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Osszefoglalas

Az utdbbi években a transzkriptomikai vizsgalatokban alkalmazott technologiak
fejlédésének koszonhetden a genom kutatds tertiletén jelentds elérehaladas figyelhetd
meg. A disszertacié els6 fejezete ezen technoldgiakrél, a génexpresszié szabélyo-
zasarol, és a szabdlyozas vizsgalatahoz hasznalt modellekrél ad atfogd képet. A transz-
kriptémikaban alkalmazott technoldgidk fényt deritettek néhany prokariéta és euka-
ridta szervezet transzkriptomajanak komplexitasara, tovabba bizonyos fejlédési és
patoldgias folyamatok molekularis hatterére. Szamos high-throughput technikat fej-
lesztettek mar ki a transzkritomikaban, melyek alapvetden két csoportba sorolhatéak:
a mikrochip alapt és a szekvenalds alapu eljarasok, melyek mindegyike lehetdséget
biztosit az atfogd vizsgalatokra. A mikrochip analizis széles korben hasznadlt tech-
noldgia, mely tobb ezer transzkript egyidejli vizsgalatara képes. Bar a mikrochipek
sok bioldgiai probléma megoldasaban hasznosnak bizonyultak, a hibridizaci6 és a
chipre felvitt, elére meghatarozott szekvencidju probak hatranyt jelentenek a transz-
kriptémikai vizsgalatok soran. Az j-generacios szekvendlasi technikak kifejlesz-
tésével ezen hatranyokat legy6zve tobb milli6 transzkript szimultdn detektalasara van
lehetéség. A két technika egymast kiegészité eljarasként hasznalhatéd a genom vizs-
galatara, melyek nem csak atfedd, de az egyes mddszerek tulajdonsagabdl kovetkezd
specifikus eredményeket is hoznak. Transzkriptomikai elemzések elengedhetetlentil
fontosak a génexpresszi szabalyozasanak vizsgalatandl. A génexpresszio tobb szin-
ten szabalyzott, egészen a transzkripciotdl a fehérjék poszt-transzlaciés modositasaig.
Az ut6bbi években fény derilt arra, hogy ebben a szabélyozasban nagy szerepet jat-
szanak a kisméretli nem-kddolé RNS-ek, mint példdul a mikroRNS-ek (miRNS). A
miRNS-ek negativan szabalyozzak a mRNS transzlacidjat vagy stabilitdsat. Szamos
bioldgia folyamatban bizonyitottadk mar szerepiiket, igy példaul a fejlédés valamint az
immunrendszer miikodése soran. A miRNS-ek megvaltozott expressziéjat mutattak
ki killonb6z6 betegségek, mint példaul a fert6z6 betegségek és a rak esetében. Annak
érdekében, hogy jobban megismerjiik ezen megbetegedések patogenezisét, fontos
tudnunk, mely miRNS-ek expresszidja valtozott meg az egyes esetekben. Az egyes
betegségek kovetkeztében megvaltozott mRNS és miRNS expresszids vizsgalatokhoz
in vitro, és in vivo modelleket is hasznalnak. A zebrahal egy gyakran alkalmazott
gerinces modellszervezet, melyet fejlédésbioldgiai, embriogenenezist érintd, vala-
mint ujabban immunoldgiai kisérletekben hasznalnak koszonhetéen annak, hogy
immunrendszere jelentés hasonlésagot mutat a humanéval. Az utébbi években a
zebrahal, az emlés allatmodellek mellett, egy kivalo modellszervezetnek bizonyult
szamos fert6z8 betegség és a tumoros megbetegedés vizsgalatdban.

Kihasznalva a transzkriptomikédban megjelend ujfajta technoldgiai lehetéségeket,
valamint alkalmazva a zebrahalat, mint modellszervezetet ez a doktori disszertacio a
fert6z6 betegségek és tumoros megbetegedések soran bekovetkezd transzkriptomi-
kai valtozasok vizsgélatat és annak eredményeit foglalja 6ssze, valamint betekintést
nyujt a miRNS-ek szabalyzo funkcidjéba.
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A masodik fejezetben els6ként mutatjuk be a fert6z6 megbetegedések soran
bekovetkezd transzkriptomikai valtozasokat, melyet a Solexa/Illumina rendszer
ugynevezett digitalis génexpresszié (DGE vagy Tag-Seq) technoldgidjaval vizsgal-
tunk, mely egy szekvencia mintavételezésen alapuld, un. tag-alapu transzkriptom
szekvenaldsi technika. Ebben a tanulméanyban a human tuberkuldzist modellez6
Mycobacterium marinum fertdzés soran fellép6 véltozasokat vizsgaltuk zebrahalban.
Kontrol és fert6zott halak esetében is két-két konyvtarat hoztunk létre, melyek bi-
zonyitottak a technikai reprodukélhatésagot. Az eljarassal konyvtaranként 5-8 millio
tag-et detektaltunk, melyek lefedték a transzkript adatbazisokban talalhato Gsszes
gén tobb mint 70%-at. A szignifikdnsan megvaltozott tag szekvenciak az adatbazis
transzkriptjeinek 2%-ara térképezddtek. A Tag-Seq analizis nem csak kvantitativ in-
formaciot nyujt a génexpressziordl, hanem a transzkriptek iranyultsagardl is tajékoz-
tat. Vizsgalatunk soran a tag-ek kozel 40%-a térképez6dott az antiszensz szalra, mely
megegyezik mas tanulmanyokkal. Azonban, mivel a szignifikinsan megvaltozott
tag-ek nagy része a szensz szalra térképezddott, és bar az antiszensz jelenségre egyre
tobb bizonyiték létezik, de bioldgiai jelentdsége még nehezen értelmezhetd, a tovab-
biakban csak a szensz transzkripteket tanulmanyoztuk.

Annak érdekében, hogy bizonyitsuk a Tag-Seq technoldgiaval nyert ered-
ményeink helyességét, egy korabban, kiilonb6z6 tipust mikrochip kisérletek soran
felallitott, mikobaktérium altal regulalt gének referencialistdjaval hasonlitottuk 6ssze
Tag-Seq eredményiinket. Az Osszevetés erés korrelaciot mutatott alatimasztva a két-
féle metodus Osszehasonlithatésagat, masrészrdl azonban felfedte az egyes eljardsok
héatranyait is. Ezért a két technika egymast kiegészité eljarasnak tekinthetd. A mikro-
chip mellett qPCR segitségével is ellendriztiink egyes megvaltozott tag szekvenciak
expresszidjat. Ezek a Tag-Seq eredményeket igazoltak olyan esetekben is, ahol el-
lentétes expresszidt mutatott a Tag-Seq és mikrochip technika. Ezenkiviil bemutat-
tuk, hogy a Tag-Seq technoldgia milyen mas értékes informaciét nytjthat a kutat6
szamara. Haszndlhat6 egytittesen szabalyzott transzkriptek vizsgalatara, prediktalt
génmodellek megerésitésére, fert6zés altal indukalt izoforma-valtozas vizsgalatahoz,
ujabb, mikobaktérium altal regulalt transzkriptek detektaldsara és térképezésére.
Osszefoglalva tehdt bemutattuk, hogy a Solexa/Illumina digitalis génexpresszios
rendszere egy igen alkalmas technolégia a transzkriptémikai analizisek soran, kvan-
tifikacios és komplexitasi vizsgalatokhoz egyarant.

A harmadik fejezetben tag-alapt szekvenalast (Tag-Seq) és teljes transzkript
szekvendlast (RNA-Seq) alkalmazva végeztiink transzkriptémikai analizist olyan 1 na-
pos zebrahal embriok esetében, amelyeket Salmonella enterica serovar Typhimurium-
mal (S. typhimurium) fertéztiink 8 6raval a vizsgélat el6tt. Egy korabbi mikrochip
kisérletben a S. typhimurium-mal fert6zott embriok transzkriptomikai vizsgélata-
kor szamos gyulladast okoz6 gén indukcidjat mutattuk ki. A Tag-Seq és a mikro-
chip kisérletek eredményeit 6sszehasonlitva 165 olyan transzkriptet talaltunk, mely
mindkét esetben véltozast mutatott. A Tag-Seq és a RNA-Seq 6sszehasonlitasaval
241 mindkét esetben egyarant megvaltozott expresszioju transzkriptet azonosi-
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tottunk, igy elséként demonstraltuk a két modszer hasonld teljesitményét fertdzés
soran fellépé transzkriptomikai valtozasok vizsgalatakor. Egyesitve a szekvenalas
alapt és a mikrochip alapu transzkriptém vizsgalatok eredményeit 6sszeallitottunk
egy annotalt referencia génlistat, mely zebrahal embridkban fert6zés kovetkeztében
megvaltozik. Ide tartoznak a transzkripciods faktorokat, szignal transzdukcios fehér-
jéket, citokineket és kemokineket, komplement faktorokat, apoptozisban és prote-
olizisben részt vevd fehérjéket, anti-mikrobialis aktivitdssal bird fehérjéket kodold
gének, valamint szamos olyan ismert és nem ismert gén, amelyet eddig nem hoztak
osszefiiggésbe az immunvalasszal. Ezenkiviil 6sszehasonlitottuk a S. typhimurium-
mal fert6zott zebrahal embridkkal végzett kisérlet Tag-Seq adatait a masodik feje-
zetben leirt M. marinum-mal fert6zott kifejlett zebrahalakkal végzett kisérlet Tag-
Seq adataival, mivel mindkét esetben erdés gyulladdsos immunvalaszt figyeltiink
meg. Osszesen 206 fert6zés kovetkeztében megnovekedett expresszi6ju gént azon-
ositottunk, melyek a természetes immunvalaszban részvevé transzkripcios faktorok
és jelatviteli komponensek, valamint olyan gének, melyeket eddig nem kotottek az
immunvalasz folyamatdhoz. Ezzel a transzkriptomikai analizissel egy értékes refe-
rencialistat allitottunk 6ssze, mely a tovabbi, zebrahal és patogén kapcsolatat tanul-
manyozd vizsgalatban hasznos lehet.

A negyedik fejezetben célul tiztiik ki, hogy megismerjiik a miRNS-ek fertzéses
megbetegedések esetén betoltott szerepét a gerincesek immunrendszerében. M.
marinum és S. typhimurium bakteridlis patogénekkel fert6zott kifejlett zebrahalakat,
valamint embridkat alkalmaztunk, hogy modellezziik az egyes human betegségeket.
Azzal, hogy mind embrionadlis, mind pedig kifejlett egyedeket hasznaltunk, meg-
hatarozhattuk, hogy az egyes miRNS-ek a természetes vagy a szerzett immunvalasz-
ban jatszhatnak szerepet, hiszen az embridkban csak a természetes immunitds van
kifejlédve. Egyedi tervezésiti mikrochipet alkalmazva szamos kozos, fertézésre re-
agalé miRNS-t sikeriilt azonositanunk zebrahalban, beleértve a miR-21, miR-146 és
a miR-181 csaladot. Ezek konzervaltsagat, immunrendszerben valé kozremtikodését,
illetve tumorok kifejlddésében valé szerepét humanban és mas eml3sben tobb egyéb
kisérlet is jol bizonyitja. Azonban ez a tanulmany hozza kapcsolatba elséként ezen
miRNS-eket mikobaktérium és szalmonella fertézésekkel. Tovabba eredményeink
azt a korabbi feltevést is igazoljak, miszerint azonos miRNS-ek vehetnek részt az im-
munrendszer és a tumoros folyamatok szabalyozasaban.

A miR-146 csalad természetes immunitasban betoltott szerepét mar korabban bi-
zonyitottak emberben és dllat modellekben. Eredményeink megegyeznek ezekkel az
adatokkal, hiszen a miR-146 a/b expresszidé novekedést mutatott fertézés kovetkez-
tében a kifejlett halakban és az embriokban egyarant, melyeknél csak a természetes
immunrendszer van kifejlédve. Feltételezések szerint a miR-146 a/b természetes im-
munvalaszban betoltott szerepe a TLR és az IL1R szignalizdcié szabdlyozasaban le-
het, amely a patogének felismerésében és a természetes immunvalasz aktivalasaban
jelentds. Annak érdekében, hogy megtudjuk, hogy a miR-146 funkcidja konzervalt-e
zebrahalban, azonositottuk a csalad prediktalt célgénjeit. Ezek kozott talaltuk a TLR
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és IL1R szignalizdcids utvonalakban részt vevé iraki és trafe gént, mely emlésokben
is a miR-146 a/b célgénje. Ezenkiviil talaltunk vélt miR-146 a/b kotédési pontokat a
zebrahal MyD88 génjén, mely a két szignalizacids utvonal kozos adaptere. A miR-146
bakterialis fertdzés hatasara bekovetkezd indukcidja 6sszhangban all a masodik és
harmadik fejezetben leirt mRNS expresszids adatokkal, ezzel demonstralva néhany
TLR szignalizacids gén, effektor gén és azok szabalyzo génjeinek indukalddasat
fertézés hatasara zebrahalban. Tehat eredményeink alatamasztjak azt a feltevést, hogy
a miRNS-ek fontos feed-back mechanizmusként szerepet jatszanak az immunvaélasz
pontos szabalyozasaban. Ezenkiviil bioinformatikai szoftverek segitségével azonosi-
tottunk tovabbi prediktalt miR-146 célgént. A legtobb gén, mely konzervalt a human
és a zebrahal kozott, kozremuikodik az immunrendszer egyes folyamataiban, igy
példaul az apoptézisban, az NF-KB transzkripcios faktor aktivitasat szabalyozasaban,
hemosztazisban, fert6zés soran, T-sejtek fejlédésében és funkcidjaban, TLR szig-
nalizéciéban, valamint tumor fejlédésében. Osszességében tehdt ez a tanulmany
megerdsitést ad arrdl, hogy a zebrahal egy megfelel6 modellszervezet a gerincesek
immunrendszerében részt vevé miRNS-ek funkcidjanak vizsgélatara, hiszen szamos
bakterialis fert6zésben résztvevé konzervélt miRNS-t, valamint szdmos konzervalt
miRNS célgént azonositottunk.

Az 6todik fejezetben célunk az volt, hogy megtudjuk, hogy a miRNS-ek milyen
szerepet toltenek be a rdk mechanizmusaban, ezért azonositottuk azokat a miRNS-
eket, amelyek szerepet jatszhatnak a majtumor kialakulasaban zebrahalak esetében.
A zebrahal igéretes modellnek bizonyult a majtumor modellezésében, hiszen mole-
kularisan nagyon hasonlit a human hepatocellularis karcindmara (HCC). Annak
érdekében, hogy kideritsiik, hogy ez a hasonldsag, konzervaltsag megtalalhato-e a
miRNS expresszi6 szintjén is, miRNS transzkriptomikai analizist végeztiink zeb-
rahalbdl nyert, karcinogénnel indukalt majtumor mintdkkal. Osszehasonlitottuk a
zebrahalban altalunk azonositott és a human HCC-vel korabban kapcsolatba hozott
szignifikdnsan megvaltozott expresszioju miRNS-eket, és osszedllitottunk azoknak
a listajat, melyek mindkét szervezetben dereguldciét mutattak. Ide sorolhatd a meg-
névekedett expresszidji miR-21, miR-23a, miR-146a/b, miR-221 és miR-222, valamint
a csokkent expresszioju miR-1 és miR-122. Ezeken feliil kimutattunk olyan miRNS-
eket is, amelyeket eddig még csak masfajta humdn tumoros megbetegedéssel kap-
csolatban publikaltak, és amelyek részt vesznek a tumor képzédésében, tumor szup-
presszioban, apoptdzisban, sejtosztodasban, differencidcidban, invazioban és meta-
sztazisban. Az érett miRNS-ek mellett bizonyos esetekben megvéltozott expressziot
figyeltiink meg a miRNS hajtd-struktira masik karjanal is, illetve olyan szekven-
cidk esetében is, amelyek jabb miRNS-eket vagy masfajta nem-kodolé RNS struk-
turakat reprezentalhatnak. Eredményeink tehat igazoljak, hogy a zebrahal méjtumor
megfeleléen modellezi a human maéjtumort, valamint hogy az Agilent mikrochip
technoldgiaval lehetdség van tjabb, vélt miRNS-eket expresszidjanak kimutatasara.

Ezt kovetSen Osszehasonlitottuk a majtumorral Osszefiiggésbe hozott miRNS-ek
listajat azon miRNS-ekkel, melyek mikobaktérium fertdzés hatasara indukalédtak (4.
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fejezet). A kozosen megjelené miRNS-ek, a miR-15, miR-16, miR-21, miR-34, és miR-
146 csalad, megerdsitik azt a nézetet, miszerint sok miRNS, amely szerepet jatszik az
immunvalaszban, annak szerepe van a tumoros folyamatokban is.

Végiil, vizsgéltuk a tumorban résztvevé miRNS-ek célgénjeinek lehetséges kon-
zervaltsagat. Elvégeztitk a humdn majtumorban kozremiikodé miRNS-ek kisérle-
tesen is bizonyitott célgénjeinek funkcionalis annotacidjat, amely azt mutatta, hogy
ezek a gének részt vesznek kiillonb6z6 tumorral kapcsolatos folyamatokban, szig-
nalizacios Gtvonalakban. A homoldg zebrahal géneknél végzett miRNS kot hely
prediktacié azt mutatta, hogy néhany miR-146 csalad célgén (IRAK1, TRAF6, IRFs),
miR-221/222 csalad célgén (CDKN1B, CDKNiC, KIT) és miR-1 csalad célgén (GJA1,
PDCD4, TPMy4, LASP1, TMSB4X, RABL2A, RABL2B) konzervalt lehet human és
zebrahal kozott. Ezek a gének mind az immunrendszerben, mind pedig a tumoros
folyamatokban szerepet jatszanak, igy példaul a sejtciklus szabalyozasban, sejtosz-
todasban, apoptozisban, sejtadhezioban, sejtmozgasban, citoszkeletalis organizacio-
ban, valamint immunvalasszal és tumorral kapcsolatos szignalizaciés utvonalakban,
a MAPK, NF-xB, ps3, ErbB szignalizacioban, és a kis GTPaz-hoz kapcsolt szignal
transzdukcios utvonalakban. Ezek az eredmények alatdmasztjdk a zebrahal és human
majtumor hasonlosagat, valamint azt a hipotézist, miszerint a miRNS-ek fontos sze-
repet jatszhatnak mindkét organizmusban a tumorral kapcsolatos mechanizmusok
szabalyzasaban. MiRNS tanulmdanyunk tehat a zebrahal és human majtumor kozti
hasonldsag Gjabb szintjét mutatja be a génexpresszio és a transzkripcios faktorok
altali transzkripcios szabalyzason tul.

Osszefoglalva, a tézisben leirt tanulmanyaink aldtdmasztjak azt, hogy a zebrahal
alkalmas a fert6z6 és a tumoros megbetegedések modellezésére, valamint alkalma-
sak a miRNS-eknek a gerincesek immunrendszerében és egyes megbetegedésekben
betoltott szabalyzo funkcidjanak vizsgalatara. Bemutattuk, hogy az djgeneracios
szekvenalasi eljaras, a Solexa/Illumina digitalis génexpressziés rendszere (DGE
vagy Tag-Seq) jol alkalmazhat6 a gerincesek fert6zésre adott immunvalaszanak
transzkriptomikai vizsgalatdra, és mint egy kiegészit6 technoldgiaként hasznalhato
a mikrochip alapt eljarasok mellett. Tovabba bemutattuk, hogy egy masik tjgene-
racids szekvenalasi technika, az RNA-Seq ugyancsak megfelelé a fertézésekre adott
transzkriptomikai véltozasok elemzésére. A szekvenalas alapt és a mikrochip alapt
transzkriptomikai adatok egyesitésével egy értékes referencialistat allitottunk dssze
azokbdl a génekbdl, melyek expresszidja a fert6zés kovetkeztében valtozott meg zeb-
rahalban. Ez a génlista nemcsak jol ismert, a gerinces immunvalaszban részvevé gé-
neket tartalmaz, hanem olyanokat is, amelyeket eddig még nem figyeltek meg fert6z6
betegségeknél, viszont értékes informdcidkat rejthetnek a gazda-patogén kolcsonha-
tasban betoltott szerepiiket illetéen. Ezenkivill dsszedllitottuk azon miRNS listajat,
amelyek fert6zésekben és a méjtumor folyamataban egyarant kozremukodnek, és
konzervaltsagot mutatnak human és zebrahal kozt, mindezzel megerésitve azt, hogy
kozos miRNS-ek vehetnek részt az immunvalasz és a tumor kialakulasanak szabaly-
zasaban. Tanulmdnyainkban végzett mRNS és miRNS transzkriptomikai adatok ala-
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pul szolgalhatnak a jov6ben olyan vizsgalatokhoz, melyek a zebrahalat a fert6z6 és
rakos megbetegedések modellezésére kivanjak alkalmazni.
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