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1 Bevezetés

1.1 Sclerosis multiplex

A sclerosis multiplex (SM) a leggyakoribb krénikus, gyulladasos demielinizécids betegség,
amely a kozponti idegrendszert (CNS) célozza, és széles koérben ugy tartjak, hogy autoimmun
jellegti. Koralbelll 3 millié embert érint vilagszerte, foként a 20 és 40 év kozotti fiatalokat
(globélis atlag 32 év) és ez a szam folyamatosan novekszik. Az SM érintettség kétszer
gyakoribb n6knél mint a férfiaknal. Pervalencidja jelentsen eltér az etnikai hovatartozastol
fliggéen. A genetikai hajlamon tal a kiilonbozé kornyezeti hatasok, mint a foldrajzi
elhelyezkedés és életszinvonal is hatassal lehetnek az eléfordulasra. Az alacsony mennyiségii
napsugarzas, a nem elégséges D-vitamin bevitel, és az alacsony 25-hidroxi-D-vitamin szint a
szérumban, a dohanyzas, az elhizas és a kérel6zményben szerepl6 Epstein-Barr virus fert6zés
mind &ltalanos kornyezeti kockazati tényez6i az SM-nek. Az SM etioldgiaja és patogenezise
tovabbra is jelentds kutatasi kihivast jelent, mivel nem minden mechanizmus tisztazott. Bar
az SM hagyomanyos kezelései — gyulladascsokkentdk ¢s immunmodulalo szerek —
alapvetoek a betegség kezelésében, de nem képesek megallitani a neurodegeneraciot és a
betegség progresszidjat. Ennek ellenére az Uj diagnosztikai mddszerek és a betegségmaddosito
terapidk fejlddése lehetOséget ad a tlinetek enyhitésére és a betegek tulélési idejének
ndvelésére. A tovabbi kutatasokat hatréltatja az emberi idegszOvethez valé korlatozott
hozzaférés, ezért az SM kiilonb6z6 aspektusait gyakran emldsokben tanulmanyozzak. A
cuprizont (bisz(ciklohexanone)oxaldihidrazon), (CPZ) alkalmazé allatmodell széles kdrben
elterjedt és jol Kkarakterizalt Kisérleti rendszer a demielinizacio és remielinizacid
mechanizmusainak vizsgalatara. A cuprizon adagolasanak megsziintetését kovetden elindul a
természetes remielinizacidé, ami kilondsen ertékesse teszi a modellt a regeneracio
vizsgalatara az SM kutatasaban. Manapsag, mint potencialisan hasznos megkozelitest a
betegség oki kezelését lehetdvé tevd terapias célpontok megtalalasara a CPZ-nal kezelt
egéragymintdk proteomikai elemzését javasoljak. A tdmegspektrometrian alapuld
proteomikat széles korben alkalmazzak kulonféle oOsszetett és tobbtényezés betegségek
patogenezisének feltardsara, ugyanis mar a betegség kezdeti fazisdban azonosithatunk

jellegzetes molekuléris valtozasokat, ezzel megel6zve a betegség stlyosabba valasat.



2 Célkitiizés

Az SM a leggyakoribb diszfunkcidt okozo neuroldgiai betegség a fiatal felnétteknél. Jelenleg
a betegség tiinetei és klinikai lefolyasa hagyomanyos és ujszerti szerek alkalmazésaval
kezelhet6, azonban a betegség végleges gydgymadja nem all rendelkezésre. Munkénk soran a
CPZ egérmodellt hasznaltuk, amely nem fedi le az SM minden aspektusat, viszont a de- és

remielinizacio egyértelmiien korvonalazhato. Igy a kovetkezé célokat tiiztiik ki:

% CPZ kezelt egerek corpus callozumanak atfogé proteomikai elemzése buttom-up

proteomikai megkdzelitéssel MS-MS maddszerel.
% A de- és remielinizacid modulacidjaban részt vevé potencilis molekularis célpontok
azonositasa.

% A poszttanszlaciés madositasok szerepének definialasa.

®,

% Olyan molekuléaris hal6zatok felderitésére, amelyek egyértelmiien 6sszefliiggnek a de- és
remielinizaciés folyamatokkal, valamint prediktaljak és identifikéljdk az egyes
szakaszokat az SM-ben.

Kutatasaink masodik felében arra voltunk kivancsiak, milyen hatassal vannak miRNS-ek a
CPZ indukalta de- és remielinizicidra. Ehhez a kovetkez6 célokat tiiztiik ki:

0y ey

% A de- és remielinizécid patologiajaban részt vevé miRNS-ek azonositasa.

R

AS

A miRNS-146a expressziojanak meghatarozasa azokban a szervekben, amelyek a CPZ-

modellben érintettek.

*

A miRNS-146a szintjének vizsgalata a fiziol6gias mielinizécio sorén.

L)

X4

A miRNS-146a hianyanak vizsgalata a demielinizaciora és axonveszteségre.

L)

°e

A miRNS-146a hianyanak hatasa a citokinek, kemokinek és citokinreceptorok

expresszidjara.

°0

A vad tipusu (WT) és miRNS-146a knockout (KO) egerek proteomja kozotti elterések
feltarésa.



3 Anyagok és modszerek

3.1 Etikai nyilatkozat

Az allatkisérleteket a US National Institutes of Health altal publikalt Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals alapjan végeztiik, amely protokolok alkalmazasat a Pécsi
Tudomanyegyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga (PTE MAB) és a Dan Allat-

egészségugyi Bizottsdg hagyta jova.

3.2 Cuprizon kezelés

Az allatokat random 4 csoportra osztottuk (n=5). Harom csoportot poritott 0.2% CPZ-t
tartalmaz6 altalanos ragcsalotappal etettlink 4 hétig ad libitum a demielinizacié el6idézésére.
Két csoportban a cuprizon etetés végét kovetden 2 napos akut remielinizaciot és 14 napos
teljes remielinizaciét allitottunk be. A kontroll csoport ugyanazt kapta CPZ nélkul. Az
allatokat izofluranos anesztézia alatt cervikalis diszlokacioval terminaltuk. Az agyakat
Kivettlik a koponyabdl majd a corpus callosumot kimetszettiik és szarazjégen lefagyasztottuk.
A mintakat —80°C- on taroltuk tovabbi feldolgozasukig.

3.3 Mintaelékészités, folyadékkromatografia,
tomegspektrometria (nano LC-MS/MS)

A demielinizalt, akutan és teljesen remielinizalt, valamint a kontrollcsoportokbdl kimetszett
corpus callosumokat, proteaz- és foszfataz-inhibitorokat, 10 mM ditioeritritet (DTT), 10 mM
natrium-ortovanadatot és benzonazt (0.05%) tartalmazé puffer oldatban (pH 7,5)
homogenizaltuk, majd ultrahangos sejtfeltaréval szonikéltuk. A proteineket aceton és triklor-
ecetsav  hozzdadasaval precipitaltuk centrifugélassal  Gsszegytjtottik — €s a
fehérjeprecipitatumot 6 M urea-val, 2 M tioureaval és 10 mM DTT-vel szolubilizaltuk, majd
jédacetamiddal alkileztiik, lizil endopeptidazzal (Lys-c) és tripszinnel emésztettiink. Ezutan a
teljes fehérjetartalmat aminosav-sorrend-elemzéssel becsultik meg és izobar cimkékkel
(iTRAQ 4-plex™) jeldltiik a relativ mennyiségi meghatéarozashoz. A foszforilalt és glikozilalt
peptideket a TiSH (TiO2-SIMAC-TiO2) protokoll alapjan dusitottuk. A nano LC-MS/MS
azonositas el6tt a foszforilalt, deglikozilalt és a nem maddositott peptideket frakcionaltuk. Az
egyes frakciok analiziset egy Thermo gyartmanyl nano-Easy LC segitségéevel végeztik,
amelyhez Q-Exactive vagy Velos tdmegspektrométert csatlakoztattunk. A peptidfrakciot egy

2 cm-es, 100 um bels6é atmérdju elététoszlopra vittik fel nano-Easy LC segitségével és 250



nl/perc aramlasi sebességii tobblépcsds gradienselicioval kdzvetlendl elualtuk egy forditott
fazist C18 analitikai oszlopra (3 um, 75 um x 150-200 mm.) A fehérjeazonositast az NCBI
és a Swiss-Prot adatbazisaiban taxondmiailag héziegérre (mus musculus) korlatozott

kereséssel végeztiik a Mascot keresGszerver segitsegével.

3.4 Immunhisztokémia

A fagyott nativ agyakat, formalinban fixaltuk, paraffinba agyaztuk és lemetszettik. A 8 pm
szeleteket deparaffinaltuk és mikrohulldmd antigén feltarast vegeztink. Az endogén
peroxidaz aktivitast és a nem specifikus kotShelyeket blokkoltuk. A primer és torma-
peroxidazzal konjugalt anti-egér IgG masodlagos antitestekkel exponaltuk. Az el6hivas utan
a sejtmagokat Meyer hematoxilinnal festettiik, majd a metszeteket dehidrataltuk, és Canada
balzsammal fedtiik le. A metszeteket Panoramic midi szkennerrel digitalizatuk. A kvantitativ

analizist a Molecular Devices’ MetaXpress® képanalizalo szoftverrel végeztik.

3.5 Gén ontolodgia, utvonal és funkcionalis korrelacids elemzések

A deregulalt fehérjéket fehérjeosztalyokba soroltuk a PANTHER osztadlyoz6 rendszer
szoftver  segitsegével  (http://www.pantherdb.org) és annotdltuk az  UniProt
fehérjekataldgusbdl (http://uniprot.org). A klaszteranalizis soran a Max Planck Biokémiai
Intézet (https://maxquant.net/perseus/). altal Kifejlesztett Perseus szoftverplatformot
(http://www.perseus-framework.org) hasznaltuk. A biologiai folyamatok és sejtalkotok
génontoldgiai (GO) elemzését PANTHER szoftverrel végeztiik. A szabalyozasi haldzat
predikciojat az Ingenuity Pathway Analysis (IPA) szoftver (Qiagen Inc.

https://digitalinsights.giagen.com/products-overview/discovery-insights-portfolio/analysis-

and-visualization/giagen-ipa/) végezte, az Ingenuity Knowledge Base, a biologiai

kolcsonhatasok es funkcionalis annotaciok magasan strukturalt tarhdzanak felhasznalasaval.

3.6 Statisztikai analizis

A fehérjék és foszfopeptidek intenzitasat a teljes peptid mennyiségére normalizaltuk. Az
adott koriilmények kozott 1étrejové valtozasok mértékét az 5 parhuzamos kontroll minta
atlaga alapjan becslltik. A log2 transzformalt protein aranyokat és az differencialt
expresszidt Linear Models for Microarray Data (Limma) és Stats packag-ek segitségével
elemeztiik. A foszfopeptidek mennyiségét tovabb normalizaltuk a nem maodositott fehérjék

mennyisegével szemben. A kondicidk kozotti valtozast akkor tekintettiik szignifikansnak, ha

4


http://www.pantherdb.org/
http://uniprot.org/
https://maxquant.net/perseus/
http://www.perseus-framework.org/
https://digitalinsights.qiagen.com/products-overview/discovery-insights-portfolio/analysis-and-visualization/qiagen-ipa/
https://digitalinsights.qiagen.com/products-overview/discovery-insights-portfolio/analysis-and-visualization/qiagen-ipa/

a (Q-érték kisebb wvolt mint 0.05. A csoportok @Osszehasonlitasahoz egytényezés
varianciaanalizist (one-way ANOVA) végeztiink, amit Tukey’s post-hoc teszt kovetett. A
csoportokat szignifikansan eltérének tekintettiik, ha a p-érték kisebb volt, mint 0.05. A human
SM [ézidtipusok és a nem érintett fehérallomanyi részek IPA szoftver altal prediktalt
szabalyoz6 génjeinek expresszids kilonbségeit az edgeR csomag (3.8) szoftvercsomaggal
azonositottuk a korabban létrehozott adatbazis felhasznalasaval. A szignifikans kilénbségek

megéllapitasara a Benjamini és Hochberg eljarasaval korrigalt p-érték sziirést alkalmaztunk.

4 Eredmények

4.1 A de- és remielinizaciéban eérintett feherjék mennyiségi
meghatarozasa

A Kkontroll csoport (C) Kkivételével 0.2% cuprizon tartalmG poritott ragcsalotappal
demielinizacidt idéztiink el6 4 héten keresztiil (4wD), majd a kezelés befejezésével lehetdvé
tettik a remielinizéaciét 2 napig (2dR) és ket hétig (2wR) egy-egy csoportban. A 20 mintabol
(csoportonként 5) dsszesen 3183 nem madositott fehérjét azonositottunk. Ezeken kivil 6017
egy- vagy tobbszorosen foszforildlt és/vagy gikozilalt peptidet mutattunk ki. Az el6z6
peptidszekvenciak alapjan 1703 PTM fehérjét azonositottunk. A demielinizéciéban és
remielinizacidban tortént expresszids valtozasokat a proteinek klaszterezésével vizualizaltuk.
Ezért 7 klasztert valasztottunk ki mind a nem maodositott, mind a PTM fehérjékhez.
Hasonldan alakultak a fehérjeszint-valtozasok irdnyai a kiilonb6z6 kisérleti csoportok kozott
az adott klasztereken bellil. A tovabbi elemzéshez 1970 mddositatlan és 1255 PTM fehérjét
hasznaltuk, amelyekbdl szignifikansan 93 szintje emelkedett és 68 csokkent a de-, illetve
remielinizacié soran. Az 1255 egyszeresen vagy tobbszorosen foszforilalt és/vagy gikozilalt
fehérje kozil 40-et szignifikansan érintett a de- és remielinizacio. Minddssze 9 olyan fehérjét
talaltunk, amelyet mind PTM-ként, mind mddositatlanként azonositottunk. Az upregulalt
PTM fehérjék 30%-a foszforilalt, a tobbi N-glikozilalt. Ezzel szemben a downregulalt PTM
fehérjék 92%-a legalabb monofoszforilalt volt. Osszességében 39 demielinizacid specifikus,
24 Korai és 48 kés6i remielinizacio specifikus nem modositott, valamint 18 demielinizacio-
specifikus 3 korai- és 9 kés6i remielinizacios PTM fehérjét azonositottunk. Masrészrél, bar
kiilonbozé mértékben, 30 nem modositott és 6 PTM feherje volt érintett két csoportban is,
mig 20 nem modositott és 3 PTM fehérje mindhdrom csoportban szignifikans valtozason

ment keresztil.



4.2 Foszforilacids valtozasok immunhisztokémiai vizsgalata de-
és remielinizacié soran

Immunhisztokémiai vizsgalatot végeztink p-Ser, p-Thr és p-Tyr specifikus primer antitestek
felhasznalasaval mind a négy kisérleti csoportba tartozo allatok agymetszetén. A sejtmagok
¢és sejttestek alacsony szazalékban fest6dtek, azonban nem lehetett azonositani egy adott
sejttipusra jellemz6 specifikus mintazatot vagy festddést. Annak érdekében, hogy a
foszforilaciét a de- vagy remielinizicidval osszefiiggésbe hozzuk, képelemz6 szoftverrel
mértiik a festddés intenzitasat az agymetszetek kozott. 9,17 és 26%-0s kulonbeséget talaltunk
foszforilacid tekintetében a Ser, Thr és Tyr csoportok kdzott. Tovabba a festddés intenzitasa
alacsonyabb volt a korai remieliniz&cidban, mint a kontrollcsoportban és a demielinizacios

csoportban a Thr és Tyr foszforilacioja alapjan.

4.3 A de- és remieleinizaco altal befolyasolt gének GO analizise

A specifikus bioldgiai folyamatok azonositdsa érdekében over-reprezentacios tesztet
végeztiunk. Egyesitettiik a kiilonbozé Gton szabalyozott 192 PTM és a nem maodositott
fehérjéket, majd elvégeztilk a biologiai folyamatok tesztet. Kettd kivételével az Osszes
fehérjét 76 kategoriaba soroltuk. Az algoritmus altal valdszintsitett kategoridk a kovetkezok:
glia- és neuronalis funkcio, az anyagcsere, a sejthalal, a gyulladasos valasz, a fehérje- és
kation-homeosztazis, valamint a citoszkeletonhoz kapcsol6dd folyamatok. A varakozasnak
megfelelé oligodendrocita kompatibilis események mellet az over-reprezentacios teszt
tovabbi asztrocitaval és mikrogliaval kapcsolatos folyamatok részvételét jelzete, mint példaul
glutamat metabolikus folyamatok és gyulladasos reakciok. Ezek az adatok 6sszhangban
vannak azzal az elfogadott véleménnyel, hogy a CPZ altal kivaltott oligodendrocita vesztést a
mikrogliak és asztrocitak aggregacioja és aktivacioja kiséri. A bioldgiai folyamatokban 50%-
nal kisebb mertékben jelen 1évo és két nem osztalyzott fehérje keriilt kizarasra. A fennmarado
157 fehérjét a csak remielinizaciés remyelinisation only (RO), és a demielinizacidval
kapcsolatos demyelinisation related (DR), csoportokra osztottuk, €s over-reprezentacios
tesztet végeztiink rajtuk. Az algoritmus a DR fehérjéket 9 kategoriaba sorolta. Az RO
fehérjék esetében az egyetlen szignifikans kategoria az idegrendszer fejlédése volt, amely a
mielinizaciot tartalmazza a legspecifikusabb alkategdriaként Az RO fehérjék remielinizaciét
szabalyoz6 mechanizmusokban betdltott szerepének tovabbi vizsgélatahoz az Ingenuity
Pathway Knowledge Base-t hasznaltuk, hogy kivalasszunk egy 0sszekapcsolt

csomopontokbol &ll6 csoportot, és felmérjiik azok sejtszintii valtozasait a 2dR és a 2wR



fazisaiban. A két remielinizacios csoporton végzett elemzés ugyanazt a nyolc tagbdl allo
halozatot eredményezte. A korai remielinizacioban ketté koziiliik upregulalt volt, mig a
maésik hat tag nem volt szignifikansan érintett, ezzel szemben a kés6i remielinizacio soran
forditott mintdzatot figyeltink meg. A nyolc gén el6fordulasat kerestiik a human SM
1ézidtipusok ¢és az NAWM kozott eltéréen expresszalt genek kozott. Amint  azt
megallapitottuk, négy koziiliik eltérden expresszalodott legalabb az egyik 1ézidtipusban, és a
perlekdn (HSPG2) gén volt a leginkabb upreguldlt a remieliniz&cidés léziokban. A
remielinizaciés SM léziokban az azonositott kisérleti remielinizaciés hal6zati ortol6gok
génexpresszios mintdzata jobban dsszhangban volt a CPZ-modell korai remielinizaciojaval,

- sz

trombospondin-4 (THBS4) downregulaciojaval.

5 Diszkusszio

A corpus callosumok proteomikai analizise 6sszesen 4886 fehérjét eredményezett, azonban
ezek kezdeti klaszterezése nem mutatott olyan csoportot, amelynek mennyiségi véaltozasa a
de- és remielinizacids szabalyozokra utald egyértelmii mintat kdvetett volna. Osszesen 192
fehérjét tudtunk kivalasztani, amelyek koncentracioja szignifikdnsan kulonbozott a
kontrolltol legalabb egy kisérleti csoportban. A valasztott molekuldk funkciéi nagyon
valtozatosak, amelyek koziil kevés volt jellemz6 a de- és remielinizacios folyamatokra. Az
osszesen 57 demielinizécid specifikus fehérje kodzll 25-nél tébb mint 1,5-szeres ndvekedés
volt tapasztalhatd, 14-nek pedig csokkent a koncentracidja. Utébbiak kdzil a myelin basic
protein (MBP) 13,9%-ra, mig a mielinhez kapcsol6dd oligodendrocyta basic protein szintje
20,8%-ra csokkent a kontrollal 0sszevetve, ami egyértelmiien Osszhangban van a 4wD
csoportban el6fordulé massziv demielinizacioval és oligodendrocita veszteséggel. Harom
foszfopeptidje alapjan azonositottuk a myelin basic proteint; egyikik két treonin
foszforilacids helyet tartalmaz. Ezeknek a helyeknek a mitogen activated protein kinases
(MAPK) éaltali foszforilacidja dramaian csokkenti a fehérje kotddését a negativ toltésh lipid
kettosrétegekhez. Figyelembe véve, hogy a MAPK-k aktivalodnak a kezelés sorén, ezek a
foszforilacids valtozasok 6sszhangban vannak a CPZ altal kivaltott demielinizacioval. Ezen
tilmenden a lipidanyagceserében részt vevo 17 fehérje mellett tovabbi két mielin-asszocialt
fehérjét talaltunk; 2',3'-ciklikus-nukleotid 3'-foszfodiésztraz (CNP), és ermin. Erdekes mddon
ez utébbi mindharom kisérleti koriilményben csokkent koncentracioban fordult el6, ami

nehezen harmonizalhatd a miclinogenezis soran a citoszkeletalis atrendez6désekben és a



mielinhlvely stabilitdsanak fenntartdsaban jatszott szerepével. A varakozasoknak
megfeleléen a 27 korai és 54 kés6i remielinizaciora specifikus fehérje tobbsége a
mielinhivellyel, a neuronélis folyamatokkal, a szinapszisokkal és a citoszkeleton
szervez6désével tarsult. A fobb oligodendrocita marker fehérjék koziil azonban csak a
myelin-associated oligodendrocyte basic protein PTM formajat és csak az MBP-t talaltuk.
Masrészt csokkent foszforilalt MBP-szintet talaltunk, ahogy kordbban mas publikécidkban is
leirtdk SM-ben szenvedé betegek és CPZ kezelt egerek mintdiban. Ezen tulmenden az a
megallapitdsunk, hogy egy kivételével minden csokkent PTM fehérje foszforilalodott,
0sszhangban van azzal a véleménnyel, hogy a csokkent foszforilacio a demielinizacids
patogenezis része lehet. Az immunhisztokémiai vizsgalat a fehérjék foszforilaciojanak
mérésére a de- és remielinizacid soran nem bizonyult meggy6zonek. Bar azt taldltuk, hogy a
Ser, Thr és Tyr foszforilacidja nem valtozott szamottevden a csoportok kozott, és nem
lehetett egyértelmii mintazatot vagy sejttipus-specifikus festédést azonositani. Ellentétben a
csak remielinizacids fehérjékkel, a demielinizacidval kapcsolatos fehérjék nem korrelalnak a
megfeleld varhaté biologiai folyamatkategoriakkal, mint az oligodendrocita apoptozis,
demielinizécid, oxidativ stressz vagy mitokondriélis k&rosodas. Ehelyett szdmos DR-fehérjét
a citoszkeletalis és organellum-0jjaszervezéssel, a fémion-homeosztazissal és a migracidval
kapcsolatos bioldgiai folyamatokba soroltak, amelyek valoszinlileg asztrocitdzissal és
mikroglia aktivacioval kapcsolatos folyamatok. Ezenfelil, a 60 demyelination only DR
fehérjék nem sorolhaték be semmilyen bioldgiai folyamat kategoéridba, ami azt jelzi, hogy
ezeknek a fehérjéknek a statisztikailag elfogadhatd szignifikancia szerinti besorolasa csak
akkor lehetséges, ha olyan fehérjékkel kombinaljuk 6ket amelyek ketté vagy mindharom
kisérleti csoportban megvaltozott szinttel rendelkeznek. Ezért az el6z6ekben leirtak alapjan a
CPZ-vel kezelt allatok corpus callosumanak proteomikai elemzése informativabbnak tiinik a
remielinizicié folyamataira vonatkozoan, mint a demielinizaciora. A korai és kés6i RO
fehérjéken végzett IPA halozatelemzés egyetlen hal6zatot eredményezett, amelynek tagjai
forditott mintazatban aktivalddtak a korai és kés6i remielinizacié soran. Minden informaciot
Osszevetve ennek a prediktalt halozatnak a remielinizacios folyamatok szabalyozasaban
betdltott szerepe nem tlinik megkérddjelezhetetlennek, ezért tovabbi vizsgalatokra van

szlikség a de- és remielinizaciot szabalyozé mechanizmusok azonositasahoz.



6 lrodalmi attekintés

6.1 miRNS146a

A miRNS-ek révid, nem kdédoldé RNS-molekuldk (19-25 nukleotid hosszuak), amelyek a
génexpresszid poszt-transzkripcids szabalyozoiként miikodnek. Becslések szerint az Gsszes
fehérjét kodoldo emlés gének tobb mint 60%-a szabalyozhatd vellk. Az individudlis
csendesités mellett szinergikusan is miikodhetnek, a miRNS-parok kooperativ. mddon
specifitdsdhoz vezet, ezenfelil a miRNS-ek ugyanazon az utvonalon konvergalhatnak
alternativ kimenetekkel. Tovabbi figyelemre mélté szempont, hogy jellegzetes expresszios
mintazataik korai prediktorai szamos betegségnek, ezért értékes diagnosztikai és
prognosztikai markerek lehetnek, mivel kénnyen, reprodukalhatéan, megbizhatéan és non-
invaziv moédon mérhetéek, még a formalin fixalt paraffinba agyazott szovetekben is. Sz&mos
miRNS dinamikus ¢és specifikus iddbeli és lokalizaciobeli expressziot mutat az egyes
fejlodési és mukodési folyamatokban, ezért SM érintettség esetén megmutathatjadk a
neurodegenerativ karosodas mértékét, a remielinizacié kezdetét, az exacerbaciokat, vagy
jelezhetik az immun- és kdzponti idegrendszeri sejt- és molekulatermelést. Emellett népszerti
témava valtak Uj terdpids beavatkozasok tervezéséeben is, ahol klinikai vizsgalatok folynak a
miRNS  funkcié helyreéllitsdra miRNS-mimetikumok beadasaval, vagy anti-miR
oligonukleotidokkal gatoljak mtikodésiiket. Az egyik leggyakrabban eléforduld miRNS,
amely a CNS-ben expresszalodik, szerepet jatszik fizioldgiai és patologiai folyamatokban
egyarant, példaul apoptOzisban, migracioban, novekedésben, virusfertézésben és
kétségtelentil diszfunkciot mutat kiilonbozd tipusu neurologiai betegségekben, sét ugyanazon

neuroldgiai betegség kiillonb6z6 szakaszaiban a MiR-146a.

7 Anyagok és modszerek

7.1 Cuprizon kezelés

A 0,2-0,4% CPZ-nal kevert poritott standard tapot ad libitum adagoltuk. A demielinizacio
indukélasdhoz a 7-8 hetes egereknek 4 héten keresztil CPZ-t adagoltunk (4 hét
demielinizécid: 4wd). A remielinizaciot két iddpontban vizsgaltuk akut remielinizcio esetén
4 het CPZ adagolast 2 nap normal étrend kdvetett (2 nap remielinizacio: 2dr), mig teljes

remielinizacié esetén 4 hét CPZ adagolast 2 hét normal étrend kdvetett (2 hét remielinizacio:



2wr). A kontroll egerek normal ragcsalotapot fogyasztottak. A kisérletek soran az egerek
sulyat minden masodik nap megmértik, hogy bekovetkezik-e jelentds testtomeg csokkenés.
A kisérleteket az egerck pentobarbital tiladagolasaval torténd elaltatisaval terminaltuk, és

4%-0s paraformaldehiddel perfundaltuk.

7.2 RNS extrakci6 és kvantitativ PCR (QPCR)

Az agyat kiemeltlik a koponyabdl és izolaltuk a corpus callosumot, azonnal lefagyasztottuk,
majd  korondlis  sorozatmetszetekre vagtuk (200 pum  vastagsagl  metszetek).
Sztereomikroszkop segitségével a corpus callosumot finom Graefe-késsel vagtuk ki a
metszetekbOl, a rostro-kaudalis Kiterjedése mentén. Az RNS-t miRNeasy micro Kit
segitségevel extrahaltuk. A teljes RNS mennyiségét és mindségét NanoDrop ND-1000
spektrofotométerrel, illetve Agilent 2100 Bioanalyzerrel értékeltik. A miRNS expresszio
mérésehez specifikus mMIRNS vizsgalatokhoz és snol35 endogén kontrollhoz vald
primerkészleteket, valamint a MicroRNA reverz transzkripcios készletet hasznaltunk a gyartd
protokollja szerint. A gPCR méréseket Applied Biosystems 7000 Real-Time PCR rendszerrel

2-ACt

végeztik. Az egyes miRNS-k relativ expresszidjat a egyenletb6l szamitottuk Ki.

7.3 miRNS microarray

A miRNS profilalkotashoz az Agilent Mouse miRNA Microarray Kitet (G4472A, 8 x 15k) a
gyarté utasitasai szerint (1.0 verzi6) alkalmaztuk 100-100 ng mindségellenérzott teljes RNS-
sel. A jel6lt mintakat 20 6ran at 55°C-on hibridizaltuk. A tdmboket Agilent DNA Microarray
Scanner BA-val szkenneltik, a jelszamitast Feature Extraction 10.7 Image Analysis
Software-rel végeztik, az adatokat pedig Genespring GX10.0-val elemeztiik tovabb. A
microarray adatokat az NCBI Gene Expression Omnibus adatbazisban helyeztik el
GSE100662 nyilvantartasi szamon.

7.4 Meso Scale Discovery Multiplex elektrokemilumineszcens
vizsgéalat

A corpus callosum citokinszintjét a Meso Scale Discovery (MSD, USA)
elektrokemilumineszcens proinflamatérikus egér V-Plex Plus Kittel (IL-1p, IL-4, IL-6, IL-10,
TNF), egy MULTI-SPOT 4 pontos citokin-specifikus lemezzel (MIP1a, VEGF és MMP9) és
egy MULTI-SPOT 2 pontos citokin-specifikus lemezzel (TNF-RI és TNF-RII) mértik.
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SECTOR Imager 6000 (Meso Scale Discovery) lemezolvasot hasznaltunk, és az adatokat az

MSD Discovery Workbench szoftverrel elemeztiik a gyartd utasitasai szerint.

7.5 Enzimhez kotott immunszorbens teszt

A corpus callosumban 1év6 SMAD4 (mothers against decapentaplegic homolog 4) és
SNAP25 (Synaptosomal-associated protein 25) fehérjeszinteket miR-146a KO egerek és WT
egerek kozott eldre elkészitett Sandwich ELISA kitekkel vizsgaltak és hasonlitottuk 6ssze a

gyartd utasitasai szerint.

7.6 Hisztopathologia

Az agyakat egy éjszakan at 4%-os PFA-ban utofixaltuk a paraffinba agyazas elétt. Ezutan 8
pm-es koronalis metszeteket készitettiink a 161, 181, 209 és 221 szinteken. A demieliniz&ciot
Luxol fast blue festéssel és krezil-ibolyaval értékeltiik. Az axonalis patoldgiat Bielschowsky
festéssel vizsgaltuk. A corpus callosumban 1év6 metszeteket egy 100 pontos raccsal fedtik le,
melynek segitségével eldszor a teljes 1ézi6 méretét hataroztuk meg. Ezutan megmértiik a
remieliniz&ciot mutato terulet méretét. Az immuncitokémiat paraffinmetszeteken végeztilk,
Ibal, Mac3, NG2 és CNP elleni antitestek felhasznélasaval. A festett sejteket morfometriai

raccsal fedett metszetekben szamoltuk.

7.7 Kisérleti tervezés és statisztikai elemzés

A statisztikai teszteket Prism 7 szoftverrel (GraphPath, USA, CA, USA) végeztik, és a
kvantitativ adatokat atlag + SEM formatumban fejtjuk ki. Minden ANOVA teszthez pontos
p-ertékeket adunk meg, ha p > 0.0001, és p < 0.05 szignifikansnak tekinthet6. Minden
ANOVA tesztet egy megfelelé post hoc teszt kovetett. Nyers miRNA expresszios adatokat
csoportonként 3-4 egértél kaptunk. A microarray adatokat a 75. percentilis jelintenzitasra
normalizaltuk, és azokat, amelyek egy adott feltétel 6sszes mintajaban jelenlétet mutattak,
kiszirtiik. A differencidlisan expresszalt géneket akkor valasztottuk ki, ha atmentiink a
jelintenzitas-sziirdn és legalabb kétszeres statisztikailag szignifikans valtozast mutattunk a
csoportok kozott. A miRNA expresszié gPCR-rel torténd validalasara csoportonként 5-8
egeret hasznaltunk, és az adatokat egyutas ANOVA-val, majd LSD post hoc tesztekkel
elemeztiik. A testtdmeg, a timusz és a 1ép sulya, valamint az elvaltozas méretének elemzése
minden id6pontban 4-16, 4-8 és 4-7 egeret hasznaltunk, és az adatokat kétutas ANOVA-val,

majd Bonferroni post hoc tesztekkel elemeztik. A proteom elemzéséhez 5 egeret vontunk be.
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Az egyes fehérjék aranyat (r) a harom dsszehasonlitas barmelyikeben a standard hibahoz (SE)
hasonlitottuk 6ssze, oly mdédon, hogy ha r < 1/(1 + 2SE) vagy ha r > (1 + 2SE), a fehérje
megvaltozott. Ha a fehérje az 5 egér koziil csak egyben vagy kettdben volt mérhetd, akkor
azokat ebben az elemzésben nem vizsgéltuk. Az SMAD4 és SNAP25 ELISA-elemzései,
valamint a citokinek, kemokinek és TNF-receptorok Meso Scale Discovery multiplex
analizise minden csoportban 4-8 egérbdl tortént, és az adatokat kétutas ANOVA-val, majd

Bonferroni post hoc tesztekkel elemeztik.

8 Eredmények

8.1 MikroRNS-ek  differencialt  expresszioja a  corpus
callosumban CPZ-indukalt demielinizacié és remielinizacio
soran

-7z

érdekében izolaltuk a CPZ-nek Kitett egerek corpus callosumat, és 627 miRNS-re vonatkozd
Agilent mikroszkopikus elemzeést vegeztink. Harom miRNS-t azonositottunk, a miR-146a,
miR-181b és miR-193a, amelyek gPCR-rel megerdsitett kontrollokhoz képest eltérd
expressziot mutattak. A miR-146a expresszidja a CPZ-nek valo kitettségre reagalva noétt, és a
remielinizicids fazisban tovabb emelkedett. Ezzel szemben a miR-193a és a miR-181b
expresszios szintje csokkent a CPZ altal kivaltott demielinizaciora reagélva, és a teljes

remielinizacios fazisban visszatért a kiindulasi értékre.

8.2 A miR-146a expresszioja CPZ hatasara Kkiilonb6zo
szervekben

A corpus callosum mellett a timuszban, a majban, a Iépben és az izomszovetben is elemeztik
a mMIiRNS-146a expresszids szinteket. A corpus callosummal ellentétben ezekben a
szervekben nem tapasztaltunk CPZ altal indukalt miR-146a-n6vekedést. A vizsgalt szervek

kozul a miR-146a expresszios szintje a lepben volt a legmagasabb.

8.3 A miR-146a expresszidja az agyban a szlletés utani egerek
fiziologiai mielinizacioja soran
Annak vizsgalatara, hogy a miR-146a szintje a fiziologiai mielinizacio soran is emelkedik-e,

megvizsgaltuk annak expresszidjat 1-14 napos (P1-P14) posztnatalis egerekbdl izolalt
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corpus callosumban; ez az idszak a legkritikusabb a fizioldgiai mielinizacié szempontjabol
egerekben. Nem talaltunk valtozast a miR-146a expresszidjaban, ami arra utal, hogy a CPZ-
expoziciora adott valaszban megfigyelt emelkedés a demielinizaciés patologiaval
kapcsolatos.

8.4 A CPZ expozicid szisztemas hatasai miR-146a-hianyos
egerekben

A testsulycsokkenés a CPZ-expozicio jellegzetes szisztémas hatasa egerekben. Ahogy
varhat6 volt, mind a WT, mind a miR-146a KO egerek testsulycsokkenést mutattak a CPZ-
expozicio hataséara, de a miR-146a KO egerek szignifikansan kevesebb teststlyt vesztettek,
mint a WT egerek a demielinizacio id6északaban. A CPZ-rdl ismert, hogy timusz atrofiat
okoz. Ezért megvizsgaltuk a timusz és a lép tdmegét a CPZ-expozicié hatasara. A WT
egerekben a csecsemOmirigy és a 1ép atrofiajat figyeltilk meg, mig a miR-146a KO egerekben

mindkét szerv atrofidja kevésbé volt silyos vagy egyaltalan nem volt megfigyelhetd.

85 A miR-146a hiany hatdsa a CPZ altal kivaltott
demielinizacidra és axon veszteségre

A miR-146a KO egerekben a demielinizacio és az axonalis kérosodas szignifikdnsan
csokkent. A 2'3-ciklikus  nukleotid  3'-foszfodiészteraz+ (CNP+)  mielinizald
oligodendrocitak szama magasabb volt a miR-146a KO egerekben, mint a vad tipusban a
szdma nem mutatott kildnbséget. Ezenkivil a lizoszémalis membranprotein 2+ (Mac3+)
sejtek szamanak csokkenéset és az ionizalt kalciumkoté adapter molekula 1+ (Ibal+) sejtek
szamanak csokkenésére mutaté tendenciat figyeltink meg a corpus callosumban a KO
egerekben a demielinizacio soran. Két héttel a CPZ felfliggesztése utan a demielinizalt 1éziok
nagyrészt remielinizalodtak, Ibal+ sejteket tartalmaztak, de ezeknek a sejteknek csak kisebb
része volt Mac3+. A remielinizacio soran a CNP+ sejtek szama mérsékelten nétt, az NG2+
szama pedig csokkent; nem figyeltiink meg kilénbséget a KO és WT egerek kozott a CNP+

oligodendrocitak tekintetében, de az NG2+ oligodendrocita prekurzor sejtek szama csokkent.

8.6 Kiserletileg validalt miR-146a célgének és fehérjetermékek
expresszidja CPZ-expozicio hatasara
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A miR-146a célgenjeinek két csokkent expresszioju fehérjetermékét is azonositottuk proteom
adatkészletiinkben az egyik a SMAD4, és SNAP25. ELISA vizsgalatokat alkalmaztunk annak
kideritésére, hogy a SMAD4 és az SNAP25 eltéréen expresszalodik-e a miR-146a KO és WT
egerek kozott a corpus callosumban a CPZ expozicidra adott valaszként. A varakozasoknak
megfeleléen a SNAP25 fehérjeszintjének novekedését figyeltiik meg a KO egerek corpus
callosuméaban a kontrollcsoport egereihez képest. A KO egerekben a SNAP25 fehérjeszintje
csokkent a de- és remielinizécié sordn, mig a WT egerekben nem volt valtozds. A SMAD4
fehérjeszintje egyik egertdrzsben sem véltozott szignifikdnsan, és a SMAD4 fehérje egyik

vizsgalt idépontban sem volt eltérden szabalyozva.

8.7 Citokinek, kemokinek és TNF-receptorok expresszioja CPZ-
expozicidra adott valaszként

Mind a TNF-RI, mind a TNF-RII szignifikdnsan megndvekedett expressziot mutatott a WT
egerekben a CPZ-expoziciora, de a miRNS-146a KO egerekben nem véltozott. A TNF
expresszidja szignifikansan alacsonyabb volt a remielinizacié soran a WT egerekben a
demielinizaciéhoz képest. A miR-146a KO egerekben a kontrollcsoportban talaltdk a
legmagasabb TNF expressziot, amely szignifikdnsan magasabb volt, mint az akut
remielinizacié sordn mért expresszid. A két egércsoport kozott semmilyen idépontban nem
volt szignifikans kilonbség a TNF expresszids szintjeben. A WT egerekben a CPZ
expoziciora adott valaszként a CCL2 szintjének szignifikans emelkedését is megfigyeltik, de
a miR-146a KO egerekben nem volt valtozds. Ezenkivil a CCL2 szintje szignifikansan
alacsonyabb volt a miR-146a KO egerekben a WT-hoz képest a demielinizacio soran (p <
0,01). A tovabbi citokinek és kemokinek esetében azt talaltuk, hogy az IL-1B upregulalddott,
mig az IL-2, IL-5, IL-6 és 1L-12p70 downregulalodott a miR-146a KO egerekben, mig az IL-
10 és a VEGF mind a miR-146a KO, mind a WT egerekben downregulalédott a CPZ-
expozicio hatasara. Azonban a vizsgalt idépontokban nem volt szignifikans kilonbség ezen

citokinek és kemokinek expresszios szintjeben a miR-146a KO és a WT egerek kozott.
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9 Diszkusszio

A CPZ Kkezelés hatdsara a miRNS-146a, miRNS-181b és miRNS-193a szintek a
kontrollokhoz képest eltéréen valtoztak. A munkafolyamatok késobbi szakaszaban a miR-
146a szerepét vizsgaltuk tovabb. A miR-146a nagymeértékben expresszalodik az agy
mikroglidiban. Azonban a megfigyelt ndévekedése a corpus callosumban a CPZ expozicid
hatasdra nem magyarazhato kizardlag a beszilirddd mikroglia és makrofagok szdmanak
novekedésével, mivel a besziirdédé mikroglia sejtek szama mar 1 héttel a CPZ kezelés utan
csokken és a miRNS-146a legmagasabb szintjét a teljes remielinizacié fazisaban talaltuk,
azaz 2 héttel a CPZ kezelés felfliggesztése utan. A kdzponti idegrendszerben a miR-146a
expresszidjanak novekvd szintje ellenére a CPZ nem indukalt fokozott expressziot mas
szervekben, beleértve a méajat és a timuszt, amelyek szintén érintettek a CPZ altal. Ez arra
utalhat, hogy a miR-146a fokozott expresszidja egyedi a CNS-ben, valaszul a CPZ altal
kivaltott de- és remielinizaciéra. Ezért a miR-146a szintjét a fizioldgias mielinizacio soran is
megvizsgaltuk. Nem talaltunk véltozast a miR-146a expresszidjaban, ami azt jelzi, hogy a
CPZ-expoziciora adott valasz megfigyelt novekedése a demielinizéciés patolégidval van

Osszefliggésben.

A kovetkezd fazisban a 0Osszehasonlitottuk a CPZ expozicid szisztémas és kdzponti
idegrendszeri hatasait KO és WT egerek kdzott. Ismeretes, hogy az egerek fogynak a CPZ-
expozicio hatdsara, és nemrégiben felismertlik, hogy a timusz atrofia a kettés pozitiv
timocitak elvesztésével jar, mint a CPZ-expozicid tovabbi szisztémas hatasa. Itt azt talaltuk,
hogy a CPZ egy masik immunszerv, a lép sorvadasat is kivaltotta. Elképzelhetd, hogy a CPZ
elsédleges és masodlagos immunszervekre gyakorolt additiv hatdsa hozzajarulhat az
immunvalaszok hianyahoz. Ezzel szemben megéllapitottuk, hogy a miR-146a KO egerek
védettek a CPZ ezen szisztémas hatasaival szemben, ugyanis a timusz és a lép atréfidja és a
testtdbmeg-vesztes egyarant csokkent a KO egerekben. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a
mMiRNS-146a részt vehet a toxikus valaszok és a mitokondrialis diszfunkcio szabalyozasaban,
figyelembe véve a CPZ mitokondridlis hatasat. Ezenkivil a miR-146a a mitokondrialis
MRNS-eken potencialis célpontokkal rendelkezé mitokondrialis miRNS-ek egyike, és
leginkabb a mitokondrialis diszfunkcioval, megvaltozott hasadassal és fazioval rendelkezd,

oregedo sejtekben szabalyozottabb.

A miR-146a KO egerekben megfigyelt 1éziok méretének csokkenését a Mac3+ és Iba+

makrofagok/mikroglidk alacsonyabb szama, valamint a CNP+ mielinizalé oligodendrocitak
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nagyobb szdma kisérte a corpus callosumban a demielinizacio soran. Vizsgalatunkban a miR-
146a hiany nem volt hatassal a remielinizaciora, és nem befolyasolta az OPC-k szamat a
remieliniz&cié sordn. Mindazonéltal csokkentette a demielinizaciot és az axonvesztést,
valamint az oligodendrocitdk szdménak ndvekedését a demielinizacié soran. Mivel a KO
egerekben nem tapasztaltunk NG2+ OPC novekedést a demielinizacio alatt, a mielinizalo
corpus callosumban a mielinizal6 oligodendrocitak magasabb szdma az oligodendrocitak
tulélésének novekedését jelezheti. Erdekes modon az oligodendrocita prekurzorok szamanak
csokkenését figyeltik meg a KO egerekben a remielinizacio sorén, ami arra utalhat, hogy a
miR-146a el6nyos lehet a remielinizacio alatt. Ezek az adatok a miR-146a 0sszetett szerepére

utalhatnak a de- és remielinizacioban, ha szdveti szinten vizsgaljuk.

Kovetkez6 1épésben a CPZ-indukalt de- és remielinizacio alatt nyert proteomadatbazisunkban
validalt célgének fehérjéit kerestik. Azt talaltuk, hogy a demielinizacié soran ket fehérje
downregulalt: a SMAD4 és a SNAP25. Az SMAD4 részt vesz az OPC migracidban és
differencialodasban, a SNAP25 pedig fontos szerepet jatszik a neuronok jelatvitelében és a
neurotranszmitterek felszabaditasdban. Ezért megvizsgaltuk e két fehérje szintjét a de- és
remielinizacié sordn a WT és miR-146a KO egerekbdl kimetszett corpus callosum
lizdtumokban. A SNAP25 koncentracidja a vartnak megfeleléen megnétt a miR-146a KO
egerekben. A SNAP25 downregulalt a miR-146a KO egerekben a demielinizéacié soréan, de
nem kiilonbozott a WT egerekétol. igy az ELISA eredmények nem utaltak a SMAD4 és a

SNAP25 eltérd szabalyozasara a KO egerekben a demielinizacid soran.

A miR-146a az immunrendszer jol ismert negativ szabalyozo6ja. Azt talaltuk, hogy a CCL2
upreguldlt a WT egerekben a CPZ-kezelés hatasara. A miR-146a KO egerekben
ademielinizacié sordn azonban szignifikansan alacsonyabb szinten expresszalddott
parhuzamosan a Mac3+ sejtek szamanak csokkenésével. Ezenkivil azt talaltuk, hogy a TNF-
RI és a TNF-RII szintek megemelkedtek a WT egerekben, amit nem lathattunk a miR-146a
KO egerekben. Korabbi adatok azt mutattak, hogy a TNF elésegitette a CPZ toxikus hatasat
az oligodendrocitakra in vitro, és in vivo indukalta a mikroglia kimerilését, amely a citokin és
kemokin expresszio f6 forrasa az agyban. Ezért valoszinii, hogy a TNF-RI, TNF-RII és CCL2
csokkenese a miR-146a KO egerekben hozzajarult a CPZ altal kivaltott demielinizacié elleni

védelemhez.
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10 Osszefoglalas

Ez a tanulméany atfogd képet ad a demielinizacid és a remielinizacié mdogoétt meghizodd
molekularis mechanizmusokrol a CPZ egérmodellben, kiemelve a miRNS-ek és fehérjék
szerepét a corpus callosumban. A miR-146a-KO egerek kivald védelmmel rendelkeznek az
immunszerv-kéarosodassal, az axon sérileéssel és a demielinizacioval szemben. Ez arra utal,
hogy a miR-146a hozzajarul az immunrendszer szabalyozasahoz és az oligodendrocitak
tulélésehez. Ezentdl a proteomika kimutatta, hogy a remielinizacié tisztabb és hatarozottabb
valtozasokkal jar, mint a demieliniz&cio, a mielin, a szinaptikus és a citoszkeletonnal
kapcsolatos fehérjék szintjének emelkedésével. Bar a miR-146a hianya nem befolyasolta
szignifikansan magat a remieliniz&ciot, a fébb gyulladasos mediatorokat, koztilk a CCL2 és a
TNF receptorokat igen. Tovabbiakban megfigyeltiik az NG2+ OPC-k enyhe ndvekedését a
remieliniz&cié sordn a KO egerekben, ami aldtamaszthatja azokat a korabbi adatokat,
amelyek a miR-146a jotékony szerepére utalnak a remielinizacié soran. Ezenkivil szamos
demielinizécids fehérje nem volt része a tipikus demielinizacios Utvonalaknak. Ez a szdveti
atrendez6dés, az asztrocita citokin szekretdld és a mikroglia-aktivacio szerepére utal.
Osszességében ezek az eredmények ravilagitanak az RNS-, fehérje- és funkcionalis
vizsgalatok kombinalasanak fontossagara annak érdekében, hogy jobban megértsiik, hogyan
hoz kapcsoldédd Utvonalakra vald sszpontositas Uj kezelési megkdzelitéseket és diagnozist,

kinalhat olyan betegségekben, mint az SM.
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