adott miRNS
target helyét tartalmazo kiilonbozé RNS transzkriptumok versenghetnek egymassal. Ilyen
modon egy adott miRNS-t tartalmazé miRISC komplex ,kititralhatd” bizonyos RNS-ek
altal, igy ugyanannak a miRNS-nek a felismeréhelyét tartalmazo target RNS felszabadulhat

a szabalyozas aldl [192]. (Pasquinelli, Nat Rev Gen, 2012, 4braja alapjan.)
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Mint az fentebb mar emlitésre keriilt, egy miRNS targetre gyakorolt hatasat
szabalyozni lehet a miRNS szintjének valtozasa nélkiil is: ugyanazt a miRNS kot6helyet
tartalmazo targetek kolcsondsen szabalyozhatjdk egymadst az adott miRNS tartalmu
RISC hozzaférhetoségének szabalyozasan keresztiil. A target altali miRNS funkcio
szabalyozasa kapcsan mertilt fel az in. ceRNA hipotézis (competing endogenous RNA:
»versengd” endogén RNS; [193]). Ennek megfeleléen az RNS-ek (mRNS-ek, atirddo
pszeudogének, hossziT nem kdédolé6 RNS-ek: IncRNAs, stb.), mintegy
~kommunikalhatnak” egymassal a miRNS koétdhelyeiken keresztil (MRE: miRNA
responsing element). A genom ¢s transzkriptom egyre mélyebbre hatd vizsgélatai
igazolni latszanak a miRNS szabalyozéds finomhangolasat a miRNS-target interakcio
altal. Ennek lehetnek eszkozei a gének fliggetleniil atir6do 3> UTR régidi, a hosszi nem
kédoldé RNS-ek, vagy példaul az elmult években felfedezett endogén miRNS
»Szivacsok” (miRNA sponges) [105; 170; 171; 192; 194].

2.1.5. Alternativ mikroRNS biogenezis utvonalak

A molekularis biologiai technikdk és a bioinformatika fejlddésének koszonhetéen
napjainkra nyilvanvalova valt, hogy a kanonikus miRNS biogenezis mellett szamos
alternativ miRNS érési utvonal is 1étezik. Ezek a miRNS-ek a ,.klasszikus” érési utvonal
bizonyos lépéseinek kikeriilésével keletkeznek. Leginkabb az jellemzd rajuk, hogy a
kanonikus érés folyaméan bekovetkezd két endonukleolitikus RNS hasitasi 1épés koziil
az egyiket elkeriilik, és mas megoldassal hidaljak at. Ennek alapjan két f6 csoportba
oszthatoak: a sejtmagban lezajlo els6 hasitasi 1épést elkeriilok a Drosha/DGCRS
fiiggetlen (9. abra), a sejtplazmdban torténé masodik hasitast elkeriilok pedig a Dicer
fiiggetlen utvonalak (10. abra).

Dicer fiiggetlen miRNS érési utvonalak

A legels6ként leirt Dicer fliggetlen miRNS érési utvonal a mir-451 biogenezise volt
(9A abra; [195-197]). A kanonikus miRNS éréshez hasonloan a pri-miRNS vagasat a
Drosha/DGCRS komplex végzi el. A felszabaduld pre-miRNS-nek azonban csak ~18 nt
hossz bazisparosodott része van, ezért a Dicer valdszinlileg nem ismeri fel
szubsztratjaként. Ehelyett a pre-miRNS az AGO2-be load-olddik, ami képes a miRNS*

szalon beliil hasitani, s ezzel egy ~30 nt-os terméket eredményez. Ennek a 3’ végébol
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egy eddig még nem azonositott RNaz ~7 nt-ot leemészt, s igy keletkezik a ~23 nt
hossziisagu érett miRNS [198; 199]. Az irodalom szerint szintén a Dicer fiiggetlen
miRNS érési utvonalak koz¢ soroljak a tRNS-ekbdl tRNaz Z fiiggd, de Dicer fiiggetlen
modon érd kis RNS-ek biogenezisét. Mivel ezek a kis RNS-ek nem feltétlen férnek bele
a klasszikus miRNS definicioba, ezért tRNS-eredetii RNS fragmentumoknak (tRFs),
vagy Il-es tipusu tRNS-eredetii kis RNS-eknek (tsRNAs, type II) is szoktdk nevezni
Oket (9B abra; [198; 200; 201]).

mir-451

A B
Drosha pre-tRNS transzkriptum
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9. abra. Dicer fiiggetlen miRNS biogenezis itvonalak.
(A) A mir-451 biogenezisében a Dicer helyett az AGO2 végzi a masodik hasitasi
Iépést, majd egy eddig ismeretlen RNaz emésztése utan keletkezik az érett miRNS.
(B) tRNS-ekbdl éré kis RNS-ek (tRF type II = II-es tipusti tRNS-eredetii RNS
fragmentumok) 5° végét a tRNaz Z (tRNase Z) definidlja, mig a 3* végét a Pol III
RNS polimeraz transzkripcié terminacidja. (Yang, Mol Cell, 2011, és Miyoshi, Mol

Genet Genomics, 2010, abraja alapjan.)

Erdemes taldn megjegyezni ezen a ponton is, hogy a Dicer fiiggetlen titvonalak 1étezése
szintén nem tdmogatja azokat — a mar korabban emlitett — leirasokat, amelyek szerint a
Dicer altali hasitas és az RISC loading folyamata kapcsolt (lasd. 2.1.2. fejezet; [52;
202]).
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Drosha fiiggetlen miRNS érési itvonalak

A Drosha fiiggetlen utvonalak koz¢ tartoznak a snoRNS-ekbdl (small nucleolar
RNA: nukleolaris kis RNS) Drosha/DGCRS fiiggetlen, de Dicer fliggdé modon érd
miRNS-ek (10A abra; [198; 199; 203-205]). A ~70-200 nt hosszisagu snoRNS-ek a
riboszomalis és kis sejtmagi RNS-ek (rRNS és snRNS) poszttranszkripcionalis
modositasat irdnyitjdk — a miRNS-ekhez hasonléan — bazisparosodas altal kijeldlve a
targetet [206]. Mélyszekvenalasi adatok alapjan mindkét osztalyukba (C/D box és
H/ACA box) tartozé snoRNS-ekbdl szdrmazhatnak miRNS-ek, amiknek a struktiraja
egy koztes szekvenciaval dsszekapcsolt két pre-miRNS-szerli hajtii (10A abra; [207-
210]). Néhany snoRNS lokusz bizonyitottan kettds funkcioval bir: képes mind miRNS,
mind snoRNS forrasként szolgalni [211].

A snoRNS-ekhez hasonléan endo-shRNS és tRNS lokuszokrdl is képzddhetnek kis
RNS-ek Drosha/DGCRS fliggetlen, de Dicer fiiggé moédon (10B és 10C abra; [205]).
Az endo-shRNS eredetli mir-1980 — a snoRNS eredetli miRNS-ekhez hasonldéan — két
egymas utani pre-miRNS-szeri hajtli struktura masodik tagjabol képzodik. A Dicer
szamara szubsztratként szolgaldé hajtit valdszinilleg egy egyeldre ismeretlen
endonukledz vagja ki az elsddleges transzkriptumbol. A mir-1980-al ellentétben
azonban vannak olyan endo-shRNS eredetli miRNS-ek is, amiknek a prekurzora rogton
egy rovid hajti struktirat alkoto6 RNS molekulaként irédik at a DNS-rol [198; 205].
Ezen kiviil 1étezik példdul egy olyan endo-shRNS lokusz is, ami az izoleucin tRNS
génjének felel meg (tRNA-Ile). Az errdl atir6d6 tRNS a tobbi tRNS-sel ellentétben nem
csak a klasszikus lohere strukturaba képes rendezddni, hanem fel tud venni egy
alternativ, hosszu hajtli (~110 nt) alakii masodlagos struktarat is, amit a Dicer
processzal (10C abra; [205]). A tRNS-ekbdl Dicer fliggd modon processzalodo
miRNS-ek 1étezését tovabbi vizsgalatok szintén megerdsitették [201; 212].
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10. abra. Drosha fiiggetlen, de Dicer fiiggé miRNS biogenezis uitvonalak.
(A) snoRNS eredetii miRNS biogenezis. A hajtli strukturdk mellett talalhatok az osztalyozas
alapjéaul szolgald jellegzetes szekvencia motivumok (box H, box ACA). (B) Az endo-shRNS
eredeti. miR-1980 biogenezise. Endo-shRNS-ekbdl valosziniileg
keletkezhet miRNS. (C) miRNS-ek keletkezhetnek tRNS lokuszokrol is. Az abran egy tRNS

tobbféle utvonalon

elsédleges atiratanak lehetséges alternativ strukturait latjuk. A hosszu hajtli szerkezet lehetové
teszi a Dicer altali processzalast. (D) tRNS szerl szekvenciakbol Dicer és tRNaz Z fliggd
moddon is keletkezhetnek miRNS-ek. A Drosha funkcidjat az tRNaz Z helyettesiti. (E)
Drosophila melanogaster-ben kimutattak, hogy endo-siRNS eléalakokbol Dicer fiiggé modon
érhetnek miRNS-ek. (Miyoshi, Mol Genet Genomics, 2010, dbréja alapjan.)

A Dicer fliggetlen utvonalaknal méar sz6 esett tRNS-ekbdl tRNaz Z segitségével
keletkez6 miRNS-ekrdl, ugyanakkor 1éteznek tRNS-szerti strukturabol szintén tRNaz Z
kozvetitésével, Drosha fiiggetlen, de Dicer fliggd modon éré6 miRNS-ek (10D abra).
Ilyenek az egér y-herpeszvirus 68 (murine y-herpesvirus 68, MHV68) miRNS-ei. Ezek a
Pol III altal atirt pri-miRNS-bol keletkeznek, amelynek a struktiraja gyakorlatilag egy
tRNS-hez fuzionalt tandem pre-miRNS [213-216]. Van olyan eset, amikor mindkét pre-
miRNS részbdl kimutattak érett miRNS képzddést, de arra is van példa, hogy csak az
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egyik hajtlibdl érik miRNS. Mindenesetre a pontos képzddési mechanizmusok egyeldre
nem tisztazottak, példaul a ,,bels6” hajtii 3’ végének képzddése sem. Ez torténhet akar
egy endonukledz hasitdsa, vagy — mint arra az U gazdag szekvencia utal — alternativ Pol
IIT terminaci6 altal [199].

Drosophila melanogaster-ben kimutattak, hogy hosszl, duplaszali endogén siRNS
(endo-siRNS) eldalakokbdl is keletkezhetnek Drosha fiiggetlen médon miRNS-ek (10E
abra). A Dicer2 ¢és a Logs PD izoformdja altal képzett komplex (Dicer2-Logs-PD)
processzalja a hosszl hajtli struktirdbol az endo-siRNS-eket, amik az AGO2-vel
asszocialodnak. Ugy tiinik azonban, hogy ez a komplex nem tudja a ,,végi” hajtii részt
processzalni, igy azt pre-miRNS-ként a Dicerl és a PA/PD Logs izoforma altal képzett
komplex ismeri fel, s késziti el6 az AGO1-be torténd loading-ra [198; 217]. Ez az
alternativ miRNS biogenezis Gtvonal egyelére nem nyert bizonyitast emldsokben; maga
az endo-siRNS biogenezis is sokkal korlatozottabban miikodik az interferon vélasz
miatt. Vannak azonban olyan specidlis emlds sejttipusok (pl. embriondlis Ossejtek,
petesejtek), amelyekben hosszu duplaszali eldalakokbol képzddnek endo-siRNS-ek
[199; 205; 218; 219].

A Drosha fiiggetlen, de Dicer fiiggd alternativ miRNS biogenezis ttvonalak koziil
talan az egyik legjelentdsebb és — mint az napjainkra kideriilt — a legszélesebb kdrben

elterjedt utvonal a mirtron biogenezis.

2.2. Mirtronok

2.2.1. A mirtronok felfedezése és biogenezise

Az éllati miRNS-ek kb. 40%-a fehérje kodolo gének intronjaiban helyezkedik el. Az
intronok méreteloszlasat vizsgalva C. elegans €s Drosophila fajokban azt latjuk, hogy
egy markans csucs talalhato az alacsonyabb mérettartomanyban: 60, ill. 81 nt-nal [220].
Ez a méret pont a pre-miRNS-ek mérettartoméanyaba esik. Ugyanakkor kis RNS-ek
mélyszekvenalasi adatait is vizsgalva ezekben a fajokban azt taldltdk, hogy vannak
olyan érett kis RNS-ek, amelyeknek valamelyik vége pontosan atfed kisméretli intronok
5’ vagy 3’ vagasi helyével (5’ splice donor=SD vagy 3’ splice akceptor=SA hely). A
pre-miRNS-sel egyezd méretii intronbol szarmazo érett kis RNS-ek pontos illeszkedése
az intron végéhez, illetve az a tény, hogy ezek az intronok elméletileg képesek hajtii

struktiraba rendezddni, felvetette annak a lehetdségét, hogy ezek a miRNS-ek esetleg a
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Drosha-t6] fiiggetleniil, splicing utjan vagodhatnak ki az elsddleges atiratbol. Ez a
Drosha fiiggetlen, de splicing fliggé miRNS ¢érés valdban bizonyitast nyert D.
melanogaster ¢s C. elegans fajokban, s ezeket a specialis, pre-miRNS-t ,,utdnz6” intron
szekvenciakat mirtronoknak nevezték el [221; 222].

A mirtron utvonalon ér6 miRNS-ek biogenezisének elsé 1épéseként tehat az
elsédleges transzkriptumbol (mRNS/pri-miRNS) nem a Drosha vagja ki a pre-miRNS
struktarat, hanem a splicing apparatus segitségével vagodik ki az adott révid intron (11.

abra).

miRNS biogenezis
kanonikus mirtron
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11. abra. A kanonikus és mirtron miRNS biogenezis utvonalak 6sszehasonlitisa.

A leiras a szovegben talalhato; lariat=a lassz6 formaban kivagodott intron. (Schamberger,

Methods in Mol. Biol.: Structural and Functional RNA Mapping, in press, abraja alapjan.)

A mirtronikus intronok kivagddasa a klasszikus lasszo forman keresztiil torténik meg
(az intron 5’ vége a branch ponthoz van ligalva), amit a ,,lassz6 szerkezet megsziintetd
enzim” (lariat debranching enzyme) old fel. Ezutan az intron nem bomlik le, hanem a

pre-miRNS-ekre jellemzd hajtli struktiraba rendezddik. A mirtron és a kanonikus
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miRNS biogenezis ezen a ponton konvergdl, innentél a mar kordbban részletezett,
kanonikus miRNS-ekre jellemz6 modon torténik mindkét tipusu érés. Roviden: a hajtii
szerkezetli pre-miRNS a sejtplazmaba transzportalodik az Exportin-5 altal, majd a Dicer
hasitasa utan a miRNS duplex valamelyik szala egy AGO fehérjébe load-olodik,
létrejon az érett RISC, ami aztan képes betolteni target szabalyozo funkcidjat [198;

199].
2.2.2. Tailed mirtronok

A konvencionalis mirtronokkal szemben léteznek olyan atipikus mirtronok is, ahol az
intronikus splice donor és akceptor helyek nem a hajtii (pre-miRNS) struktiranak a két
végét definialjak. Ilyenkor a hajtli egyik vége pontosan az intron splice donor vagy
akceptor helyénél végzdodik, de 5° vagy 3’ iranyban egy tulnytld vég (farok= tail)
talalhaté az ellenkezd oldali splice helyig, innen a neviik: tailed mirtronok (12. abra;

[199; 223]).

5'tailed mirtron mirtron 3'tailed mirtron

exon exon exon

exon exon exon

1
| splicing és athajtogatodas |

¥ | Y

nukleaz ? Exoszoma
& —— PR >
5°-> 3’ ,,visszavagas” 3’-> 5’ ,,visszavagas”

12. abra. Tailed mirtronok sematikus abrazolasa.
Kozépen lathatd egy konvenciondlis mirtron, mig kétoldalt az 5°-, ill. 3’-tailed
mirtronok. A 3’ irdnyban talalhaté talnyuld farok rész Drosophila-ban az exoszéma
altal emésztédik le, mig az 5’ tailed mirtronok pre-miRNS-¢ vald processzalasaban

résztvevo enzim eddig ismeretlen. (Yang, Mol Cell, 2011, abraja alapjan.)

A tailed mirtronok a konvencionalis tarsaikhoz hasonldan splicing altal vagddnak ki,

a lassz6 forma megsziintetéséhez pedig sziikség van a lariat debranching enzimre.
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Az eddig legrészletesebben vizsgalt failed mirtron a 3’-tailed Drosophila mir-1007
[221; 224]. Ezen a Drosophila-k kozt er6sen konzervalt mirtronon keresztiil lett leirva a
3’-tailed mirtronok biogenezise. A splice donor helynél kezd6dé mir-1007 hajtii
szekvencia utan egy még kb. 100 nt-os 3’ farok talalhato, ami az intron splice akceptor
hely¢ig tart. Ezt a 3’-tail részt az RNS exoszoma, a f6 eukariota 3’ = 5 exonukleaz
komplex tavolitja el, felszabaditva ezzel a pre-mir-1007-et. Ugy tiinik, hogy mindez a
sejtmagban jatszodik le, igy a pre-mir-1007 szubsztratként tud szolgalni az Exportin-5-
nek a sejtplazmaba jutdshoz, ahol a kanonikus miRNS-ekhez hasonlé tovabbi
processzalason esik at. Bar az RNS exoszdma altalaban teljesen lebontja a szubsztratjat,
az is ismert, hogy processzalasat a stabil masodlagos szerkezetek gatoljak, igy fordulhat
eld, hogy a 3’-tailed mirtron hajti struktaraja (pre-miRNS) nem bomlik le, hanem
megmarad [224; 225].

Az 5’ tailed mirtronok biogenezisérdl jelenleg nem sokat tudunk, az eukaridtak kozt
elterjedt f6 5° = 3’ exonukleaz, az XRN1/2 komplex egy lehetséges jeldlt az 5° farok

eltavolitasara [223].

2.2.3. Mirtronok eléfordulasa és jellemzoi

Az els6 mirtron szekvencidkat Drosophila-ban és C. elegans-ban talaltak, mint
ahogy a mirtronokat érintd késobbi, részletesebb vizsgalatok — struktura-funkcid
Osszefiiggések, bioinformatikai predikciok validalasa — is ezekben a fajokban tortént
[226]. Mindekozben mélyszekvenalassal kimutattak mas fajokban is olyan révid, intron
eredetli kis RNS szekvencidkat (read-eket), amik rovid intronok végeinél végzddtek.
Mirtron-szeri szekvencidk keriiltek leirdsra emberben, féemldsokben, egérben,
csirkében, tehénben és rizsben is [205; 227-233]. Az emlds mirtronok prediktalasa
elsdre talan meglepdnek tlint, hiszen az intronok mérete itt heterogénebb, s az atlagos
intron méret jéval meghaladja a pre-miRNS mérettartomanyat (emberben pl. ezer
nukleotidos tartomanyban mozog; [220; 234; 235]). A prediktalt mirtron-szerti emlés
szekvencidk a gerinctelen mirtron szekvencidkkal, illetve mas kisméreti emlds
intronokkal 6sszevetve sokkal nagyobb GC 6sszetétellel rendelkeztek. Ezen kiviil hajti
formajukra nem volt jellemzd a pre-miRNS-ekre (és a gerinctelen mirtronikus pre-
miRNS-ekre is) jellemzé 3’ 2 nt-os talnytlé vég, ami az Exportin-5 altal torténd
felismerés ¢és a sejtplazmaba torténd transzport feltétele. Mindezeken tal, a

mélyszekvenalasi adatok alapjan gy tlint, hogy a prediktalt emlés mirtronokra nem
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jellemzd a gerinctelen mirtronok azon tulajdonsaga, hogy az érett miRNS leginkabb a
pre-miRNS 3’-karjabol szdrmazik (3’-kar dominancia). Egy tovabbi kiilonbség, hogy a
3’-karbol szarmazo6 gerinctelen mirtronokra jellemz6 az 5° U végzddés, mig a 3’-karbol
prediktalt érett emlds szekvencidk kb. ugyanolyan aranyban kezdddtek U-val vagy C-
vel [227]. Az eml6s mirtronokon beliil huméan mirtron szekvencidkat is talaltak
bioinformatikai predikcidok és mélyszekvendlasi adatok alapjan, de konkrét kisérletes
validalas, illetve mélyebbre hatd vizsgalatok sem a human, sem mas emlds mirtronok
esetében nem torténtek. A mirtronokat illetden még jelenleg is kevés kisérletes
informécid van birtokunkban, bar az elmult két évben szamos 1) publikacid latott
napvilagot. A human mirtronokat érintd 1j eredményeket a sajat eredményekkel egyiitt,

a ,,Eredmények megvitatasa” fejezetben fogom targyalni.
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3. CELKITUZESEK

Az egyik legjelentésebb nem kanonikus mikroRNS érési utvonal, a mirtron
biogenezis felfedezése és leirdsa gerinctelen fajokban (D. melanogaster és C. elegans)
tortént.  Bioinformatikai  predikciok és  mélyszekvendldsi adatok  alapjan
valoszinlsitették mirtronok 1étezését magasabbrendiickben is, de munkam kezdetekor
nem allt rendelkezésre kisérletes bizonyiték a mirtron Gtvonal 1étezésére gerincesekben.
A kisérletesen validalt, magas expressziot mutatd gerinctelen mirtronok, és a prediktalt
emlds mirtron szekvencidk szamos tulajdonsagukban eltértek. Munkdm keretében azt
szerettem volna megvizsgalni, hogy ez a specialis, mirtronikus mikroRNS keletkezési
utvonal valoban létezik-e emldsokben/emberben. A human mirtronok vizsgélatara az

alabbi célokat tiztik ki:

1. Harom prediktdlt human mirtron és egy Drosophila mirtron (kontroll)
képzddésének és funkcidjanak vizsgalata eredeti szekvencia kornyezetbdl

human sejtekben.

2. A hatarold exonok hatdsdnak vizsgalata az expresszidra: expresszid ¢€s

funkcid vizsgalata heteroldg kdrnyezetbdl.

3. Human mirtronokat stabilan expresszald sejtvonalak létrehozasa a Sleeping

Beauty transzpozon alapu génbeviteli rendszer segitségével.
4. A mirtron biogenezis utvonal létezésének igazoldsa magasabbrendiiekben:
splicing fliggés, ill. a DGCR8/Drosha komplextl vald fliggetlenség

bizonyitésa.

5. Mirtron eredetl érett miRNS-ek direkt detektalasa.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Bioinformatikai analizis és statisztika

A prediktalt mirtron szekvencidk kivalasztasa az 5.1.1. fejezetben leirt kritériumok
alapjan tortént, a szekvencidk elérheték a http://www.mirbase.org/ internetes oldalon.
Az evolucios konzervaltsag megallapitdsahoz (a szekvenciak illesztéséhez) egy online
ingyenesen elérhetd programot hasznaltunk: www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/.

Annak a megbecslésére, hogy egy adott szekvencia képes-e kivagddni egy adott
exonikus kornyezetbdl a SoftBerry-FSPLICE, illetve a Human Splicing Finder Version
2.4.1 nevii, az interneten szabadon elérhetd programokat hasznaltuk.

A luciferaz esszék és a QRT-PCR eredményeinek statisztikai kiértékeléséhez — az F-

proba elvégzése utan — kétmintas t-probat alkalmaztunk.

4.2. Plazmidok létrehozasa

4.2.1. Baktérium torzsek és transzformalas

A kiilonb6zo plazmidok felszaporitdsdhoz a legtobb esetben az Escherichia coli
TOP10 torzsét hasznaltuk. Amikor a klonozas ugy kivanta, az Escherichia coli nem
metildlo, dam-/decm- K12 torzsét (NEB) alkalmaztuk. A sejtek kompetenssé tétele
altalanos (MgCl,-CaCl,) modszer alapjan tortént (Sambrook et al., 1989).

A baktériumok transzformalasara hosokkot alkalmaztunk:

- 1 pl plazmid vagy 10 pl ligaitum + 100 pl kompetens sejtet dsszekeveriink

- jégen allni hagyjuk ~30 percet

- 42°C-os vizfiirdébe helyezziik egy percre

- jégre tesszik par percig

- hozzdadunk 890-900 ul LB oldatot (10 g tripton, 5 g élesztd kivonat, 10 g NaCl 1 1
desztillalt vizben) és ~30 percet razatjuk (200 rpm)

- egy részét, vagy centrifugalas utan (8000 x g, 1 perc) az egészet a megfeleld

antibiotikumot tartalmazé LB-agar (1 1 LB+15 g agar) lemezre kikenjiik
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4.2.2. Genomi DNS izolalas

- ~ 2X10° sejtet dsszegyiijtiink (tripszineziink), PBS-sel mossuk, majd centrifugaljuk
(250 x g, 5 perc). A pellet rogton hasznalhato, vagy -80°C-on tarolhaté a késobbi
felhasznalasig.

- a pelletet 500 pl lizis pufferben (10 mM Tris-HCL, 100 mM EDTA, pH=8.0)
felszuszpendaljuk

(Alkalmazastol fiiggoen opcionalis, az RNS szennyezés eltavolitasara:

- +5 ul RNaz A (10 mg/ul)

- inkubdlas 37°C-on 1 éra)

- hozz4adunk 28 pl 10%-0s SDS-t, alaposan dsszekeverjiik (vortex)

- hozzdadunk 5 pl proteindz K-t (20 mg/ml), vortex

- inkubalas 50°C-on, 1 6rét

- hozzaadunk 600 pl fenol:kloroform:izoamil-alkoholt, alaposan dsszekeverjiik

- centrifugalas 10 percig ~21000 x g-n

- a fels6 vizes fazist atpipettazzuk 0j Eppendorf csébe

- 1:1 térfogataranyban kloroformot adunk hozza, alaposan 6sszekeverjiik

- centrifugalas 10 percig ~21000 x g-n

- a fels6 vizes fazist atpipettazzuk 0j Eppendorf csébe

- 1:1 térfogataranyban 4°C-os izopropanolt adunk hozza, 6vatosan atkeverjiik

- inkubalas jégen 10 percig

- centrifugalas 10 percig ~21000 x g-n

- a feliiluszot ledntjiik, a csapadékot mossuk 500 pl 75%-os 4°C-os etil-alkohollal,
inkubalas 5 percig jégen

- centrifugalas 10 percig ~21000 x g-n

- a DNS csapadékot szaritjuk, majd felvessziik ~ 150 pl desztillalt vizben (tarolas -
20°C-on)

4.2.3. Polimeraz lancreakcio (PCR)

PCR klonozashoz, telep PCR, RT-PCR

A mirtronok/intronok genombol valé amplifikaldsdhoz, a sikeres klonozas telep PCR-

rel torténd megallapitasahoz, ill. az RT-PCR-hez az altaldnosan hasznalt PCR reakci6 a
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kovetkezo volt: 12.5 pl 2X PCR Master Mix (Promega), 1 pul forward primer [10 pM], 1
ul reverse primer [10 uM], 9.5 ul H,O, 1 pl templéat. Az elso esetben a templat ~100-
150 ng genomi DNS, a masodik esetben 1 pl telep lizatum volt (10 pl desztillalt vizben
1 baktérium telep 3 percig 95°C-on lizalva). Az RT-PCR esetében pedig 1 pl cDNS, ami
tranziens transzfekcot kovetden 48 oranal i1zolalt total RNS mintabol ‘High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit’ (Life Technologies) segitségével lett atirva a gyarto
utasitasainak megfeleloen. Az altalanosan hasznalt PCR program a kovetkezd volt:
95°C 3 perc; 35 ciklusban: 95°C 30 sec (denaturdlds), 59°C 30 sec (primer
hibridizacio), 72°C 45 sec (lanchosszabbitas, ennek az ideje az amplikon vart mérete
szerint valtoztatva lett); 72°C 5 perc (végso lanchosszabbitas). A klonozashoz sziikséges
hosszabb DNS darabokat Pfu polimeraz (Promega) segitségével amplifikaltuk, a gyarto
protokolljanak megfeleloen. Az egyes primerek nukleotid sorrendje a mellékletben

talalhato.

PCR szekvendlashoz, szekvendldas

A PCR reakciohoz 2 ul BigDye oldat (Life Technologies), 4 ul BigDye Sequencing
Buffer 5X, 3.2 ul primer [1 pM], 1 ul templat (PCR termék vagy 100-150 ng plazmid)
lett 6sszemérve, €s vizzel 20 ul végtérfogatra kiegészitve. Ezt kovette a PCR reakcio, 35
ciklusban: 95°C 30 sec, 60°C 4 perc. A reakcidelegyet a primerek feleslegétol, 1ll. a be
nem épiilt nukleotidoktdl a DyeEx 2.0 Spin Kit-tel (Qiagen) tisztitottuk meg, a gyarto
utasitasainak megfelelden. A tisztitott mintabol 6sszemértiink 5 pl-t 15 pl formamiddal,
95°C-on 2 percig denaturaltuk, majd szekvenaltuk ABI310 Genetic Analyzer (Applied

Biosystems) segitségével.

Mutagenezis PCR

Az 50 ul 6ssztérfogati reakcio Osszetétele a kovetkezo volt: 5 ul 10X Pfu puffer, 1
ul (mutans szensz) primer [2 pM], 1 ul (mutans antiszensz) primer [2 uM], 1 ul ANTP
mix [10 mM], ~ 100 ng plazmid templat, vizzel kiegészitve; majd hozzaadtunk 1 ul
Pfu-t [2.5 w/ul] (Thermo Scientific). Az alkalmazott PCR program a kdvetkezd volt:
95°C 3 perc; 18 ciklusban: 95°C 30 sec, 60°C 1 perc, 68°C 14 perc; 72°C 5 perc. A
lehtit6tt reakciohoz hozzaadtunk 1 pl Dpnl-et [10 u/ul] és 37°C-on 1-2 orat emésztettiik,
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majd az elegybol 1ul-t kompetens baktériumokba transzformaltunk. A primerek

nukleotid sorrendje a mellékletben talalhato.

4.2.4. Sleeping Beauty transzpozonos vektorok klonozasa

EGFP marker gént tartalmazo alapkonstrukcio

A Sleeping Beauty transzpozon konstrukcid az Izsvak Zsuzsannatol és Ivics Zoltantol
kapott pT2/BH vektor volt, amibe korabban egy CMV promoter hajtotta GFP-ABCG2
fehérjét, 1ll. poliA helyet is tartalmazo kazettat klonoztunk a HindIII/EcoRI helyekre.
Ennek egy részét (a poliA helyet megtartva) HindIII/PmlI emésztéssel eltavolitottuk, és
a helyére klonoztuk a CAG promoter altal meghajtott EGFP kazettat. Ez utobbit egy —
dr. Német Katalin csoportjatol — kapott vektorbol emésztettiink ki HindITI/HincIl
emeésztéssel, és klonoztuk a HindIII/PmII emésztett Sleeping Beauty vektorba. A
létrehozott SB. CAG EGFP vektort alkalmaztuk mar korabbi munkank soran [236],
mint ahogy a meég korabban létrehozott SB CMV_EGFP, SB CMV_GFPG2, ¢és
SB CAG_GFPG2 vektorokat is ( [237], ill. nem publikalt adat).

Mirtron expresszios vektorok

A mirtronokat eredeti genomi kdrnyezetiikbdl expresszald vektorok 1étrehozasahoz a
SB CAG _EGFP vektorba, az EGFP szekvencia mdgott levo BsaBI restrikcids helyre
tompa veégu ligalassal klonoztuk a genombol amplifikalt, a mirtront két hatarolo
exonjaval tartalmazo (exon-intron-exon=eie) DNS darabokat. A PCR-ekhez felhasznalt
genomi DNS-ek a HUES9 humén embrionalis 0ssejtvonalbdl, ill. a Dr. Vértessy Bedta
csoportjatol kapott Drosophila S2 sejtekbdl lettek izolalva.

A heterolog kornyezetbol torténd expressziohoz eloszér mutagenezis PCR-rel
bevittiikk a Pvull restrikcios helyet az EGFP-be [238]. Mivel a Pvull hely eleve jelen volt
a vektorban, ezért a Pvull helyet tartalmazo EGFP-t szubklonoztuk a pCEP4 vektorba
(Thermo Scientific; koszonet érte Dr. Fatyol Karolynak). Ezutan ezt a vektort
emésztettiik meg Pvull restrikcios enzimmel, beleillesztettiik tompa végil ligalassal a
PCR termékeket, vagy az elore Osszehibridizalt oligonukleotidokat, majd

visszaklonoztuk a mesterséges intront mar tartalmazd EGFP-t az eredeti Sleeping
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Beauty transzpozon vektorba [239]. A mirtron és splicing mutans mirtron

oligonukleotidok nukleotid sorrendje a mellékletben talalhato.
4.2.5. shRNS-t kifejezo vektor és luciferaz szenzorok klonozasa

A mir-1233 3’-karjanak shRNS formajat a psiSTRIKE vektor (Promega; kdszonet
érte Dr. Német Katalinnak) segitségével expresszaltuk. Az oligonukleotidok a gyartod
utasitasainak megfelelden lettek megtervezve, majd ezek hibridizaldsa utdn szintén a
gyartd utasitdsainak megfelelden lettek beklonozva a vektorba. Az shRNS
oligonukleotidok szekvenciaja a mellékletben taldlhatok.

A luciferdz essz¢hez az adott miRNS (pre-miRNS kar) komplementer antiszensz
szekvencdjat kétszer tartalmazd szenzor, €s az attol 3-4 nukleotidban (minden masodik
nukleotid a seed régidban) kiilonbdzd mutans szenzor hibridizalt oligokat a psiCHECK?2
vektorba (Promega) kldonoztuk: a gyartd utasitasdnak megfelelden, a Renilla luciferaz 3’
UTR régidjaba, az Xhol/Notl restrikcios helyek hasznalataval. A szenzor €s mutans

szenzor oligonukleotidok nukleotid sorrendje a mellékletben talalhato.

4.3. Sejttenyésztés, transzfekcio és sejtvonalak létrehozasa

A kisérletekhez hasznélt sejtvonalakat (HEK-293, MCF-7, MDCKII, HeLa) 10%
héinaktivalt FBS szérummal (fetal bovine serum), 1% L-glutaminnal és 1%
penicillin/streptomycin antibiotikummal kiegészitett DMEM tapoldatban (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium), 37°C-on 5% CO2 inkubatorban tartottuk fenn. A Robert
Blelloch laboratériumatol kapott vad tipusi és DGCRS deficiens egér embrionalis
fibroblaszt sejtek (MEF; [240]) szintén az el6z6eknek megfelelden voltak fenntartva,
kivéve, hogy a médium nem tartalmazott antibiotikumot. A human embrionalis dssejtek
fenntartdsa mitomycin-C-vel kezelt egér embriondlis feeder sejteken, HUES
médiumban (15% ko szérum replacement, 80% KoDMEM, 1 mM l-glutamin, 0.1 mM
beta-mercaptoethanol, 1% nem esszencidlis aminosav, 4 ng/mL humaén fibroblaszt
novekedési faktor; [236]) tortént.

A legjobb transzfekcids hatékonysag elérése érdekében a kiilonbozoé sejtvonalakat
kiilonboz6 transzfekcidos reagensekkel transzfektaltuk, a gyartok protokolljanak
megfelelden: FuGENE® 6-al (Promega) a HEK-293 és HUES9; FuGENE® HD-vel
(Promega) a HeLa, az MDCKII és az MCF7, mig Lipofectamine® 2000-¢l (Invitrogen)
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a MEF sejteket. Az siRNS-eket minden esetben Lipofectamine”™ 2000-¢l juttattuk be a
sejtekbe. Az EGFP fehérje expresszigjat IX51 fluoreszcens mikroszkép (Olympus)
segitségével ellendriztiik (koszonet érte Dr. Német Katalinnak).

A kiilonféle EGFP, ill. EGFPm_mirtron/miRNS/intron expresszidos kazettakat
stabilan kifejezd sejtvonalakat a Sleeping Beauty transzpozonos rendszer segitségével
hoztuk 1étre (lasd még 5.2. fejezet, ill. [236; 239]). A transzpozon és transzpozaz 10:1
aranyu kotranszfekcidjat a transzfekcios reagenst gyartd cég utasitasainak megfeleléen
végeztik. Az ezt kdvetd 8. napon, ill. a 17. napon lettek a sejtek EGFP pozitivitas
alapjan levéalogatva Dr. Varady Gyorgy segitségével, egy FACS Aria High Speed Cell
Sorter-rel (Beckton-Dickinson).

4.4. Luciferaz esszé

A Dbemutatott luciferdz esszékhez 24-lyukti lemezre kirakott sejteket
kotranszfektaltunk az adott mirtront/miRNS-t expresszald plazmiddal (300 ng) és az
adott szenzor vagy mutdns szenzor konstrukcioval (15 ng), a gyartdé utasitdsainak
megfelelden.

A transzfekcids hatékonysdgot kb. 24 o6ranal, fluoreszcens mikroszkoppal
ellendriztik. A luciferaz aktivitast a transzfekciot kovetd 48 oranal, ’Dual-Luciferase
Reporter Assay System Kit> (Promega) és 2030 Multilabel Reader luminométer
(PerkinElmer) segitségével mértiik, a gyartd utasitdsdnak megfelelden, a passziv lizis
modszerét alkalmazva. Minden kisérleti felallas harom parhuzamos transzfekcidval lett
mérve, illetve a fiiggetlen kisérletek szdma (minden esetben minimum 2) az
abraalairasokban fel van tiintetve.

A nyers Renilla adatokat el6szor a szintén a psiCHECK2 plazmidon kodolt firefly
luciferaz adatokra normalizaltuk (ez a transzfekcios kontroll). Ezen kiviil — a specifikus
hatas mérése érdekében — egy adott mirtronnak/miRNS-nek a neki megfelelé szenzoron
mért hatdsdt a mutdns szenzorra vonatkoztattuk (2. kontroll), majd ezt az értéket az
adott szenzor/mutans szenzor-parra nem specifikus kontroll (,,nem felismeréd” miRNS)

jelenlétében mért szenzor/mutans szenzor adatra vonatkoztattuk (3. kontroll).
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4.5. RNS izolalas és kis RNS Northern blot

A dolgozatban bemutatott kisérletekhez az RNS izolalasokat Trizol® reagenssel
(Invitrogen) végeztilkk, a gyartd protokolljanak megfeleléen. Az RNS-eket 50 pl
nukleaz-mentes desztillalt vizben vettiik fel.

A kis RNS Northern blot elott mindig kozvetleniil ellenoriztikk az izolalt RNS-ek
mindséget 1%-os agaroz geélen torténd gélelektroforézissel. A kis RNS Northern blot
technikat Vérallyay Eva és Havelda Zoltan publikacidja [241], és utmutatasa alapjan
végeztilkk. Roviden: az adbran feltiintetett mennyiségii total RNS-t (20 vagy 30 pg) 12%-
os denatural6 poliakrilamid gélen megfuttattuk (20-25 perc 200 V, majd 1-2 o6ra 400 V),
egy ¢€jszakan &t blottoltuk, majd Stratagene UV Stratalinker 1800 segitségével
keresztkotottik Hybond N+ (Amersham) membranra. Ezutan — eldhibridizalast
kovetden — **P-jel6lt LNA (Exiqon; miRNS-ekre), vagy DNS (U6 endogén kontroll)
probaval hibridizaltunk. A probak szekvenciaja a mellékletben taldlhato. Molekulasuly
markerként radioaktivan jelolt Decade Marker-t (Ambion) alkalmaztunk, a membranok
radioaktiv jeleit Carestream Kodak BIOMAX MS (Sigma) film segitségével, az
altalanos gyakorlatnak megfeleloen detektaltuk.

4.6. Kis RNS reverz transzkripcio és kvantitativ RT-PCR

A kis RNS-ek total RNS-ekbol torténd ¢cDNS-sé atirasa (reverz transzkripcio) elott
DNaz-zal kezeltik az RNS mintdkat. 20 pl Ossztérfogatban Osszmértiink: 5 pg total
RNS-t, 2 pl (4 unit) DNaz-t (NEB), 2 ul 10X DNaz puffert, 1 pl (20 unit) RNaz
inhibitort, nukleaz-mentes vizet. Az elegyet 37°C-on egy orat inkubaltuk, majd a 75°C-
on 10 percig tartd hoinaktivalast kovetoen a mintat jégen lehtitottik.

A reverz transzkripcidohoz a Life Technologies 'miRNA Reverse Transcription Kit’-
jét hasznaltuk. Egy reakciohoz a kovetkezo komponenseket mértiik dssze (de tipikusan
tobb reakciora valo mastermix-et készitettiink): 0.15 pul 100 mM dNTP Mix, 1.5 pl 10X
puffer, 1.16 ul H,O, 0.19 pl RNaz inhibitor (20 U/ul) és 1 ul reverz transzkriptaz (50
U/ul). Finoman oOsszekevertiik, nem vortexeltiik. Hozzaadtunk 5 pul DNaz kezelt total
RNS-t [2 ng/ul], 3 pul endogén kontroll specifikus RT primert €s 3 pl target specifikus
RT primert. (A kis RNS specifikus stem-loop RT primereket a gyarto altal, vagy
altalunk tervezett “TaqMan® MicroRNA Assay’ (Life Technologies) tartalmazta.) A
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mintak reverz tarnszkripciojat PCR késziilékben, az alabbi program szerint végeztiik:
16°C 30 perc, 42°C 30 perc, 85°C 5 perc.

A kvantitativ  PCR-hez a ‘TagMan® Universal Master Mix II with UNG’
reakcioelegyet (Life Technologies), és a gyartd altal, vagy altalunk tervezett, adott
targetre specifikus ‘TagMan® MicroRNA Assay’-t (Life Technologies) hasznaltuk. A
c¢DNS mintakat 6tszorosere higitottuk (15 pul ¢cDNS + 60 pl H,O). A kvantitativ PCR-
hez 1 mintara vonatkoztatva dsszemértiink: 10 pl 2X Master Mix-et, 1 ul 20X probat €s
9 ul higitott cDNS-t. Minden mintabol harom technikai parhuzamost mértiink 6ssze a
megbizhaté mérés és értékelés érdekében. StepOne™ vagy StepOnePlus™ real-time
PCR platformon (Life Technologies) az alabbi programot hasznalva mértiikk a mintékat:
50°C 2 perc, 95°C 10 perc, 40 ciklusban: 95°C 15 sec és 60°C 1 perc. Az adatokat
StepOne version 2.1. szoftverrel elemeztiik. A méréseket mindig legalabb ketto

biologiai parhuzamos kisérlettel végeztiik.
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5. EREDMENYEK

5.1. Prediktalt human és Drosophila mirtronok vizsgalata emlds sejtvonalakban

5.1.1. A vizsgalando szekvenciak kivalasztasa

Prediktalt human mirtronok

Annak a vizsgalatira, hogy a mirtron Utvonal létezik-e emldsdkben, harom,
feltételezetten mirtron eredetli mikroRNS szekvenciat valasztottunk ki [227]. A
bioinformatikai mddszerek, illetve mélyszekvenaléasi adatok alapjan rendelkezésre allo
prediktalt human mirtron szekvencidk koziil olyanokat igyekeztiink megvizsgalni, amik
a splicing predikcidink alapjan jo eséllyel ki tudnak vagddni a hatarolé exonjaik koziil.
Ezen kiviil szempontként szerepelt, hogy 5°- és 3’-karos mirtront is valasszunk, illetve
evoluciosan feltehetden eltérd eredetii, kevésbé €s jobban konzervalt szekvencidkat is
megvizsgaljunk.

Az els6 kivalasztott szekvencia az 5’-karosnak prediktalt huméan mir-877 volt, ami az
ABCF1 (ATP-binding cassette, sub-family F, member 1) gén egyik alternativ (86 bp-os)
intronjat alkotja. Ez az egyik leg6sibbnek tiind emlds mirtron szekvencia,
bioinformatikai analizisek és mélyszekvenalasi adatok alapjan ez talalhatd meg a
legtobb emlds fajban (szarvasmarha, egér, patkdny, féemldsok). A loop régiotol
eltekintve erds konzervaltsdgot mutat a kiilonb6z6é fajokban mind a prediktalt érett
miRNS, mind a miRNS* szekvencia szintjén (13. abra).

A masodik kivalasztott szekvencia, a 3’-karos human mir-1226, mar csak
féemldsokben talalhatdé meg, s evolucids szempontbdl nézve valdsziniileg jabban
keletkezett szekvencidnak tekinthetd. A human mir-1226 a DHX30 (DEAH (Asp-Glu-
Ala-His) box helicase 30) gén egyik alternativ, 75 bazisparos intronjat alkotja. A mir-
1226 szekvencia az egész pre-miRNS szintjén konzervalt a kiilonbozé féemlds fajokban

(13. abra).
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mir-877

érett miRNS miRNS*
hsa- mir- 877 - --- --- - - - GUAGAGGAGAUGGC GC AGGGGACAC] CC| LCGUGUGUCCUCUUCUCCCUCCUCCCAG-
ppy- mir- 877 - --- - - - - - - GUAGAGGAGAUGGCGCAGGGGACAC CC CAUGUGUCCUCUUCUCCCUCCUCCCAG-
mmk mi r- 877 AGAGGAGAUGGCGC AGGGGACAC Cq CAUGUGUCCUCUUCUCCCUCCUCCCA!
bta-mir- 877 IAGAGGAGAUGGC GC AGGGGACAC] CCCECAACAUGUGUCCUCUUCUCCCUCCUCCCA
mmumi r- 877 - - - GJAGAGGAGAUGGCGCAGGSGACACAAGGUAGGCC Cq CAUGUGUCCUCUUCUCCCUCCUCCCAG- - -
rno-mir-877 --------- GJAGAGGAGAUGGCGCAGGGGACACAAGGUAGGCC CC CAUGUGUCCUCUUCUCCCUCCUCCCAG-
conserved HERXRERFXRERRFRXRR T RR TR RN .iE & 3! *E OB O ER¥ * ¥ &4)! EE 2] .*%l!%*%**%*!%****%**%**%*%**
MIRNS* mir-1226 érett miRNS
hsa-mir-1226 GUGAGGGCAUGC AGGCCUGGAUGGGGCAGCUGGGAUGGUCCAAAAGGGUGGCCUCACCAGCCCUGUGUUCCCUAG 75
ppy-mir-1226 GUGAGGGCAUGC AGGCCUGGAUGGGGCAGCUGGGAUGGUCCAAAAGGGUGGCCUCACCAGCCCUGUGUUCCCUAG 75
mmkmir-1226 GUGAGGGCAUGC AGGCCUGGAUGGGGCAGCUGGGAUGGUCCAAAAGGGUGGCCUCACCAGCCCUGUGUUCCCUAG 75
ptr-mir-1226 GUGAGGGCAUGC AGGCCUGGAUGGGGCAGCUGGGAUGGUCCAAAAGGGUGGCCUCACCAGCCCUGUGUUCCCUAG 75
conserved I Z R EE R R SRR SR SRR S R SRS ER SRS E R SRR SR E R E R R E RS R R SRR SRR R R R ERE R A EREER SRR ER B E R EEEE]
mir-1233 érett miRNS

hsa-mir-1233-1 AGGGGGAGCUGCAGGG GGAGGGGCCCCA UCUGAGCCC CUCCCGCAG- 82
hsa-mir-1233-2 AGGGGGAGCUGCAGGG GGAGGGGCCCCA L[UGAGCCCtlECUCCCGCAG 82
PpPYy- mir-1233 GUGGGAGA AGGGGGAGCUGCAGGG GGAGGGGCCCCA UCUGAGCCCUUUCCUCCCGCAG- 82
mmk mi r- 1233 AGGGCAGGGGGAGCUGCAGGGCCUUCGGAGGGGCCCCA UCUGAGCCC CUCCCGCAG- 82
ptr-mir-1233-1 AUGGCAGGGGGAGCUGCAGGGCCGUCGGAGGGGCCCCAGCAUCUGAGCCC CUCCCGCAGG 83
ptr-mir-1233-2 GUGC, AGGGGGAGCUGCAGGGCCGUC GGAGGGGCCCCA L[UGAGCCC%CUCCCGCAGG 83
ptr-mir-1233-3 - UGAGUGGGA C- AGUGC AGGGGGAGCUGCAGGGCCGUCGGAGGGGCCCCA UCUGAGCCC CUCCCGCAG- 80

COnSel'Ved EXEERERERER * EE X Ex EE R R R R T E R LR LR LN LN R * AEEZEZEIZZRZREE ZREZXREZEEEER EXEEXEXZRZ R

13. abra. Harom prediktalt human mirtron szekvencidja és evoluciés konzervaltsaguk.
A prediktalt dominans érett miRNS szekvencia piros, mig az esetlegesen prediktalt
miRNS* kék szinnel van jelezve. Az illesztett szekvenciak alatt talalhato csillagok a fajok
kozott konzervalt nukleotidokat jelzik. Az adott pozicidoban elhelyezkedd azonos
nukleotidok ugyanazzal a hattérszinnel vannak jelezve. hsa — Homo sapiens (ember), ppy —
Pongo pygmaeus (borne6i orangutan), mml — Macaca mulatta (thesusmajom vagy bunder),
bta— Bos taurus (szarvasmarha), mmu — Mus musculus (hazi vagy laboratoriumi egér), rno

— Rattus norvegicus (vandorpatkany), ptr — Pan troglodytes (kozonséges csimpanz).

A harmadik jelolt a 82 nukleotid hosszisdgii mir-1233. Szintén 3’-karosnak
prediktaltak és csak foemldsokben taldlhatd6 meg. Emberben és csimpanzban
duplikaciok kovetkeztek be, erre utal a mir-1233-1, a mir-1233-2 illetve a mir-1233-3
jelolés. A human mir-1233 a GOLGASA (golgin A8 family, member A) gén egyik

alternativ intronjat alkotja.

Kontroll mikroRNS-ek

A harom prediktalt human mirtronon kiviil mas mikroRNS-eket is kivalasztottunk,
hogy a késdébbi vizsgalatokhoz kontrollként szolgéljanak.

Eldszor is egy ,,mirtron kontrollt” szandékoztunk alkalmazni, amihez egy korabban
kisérletesen is wvalidalt mirtront kerestiink. Mivel a mirtron utvonal csak
alacsonyabbrendiiekben volt bizonyitva, igy olyan korabban leirt kisérletesen validalt

mirtront kerestiink, ami a fajok kozotti kiilonbségek ellenére — a splicing predikciok

42



alapjan — a legnagyobb valdszintiséggel képes kifejezddni emlds sejtekben is. A legjobb
jeldlt a Drosophila mir-1003 volt.

Tovabbi miRNS kontrollok lettek kivalasztva a kiilonb6z6 modszerek
optimalizaldsahoz, illetve a mikroRNS funkcionalis vizsgalatokhoz: a human mir-328-at
az eredeti genomi koOrnyezetben, mig a szintén huméan mir-33b-t a heterolog
kornyezetben torténd vizsgalatokhoz alkalmaztuk. A mir-328 az ELMO3 (engulfment
and cell motility 3) 112 bp-os rovid intronjaval antiszenz iranyba atfedé kanonikus
miRNS [242], mig a mir-33b a SREBF1 (sterol regulatory element binding
transcription factor 1) gén egy 475 bp-os intronjaban elhelyezkedd kanonikus miRNS
[243; 244].

A kivélasztott szekvencidk adott szekvencia kornyezetekbdl torténd splicing

predikcidi a mellékletben taldlhatoak.

5.1.2. Prediktalt mirtronok kifejezodésének vizsgalata eredeti genomi kornyezetbdl

A kivalasztott feltételezett human mirtronokat (mir-877, mir-1226 és mir-1233)
eldszor eredeti genomi kornyezetiikbol kifejezve vizsgaltuk meg. Ehhez egy Sleeping
Beauty transzpozonos vektorba klonoztuk ket az EGFP szekvencia mogé, az dket 5° és
3’ iranyban hatarol6 exonokkal egyiitt (14A abra). Az eredeti CAG promoterrel
meghajtott EGFP vektort — mds transzpozonos vektorokkal egyiitt — egy korabbi
munkam soran hoztam létre (lasd ,,Anyagok és modszerek™ fejezet, ill. [236]). A harom
vizsgalandd szekvencia mellett hasonld klonozasi stratégidval késziiltek a kontroll
konstrukciok is: a mir-1003 Drosophila mirtron, illetve a human mir-328 kanonikus
miRNS is az EGFP szekvencia mogé, a 3° UTR régioba lett klonozva a hatarold genomi
kornyezetiikkel egyiitt.

A konstrukciok transzfekciojat kovetden a transzfekcid sikeressége (transzfekciods
hatékonysag) az EGFP fehérjének koszonhetéen konnyen kovethetd fluoreszcens
mikroszkdp vagy aramlasi citométer segitségével. A konstrukciokat emlés (HEK-293)
sejtekbe transzfektdlva minden esetben — bar eltéré intenzitassal — megfigyelhetd az

EGFP expresszio (14B abra).
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14. abra. A prediktalt human mirtronok és kontrollok Kkifejezése eredeti szekvencia
kornyezetbdl.
(A) Az alkalmazott expresszios vektorok sematikus abrazolasa. Az ’IR/DR’ (inverted
repeat/direct repeat) a transzpozon szekvencia forditott /direkt ismétlddé motivumat jelzi; ’exon u’
az 5’ iranyban elhelyezkedd (upstream), mig exon_d’ a 3’ irdnyban (downstream) hatarold exont
jelenti. "For’ és *Rev’ a klonozashoz és RT-PCR-hez hasznalt forward és reverse primerek tapadasi
helyét jelzi; ’eie’ — az EGFP mogé klonozott exon-intron-exon genomi szekvencidra utal. (B)
Fluoreszcens mikroszkopos felvételek a kiilonb6z6 konstrukciok tranziens
transzfekcidjat kovetoen (48h). mir-1003eie — validalt Drosophila mirtron kontroll; mir-877¢ie,
mir-1226eie, mir-1233eie — prediktalt human mirtronok; mir-328eie(as) — kanonikus miRNS
kontroll. (C) Splicing detektalasa RT-PCR-rel. A fekete nyilak mutatjak az intron kivagodasat

jelzé rovidebb PCR termékeket. "M’ molekulatdmeg markert jeldl, bazispar egységben.
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Annak eldontésére, hogy az adott konstrukciobdl torténik-e intron, azaz mirtron
kivagodas, RT-PCR-t alkalmaztunk (14C abra). A harom prediktalt huméan mirtron
mindegyikénél tortént intron kivagddas (splicing), de egyik esetben sem volt tokéletesen
hatékony. A mir-328 kanonikus miRNS kontroll esetén az RT-PCR eredményeként nem
vartunk splicing-ot jelzé rovidebb PRC terméket, mivel a mir-328 expresszidjahoz
antiszensz iranyban kellett beklénozni az exon-intron-exon genomi DNS darabot. A
mir-1003 Drosophila mirtron esetében a biztatd predikciok ellenére sajnos nem tudtunk
splicing-ot kimutatni. Az intronok kivagodasanak eredményeként kapott révidebb PCR
termékeket minden esetben megszekvenaltuk, aminek alapjan elmondhatjuk, hogy a

prediktalt mirtronok esetében pontos volt a splicing.

5.1.3. Funkcionalis teszt: génexpressziot gatlo képesség vizsgalata

A legelterjedtebb modszer annak a vizsgéalatara, hogy egy feltételezett miRNS
elédformabdl keletkezik-e géncsendesitésre alkalmas, érett miRNS, a luciferdz esszé.
Ehhez a vizsgalathoz a Renilla és firefly luciferazt is tartalmazéd psiCHECK?2 vektort
a prediktalt érett miRNS reverz komplementer szekvenciajat. Ennek kovetkeztében, a
szekvencia komplementaritason keresztiil tud szabalyozni az adott érett miRNS. A
szenzor konstrukciénak mindig elkészitettiik a mutans valtozatat is: ez a miRNS ’seed’
géncsendesitd hatast.

A mérést mindig ,.,harmas kontroll” mellett végeztiik és értékeltiik. A transzfekciod
kontrollja a Renilla luciferazzal egy plazmidon kodolt firefly luciferaz volt. Ezen kiviil
— a nem specifikus hatasok elkeriilésének érdekében — a megfeleld szenzoron mért
csendesitést egyrészt a mutans szenzorra (2. kontroll), mésrészt az adott szenzor/mutans
szenzor parra nem specifikus, Un. ,,nem-felismerd” miRNS mellett mért hatdsra is
vonatkoztattuk (3. kontroll).

Mivel a predikciok ¢és mélyszekvenalasi adatok helyenként ellentmondasosak
voltak arra vonatkozdan, hogy az adott mirtronikus miRNS el6forma melyik karjabol
képzddik a dominans érett miRNS, igy mindhdrom vizsgdlandd szekvencia esetén
mindkét karra specifikus szenzorparokkal teszteltiik a géncsendesitd funkciot. A

luciferaz esszék eredményét abrazolo grafikonokon folytonos vonallal vannak jelezve —
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a mirbase adatbazis alapjdn — a dominans karra vonatkoz6 adatok, mig szaggatott

vonallal a prediktalt miR* adatai.

A kontroll mikroRNS-ek génexpressziot gatlo hatasa

Mivel kutatécsoportunkban a kis RNS-ek kutatasa és a hozzé kapcsolodo technikak
— koztiik a luciferaz essz¢ is — jdonsagnak szamitott, igy ezt a mddszert a korabban méar
leirt, bizonyitottan géncsendesitd hatdssal bird6 mir-328 miRNS-sel és megfeleld
szenzoraival optimalizaltuk. A 15A abran lathatdo a mir-328 géncsendesitd hatasa: a
,hem-felismerd” kontrollhoz viszonyitva ~80%-0s specifikus represszidét mutatott HEK-
293 sejtekben.

A mirtronikus kontrollnak szant mir-1003 Drosophila mirtron esetében a splicing
nem volt kimutathaté RT-PCR-el, ennek ellenére megvizsgaltuk, hogy képes-e ebbdl a

szekvenciabol — esetleg mas modon — érett miRNS keletkezni.
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15. abra. Luciferaz esszé: miRNS-ek génexpressziot gatlo hatiasanak vizsgalata.
(A) A mir-328 géncsendesitd képessége. (B-C) A mir-1003 Drosophila mirtron
géncsendesité hatasa HEK-293 (B) és HeLa (C) sejtekben. Minden mérés legalabb két
fiiggetlen kisérletben, harom parhuzamos mintaval lett megerdsitve. Az abran egy

reprezentativ mérés lathatd, a hibasavok a standard deviaciot (SD) jelzik. *p < 0.001.
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Kisérleteinkben a mir-1003 nem mutatott géncsendesité hatast sem HEK-293 (15B
abra), sem HelLa (15C 4bra) sejtekben a neki megfeleld szenzoron. Ennek

kovetkeztében sajnos nem tudtuk hasznalni a tovabbi kisérleteinkhez.

Prediktalt humén mirtronok funkcionélis tesztje

A humdn mir-1233 géncsendesitd hatasat szintén luciferdz esszében, tranziens
transzfekciot kovetden vizsgaltuk HEK-293, illetve HeLa sejtek. Annak ellenére, hogy
RT-PCR-el kimutathaté volt a mirtronikus intron splicing-ja, sem az 5’- sem a 3’-kar
esetében nem kaptunk szignifikans géncsendesitd hatdst (16A abra). Annak kizarasara,
hogy a hatas hianya mogott esetlegesen valamilyen technikai probléma 4allhat, a
prediktalt érett miR-1233 szekvenciat (3’-kar) shRNS-ként is expresszaltattuk
psiSTRIKE vektor segitségével (16B dabra). Ebben az esetben szignifikdns

génexpresszid gatlast (~80%-0s represszid) tapasztaltunk a megfeleld szenzoron a

luciferaz esszében.
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16. abra. Luciferaz esszé: a human mir-1233 géncsendesit6 hatasa.
A prediktalt dominans karra vonatkozé vizsgalatok folytonos vonallal, a miR*-ra
vonatkozok pedig szaggatott vonallal vannak jelezve. (B) Az shRNS-ként expresszalt
human miR-1233 géncsendesité hatdst mutat. Minden mérés legalabb harom fiiggetlen
kisérletben, hdrom parhuzamos mintaval lett megerdsitve. Az abran egy reprezentativ

mérés lathato, a hibasavok a standard devidciot (SD) jelzik. *p < 0.001.
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A mir-1226eie konstrukcidt kotranszfektdlva a megfeleld szenzorokkal az 5’-kar
estében nem kaptunk génexpresszios gatlast, a 3’-karnak megfelelé szenzoron viszont
igen. Ez 0sszhangban van a korabbi predikciokkal, ami szerint a pre-miRNS 3’-karjabol
szarmazik a funkcionalis érett kis RNS. A géncsendesités mértéke nem nagy (~20%), de
szignifikansan eltér a ,,nem-felismerd” miRNS kontrolltél (17A dbra).

A mir-877 szekvencia esetében a pre-miRNS dominans karjanak az 5’-kar volt
megjelolve. Luciferaz esszében tesztelve a mir-877eie konstrukcidét meglepd modon azt
tapasztaltuk, hogy mind az 5’-kar, mind a 3’-kar esetében kimutathatdé volt a

génexpresszid gatlasa (~60% illetve ~40% represszidt tapasztaltunk; 17B abra).
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17. abra. A human mir-1226eie (A) és mir-877eie (B) szekvenciak géncsendesito

hatiasa HEK-293 sejtekben.

A prediktalt dominans karra specifikus vizsgalatok folytonos vonallal, a miR*-ra
specifikusak pedig szaggatott vonallal vannak jelezve. A kisérleti/abrazolasi

részleteket 1asd a 16. abra alairasaban; *p < 0.05.

A tovabbiakban azt vizsgaltuk meg, hogy sejtspecifikus, egyedi jelenség-e az, hogy
a mir-877eie szekvencia mindkét karjabol képes funkcionalis, génexpresszio gatlasara
alkalmas kis RNS érni. Ehhez két tovabbi, a HEK-293 sejtvonaltdl eltérd eredetii emlds
sejtvonalat hasznaltunk. Mind az MCF7, mind a HelLa sejtvonal esetében azt

tapasztaltuk, hogy a pre-mir-877 mindkét karjabol funkciondlis miRNS képzddik (18.

abra).
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MCF7 HelLa
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18. abra. A mir-877eie hatisa a génkifejezédésre kiilonboz6 sejtvonalakban.
A prediktalt dominans karra specifikus vizsgalatok folytonos vonallal, a miR*-
re specifikusak pedig szaggatott vonallal vannak jelezve. A kisérleti/abrazolasi

részleteket 1asd a 16. abra alairasaban; *p < 0.025.

A géncsendesités mértéke kiillonb6zo volt a kiilonféle sejtvonalakban, de az a tendencia
allandonak bizonyult, hogy az 5’-karbol szarmazé kis RNS mindig jelentdsebb
génexpresszios gatlast mutatott, mint a 3’-karbol szarmazo.

Az endogén kornyezetbdl torténd vizsgalatok 0sszegzéseként azt mondhatjuk, hogy
mig a Drosophila mir-1003 nem, a harom prediktalt human mirtron viszont képes volt
kivagddni a hatdrolo exonjai koziil emlds sejtekben. Géncsendesitésre alkalmas miRNS

azonban csak a mir-1226 és mir-877 szekvencidkbdl képzddott.

5.1.4. Prediktalt mirtronok heterolog szekvencia kdornyezetben torténo vizsgalata

Kovetkezo 1épésként azt szerettiik volna megvizsgalni, hogy a huméan mirtronok a
hataroldé exonoktol fliggetleniil is képesek-e megfeleléen processzalodni. Ehhez az
altalunk kivalasztott harom prediktalt mirtron szekvenciat heterolog kornyezetbe
klonoztuk: az EGFP-t kodold szekvenciat két exonra osztottuk és kozéjik ékeltiik
intronként a mirtronokat (19. abra). Ez az expresszios rendszer azért elényds, mert a
marker gén (EGFP) kifejez0dése szorosan kapcsolt a miRNS expressziojaval. Normal
EGFP fehérje csak az intron megfeleld kivagodasaval tud keletkezni, ami egyben a

mirtron processzalodasanak elsé 1épése is.
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19. abra. Mirtronok heterolég kornyezetbél torténé expresszidjahoz létrehozott
vektorok vazlatos abrazolasa.
Az ’IR/DR’ a transzpozon szekvencia forditott /direkt ismétlédé motivumat jelzi;
’EGFPm’ mutagenezissel hasitasi hely bevitele céljabol modositott EGFP szekvencia;
’exonl’ az 5 ’iranyban elhelyezkedd (upstream), mig ’exon2’ a 3’ irdnyban
(downstream) hatarolé exont jelenti. ’For’ és "Rev’ a szekvenalashoz, illetve az RT-

PCR-hez hasznalt forward és reverse primerek tapadasi helyét jelzi.

Lacy-Hulbert és mtsai kozleményét [238] alapul véve az EGFP c¢DNS -
mutagenezissel torténd restrikcios hely bevitelét kovetden (EGFPm) — két helyen is
megszakithatd. A 3’ (downstream) hely az 5’ (upstream) irdnyban elhelyezked6 helyhez
képest alkalmasabbnak tlint a mirtronok expressziojara a splicing predikcidk alapjan

(lasd melléklet), igy ezt a helyet hasznaltuk a tovabbiakban a klonozashoz.

Expresszio és splicing

A modositott EGFP szekvencia (EGFPm) megfeleld expresszidjara €s a splicing
ellendrzésére eldszor a egér IgCe gén 82 bazispar hosszisdgu harmadik intronjat
(EGFPm_1i), illetve annak 5’ splice hely mutans verzigjat (EGFPm isc) klonoztuk az
EGFPm c¢DNS-¢ébe [238]. Tokéletes intron kivagodas esetén az EGFP fehérje
expresszidja figyelhetd meg, mig a splicing mutans intron esetében nem torténik meg az

intron kivagodasa, igy nem tud normdl EGFP fehérje képzddni (20. abra).
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20. abra. Egér intront (EGFPm_i), illetve annak splicing mutins verzidjat
(EGFPm_isc) tartalmazé moédositott EGFP szekvencia expresszidja.
(A) Fluoreszcens mikroszkopos felvételek (fels6 képek: csak fluoreszcens
megvilagitas, also képek: fluoreszcens + atesé fény). (B) Splicing detektalasa RT-
PCR-el. A fekete nyil mutatja az intron kivagodasat jelzo rovidebb PCR terméket.

’M’-molekulatdmeg marker; bazispar egység.

Ezek utan a Drosophila mir-1003 mirtront, a huméan mir-33b kanonikus miRNS
kontrollt és a harom, kordbban mar vizsgalt prediktalt huméan mirtront klonoztuk a
modositott EGFP szekvencidba. A mir-33b egy olyan kanonikus miRNS, ami a
mirtronokhoz hasonldéan egy gén intronjaban foglal helyet [243; 244], de ez az intron
egy pre-miRNS-nél nagyobb méretii (475bp), igy az intron nem fed at teljes egészében
a pre-mir-33b-vel. A 1étrehozott mir-1003, mir-877, mir-1226, mir-1233 ¢és mir-33b
expresszalo plazmidokat (EGFPm_mir-1003, EGFPm mir-877, EGFPm_mir-1226,
EGFPm_mir-1233, EGFPm_mir-33b) HeLa sejtekben fejeztiik ki.

Az EGFPm_mir-1003 konstrukcié transzfekciojat kovetden nem kaptunk EGFP
expressziot, és RT-PCR-el sem volt kimutathat6 splicing (nem mutatott adat). Az dsszes
tobbi konstrukcio transzfekcidjat kovetden mindig kaptunk EGFP expressziot jelzo zold
sejteket, ami az intronok megfeleld kivagodasat feltételezte (21A abra). A splicing
jelenségét RT-PCR-el is megerdsitettiik. A splicing-ot jelzd révidebb PCR termékek
megjelenése minden esetben megfigyelhetd, de a kivagodas hatékonysaga eltérd
mértékt (21B abra). A pontos splicing a PCR termékek szekvenalasaval lett minden

esetben ellendrizve.
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21. abra. Mirtron és miRNS expresszi6 heterolog (EGFP) kornyezetbol.
(A) Fluoreszcens mikroszkopos felvételek. (B) Splicing detektalasa RT-PCR-el. A
fekete nyilak mutatjak az intron kivagddasat jelz6 rovidebb PCR termékeket. "M’-

molekulatdmeg marker; bazispar egység.

Funkcionalis tesztek

Miutdn meggydzddtiink arrol, hogy a heterolog kornyezetbdl expresszalt prediktalt
mirtronok ki tudnak vagodni a hatarold exonjaik koziil, luciferaz esszében teszteltiik,
hogy a splicing utan keletkezik-e beldliik géncsendesitésre alkalmas érett miRNS. HeLa
sejtekben tranziensen expresszalva a megfeleld vektorokat, a mir-877 és mir-1226
esetében nagyon hasonlé eredményeket kaptunk az endogén koérnyezetbdl mértekhez: a
mir-1226 3’-karja esetén egy gyenge represszidt tapasztaltunk, mig a mir-877 mindkét
karjabol génkifejezédést gatld érett miRNS keletkezett. A mir-33b kanonikus miRNS
kontroll expressziojakor is tapasztaltunk géncsendesitd hatast, ami igen jelentds, kb.
80%-0s volt. Ezzel szemben a mir-1233 expressziojakor a génkifejezddés gatlasa

helyett ndvekedést tapasztaltunk (22. abra).
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22. abra. Heterolog kornyezetbdl kifejezett prediktilt mirtronok és a mir-33b
kanonikus miRNS géncsendesité hatasa.

A kisérleti/abrazolasi részleteket lasd a 15. abra aldirasaban; *p < 0.025.

Az eddigi eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy az altalunk kivalasztott harom
prediktalt mirtron szekvencia koziil - bar eltéré hatékonysaggal, de - mindegyik képes
kivagddni mind az endogén, mind heteroldg szekvencia kornyezetekbdl. Vizsgalataink
azt is mutatjadk, hogy a mir-877 ¢és mir-1226 szekvencidkbol a hatdroldo exonok
szekvencigjatol fiiggetleniil géncsendesitésre alkalmas miRNS keletkezik. A mir-877
specialisnak tlinik olyan szempontbdl, hogy a pre-miRNS mindkét karjabol szimultan

keletkezik a RISC komplexbe beépiild, génexpressziot gatlo miRNS.
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5.2. Stabil mikroRNS expresszio 1étrehozasa a Sleeping Beauty transzpozon alapu

génbeviteli rendszer segitségével

Egy adott mikroRNS 4altal szabalyozott cél RNS, vagy cél RNS-ek meghatarozasa
még napjainkban is nehéz feladat. Bioinformatikai predikciok segithetik a potencialis
targetek megtalalasat, de minden esetben elengedhetetlen feltétel a kisérletes igazolés.
Ha egy miRNS a sejt szdmara alapvetden fontos folyamatban résztvevd gént szabalyoz,
akkor azt varhatjuk, hogy az adott miRNS overexpresszioja latvanyos fenotipust,
sz¢lsOséges esetben akar letalitast is eredményez. Egy ilyen esetleges szabalyozasi
funkci6 feltarasara, illetve tovabbi alkalmazéasok céljabol a prediktalt mirtronokat (€s
kontroll miRNS-eket) stabilan expresszald sejtvonalakat hoztunk Iétre. Ehhez a
Sleeping Beauty transzpozon alapt génbeviteli rendszert alkalmaztuk.

Ezzel a rendszerrel az adott transzgént stabilan expresszald sejtvonalakat igy hozzuk
létre, hogy a transzgént tartalmazo transzpozonos vektort kotranszfektaljuk a
transzpozazt kodold vektorral. A transzfekcid utan a tranziensen kifejez6do transzpozaz
a transzpozon (IR/DR) szekvencidihoz koét, majd kivagja a transzpozont a plazmidbol
(az IR/DR szekvencidkat ¢és az altaluk hatarolt transzgént), és az Un. ,,cut and paste”
mechanizmussal beilleszti a gazdasejt genomjaba (23A abra).

Ezt a génbeviteli eljarast kordbban sikeresen alkalmaztuk kiilonféle transzgének
kiilonb6z6 eredetli emlds sejtekben torténd kifejeztetésére, stabil sejtvonalak

1étrehozasara (23B és 23C abra; [236; 237], ill. nem publikalt adatok).
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23. abra. Stabil transzgén expresszio létrehozasa a Sleeping Beauty transzpozonos

vad tipus

HEK-293 sejtek

polarizalt

MDCKII sejtek II._

HUES9 kiénok

rendszer segitségével (fluoreszcens és konfokalis mikroszkdpia).
(A) A Sleeping Beauty transzpozonos rendszer vazlatos miikddése. ’ori’: bakteridlis replikacios
origo; *Amp®’: ampicillin rezisztencia gén; *TA’: dinukleotid célszekvencia, ami a transzpozicio
soran duplikalodik. (B*) Human embrionalis dssejtek (HUES9 sejtvonal) kotranszfekcioja EGFP-t
tartalmazo transzpozonos vektorral és transzpozazzal (balra), majd sejtvonal alapitasa GFP alapu
sejtlevalogatast kovetden (jobbra). (C*) Az ABCG2 multidrog transzporternek (vad tipus), ill.
mutansainak GFP cimkézett formaban torténd stabil expresszidja kiillonb6zd sejtvonalakban. °I” —

DAPI (magfestés); 'II’ — GFP (lokalizdco a sejtmembranban); 'III’ — oct4 (Ossejtmarker, magi

lokalizacio); "IV’ — ates6 fény.

*Megjegyzés: A HUESY sejtek fenntartasa és a mikroszkopos felvételek nem sajat
keziileg késziiltek, koszonet érte Dr. Apati Agotanak és Erdei Zsuzsanak.
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A human mirtronokkal kapcsolatos munkdhoz harom, a prediktdlt humén
mirtronokat expresszalo, és két kontroll HeLa sejtvonalat hoztunk létre. Az 6t sejtvonal
létrehozasahoz a heteroldég kornyezetbdl expresszaldo vektorokat hasznaltuk, mivel
ebben az esetben az EGFP marker gén expresszidja — amit a sejtek ,,levalogatashoz”
hasznaltunk — szorosan korreldl a benne intronként elhelyezett miRNS-ek
expresszidjaval. Az EGFPm_mir-877-et, EGFPm_mir-1226-ot és EGFPm_mir-1233-at
stabilan kifejez6 HeLa sejteken kiviil 1étrehoztunk az egér intront tartalmazé6 EGFPm _i-
t és a EGFPm_mir-33b-t stabilan expresszalo sejtvonalakat.

A transzfekciot kovetden eldszor a 8. napon lettek levalogatva az EGFP pozitiv
sejtek (sort), amikor mar nem torténik a tranziens plazmidokrol expresszio. Ilyenkor az
EGFP mar csak a genomba beépiilt kopidkrol fejezodik ki. A masodik sort a
transzfekciot kovetd 17. napon tortént. A sejtvonalak tisztasaga dramldsi citométer
(FACS) segitségével lett ellendrizve. A sort és FACS soran mért EGFP expresszios
adatokat az 1. tablazat tartalmazza, egy reprezentativ aramldsi citometrids mérés

(IV.FACS) adatai a mellékletben talalhatoak.

sejtvonalak EGFP %

EGFP_intron | Lsort L.LFACS | Ilsort ILFACS | IILLFACS | IV.FACS
szekvenciak: | (8.nap) | (14.nap) | (17.nap) | (23.nap) | (41.nap) (56.nap)
mir-877 40.8 91.9 91.6 99.5 99.5 99.3
mir- 1226 25 91.9 91.4 99.4 99.6 99.4
mir- 1233 51.6 92.6 91.8 99.5 99.5 99.5
mir- 33b 55.1 88.6 87.7 99.1 98.9 98.5
egér intron 66.5 89.6 88.5 99.5 99.5 99.4

1. tablazat. Sejtvonalak létrehozasa soran mért aramlasi citometrias adatok (sort,

FACS): EGFP-t expresszalo sejtek aranya a sejtpopuldciéban.

A Sleeping Beauty transzpozonos rendszer segitségével mind az 6t expresszids vektort
stabilan kifejez0 sejtvonalat sikeriilt 1étrehozni (24A dbra). Az intronok kivagddasat
RT-PCR-el ellendriztiik (24B dbra), az érett miRNS-ek keletkezését pedig késdbb qRT-
PCR-rel ellendriztiik (lasd 5.4.3. fejezet).
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24. abra. Intronikus miRNS expresszio stabil sejtvonalakbdl.
(A) Az intron kivagodasara utal6 EGFP expresszié megfigyelhetd az dsszes 1étrehozott
sejtvonalban. (B) Az intron kivagodas bizonyitasa RT-PCR-el. A fekete nyilak mutatjak
az intron kivagodasat jelzé rovidebb PCR termékeket. "M’-molekulatdomeg marker;

bazispar egység.

Osszességében elmondhatjuk, hogy a kiilonbdzé sejtvonalak morfolégiajukat, illetve
novekedési sebességiiket tekintve — normal sejtfenntartdsi koriilmények kozott — nem
mutattak eltérést. Az EGFP expresszi6 mértékében megfigyelhetd kiilonbség az eltérd
hatékonysagu splicing-ra utal. A stabil sejtvonalakban luciferaz esszével is validaltuk a

funkcionalis miRNS-ek érését (nem mutatott adat).

5.3. A human mirtron biogenezis vizsgalata

Az elézéekben bizonyitottuk, hogy vannak olyan prediktalt huméan mirtronikus
tudnak vagddni, és géncsendesitésre képes kis RNS-ek keletkeznek beldliik. Ezutan azt
szerettilk volna igazolni, hogy ezek a mikroRNS-ek valoban a mirtron, és nem a
kanonikus miRNS utvonalon keresztiil érnek, tehat valoban 1étezik a mirtron utvonal
emldsokben. Ehhez egyrészt az érés splicing fliggését, masrészt a Drosha/DGCRS
komplextdl valé fliggetlenségét kellett igazolni.
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5.3.1. Human mirtron szekvenciakbdl torténé miRNS érés splicing fiiggésének

vizsgalata

A mirtron eredetli miRNS keletkezés splicing fiiggésének vizsgalatdhoz olyan mir-
877 és mir-1226 konstrukciokat készitettlink, amelyekben az 5 splice donor (SD) hely
mutans: az intronikus konszenzus 5’ GT dinukleotid szekvenciat TG-re cseréltiik, hogy
ezzel megakadalyozzuk az intron kivagddasat (25A abra).

Az 5 splice hely mutdns mirtronokat (mir-877sm ¢és mir-1226sm) tartalmazo
konstrukciokat HeLa sejtekbe transzfektdlva nem kaptunk EGFP pozitiv sejteket, ami
arra utalt, hogy a bevitt mutaci6 megakadalyozta az intron kivagddasat és ezzel az
EGFP fehérje képzddését. Az EGFP kodolo szekvenciajaban maradt intront RT-PCR-el
is kimutattuk (25B és 25C abra).

A 5" 5D hely mutans mirtron

promoter
™ EGFPm EGFPm

—— CAG — exon1 exon2 —| oya

.CAG\GT.. vadtipus
LWCAG'TG... mutans
- ==

exonl intron / mirtron
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25. abra. Az 5’ splice hely mutans mirtronok kifejezése HeLa sejtekben.

(A) Az 5’ splice hely mutans mirtronokat kifejezé konstrukcidk vazlatos rajza. (B) Vad
tipustt és splicing mutans konstrukciokrol torténdé EGFP expresszié Osszehasonlitasa
(fluoreszcens mikroszkopos felvételek). (C) Splicing detektalasa RT-PCR-el. "M’-

molekulatdmeg marker; bazispar egység.
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A splicing mutans konstrukciokat ezutan luciferaz esszében vizsgéltuk. Abban az

kell akadéalyoznia az érett miRNS képzdédését. Eredményeink azt mutatjak, hogy a
mutans konstrukciok esetében a ,,nem-felismer6” miRNS kontrollal azonos jelszinteket
kapunk (26. abra). Ez azt jelenti, hogy mind a mir-877, mind a mir-1226 esetében — a
vad tipusu konstrukciokkal ellentétben — a splicing mutans plazmidokrél nem képzddik

géncsendesitd hatdssal bird miRNS.
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26. abra. A splicing mutans mir-877sm és mir-1226sm konstrukciokrél nem képzodik
géncsendesitésre alkalmas miRNS.

A kisérleti/abrazolasi részleteket lasd a 16. abra alairasaban; *p < 0.05.

A mir-877sm és mir-1226sm vektorok mintdjara elkészitettiik a mir-33b-t és mir-
1223-at tartalmazo intronok 5° splice donor hely mutans verzidjat is. A mir-33bsm
konstrukcio a kanonikus miRNS érési utvonal kontrolljaként szolgdlt, mig a mir-
1233sm esetében arra voltunk kivancsiak, hogy a pEGFPm_mir-1233 expresszidjakor a
luciferaz aktivitasban tapasztalt novekedés eltiinik-e a splicing mutécio kovetkeztében.

HeLa sejtekbe transzfektdlva a mir-33bsm ¢és mir-1233sm vektorokat azt
tapasztaltuk, hogy egyik mutans konstrukciordl sem tortént EGFP expresszio (27A
abra). Luciferaz esszében Osszehasonlitva a mir-33bsm konstrukciot a vad tipusu
parjaval hasonldo mértékii repressziot kaptunk, tehat a splicing mutacié nem volt képes
meggatolni a funkcionalis, érett miRNS-ek képzodését (27B abra). A mir-1233
esetében pedig azt mutattdk az adatok, hogy a splicing mutdcié nem sziintette meg a

korabban megfigyelt pozitiv hatdst a szenzoron, s6t, az még kifejezettebb lett. Ez a
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luciferdz aktivitdsban bekovetkezett novekedés akkor is megfigyelhetd volt, amikor —

elkeriilendd az esetlegesen rossz kontrollhoz vald viszonyitast — kiilonb6zé miRNS-

eket, illetve miRNS-t egyaltalin nem expresszalo ,,nem-felismer6” kontrollokhoz

viszonyitottuk az eredményeket (27C abra).
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27. abra. A splicing mutans mir-33bsm és mir-1233sm konstrukciok vizsgalata.

(A) Fluoreszcens mikroszkopos felvételek: GFP expresszié vad tipusu és splicing mutans

konstrukciok expresszalasat kovetéen. A mir-33bsm (B) és mir-1233sm (C)

konstrukciok géncsendesitése a vad tipusu, illetve ,,nem-felismeré” kontrollokhoz

viszonyitva. A kisérleti/abrazolasi részleteket lasd a 15. abra alairasaban; *p < 0.001.
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5.3.2. A human mirtron biogenezis Drosha/DGCRS8 komplextdl valo

fiiggetlenségének igazolasa

Az elézbéekben igazoltuk, hogy van olyan géncsendesitd funkcidval bird, prediktaltan
mirtron eredetli human miRNS (miR-877 és miR-1226), aminek az érése a mirtronokra
jellemzd modon valdban splicing fliggd. Ezek utan azt szerettiik volna bizonyitani, hogy
ez az érés — a kanonikus miRNS éréstol eltérden — fiiggetlen a Drosha/DGCRS8 komplex

mukodésétol.

A Drosha fehérje expresszidjanak gatlasa siRNS-sel

Els6 megkozelitésként Drosha deficiens sejtekben terveztik megvizsgalni a
prediktalt mirtron szekvencidk processzalodasat. Ehhez a Drosha fehérje expressziojat
tranziens siRNS transzfekcioval kivantuk meggatolni. E16szor optimalizalni probaltuk a
kisérleti koriilményeket: kiilsnboz8 transzfekciés reagensek (FuGENE® HD és 6,
Lipofectamine® 2000) és kiilonbozé siRNS koncentraciok (5nM, 50nM, 100nM)
hasznalataval, ill. ezek kiillonboz6 aranyti kombinacidjaval. A legnagyobb mértékii
mRNS csokkenést HeLa sejtvonalakban, Lipofectamine™ 2000 transzfekcios reagenst
alkalmazva értiik el. A mir-33b-t overexpresszdlo HelLa sejtvonalban ~70-80%-0s
csokkenés volt mérhetd a Drosha mRNS szintjében 48 6raval a transzfekciot kovetden

(28. abra).

B kontroll siRNS transzfekcio
] Drosha mRNS elleni siRNS transzfekcio

Drosha mRNS
12

Ulﬂlﬁlﬂlﬂlmlm

50nM : siRNS

B 0 =

Po expresszidra normalizélva
o =] o =]
2]

0.5ul 1pl 1.5ul 0.5pl 1ul 1.5ul : transzfekcios reagens

28. abra. Drosha mRNS ellen tervezett siRNS transzfekciok hatasa a Drosha mRNS

szintjére a kontroll siRNS-hez viszonyitva.

A hibasavok a standard deviaciot mutatjak.
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Mivel a Drosha mRNS szintjének csokkenése ellenére a miR-33b szintjében nem
lattunk csokkenést a kontroll siRNS-sel torténd transzfekcidhoz viszonyitva, igy tovabbi
optimalizacios kisérleteket folytattunk: mas sejtvonalakat (HEK-293, MCF7),
kiilonbozé siRNS koncentraciokat, illetve tobbszords ,,feliil-transzfektalast” (2-3
naponként Ujra transzfektalas siRNS-sel) alkalmaztunk. Mindezek sordan qRT-PCR-el
detektaltuk a Drosha mRNS, illetve a kanonikus endogén pri-mir-21/miR-21, és a
tranziensen vagy stabilan overexpresszalt miR-33b szinteket. Eredményként mindig azt
kaptuk, hogy bar a Drosha mRNS elleni siRNS-sel transzfektalt sejtekben csokkent a
Drosha mRNS szintje a kontroll siRNS-sel torténd transzfekciohoz képest (~30%—
80%), mégsem lattunk kiilonbséget a kanonikus utvonalon érd érett miRNS-ek
szintjében. A Drosha elleni siRNS-sel, illetve kontroll siRNS-sel transzfektalt sejtekben
luciferaz esszét is végeztiink, de a mir-33b géncsendesité hatasdban sem tudtunk
valtozast kimutatni.

A pozitiv kontrolljaink alapjan azt lattuk (nem volt csokkenés a vizsgalt kanonikus
érett miRNS-ek szintjében), hogy a Drosha funkci6 megmaradt az mRNS szintben
bekovetkezett jelentés csokkenés ellenére. Ezért tgy dontdttiink, hogy mas
megkozelitéssel probaljuk bizonyitani, hogy Iétezik a Drosha/DGCR8 komplex

aktivitasatol fiiggetlen emlds mirtron utvonal.

miR-877 expresszid vizsgalata DGCRZE deficiens MEF sejtekben

Ezt kovetéen Robert Blelloch laboratoriumatél kapott DGCRSE deficiens egér
embrionalis fibroblaszt (MEF) sejtekben probaltuk kisérletesen igazolni, hogy a
mirtronikus miRNS biogenezis nem csak gerinctelenekben 1étezik, hanem
magasabbrendiiekben (emldsokben) is. Ehhez a mir-877 érését vizsgaltuk vad tipusu
(kontroll) és DGCRS8 deficiens MEF sejtekben. A mir-877 szekvencidbol a DGCRS
deficiens sejtekben géncsendesitésre alkalmas miRNS érett, ami a Drosha/DGCRS
komplextdl fliggetlen képzddést jelzi. A gatlo hatds a vad tipusi MEF sejtekben
mérthez képest még kifejezettebb volt (29A abra). A mir-33b kanonikus miRNS
esetében viszont a vad tipust MEF-ben mért igen jelentds génrepresszald hatas (~90%)
szinte a ,,nem-felismerd” kontroll szintjére csokkent a DGCRS deficiens sejtekben. A
kanonikus miRNS utvonalon képz6édé miRNS-ek esetében valoban ezt varjuk, mivel
naluk a processzalddas elso 1épése igényli a Drosha/DGCRS8 komplex miikodését (29B

abra).
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29. abra. A human mir-877 és mir-33b szekvenciak géncsendesité hatasa vad tipusu,
illetve DGCRS deficiens MEF sejtekben.
A kisérleti/abrazolasi részleteket lasd a 16. abra alairasadban; *p < 0.05.

Az eddigi eredményeinket 0sszefoglalva elmondhatjuk, hogy létezik olyan prediktalt
huméan mirtron szekvencia, ami ki tud vagdédni a hatarold exonjai koziil, képes
géncsendesitésre alkalmas érett miRNS keletkezni beldle, és az érési folyamat splicing
fiiggd, de a Drosha/DGCRS8 komplex miikodésétdl fliggetlen. Ez azt jelenti, hogy a
mirtron miRNS biogenezis ttvonal 1étezik emlésokben/emberben. Utolsd 1épésként —
végsd bizonyitékként a huméan mirtronok 1étezésére — mirtronokbdl szarmazod érett kis

RNS-ek direkt detektalasat ttztuk ki célul.

5.4. Human mirtron eredetii érett mikroRNS-ek direkt modon torténo kimutatasa

5.4.1. Northern blot technika

Mivel tradicionalisan talan a Northern blot technika az egyik leginkdbb elfogadott
(kis) RNS detektalasi mod, ezért a kivalasztott human mirtronokbol szarmazé érett kis
RNS-ek kimutatdsara eldszor ezt a technikat kivantuk alkalmazni. Tekintettel arra, hogy
a kis RNS elvélasztds/Northern blot technika nem volt hasznalatos a
laboratoriumunkban, igy a technika megfelelé alkalmazasara a mir-33b kanonikus
miRNS kimutatdsa szolgéalt kontrollként. A kiilonféle konstrukciok tranziens
transzfekciojat kovetden totdl RNS-t izolaltunk, majd a mintdkbol denaturald
gélelektroforézissel torténd elvalasztas utan, radioaktivan jelolt DNS probaval probaltuk
meg a kimutatni az érett miRNS-eket. Mivel a detektalas ilyen modon sikertelennek
bizonyult, igy megprobaltuk a sokkal érzékenyebb LNA (locked nucleic acid) probéakat
alkalmazni a hibridizalashoz [241; 245]. Ezzel a probaval a mir-33b pre-miRNS
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formdjat és az érett miRNS-t is sikeriilt kimutatni mind a vad tipust, mind a splicing
mutans konstrukcidk expresszalasat kovetden. A DGCRS8 deficiens sejtekben torténd
mir-33b expresszidt kdvetden nem volt kimutathaté mir-33b érés, ami megfelel az
elvarasoknak, mivel ez egy kanonikus miRNS (30. abra). A mir-33b-n kiviil csak a
mir-1226 pre-miRNS formajat és az érett miR-1226-ot tudtuk egyértelmiien kimutatni
ezzel a technikdval. A mir-1226 splicing mutans konstrukciok transzfektalasa esetén — a
vartnak megfelelden — nem volt sem pre-miRNS, sem érett miRNS detektalhat6.
DGCRS deficiens sejtekben torténd vizsgalatokat sajnos technikai okokbol nem tudtunk
folytatni (a kapott sejtek véges szamu osztodasra voltak képesek ¢és korlatozott
mennyiséget kaptunk). A mir-877 esetében nem tudtuk detektilni sem a pre-miRNS,
sem az érett kis RNS format a kiilonféle konstrukciok Hela, ill. DGCRS8 deficiens
sejtekben torténd expresszidjat kovetden. A mir-1233 esetében pedig nem kaptunk
egyértelmii eredményt. Egyrészt — a ,szigorl” mosasok ellenére — nagymértékii
aspecifikus hatteret kaptunk, masrészt a diszkrétnek tind csikok nem vart
mérettartomanyokra estek. 150 nt kornyékén az alap sejtvonalban is lathatdo egy
aspecifikus csik, illetve a mir-1233 barmilyen konstrukciobdl vald expresszalasa esetén
~30-40 nukleotidos mérettartomanyban lathat6 a hattérbdl kitiing, erésebb jel. Ami még
emlitésre méltd, hogy a GFPm_ 1233 konstrukcid esetében 20 nukleotid kornyéki
mérettartomanyban latszik két diszkrét csik (a halvanyabb ~21-22nt, az erésebb ~17-

18nt), ami még kifejezettebb a GFPm_1233sm konstrukcio expressziojakor.

mir-33b mir-1226 mir-877 mir-1233
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30. abra. mikroRNS-ek kimutatasa Northern blot technikaval.
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Mivel a Northern blot technikaval csak a miR-1226 volt kimutathato, ezért egy masik,

elméletileg érzékenyebb modszerhez, a kvantitativ. RT-PCR-hez (qRT-PCR)

folyamodtunk az altalunk vizsgélt mirtronokbdl szarmazo érett miRNS-ek kimutatasara.

5.4.2. Kvantitativ stem-loop RT-PCR optimalizacio

Tekintettel arra, hogy a miRNS-ek real-time PCR-rel torténd kimutatisa jelentdsen
eltér a ,hagyomanyos” mRNS kimutatds metodikdjatol (31. abra), eldszor néhany

paramétert optimalizaltunk a megbizhat6 és reprodukalhaté eredmények érdekében.

RNS minta
% I
— —
_____‘/__N\_\_____
detektalandd Uj 1. 1épés: reverz transzkripcio Uﬂ endogén
miRNS kontroll
I I
%,:;é, + %\__{, + ?
! }
I 1111 11 _mlro
! }
ST i —<ammm)

2. |épés: real-time PCR reakcio

‘ forward primer \ forward primer
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@ = reverse primer @ E
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31. abra. Erett miRNS Kkvantitativ stem-loop RT-PCR-el torténé detektilasanak

sematikus abrazolasa.
’F’:fluorofér (donor => fluoreszcens jel); *Q’: quencher (akceptor => kiolto).

(Schamberger, kézirat benyujtva, abraja alapjan.)



5.4.2.1. A reverz transzKkripciot érinto eldvizsgalatok

A reverz transzkripcidval kapcsolatban két f6 kérdésiink meriilt fel. Az egyik, hogy
mennyi legyen az atirasra keriil6 total RNS mennyisége (a gyartoi protokoll az 1-10ng-
os tartomanyt adta meg), a masik, hogy lehet-e egy reakcioban atirni a megfeleld,
specifikus hajtli szerkezetli primerekkel az endogén kontrollt és a mérendd cél miRNS-t.
A gyart6i protokoll szerint kiilon kell atirni 6ket, de a mérések pontossaga érdekében

szerettiik volna egy templatbemérésbdl, egyiitt atirni 0ket cDNS-sé.

Az atirandé totdl RNS mennyiségének meghatarozasa

A reverz transzkripcid szdmara templatként szolgaldo totdl RNS mennyiségét
kiilonb6z6 miRNS probakat vizsgéalva, illetve kiillonboz6é endogén kontrollokra
vonatkoztatva probaltuk optimalizalni. U6 (kis sejtmagi RNS) endogén kontrollként
valo alkalmazasa esetén a cDNS datirdsra altalanosan a 10 ng totdl RNS mennyiség tlint
a legoptimalisabbnak (32A abra). Az 1-20 ng tartomanyban a mért miRNS mennyisége
altalaban hasonlonak tekinthetd, de a bemért totdl RNS mennyiség 20 ng {6lé torténd
novelése (vagy Ing ald csokkentése) mar torzithatja az eredményeket. Az el6bbi alul-,
az utobbi pedig feliilbecsli az érett miRNS mennyiségét (nem mutatott adat). Ennek
hatterében az endogén kontroll és a target miRNS eltéréd amplifikdcios hatékonysaga
allhat, ami egy sziikebb tartomanyban még aranyosan valtozik, és alkalmas a ,,relativ
mennyiségi meghatarozas”™ (relative quantification) modszer alkalmazasara, de az alatta
¢és folotte levo tartomanyokban mar nem. Ezt a feltételezést alatimasztani latszik, hogy
ha mas endogén kontrollt, pl. a mir-21-et alkalmaztuk, akkor ez a hatds nem volt olyan

markans (32B abra).
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32. abra. Erett miRNS detektalasa kiilonb6z6 mennyiségii atirt total RNS mintabél.
A vizsgalatok soran endogén kontrollnak az U6 snRNS-t (A), vagy az endogén miR-
21 miRNS-t (B) hasznaltuk. A mérésekhez mindig olyan miRNS-t stabilan
overexpresszald sejtvonalbol szarmazott a minta, amire az adott proba specifikus. A
hibasavok a standard hibat (SEM) jelzik; a statisztikai préba a 10 ng-os mintdhoz
képest lett szamolva; *p < 0.05.

Az endogén kontroll és a cél miRNS egy reakcidelegyben irhatd at cDNS-sé

Kovetkezd 1épésként megvizsgaltuk, hogy az endogén kontroll és a mérni kivant target
atirhat6-e egy reverz transzkripcids elegyben, nem zavarja-e az atirast pl. a két
kiilonbozd, specifikus hajti struktirdju primer. Az U6 endogént kontroll mellett atirt
harom kiilonb6z6 targetet vizsgalva arra jutottunk, hogy nincs kiilonbség a cél miRNS-
ek detektalasaban, akar kiilon, akar egy reakcidoban irjuk at dket az endogén kontrollal

(33. 4bra).
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33. abra. A cél miRNS és az endogén kontroll atirhaté ¢cDNS-sé kozos RT
reakcioban.

A hibasavok a standard deviaciot mutatjak.

A kontroll ¢és target egy reakcioban torténd atirdsa azért is célszerli, mivel
tapasztalataink alapjan az eltérd tipusti/mindségii PCR csdvek befolyasolhatjék a reverz
transzkripcié hatékonysagat. A tovabbiakban a QRT-PCR méréseinkben mindig az U6-
ot alkalmaztuk endogén kontrollként, a reverz transzkripcidt 10 ng total RNS templatbol

végeztiik, €s egyiitt irtuk &t cDNS-s¢ a kontrollt a cél miRNS-sel.

5.4.2.2. A DNS szennyezés hatasanak vizsgalata az érett mikroRNS kimutatasara

Eldvizsgalataink sordn felmeriilt annak a lehetdsége, hogy a DNS szennyezddés
befolyasolhatja a kvantitativ stem-loop RT-PCR méréseket: tranziens transzfekciobol
szarmazo RNS mintakbol a splicing mutans mir-1226 konstrukcio esetében is magas
érett miRNS szinteket mértiink. Ennek a probléménak a vizsgalatara Osszeallitottunk
egy kisérletsorozatot, amelyben azt hataroztuk meg, hogy egy adott érett miRNS-t
detektalo probaval milyen Ct értékeket kapunk genomialis DNS (gDNS), RNS, illetve
plazmid DNS mintakbol. Az egyes mintakat DNaz kezelés nélkiil, ill. DNaz kezelés
utdn is megvizsgaltuk. A genomialis DNS-ek ¢s RNS-ek a kordbban alapitott mir-1226
¢s mir-33b overexpresszald sejtvonalainkbdl, ill. normal HelLa sejtvonalakbol
szarmaztak. Az adott probat teszteltiik egyrészt a neki megfelel6 miRNS-t (vagy pre-
miRNS-t kddold szekvenciat) tartalmazo mintédkra, masrészt ,,keresztbe teszteltik” egy
masik miRNS-t, vagy annak pre-miRNS szekvenciajat tartalmazé mintdban a specifitas

vizsgélatanak céljabol (34. abra).
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34. abra. Erett miRNS detektalasa RNS és DNS templitokbol.
(A) a mir-1226 proba specifitasanak vizsgalata (B) a mir-33b proba
specifitasanak vizsgalata. A hibasavok a standard deviaciot

mutatjak.

Az adatokat Osszefoglalva altalanossagban elmondhatjuk, hogy a genomialis DNS-
ekbdl mért dCt értékek alatta vannak az RNS-ekbdl mérteknek. Kivételt képez a
HeLa mir-1226 sejtvonal genomi DNS-e (nem DN4azolt minta), ahol az RNS hattérrel
kb. azonos Ct értékeket kaptunk.

Az is lathato, hogy egy adott érett miRNS-t tartalmazd RNS mintabdl a neki megfeleld
probaval mindig nagyobb jelet kaptunk a kontroll RNS-ekhez viszonyitva. Ez megfelel

az elvarasoknak, hiszen itt valoban varjuk az érett miRNS detektalasat.
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A legmeglepébb eredmények a plazmid DNS alapi mérésekbdl szdrmaztak: mind a
két proba esetében jelentds fals pozitiv jeleket kaptunk, bar ezek mértéke eltérd volt. A
mir-33b esetében a mir-33b expresszald sejtvonalbol szarmazo, ,,relevans” RNS-bol
mért szinttel kb. azonos értéket kaptunk, mig a mir-1226 esetén joval a relevans RNS-t
meghaladé mennyiségben detektaltuk az érett miRNS-t. A nem relevans RNS hattérhez
viszonyitva 14 Ct kiilonbséget kaptunk (ez ~16384X-es latszolagos tobbletet jelent),
mig a relevans RNS mintdhoz viszonyitva (ahol valdban jelen van az érett miR-1226) 9
Ct kiilonbséget kaptunk (ez ~512X tobb latszolagos miRNS-es mennyiséget jelent).

A plazmidok DNaz kezelése minden esetben a nem relevans RNS-bdl kapott jel
szintjére csokkentette a detektalast, illetve megfigyelhetd, hogy a plazmidok adta fals
pozitiv jel szekvencia specifikus, csak a proba altal detektalandé érett miRNS-t kodolo
plazmid templat esetén jelentkezik. Ezek a kisérletek azt mutatjak, hogy a DNS képes
szekvencia specifikus moédon templatul szolgalni a stem-loop kvantitativ RT-PCR
szamadra, annak ellenére, hogy nyilvanvaléan nem taldlhaté benne érett miRNS.

Azt, hogy a fenti jelenség valojaban zavarhatja-e a méréseket, tranziens transzfekciot
kovetden izolalt total RNS-ek DNazzal kezelt és nem kezelt mintaibol torténd
mérésekkel probaltuk megbecsiilni (35. dbra). Az eredmények azt mutattdk, hogy a
tranziens transzfekciot kovetd RNS izoldlds sordn valdoban detektalhatd mennyiségii

plazmid DNS marad a totdl RNS mintakban.

mir-1226 préba
03
0,25
02

0,15

"iDDID‘

kontr. HeLa  mir-1226 plazmid transzfekcio

U6 expresszidhoz viszonyitva

500ng 1000ng 2000ng
- + - + - + - + : DNaz kezelt

35. abra. A tranziens transzfekcio utan készitett total RNS izolatumban a plazmid
DNS fals pozitiv hatasa kimutathat6 a miRNS-ek detektalasakor.

A hibasavok a standard deviaciot mutatjak.

70



Annak eldontésére, hogy a plazmid DNS-rdl torténd fals miRNS detektalas mar a
reverz transzkripcio soran realizalodik, vagy csak a real-time PCR reakcid soran valosul
meg, reverz transzkripcion atesett és nem atirt (no RT) mintakbol végeztiink méréseket.
Mint azt a 36. abra mutatja, a fals detektilas mar a reverz transzkripcid szintjén
realizalodik. Ha a mir-33b eléformdjat kodolo plazmidot templatként hasznaljuk cDNS
atirashoz, akkor — a 34B abrahoz hasonldan — a relevans RNS-bdl mért szintli miR-33b

detektalast kapunk a mir-33b specifikus probaval.

mir-33b préba
+ - o+ - + - + - + - + = C:RT

gDNS RNS plazmid
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gDNS RNS plazmid

2 kontr. HeLa_mir-1226 mijr-1226 HeLa_mir-33b mir-33b
sejtvonal plazmid sejtvonal plazmid

36. abra. Real-time PCR mérések reverz transzkripcio (RT) nélkiili ill. reverz
transzkripcién atesett mintakbol.

A hibasavok a standard deviaciot mutatjak.

Az eredményeinkre valo tekintettel a kvantitativ RT-PCR-el torténd miRNS
detektalasi protokollunkba beépitettiik a totdl RNS mintak DNaz-zal torténd kezelését a

reverz transzkripcids 1épés elott.

5.4.3. Erett mikroRNS-ek kimutatisa kvantitativ RT-PCR-el
A fenti eredményeink kovetkeztében a mirtron eredetli érett miRNS-ek jelenlétét nem

tranziens transzfekciobdl szarmazo mintakbol mértiik, hanem a korabban létrehozott

sejtvonalakbol izolaltunk total RNS-t.
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Az altalunk kivalasztott harom prediktalt mirtront stabilan expresszalod sejtvonalat
vizsgédlva varakozasainknak megfeleléen azt kaptuk, hogy a mir-1226 3’-karjabol,
illetve a mir-877 mindkét karjabol szarmazd érett miRNS kimutathat6. A korabbi
eredményekkel Osszhangban, a mir-1233 esetében a 3’-karra specifikus probaval

viszont nem volt érett miRNS kimutathat6 (37. abra).
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37. abra. Mirtron eredeti érett miRNS-ek detektalasa kvantitativ RT-PCR-el.

A hibasavok a standard deviaciot mutatjak.

Az, hogy ezzel a technikdval a mir-1226 esetében egy nagysagrenddel tobb érett
miRNS-t mértiink a mir-877-bdl szarmazd érett miRNS-ek mennyiségéhez képest,
megmagyarazhatja azt, hogy miért volt kimutathatdé a pre-mir-1226 és miR-1226 a
Northern blot technikdval, mig a mir-877-nek semmilyen form4jat sem sikeriilt a

hibridizacios technikaval detektalni.
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6. EREDMENYEK MEGVITATASA

6.1. A human mirtron biogenezis vizsgalata

Munkédm sordn harom prediktalt huméan mirtron szekvenciat véalasztottunk ki (mir-
877, mir-1226, mir-1233), majd elséként eredeti genomi exonikus kornyezetiikben
vizsgaltuk 6ket. Mindharom szekvencia képes volt kivagddni a hatarold exonjai koziil,
bar a splicing hatékonysaga mindegyik esetben alacsony volt. Funkcionalis vizsgalatok
soran azt tapasztaltuk, hogy csak a mir-877 és mir-1226 szekvencidkbol képzddott
géncsendesitésre képes kis RNS, a mir-1233-bol nem. Erdemes megjegyezni, hogy az
elobbi két szekvencidban az érett miRNS-ek potencidlis szarmazési helyei, a pre-
miRNS karok erdsen konzervaltak (a mir-1226-ban esetében a loop régio is), mig ez a
mir-1233-r61 nem mondhato el.

Kovetkezd 1épésként ugyanezen szekvencidkat heterolog kornyezetbe helyezve
kivantuk megvizsgalni, hogy megallapitsuk, a genomi hatarolé exonok tartalmaznak-e
olyan informaciot, amivel befolyasoljak a mirtron eredeti miRNS-ek érését. Ehhez az
prediktalt mirtron szekvencidkat. A mir-877 ¢és mir-1226 esetében hasonld
eredményeket kaptunk mind a splicing-ot, mind a funkciét tekintve a genomi
kornyezetekbdl mértekhez. Ezzel szemben a mir-1233 splicing-ja a heterolog
kornyezetbdl sokkal jobb hatékonysaggal miikddott, ami Osszhangban volt a splicing
predikciokkal (lasd melléklet). Funkciondlis esszében vizsgdlva ezt a szekvenciat
szintén valtozast tapasztaltunk az eredeti exoni kornyezethez képest, de meglepd modon
nem repressziot, hanem a luciferaz aktivitdsanak novekedését tapasztaltuk. Ezt nem
sziintette meg az 5’ splice hely mutacioja sem, s6t a hatas még kifejezettebbé valt.
Mindezek mellett Northern blot és qRT-PCR technikaval nem volt egyértelmiien
azonosithat6 a klasszikus miRNS-ek mérettartomanyban a mir-1233-bdl szarmazo érett
kis RNS. Northern blottal heterogén termékek akkumulécidja volt megfigyelhetd, amik
tovabbi, mélyebbre hato vizsgalatok nélkiil (klonozas/szekvenalas) nem értelmezhetdek
egyértelmiien. Mindezek alapjan nyilvanvaléva valt, hogy a huméan mir-1233
semmiképpen sem egy konvencionalis mirtron.

A mir-877 és mir-1226 szekvencidk azonban — a Drosophila mirtronokhoz hasonldéan
— a hatdroldé exonoktol fiiggetleniil képesek voltak kivagddni és funkciondlis érett

miRNS-ek keletkeztek beldliikk. A késobbi kisérletek soran is a mirtron biogenezisre
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jellemzé modon viselkedtek: splicing mutans verzidik nem voltak képesek érett,
funkcionalis miRNS-ek 1étrehozasara, ami a mirtron biogenezis egyik alapveto feltétele.

A mirtron utvonalon térténd érés masik kritériuma, hogy a miRNS keletkezése
figgetlen a Drosha/DGCR8 komplex miikddésétdl. Ennek vizsgélatara elso
megkozelitésiink, a Drosha fehérje siRNS altal torténd kititése nem jart sikerrel. A
kanonikus miRNS érési utvonalon keletkezd pozitiv kontrolljaink (miR-33b, miR-21)
processzalddni tudtak, igy nem volt értelme a prediktalt mirtronokat ebben a
rendszerben vizsgalni. A sikertelenségnek az lehetett az oka, hogy bar a Drosha mRNS
szintjében jelentds csokkenést értiink el (~70-80%), a maradék mRNS-rél valdsziniileg
elég fehérje szintetizalodott ahhoz, hogy a megfeleld mennyiségli aktiv Drosha/DGCRS
komplex processzalja a kanonikus utvonalon éré miRNS-eket. A prediktalt emlds
mirtronokat vizsgald, a miénkkel egyideji két tanulmany koziil az egyik szintén leirta
ezt a problémat, 6k ezért transzdominans negativ Drosha overexpressziot alkalmaztak a
kisérleteikben [246]. Mi a DGCRS8/Drosha aktivitastél valo fiiggetlenséget DGCRS
deficiens egér embrionalis fibroblaszt sejtekben vizsgaltuk. Ennek soran a mir-877
példdjan sikeriilt bebizonyitanunk, hogy létezik emldsokben is a mirtron biogenezis
utvonal: a mir-877-bdl képes volt ezekben a sejtekben is funkciondlis érett miRNS
keletkezni. A vad tipust sejtekhez képest a DGCR8 mutdns sejtekben a mir-33b
kontroll esetén szinte teljesen megsziint a represszid, mig a mir-877 esetében még
er6sodott is a csendesitd hatas. Ez azzal magyarazhatd, hogy a mutans sejtvonalban sok
endogén, kanonikus miRNS nem tud megérni, igy mintegy ,felszabadul” az RNS
interferencia apparatusa.

A mirtron biogenezis igazolasanak utolsé Iépéseként mirtron eredetii érett miRNS-ek
Northern blottal torténd direkt kimutatasat tiiztiik ki célul. Sajnos ez csak a mir-1226
esetében sikeriilt, igy egy masik direkt modszerhez, az elméletileg érzékenyebb
kvantitativ stem-loop RT-PCR-hez folyamodtunk. Ezzel a modszerrel (optimalizéacios
vizsgalatok utan) sikeriilt direkt modon detektalni az Osszes, funkcionalis esszében
hatast mutaté mirtron eredetii kis RNS-t.

Az éltalunk vizsgélt Drosophila mir-1003 mirtron a jo splicing predikciok ellenére
sem tudott kivagddni emlds sejtekben az eredeti genomi, illetve a heterogén exonikus
kornyezetekbdl, s luciferdz esszében sem mutatott aktivitdst. Ennek oka egyeldre

ismeretlen, esetleg valamilyen fajspecifikus faktor/-ok hianya lehet a hattérben.
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6.2. Az emlds mirtronok jellemzoi

Az altalunk vizsgalt harom prediktalt humén mirtron szekvenciabol csak kettd
bizonyult valédi mirtronnak, ami aldtdmasztja a mélyszekvenaldsi adatok ¢&s
bioinformatikai predikciok kisérletes validalasanak fontossagat. Azt is érdemes
megjegyezni, hogy az eredményeink alapjan a mirtron splicing hatékonysaga, az érett
miRNS abundancidja és a géncsendesitd képesség kozott nincsen egyenes aranyu
Osszefiiggés: a mir-877-nek egy kicsit hatékonyabb a splicingja, a miR-1226 mégis
sokkal nagyobb mennyiségben taldlhatd a sejtekben, ugyanakkor luciferdz esszében a
miR-877-5p mutatja a legjelentésebb repressziot.

A mir-1226 szekvencia eredetileg 3’-karos mirtronnak lett prediktalva, s ez valoban
be is igazolddott vizsgalataink sordan. Ezzel szemben a mir-877 5’-karos mirtronnak lett
leirva, s a késdbbi mélyszekvenalasi adatok is a miR-877-5p dominancidjat mutattak:
harom nagysagrenddel nagyobb mennyiségben volt kimutathatdé a miR-877-3p-hez
képest. Kisérleteink soran azonban azt lattuk, hogy — az altalunk vizsgalt mindhdrom
sejtvonalban — a mir-877 mindkét karjabol funkcionalis miRNS érik, s a miR-877-3p
jelentés, a miR-877-5p-vel Osszemérhetd géncsendesitd hatast mutat. Arra, hogy egy
prekurzor miRNS mindkét karjabol érhet funkcionalis miRNS, van példa az
irodalomban. Ilyen esetekben azonban valoszinlileg nem az torténik, hogy egy adott
pre-miRNS-bol mindkét szal hasznosul , hanem az, hogy a duplexbdl hol az egyik, hol a
masik szal épiil be a RISC komplexbe [10]. A mir-877 esetében azt a jelenséget, hogy
bizonyos valdszinliséggel a 3’-kar adja az érett miRNS-t az is magyardzhatja, hogy az
5’-karbol szarmazo érett miRNS 5° végének kotott a szekvenciaja: az az intron splice
donor helyével azonos, GT-vel kezdédik. Bar az emlés miRNS-ekre nem jellemz6 az
nem tartozik a preferalt nukleotidok kozé [78; 79; 87; 227]. A mirtronok ezen
szekvencialis megkotottsége 1s magyardzhatja, hogy az 5’ bias-ra érzékenyebb
Drosophila-ban miért a 3’-karos mirtronok a jellemzdek. Erdemes talan itt is
megjegyezni, hogy a miRNS duplexekbdl torténd szl kivalasztddasrol emldsokben
még mindig nagyon keveset tudunk. Egy, a témdban frissen megjelent publikacid
példaul az AGO3 specifikus, aktiv szerepét mutatja be a let-7 esetében ebben a
folyamatban [247].

A fentieken kiviil emlitést érdemel még, hogy az emlds mirtronok pre-miRNS

struktardja altaldban nem mutatja a pre-miRNS-ekre jellemzé 3° 2 nt-os talnyulo
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szerkezetet, ami az Exportin-5 altali transzport feltétele. Ezt a kérdést feloldhatjak az
arra vonatkoz6 adatok, hogy bizonyos, a ,kanonikus" végzddéstdl eltérd hajtiiket is
képes kotni az Exportin-5 [248], de mint azt egy friss publikacié sugallja, akar mas
faktorok is részt vehetnek a mirtron eredetii pre-miRNS-ek sejtplazmaba torténd

transzportjaban [249].

6.3. Az emlos mirtron szekvenciak lehetséges szabalyozo szerepe

Mivel a human mirtronok kisérletes vizsgalatat érinté elsé publikdciok csak 2012-
ben jelentek meg, igy lehetséges targetjeikrdl egyelére nem tudunk tul sokat. Az
altalunk vizsgalt mirtronokat stabilan termel6 sejtvonalakat létrehozva ugy tlint, hogy az
overexpresszid nem ¢érintett semmilyen alapvetd, vitalis funkciot, normal fenntartdsi
koriilmények kozott nem taldltunk kiilonbséget a parentélis sejtvonalhoz képest. Az
irodalmi adatokat atvizsgalva azt talaltuk, hogy az altalunk vizsgalt mir-1226-nak egy
korabbi tanulmany (kanonikus miRNS-ként) tumor szuppresszor funkcidt tulajdonitott
[250]. A mir-1233-nak pedig, annak ellenére, hogy a legujabb predikciok szerint a
,bizonyitott”-bol a ,,jeldlt” mirtron kategoriaba soroltak at [251], korabban mar leirtak
szerepét leukémiaban [252], ill. veserak biomarkerként is emlitésre kertilt [253].

M¢élyszekvenalassal kapott adatok alapjan ugy tlinik, hogy bizonyos mirtron eredetii
miRNS-ek a tobbi szovethez képest diisulast mutatnak az agyban [233]. Ilyen példaul a
mir-877 is, melynek a target predikcidjaval probalkozott egy friss tanulmany is [249].
Luciferaz esszével sikeriilt tobb potencialis targetet azonositaniuk, de dopaminerg
neuronokban overexpresszalva a mir-877-et csak az egyik potencidlis cél RNS-nek
csokkent a mennyisége. Fehérje szinten azonban ez utdbbi target esetében sem tudtak
kimutatni semmilyen csokkenést. A tovabbiakban a prediktalt emlés mirtron
szekvencidk koziil a mir-1236 ¢és mir-702 miRNS-ekhez lett még konkrét funkcio
rendelve [254; 255].

A mirtronok jelentdségét mutatja, hogy a veliik foglalkozé publikaciok szdma az
elmult két évben megduplazodott. A prediktalt emlds mirtron szekvenciak behatobb
tanulmanyozasa soran keriilt leirdsra példaul egy a splicingtol fiiggetlen, de Drosha
fliggd uj miRNS biogenezis, a ,,simtron” Gtvonal is [246; 256]. Egy masik publikacio
pedig a mar meglévo egér és human kis RNS adatok wjraanalizélasaval, célzott szlirok
alkalmazaséaval csak a huméan genomban tobb szaz 0j konvencionalis €s failed mirtront

azonositott [251]. Ezek mennyisége igy mara mar eléri az annotalt human miRNS-ek
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mennyiségének kb. 25-30%-at (2. tablazat). A konvenciondlis mirtronok mellett nagy

szamban azonositottak 5’-failed mirtronokat és egy masik tanulmannyal egyiitt [257]

leirtak az els6 néhany emlds 3’-tailed mirtront szekvenciat is [251].

konvencionalis 5'-tailed 3'-tailed

Human lokuszok

ismert 10 42 2
atsorolt 0 14 5
Uj, annotalt 9 152 6
az 0sszes ,,bizonyitott” mirtron 19 208 13
mirtron jeldltek 19 #12 10

. Egér l6kuszok

ismert 9 12 0
atsorolt 0 10 1
Uj, annotalt 13 189 3
az 0sszes ,,bizonyitott” mirtron 22 211 4
mirtron jeloltek 18 209 6

2. tablazat. Emlés mirtron lokuszok szama.

A miRBase-ben talalhat6 ismert, atsorolt, ill. uj mirtronok katalogusa.

(Ladewig, Genome Res, 2012, abraja alapjan.)

A mirtronok specialis tulajdonsdgaiknak koszonhetden igéretes eszkozei lehetnek a

génterapias alkalmazasoknak is [256; 258; 259]. Jelenlegi munkam soran részben én is

ennek az 1 felhasznalasi tertiletnek a kidolgozasan munkéalkodom. Izgalmas kérdés még

rrrrr

tailed mirtronok emlésokben torténd processzalodasanak vizsgalata. Nem utolsdsorban

egy ¢érdekes, megfontoland6 1) gondolat a mirtronok szabalyozd funkcidjaval

kapcsolatban, hogy a trans szabalyozas mellett lehet esetleg cis szabalyoz6 funkciojuk

is: a splicing szabalyozasan keresztiil hatassal lehetnek az dket tartalmazé gazda mRNS-

re [251]. Ezen kérdések behatobb vizsgalata tovabbi kisérletes munkaknak szolgaltathat

alapot.
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6.4. Kvantitativ stem-loop RT-PCR optimalizalasa érett miRNS-ek kimutatasara

Munkédm soran taldlkoztam a kis RNS-ek kimutatisara széles korben alkalmazott
kvantitativ stem-loop RT-PCR technikéval. Mivel a gyarto altal biztositott protokoll
nem mindenhol adott egyértelmii utalast, ill. az eldkisérletek sordan nem tiint teljes
mértékben reprodukalhatonak és megbizhatonak az altalam hasznalt technika, igy
optimalizacios kisérleteket végeztiink. Eldszor is tobbféle total és kis RNS izolalasi
technikat is 0Osszehasonlitottunk (nem mutatott adat), ennek alapjan a késObbi
kisérletekhez a legjobbnak tiin, Trizol® reagenssel torténs total RNS izolalast
valasztottuk. Ezen Kkiviil ellendriztiik, hogy a kiilonb6z6, altalunk mérni kivant
targetekre az amplifikéacids hatékonysagok megfeleldek-e: tehat valoban alkalmazhat6 a
szé¢les korben hasznalt relativ mennyiségi Osszehasonlitdas modszer (relative
quantification) az adatok értékelésénél (nem mutatott adat). A tovabbiakban
megbecsiiltiik kiilonbozé endogén kontroll-target parokat alkalmazva, hogy mi a reverz
transzkripcidba bemérendd optimalis totdl RNS mennyisége. Kisérleteinkhez 10 ng totél
RNS bemérést hasznaltunk U6 endogén kontroll alkalmazisa mellett. A mérések
pontossaga ¢€s a koltséghatékonysag érdekében kimértiik, hogy az endogén kontroll és a
target egyszerre, egy reverz transzkripcids elegyben is atirhato: tehat a két reakcid (a
kétféle stem-loop primer) nem zavarja egymast. Fontos azonban megjegyezni, hogy a
stem-loop primerek hosszu tava egyiitt tarolasa fals pozitiv eredményekhez vezethet. A
target és endogén kontroll egyszerre torténd atirdsa cDNS-sé¢ azért is hasznos, mert
kikiiszobol példaul olyan problémakat, hogy a kiilonb6z6é tipusi/mindségi PCR
csovekben eltérd hatékonysaggal irodik 4t a miRNS cDNS-sé.

Az optimalizacios kisérleteink legmeglepobb eredménye az volt, hogy a DNS —
szekvencia specifikus modon — templatként tud szolgalni a reverz transzkripcid soran.
Ez azt jelenti, hogy egy adott miRNS prekurzor formajat tartalmazé DNS az adott
miRNS-re specifikus hajtli primer segitségével at tud irédni a reverz transzkripcio
folyaman, ami ezutdn a real-time PCR soran detektalasra keriil. Kisérleteink azt
mutatjadk, hogy a DNS szennyezés akkor zavarja leginkabb a méréseket, amikor
plazmidrol kifejezve, tranziens transzfekciot kdvetden torténik a miRNS-ek mérése. A
fenti eredmények alapjan Osszeéllitottunk egy megbizhato, ,,finomitott” protokollt kis
RNS-ek kvantitativ RT-PCR-rel torténé mérésére, amelynek egyik fontos eleme az RNS

DNa4z-zal torténd kezelése a reverz transzkripcidt megeldzden.
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7. OSSZEFOGLALAS

A mikroRNS-ek (miRNS) kb. 20-24 nukleotid hosszisagu nem kodold kis RNS-ek,
melyek fontos szerepet toltenek be a génexpresszid, ezen keresztiil pedig szinte az
Osszes sejten beliili folyamat szabalyozasdban. A legtobb miRNS molekula az un.
kanonikus érési utvonalon keletkezik, de az utobbi években szamos alternativ miRNS
biogenezis utvonal is felfedezésre keriilt. Az egyik legjelentésebb koziililk a mirtron
utvonal, melyet eredetileg gerinctelenekben fedeztek fel. Az ezen az uton éré miRNS-ek
kisméreti intronokban helyezkednek el, ¢és gyakorlatilag az intron egésze
megfeleltethetd a kanonikus miRNS érés soran keletkezd Uin. pre-miRNS eldalaknak. Ez
teszi lehetdvé, hogy az érés kezdeti 1épése eltérjen a kanonikus utvonalétol: az
elsddleges transzkriptumbol nem a Drosha/DGCRS8 komplex vagja ki a pre-miRNS
eldalakot, hanem a sejt splicing apparatusa. Bioinformatikai predikciok ¢és
mélyszekvenalasi adatok alapjan valoszintisitették mirtronok létezését emldsokben is.

Munkdam keretében azt szerettem volna megvizsgalni, hogy ez a specidlis,
mirtronikus miRNS keletkezési utvonal valdban létezik-e emberben. Ehhez harom
prediktalt human mirtront (mir-877, mir-1226, mir-1233) valasztottunk ki, majd eredeti
genomi, ill. heterolog kornyezetben vizsgaltuk az elsddleges atiratbol torténd
kivagodasukat, az érett miRNS expressziot €s a géncsendesitd hatast.

Eredményeink azt mutattdk, hogy vannak olyan prediktalt huméan mirtronok,
amelyekbdl géncsendesitésre alkalmas kis RNS-ek keletkeznek, és az érés fiiggetlen a
mindhérom sejtvonalban a mir-877 mindkét ,karjabol” egy idében funkcionalis miRNS
¢érik. A mirtron Gtvonalon torténd processzalodast kétféleképpen bizonyitottuk: splicing
mutans konstrukcidok segitségével vizsgaltuk az érés splicing-tol valo fliggését, a
Drosha/DGCRS8 komplextdl valo fliggetlenséget pedig DGCR8 mutans sejtvonalban
teszteltilk. Az érett, mirtron eredeti miRNS-ek kimutatasara Northern blot és
kvantitativ real-time PCR technikdkat alkalmaztunk. Az utdobbi modszer megfeleld,
reprodukalhat6 alkalmazasahoz optimalizacios vizsgalatokat is végeztiink.

Osszegzésként elmondhatjuk, hogy — bar nem minden jeldlt bizonyult valédi
mirtronnak — a mirtron Gtvonal létezik emberben. Erdemes kiemelni tovabba, hogy a
miRNS-ek mindkét ,karjat” fontos lenne megvizsgalni a miRNS-ek bioldgiai
funkcidjanak tanulmanyozasakor, ill. az érett miRNS-ek kvantitativ stem-loop real-time

PCR-rel torténd pontos méréséhez fontos az esszek kortiltekintd optimalizalasa.
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8. SUMMARY

MicroRNAs (miRNA) are small non-coding RNAs influencing most cellular
processes due to their important role in gene expression regulation. Most of these 20-24
nucleotide long molecules are formed via a canonical pathway, but there are also
emerging data on various alternative miRNA maturation routes. The most prominent of
them is the mirtron pathway, which was first described in Drosophila melanogaster and
Caenorhabditis elegans. miRNAs of mirtron origin are localized in short introns where
the whole intron is essentially equivalent to the so called pre-miRNA form of the
canonical maturation process. This allows that the first step of the mirtron processing is
different from the canonical one: the pre-miRNA is cleaved out from the primary
transcript by the splicing machinery instead of the Drosha/DGCRS8 complex.

Since bioinformatic predictions and small RNA data analyses have suggested the
existence of mirtrons in mammals, we decided to examine several predicted human
mirtron sequences (mir-877, mir-1226 and mir-1233) to prove the existence of mirtron
biogenesis in human. We investigated their processing and gene silencing capacity from
their endogenous or a heterologous coding context.

We demonstrated that functional human mirtrons can be produced and this is a
coding context-independent process. Furthermore, we showed that mir-877 can liberate
functional mature miRNAs from both of its 5’- and 3’-arms simultaneously in various
cell types examined. We have proven the existence of the human mirtron biogenesis
pathway in two different ways: we investigated the splicing dependency using splicing
mutant forms of mirtrons while the independence of Drosha/DGCRSE complex was
proven in a DGCRS deficient cell line. For the detection of mature miRNAs we applied
Northern blot analysis and quantitative real-time PCR. However, for reproducible
measurements, we had to optimize the latter technique.

Taken together, we have proven the existence of the human mirtron biogenesis
pathway. However, the experimental validation of predicted mirtron sequences is
strongly recommended, since some of them seem to be processed via other miRNA
maturation pathway. In addition, we suggest the functional testing of both arms of
miRNAs while investigating biological function, as well as the thorough optimization of

a particular assay when using stem-loop real-time PCR for mature miRNA detection.
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12. MELLEKLET

12.1. Kl6noz6 primerek és mirtron oligonukleotidok

For: forward primer

Rev: reverse primer

eie: exon-intron-exon (mirtron a hatarolé genomi exonokkal)

mut: mutagenezis

sm: splicing mutans

*: RT-PCR-hez (reverz transzkripciot kovetd PCR, splicing detektalasara) is
alkalmaztuk primerként

PCR primerek mirtronok (hatarolé exonokkal egyiitt térténé) amplifikaciéjahoz

név szekvencia

mir-877eie-For* 5'- AGGTGGTAGCAGATGAGACACC

mir-877eie-Rev* 5'- CTGGCCAGGGAGACACGCAT

mir-1226eie_For* 5'- GTGAGGCAGGGCAAGGTCACC

mir-1226eie_Rev* | 5'- CACGGATGTGCACGTCCCCGT

mir-1233eie_For* 5'- AGCGGCCTTATGGACCTCCTG

mir-1233eie_Rev* | 5- CTTCCTCTCCTCCTTGTCCTGG

mir-328i_eie_For* | 5- TTTGTGTTGGAGAACAGCAGCCG

mir-328i_eie Rev* |[5- CTTGTCGAAGTCCTCCTGTGTAG

mir-1003eie_For* 5'- ATAAAGCCGATAAGCGTGCGGAA

mir-1003eie_Rev* | 5'- TCAATAGTCAACCAGTTTCTTGAGC

EGFP mutagenezis primerek (Pvull restrikciés hely bevitele)

EGFPmut-For 5'- GCAGCGTGCAGCTGGCCGACCACTACCAGCAGAACAC

EGFPmut-Rev 5'- GTGTTCTGCTGGTAGTGGTCGGCCAGCTGCACGCTGC

PCR primerek intron/miRNS kontrollok amplifikaciéjahoz (EGFP kédolé régiéba
 ligalashoz)

mulgCe3i-For 5'- GTGAGTACAGGAGGTGGAGAGT
mulgCe3i-Rev 5'- CTGTGGGACGACATGACTTAA
mir-33b_For 5'- GTGAGGGGTGGGGTCAGGGG
mir-33b_Rev 5- CTGGGGGTGGCAGGCAGGG

PCR primerek splicing mutans intron/miRNS kontrollok amplifikaciéjahoz (EGFP
kédolé régidba ligalashoz)

mulgCe3i 5’sm-For 5'- CCGAGTACAGGAGGTGGAGAGT

mir-33b_5'sm_For 5'-TGGAGGGGTGGGGTCAGGGG
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S: szensz
as: antiszensz
sm: splicing mutans

mir-1233 shRNS oligok (psiSTRIKE vektorba ligalashoz)

1233shRNS s | 5- ACCGGAGCCCTGTCCTCCCGCAGCTTCCTGTCACTGCGGGAGGACAGGGCTCTTTTTC

5'-

1233shRNS as | TGCAGAAAAAGAGCCCTGTCCTCCCGCAGTGACAGGAAGCTGCGGGAGGACAGGGCTC

mirtron oligék (EGFP kodolé régidjaba ligalashoz)

5'-
GTAGAGGAGATGGCGCAGGGGACACGGGCAAAGACTTGGGGGTTCCTGGGACCCTCAGACGTGTG

mir877s TCCTCTTCTCCCTCCTCCCAG
5"
CTGGGAGGAGGGAGAAGAGGACACACGTCTGAGGGTCCCAGGAACCCCCAAGTCTTTGCCCGTGT
mir877as | CCCCTGCGCCATCTCCTCTAC
5-
GTGAGGGCATGCAGGCCTGGATGGGGCAGCTGGGATGGTCCAAAAGGGTGGCCTCACCAGCCCTG
mir1226s | TGTTCCCTAG
5-
CTAGGGAACACAGGGCTGGTGAGGCCACCCTTTTGGACCATCCCAGCTGCCCCATCCAGGCCTGCA
mir1226as | TGCCCTCAC
5-
GTGAGTGGGAGGCCAGGGCACGGCAGGGGGAGCTGCAGGGCTATGGGAGGGGCCCCAGCGTCTG
mir1233s | AGCCCTGTCCTCCCGCAG
5-
CTGCGGGAGGACAGGGCTCAGACGCTGGGGCCCCTCCCATAGCCCTGCAGCTCCCCCTGCCGTGC
mir1233as | CCTGGCCTCCCACTCAC
mir1003s | 5'- GTGGGTATCTGGATGTGGTTGGCTCTGGCGGTCCTCTCACATTTACATATTCACAG
mir1003as | 5'- CTGTGAATATGTAAATGTGAGAGGACCGCCAGAGCCAACCACATCCAGATACCCAC

splicing mutans mirtron oligék (EGFP kédol6 régidba ligalashoz)

mir877sm_s

5'-
TGAGAGGAGATGGCGCAGGGGACACGGGCAAAGACTTGGGGGTTCCTGGGACCCTCAGACGT
GTGTCCTCTTCTCCCTCCTCCCAG

5'-
CTGGGAGGAGGGAGAAGAGGACACACGTCTGAGGGTCCCAGGAACCCCCAAGTCTTTGCCCGT

mir877sm_as | GTCCCCTGCGCCATCTCCTCTCA

5'-
TGGAGGGCATGCAGGCCTGGATGGGGCAGCTGGGATGGTCCAAAAGGGTGGCCTCACCAGCC

mir1226sm_s | CTGTGTTCCCTAG

5'-
CTAGGGAACACAGGGCTGGTGAGGCCACCCTTTTGGACCATCCCAGCTGCCCCATCCAGGCCT

mir1226sm_as | GCATGCCCTCCA

5'-
TGGAGTGGGAGGCCAGGGCACGGCAGGGGGAGCTGCAGGGCTATGGGAGGGGCCCCAGCGT

mir1233sm_s | CTGAGCCCTGTCCTCCCGCAG

5'-
CTGCGGGAGGACAGGGCTCAGACGCTGGGGCCCCTCCCATAGCCCTGCAGCTCCCCCTGCCG

mir1233sm_as | TGCCCTGGCCTCCCACTCCA
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12.2. Luciferaz szenzor oligonukleotidok

luciferaz szenzorok . (sensor=szenzor; msensor= mutans szenzor; s= szensz; as=antiszensz)

mir-877_5'sensor_s

5'- TCGAGCCCCTGCGCCATCTCCTCTACAATCACCCCCTGCGCCATCTCCTCTACGC

mir-
877 5'sensor_as

5'- GGCCGCGTAGAGGAGATGGCGCAGGGGGTGATTGTAGAGGAGATGGCGCAGGGGC

mir-
877 5'msensor_s

5'- TCGAGCCCCTGCGCCATCTCGTGTTCAATCACCCCCTGCGCCATCTCGTGTTCGC

mir-
877 5'msensor_as

5'- GGCCGCGAACACGAGATGGCGCAGGGGGTGATTGAACACGAGATGGCGCAGGGGC

mir-877 3'sensor s

5'-TCGAGCTGGGAGGAGGGAGAAGAGGACACAATCACCTGGGAGGAGGGAGAAGAGGACACGC

mir-
877 3'sensor_as

5'-GGCCGCGTGTCCTCTTCTCCCTCCTCCCAGGTGATTGTGTCCTCTTCTCCCTCCTCCCAGC

mir-
877 3'msensor s

5'-TCGAGCTGGGAGGAGGGAGAACACGTCTCAATCACCTGGGAGGAGGGAGAACACGTCTCGC

mir-
877 3'msensor_as

5'-GGCCGCGAGACGTGTTCTCCCTCCTCCCAGGTGATTGAGACGTGTTCTCCCTCCTCCCAGC

mir-
1226 3'sensor_s

5'- TCGAGCTAGGGAACACAGGGCTGGTGAAATCACCTAGGGAACACAGGGCTGGTGAGC

mir-
1226 3'sensor _as

5'- GGCCGCTCACCAGCCCTGTGTTCCCTAGGTGATTTCACCAGCCCTGTGTTCCCTAGC

mir-
1226_3'msensor_s

5'- TCGAGCTAGGGAACACAGGGGTGCTCAAATCACCTAGGGAACACAGGGGTGCTCAGC

mir-
1226 3'msensor as

5'- GGCCGCTGAGCACCCCTGTGTTCCCTAGGTGATTTGAGCACCCCTGTGTTCCCTAGC

mir-
1226 5'sensor_s

5'-TCGAGCCCCATCCAGGCCTGCATGCCCTCACAATCACCCCCATCCAGGCCTGCATGCCCTCACGC

mir-
1226 5'sensor_as

5'-
GGCCGCGTGAGGGCATGCAGGCCTGGATGGGGGTGATTGTGAGGGCATGCAGGCCTGGATGGGGC

mir-
1226 _5'msensor_s

5'-
TCGAGCCCCATCCAGGCCTGCATGGCGTGACAATCACCCCCATCCAGGCCTGCATGGCGTGACGC

mir-
1226_5'msensor_as

5'-
GGCCGCGTCACGCCATGCAGGCCTGGATGGGGGTGATTGTCACGCCATGCAGGCCTGGATGGGGC

mir-
1233 3'sensor_ s

5'- TCGAGCTGCGGGAGGACAGGGCTCAAATCACCTGCGGGAGGACAGGGCTCAGC

mir-
1233 3'sensor_as

5'- GGCCGCTGAGCCCTGTCCTCCCGCAGGTGATTTGAGCCCTGTCCTCCCGCAGC

mir-
1233 3'msensor s

5'- TCGAGCTGCGGGAGGACAGCGGTGAAATCACCTGCGGGAGGACAGCGGTGAGC

mir-
1233 _3'msensor_as

5'- GGCCGCTCACCGCTGTCCTCCCGCAGGTGATTTCACCGCTGTCCTCCCGCAGC
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luciferaz szenzorok Il. (sensor=szenzor; msensor= mutans szenzor; a= szensz; as=antiszensz)

mir-1233 5'sensor_s

5-TCGAGCCCCCTGCCGTGCCCTGGCCTCCCACTCACAATCACCCCCCTGCCGTGCCCTGGCC
TCCCACTCACGC

mir-1233 5'sensor_as

5"
GGCCGCGTGAGTGGGAGGCCAGGGCACGGCAGGGGGGTGATTGTGAGTGGGAGGCCAGGGC
ACGGCAGGGGGC

mir-1233 5'msensor_s

5-
TCGAGCCCCCTGCCGTGCCCTGCCGTGCGAGTGACAATCACCCCCCTGCCGTGCCCTGCCGTG
CGAGTGACGC

mir-
1233 5'msensor_as

5'-
GGCCGCGTCACTCGCACGGCAGGGCACGGCAGGGGGGTGATTGTCACTCGCACGGCAGGGCAC
GGCAGGGGGC

mir-1003sensor_s

5'- TCGAGCTGTGAATATGTAAATGTGAGAAATCACCTGTGAATATGTAAATGTGAGAGC

mir-1003sensor_as

5'- GGCCGCTCTCACATTTACATATTCACAGGTGATTTCTCACATTTACATATTCACAGC

mir-1003msensor_s

5'- TCGAGCTGTGAATATGTAAATCTCACAAATCACCTGTGAATATGTAAATCTCACAGC

mir-1003msensor_as

5'- GGCCGCTGTGAGATTTACATATTCACAGGTGATTTGTGAGATTTACATATTCACAGC

mir-328sensor_s

5'- TCGAGACGGAAGGGCAGAGAGGGCCAGAATCACACGGAAGGGCAGAGAGGGCCAGGC

mir-328sensor_as

5'- GGCCGCCTGGCCCTCTCTGCCCTTCCGTGTGATTCTGGCCCTCTCTGCCCTTCCGTC

mir-328msensor_s

5'- TCGAGACGGAAGGGCAGAGACGCCGTGAATCACACGGAAGGGCAGAGACGCCGTGGC

mir-328msensor_as

5'- GGCCGCCACGGCGTCTCTGCCCTTCCGTGTGATTCACGGCGTCTCTGCCCTTCCGTC

mir-33b_sensor s

5'- TCGAGGCAATGCAACAGCAATGCACAATCACGCAATGCAACAGCAATGCACGC

mir-33b_sensor_as

5'- GGCCGCGTGCATTGCTGTTGCATTGCGTGATTGTGCATTGCTGTTGCATTGCC

mir-33b_msensor s

5'- TCGAGGCAATGCAACAGCATTCCTCAATCACGCAATGCAACAGCATTCCTCGC

mir-33b_msensor_as

5'- GGCCGCGAGGAATGCTGTTGCATTGCGTGATTGAGGAATGCTGTTGCATTGCC

12.3. Northern blot probak

oligonukleotid prébak Northern blot-hoz

us 5'- CACGAATTTGCGTGTCATCCTT
(DNS préba)

mir-877_5"-kar 5'- CCCTGCGCCATCTCCTCTAC
(LNA préba)

mir-1226_3'-kar

5'- CTAGGGAACACAGGGCTGGTGA

(LNA préba)

mir-1233_3"-kar 5'- CTGCGGGAGGACAGGGCTCA
(LNA préba)

mir-33b_5"-kar 5'- GCAATGCAACAGCAATGCAC
(LNA préba)
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12.4. Splicing predikciok

eie: exon-intron-exonikus konstrukciok splicing predikcidi
SD: splice donor hely predikcio

SA: splice akceptor hely predikcid

human: humaén sejtekben térténd splicing predikcio
Drosophila: Drosophila-ban torténd splicing predikcio
heterolog kornyezet: splicing predikciok intronként beépitve az EGFP szekvenciaba
5’intron: splicing predikcidk az EGFP szekvencidba Smal helyet beépitve 1étrehozott
intron klénozasi helyrdl (nem ez, hanem a 3’ intron lett kivalasztva)
3’intron: splicing predikcidk az EGFP szekvencidba Pvull helyet beépitve létrehozott
intron klénozasi helyrdl (ez a klonozasi hely lett kivalasztva)

eredeti exon-

klonozott

SD/ SA (human; Drosophila)

kornyezet fragmens mérete
877eie 375bp 9.32/14.43
1226¢ie 319bp 11.56 / 5.95
1233eie 284bp 8.06/9.97
328eie(as) 358bp -
1003eie 721bp 11.70 / 5.50 ; 13.80/4.22
heterolog méret// érett 5’intron (EGFP+Smal hely) | 3’intron (EGFP+Pvull hely)
kornyezet miRNS predikeié | Sp/ SA (humén; Drosophila) | SD/ SA (human; Drosophila)
egér Ig Ce gén | 82bp 9.46/ 7.58 13.38/ 6.95
intronja
mir-877 86nt// 5’-karbol -1/12.68 9.46/12.43
mirl226 75nt// 3°-karbol 4.0/5.33 11.56 / 5.08
mirl233 82nt// 3’-karbol 9.46 / 8.97 13.38/8.72
mir-33b 96 (475)nt// 4.00/9.75 11.56 / 9.50
5’-karbol
mir-1003 56nt//3’-karbol 2.60/5.12; 4.56 / 3.48 11.28 / 4.88 13.80/4.47
12.5. FACS adatok
SSC-H: forward scatter (sejtek mérete)
FSC-H: side scatter (sejtek granulaltsaga)
F1-3: itt: propidium jodid csatornéja (halott sejtek kizarasa)
FL-1: itt: EGFP csatornéja (EGFP pozitiv sejtek meghatarozésa)
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