Az extracellularisan keringo miRNS-ek, mint potencialis
biomarkerek neurologiai rendellenessegekben: Elozetes tanulmany.
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MiRNS-ek biomarkerként torténé alkalmazasara.

A neurologiai rendellenességek, példaul a sclerosis multiplex (SM) vagy az
epilepszia  (EP) olyan agyi eredetd rendellenességek, amelyek o Human vizsgalatok:
neuropszichiatriai tinetekkel jarnak, és sulyos tarsadalmi és gazdasagi terhet * A beleegyezb nyilatkozat alairasat kévetbéen periférias vert vettink a vizsgalati alanyoktol
jelentenek tarsadalmunkra nézve. Az elmult évtizedben szamos tanulmany
foglalkozott e rendellenességek molekularis hatterével. Az egyik fontos cél a o Allatkisérletek:

mikro-RNS-ek (miRNS) potencialis szerepének vizsgalata e rendellenességek . (C57BL/6 egerek
patofiziolégiajaban, valamint periférias biomarkerként tortéend alkalmazasuk a
betegség progresszidjanak és a terapias valasz értékelésének céljabdl. Az ilyen
vizsgalatok eredmeényei gyakran meglehet6sen kétértelmiek vagy nehezen
magyarazhatok, az alkalmazott RNS-izolacios, miRNS-kimutatasi modszerek és
a kulonboz6 kiindulasi anyagok széles skalaja miatt, éppen ezért szukséges
lenne egy megbizhato és reprodukalhato vizsgalati modszertan kidolgozasa a

ANYAG ES MODSZER

on taroltuk tovab

adatokkal, pl. MR adatok, betegség tipusa, kezelésre adott valasz stb.

CELOK

Vizsgalataink soran célul tliztik ki az egyes neuroldgiai rendellenességekhez * AzZRNS5-t cDNS-re
kdthetd miRNS-ek expresszios szintjében torténd valtozasainak detekta

valamint ezen eredmények dsszevetését az egyéb klinikai vizsgalatokbdl nyert specifikus miRNS

o Elemszam: 52 SM + 71 EP human vérszérum+ 5 TLE és 4 Ctrl egér agyszovet

sarga kupakos szérum szeparator csovekbe.

injektaldsa intrahippocampalis kainsavval (IHCA)/séoldattal (Ctrl),

terminalas 4 hét elteltével.

o Molekularis laboratoriumi vizsgalatok:

bi felhasznalasig.

irtuk at reverz transzkripcios PCR reakci6 soran.

primerek alkalmazasaval.

o Egyéb klinikai vizsgalatok (pl. MRI)

Az allatoktol veéert, valamint a prefrontalis kérget, hippokampuszt, és kisagyat tartalmazo
agyszoveti mintakat vettunk.

e A vérmintakat max. 4 6ran belll feldolgoztuk, a szérumbadl teljes RNS-t izolaltunk, ezt -80°C-

Az agyszoveti mintakat eltavolitasukat kovetben rogtdn -80°C-ra helyeztik megelbzve ezzel
az RNS mindségének esetleges leromlasat. Kés6bb ebbdl is teljes RNS-t izolaltunk.

asat, e Atovabbiakban a cDNS-t vizsgaltuk QX200 droplet digital PCR (ddPCR) rendszer segitségével
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2.A dbra. miR92a.3p szint (kdpia/ul) szérumban
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2.B dbra. miR-134.5p szint (kdpia/ul) agyszévetben

1. dbra. A QX200 Droplet Digital PCR (Bio-Rad) rendszer érzékenysége lehetdvé teszi az egyes
target miRNS-ek abszolut kvantifikaciojat vérszérumbadl (A) és szoveti mintakbol (B) egyarant.
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van.

3. abra. A kainsav altal indukalt temporalis lebeny epilepsziaban (TLE) szenvedd egerek agyanak
vizsgalatakor két miRNS-nél (miR-146a.5p és miR-301a.5p) figyelhetd meg szignifikans kiilonbség a
cezelt és kontroll allatok kozott. Ez a jelenség mindkét esetben fennall a prefrontalis cortex és a
nippokampusz esetében is, mig a kisagynal nincs jelentds eltérés a vizsgalt miRNS-ek szintjében. A
HKA kezelés hatasara a periférias vérben keringd miRNS-ek szintjének vizsgalata meg folyamatban

patients

status

RR5SM-

PPSM RRSM SPSM sSM RPSM CIS-5M benignsM

0,5

7
1 ) |
e T R e e S
T T e S
' )
—_—]
deezauld  grp—

=

oo - ﬁ A s = 0 .
= =2 = = = = = = = EEERE = = = = = =
A e A A A = = A A p=a e A A A A A = =
i = = ] = = = —= = =] = = ] —= = [ — =
OS5 = PO5 5 = 5 = P52 5 = FOs =2
il [ | [y | [ | [ | il [y | [ | [y | [ | [ | [y | [ | [ | [y | [ | il [y |
= = = = = = = = = = = = = = = = = =

mMiRNS-nél talaltunk kilénbséget az egyes csoportok kdzott.
Egyetlen szérum miRNS (miR-486.5p) esetén mutathato ki
szignifikans kiulonbség (p=0,005) az SM tipusok tekintetében.
Ezen kivul korrelacio figyelheté meg harom szérum miRNS (m
92a.3p, miR-142.5p, miR-486.5p) és az egyes specifikus MRI
mérések (MRS, rsFMRI, PSIR) eredményei kozott.

2. abra. Az SM klinikai tipusat figyelembe véve harom vizsgalt

IR-

segitsegével abrazoltuk.

folyamatban van.

13 | 4. abra. Az epilepsziaval
diagnosztizalt betegektdl
szarmazo verszérumok miRNS

, szintjeit ,heat map”

Lathatd, hogy néhany paciens
esetében kiugro értékeket

1 | mertink egyes miRNS-ek
expresszios szintjéet illetéen. A
mért adatok egyéb klinikai
vizsgalatok eredményeivel

0 | torténd Osszevetése meg

OSSZEFOGLALAS, KONKLUZIO

IHKA-al kezelt és a kontroll allatok tekintetében.

A kulonféle neurologiai rendellenességben szenvedd paciensektdl-, valamint a KA-indukalt TLE egérmodellbdl szarmazo vér- és egyéb szovetmintak vizsgalati eredmeényei
kecsegtetdek, a jdvoben mindenképpen szikségszerl tovabbi mintak gyljtése és feldolgozasa, a modszertan tovabbi finomitasanak érdekében. Az altalunk alkalmazott QX200 ddPCR
rendszer megbizhato, alacsony RNS koncentracioju mintak esetén is elég érzékeny, igy szérum miRNS-ek detektalasara alkalmas. Egyetlen szérum miRNS (miR-486.5p) esetén
mutattunk ki szignifikans ktlonbséget (p=0,005) az SM tipusok tekintetében. TLE egerek vizsgalatakor 2 miRNS (miR-146a.5p és miR-301a.5p) szignifikansan kilonbséget mutatott a
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