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1 TRODALMI HATTER

A Human Genom Projekt kevesebb, mint masfél évtized alatt alapjai-
ban valtoztatta meg a genetikai €és genomikai kutatasokat. Az emberi
genomot alkotd kb. 3 millidrd bazisparnyi DNS-szekvencia 2003-ra is-
mertté és mindenki szamara elérhet6vé valt. Ez a tudas az informatika,
valamint a molekularis biologia eszkoztaranak hihetetlen titemi fejlo-
désével egyiitt szamtalan 1) lehetdséget kinal az elméleti orvostudo-
many, valamint a klinikum terén egyarant.

A molekularis bioldgiai mddszerek a gyogyitd munka mindennapos
eszkozeiveé valtak. Napjaink egyik legaktualisabb népegészségiigyi ki-
hivasa, a koronavirus jarvany kapcsan a ,,PCR-teszt” hétkoznapi foga-
lom lett. A PCR- és real-time PCR-alapt technikak, valamint az 4 ge-
neracios szekvenalasi eljarasok azonban a diagnosztika hasznos eszko-
zel tObb mas teriileten is. Alkalmazéasukkal a fertdzések mellett a mo-
nogénes betegségek, aneuploidiak €s mas kromoszoma rendellenessé-
gek hatékony kimutatasa is lehetséges akar mar joval a sziiletés elott
(prenatalis diagnosztika, terhességi szlirdvizsgalatok, preimplantacios
diagnosztika). A molekularis bioldgiai eljarasok emellett a terapiaban
is hasznalatosak: a hianyz6 gén adenovirus eredetii vektorral torténd
bejuttatasa a cisztikus fibrozis kezelése soran egy a ma mar altalanosan
alkalmazott technikdk kozott, és ismertek terapias protokollok, melyek
miRNS-ek mikodésének befolyasolasa révén fejtik ki hatasukat.

Egy masik jelentds teriilet a komplex jellegek orokletes faktorainak
kutatasa. Ebbe a csoportba tartozik csaknem minden gyakori betegség
a diabetes mellitus-tol a pszichiatriai és sziv-, érrendszeri korképeken
at a daganatokig: nyilvanvalod, hogy az ezek hatterében meghtzodd mo-
lekularis folyamatok feltarasa mind elméleti, mind klinikai szempont-
bol alapvetd. Az orokletes tényezok, a molekularis patomechanizmus
megismerése hozzajarulhat a primer és szekunder prevencidhoz, emel-
lett a biologiai alapon nyugvd, relevansabb diagnosztikus kategoridk
definialasat, 0y gyogyszer-tdmadaspontok feltarast, valamint a célzott
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¢s egyénre szabott terapids protokollok megalkotasat is lehetdvé teheti.
A kihivast itt els6sorban az jelenti, hogy a komplex jellegek kialakula-
sdért a kornyezeti tényezok €s szamos egyenként kis hatasu genetikai
variacio halézatos jellegl kolcsonhatésa felel, emiatt egy-egy polimor-
fizmus egyedi szerepét rendszerint nehéz kimutatni. Mégis az 0 gene-
racios szekvenalasi eljarasok elterjedésének kdszonhetden ma mar tobb
betegség (pl. gyulladasos bélbetegségek, koszoruér megbetegedés, 2-es
tipusu diabetes mellitus) esetén kiszamithato egy poligénes riziko pont-
szam, mellyel az adott korkép kialakuldsanak esélye — akar tobb mint 6
millié polimorfizmus genotipusanak figyelembevételével — megbizha-
toan meghatarozhato.

A komplex korképek genetikai hatterét meghatarozo polimorfizmu-
sok mind kiterjedésiiket, mind biologiai funkciojukat tekintve rendkiviil
kiilonbozdéek lehetnek. Az egypontos nukleotid polimorfizmusok
(SNP) egyetlen egy, az ismétlédési variaciok — mikroszatellitak,
VNTR-ek (variable number of tandem repeats), CNV-k (copy number
variation) — 10—10° bazispar hosszit DNS-szakasz megvaltozasat jelen-
tik, és lokalizaciojuktdl fiiggden a képzodo fehérje szerkezetére vagy a
génkifejezO0dés szabalyozasara is hatassal lehetnek. A hatékony és meg-
bizhato genotipizalo eljarasok megismerésiik alapjat jelentik: ezen a te-
riileten a molekularis biologia eszkoztara a PCR-alapa célzott techni-
kaktol az 0j generacios szekvenaldsi modszerekig meglepden révid 1d6
alatt igen sokat fejlodott. A nagy ateresztOképességli, akar genom szintii
szekvencia analizis az asszociacio elemzések soran is 1j lehetdségeket
kinal. A korképekkel 6sszefliggést mutatd polimorfizmusok biologiai
funkcidjanak megismerése pedig ravilagit az adott gén és a betegség
¢lettani kapcsolatara, ami a molekularis patomechanizmus megértésén
keresztiil a célzott kezelés alapjait teremtheti meg. Kutatécsoportunk
munkajanak négy f6 kandidans génje a DRD4 (D4-es dopamin recep-
tor), a SNAP-25 (szinaptoszoOma-asszocialt fehérje-25), a WFSI (wolf-
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ramin) €s a C4 (C4-es komplement fehérje) volt, kutatasaink ezen gé-
nek polimorfizmusinak hdrom pilléren — genotipus- és haplotipus elem-
z¢€s, asszociacio analizis, funkciondlis vizsgéalat — nyugvo elemzésére
iranyultak.

A pszichogenetikai asszociacio vizsgalatok uttoré munkéja a DRD4
gén 3. exonjaban 1év0 48 bp-os VNTR (ismétlddési polimorfizmus —
variable number of tandem repeats) és az ,,aqjdonsagkeresés” személyi-
ségjegy kozotti kapcsolat leirasa volt.

A dopamin a katekolaminok kozé tartozo ingeriilet-atvivo, szerepet
jatszik a mozgasszabalyozasban, a neuroendokrin miikdodésben, és be-
folyasolja az érzelmek, indulatok kifejezddését. A dopaminrendszer €s
a DRD4 ennek megfelelden szamos klinikai vonatkozassal rendelkezik.
A szkizofrénia hatterében kézponti idegrendszeri dopamin talsuly all, a
betegek agyaban a DRD4 mennyisége jelentdsen emelkedett, s a keze-
I€s soran hasznalt atipusos antipszichotikum, a clozapin is ehhez a re-
ceptorhoz kotddik legmagasabb affinitassal.

A gén 3. exonjaban elhelyezkedd 48 bp-os ismétlodési polimorfiz-
must napjainkig nagy érdeklddés 6vezi. Ez a génrégi6 a harmadik cito-
plazmatikus hurok kodolasaban jatszik szerepet, melynek funkcidja a
receptor és a G-fehérje kozotti kapcesolat kialakitasa. Az ismétlodési
szam 2 ¢s 10 kozott valtozhat, ami a polipeptidlancban egy 16 aminosav
hosszusagu szakasz ismétlddését eredményezi. Meglepd, hogy mind-
egyik forma mikodoképes, ugyanakkor a gyakori ,,hosszi” valtozat, a
7x allél altal kodolt fehérje hatékonysaga kb. fele akkora, mint a leg-
gyakoribb 4x vagy a 2x valtozatu receptoré. Az Gjdonsagkeresés mel-
lett a VNTR-t szdmos tovabbi jelleggel — kiilonb6z0 személyiségje-
gyek, dohanyzas — hoztak 0sszefiiggésbe, valamint asszociaciot mutat-
tak ki a polimorfizmus ¢€s egyes pszichiatriai rendellenességek, mint a
szorongas, a figyelemhianyos hiperaktivitas és a szerfiiggdseég, illetve
abuzus kozott is.
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A SNAP-25 gén éltal kédolt fehérje a SNARE (SNAP receptor)
komplex kialakitdsaban vesz részt, ennek révén szerepet jatszik az
intracellularis vezikulumok exocitozisaban. A génrdl két kiilonbozo
transzkripcios varidns irodhat at, a kiilonbség fehérjeszinten is megmu-
tatkozik. A két izoforma mennyiségének, illetve egymashoz viszonyi-
tott aranyanak megvaltozasa az egyedfejlodés sajatos velejardja, de
megfigyelhetd egyes korképek sordn is. A SNAP-25 3° UTR-ében (nem
transzlalodo régid) elhelyezkedd 2 SNP-t (rs3746544 ¢és rs1051312)
tobb vizsgalat a figyelemhianyos hiperaktivitas (ADHD) rizikofaktora-
ként azonositotta, és megfigyelték, hogy az ADHD-hoz kapcsolodd ma-
jor depresszid jelenléte esetén az asszociacido még kifejezettebb. Bipo-
laris hangulatzavarban szenvedd személyek agyabdl szadrmazd post
mortem mintadkban a SNAP-25 mennyiségének csokkenését figyelték
meg. Bar hasonlo eltérés szkizofréniaban szenvedd betegek esetén nem
volt megfigyelhetd, a gén polimorfizmusai €és a betegség eléfordulasa
kozott gyenge Osszefliggés kimutathato.

A WFSI gén a wolframint kddolja: a fehérje az endoplazmas reti-
kulum membranjaban elhelyezkedd glikoprotein. A gén csaknem min-
den szovetben kifejezddik, legmagasabb expressziot a szivben, a koz-
ponti idegrendszerben, és a hasnyalmirigy S-sejtjeiben figyeltek meg.
A gén funkciovesztd mutacioi a Wolfram-szindroma kialakuldsahoz
vezetnek. A ritka neurodegenerativ korkép diabetes insipidus-szal, dia-
betes mellitus-szal, optikus atrofiaval és siketséggel tarsul, és gyakran
jar egyiitt kiilonb6z6 mentalis zavarokkal. A WFS1 génkiiitott egerek-
ben csokkent f-sejtszam, valamint gliikoz hatdsara alacsony inzulin
szekrécid figyelhetdé meg. Mindezek alapjan feltételezhet6 volt, hogy a
WFESI génben eléforduld polimorfizmusok pszichiatriai rendellenessé-
gek, valamint a cukorbetegség orokletes komponensei lehetnek. Az
154689388 SNP ¢és a 2-es tipusu diabetes mellitus 0sszefiiggését egy ge-
nom szintli asszociacid vizsgalat (GWAS) mutatta ki 2009-ben, meta-
analizisek az rs1046320 és azrs10010131 SNP-k szerepére vilagitottak
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ra. A DNS-szekvencia, valamint az SNP-k elemzésére szolgald eljara-
sok gyors fejlodésével az egyes polimorfizmusok bioldgiai hatasanak
id6- és munkaigényes elemzése legtobbszor nem tud 1épést tartani. Igy
volt ez az emlitett SNP-k esetén is, melyek molekularis biologiai hatas-
mechanizmusanak felderitése varatott magara.

A 4-es komplement komponens génje (C4A4 és C4B) sajatos varia-
bilitast mutat. A gén az MHC II régidban egy nuklearis protein kindz
(RP), a 21-hidroxilaz (CYP21I) és a tenaszcin-X (TNX) génjével az
RCCX-modult hozza Iétre. A négy génbdl allo egységet sajatos ismét-
16dési variacid — CNV (copy number variation) — jellemzi 1étrehozva az
egy, ketté vagy harom kopiat tartalmazé komplexet. Erdekes, hogy a
(4 gének (szemben a harom masik alkotdéval) minden modulban akti-
vak, igy genomunkban akar 6 miikodé C4 gén is jelen lehet. A képet
tovabb tarkitja, hogy a C4 géneknek két kiilonbozo tipusa, a C44 és a
C4B ismert, az ezekrdl atir6do fehérjék funkcioja kis mértékben eltéro.
gy nem csak az abszolit génszam, hanem a két izoforma aranya is va-
riabilitast mutat. A C4A mennyiségének csokkenése a fertézésekre valod
fokozott hajlam mellett szisztémas lupus erythematosus (SLE), vala-
mint érkarosodas talajan fiatalkorban kialakul6 miokardialis infarktus
rizikofaktora lehet, C4B-hiany kovetkeztében erythema nodosum és
IgA-nefropatia kialakulasarol szamoltak be. Emellett felvetédott a C4-
aktivalodas és a koronavirusfertdzeés talajan kialakuld diffiz mikro-
vaszkularis trombozis k6zotti kapcesolat lehetdsége is.

Az ezen génekben kivalasztott polimorfizmusokat tobb komplex
jelleg — az agresszio €s az impulzivitas endofenotipus, valamint a cu-
korbetegség — lehetséges genetikai komponenseként elemeztiik. A po-
limorfizmusok génen beliili lokalizacioja, ennek megfelelden biologiai
mukaodése is kiilonbozo volt, ezek koziil kiemelhetok a miRNS-ek ko-
tOhelyében talalhatd SNP-k, melyek hatassal lehetnek a génkifejezodés

cr s

dekes kérdést felvet. Annak ellenére, hogy megvaldsulasa RNS—RNS




dc_1984 22

kolcsonhatason alapul, a nukleinsavak szekvencidjanak ismerete alap-
jan az interakcio hatékonysaga mégsem josolhatd meg egyértelmiien. A
miRTarBase adatbazis tobb mint kétmilli6 miRNS—mRNS kolcsonha-
tast sorakoztat fel, melyek koziil kevesebb, mint 50 000-et sikertilt ed-
dig Western-blot, qPCR vagy riporter konstrukcid segitségével vali-
dalni. Ezek a szamok egyfeldl alahuzzak a molekularis biologiai elem-
zések fontossagat, masfeldl ravilagitanak arra, hogy a miRNS-ek révén
megvaldsuld szabalyozas komplex halézatként foghatd fel: egyetlen
miRNS szdmos gén expresszidjat befolyasolhatja, és egyetlen gén kife-
jezOdésére tobb miRNS is hatassal lehet, emellett ismert ma mar példa
arra 1s, hogy a nem kodold RNS-ek egymassal is interakcioba 1épnek.

2 CELKITUZES

A bemutatott tudomanyos munka {6 célkitlizése — a kozponti idegrend-
szert miikodésben is szerepet jatszd — gének szabalyozo régidiban elhe-
lyezkedd, kivalasztott polimorfizmusainak funkcionalis €s asszociacio
elemzése volt.

Ehhez els6 1€épésként olyan genotipizalo eljarasokat kivantunk beal-
litani és optimalizalni, melyekkel a kivalasztott célgének egyes poli-
morfizmusai megbizhatoan és hatékonyan elemezhetdk. Kozeli varia-
ciok esetén kiilon figyelmet kivantunk forditani a haplotipus, azaz az
allélok relativ kromoszomalis lokalizacidjanak meghatarozasara, mivel
ez a biologiai hatds szempontjabol dontd jelentdségti lehet. Bar az
SNP-k és az ismétlodési varidciok vizsgalata valamelyest eltérd meg-
kozelitést igényel, kdzos benniik, hogy az elemzés sziik keresztmetsze-
tét gyakran az elektroforetikus analizis jelenti. Munkank soran ezért cé-
lul thiztiik ki olyan technikdk — ultravékony és kapillaris gélelektroforé-
zis, mikrofluidikai eszkoz — alkalmazasat, melyekkel a DNS-fragmen-
tumok elvalasztasa automatizalhato, hatékonysaga és érzékenysége fo-
kozhato.
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A bedllitott genotipizald €s haplotipizalo eljarasokat klinikai egytitt-
mukodések keretében kivantuk alkalmazni: arra a kérdésre kerestiik a
valaszt, hogy egyes komplex jellegek — az agresszid, valamint az im-
pulzivitas endofenotipus és a cukorbetegség — asszociacioban allnak-e
a kivalasztott kandidans génekkel (DRD4, WFESI, SNAP-25), illetve
azok bizonyos polimorfizmusaival.

A tervezett munka harmadik, talan legfObb pillére az egyes jellegek-
kel asszociaciot mutatd genetikai variaciok funkcionalis vizsgalata volt.
Izgalmas kérdésnek igérkezett, hogy a kivalasztott célgének — foként a
WFESI és a SNAP-25 — promoterében, illetve 3> UTR-¢ében 1év6 poli-
morfizmusok eltéré mechanizmussal szerepet jatszhatnak-e a génkife-
jezddés szabalyozasaban.

3 MODSZEREK

3.1 Polimorfizmusok genotipizaldasa, asszociacio vizsgdlatok

Az asszociacio vizsgalatok soran az impulzivitas és az agresszid mérése
az Onbevallason alapul6 Barratt Impulzivitas Skéla (N =901), illetve a
Buss-Perry Agresszio Kérdoiv (N = 801) kitoltésével tortént. A diabetes
mellitus-ban szenvedd személyek (N =900) a Semmelweis Egyetem II.
sz. Belgyogyaszati Klinika jaro- és fekvobeteg-ellatasa keretében kezelt
betegek korébol kertiltek ki. A vizsgalatokat az Egészségiligyr Tudoma-
nyos Tandcs Tudoményos és Kutatasetikai Bizottsaga (ETT-TUKEB)
hagyta jova, a mintavétel és a genetikai elemzések megkezdése elott
minden résztvevo részletes irasbeli tajékoztatot kapott a kutatas céljarol
¢s menetérdl, valamint irasos beleegyezd nyilatkozatot toltott ki. Az
egyedi koddal ellatott mintakat anonim modon kezeltiik.

A DNS-mintavétel nem-invaziv modon tortént: a résztvevok az iny
vagy a bucca felszinérdl vattapalcaval szajnyalkahartya-sejteket gytij-
tottek. A DNS-tisztitas a sejtek lizisével, valamint a fehérjék SDS-sel
torténd denaturalasaval kezdddott. Proteinaz K emésztést €s a fehérjek
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NaCl-os kis6zasat kovetden a DNS kicsapasa izopropanollal és etanol-
lal tortént, majd a DNS csapadékot TE pufferben oldottuk fel.

A VNTR-ek, valamint SNP-k PCR—RFLP-vel, illetve allél-specifi-
kus PCR-rel t6rténd genotipizaldsa soran a Qiagen HotStarTaq® DNS-
polimeraz kitet alkalmaztuk. A méréseket 610 ul végtérfogatban vé-
geztiik el, a keletkez0 termékeket — varhatdo méretiiktol fliggden — kii-
roforézissel valasztottuk el egymastol. Az SNP-k és a CNV-k real-time
PCR-rel torténd elemzése soran sajat tervezésu, illetve kereskedelmi
forgalomban beszerezhetd primereket ¢s TagMan probakat alkalmaz-
tunk. A laboratériumunkban mikodé QuantStudio 12K Flex berende-
z€s segitségével méréseinket miniatiirizalt forméaban is el tudtuk vé-
gezni. Az OpenArray lemezek a primereket és a probakat elére megha-
tarozott elrendezésben tartalmazzak, a reakcidk 33 nl térfogatban zajla-
nak.

A nagyobb ateresztoképességli €s jobb felbontasu fragmentum ana-
lizis c€ljabol a hagyomanyos, horizontalis alamertiilé agaroz gélelektro-
forézis mellett kiillonb6z6, hatékony elvalasztastechnikai eljarasokat is
alkalmaztunk. Az ultravékony gélelektroforézis soran a DNS-fragmen-
tumokat egy iivegkazettaban 1évé 190 um vastagsagu agar6z—linearis
poliakrilamid gélben valasztottuk el, a detektalds — a kapillaris elektro-
forézishez, illetve a mikrofluidikai eszk6z6kh6z hasonldéan — l1ézer in-
dukalt fluoreszcencia segitségével az elvalasztas alatt (,,idOben”) tor-
tént. A kapillaris gélelektroforézis soran a Beckman Coulter MDQ egy
kapillarisos, illetve GeXP nyolc kapillarisos berendezésekkel dolgoz-
tunk. Kisérleteink soran 50—180 um belsé atmérdju kapillarisokat al-
kalmaztunk, az elvdlasztas soran a kapillaris effektiv hossza (/) 20 és 50
cm kozott valtozott. A mintdkat elektrokinetikusan injektaltuk, az elva-
lasztas 2—6 kV fesziiltséggel tortént. A mikrofluidikai eszkoz elvalasz-
tasi paramétereinek elemzése sordn 100 um-es ,,dupla-T” injektoros,
tivegbdl késziilt elektroforetikus chipet alkalmaztunk. Az elvélasztd
csatorna teljes hossza 80 mm volt, az effektiv hossz 10 és 75 mm ko6zott
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volt valtoztathato. Az elvalasztasok eldtt a csatornakat 2% polivinilpir-
rolidon (PVP, M,, = 1300000 g/mol, 1x TBE) oldattal mostuk at, ami
a csatornak falan bevonatot képezve az elektroozmotikus aramlast ha-
tékonyan csokkentette. Az elvalasztasokat 2%-os polivinilpirrolidon
hasznalataval végeztiik el.

Az asszociacid elemzések soran az egyes csoportok allél-, genoti-
pus-, illetve haplotipusfrekvencia értékeit y*-probaval hasonlitottuk
0ssze. Azon kisérletek sordn, amikor a fenotipust folytonos valtozoval
jellemeztiik, az egyes genotipus- vagy haplotipus-csoportba tartozo sze-
mélyek valamely tulajdonsagot jellemzo atlagértékei kozotti kiillonbsé-
get egyszempontos variancia analizissel (ANOVA) vizsgaltuk. Mivel
sok esetben szdmos polimorfizmust elemeztiink egyidejlileg, a tobbszo-
r0s tesztelés miatt a Bonferroni-korrekcioval modositott statisztikai
szignifikancia (p) értéket vettiik figyelembe az eredmények kiértéke-
Iése soran.

3.2 Polimorfizmusok funkcionalis elemzése

A kandidans gének promoter, illetve 3° UTR szabalyozo6 szakaszanak
funkcionalis vizsgalatahoz pGL3-Basic illetve pMIR-Report luciferaz
riporter vektort hasznaltunk. A WFSI promoter elemzéséhez kiilonb6zo
hosszusagu konstrukcidkat hoztunk 1étre. A mikro-RNS-ek szabalyozo
hatdsat pMIR-Report rendszerrel elemeztiik, a luciferaz vektorba a
WFSI illetve a SNAP-25 gén teljes 3° UTR-ét klonoztuk. A megfeleld
allél-variansokat, valamint az Un. ,,seed mutans” szekvenciat tartalmazo
konstrukciokat iranyitott mutagenezissel hoztuk létre, és Sanger-szek-
venalassal ellendriztiik.

Az in vitro funkcionalis elemzések soran HEK293T sejtvonalat al-
kalmaztunk. A WFSI promoterének tanulmanyozasakor az egyes
pGL3Basic konstrukciokat f-galaktozidaz vektorral kotranszfektaltuk.
A 3> UTR-mikro-RNS koélcsonhatas elemzése soran a megfeleld
pMIR-Report €s a f-galaktozidazt kodold konstrukcid mellett az adott
prekurzor mikro-RNS-t is kotranszfektaltuk. A kisérletek soran minden
esetben harom parhuzamos mérést végeztiink el.
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A sejteket 24 oras inkubalast kovetden fagyasztds—olvasztas mod-
szerrel tartuk fel. Az enzim-aktivitds méréséhez a Varioskan Flash mii-
szert hasznaltuk, ami alkalmas mind luminometriai (luciferdz), mind
fotometriai (f-galaktozidaz) mérések kivitelezésére. A relativ luciferaz
szinteket a két enzimaktivitas érték hanyadosanak (luciferaz / f-galak-
tozidaz) kiszdmolasaval allapitottuk meg.

4 EREDMENYEK

4.1 Polimorfizmusok genotipizdldsa

Az egyetlen bazispar megvaltozasat jelenté SNP-k, valamint a kiilon-
b6z6 kiterjedésii ismétlddési variaciok — VNTR-ek és CNV-k — elem-
zése az érintett DNS-szakasz eltérd hossza miatt kiillonb6z0 stratégiakat
igényel.

A VNTR-ek genotipizalasa legtobb esetben a régio PCR-amplifika-
cigjaval, majd a keletkezett termékek géleketroforézisével megvalosit-
hato [1]. Ilyen eljaras segitségével a human DRD4 [2], valamint a kutya
TH (tirozin-hidroxildz), DBH (dopamin-f-hidroxildz) és DAT (dopa-
min transzporter) génjeiben [3] 4j, korabban nem ismert ismétlédési va-
ridciokat azonositottunk.

A WFESI gén 17 kivalasztott SNP-jét TagMan probak alkalmazasa-
val genotipizaltuk. Munkank soran az eljaras ,,hagyomanyos” techni-
kaja [4] mellett a miniatiirizalt, OpenArray® rendszert is alkalmaztuk
[5], mellyel egyetlen lemezen egyidejtileg 3072 parhuzamos mérés va-
/ delécio elemzésére olvadaspontmérésen, valamint a PCR-t kdveto ka-
pillaris gélelektroforézisen alapulod vizsgalomodszert dolgoztunk ki [6].
A gén promoterében, illetve 3> UTR-¢ében 1év0 5 SNP elemzésére mul-
tiplex primer extenzi6t allitottunk be [6]. Az SNP-k kozotti LD mérté-
két 801 személy genotipizalast kovetden a Lewontin-féle D’, valamint
az R? értékek meghatarozasaval elemeztiik. Figyelemre mélto, hogy a
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korabban a 2-es tipusu cukorbetegség rizikdfaktoraként felmertild poli-
morfizmusok (rs1046320, rs10010131 és rs734312) és a miRNS-koto-
dést feltételezetten befolyasolo rs9457 SNP k6zott magas LD (kapcesolt-
sagi egyensuly hianya) értékeket kaptunk, ugyanakkor a masik vélhe-
tden miRNS-kotohelyen 1évé SNP (rs1046322) fiiggetlen a gén csak-
nem valamennyi altalunk vizsgalt polimorfizmusatol [5].

A C44 és C4B génszam meghatarozasara kiilonb6z0 szint fluoresz-
cens festékekkel jelolt TagMan probakat alkalmaztunk: a kvantitativ
elemzés igy egyetlen multiplex real-time PCR segitségével megvalosit-
hatonak bizonyult [7]. Ez az eljaras lehetové tette a C4 génszam meg-
hatarozast nagylétszamu populdcidkon, ami a korabbi modszerekkel —
azok jelentds 1d0- és munkaigénye miatt — nem volt lehetséges. A ki-
a 3. kromoszoman elhelyezkedd glikogén-szintaz kindaz 3B (GSK3B)
génre és kornyezetére kiterjedd CNV-re is adaptaltuk. Osszesen 6 pri-
mer—proba rendszert alkalmaztunk, amivel az amplifikalodé szakasz ki-
terjedését kivantuk vizsgalni: ezekkel a GSK3B génen kiviil a szomszé-
dos NR112 és C3orfl5 gének egy-egy régiojat is elemeztiik. Megallapi-
tottuk, hogy — szemben a C4 géneket tartalmaz6 RCCX-modullal — az
1smétlodo régio kiterjedése dnmagaban is meglehetdsen varidbilis. A
szakirodalomban korabban nem ismert, (1j formakat azonositottunk, ¢s
megfigyeltilkk, hogy a CNV nem mindig foglalta magaban a teljes
GSK3B gént, tobb esetben részleges, csak a GSK3B 3’ UTR-ére kiter-
jed6 génszam-variaciot tapasztaltunk [8].

A hagyomanyos PCR-en alapulé modszerek kozos jellemzdje, hogy
az elemzés sziik keresztmetszetét gyakran a PCR-termékek elektrofo-
retikus analizise jelenti. Munkdnk sordn ezért hangsulyt fektettiink
olyan technikak — ultravékony és kapillaris gélelektroforézis, mikroflu-
idikai eszkoz — alkalmazéasara, melyekkel a DNS-fragmentumok elva-
lasztasa automatizalhatd, az elektroforézis hatékonysaga ¢€s €rzékeny-
sége fokozhato. A DRD4 gén rs1800955 ,.—521 C/T” SNP-jének PCR—
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RFLP-vel torténd elemzése soran a 182, 206 és 217 bp nagysagu ter-
meékek ultravékony gélelektroforézissel hatékonyan elvalaszthatok vol-
tak [9], a kapillaris elektroforézist pedig — tobbek kozott — a WESI gén
SNP-inek primer extenzidval torténd vizsgalata soran hasznaltuk [6].
Részletesen jellemeztiik egy mikrofluidikai eszkoz elvalasztasi tulaj-
donsagait. Polivinilpirrolidon (M,, = 1300000 g/mol) gélmatrix és
[ =3 cm effektiv elvalasztdsi hossz alkalmazasa mellett a 100 bp-os
DNS-Iétra fragmentumainak (100 bp, 200 bp..., 1000 bp) elvalasztasa
kevesebb, mint 90 masodperc alatt kivitelezhetd volt [10].

Az egy génen beliil egymashoz kozel elhelyezkedd SNP-k vizsga-
lata sordn a genotipizald eljarasokat ugy fejlesztettiik tovabb, hogy a
polimorfizmusok 4ltal alkotott haplotipus egy 1épésben meghatarozhato
legyen. Ily modon az allélok relativ, kromoszomalis elhelyezkedése is
megallapithatd, ami biologiai szempontbol nem k6zombos: a szabalyo-
zas soran lényeges, hogy az adott folyamatot (pl. miRNS vagy transz-
kripcios faktorok bekotddése) befolyasold allélok hatasa lokalizaciojuk
révén milyen kolcsonhatasban lehet egymassal. A DRD4 promoterében
1évé SNP-k (rs747302 ,,—616 C/G” és 15796487306 ,,.—615 A/G”) hap-
lotipusdt PCR—RFLP technikaval vizsgaltuk [11]. A SNAP-25 3’ nem
transzlalodo régidjaban 1€vo rs1051312 és rs3746544 SNP-k haplotipus
meghatarozasara szekvencia specifikus TagMan probakat alkalmaz-
tunk. Annak ellenére, hogy ritka allél gyakorisaga mindkét polimorfiz-
mus esetén viszonylag magas (rs3746544 G: 39,1%, rs1051312 C:
25,5%) volt, az altaluk alkotott G—C haplotipus egyetlen esetben sem
volt azonosito az altalunk vizsgalt N=901 t6bdl all6 populacidban [12].

4.2 Asszociacio vizsgalatok

Az ezredforduld ota a genetikai kutatasok egyik f6 célkittizése a komp-
lex jellegek és korképek hatterében allo 6rokletes faktorok azonositasa.
Ez az ismeret a molekularis patomechanizmus feltarasa révén a biolo-
giai szempontbol relevansabb betegségkategdriak meghatarozasanak, a
prevencionak és a célzott kezelési protokollok kidolgozasanak alapjat
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jelentheti. Az asszociacio vizsgalatok sikere a hatékony és megbizhatd
genotipizalason, emellett a fenotipus pontos definialasan alapul, mely-
nek soran eldnyos az endofenotipusok alkalmazasa. Munkank soran két
endofenotipus, az agresszid €és az impulzivitas, valamint a cukorbeteg-
ség hatterében alld genetikai rizikofaktorokat kerestiink.

Az agresszio — a rombolonak szant viselkedés szamos, kiilonb6zo
formdja — Osszefiiggésben all tobb neuropszichiatriai korképpel a ver-
balis bantalmazastol az alkohol- €s kabitoszerfiiggdségen, illetve neu-
rodegenerativ korképeken keresztiil az ongyilkossagig. Az asszociacio
elemzés soran a DRD4 és a monoaminerg neurotranszmitter rendsze-
rekkel 6sszefiiggésben allo tovabbi fehérjék génjeiben 1€vo osszesen 55
SNP-t elemeztiink. A polimorfizmusok kivalasztdsa soran szem elott
tartottuk, hogy — az eredményes elemzés érdekében — olyan varidciokat
vizsgaljunk, melyek MAF (ritka allél gyakorisag) értéke eléri az 5%-ot.
Eldnyben részesitettiik tovabba azokat a SNP-ket, melyek esetében va-
lamilyen molekularis biologiai funkcio feltételezhetd volt. Bonferroni-
korrekciot kovetden a szerotonin receptor 2A génjének (HTR2A) 2. int-
ronjaban elhelyezkedd rs7322347 SNP mutatott az agresszidval szigni-
fikans asszociaciot [13]. Tovabbi kisérleteink alapjan emellett a WFS1
gén 151046322 polimorfizmusa is hozzajarulhat az endofenotipus gene-
tikai meghatarozasahoz [5].

Az impulzivités a tettek atgondolatlansagaval, a cselekedetek, vala-
mint a viselkedés csokkent dnkontrolljaval jellemezhetd. Megnyilvanu-
lasa széles skalan mozog, és bar az impulzivitas — bizonyos mértékben
— az egészséges személyek természetes jellemzdje is, klinikai szem-
pontbdl kiemelendd, hogy a fokozott impulzivitas 0sszefiiggésben all
bizonyos pszichiatriai rendellenességekkel: az ADHD ¢€s a bipolaris
hangulatzavar endofenotipusanak tekinthetd. Hatterében a monoami-
nerg neurotranszmitter rendszer szdmos komponensét kutattak, ezen in-
geriiletatvivok miikodéséhez ugyanakkor az egyik legjelentdsebb koz-
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ponti idegrendszeri fehérje, a SNAP-25 alapvetoen sziikséges. Az asz-
szociacid vizsgalatban 901 fiatal, egészséges, pszichiatriai kortorténet-
tel nem rendelkezd személy vett részt. Eredményeink alapjan a gén 3’
UTR-ében elhelyezked6 rs3746544 és rs1051312 SNP-k asszociaciot
mutattak az impulzivitassal. A T-T haplotipussal rendelkez6k impulzi-
vitas pontszama szignifikansan alacsonyabb volt, mint azoké, akik ezt
az allél-kombinaciot nem, csak a G—T, valamint a T—C haplotipust hor-
doztak. Bar a két csoport Barratt-kérdéivvel mérhetd atlagos impulzi-
vitas értéke kozotti kiillonbség viszonylag kicsi volt, Iényeges hangsu-
lyozni, hogy vizsgalatunkban kizardlag egészséges személyek vettek
részt, akik korében az impulzivitas sz€lsdséges értekei nem fordulnak
elo [14].

Bar a pszichiatriai rendellenességek ¢és a cukorbetegség kozott elsd
pillantasra nem sok hasonlosag mutatkozik, mégis kozos benniik, hogy
mindegyikben szerepet jatszhat valamilyen ,,szignal-molekula” — a ne-
urotranszmitterek, illetve az inzulin — megvaltozott exocitdzisa. Ezt ta-
masztja ald az a tény is, hogy a WFSI gén funkcidkiesése talajan kiala-
kulé6 Wolfram-szindroma a neurodegeneracié mellett nem autoimmun
eredetli, inzulinfliggd diabetes meilltus-szal és a f-sejtek progressziv
pusztulasaval is tarsul. Ennek alapjan vetddott fel annak lehetdsége,
hogy a WFS1 gén miikkodésének kisebb mértékii valtozasat eredmé-
nyez6 polimorfizmusok szerepet jatszhatnak a cukorbetegség gyakori,
poligénes formainak (T1DM ¢s T2DM) kialakulasaban.

A 2-es tipusu diabetes mellitus-szal (T2DM) a gén 4 polimorfiz-
musa, a 4. intronban 1év0 rs10010131, a 6. intronban elhelyezkedd
rs13147655, valamint a 3’ UTR-ben talalhato rs1046320 és rs9457 SNP
mutatott szignifikdns asszociaciot. Bar ezek a polimorfizmusok a gén
eltérd részében, egy 11 884 bp hosszusagu szakaszon helyezkednek el,
megemlitendd, hogy kozottiik magas LD-érték mérhetd, €s feltételezé-
stink szerint a tényleges, molekularis biologiai hatas elsésorban a 3’
UTR-hez kothet6. Erdekes ugyanakkor, hogy a korkép 1-es tipusaval
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(T1DM) asszociaciot mutatd, szintén a 3> UTR-ben 1€v6 rs1046322 po-
limorfizmus és a gén tobbi SNP-je kozott alacsony LD figyelheté meg.
A 3° UTR-ben 1év6 SNP-k haplotipus alapt asszociacid elemzése meg-
erositette az allél, illetve genotipus alapt vizsgalatok eredményét. Meg-
figyeléseink alapjan a WFSI polimorfizmusai, illetve a wolframin fe-
hérje mennyiségének megvaltozasa szerepet jatszhat a TIDM ¢s a
T2DM genetikai hatterének meghatarozasaban, ami 6sszhangban all az
,akcelerator hipotézissel”, mely szerint a két korforma — szdmos 1¢-

nyegi kiilonbozdsége ellenére — részben atfedd orokletes tényezok koz-
remukodésével fejlodhet ki [4].

4.3 Polimorfizmusok molekuldris funkciojanak elemzése

Egy komplex jelleg €s egy polimorfizmus kozott megfigyelhetd asszo-
ciacio esetén felvetddik a kérdés, hogy az adott genetikai variaciohoz
valoban rendelhetd-e olyan molekuléris biologiai hatds, ami a vizsgalt
jelleggel kapcsolatba hozhato, vagy a polimorfizmus genetikai marker-
nek tekintendd. Ennek eldontése céljabol munkank soran a pozitiv asz-
szociaciot mutatd polimorfizmusok molekuldris biologiai funkciojat in
vitro riporter rendszerekben vizsgaltuk.

A SNAP-25 3> UTR-ében, egymas kozelségében 1évo két SNP
(rs1051312 és az rs3746544) a miR-641 ,,seed” régidjanak kotohelyé-
ben talalhato. Ez kiilondsen aldhtizza a haplotipus elemzés fontossagat,
hiszen a mikro-RNS kotdédése ebben az esetben ez alapjan értelmez-
hetd. A SNAP-25 gén teljes 3’ UTR-ét pMIR-Report luciferaz vektorba
klonoztuk, ahol a klénozé hely — az eredeti biologiai lokalizacionak
megfeleléen — a luciferdzt kodold gén mogott talalhatd. A négy, elmé-
letileg lehetséges haplotipusu konstrukciot iranyitott mutagenezissel
hoztuk Iétre. A rendszer optimalizalasat kovetden a polimorfizmusok
lehetséges szabalyozd szerepét ugy elemeztiik, hogy 6sszehasonlitottuk
a négy kiilonbozoé haplotipust hordozo riporter konstrukcidkkal mér-
hetd relativ luciferaz aktivitasokat. Legalacsonyabb értéket T—T haplo-
tipus esetében mértiink. Ezen haplotipus jelenléte esetén a miR-641
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,seed” régidja a gén 3° UTR-¢ével tokéletesen komplementer. A G-T ¢és
T—C haplotipusok esetén a relativ luciferaz aktivitas (a T-T-hez képest)
1,8-szeres, illetve 2,1-szeres volt. A kotohely egyetlen nukleotidjanak
megvaltozasa eszerint szignifikansan emelte a génkifejez6dés mértéket,
a G-T ¢és a T-C haplotipusokkal kapott értékek kozott ugyanakkor nem
volt szignifikdns a kiilonbség, ami arra engedhet kovetkeztetni, hogy
ebben az esetben k6zombos, hogy a ,,seed” szekvencia hanyadik nuk-
leotidja nem komplementer a 3> UTR-ben taldlhato kotohellyel. A G-
C haplotipus esetén a mikro-RNS kotohelye 2 pozicioban is ,,elromlik™:
ezzel 6sszhangban a T-T varidnshoz képest 4,6-szeres relativ luciferaz
aktivitast tapasztaltunk. Megemlithetd, hogy ez a haplotipus a kauka-
zusi populacioban (tobb mint 900 személy elemzése alapjan) nem for-
dul el6 [14].

A WFSI gén promoterében, valamint 3° UTR-¢ében elhelyezkedd
polimorfizmusokat hasonl6 elméleti €s mddszertani megfontolasok sze-
rint elemeztiik. A promoter vizsgalatahoz két kiilonb6zé hosszusagi
konstrukciot készitettiink. A rovidebb valtozat csupan a minimal
promotert, illetve a transzkripcids starthelyhez kozelebb es6 rs4273545
G/T SNP-t tartalmazta. Ebben a rendszerben nem figyeltiink meg elté-
rést a génkifejezOdeés aktivitasaban attdl fliggden, hogy melyik allél van
jelen a polimorf 16kuszon. A hosszabb konstrukcid az SNP el6tt elhe-
lyezkedd rs148797429 inszercid / delécio polimorfizmust 1s magaban
foglalta. Noha a 6 bp-nyi szakasz jelenléte vagy hianya allélspecifikus
modon a transzkripciét nem befolyasolta, eredményeink mégis arra
utaltak, hogy maga a régio sziikséges a génkifejez6dés hatékony szaba-
lyozasdhoz. Az rs4273545 SNP G illetve T variansa ugyanis ebben a
rendszerben eltérd transzkripcids aktivitast mutatott. T allél esetén a re-
lativ luciferaz aktivitas kb. 2,5-szer magasabb volt a G varianshoz vi-
szonyitva fiiggetlentil attdl, hogy téle 5’ iranyban hosszi vagy rovid
15148797429 allél volt-e jelen a DNS-konstrukcidban [6].
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A WFSI 3> UTR-€ében 1évo rs9457, valamint az rs1046322 SNP-k
mikro-RNS kotddését befolyasolod hatdsat szintén in vitro sejtes rend-
szerben vizsgaltuk. A PolymiRTS adatbazis alapjan az rs9457 SNP a
miR-185, az rs1046322 polimorfizmus pedig a miR-668 kotOhelyében
talalhato. A WFS1 gén teljes 3’ UTR-ét pMIR-Report vektorba klonoz-
tuk. Iranyitott mutagenezis segitségével készitettiik el a masik allélval-
tozatokat és a ,,seed” mutansokat hordozé konstrukciokat. A megfigyelt
relativ luciferaz aktivitdsok mindkét 10kusz esetében szignifikans allél-
fliggd eltérést mutattak. Figyelemre méltd, hogy az rs9457 SNP magas
LD-t mutat tobb olyan lokusszal, melyek irodalmi (GWAS) adatok
alapjan asszociacialnak a cukorbetegséggel, ugyanakkor bioldgiai hata-
sukat korabban nem sikeriilt kimutatni [4, 5].

5 AZ UJ EREDMENYEK ES MEGALLAPITASOK
OSSZEFOGLALASA

5.1 Polimorfizmusok genotipizdldsa

= Hatékony genotipizald eljarasokat dolgoztunk ki és alkalmaztunk a
human DRD4 [1,2] és WFSI [4-6] génekben 1év0 kivalasztott hosz-
szusagpolimorfizmusok €¢s SNP-k elemzésére, valamint a kutya do-
paminerg rendszeréhez tartozo gének (DRD4, DBH, TH) egyes
hosszisagvariacidinak vizsgalatara. Ezen utobbi génekben 1j, ko-
rabban nem ismert polimorfizmusokat azonositottunk [3].

= Real-time PCR alapu eljarasokat allitottunk be a C44, illetve C4B
[7], valamint a GSK3B [8] géneket érintdé CNV-k elemzésére.

» QOlyan elektroforetikus rendszereket — ultravékony [9] és kapillaris
gélelektroforézis [ 1], valamint mikrofluidikai eszk6z [10] — optima-
lizaltunk és alkalmaztunk, melyekkel a genotipizalas sziik kereszt-
metszetét jelentd fragmentum analizis hatékonysaga €s felbontdké-
pessége novelheto.
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A genotipizal6 rendszereket oly modon fejlesztettiik tovabb, hogy
alkalmassa valjanak kozeli polimorfizmusok haplotipusanak direkt,
molekularis meghatarozasara [11, 12].

5.2 Asszociacio vizsgalatok

A bedllitott technikdk segitségével asszociaciot mutattunk ki a
WFESI rs1046322 [5], valamint a HTR2A rs7322347 [13] SNP-k és
az agresszio kozott.

Asszociaciot irtunk le a SNAP-25 3° UTR-ében 1év0 rs3746544 ¢és
rs1051312 SNP-k, valamint az impulzivitas kozott [14], és megfi-
gyeltiik, hogy kutydkban ugyanez az endofenotipus a DRD4 3.
exonjaban 1évé VNTR-rel hozhat6 6sszefiiggésbe [3].

A WFSI gén 3> UTR-€ében 1év6 rs1046320, rs1046322 és rs9457
SNP-ket az 1-es, illetve a 2-es tipust cukorbetegség genetikai rizi-
kofaktoraként azonositottuk [4].

5.3 Polimorfizmusok molekuldris funkciojanak elemzése

Megfigyeltiik, hogy in vitro luciferaz rendszerben a WFESI promo-

terében és 3° UTR-ében 1évé SNP-k szerepet jatszanak a génkifeje-

z0dés szabalyozasaban:

= megfeleld hosszisagu promoter jelenléte esetén az rs4273545
SNP [6], illetve

» megvaltozott mikro-RNS ko6tdédés révén az rs9457 [4] és az
11046322 polimorfizmusok a génexpresszidt allél-fiiggd modon
befolyasoljak [5].

A SNAP-25 gén 3° UTR-ében elhelyezkedd rs3746544 ¢és

rs1051312 SNP-k a miR-641 bekotddésének befolyasoldsa révén in

vitro luciferaz rendszerben hatdssal voltak a génexpressziora: leg-

magasabb luciferaz aktivitast a populacioban el6 nem forduléo G-C

haplotipus esetén figyeltiink meg [14].
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