A projekt célja a de- és remyelinisatio poszttranszkripcios szabalyozasanak vizsgalata volt.
Erre a cuprizon (CPZ) modellt alkalmaztuk, mely a corpus callosumban okoz demyelinisatiot,
majd a CPZ felfiiggesztését kovetden spontan remyelinisatiot. 1-2-3-4-5-6 hétig adaholtuk a
CPZ-t csoportonként 7 egérrel: ily modon indukaltunk kisérletes demyelinisatiét. Minden
csoporthoz 5 tovabbi egeret alkalmaztunk kontrollként. Minden egyes demyelinisatios
csoporthoz két remyelinisatiés csoportot is felallitottunk a korai és késdi remyelinisatio
vizsgalatara: az 1-2-3-4-5-6 hetes demyelinisatio indukcid utan minden csoportban 2 napig
vagy 2 hétig az allat normal tapot kapott, ezzel a spontan beinduldé remyelinisatiot kivantuk
vizsgalni korai akut, és késoi kronikus fazisban. A két remyelinisatiés csoport mind a hat
id6épontban 7 egérbdl allt, valamennyi csoporthoz szintén 5 kontroll egeret alkalmaztunk. A
termindlast kovetden fagyasztasra keriilt a teljes agy, valamint izom, vese, mdj, thymus ¢€s 1ép.

A corpus callosumot mikroszkép alatt eltavolitottuk a fagyasztott teljes agybol. RNS-t
izolaltunk, majd a 4 hetes CPZ csoportban a demyelinisalt és a korai és kés6i remyelinisalt
mintakbol elvégeztiik a miRNS array-t. Az array alapjan 3 miRNS-t azonositottunk, melyek
idében differencialtan expresszalodtak, és a kontroll mintatol is kiilonboztek. Az egyik
miRNS human homoldgja schizophren betegek temporalis kérgében mutat valtozast,
glioblastomaban down-regulalodik, és tumor szuppresszorként funkcionalhat. Egy masik
MIRNS gyulladassal asszocialodik experimentalis és human temporalis lebeny epilepsziaban,
¢s a mikroglia aktivacioval filigghet potencialisan 0ssze. A harmadik miRNS funkci6jara
vonatkozoan gyakorlatilag nincsenek adatok.

Ezt kovetden beallitottuk a 3 miRNS validalasara a real-time PCR-t, majd a 4 hetes mintak
validalasat kovetden a tobbi idépontban €s mintdban is elvégeztik a 3 miRNS expresszio
vizsgalatat. Az eredmények azt jelzik, hogy mar az egy hetes demyelinisatiét kdvetden
csokken mindharom miRNS expresszidja, majd a 2 hetes remyelinisatio soran tér vissza a
kontrollnak megfeleld expresszids szintre; valamennyi idépontban vett mintadban ugyanezen
expresszios profil észlelhetd.

Majd a kovetkezd 1épésben megvizsgaltuk, hogyan valtozik a 3 miRNS expresszidja az
ontogenetikus myelinisatio soran. A cé€l a mikroarray alapjan cuprizonnal indukalt de- és
remyelinisatio sordn valtozast mutatd mikroRNS-ek visszamérése volt a fiziologias
myelinisatio soran. Postnatalis 1 napos, 3 napos, 5 napos, 7 napos, 10 napos és 14 napos
egerek agyabol izolaltuk a corpus callosumot, és vizsgaltuk a 3 miRNS expressziojat.

Az egyik, koros demyelinisatiot kovetd remyelinisatio sordn emelkedést mutatdo miRNS (a
fiziologias myelinisatid6 soran 1is folyamatos emelkedést mutatott, jelezve, hogy a
remyelinisatio és myelinisatio génexpresszios szabalyozasiban ez a miRNS feltehetden
szerepet jatszik.

Megtortént a kontroll szervekbdl (vese, 1ép, maj, izom, thymus) is az RNS izolalas,
elvégeztiik real-time PCR modszerrel a 3 miRNS expresszidjanak vizsgalatat. Ez a kontroll
csoport arra ad felvilagositast, hogy az észlelt miRNS valtozasok az idegrendszerre, azaz a de-
¢s remyelinisatiora specifikusak-e. Mindhdrom miRNS az adott szervekre jellemzd, és
differencidlt expressziot mutat, mely a cuprizon hatasara nem valtozik, egy szervet kivéve: a
thymusban a cuprizon adagolést kovetéen az egyik miRNS differencialtan expresszalddik.
Ezért megvizsgaltuk a thymus patologiat, és azt talaltuk, hogy cuprizon adagolas utan mar egy
héttel a thymus szignifikans atrofidja alakul ki. Flow cytometrids méréssel ezért elemeztiik a
CD3-CD4-CD8- (DN), CD3+CD4+CD8+ (DP), és a CD3+CD4+CDS- illetve CD3+CD4-
CD8+ (SP) sejtek aranyat: a cuprizon kifejezetten deletalta a DP sejteket. Immunhisztokémiat
alkalmazva, a cuprizon hatasat vizsgaltuk az epitelialis sejtekre is, és bar valamennyi sejttipus



érintettségét észleltiik, a valtozas legkifejezettebb volt a DP sejtek vonatkozasaban. Ez arra
utalhat, hogy a cuprizon befolyasoljatja a T sejt szelekciot, mely magyarazatot adhat arra,
miért nyjt védelmet a kisérletes agyveldgyulladds (EAE) ellen. Ez irdnyban tovabbi
kisérleteket terveziink, hiszen az eredmények felvetik annak a lehetdségét is, hogy az észlelt
miRNS a T sejt szelekcidban szerepet jatszhat. Tervezziik myasthenias thymusok vizsgalatat
IS.

A szervek analizise mellett megvizsgaltuk a cuprizon hatdsat nemcsak a demyelinizalt, hanem
az ¢épnek tind agyi fehérallomanyban is. A 3 miRNS a demyelinizacidhoz hasonld
differencialt expressziét mutatott itt is, jelezve, hogy a cuprizon molekularis hatasa itt is
érvényesiil, de nem kovetkezik be oligodendrocyta pusztulas. Ez arra utalhat, hogy a
kiilonbozé agyi terliletekn az oligodendrocytdk érzékenysége a szOveti stresszel,
mitochondriélis hatdsokkal szemben kiilonbdzik. Jelenleg zajlik a kérgi teriiletek vizsgalata.

Kigytjtottik 6t adatbazis (MiRanda, MiRDB, MiRWalk, PICTAR, Targetscan) alapjan a 3
miRNS lehetséges mRNS célpontjait, majd egységesitettiik az adatbazisokat, ¢és
megvizsgaltuk, milyen potencialis target mRNS-ek szerepelnek legalabb 4 adatbazisban. Az
egyik miRNS vonatkozasaban 43 potencialis célpont szerepelt legaldbb 4 adatbazisban;
utvonal elemzés a p53 jelatvitel, onkogének, Wnt ttvonal szerepét jelezték. Errdl a miRNS-
6l egyeldre adat nem all rendelkezésre. Egy masik miRNS target Gtvonalainak értékelése az
axon guidance-ban valo részvételt sugallja.

Az adatbazis értékelés mellett egy masik modon is elinditottuk az észlelt, de- ¢és
remyelinisatioval Osszefliggd miRNS-ek target mRNS értékelését: a de- és remyelinisalt
coprus callosumokbol mRNS-t izolaltunk, majd elvégeztik a gén expresszids arrayt. Az
fazisban, mely a 2 hetes remyelinisatios mintakban mar a kontrollhoz hasonl6 szintet éri el. A
sejt-specifikus RNS valtozas a mikroglia és oligodendrocita prekurzor sejtek interakcidjat
sugallhatja, melyet vizsgalni fogunk.

Elvégeztiik a de- és remyelinisalt corpus callosumban a 3 miRNS in situ hybridizaciojat,
ennek értékelése jelenleg zajlik.

Egy PhD hallgat6 jelenlegi munkéja a funkcionalis kisérletek elvégzése (silencing): arra a
MiRNS-re koncentralunk elsésorban, melynek funkcioja eddig nem ismert, és a fejlodés soran
a postnatalis corpus callosumban is differencialt expresszidjat észleltiik. A csendesitést elsd
1épésben oligodendrocyta sejtvonalon végezziik.

Szintén zajlik az CPZ, EAE és human agyi plakkok génexpresszios array eredményeinek
Osszehasonlitasa kiilfoldi kollaboracioban, melynek célja olyan degenerativ és gyulladdsos
biomarkerek azonositasa, melyeket az SM hosszl tavi prognézis becslésében alkalmaznank.

Valamennyi publikacidban, mely az OTKA Kkisérleteken alapul, az OTKA tamogatast
feltiintetjiik.



