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1. Bevezetés

Az Alzheimer kor a demencia leggyakoribb okaként ismert gy6gyithatatlan neurodegenerativ
betegség, melynek f0 rizikofaktora az életkor. A betegség elérehaladtaval az agyban
neuropatoldgias elvaltozasok jelentkeznek, igy hippokampalis atrofia, valamint extracellularis
amiloid plakkok és intracellularis neurofibrillaris kotegek figyelheték meg. Emellett az
Alzheimer kor patogenezise soran egyéb, mikroszkoppal nem kimutathatdé molekuléris
valtozasok is bekovetkeznek, ilyenek példaul a nem kodold, révid, konzervalt szekvenciaji
mikroRNS-ek génexpresszidjaban bealldo valtozasok. Egyes miRNS-ek kifejezddésének
megvaltozasaval mennyiségiik is megvaltozik az idegszovetben, szintjiik eltér az egészséges
emberek idegszovetében mérhetétél. Mivel a miRNS-ek posztranszkripcids szinteken
befolyasoljak a génkifejezddést, ezért mennyiségbeli valtozasaik az adott sejtekben zajlod
fehérjeszintézisre is jelentds hatast gyakorolhatnak. A miR-137 és miR-219 olyan mikroRNS-
ek, amelyek expresszids valtozasai tobb kutatds sordn is dsszefliggésbe keriiltek az Alzheimer
korral, illetve egyéb neurodegenerativ betegségekkel is. Ezen miRNS-ek funkcidi kozott az
idegi metabolikus folyamatok befolyésoldsa is szerepel, ezért a megvaltozott kifejezddésiik az
idegrendszerben is valtozasokat idéz eld. Vizsgalataink sordn éppen ezért ez a két mikroRNS
¢s az altaluk okozott valtozdsok keriiltek fokuszba. A kisérletek sordan a miRNS-ek
tultermelésének hatdsat Drosophila Alzheimer koér modellben, valamint vad tipusu
(egészséges) muslicakban is vizsgéltuk. Az Alzheimer kor altalunk hasznalt transzgenikus
modelljében a neurodegeneraciot az amiloid-bétai4> peptid (AP) neurondlis expresszidja
indukalta. Mivel beteg és egészséges egyedeket egyarant vizsgaltunk, egyszerre figyelhettiik
meg a miRNS-ek hatasat onmagukban, valamint az amiloid béta kivaltotta tiinetekre nézve. A
miRNS taltermeltetés hatdsanak vizsgalata hdrom mddon tortént, kettd a neurodegeneracio
mértékére utal, egy pedig a miRNS-ek toxicitasara. Az idegi karosodast maszasi tesztekkel és
pseudopupil analizissel, a toxicitdst pedig a kikelési aranyokkal hataroztuk meg. Az
idegsejteket ért karosodasokat funkciondlis és morfologiai teszttel is vizsgaltuk: a mészasi
tesztek az idegi aktivitas valtozast mutatjak ki, mig a pseudopupil analizissel az ép idegsejtek
szamat vizsgaltuk, amibdl az idegsejt elhalds mértékére lehet kovetkeztetni. A miRNS-ek
hatdsdnak vizsgalatait kovetden RT-qPCR moédszerrel meghataroztuk az amilod béta
tultermeléséért felelds transzgén kifejezédésének mértékét. Az eredmények nagyobb ralatast
tesznek lehetové a kor patologias folyamatainak megértéséhez, mind pedig betekintést

engednek a mikroRNS-ek széleskorii hatdismechanizmusaiba.

Kulesszavak: Alzheimer kor, miR-137, miR-219, neurodegeneracid



2. Irodalmi attekintés

2.1. Az Alzheimer kor

Az Alzheimer kor (Alzheimers Disease, AD) egy neurodegenerativ betegség, mely
emlékezetzavarral, afaziaval és a problémamegoldd képesség erds romlasaval jar, a demencia
6 okaként ismert (Khan S., és mtsai., 2020). A vilagszerte egyre emelked6 diagnosztizalt estek
szama miatt a betegség vizsgalatanak relevancidja is novekszik. Ez a tendencia 0sszefiiggésben
all a novekvo varhat6 €lettartammal, ugyanis a demencia a kor elérehaladtaval egyre nagyobb
valoszinliséggel jelentkezik, ez az AD legjelentdsebb rizikofaktora. A betegségben szenvedok
szamanak emelkedése tarsadalomra is egyre novekvd terhet r6, nem csak az anyagi vagy
munkaerdpiaci vonzata miatt, hanem az egészségiigyi ellatas biztositasa okan is. (Miller, és
mtsai., 2022) Bar a betegség és annak patologiai mechanizmusainak feltarasat Alois Alzheimer
ideggyogyasz tobb mint szaz éve kezdte meg, és megfigyelései még a mai napig meghatarozok,
emellett stabil alapot biztositanak a tovabbi kutatdsokhoz, mégsem sikeriilt azota sem
gyogymodot, sem pedig biztos megel6z6 modszereket talalni a fokozatosan egyre nagyobb teret
nyeré korra. Eppen ezért a betegség minél részletesebb és atfogobb megismerése hatalmas

jelentéséggel bir napjainkban is. (Small D.H. és Cappai R., 2006)

A betegség korai diagnosztizalasa azért nem egyszerli, mert a patogenezis molekularis
folyamatai mar az észlelhetd, viselkedésbeli tiinetek el6tt joval, akar 10-20 évvel is
megkezd6dhetnek (Ballard C. és mtsai, 2011). Az Alzheimer kor lefolyasa négy 6 szakaszra
oszthatd. Az elsd szakaszban jelenik meg az enyhe szellemi hanyatlas (Mild Cognitive
Impairment/MCI) amely a mindennapi feladatok ellatasat még nem akadalyozza, de a révidtava
memoria romladsa mar megkezdddik, viszont ezeket a tiineteket még gyakran csupan az
oregedés jeleinek tartjak. A masodik szakasz egy enyhe korai szakasz, a paciens még fiiggetlen,
de szavakat, neveket vagy targyak helyét elfelejti, ekkor mar észrevehetd és diagnosztizalhato
a betegség a tlinetek alapjan. A harmadik szakasz a leghosszabb szakasz, a beteg egyre inkabb
segitségre szorul. A memoria problémak erdsddnek ¢€s kiterjednek a hosszatavi emlékezetre is,
a beteg mar sajat életeseményeire sem mindig képes visszaemlékezni, és az 6t kortilvevok nevét
is elfelejti. Emellett viselkedésbeli valtozasok is megjelennek tobbek kozott zavartsag vagy akar
varatlan agresszivités, a beteg elkoborolhat, téveszméi lehetnek, és alvasi nehézség 1ép fel a
cirkadian ora zavara miatt. Ekkor mar kifejezett idegi karosodas is bekovetkezik, és
inkontinencia is jelentkezhet. A negyedik, stlyos szakaszban a péaciens folyamatos segitségre
szorul, az allapota egyre romlik, nem csak szellemi, hanem testi leépiilés is megfigyelhetd, a

mozgas ¢és a kommunikécid erdsen korlatozodik, mig végiil megsziinik. A beteg
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immunrendszere ebben a szakaszban jelentOsen legyengiil, fogékonnya valik a fertézésekre,

amelyek a vezetd halalozasi ok a korban szenveddk korében. (Alzheimer's Association, 2024)

A betegség soran az agyban amiloid plakkok halmozddnak fel és neurofibrillaris kotegek
keletkeznek (Sery O. és mtsai., 2013). Ez a két neuropatologiai elvaltozas sejten beliili
neurofibrillaris kotegekként (NFT) és sejten kiviili szenilis plakkokként jelentkezik, ezek fontos
markerként is szolgdlnak a betegség azonositasaban. Az NFT-ket féleg a hiperfoszforilalt tau
(tubulin asszocialt) fehérjék, a szenilis plakkokat pedig koros mdsodlagos szerkezettel
rendelkezd B-amiloid (AP) peptidek alkotjak, amely az amiloid prekurzor protein (APP)
rendellenes hasitasakor keletkezik. (Kovacs T., 2009)

A kutatasok soran kideriilt, hogy a betegség kialakuldsdhoz szdmos genetikai ¢és ¢életmddbeli
tényez6 is hozzajarulhat, és a kor lefolyasarol tobb hipotézis is sziiletett, a betegség
megjelenésének kezd6lépését azonban egyik sem azonositotta pontosan. Napjainkban az egyik
legelfogadottabb és legatfogdbbnak bizonyuld hipotézis az APP - B-amiloid hipotézis. A
hipotézis szerint a folyamatot egy kiils6 vagy belsé tényezd hatdsara az agyban kialakulo
novekvo APP termelés inditja be. Ezzel parhuzamosan az APP enzimes lebontasa is folyik, mely
soran AP peptidek keletkeznek. Az AP ezutan toxikus aggregatumokat képezhet, koncentraidja
pedig a sejteken kiviil nd. Az AP Ca*" bearamlast idéz eld az idegsejtekben a sejtmembran
transzporterein keresztiil, ennek hatasara pedig a tau-fehérjék hiperfoszforilacioja fokozodik, a
mikrotubularis rendszer pedig Osszeomlik. A tartésan emelkedett Ca’**-szint gatolja az

idegsejtek megfeleld miikodését és lassu sejthalalhoz vezet. (Zadori D. és mtsai. 2007)

A mikrotubuldris rendszer 6sszeomléasanak is ismertek a 1épései. A folyamatban a {0 szerepet a
tau fehérje jatssza, amely a mikrotubulusokhoz kotve stabilizalja azok szerkezetét. A tau fehérje
mikrotubulus és aktin kotohelyet is tartalmaz. A fehérje N-terminalis része a mikrotubulusok
kozotti tavolsag kialakitasaért felelds, mig az aktinhoz vald kihorgonyzas a C-terminalis részen
torténik. A folyamat a tau fehérje tulzott foszforilaciojaval indul. A hiperfoszforilaci6 hatasara
a fehérje levalik az idegsejt axonjaban ¢€s sejttestjiében 1évé mikrotubulusokrol, ezzel
szerkezetiik destabilizalodik, az aktinhoz val6d kihorgonyzds megsziinik, a kozottik 1€vo
tavolsadg szintén megvaltozik, bekovetkezik a rendszer Osszeomldsa. A levalt tau fehérje
proteolizis soran kisebb szakaszaira bomlik. A kis méretli fragmentumok ezutan oldhatatlan
kotegeket és duplahélix szerkezetli filamentumokat képeznek. A betegségben szenveddk
idegszovetét mikroszkoppal vizsgdlva a neurofibrillaris kdtegek mennyiségébdl

kovetkeztethetiink a demencia elérehaladottsagara. (Grundke-Igbal 1. és mtsai., 1986)



2.2. A mikroRNS-ek biogenezise és funkcioja

A mikroRNS-ek (miRNS) olyan poszttranszkripcios szabalyozo hatassal rendelkezd, nem
kodoldé RNS-ek, amelyek a génkifejezddést a transzlacio blokkolasaval szabalyozzak. Ezek a
rovid, evolucidsan konzervalt molekulak szovetspecifikusak és mennyiségi valtozasuk gyakran
kiilonb6z6 megbetegedésekre utal, tehat biomarkerekként is hasznalhatok. (van Rooij E., 2011)
Az éretlen miRNS molekuldkat az RNS polimeraz I1 vagy III enzim irja at, sajat intergenikus
miRNS génjérél vagy mas RNS-ek intronjaként. Erésiik utan a miRNS egyik szila a RISC
komplexbe (RNA Induced Silencing Complex) keriilve alkot egy regulator funkciot ellato
fehérje-RNS komplexet. A RISC a miRNS altal meghatarozott mRNS-t ismeri fel, majd a
bazisparosodas mértékének megfelelden az mRNS megkotésével vagy hasitasaval gatolja a

transzlaciot. (de Planell-Saguer M. és Rodicio M. C., 2011)

A miRNS-ek érése egy tobblépcsds folyamat, ahogyan az az 1. abran is végigkovethetd. A
folyamat az intergenikus illetve az intronokban elhelyezkedé miRNS-ek esetében kiillonbdzden
kezdddik. Az intergenikus miRNS-eket az RNS polimeraz 11 vagy III enzim irja at, ekkor
keletkezik az éretlen, egy szalbdl allo, ,,stem-loop” szerkezetet tartalmazo pri-miRNS, amelyrol
egy endonukledzt is tartalmazoé mikroprocesszor nevii komplex hasitja le az 5° végérdl a 7-
metil-guanin-sapkat, a 3’ végérdl pedig a poliadenin farkat, igy keletkezik a még mindig egy
szalbol alloé hajtii-szerkezetli ~60-70 bazispar hosszisagl pre-miRNS. A mirtronokat, azaz az
intronokban elhelyezkedé miRNS-eket az RNS polimerdz II enzim irja 4t a pre-mRNS
részeként, ebbdl két uton keletkezhet pre-miRNS: vagy a splicing soran hasad ki az intronbo6l a
pre-miRNS, vagy az intronbdl csak a pri-miRNS forma hasad ki amibdl az intergenikus miRNS-
ekhez hasonloan keletkezik a pre-miRNS forma. A pre-miRNS tovéabbi érése ezutan mindkét
esetben ugyanazon az Uton megy tovabb. A pre-miRNS a sejtmagbdl exportin fehérjék
segitségével a citoplazmaba jut, ahol a Dicer RNaz hasitja egy 20-25 bazisparbol all6 RNS
duplexé, amely tartalmazza a miRNS érett form4jat. A Dicer enzim emberben egy izoformaban
van jelen és vesz részt a miRNS ¢és siRNS érésben, mig Drosophildban a két folyamatban két
kiilon izoforma miikddik. Az dtmeneti duplex forma egyik szala az érett miRNS, a masik szal
pedig a komplementer szal, tehat csak a duplex egyik szédla kapcsolodik majd a RISC
komplexbe. A miikodésbe 1épéshez a duplex két szalat szét kell valasztani, és a megfeleld
szalnak kapcsolodnia kell a RISC komplexbe, igy aktivalédhat a komplex és megindulhatnak a
szabalyoz6 folyamatok. Minden miRNS a neki megfeleld (vele részlegesen komplementer

crer

Murphy P.R., 2010) (Yeo J. H. és Chong M. M., 2011)
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2.3. AmiR-137

A miR-137, akarcsak mas mikroRNS-ek is, szintén szovetspecifitdst mutat, az agyi
idegsejtekben nagyobb mennyiségben van jelen, mint mas szovetekben. A génexpresszio
szabalyozasaval jelent0s szerepe van az embrionalis idegrendszer fejlddésében, a neuralis
Ossejtek (Neural stem cells/NSCs) differenciacidjaban, az idegsejtek proliferaciojdban és a
szinaptikus fejlédésben, ezek mellett felndttkorban szintén tobb neurdlis folyamatban van
regulator szerepe. A miR-137-et tobb vizsgalatban is Osszefiiggésbe hoztak mentalis vagy
idegrendszeri megbetegedésekkel. Diszregulacidja génexpresszios valtozasokat okoz
poszttranszkripcids szinten, igy jelentds hatast gyakorol az idegsejtek fehérjeszintézisére, ez
idovel akar betegségek kialakulasahoz is vezethet. (Yin J. és mtsai., 2014) A skizofrénia mellett
az Alzheimer kort is gyakran Osszefliggésbe hozzdk a miR-137 expresszido megvaltozasaval.
Viszont egy erre irdnyuld kutatds alapjan, ha megfelelé a szintje az idegsejtekben, akkor

akadalyozhatja a tau fehérje talzott foszforilaciojat. (Jiang Y. és mtsai., 2018)



2.4. A miR-219

A miR-219-nek a miR-137-hez hasonloan szintén az agyban magasabb a kifejez6dése. A miR-
219 egy erdsen konzervalt mikroRNS, amely tobb fajban is az emberivel teljesen megegyezo
szekvenciaval van jelen. Két kiilonb6z6 prekurzora ismert, ezekbdl ugyanolyan miR-219-5p
miRNS keletkezik, de a miR-219-3p szakaszok kiilonbdznek. A neuronokat érintd folyamatok
vizsgalatai az miR-219-5p szal hatasaira koncentralnak. A miR-219-nek fontos szerepe van a
mRNS-e, éppen ezért az Alzheimer kor kialakuldsaban is szerepe lehet. A vizsgalatok szerint
Alzheimeres betegekben az agyi idegsejtekben mennyisége csokkent az egészséges mintakhoz
képest. A miR-219 a tau-fehérje szintézisét poszttranszkripcios szinten befolyasolja, az mRNS
tau fehérje toxicitdsa. A miR-219 emellett tultermeltetve a betegség modellekben a tau fehérje
foszforilaltsagat is csokkentette, ezzel is javitva a betegség tiineteit. (Li J. és mtsai. 2019)

(Santa-Maria I. mtsai., 2015)



3. Anyagok és modszerek:
3.1. Felhasznalt Drosophila torzsek, fenntartasuk és keresztezések

A keresztezésekhez felhasznalt Drosophila melanogaster torzsek koziil a kovetkezoek a
Bloomington Drosophila Stock Centerbdl szarmaznak: a 458-as torzskézpont azonositdju
Piw ™ hs=GawBelav®!> (ezt kovetden elav-GAL4), a 59882-es torzskdzpont azonositdju w*;
M{w™C=UAS-mir-137.8}ZH-86Fb (ezt kovetden UAS-mir-137), az 59890-es tdrzskdzpont
azonositoja w*; M{w ™ =UAS-mir-219.5b}ZH-86Fb (ezt kdvetéen UAS-mir-219), az 64216-
os torzskdzpont azonositdji w*; PBac{y P2 wmC=UAS-Abeta.1-42}VK00033 (ezt kdvetden
UAS-Abeta), és a 3605 torzskdzpont azonositojit w8 (ezt kovetden w). A keresztezésekhez

hasznaltuk még a laboratériumunkban eldallitott elav-GAL4; Sb/TM6 Ubx torzset.

A genetikai interakcios keresztezések elsé 1épése soran az elav-GAL4; Sb/TM6 Ubx genotipust
a neuronokban GAL4 aktivator fehérjét expresszald torzsbdl kivalogatott sziiz ndstényeket
kereszteztiik egyik esetben UAS-mir-137 genotipusu, a masik esetben UAS-mir-219 genotipusi
torzsbol kivalogatott himekkel. A masodik keresztezéshez az elsd keresztezésbdl szarmazo
Stubble (Sb) fenotipust, elav-GAL4; UAS-mir/Sb himeket kereszteztik be UAS-Abeta
genotipust, huméan Afi.42 peptidet kodold, azt az UAS elem kontrollja alatt kifejezni képes
transzgént hordozo sziiz néstényekkel, illetve egészséges kontrollként w sziiz néstényekkel. A
masodik keresztezés négy féle genotipusu utdédokat eredményez: elav-GAL4/w; UAS-mir/UAS-
Abeta ndstényeket (UAS-mir-137-eset és UAS-mir-219-eset a megfeleld keresztezésekben),
elav-GAL4/w; Sb/UAS-Abeta ndstényeket, w/Y; UAS-mir/UAS-Abeta himeket (szintén mir-137
vagy mir219-eset) és w/Y; Sb/UAS-Abeta himeket. A ndstényekben jelen van az elav-GAL4
driver, ezért benniik meg vannak hajtva az UAS-miR-137, UAS-mir-219-et és/vagy UAS-Abeta

tultermeld transzgének, mig a himek nem-expresszalo kontrollok.

Az ecetmuslicédkat standard Drosophila taptalajon, 25 °C-on tartottuk fenn és kereszteztiik,
amely 9% gliikozt, 4% kukoricadarat, 3% szdraz élesztot, 2% buzalisztet, 0,7% agart és 0,15%

Tegoseptet tartalmaz.



3.2. Kikelési aranyok vizsgalata:

A kikelési aranyokat a masodik (utolso) keresztezésbol kikeld utdodgeneracion vizsgaltuk, az

utédok lehetséges genotipusai az 1. tdblazatban talalhatok:

w X elav-GAL4; mir-137/Sh w X elav-GAL4; mir-219/Sb
genotipus jelolés genotipus jelolés
elav-GAL4/w; w/UAS- | elav-GAL4 elav-GAL4/w; w/UAS-mir- | elav-GAL4
mir 137 mirl137 219 mir219
Y/w; w/UAS-mir-137 w mirl37 Y/w; w/UAS-mir-219 w mir219
elav-GAL4/w; w/Sb elav-GAL4 Sb § elav-GAL4/w; w/Sb elav-GAL4 Sb
Y/w; w/Sb w Sb Y/w; w/Sb w Sb

UAS-Abeta % elav-GAL4; mir-137/Sb UAS-Abeta % elav-GAL4; mir-219/Sb
genotipus jelolés genotipus jelolés
elav-GAL4/w; AD mirl37 elav-GAL4/w; Abeta/UAS- | AD mir219
Abeta/UAS-mir-137 mir-219
Y/w; Abeta/UAS-mir-137 | mir137 Y/w; Abeta/UAS-mir-219 mir219
elav-GAL4/w; Abeta/Sb AD Sb elav-GAL4/w; Abeta/Sb AD Sb
Y/w; Abeta/Sb Sb Y/w; Abeta/Sb Sb

1. tablazat: A négyféle keresztezésbol szarmazo utéodok 16 féle lehetséges genotipusa és
azok tovabbiakban hasznalt jelolése. A tdblazat a 16 féle lehetséges utod genotipusa a

masodik keresztezésbdl és azok tovabbiakban hasznalt jeléléseit tartalmazza.

A mikroRNS-enként négy lehetséges genotipusu muslica megkiilonboztetése nemiik és a Sb
markerként hasznalt fenotipus alapjan tortént. A kikelési ardnyokbol a mikroRNS-ek
tultermelésének toxikus hatdsaira lehet kovetkeztetni. A vizsgalat a kikelés kezdetétdl 6t napig
tartott, minden nap egyszer leszamolva a négy kiilonb6z6 genotipusu egyedeket, és azt

fiolanként feljegyezve. A ndstényeket ezutan 1) fiolakba legytijtottiik a tovabbi vizsgalatokhoz.

3.3. Maszasi tesztek:

A maszasi teszteket egy- és kéthetes ndstény muslicakon (6sszesen 8 genotipuson) végeztiik.
Hetente genotipusonként 40 +2 db allat maszasi képességét vizsgaltuk, ami a neuromuszkularis
rendszer idegsejtjeinek funkciondlis allapotara engedett kovetkeztetni. A tesztekhez a

muslicakat 88mm magassagu, azonos atmeérdji, iires fiolakba helyeztiik, a fioldk tetejét szivacs
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dugoval lezartuk, majd a fioldkat egy tartd keretbe raktuk, mert igy egyszerre tobb genotipus
parhuzamos megfigyelésére volt lehetdség. A vizsgalatot videdfelvételen rogzitettiik. A felvétel
kezdetén a keret segitségével egy hatarozott mozdulattal a muslicdkat a fiola aljara raztuk,
ezutan 15 masodpercig hagyjuk, hogy a fiola falan felmésszanak, majd 0jabb lerdzas
kovetkezik. A felvételekbdl azt a 15 masodperces savot hasznaltuk fel az elemzéshez, ahol a
lerdzaskor az Osszes allat a fiola aljara keriilt. A megfeleld 15 s-os sav kivalasztasa utdn a
felvétel lerazas utani 5. masodpercrdl képernydképet készitettiink, a pillanatképen a muslicak

altal vertikalisan megtett utat Paint 3D szamitogépes alkalmazas segitségével elemeztiik.

3.4. Pseudopupil analizis:

A pseudopupil analizishez szintén egy- és kéthetes ndstényeket (Osszesen 8 genotipust)
hasznaltam fel. Ez egy invaziv eljards, mely soran az allatok idegsejtjeinek morfologiajat
vizsgaljuk. Az analizishez a széndioxiddal elaltatott allatok fejét dvatosan eltavolitjuk, majd a
targylemezre atlatszo koromlakk segitségével rogzitjiik, ugy, hogy a szem jol lathato legyen. A
vizsgalat sordan az allatok Osszetett szemek ommatidiumaiban elhelyezkedd idegsejtek
rhabdomereit (a fotoreceptor neuronok fénygyljté struktirai, egészséges allatokban a szdmuk
ommatidiumonként mindig 7) szamoljuk mikroszkop segitségével. Genotipusonként 10 allatot
vizsgaltunk, allatonként 20 db ommatidiumban szamoltuk a rhabdomereket Nikon Eclipse 801

mikroszkdppal, 50x nagyitasti immerzios objektivvel.

3.5. RNS izolalas Drosophila fejekb6l

Az RNS izolalast TRIzol reagenssel (Thermo Fisher Scietific, TFS) végeztiik, az altaluk ajanlott
protokoll alapjan. Az izolaldshoz 18-22 db haromhetes ndstényt (4 genotipus, csak az AB-s
keresztezésekbdl, genotipusokként 3 parhuzamos minta, Osszesen 12 minta) kialtatds utan
Eppendorf-csébe helyezve folyékony nitrogénben fagyasztottunk, majd vortexeléssel
levalasztottuk a fejeket. Az elkiilonitett fejeket pisztullus és rotor segitségével 100 ul TRIzol
reagensben homogenizaltuk. A lizatumot 5 percig centrifugdltuk 12000xg-n 4 °C-on, majd a
feliiluszot 0 Eppendorf-csObe raktuk, és azzal dolgoztunk tovabb. A centrifugéilast 5 perc
inkubacidé kovette, majd 20 pl kloroform-ot adtunk a mintakhoz (100 pl TRIzolonként), a
keverés utan jabb 2-3 perc inkubdacid kovetkezett. Ezutan 15 percig centrifugaltuk a mintakat

12000xg-n 4 °C-on, a felsé vizes részt a benne oldott RNS-el leszivtuk, 0j csébe raktuk, a

11



szerves fazist kidobtuk. Ezt kovetden 0,5 pl 20 mg/l-es RNaz-mentes glikogént (TFS) és 50 ul
izopropanolt adtunk a mintahoz, amit 10 perc inkubalas kovetett 4 °C-on. Ezutan 12000xg-n 4
°C-on 10 percig centrifugaltuk a mintakat, majd a feliiluszo eltdvolitasa utan a pelletet 100 pl
75%-o0s etanolban (100 pl TRIzolhoz) 4tmostuk. A vortexelés utan 5 percig 7500xg-n 4 °C-on
centrifugaltuk a mintakat, majd a feliiluszé eltavolitasa utdn az RNS pelletet 5-10 percig
leveg6n szaritottuk. Ezt az &tmosasi folyamatot a mintak megfeleld tisztasaga érdekében még
egyszer megismételtiik. A szaradast kovetden a pelletet 25 pl RNaz mentes vizben

reszuszpendaltuk, 10 percig 60 °C-on inkubaltuk és végiil -70 °C-on taroltuk felhasznalasig.

3.6. RNS spektrofotometrias kvantitalasa és higitasa

crer

1000 spektrofotométert hasznaltunk. A tisztasag megallapitasa azért is sziikséges, mert a
fotométer az oldat teljes fényelnyelését méri, és abbol szdmol koncentracidt, ami, ha a minta
fehérjével szennyezett nem fog megfelelni a valodi RNS tartalomnak. A nukleinsavaknak 260
nm-en van fényelnyelési maximumuk, mig a fehérjéknek 280 nm-en. Az RNS oldat akkor
tekinthetd tisztanak, ha az OD260/ODa2sgo érték 1,9 és 2,1 kozott mozog. A méréshez 1,5 pul RNS

oldatot hasznaltunk, vak mintanak pedig RN4z mentes vizet.

crer

kihigitani, hogy a tovabbi eljarasokhoz sziikséges 8 upl oldatban minden minta esetében
ugyanannyi RNS legyen. A higitdshoz a mért koncentracid alapjan kiszamoltam, hogy hany
mikroliternyi mintdban van 1 pg RNS, majd ennek megfeleléen a maradék térfogatot RN4az

crer

lehet tovabb dolgozni.

3.7. DNaz I kezelés

A DNaz kezelésre azért van sziikség, hogy a mintdink tisztan RNS tartalmu oldatok legyenek,
az esetleges oldatban maradt DNS szennyezddés lebomoljon, és ne befolyasolja a tovabbi
méréseinket. A kezeléshez mind a 12 mintabol felhasznaltuk a higitas soran készitett 8 pl 125
mentes) Dnaz I.-et (TFS) adtunk. Ezutan 37 °C-on 30 percig inkubaltuk a reakciot, majd végiil
1 ul 50 mM-os EDTA-t adtunk hozzé és 65 °C-on 10 percig inkubéltuk az enzimet. igy a DN4z
kezelt minta 11 pl-je tartalmaz 1 pg RNS-t.
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3.8. Reverz transzkripcio:

A reverz transzkripcidhoz minden mintara (12 db minta) 20 pl-es reakcidkat mértiink 6ssze, a
reakcioelegyhez 2 ul 10x RT puffert, 1,4 ul 25 mM-os MgCl, oldatot, 4 ul 10 mM-os dNTP
mixet, 1 pl 100 mM-os DTT oldatot, 1 ul RN4z inhibitort, 1 pl 50 U/ul-os MultiScribe Reverse
Trannscriptase enzimet (TFS), 1 ul 50 mM-os random hexamer keveréket és 3,1 ul RNaz
mentes vizet, végiil pedig 5,5 ul 0,5 pg RNS tartalmu oldatot hasznaltunk fel. A reverz
transzkripcidt Biometra TONE PCR gépben végeztiik el, a PCR gépet 25 °C 10 perc, 37 °C 30
perc, 95 °C 5 perc inkubéciokra, majd 4 °C tarolasra programoztuk. Az elsé szakasz a primer
annealinget segiti el6 az RNS-hez, a méasodik a cDNS szintézisét az RNS-rdl, a harmadik pedig

az RT enzim ho inaktivacioja.

3.9. ¢DNS templat higitasi sor eléallitasa kalibracios gorbéhez

1x ¢cDNS pool-t készitettiink a 12 RNS minta keverékébol, mintanként 3 pl mértiink be a
keverékbe, amelynek igy végso térfogata 36 ul lett. Ezutan az 1x pool egészét Sx-re higitottuk,
4,5 pl 40x Yellow Sample Buffer (TFS R1381-es katalogus szamu) és 139,5 ul MQ vizzel.
Ezutén az 5x hig poolbdl 3x higitasi 1éptékii, négy 1épcsds higitasi sort készitettliink. Az 5x hig
poolbol kivettiink 30 pl-t és ahhoz 60 pl 1x Yellow puffert adtunk (40x Yellow puffer 40x-re
higitva), igy 15x hig poolt kapunk. Majd a 15x hig poolbdl kivettiink 30 pl-t és ahhoz 60 ul 1x
Yellow puffert mértiink, igy 45x hig poolt kapunk. Végiil a 45x hig poolbdl kivettiink 30 pl-t és
ahhoz 60 pl 1x Yellow puffert adtunk, igy 135x hig poolt kapunk.

3.10. RT-qPCR:

A cDNS mintakat (12db minta) 10x-re higitottuk (18 ul viz + 2 ul cDNS-oldat), a kalibracios
egyeneshez pedig az eldzdleg eldallitott cDNS templat higitasi sort hasznaltuk, a 3.9. pontban
leirt koncentraciokban. Emellett templat nélkiili mintdkat is vizsgaltunk kontrollként.
Mintanként 10 pl-es reakcié mixekhez 5 pl Luminaris Color HiGreen qPCR master mix (2x) -
et (TFS), 0,4 ul 5 uM-os forward primer-t (az a-tubulin kimutatasnal tub gF, az AP kimutatasnal
Abeta pUAST gF), 0,4 ul 5 uM-os reverz primer-t (az a-tubulin kimutatasnal tub qR, az A
kimutatasnal Abeta pUAST gqR), 2 pl 10x hig cDNS-t és 2,2 ul MQ vizet mértiink be. A
méréshez PikoReal Real-Time PCR System (TFS) berendezést hasznaltunk, amelyen a
kovetkezo két 1épéses PCR protokollt allitottuk be: 50 °C 2 percig, majd a kezdeti denaturacios
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szakasz: 95 °C 10 percig, ezt 40 db ciklus kovette, melyben denaturacids 1épésként 95 °C 15
masodperc, majd annealing és elongacios 1épés egyben 60 °C 1 perc, az utolso ciklus utan pedig
egy végso elongacios 1épés kovetkezett: 60 °C 30 masodperc. Ezutan kovetkezett a melting
curve (olvadasgorbe) analizis: 60 °C kezd6homérséklettel, 95 °C véghOmérsékletig, majd
tarolas 4 °C-on. Az PCR tesztekhez kontrollként Abetai.s>-t nem kifejez mintakat és templat
nélkiili kontrollt hasznaltunk.

3.11. Bioinformatikai vizsgalatok

A bioinformatikai vizsgalatokat két okbdl végeztiik, egyrészt részletesebben meg akartuk
ismerni a mikroRNS-ek altal befolyasolt folyamatokat és azok Osszefiiggéseit az altalunk
tapasztalt valtozasokkal a tultermelésiik hatasara, masrészt pedig az RT-qPCR-nal megjelend
kiilonbségre kerestiink valaszt a komplementaritas vizsgalattal. A tesztekhez els6é 1épésként a
mikroRNS-ek altal befolyasolt géneket kellett Osszesiteni. A mikroRNS-ek targeteit a
TargetScanFly 7.2-es verzidjaval (https://www.targetscan.org/fly _72/) 6sszesitettiik. Ezutan a
FlyEnrichr (https://maayanlab.cloud/FlyEnrichr/) segitségével disulas analizist végeztiink
(Gene Set Enrichment Analysis, GSEA), igy lathatova valt, hogy gyakorisag szerint milyen
folyamatokat befolyasolasaban vesznek részt a vizsgalt mikroRNS-ek. Emellett szekvencia
komplementaritast vizsgaltunk a miR-137 és az UAS-AP transzgén kozott, ehhez a miRBase-
en (https://www.mirbase.org/) megtalalhatd dme-miR-137-es és az APiso-t Kkifejezd
konstruktrol szol6 Jonson M. és mtsai. (2015) altal publikalt cikkben talalhatd szekvenciakat
vetettik Ossze az NCBI online BLAST alkalmazasa (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov)
segitségével. Ha a két szekvencia kozott van olyan rész, amely antiparalel allast, és megfelel
valamelyik kanonikus kotéhelynek, akkor nagy valoszinliséggel a valodi miRNS medialta

génexpresszios befolyasolasrol beszélhetiink. (Bartel D. P., 2018)
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4. Célituzeések:

Kutatocsoportunk elézetes vizsgdlatok soran a Huntington kor Drosophila modelljében a

miRNS-ek tultermelésének hatdsait tanulméanyozta. Megfigyeléseik alapjan a miR-219-e ¢és

miR-137-es mikroRNS-ek tultermelése szignifikans valtozasokat idézett el6 a betegség soran

tapasztalhatd neurodegeneracié hatasara kialakul6 tiinetekben (Zsindely N. és mtsai., 2023).

Ezért kertiltek ezek a mikroRNS-ek a kutatdsunk fokuszaba. Ebben a projektben az volt a

célunk, hogy ezuttal az Alzheimer kér Drosophila modellben vizsgaljuk a miR-137 és a miR-

219 tultermelésének kovetkezményeit, igy bdvitve ismereteinket e mikroRNS-eknek az

Alzheimer kor patogenezisére gyakorolt esetleges hatasardl. A kutatas célja, hogy a miR-137

¢s miR-219 taltermelésének hatasat vizsgaljuk az egészséges és az Alzheimer kor modell

allatok fenotipusaira nézve.

Tételes célKitiizések:

miR-137 vizsgalata

Megvizsgaljuk a miR-137 taltermelésének hatasait vad tipusu allatokban.
Megvizsgaljuk a miR-137 tultermelésének hatasait az APi42-t peptidet az
idegrendszerben kifejez0 AD modell muslincakban. Vizsgéaljuk az allatok
¢letképességét (kikelési aranyait), maszasi képességét és az idegsejtek allapotat mérjiik
fel.

Meghatarozzuk, hogy az UAS-mir-137 transzgén jelenléte befolyasolja-e az UAS-ApS
transzgén transzkripciods aktivitasat.

Dusulés analizissel azonositjuk a miR-137 altal feltételezhetden szabalyozott biologiai

folyamatokat.

miR-219 vizsgalata

Megvizsgaljuk a miR-219 taltermelésének hatasait vad tipust muslincakban.
Meghatarozzuk a miR-219 thltermelésének hatasait az AD modell muslincdkban.
Vizsgaljuk az allatok életképességét (kikelési aranyait), maszasi képességét €s az
idegsejtek allapotat mérjiik fel.

Meghatarozzuk, hogy az UAS-mir-219 transzgén jelenléte befolyasolja-e az UAS-Ap
transzgén transzkripcios aktivitasat.

Dusulés analizissel azonositjuk a miR-219 altal feltételezhetden szabalyozott biologiai

folyamatokat.
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5. Eredmények és értelmezésiik:

5.1. A miR-137 és a miR-219 tultermelésének hatasa az életképességre

A miR-137, illetve miR-219 miRNS-ekkel AD modellben végzett és kontroll (AB-t nem
expresszalo) genetikai interakcios keresztezésekbol szarmazd genotipus kategoriak kikelési
aranyaival a tultermeltetett mikroRNS-ek toxicitasat vizsgaltuk. Ha valamelyik genotipus
kikelési aranyai szignifikdnsan alacsonyabb a kontrolljatol, akkor a mikroRNS feltehetdleg
toxikus. A toxicitds vizsgalatokat amiloid-béta;4>-t termeld és egészséges egyedekben is
vizsgaltuk. Tekintve, hogy nem minden fiolabdl azonos mennyiségi utdd kelt ki, a négy
genotipus egymashoz valo aranyaival végeztiikk a szamitasokat fiolanként kiilon, majd ezeket
az adatokat Osszesitettik a 2. tabldzatban lathaté moddon és ezutan vontuk le a

kovetkeztetéseket. A kikelési aranyokat emellett jol szemlélteti a 2. dbra.

w X elav-GAL4; mir-137/Sb UAS-Abeta % elav-GAL4; mir-137/Sh
elav-GAL4 elav- A% AD
w Sb AD Sb mir 137 Sb
mir 137 GAL4 Sb mir 137 mir 137
25,942 28,073 22,387 23,598 27,287 28,824 22,076 21,813 atlag
3,518 3,198 3,31v2 3,388 3,325 3,893 3,120 3,724 szOras
0,173 T-teszt 0,816 T-teszt
w X elav-GAL4; mir-219/Sb UAS-Abeta x elav-GAL4; mir-219/Sb
elav-GAL4 elav- W AD
w Sb AD Sb mir 219 Sb
mir 219 GAL4 Sb mir 219 mir 219
13,496 26,629 28,679 31,196 12,501 27,539 30,099 29,861 atlag
4,289 5,100 7,267 6,796 5,133 3,791 3,684 3,461 SzOras
0,000022 T-teszt 0,000003 T-teszt

2. tablazat. Kikelési aranyok a négy féle keresztezésbél. A tablazatban a kikelések fiolankénti
szdzalékos megoszlasainak atlaga lathato a négy keresztezésbol, genotipusonkent, az atlaghoz
tartozo szoras feltiintetésével, a t-teszt az Af1-42-t termeld miRNS-eket tultermeld és Sb allatok
megoszlasi kiilonbségének szignifikanciajara proba: a t-tesztet mind a négy esetben a nostények
fiolankent kikelt szdzalékos aranyaibol szamoltuk, a 0,05 alatti értéknél a kiilonbségek

szignifikansnak tekinthetok.
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A Fiolankénti szdzalékos adatok B Fiolankénti szazalékos adatok
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2. abra. A fiolanként kikelo egyedek szazalékos aranyanak atlagai genotipusokként, a
szoras feltiintetésével. 4 mir-137 tultermelés hatdsa egészséges kontroll allatokban (A) és az
AD modellben (B) és a mir-219 tultermelés hatdsa egészséges kontroll allatokban (C) és az AD
modellben (D). Az abrakrol jol latszik a miR-219 toxikus hatdsa a tultermeld allatokban az

Abeta transzgén jelenlétében és hianyaban is. ***: P<(0,001.

Az eredmények értékeléséhez el6szor minden fiola esetében Osszesitettiik az egy genotipusba
tartoz6 Ot nap alatt kikelt allat mennyiségét. Ezutan a fiolankénti négy értéket szazalékos
eloszlasra alakitottuk 4at, majd ezeket az adatokat genotipusonként atlagoltuk, szorast
szamoltunk beldle. A szazalékos értékek kozotti eltérés szignifikancidjat t-teszttel, a
genotipusokkénti Osszes kikelt allatok szdmdaban 1évé kiilonbségekét pedig X>-probaval
vizsgéltuk, a miR-219-es keresztezésekre vonatkozé szignifikancia tesztek eredményei a 3.

tablazatban talalhatok.
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w X elav-GAL4; mir-219/Sh UAS-Abeta x elav-GAL4; mir-219/Sb
Megfigyelt elav-GAL4 Y Megfigyelt elav-GAL4 Y
mir219 143 304 mir219 110 270
Sb 277 325 Sb 248 268
Ossz. kikelt 1049 Ossz. kikelt 896
Virt elav-GAL4 Y Virt elav-GAL4 Y
mir219 178,97045 268,0296 mir219 151,83036 228,1696
Sb 241,02955 360,9704 Sb 206,16964 309,8304
P(chi?) 4,57E-06 P(chi?) 7,786E-09

3. tablazat. A miR-219 tultermelé allatok kikelésbeli kiillonbségének szignifikancia
vizsgalata. A tablazatban szerepld szignifikancia értékeket X°- probaval, az ésszes kikelt dllat
feltiintetésével genotipusokként: a khi-proba mindkét esetben 0.05 alatti értéket mutat, ami azt
jelenti, hogy a miR-219-es transzgén nem onmagaban okoz valtozast, csak akkor, ha az elav-

GAL4 rendszer altal meg van hajtva.

A miR137-et taltermeld allatok esetében sem az AP.42-t termeld, sem az egészséges egyedeknél
nem volt szignifikans eltérés a kikelési aranyokba, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a miR-
137 tultermelése nincs jelentds hatassal a muslicék életképességére. Ezzel szemben a miR-219-
et tiltermeld egyedek esetében mind az AB1-42, mind pedig az egészséges allatok életképessége
jelentds romlast mutatott. Tekintve, hogy a miR-219-et nem taltermeld kontrollok koziil egyik
sem mutatott valtozast a kikelésben, valoban a miRNS tultermelés okozhatta azt, nem pedig a
GALA4-fehérje kifejez6dése dnmagéaban, sem pedig az APi42 termelése és nem is a miR-219
transzgén onmagaban. A fiolankénti kikelési atlagok normalis eloszlast mutatnak a Shapiro-
Wilk-préba alapjan és szorasaik nem térnek el szignifikansan az F-proba alapjan, tehat a romlés
szignifikancidjanak ellendrzésére t-tesztet hasznalhattunk az azonos keresztezésbdl kikelt
nostények életképességének Osszehasonlitdsara. A kétszell, kétmintas, egyenld varianciaj,
parositatlan t-proba alapjan (2. tablazat) a miR-137 taltermelésénél tapasztalt kisebb eltérések
valoban nem tekinthetok szamottevOnek, viszont a miR-219 taltermelése tényleges toxikus

hatassal van a muslicdkra nézve.
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5.2. A miR-137 és a miR-219 tiltermelésének hatasa a motoros aktivitasra

A miR-137, illetve miR-219 tultermelésének a motoros aktivitdsra gyakorolt hatdsat maszas
tesztekkel vizsgaltuk. Ennek soran vizsgaltuk a kétféle miRNS taltermelésének
kovetkezményeit egyhetes és kéthetes kortt AD-s és egészséges kontroll ndstények esetében. A
3. és 4. dbréan lathato maszasi tesztek elemzéséhez megmértiik a fiola magassagat és a fiolaban
1év6 legyek tavolsagat a fiola aljatol, képpontokban mérve. Majd ezeket az eredményeket a
fiola magassagaval (88 mm) ardnyparba allitva és atlagolva megkaptuk a muslicak altal 5
masodperc alatt megtett atlagos vertikdlis maszasi tdvolsdgot mm egységben. Az atlagokat
ezutan a genotipusok kozott Osszevetettilk, és mindezekbdl kovetkeztettiink a kiilonb6zd

genotipusu allatok idegi épségére.

ADmir187 ADSp  °lv-CALd  elav-GAlA  ,p 1049 AD Sb olav-GALE  aALAEE
mir 137 Sb mir 219

3. abra. Képek az elsé hetes maszastesztrol: balrol jobbra az elsé nyolc fiolaban miR-137-
es, a masodik nyolc fiolaban miR-219-es keresztezésekbdl szarmazo néstény utodok vannak. A
fioldkban valtozatos szamu muslica van, a kép aranyaiban szemlélteti a megfigyelt kiilonbségek
mértékeét.

elav-GAL4 elav-GAL4  elav-GAL4
AD mir 137 AD Sb mir 137 elav-GAL4Sb AD mir219 AD Sb w1219 sb

4. abra. Képek az masodik hetes maszasrol: balrol jobbra az elsé nyolc fiolaban miR-137-
es, a masodik nyolc fiolaban miR-219-es keresztezésekbdl szarmazo néstény utodok vannak. A
fiolakban valtozatos szamu muslica van, a kép aranyaiban szemlélteti a megfigyelt kiilonbségek

merteket.
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A 4. tablazatban lathat6 6sszehasonlitashoz genotipusokként atlagoltuk a muslicak mm-ben vett
maszasi tavolsagat, majd vizsgaltuk a két hét alatt bekovetkez6 romlast genotipuson belil, és
Osszevetettiik a taltermeld allatok értékeit a kontrollokéval. A mészas értékei a Shapiro-Wilk-

proba alapjan nem normal eloszlastak, ezért ahol kiilonbséget tapasztaltunk, ott Mann Whitney

U teszt segitségével hataroztuk meg, hogy az eltérés valoban szignifikans-e.

AD AD elav-GAL4 | elav-GAL4 elav- elav-
A mir 137 | mir 137 AthS,:) éDhS,:) mir 137 1. mir 137 GAL4 Sb | GAL4 Sb
1.hét | 2.hét e e hét 2. hét 1. hét 2. hét
(“‘r:f‘ng) 27719 | 11485 | 9,383 | 0,754 34,029 36,221 47560 | 25,750
szorhs | 21586 | 15692 | 12,744 | 1,747 25 402 23.756 22211 | 22111
AD AD elav-GAL4 | elav-GAL4 elav- elav-
B mir 219 | mir 219 [?Dhs,;b [;Dhs,;b mir 219 mir 219 GAL4 Sb | GAL4 Sb
1.hét | 2. hét e e 1. hét 2. hét 1. hét 2. hét
(i::f) 6436 | 1,174 13.645 | 4304 28.850 24,029 34999 | 24.864
szérds | 11,789 | 3.713 15.146 | 8,626 20,785 20,081 18,720 | 20,564

4. tablazat. A maszas tesztek eredményei. 4 tabldzatban a miR-137-es (A) és a miR-219-es
(B) keresztezésekbol szarmazo allatokkal végzett maszas tesztek eredményeinek atlaga talalhato

(5 masodperc alatt megtett ut mm-ben kifejezve) genotipusokként, az elsé és a masodik héten,

szorassal.
AD mir 137 1. hét AD mir 137 2. hét elav-GAL4 mir 137 1. hét | elav-GAL4 mir 137 2. hét
<> g <> <>
AD Sb 1. hét AD Sb 2. hét elav-GAL4 Sb 1. hét elav-GAL4 Sb 2. hét
0,00002853 0,000161 0,02125 0,04375
AD mir 219 1. hét AD mir 219 2. hét elav-GAL4 mir 219 1. hét | elav-GAL4 mir 219 2. hét
<> <> <> <>
AD Sb 1. hét AD Sb 2. hét elav-GAL4 Sb 1. hét elav-GAL4 Sb 2. hét
0,01843 0,0204 0,1761 0,8769

5. tablazat. A maszas tesztekben eredményein végzett statisttikai tesztek eredményei. A
tablazatban lathato P értékek a Mann Whitney U tesztek eredményei, melyek a mikroRNS-t
tultermelo és a megfelel6 kontroll genotipusokra vonatkoznak, egy- és kéthetes allatokon. Ahol

a teszt eredménye 0,05-nél alacsonyabb, ott szignifikansnak szamit a kiilonbség.

A maszasi tesztek atlagai és az 5. tablazatban feltiintetett U-tesztek eredményei alapjan
megallapithatd, hogy a miR-137 tultermelése az APi.42-t kifejezd egy- és kéthetes allatok
esetében is jelentdsen javitja a maszasi képességet (5. abra). Az egészséges allatokban, a

mérések alapjan az elsé hét sordn a miR-137-et tultermeld allatok rosszabbul teljesitenek,

viszont nem romlanak le, mig a miR-137-et nem tultermeldk az elsé héten aktivabbak, ez
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viszont a masodik hétre jelentésen romlik. A miR-219 tultermelése csak az AD-s allatoknal
okozott szignifikans valtozast az aktivitasukban (6. abra). A miR-219-et taltermel6 AD-s allatok
mindkét héten jelentésen rosszabbul teljesitettek a mészasi tesztek sordn, mint a mikroRNS-t

nem taltermel6 kontrolljaik.

miR 137-es maszasi eredmények
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5. abra. A mir-137 keresztezésekbol szarmazo utédok maszas tesztjeinek eredményei.

A boxplotok a 25 és 75 percentilis értékét, valamint a mediant adjak meg, a hibasavok a
maximum és minimum értékeket jelolik a kiugro értékek figyelmen kiviil hagyasaval. Az % az
atlagértéket, a korok az egyedi mérési értékeket mutatjiak. A *-ok a szignifikanciat jelolik a

kovetkezoképpen: *:P<0,05 és ***:P<0.001
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miR 219-es maszasi eredmények

80

70

60

50 L]

000 00

o o

megtett tavolsag (mm)

000 00 0 Mo O
00 00 Moo 00
oo o Mo oo o

o0

1

M AD mir219 1. hét O AD mir219 2. hét I AD Sb 1. hét [ AD Sb 2. hét

O elav-GAL4 mir219 1. hét [ elav-GAL4 mir 219 2. hét [l elav-GAL4 Sb 1. hét O elav-GAL4 5b 2. hét
6. abra: A mir-219 keresztezésekbdl szarmazo6 utédok maszas tesztjeinek eredményei.
A boxplotok a 25 és 75 percentilis értéket, valamint a mediant adjak meg, a hibasavok a
maximum és minimum értékeket jel6lik a kiugroértékek figyelmen kiviil hagyasaval. Az % az
atlagértéket, a korok az egyedi mérési értékeket mutatjak. A * a szignifikanciat jeloli a

kovetkezoképpen: *: P<0,05

Osszességében az eredmények alapjan azt mondhatjuk, hogy a miR-137 és a miR-219 is az
Alzheimer kor modellben gyakorolt jelentds hatast a motoros aktivitasra. Az idegsejtek
funkcionalis allapota javult a miR-137 taltermelésének hatdsara, mig a miR-219 taltermelésére

romlast mutatott.

5.3. A miR-137 és a miR-219 tultermelésének hatasa a fotoreceptor neuronok
degeneraciojara AD modellben

A miR-137, illetve miR-219 taltermelésének a neurodegenerdciora gyakorolt hatasat az AD
modellben U.n. pseudopupil eljarassal vizsgaltuk, mellyel az Osszetett szemben talalhato
fotoreceptor neuronok épsége allapithaté meg és szdmszerlisithetd. A pseudopupil vizsgalatok
soran a genotipusokként és életkoronként 20 allat, allatokként 10 ommatidiumban feljegyzett
rhabdomerek (a fotoreceptor neuronok fénygytijté struktarai) szdmat atlagoltuk allatokra, majd
genotipusra nézve. Ezen értékek alapjan hatdroztuk meg a mikroRNS-ek tultermelésének
hatésait az idegsejtek épségére nézve egyhetes és kéthetes életkortt AD-s és egészséges kontroll

allatokban egyarant. A pseudopupil analizis soran latottakat a 7. abra szemlélteti.
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AD mirl37 1. hét AD mirl37 2. hét

AD Sb 1. hét (137) AD Sb 2. hét (137)

AD mir219 1. hét AD mir219 2. hét

AD Sb 1. hét (219) AD Sb 2. hét (219)

kontroll

7. abra. A pseudopupil vizsgalat soran készitett fénymikroszkopos felvételek a vizsgalt
Drosophilak osszetett szemérol. A képeken a miR-137, illetve miR-219 mikroRNS-eket
tultermel6 és nem tultermelé Api-4-t kifejezo  dllatok rhabdomerei lathatok,

osszehasonlitasban az egészséges kontroll dllatokéval.




A pseudopupil analizis 6. tablazatban lathatd eredményei egyedenként az ommatidiumokban
talalhaté rhabdomerek atlagos szdmat mutatjak (ez az érték egészséges egyedekben mindig 7),
melyet genotipusonként atlagoltuk, és rajtuk statisztikai vizsgalatokat végeztiink. Az AB1.42
peptidet termel6 allatok atlagait a 8. abran lathaté diagramon jelenitettiik meg. Az egészséges
allatoknal nem tapasztaltunk valtozast az idegsejtek morfologidjaban egyik mikroRNS
taltermelésének hatasara sem, a rhabdomerszam valtozatlanul minden esetben 7 volt, akarcsak
a nem tultermeld kontrollokban. Az AD-s egyedek atlagaival az eloszlasuk normalitasdnak
megallapitdsara Shapiro-Wilk-probat végeztiink. A proba alapjan csak egy taltermeld-kontroll
par esetén kellett Mann Whitney U tesztet végezni, a tobbi esetben a normalis eloszlas és az F-
teszttel mért azonos szoérdsok lehetdvé tették a kétmintds, kétszéll, egyenld variancidju

parositatlan t-proba hasznalatat a szignifikancia kimutatasahoz.

1. hét ' 2. hét ' 1. hét ' 2. hét '
1. 5,800 6,588 6,500 6,350 6,400 6,400 6,450 6,550
2. 6,700 6,588 6,250 6,550 6,650 6,600 6,300 6,600
3. 6,350 6,118 6,050 6,250 6,700 6,650 6,350 6,400
4. 6,000 6,353 6,400 6,500 6,600 6,300 6,100 6,450
5. 6,400 6,647 6,200 6,300 6,500 6,800 6,200 6,200
6. 6,300 6,353 6,200 6,500 6,450 6,650 6,350 6,450
7. 6,350 6,529 6,300 6,450 6,550 6,700 6,450 6,250
8. 6,100 6,471 5,950 6,050 6,300 6,550 6,350 5,900
9. 6,400 6,176 6,350 6,350 6,550 6,450 6,400 6,500
10. 6,300 6,588 6,400 5,950 6,700 6,650 6,550 6,300
atlag 6,270 6,465 6,260 6,325 6,540 6,575 6,350 6,360
SzOras 0,249 0,145 0,168 0,198 0,131 0,151 0,129 0,207
standard hiba 0,079 0,046 0,053 0,062 0,041 0,048 0,041 0,065

P érték 0,07346 0,43832 0,58693 0,89815

6. tablazat. A pseudopupil analizis eredményei. 4 tablazatban lathato az egyedenként vizsgalt
20 db ommatidiumban lévé rhabdomerek szamanak atlaga, szoras és standard hiba
feltiintetésével, illetve az egyes dsszehasonlitasokban a statisztikai szignifikancia értéke, melyek

koziil egyik sem kisebb, mint 0,05, ami azt jelenti, hogy egyik kiilonbség sem szignifikans.
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Pseudopupil analizis eredményei
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8. abra. A pseudopupil analizis eredményei. Az oszlopok az ommatidiumonkeénti atlagos

rhabdomerszamot mutatjak, a standard hiba feltiintetésével.

A statisztikai vizsgélatok utan megéllapithato, hogy sem a miR-137 sem pedig a miR-219
tultermelése nem okoz tovabbi romlast az idegsejtek épségében az AD-s allatokban sem,

azokhoz képest, amelyek nem termelik tal azokat.

5.4. Az UAS-Abeta transzgén transzKriptum szintjének vizsgalata

Kivancsiak voltunk arra, hogy a miR-137, illetve a miR-219 miRNS-ek tultermelése hatassal
van-e a UAS-Abeta transzgénrdl termelddé mRNS mennyiségére, ezért ennek megallapitasara
reverz transzkripcidés kvantitativ (real-time) PCR analizist (RT-qPCR) végeztiink.
Genotipusokként harom parhuzamos biologiai replikdtumon végeztik a vizsgalatokat és
minden bioldgiai replikdtumbdl két technikai replikdtumot készitettiink. A vizsgalathoz
elséként a megfelelc’i genotipusﬁ Drosophilak fejébc’il nyertﬁk ki az RNS-t. A kinyert RNS-ek
reverz transzkripcidt kdvetden haztartasi gén kontrollként az a-tubulin mRNS-ére végeztiink el
egy qPCR-t, ezt haszndlva ellendrzésnek, hogy a cDNS-ek templat szintézise valoban
megtortént. Ezutdn az Abeta transzgénrdl atirddott mRNS-nek megfeleld ¢cDNS-hez kot6do
primerekkel végeztiink PCR-t. A mintdkban a cDNS templat (és ezen keresztiil attételesen a

crer

mRNS-ek) koncentracidjat akartuk meghatarozni, hogy ebbdl kovetkeztethessiink a
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génkifejez6dés mértékére. Az Abeta templat koncentracidkat az aranyaiban ismert
koncentracioju kalibraciés mintdink ciklusszamabol az Excel eldrejelzés fliggvénye
segitségével hataroztuk meg, az egyes biologiai mintakhoz tartozo technikai replikdtumok
értékeit atlagoltuk, és az a-tubulin kontroll értékeivel normalizaltuk (7. tablazat). Az egyes
genotipusokban a templat koncentracid értékeket mintanként atlagoltuk, valamint statisztikai
analizist végeztiink kétmintds, kétszéli t-probaval. A miR-137-et taltermeld AD-s legyek
esetében az Abeta expresszios szintje szignifikdnsan (P=0.048) alacsonyabb volt, mint a miR-
137-et nem tultermeld AD-s kontrolljaik k6zott. Ez a kiilonbség azt jelzi, hogy a mikroRNS
valamilyen modon befolydsolja az Abetai4r kifejez6dését. Ennek tovabbi vizsgalatara
bioinformatikai teszteket végeztiink. A miR-219 esetében nem volt szignifikans kiillonbség az

Abeta transzkriptum szintjében a két vizsgalt genotipus kdzott.

cc logce tub tub tub e logce Abeta | Abeta | Abeta | norm. | szign. atlag
g ctl ct2 atlag g ctl ct2 atlag cc. és sd
5x 135,0 2,130 | 20,59 | 20,50 | 20,545 135,0 2,130 | 23,51 | 23,40 | 23,455
15x 45,0 1,653 | 22,33 | 22,18 | 22,255 45,0 1,653 | 25,02 | 25,01 | 25,015
45x 15,0 1,176 | 23,67 | 23,49 | 23,580 15,0 1,176 | 26,46 | 26,46 | 26,460
135 x 5,0 0,699 | 25,15 | 25,04 | 25,095 5,0 0,699 | 27,62 | 2791 | 27,765
1;]1)9mllr 61,118 1,786 | 21,82 | 21,58 | 21,700 | 67,371 1,828 | 24,41 | 24,44 | 24,425 | 1,102 atlag:
ADmir | 1070
2192 101,646 | 2,007 | 20,93 | 21,08 | 21,005 | 108,127 | 2,034 | 23,83 | 23,78 | 23,805 | 1,064 | teszt:
= 0.029 | szoras:
ADmir ’
593 | 72059 | 1858 | 2143 | 21,52 | 21475 | 75253 | 1.877 | 2424 | 2432 | 24280 | 1,044 0,030
. .
ADSb ) i
219 1 98,352 1,993 | 21,05 | 21,05 | 21,050 | 135,423 | 2,132 | 23,61 | 23,41 | 23,510 | 1,377 | teszt: atlag:
ADS‘t; 0,299 | 1,263
2192 93,783 1,972 | 21,17 | 21,06 | 21,115 92,470 1,966 | 24,01 | 24,01 | 24,010 | 0,986
ADSI;; szOras:
2193 49,792 1,697 21,95 22,01 21,980 71,067 1,852 24,32 24,39 | 24,355 1,427 0,242
ADmir
1371 88,126 1,945 | 21,15 | 21,25 | 21,200 | 20,645 1,315 | 25,90 | 26,05 | 25,975 | 0,234 atlag:
= f- 0,309
ADmir
1372 125,223 | 2,098 | 20,71 | 20,73 | 20,720 | 39,491 1,597 | 25,18 | 25,07 | 25,125 | 0,315 | teszt:
= 0.028 | szoras:
ADmir ’
1373 85,583 1,932 | 21,22 | 21,26 | 21,240 | 32,385 1,510 | 25,44 | 25,33 | 25,385 | 0,378 0,072
ADSl; -
1371 40,270 1,605 22,27 22,27 22,270 55,247 1,742 24,75 24,62 | 24,685 1,372 teszt: atlag:
ADS‘t; 0,048 | 1,808
1372 41,013 1,613 | 22,28 | 22,21 | 22,245 | 63,867 1,805 | 24,45 | 24,54 | 24,495 | 1,557
ADS‘t; szOras:
1373 30,049 1,478 | 22,56 | 22,78 | 22,670 | 74,966 1,875 | 24,38 | 24,19 | 24,285 | 2,495 0,602

7. tablazat. Az RT-qPCR vizsgalat eredményei. 4 tdblazatban a ct-értékek a ciklusszamot
jeloli, amelyben a mintak fluoreszcencidja elérte a mérési kiiszobot, a logcc-t a kalibracios
mintak alapjan szamoltuk ki az Excel elorejelzés fiiggvényével, majd ebbdl tudtuk megallapitani

a koncentraciot, az Abeta koncentracio normalizalasa az a-tubulin koncentraciora tortent.
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5.4. Bioinformatikai vizsgalatok
5.4.1. Géndusulds analizis

A mikroRNS-ek altal feltételezhetden befolyasolt folyamatokat géndusulds analizissel (Gene
Set Enrichment Analysis, GSEA) azonositottuk. Az eredmények alapjan lathattuk, hogy az
altalunk vizsgalt mikroRNS-ek altal szabalyozott gének melyik molekularis utvonalak mely
Iépéseiben vesznek részt. Ezek alapjan lehet kovetkeztetni, arra, hogy az éltalunk megfigyelt
véltozasok az egészséges és az Abetaj.4>-t termeld allatokban, hogyan kovetkezhettek be a

mikroRNS-ek taltermelésének hatasara.

A mikroRNS-ek altal szabalyozott folyamatokat a KEGG 2019-es utvonal adatbazis alapjan
Flyenrichr programmal 0sszegeztik. A KEGG 2019 (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) egy adatbazis, amely a szervezetekben miikodd folyamatok atlatasat és megértését
segiti eld, molekularis informaciok felhasznalasaval. (Kanehisa M, Goto S., 2000) A GSEA
segitségével a géndusulasi adatok alapjan Gsszegezve, sorrendben kaphattuk meg a bioldgiai
utvonalakat, melyeket a vizsgalt mikorRNS-eink altal szabalyozott gének befolyasolnak. A
sorrend kialakitasa a z- és p-érték kombindldsa alapjan tortént, a z-ért€k a mikroRNS altal
eldidézett valtozas mértékét, a p-érték pedig géndusulas alapjan szamitott statisztikai

szignifikanciat hivatott kifejezni.

A 9. dbran a miR-137 4ltal befolyasolt molekularis Gitvonalak a kombinalt p- és z-értékek szerint
vannak sorrendben &brdzolva, a 8. tdblazatban pedig a pontos értékek lathatok. Az 4bra és a
tablazat alapjan 6sszefoglalva a miR-137 harom folyamatot befolyésol szignifikansan, a dorzo-
ventralis tengely kialakitasat, a neuroaktiv ligand-receptor interakciokban ¢és a Wnt szignal

utvonalban van, de arra mar kisebb a hatasa.
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KEGG 2019

Click the bars to sort. Now sorted by combined score ranking.
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9. abra. A miR-137 funkcidi a KEGG 2019 utvonal analizis alapjan. Az abran szinessel

lathatok a p-értékiik alapjan szignifikans utvonalak, viszont korrigalt p-érték alapjan ezek

koziil nem mindegyik tekintheto valoban szignifikans eredménynek.

Név Korrigalt p-érték Z-érték kombinalt érték
Dorzo-ventralis tengely kialakitasa 0,01180 -47,18 338,02
Elettartam szabalyozasi utvonal 0,07942 -67,75 283,39
Mitofagia 0,07942 -56,73 238,73
Gliikézaminoglikan bioszintézis 0,2378 -70,00 189,97
AGE—RAGE szignal utvonal a diabetikus 0.1849 15920 179,14
szovodményekben

Glicerofoszfolipid anyagcsere 0,2937 -71,51 174,89
Glicerolipid anyagcsere 0,3063 -70,75 162,62
Neuroaktiv ligand-receptor interakciok 0,01105 -19,65 147,73
Wnt szignal utvonal 0,0003161 -11,97 145,71

8. tablazat. A miR- 137 géndusitas eredményei a KEGG 2019-es utvonal analizis alapjan.

A tablazatban a p-érték korrigalt értéke lathato, ugyanis ez mutatjia a valos szignifikanciat.

Emellett a diagramhoz szamolt korrigalt érték és az ahhoz sziikséges z-érték van feltiintetve.

A 10. dbran a miR-219 altal befolyasolt Gtvonalak a kombindlt p- és z-értékek szerinti

sorrendben lathatdk, a 9. tablazatban pedig a KEGG 2019 utvonal segitségével kapott pontos

értékek lathatok. Az dbra és a tdblazat alapjan Osszegezve a miR-219 négy folyamatot

befolyéasol szignifikans mértékben, ezek a glicerofoszfolipid anyagcsere, az élettartam

szabalyozasi Utvonal, illetve kisebb mértékben a neuroaktiv ligand-receptor interakciok és a

foszfatidilinozitol szignal halozat
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KEGG 2019

Click the bars to sort. Now sorted by combined score.

Glycerophospholipid metabolism

Longevity regulating pathway

Glycerolipid metabolism

AGE-RAGE signaling pathway in diabetic complications

ction

Arachidonic acid metabolism

Mismatch repair

ylinositol signaling system

e % 0

10. abra. A miR-219 funkciéi a KEGG 2019 utvonal alapjan. Az dbran szinessel

lathatok a p-értékiik alapjan szignifikans utvonala, viszont korrigalt p-érték alapjan ezek

koziil nem mindegyik tekinthet6 valoban szignifikans eredménynetk.

Név Korrigalt p-érték | Z-érték | kombinalt érték
Glicerofoszfolipid anyagcsere 0.04420 -82.05 420.13
Elettartam szabalyozasi itvonal 0.04420 -74.68 418.71
Glicerolipid anyagcsere 0.07641 -81.30 356.95
AGE—RAGE szignal utvonal a diabetikus 0.1656 6337 190.83
szovédményekben

Neuroaktiv ligand-receptor interakciok 0.01424 -20.00 157.22
Dorzo-ventralis tengely kialakitasa 0.1514 -42.89 137.09
Eter lipid anyagcsre 0.1265 -36.57 127.29
Arachidonsav anyagcsere 0.3822 -50.80 87.52
Mismatch repair 0.3822 -50.72 79.98
Foszfatidilinozitol szignal halézat 0.04420 -15.37 78.71

9. tablazat. A miR- 219 géndusitas eredményei a KEGG 2019-es utvonal analizis alapjan.

A tablazatban a p-érték korrigalt értéke lathato, ez mutatja a valos szignifikanciat, ezen kiviil a

diagramhoz szamolt korrigalt érték és az ahhoz sziikséges z-érték is fel van tiintetve.

A géndusitasi vizsgalatok soran a GO (Gene Ontholog) Biological Process 2018-as valtozata

altal is Osszegeztilk a biologiai folyamatokat. A GO adatbazis egy olyan rendszer, mely

atlathato informacioforrasként hasznalhat6 a gének funkcioinak felderitésében. (Harris M.A.,

2004) A tablazatokban a folyamatok mellett lathato kod a folyamat sajat azonosito kodja.

A GO Biological Process géndusitasos analizis eredményei alapjan, melyek a 11. dbran és a

hozza tartozo 10. tablazatban lathatok, a miR-137 tobb folyamatban is szignifikans mértékben

részt vesz. A vizsgalat eredményei alapjan Osszességében elmondhatd, hogy nagy szerepet

jatszik az idegrendszer fejloddésében, a szinapszisok miikodésében és egyéb anyagcsere

folyamatokban.

29




GO Biological Process 2018 Table &% @

Click the bars to sort. Now sorted by combined score.

axon guidance (GO:0007411)
synapse assembly (GO:0007416)
regulation of translation (GO:0006417)

_de metabolic process (GO:0034249)
[ tralneVoUsIsyst: m remodeling (GO:0035193)
_mone secretion (GO:0046888)

ey morphogenes (6004559
_ hormone secretion (G0O:0090276)

-gulation of synaptic transmission (GO:0050805)

11. abra. Azon biolégiai folyamatok, amelyben a miR-137 altal szabalyozott gének
feliilreprezentaltak a GO Biological Process 2018 alapjan. Az eredmények a p- és z-

erték kombinalt értéke alapjan vannak sorba rendezve.

Név Korrigalt p-érték | Z-érték | kombinalt érték
Axon iranyitas (GO:0007411) 4,444e-13 -1,06 38,00
Szinapszis keletkezés (GO:0007416) 0,0001942 -2,66 33,95
Transzlaci6 szabalyozas (GO:0006417) 2,492¢-8 -1,43 33,59

A sejt amid anyagcsere folyamatanak negativ

szabalyozasa (GO:0034249) 0,00002094 2,10 32,20
Larvalis kozponti idegrendszer atalakitasa (GO:0035193) 0,008653 -4,27 31,65
Hormon szekrécid negativ szabalyozasa (GO:0046888) 0,006397 -3,98 31,62
Szem morfogenezise (GO:0048592) 0,00003145 -2,13 31,61
Peptid hormon szekrécid szabalyozasa (GO:0090276) 0,001739 -3,19 31,24
Axonogenezis (GO:0007409) 3,530e-10 -1,09 30,84
A szinaptikus transzmisszid negativ szabalyozasa 0,0002059 242 30,48

(GO:0050805)

10. tablazat. A miR-137 altal szabalyozott gének dusulas analizise GO Biological Process
2018 adatbazis kategériak alapjan. A rablazatban a korrigdlt p-érték mutatjia a
szignifikanciat, a z-érték a mikroRNS szerepének mértékét jelzi. A tablazat elemei a korrigalt p-

érték alapjan vannak sorba rendezve.

A miR-219 GO Biological Process géndusitasos vizsgalat, melyek eredményei a 12. dbran €s a
hozz4 tartozo 11. tablazatban lathatok, szintén tobb folyamatot sorol fel, melyet a miR-219
befolydsolhat. Az analizis alapjan Osszegezve elmondhatd, hogy a miR-219-nek jelentds
szerepe van az idegrendszeri folyamatokban, a szinaptikus jelatvitelben €s egyéb szignal

utvonalakban.
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GO Biological Process 2018 Table &% ©

Click the bars to sort. Now sorted by combined score.

synapse assembly (GO:0007416)
regulation of neuromuscular synaptic transmission (GO:1900073)

G-protein coupled receptor signaling pathway, coupled to cyclic nucleotide second messenger (GO:0007187)

|posifive regliation of ciathrin-dependentiendocytosis (G0:2000370)
aAdE S BASE AR (00052916

_ynaptic transmission (GO:0050804)
_activat\'ng G-protein coupled receptor signaling pathway (G0:0007189)
-ic transmission (GO:0007268)

[BEGBRIBEM ! (GO:0001508)

-gulation of terminal cell fate specification, open tracheal system (G0:0035155)

12. abra. Azon biologiai folyamatok, amelyben a miR-219 altal szabalyozott gének
feliilreprezentaltak a GO Biological Process 2018 alapjan. Az eredmények a p- és z-

érték kombinalt értéke alapjan vannak sorba rendezve.

Név Korrigalt p-érték | Z-érték | kombinalt érték

Szinapszis keletkezés (GO:0007416) 0,000002216 -2,69 49,63

Neuromuszkularis szinaptikus transzmisszié szabalyozas

0,00004445 2,47 37,58
(GO:1900073) ’ ’ :

G-protein kapcsolt receptor szignal titvonal, ciklikus
nukleotid masodlagos hirvivokhoz kapcsolva 0,0001624 -2,60 35,29
(GO:0007187)

Klatrin-fiiggd endocitdzis pozitiv szabalyozas

0,009982 -3,98 33,35
(G0O:2000370) ’ ’ ’
Anterograd transz-szinaptikus jelatvitel (GO:0098916) 1,979¢-7 -1,47 31,71
Kémiai szinapszisok transzmisszié modulacio

2181 -1,54 2
(GO:0050804) 0,00000218 ,5 8,89
Adenilat ciklaz aktivalé G-protein kapcsolt receptor
124 -1 27,42

szignal utvonal (GO:0007189) 0,0001246 96 7
Kémiai szinaptikus transzmisszio (GO:0007268) 2,635¢-8 -1,10 26,76
Akcids potencial (GO:0001508) 0,004601 -2,62 25,95
Terminalis sejt specifikacid negativ szabalyozasa a nyilt 0,04466 432 25.62

trachedlis rendszerben (GO:0035155)

11. tablazat. A miR-219 altal szabalyozott gének dasulasanalizise GO Biological Process
2018 adatbazis kategoriak alapjan. A tdblazatban a korrigalt p-érték mutatia a
szignifikanciat, a z-érték a mikroRNS szerepének mértékét jelzi. A tablazat elemei a korrigalt p-

erték alapjan vannak sorba rendezve.
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5.4.1. Komplementaritas vizsgdlat:

Az RT-qPCR eredményeibdl kidertilt, hogy a miR-137 tultermelése befolyasolja az Abeta.42
kifejezodését, ami feltehetdleg magyardzatul szolgalhat a megfigyelt javulasra a modellben.
Emiatt szekvencia komplementaritas tesztet végeztiink a miR-137 érett formaja és az Abeta
transzgén szekvencidja kozott. A teszt segitségével, kiderithetjiik, hogy a mikroRNS
rendelkezik-e kanonikus kotohellyel az Abeta mRNS-e, és igy feltételezhetden transzlacio
gatlason keresztiil megvalosuld downregulacid torténik. Amennyiben ilyen kotShelyet nem
talalunk, alternativ hipotézisként elképzelhetd, hogy a miR-137 transzgénje mellett az Abeta
transzgén transzkripcios szintje alacsonyabb, esetlegesen amiatt, mert a GAL4 fehérjének

nagyobb lehet az affinitdsa a mikroRNS transzgén felé.

Sequence ID: Query_7059641 Length: 22 Number of Matches: 2

Range 1: 12 to 18 Graphics ¥ Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
14.4 bits(7) 0.60 7/7(100%) 0/7(0%) Plus/Minus

Query 373 GTGTATT 379

Sbject 18  GTGTATT 12

Range 2: 3 to 9 Graphics A Previous Match 4 First Match
Score Expect Identities Gaps Strand
14.4 bits(7) 0.60 7/7(100%) 0/7(0%) Plus/Plus

Query 604 TTGCTTG 610

LT
Sbjct 3 TTGCTTG 9

13. abra: A BLAST vizsgalat soran talalt komplementer szakaszok: 4 subject a miR-137-
3p szekvencidja, a query az Abeta transzgén szekvencidaja a hsp70 promotertol az SV40 polyA

szignal szekvenciaig.
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18

10
]
I

7059641

icl|Query

PR PR U S P M P P S S Y Y U S P Y [P Y [P P Hi|
icl|Query_7059639 440 460 480 500 520 540 560 580 610

14. abra. A BLAST analizis grafikus megjelenitése. 4 grafikon a mir-137 szekvencia

részletek (Y tengely) elhelyezkedését mutatja az Abeta transzgén szekvencian (X tengely).

A 13.-es és 14.-es abran lathato BLAST vizsgalatok két helyen is komplementaritdst mutatnak.
A komplementer részek koziil, viszont az elsé (Range 1: 12-18) nem a mikroRNS seed-
pedig nem antiparallel 4llast, ami miatt szintén nem tekinthetiink ra potencialis kotéhelykeént.
Ahhoz, hogy biztosan kizarhassuk, hogy a miR-137 poszttranszkripcids gatlassal befolyasolta

az Abeta;.4 csokkent termelddését, tovabbi vizsgalatokra lenne sziikség.

6. Diszkusszio

A vizsgalatok alapjan 0sszegezve, a miR-137 taltermelése sem a kikelési sem a pseudopupil
vizsgalatokban nem okozott szignifikans valtozast, a maszasi tesztek soran viszont az AP1-42-t
kifejezo allatokban javulast eredményezett, mig az egészséges egyedekben Osszességében nem
értelmezhetd hetenként eltérd valtozast okozott, az elsé héten ugyanis rontotta, a masodikon
viszont javitotta az eredményeket. Az RT-qPCR soran viszont a miR-137-et taltermeld
allatokban véltozast tapasztaltunk az Abeta;_4; kifejez6désében a nem tultermeldkhoz képest, a
csOkkenés biztos okat a bioinformatikai vizsgalatok soran nem sikeriilt megallapitani, ehhez

tovabbi vizsgalatokra lenne sziikség. Emiatt a maszasi tesztek soran tapasztalt javulds nem
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értelmezhetd a miR-137 sajat funkcionalis hatasaként. Ehhez képest a miR-219 taltermelése
az RT-qPCR soran is megerdsitett, egyértelmii valtozdsokat okozott, egészséges allatokban a
kikelési aranyokban romlést idézett el6 a thltermelése, a maszasi €s pseudopupil analizisen nem
valtoztatott, mig beteg allatokban szintén rontotta a kikelést, azaz tultermelése toxikus, és a
maszasi eredményeket is rontotta, a pseudopupil analizis eredményein viszont itt sem

valtoztatott.

Az idegrendszer miikodésében lejatszodd folyamatok befolyasolasa miatt az altalunk vizsgalt
mikroRNS-ek tobb neurodegenerativ betegség vizsgalata soran fokuszba keriiltek. gy példaul
Parkinson kor Drosophila modellben végzett vizsgalatok soran kideriilt, hogy a miR-137 szintje
megemelkedett a koros folyamatok kialakuldsdnak korai szakaszéban és ez kotohelyei révén
Osszefiiggésbe hozhat6 a kor sordn tapasztalt patoldgids folyamatokkal, mint példaul a
neuroaktiv receptorok megvaltozott miikodésével. (Kong Y.2015) Emellett a miR-137
megvaltozott termelddést mutat a HIV asszocidlt demencidban szenvedd betegek agyi
szoveteiben. A miR-137 megvaltozott termelddése hatassal van a downstream szignal titvonalak
miikodésére és egyéb idegi folyamatokra, amelyek emiatt szintén patologids elvaltozasokat

mutathatnak. (Zhou L. és mtsai., 2012)

A kutatocsoportunk Alzheimer kor el6étt a Huntington kor modellben vizsgalta a mikroRNS-ek
hatasat. Mivel Zsindely N. és mtsai. (2023) ugyanazon vizsgalatokat végezték a kutatas soran,
ezért az eredmények konnyedén Osszehasonlithatok. A miR-137 a kutatdsaik sordn nem
eredményezett valtozast az egészséges egyedeken végzett vizsgalatok soran, amely egyezik az
altalunk tapasztaltakkal, bar Huntington kor modellben a kikelést €s a maszast szignifikansan
javitotta, de ezeket az eredményeket nem vethetjiik 6ssze a mi vizsgélataink sordn talaltakkal,
ugyanis az az RT-qPCR eredmények alapjan nem értelmezhetéek. A miR-219 taltermelés
vizsgalatai viszont érdekes parhuzamot mutatnak a két kutatas eredményei kozott. Zsindely N.
¢s mtsai. (2023) ugyanis vizsgalataik sordn az egészséges allatokban mind a harom vizsgélatnal
romlast tapasztaltak a miR-219-et taltermeld allatokban, mig a betegségmodellben csak a
pseudopupil analizis sordn nem volt szignifikdns valtozéds, a maszasi tesztek és a kikelési
aranyok itt is romlast mutattak. A két kutatas soran talalt hasonlosagokat a 12. tdblazatban van

0sszegezve.
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miR-219

egészséges

betegség modell

Alzheimer kor

Huntington kor

Alzheimer kor

Huntington kor

kutatas kutatas kutatas kutatas

kikelési aranyok romlik romlik romlik romlik

maszasi tesztek valtozatlan romlik romlik romlik
pseudopupil analizis valtozatlan romlik valtozatlan valtozatlan

12. tablazat. A Huntington kor és az Alzheimer kor kutatasok soran kapott eredmények

osszehasonlitasa. 4 tabldazatban zélddel vannak kijelolve az egyezo megfigyelések.

Mindkét kutatds alapjan tapasztalt valtozadsokat magyarazhatjak a bioinformatikai vizsgalatok

eredményei, ugyanis mindkét vizsgalt mikroRNS jelentds szerepet jatszik az idegrendszer

mukodésében és a jelatvitelben, ezért megvaltozott termelésiik ezekre a folyamatokra is jelentds

hatést gyakorolhat.
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A 37.0TDK
BIOLOGIA SZEKCIO FELHIVASANAK
2. SZAMU MELLEKLETE

TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

Alulirott Nagy Eva Zsuzsanna nyilatkozom, hogy a 37. OTDK-ra benyujtott MiR-137 é&s miR-219
tiltermelés hatasinak vizsgilata Drosophila Alzheimer kér modellben cimii palyamunkdmban
leirtak esetében az alibbi munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:

Részfeladat A részyvétel mértéke
(5tfokozati skilin jellemezve)

A felhasznalt Drosophila tSrzsek fenntartisa és
keresztezése

Kikelési arényok vizsgilata

Maszési tesztek

Pszeudopupil analizis

RNS izoldlds Drosophila fejekbbl

RNS spektrofotometrids kvantitdldsa és higitisa
DNaz 1. kezelés

Reverz transzkripcid

¢DNS templét higitasi sor elddllitasa kalibriciés gdrbéhez
RT-qPCR 3
Bioinformatikai vizsgalatok

Az ndatok statisztikai feldolgozisa
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