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1 BEVEZETES

1.1 A genetikai informacio megismerése

1.1.1 A kezdetek

Az 6roklédés mechanizmusanak, a genetikai informacio atadasanak megismerése tobb mint
mésfél évszazados miltra tekint vissza. Johann Gregor Mendel Agoston-rendi szerzetes a brnoi
Szent Tamas-kolostorban végezte el azokat a kisérleteket, melyekkel leirta az 6roklédés alap-
vetd torvényszertiségeit. Eredményeit 1865 februarjaban Brnoban két tudomanyos konferen-
cian is bemutatta, 1866-ban pedig egy tudomanyos publikacidban (Versuche iiber Pflanzen-
hybriden — ,,NOvényhibridizacids kisérletek’), valamint egy a kor neves botanikusanak, Carl
Négelinek irt levelében foglalta 6ssze. Kortarsai azonban nem ismerték fel eredményeinek ki-
magaslo jelentdségét, amihez hozzajarulhatott az is, hogy Mendel maga is kétségekkel értékelte
megfigyeléseit, mivel a zoldborson végzett kisérleteket holgymalon nem tudta reprodukélni.
Ennek azonban egyszerli oka volt: a hdlgymal — a pitypangokhoz hasonléan — nem csak ivaro-
san, hanem ,,apomixissel” (testi sejtekbdl 1étrejott magvakkal) is szaporodik, és az igy keletkezd
novények genetikailag az anyaval azonosak [1].

Mendel kisérleteinek — a novényi hibridek létrehozasan tilmutato — altalanos jelentoségére
a XX. szazad elején deriilt fény. Harom botanikus, Carl Correns, Erich von Tschermak és Hugo
de Vries egymastdl fliggetleniil Gijra megfigyelte a Mendel altal leirt 6roklodési alapelveket, és
talan még ennél is jelentdsebb, hogy William Bateson ramutatott arra, hogy ezek a szabalyok
nem csak novényekben, hanem allatokban is megfigyelhetdk. Munkassaguk alapjan a szakiro-
dalomban megjelent a genetika szdmos alapfogalma: a ,,gén”, az ,allél”, a ,,homo- és heterozi-
gota”, valamint a ,,mutaci6” [2]. Thomas Hunt Morgan ecetmuslicdn végzett kisérletei alapjan
ravilagitott arra, hogy Mendel elmélete és a kromoszomak segitségével torténd 6roklédés nem
két egymasnak ellentmondd tedria, a kromoszoémak funkcidjanak feltdrasaban végzett munkas-
sagat 1933-ban orvosi Nobel-dijjal ismerték el [3, 4].

A XX. szazad kozepén kideriilt, hogy a genetika kapcsolatban all az anyagcsere folyama-
tokkal is: George W. Beadle és Edward L. Tatum leirta a Bs-vitamin génfliggd termelodését
[5]. Ez a megfigyelés megalapozta az ,,egy gén — egy enzim” hipotézist, az azonban még mindig

ismertlen volt, hogy a gének milyen molekuldk, a legtobb biologus azt feltételezte: fehérjék.
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1944-ben Oswald Avery, Colin MacLeod és Maclyn McCarty kisérlete ravilagitott a DNS sze-
repére, amikor kisérleteikben Streptococcus pneumoniae-bdl szarmazo6 tisztitott DNS-sel masik
baktériumtorzset fertdzévé alakitottak, mégis Francis Crick és James Watson a dezoxiribonuk-
leinsav kettds spirdl szerkezetére vonatkozo felfedezése (1953) vezetett csak el a DNS szerep-
ének széleskorl felismeréséhez [1].

1956-ban Arthur Kornberg leirta a DNS-szintézis mechanizmusat, és azonositotta az elsd
DNS-fliggd DNS-polimerazt (a bakteridlis DNS-polimeraz I-et), munkajat harom évvel késébb
Nobel-dijjal jutalmaztak [6]. A DNS elsédleges szerkezetének, azaz informéciotartalmanak
megismerése az 1970-es évektdl kezdett elérhetdvé valni. 1973-ban jelent meg az els§ DNS-
szekvenalason alapulo kozlemény, melyben Walter Gilbert és Allan Maxam leirtadk a lac-ope-
ron represszor kotd helyében 1évé 24 bp hosszisagh szakasz bazissorrendjét [7], négy évvel
késébb pedig a specifikus kémiai hasitas segitségével miikodé DNS-szekvenalasi eljarast [8].
Ugyanebben az évben valt ismertté a mar tradiciondlisnak nevezett, de még mind a mai napig
alapmodszernek szamito lancterminator didezoxinukleotid segitségével megszakitott szintézi-
sen alapulod Sanger-szekvenalas [9].

1983-ban Kary Mullis megalkotta a molekularis biologia egyik alapmodszerét: a polimeraz
lancreakci6 (PCR) [10] a Thermus aquaticus-bdl szarmazd hdstabil DNS-polimerazzal (Tag-
polimeraz) [11] alapjaiban valtoztatta meg a genetikai informacié megismerésének lehetdségét.
Ez az eljarés a Sanger-szekvenalassal egyiitt a Human Genom Projekt metodikai alappillérének

mondhato.

1.1.2 A Humdn Genom Projekt

A teljes emberi genom szekvendlasanak és a benniink talalhato (fehérjekddold) gének azonosi-
tasanak lehetdsége és gondolata az 1980-as évek soran mertilt fol. Bar a feladat ekkor még —
elméleti, technikai és anyagi szempontbol egyarant — megfoghatatlannak tiint, egyre tobben
vetették fel, hogy az emberek kdzotti genetikai kiilonbozdség megismerése mind elméleti, mind
gyakorlati orvosi szempontbdl Uj tavlatokat jelentene a betegségek — pl. a rosszindulatu daga-
natok — megértésében [12, 13]. Ekkor mar néhany organizmus — Escherichia coli, Saccha-

romyces cerevisiae — genomja ismert volt, ezek nagysdga azonban egylitt is az emberi genetikai
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informdacié csupan kb. 1/8-4t érte el. A Human Genom Program nagy nemzetkdzi 6sszefogas-
ként 1990-ben indult utjanak. Az USA-ban, Nagy-Britannidban, Franciaorszdgban és Japanban
mitkodd kdzpontokhoz késdbb német és kinai centrumok csatlakoztak. Megalapitottdk a Hu-
man Genom szervezetet (Human Genome Organistaion — HUGO), ami a genomkutatdsban
résztvevo csoportok nemzetkdzi szervezésének és dsszehangolasanak foruma lett [14]. A kuta-
tas vezetdi 1996-ban meghoztdk a projekt egyik talan legalapvetdbb dontését: minden 1000
bazisparnal hosszabb megismert szekvencia 24 6ran beliil nyilvanos adatbazisba keriil, hogy
annak tovabbi elemzése, jelentésének feltarasa minél elobb elkezdddhessen [15].

Amellett, hogy a projekt kezdetén a technolégia — mind az informatikai, mind a molekula-
ris biologiai, DNS-szekvenald eszkoztar — gyerekcipOben jart, hamar vildgossa valt egy masik,
elméleti jellegi kihivas is. A human genom igen sok, kiilonbozd kiterjedésti ismétlddd szek-
venciat tartalmaz, ami az egyes szekvenciarészletek helyes 0sszeillesztését jelentésen megne-
heziti. A projekt vezetd kutatdi emiatt a klonrol klonra torténd hierarchikus (Hierarchical shot-
szakaszokra hasitjak fel, melyekbdl konyvtarat hoznak 1étre: az atlagosan 170 kb hossza DNS-
szakaszokat BAC (bacterial artifitial chromosome) vektorba klénozzék. A kdnyvtarakbol ezt
kovetden kivalogatasra keriilnek azok a klonok, melyek tartalmaznak megfeleld hossziisagu
atfedd szekvencidkat, mivel ezek nélkiil a végsd szekvencia dsszedllitdsa nem lenne lehetséges.
Az ismert fizikai elhelyezkedésti BAC-klonokat ezt kdvetden tovabbi rovidebb fragmentumra
hasitjak, melyeket két oldalrél megszekvenalnak. A kb. 10° bp nagysagu szekvencidk kisebb
darabokbol torténd Osszeillesztése nem jelent nehézséget. A BAC-klonok fizikai elhelyezke-
dése pedig — azok atfedd szakaszai alapjan — ismert, igy ezzel az eljarassal a nagy kiterjedésii
emberi genom pontos szekvencidja is biztonsdggal meghatarozhatonak bizonyult. A modszer
azonban a megfelelé6 BAC-klonok, illetve konyvtarak létrehozasa miatt jelentds munka- és id6-
igényl elokészitd 1épéseket tesz sziikségesse [16].

Az NIH (National Institute of Health) és az Egyesiilt Allamok Energia Hivatala (U.S. De-
partment of Energy) altal vezetett ,,allami” projekt mellett Craig Venter 1998-ban létrehozott
egy maganvallalatot (Celera Genomics). A csoport a BAC klonok fizikai térképezését sziikség-
telennek vélte, elképzelésiik szerint a teljes genom (whole genome shotgun) szekvendlasaval

jelentds koltség és id6 takarithaté meg. Ezen eljaras sordn a teljes genomot mar az elsé Iépésben
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kiilonb6z6 hosszusagu (2, 10 és 50 kb) atfedd szakaszokra hasitjak, melyeket kdzvetleniil meg-
szekvenalnak. A technika soran alapvetd, hogy a létrehozott fragmentumok legalabb 5—10x
lefedjék a genom minden szakaszat. Bar az eljaras rovid, és viszonylag kevés ismétlddést tar-
talmaz6 genomok meghatdrozdsa soran valoban megbizhatd eredményt ad, a humén genom
esetén azonban az egyes szakaszok helyes 0sszeillesztése komoly nehézségekbe iitkozik. A Ce-
lera Genomics kutatdi az altaluk kitizott terveket nem tudték teljes mértékben megvaldsitani,
a szekvenalasi eredmények feldolgozasa soran a Huméan Genom Projekt eredményeit is felhasz-
naltdk. Ennek ellenére az altaluk javasolt technika — kiilondsen az informatikai eszkdzok fejlo-
désével kardltve — a genomok meghatarozasanak fontos eszkdzévé valt [16].

Mind a hierarchikus, mind a teljes genom meghatarozasan alapulé modszer nélkiilozhetet-
len kulcslépése a DNS-szekvencia meghatarozasa: ezen technika jelentds fejlodése nélkiil az
emberi genom megismerése nem lett volna lehetséges. Az eredeti Sanger-szekvenalés soran az
egyes nukleotidok meghatarozasa négy kiilonbdz6 reakcidoban, radioaktiv foszforral jelolt 1anc-
terminator molekulak alkalmazasaval tortént. A reakcidtermékeket poliakrilamid gélen valasz-
tottak el, és az autoradiografids modszerrel eléhivott filmeket manudlisan elemezték, ami nem
csak rendkiviil sok id6t vett igénybe, de a hibalehetdség is meglehetdsen magas volt [17]. A
kapillaris elektroforézis, valamint a fluoreszcens festékkel jelolt didezoxinukleotidok, illetve a
lézer indukalta fluoreszcencia (LIF) elvén alapuld detektélas alkalmazasanak bevezetése ugras-
szerli elérelépést jelentett. Bar a kapillaris elektroforézis médszerét mar koradbban kidolgozték,
alkalmazasat DNS-szekvendldsra 1990-ben irtak le [18]. A technika Gnmagaban is nagysagren-
dekkel emelte a szekvenalds gyorsasagat és megbizhatdsagat, emellett tobb 1ényeges elméleti
¢s modszertani 0jitas tovabbi jelentds elorelépést jelentett. Bevezetésre keriilt a nem keresztko-
tott poliakrilamid elvalasztomatrix alkalmazéasa, mely folyékony halmazéallapotanak kdszonhe-
téen a kapillarisba pumpalhato, illetve onnan kimoshato, igy az dmlesztett kvarc (fused silica)
kapillarisok tobb egymast kovetd elvalasztasra is hasznalhatok [19]. Bar a hagyomanyos gé-
lelektroforézishez képest a kapillaris elektroforézis megkérddjelezhetetlen elérelépést jelentett,
egyetlen kapillaris alkalmazasa az ateresztoképességet a sok savos gélhez képest nem noveli.
Az igazi valtozast igy a tobb, parhuzamos kapilldrist tartalmazé berendezések megalkotésa je-
lentette. A human genom szekvencidjanak megismerésében az Applied Biosystems cég 96 ka-

pillarist tartalmaz¢ ,,3700-as” eszkdze kulcsfontossagu szerepet jatszott: ebben a berendezésben
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az elvalasztd matrix cseréje, a mintak betoltése, az elvalasztas, az adatgyiijtés és -elemzes (szek-
vencia leolvasasa) teljes folyamata a felhasznalod beavatkozéasa nélkiil, automatikusan térténik
[17].

A kutatocsoportok — részben kompetitiv — munkdja, valamint az elméleti, gyakorlati és
technikai vivmanyok eredményeképp 2001-re elkésziilt az emberi genom szekvenciajanak elsd
verzidja. Ez a szekvencia a teljes genetikai informécidé kb. 90%-at tartalmazta, és a hianyzo
szekvencidk mellett a mar meglévok pontos fizikai elhelyezkedése sem volt még teljesen ismert
[14, 20]. Ennek ellenére a rendelkezésre 4ll6 — hatalmas mennyiségii — adat szamos jelentds
megfigyelés alapjaul szolgalt. Kidertilt, hogy a fehérje-kddolo gének szama a korabban feltéte-
lezett kb. 100 000-nél joval alacsonyabb. Szamos informacié valt ismertté az ismétlodo régiok-
kal kapcsolatban, ezek kiterjedését a teljes genom tobb mint felére becsiilték, ami az eddig
vizsgalt genomokhoz képest kiemelkedden magas hanyad volt. Az ismétl6dé DNS-szakaszokat
elhelyezkedésiik ¢és kiterjedésiik alapjan 6t csoportba — transzpozon eredetli ismétlédések, mii-
kodo gének részlegesen athelyezddott inaktiv szakaszai (pszeudogének), egyszerii szekvencia
ismétlddések, szegmentalis duplikacio, tandem ismétlddések — soroltak, ¢és leginkabb biologiai
funkcioval nem rendelkezd genomi régioknak tartottak. Felfigyeltek emellett a CG-dinukleoti-
dok szamos sajatsagara is: a szekvencia megismerésével szembedtld volt, hogy gyakran a gének
5’ régiojaban helyezkednek el, és szamuk a statisztikailag vartnak csupan kb. 1/5-e, aminek
hatterében az all, hogy a CG-dinukleotidok citozinje gyakran metilalodik, és dezamindlodas
révén timinné alakul. Fény deriilt emellett a genom tovéabbi varidcidira is: mar ebben a kezdeti
fazisban kozel 1,5 milli6 SNP-t azonositottak [14].

Az elkovetkezd néhany év O feladata a hidnyzd szekvencidk meghatarozéasa és a hibas
régiok bazissorrendjének pontositasa volt. Ezen munka eredményeként 2003 aprilisaban — pon-
tosan 0tven évvel Watson és Crick DNS kettds hélix szerkezetérdl sz616 kozleményének meg-
jelenése utan — bejelentették a Human Genom Projekt sikeres befejezését. Ez a genomi szek-
vencia (,,Build 35”) mar csupan 341 (tobbségében ismétlodd szakaszok kornyezetében elhe-
lyezkedd) hianyzo régiot tartalmazott, 99,99% pontossagunak tartottak. A szekvencia elemzése
alapjan a fehérjekodold gének szamat mar csak 20 000-25 000-re becsiilték [21].

Bér az informatika robbandsszerti fejlédése az élet csaknem minden teriiletén meghatarozo
valtozéasokat hozott, a genetikai informacié megismerésében jatszott szerepe mégis kiemelke-

dének mondhato (/. dbra). Az emberi genomot alkot6 3 milliard nukleotidnyi DNS-szekvencia
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kb. 750 MB adatnak felel meg (mivel a nukleotid csak négyféle, egy byte pedig 256-f¢le lehet,
igy egy byte-tal 4 nukleotid kodolhato), ekkora mennyiségli adat tarolasa az 1990-es évek elején
még viszonylag komoly feladatnak mondhat6. Napjainkban — azaz csupan 3 évtized elteltével

— egy atlagos mobiltelefonon 50-100 személy teljes genomjat tarolhatjuk.

[ 1977: lancterminator nukleotid alkal- | | A 1A | 2008:
| mazasan alapul6 DNS-szekvenalds | [ Bt pehn sl e ‘ hidnyzo
, i ] = | orokolhetoség
{ 1944: Streptococcus pneumoniae [ 1989: Human Genom | -
 transzformalasa tisztitott DNS-sel | Projekt kezdete
1953: DNS kettds spiral | ' 2003: Human Genom l
’ szerkezete | . Projekt befejezése
| | l | | | | | l | |
]\ 1940 1950 11960 1970 1980 11990 12000 12010 2020 |
! ! | ! ! ! ! ! !
" 1946: UNIVAC: | 1974: , Internet” { 1994: Visual Basic © 2009
az elso sorozatban  kifejezés megjelenése programnyelv Windows 7
| gyartott szamitogeép - operacios
1982: Commodore 64 . rendszer |
| az ¢v szamitogepe —

1957: FORTRAN: az els§ szamito- | { 2003: els6 64 ‘
gépes programozasi nyelv bites processzor

1. abra. A genetika és az informatika fejlodésének néhany kiemelkedd mérfoldkove

1.1.3 A hianyzo orokolhetoség

A Human Genom Projekt befejez6 fazisdban, illetve a lezarasat kovetd években a munka vezetd
kutato6i igen optimista varakozasokat fogalmaztak meg az eredmények rovid tavu, orvosi, gya-
korlati alkalmazasat illetden. Az elkésziild emberi genom szekvencidjara ,,A Human Biologia
kézikonyve”-ként tekintettek, és abban reménykedtek, hogy ebbdl a konyvbdl a betegségek
hatterében all6 gének és genetikai variaciok, a betegségekre valo egyéni orokletes hajlam, a
gyogyszerek iranti kiillonbozo érzékenység rovid idon beliil kiolvashaté lesz [22, 23]. Bar az
emberi genom szekvencidjanak ismerete a human genetikai kutatasok kétségtelen mérfoldkove,
néhany év alatt vilagossa valt, hogy a fenti célok meghatarozasa hosszabb — még napjainkig is
tartd6 — munkat jelent [24].

Régota ismert, hogy a komplex korképek kialakuldsaban a kdrnyezeti tényezdk mellett az

orokletes faktorok is dontd szerepet jatszanak, mas szoval — sok esetben — meglehetdsen magas
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heritabilitas értékkel rendelkeznek (2. dbra) [XV]. A huméan genom szekvenciajanak megisme-
rését kovetd 5—10 évben azonban a feltart 6rokletes komponensek az egyes betegségek esetében
a heritabilitas csupan 6-50%-at magyaraztak [25, 26]: a fennmaradd, még ismeretlen 6rokletes

tényezOk 0sszességét hianyzo 6rokolhetdségnek (,,missing heritability”’) nevezték el [27].

1 P D X . P ' &
QQ@“O .@k' \zﬁ?” {»\{b Q’a@&. c;\}D > }&9 @“35 ’&%5\'% &a& .
Y@ F L 7 & Y & &S O S S
S Fr e 2 K &G L A
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& & i3 & o 75 S N
SEE & & LA L =&
\QQJ O ¢;Q Q& ) @‘& Qr rgg)
Ysl, ?& 6‘\‘0&\ ‘2&‘%\ &0\}

2. abra. Néhany betegség heritabilitas értéke. A két eltérd szinli oszloprész az egyes forrd-
sokbol szarmaz6 legkisebb (sotétzold) és legnagyobb (vildgoszold) értéket dbrazolja. ADHD:
figyelemhidnyos hiperaktivitas, COPD: kronikus obstruktiv tiidobetegség, TIDM, T2DM: 1-
es illetve 2-es tipusu diabetes mellitus. Forrds: https://snpedia.com/index.php/Heritability,
http://tga.nig.ac.jp/h2db/, [28-31].

Kidertilt tehat, hogy noha ,,a” genom ismerete nélkiilozhetetlen alap, jelentésének megér-
téséhez azonban sziikséges, hogy az egyes emberek genetikai informacidja, illetve legalabb a
koztiik 1évo kiilonbségek feltérképezésre keriiljenek. Ezek az eltérések — a genetikai variaciok:
mutaciok és polimorfizmusok — felelnek ugyanis a fenotipusban megjelend kiilonbdzdségek
egy részéért, és igy a betegségek orokletes hatteréért. A genetikai informacié megismeréséhez
igy az informatikai, a genetikai €¢s a molekularis biologiai eljarasok parhuzamos fejlédése (/.
dbra) tovabbra is nélkiilozhetetlen maradt, melynek eredményeként mara mar egy személy tel-
jes genomjanak meghatarozésa csakugy, mint a kapott szekvencia elemzése, feldolgozasa elér-

het6 kozelségbe keriilt.
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1.1.4 A genetikai varidciok feltérképezese

A 2002-ben alapitott HapMap Projekt 6 célul a gyakori (MAF > 0,05) SNP-k azonositasat,
illetve a polimorfizmusok ko6zotti kapcsolat: az SNP-k haplotipusénak feltérképezését tiizte ki.
Mar ekkor ismert volt, hogy a gyakori varidciok a komplex jellegek és betegségek genetikai
rizikofaktorai. Nagy jelentdséget tulajdonitottak a polimorfizmusok kozotti LD (linkage
disequilibrium — ,,kapcsoltsagi egyensuly hidnya”) érték meghatdrozésanak. Ez az informacio
nem csak a kromoszdmakon 1év6é rekombinacios helyek (,,hotspot™), valamint az SNP-k kora-
nak meghatarozasa szempontjabodl tiint érdekesnek, hanem azért is, mert ebben az id6ben a
szekvencia analizise, a polimorfizmusok genotipusanak meghatarozasa nagy kihivasnak, id6-
és koltségigényes munkanak bizonyult. Ugy vélték, hogy az egyes régiokra jellemz6 LD-érté-
kek ismeretében 200000—-1 000 000 megfelelden kivalasztott Uin. tag-SNP elemzése elegendd a
haplotipusok, ¢s igy az azokat alkotd polimorfizmusok genotipusdnak meghatarozasdhoz [32].

A projekt elsé és masodik fazisaban 270, kiilonb6z6 populacidhoz tartozé személy DNS-
mintdjanak elemzését tlizték ki célul, mivel ismert volt, hogy az egyes polimorfizmusok allél-
¢s genotipusgyakorisaga jelentds foldrajzi valtozatossdgot mutat. A mintak részben nem-rokon
személyektdl, részben pedig csaladi trioktol (két sziild és felndtt gyermekiik) szdrmaztak. A
csaladi triok genotipus elemzése a Mendel-szabalyok alkalmazéasaval nagy segitséget jelentett
a haplotipusok megalkotasa soran. A vizsgalatba 30 Ibadanbol, Nigéria fovarosabol szarmazo
joruba etnikai csoporthoz tartoz6 triot (YRI), 30 utahi, észak-, illetve nyugat-eurdpai szarma-
zasu csaladot (CEU), valamint 45 nem-rokon pekingi, han kinai (CHB) és 45 nem-rokon tokioi
japéan személyt (JPT) vontak be. Els6dleges célként a genomban egymastdl kb. 5000 bazispar
tavolsagban elhelyezkedd 600000 SNP elemzését tlizték ki, amit tovabbi kb. 400000 16kusz
vizsgalataval terveztek kiegésziteni azokon a régidokon, ahol a haplotipus térkép megalkotasa-
hoz nagyobb felbontés sziikséges. A genotipus elemzést Japan, az Egyesiilt Kirdlysag, Kina,
Kanada, Nigéria és az USA 18 kutatointézetében végezték el, az egyes centrumok az 6sszes
minta meghatdrozott kromoszomainak vizsgalataért feleltek. A munka soran 5 kiilonb6z6 ge-
notipizald eljarast alkalmaztak. A megbizhatosag ellendrzése céljabol a projekt kezdetén a 90
eurdpai szarmazasu minta 1500 kivalasztott SNP-jének genotipusat valamennyi kutatohelyen
meghataroztak. Emellett a mérések soran minden 96-os talcan 6t DNS-minta duplikatumként
szerepelt, valamint a csaladi triok vizsgdlata a Mendel szabalyok ismeretében szintén lehetdsé-

get kinalt a genotipizalas megbizhatosaganak kontrolljara. Végiil a mindség-ellendrzés tovabbi
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1épését jelentette, hogy a fliggetlen mintak esetén az eltérd kromoszoémakon elhelyezkedd SNP-
kre a Hardy—Weinberg egyenstlynak teljesiilnie kell [32].

A HapMap projekt harmadik fazisa soran boviilt mind a bevont polimorfizmusok, valamint
az elemzett mintdk szdma és eloszlasa is. Az elemzés kiterjedt kb. 1,4 millio, részben a korab-
binal alacsonyabb MAF értékkel rendelkezd SNP genotipizalasara. A vizsgélat soran alkalma-
zott Affymetrix és [llumina hibridizacios ,,chip” eljaras emellett lehetové tette tobb mint 1600
nagy kiterjedést CNV (ismétlddési szam varidcid — copy number variation) azonositasat és
meghatarozasat is. Az elemzett mintdk szdma 1 184-re emelkedett, a résztvevok az eddigi négy
mellett tovabbi 7 populaciot — afrikai szarmazasu délnyugat-amerikai (ASW), Denverbdl szar-
mazo6 kinai (CHD), gujatari népcsoporthoz tartoz6 texasi (GIH), Kenya nyugati részén é16
Luhya etnikai csoporthoz (LWK), valamint Kenya északi, kozépsd és déli részén €16 Maasi
csoporthoz (MKK) tartozd; mexikdi szarmazast Los Angeles-ben €16 (MXL) és olaszorszagi,
toszkan (TSI) személyek — képviseltek [33]. Ezen adatok megismerése és szabad hozzaférhe-
tosége (https://www.sanger.ac.uk/resources/downloads/human/hapmap3.html) a komplex kor-
képek genetikai hatterét kutatd asszociacid elemzések fontos bazisava valt.

A DNS-szekvencia elemzésének gyors fejlddése hamarosan lehetdvé tette a HapMap Pro-
jekt soran létrehozott haplotipus térkép felbontdsanak tovabbi novelését. Az 1000 Genom Pro-
jekt 14 etnikai csoport 1092 személyének genomjat elemezte 0j generdcidos genom-, illetve
exom-szekvenalasi eljaradssal. Ebben a vizsgalatban 38 milli6 SNP-t, 1,4 milli6 kis, és tobb mint
14000 nagy kiterjedésii inzercio—deléciot hataroztak meg [34]. Bebizonyosodott, hogy kiilond-
sen az alacsony MAF értékii polimorfizmusok meglehetdsen nagy foldrajzi eltérést mutatnak,
¢€s a genom-szintli elemzés tovabbi betekintést engedett a genom nem fehérje-kddold régidiban
elhelyezkedd, bioldgiai funkcidval rendelkezd polimorfizmusok csoportjaba is. Az adatok a je-
lenleg  aktudlis humén genomba (GRCh38) integrdltan mind az Ensembl
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Info/Index) genom bongészé alkalmazédsaival, mind
az NCBI oldalain (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/faspftp/1000genomes/) mindenki
szamara elérhetdk, és szamos klinikai genetikai kutatas alapjaul szolgalnak napjainkban is [35-
37].

A populéciok genetikai elemzését célzd orvosi kutatdsok az Ensembl és az NCBI forrasai
mellett ma mar szdmos tovabbi Internetes adatbazisra tdmaszkodhatnak. A gnomAD (Genome

Aggregation Database, https://gnomad.broadinstitute.org/) adatbazis 2014-ben ExAc (Exome
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Aggregation Consortium) néven 60000 személy exomszekvenaldsi eredményét tartalmazta, a
jelenlegi verzidban t6bb mint kétszerannyi exom-, és kozel 16000 teljes genom-szekvencia ér-
heté el. A feldolgozott mintdk kiilonb6z6 etnikai csoportokbol szarmaznak [38]. A Kaviar
(http://db.systemsbiology.net/kaviar/) 35 projekt eredményeit egyesitve 77 781 nem-rokon sze-
mély genomja alapjan tobb mint 200 millié polimorfizmus (162 milli6 SNP és 50 millié rovid
inzerczd / delécid) adatait tartalmazza [39]. A DGV (Database of Genomic Variants,
http://dgv.tcag.ca/dgv/app/about?ref=GRCh37/hg19) az egészséges személyekben eléforduld,
legalabb 50 bp hosszisdgu genomi szekvencidt érintd polimorfizmusok katalogusa [40]. A Mi-
tomap a mitokondrialis DNS adatbézisa [41], az OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man®
https://omim.org/) és az NCBI ClinVar [42] adatbazisa pedig a gyakori és ritka betegségekhez,
illetve jellegekhez kothetd genetikai varidciok tarhaza.

Lathato, hogy az elmult valamivel tobb mint fél évszazad a genetikai informécié megis-
merésében igen nagymértékii elérelépést hozott, és — ahogy a fenti dsszefoglalo is mutatja —
rendkiviili mennyiségili adat és tudas érhetd mar el. Ennek eredményeként szdmos ritka, mono-
génes betegség oka ismert, és egyre tobbet tudunk a gyakori, komplex médon 6roklédd beteg-
ségek hatterében meghuzodo genetikai tényezokrdl is. Bizonyos — ma még nem til nagyszamu
— korkép (pl. 1-es és 2-es tipusti cukorbetegség, Alzheimer-kor, emld- és prosztatarak, gyulla-
déasos bélbetegségek) esetén a genetikai faktorok ismerete alapjan a betegségek kialakulasara

valo kockazat is megbecsiilhetd [43].
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2 TIRODALMI ATTEKINTES

Két nem-rokon személy genomja kozott megkozelitdleg 0,5%-nyi eltérés mutatkozik. Ezek a
kiilonbségek a genetikai varidciok, melyeket el6forduldsi gyakorisaguk (MAF: ritka all¢l gya-
korisaga) alapjan hagyomanyosan mutacioknak (MAF < 1%) vagy polimorfizmusoknak (MAF
> 1%) neveziink. Ismert azonban, hogy a ritka allél frekvenciaja jelentds foldrajzi, etnikai kii-
16nbségeket mutat, igy esetenként célravezetdbb dsszefoglaldé néven genetikai varidciokrol be-

sz¢€Ini.

2.1 A genetikai variaciok osztalyozasa

A genetikai varidciokat — szerkezeti szempontbdl — tobb csoportba sorolhatjuk (3. dbra). Leg-
nagyobb szamban az egypontos nukleotid polimorfizmusok, illetve a pontmutéaciok fordulnak
eld, amelyek rendszerint a genom egyetlen nukleotidjanak kicserélédését jelentik, de ide tar-
toznak az egyetlen nukleotidot érintd inzerciok és deléciok is. Az NCBI dbSNP-adatbazisaban
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) 2022 janudrjaban tobb mint 957 millié6 human polimorfiz-
mus talalhatd, figyelemre méltod, hogy ez a szdm négy évvel ezel6tt csupan 672 millié volt
[XV]. Genomunkban az SNP-k és pontmutaciok mellett szamos ismétlédési variacio is eléfor-
dul. Noha ezek szama alacsonyabb, kiterjedésiik és a varidcios lehetdségek ugyanakkor nagyob-
bak, igy az SNP-knél jelentdsebb mértékben jarulnak hozza az emberek kozotti genetikai kii-
16nboz0séghez. A viszonylag rovid szakaszokbol 4llo ismétlédések a VNTR-ek (variable
number of tandem repeats), ezek egyik alcsoportjat képezik a legrovidebb szakaszok (2—6 bp)
ismétlodésébol allé mikroszatellitdk (mas néven STR-ek, azaz ,,short tandem repeat”-ek), va-
lamint a valamivel hosszabb (10-100 bp nagysagrend) miniszatellitak [44]. Az ismétlddési va-
riaciok kiilonleges csoportjat alkotjak a CNV-k (copy number variation), melyek igen hosszt
(10*-10° bp) DNS-szakaszok ismétl6dését jelentik. Kimutattak, hogy ezek a polimorfizmusok
— a kisebb kiterjedésii genetikai varidcidkhoz hasonléan — egészséges személyek genomjaban

is el6fordulnak [45, 46].
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3. abra. Irodalmi attekintés. A genetikai variaciok — mutaciok és polimorfizmusok — gyak-

ran egyetlen nukleotid (SNP) méskor akér 10*~10° bp hosszisdgi DNS-szakaszok variabili-

tasat jelentik. Genotipizalasuk rendszerint PCR-alapt eljarasokkal torténik. Molekularis

funkciojuk kiterjedésiiktol, illetve lokalizaciojuktol fligg: a nem kodold szakasz polimorfiz-

musai a génkifejez6dés szabalyozasaban jatszhatnak szerepet. A polimorfizmusok biologiai

funkcidja kiillonb6zé molekularis bioldgiai eljarasokkal, a komplex jellegek genetikai riziko-

faktorai pedig GWAS vagy kandidans gén elemzésekkel azonosithatok.
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2.2 A genetikai variaciok biologiai hatasa

2.2.1 A genetikai varidciok hatasa molekularis szinten

Mind az egyetlen bazispart érinté SNP-k és pontmutaciok, mind a hosszsag variaciok mole-
kularis biologiai funkcioja — a lokalizacidval 6sszefiiggésben — igen eltérd lehet (3. abra). Kez-
detben a legtobb tanulmany a fehérjét kodolo régidkban elhelyezkedd SNP-ket és pontmutaci-
okat kutatta, mivel ezek esetében kdzvetlen Gsszefiiggés vezethetd le a polimorfizmus és a ke-
letkez6 fehérje aminosavsorrendje kozott. Legjelentdsebb funkcidovesztést a stop kodont Iétre-
hozd nonsense varidciok, illetve a hibas intronkivagddast eredményez6 baziscserék okoznak,
ilyenkor ugyanis az eredeti fehérje jelentds része hidnyzik. A kodold régioban elhelyezkedd
rovid ismétlddési variaciok (VNTR-ek) hatasat az ismétlddé modul hossza alapvetden befolya-
solja. A transzlaci6 alapelvéb6dl adoddan (harom nukleotid kodol egy aminosavat) ha ez az érték
harommal oszthato, ismétlddd polipeptid szakasz keletkezésével szamolhatunk. Ellenkez6 eset-
ben viszont a leolvasasi keret eltolodik, igy a polimorfizmust kdvetd génszakasz jelentése is
megvaltozik, ami gyakran a nonsense €s a splice zavart okoz6 mutécidkhoz hasonldéan sulyos
funkciovesztéssel jar. A missense variaciok a polipeptidlanc egyetlen aminosavat valtoztatjak
meg, ennek funkciondlis kovetkezménye — az érintett aminosav lokalizacidjanak és a csere jel-
legének, az 0j és eredeti aminosav kémiai hasonlosdganak fliggvényében — igen széles skalan
mozoghat. Ismert példa arra is, hogy egy baziscsere kozvetett hatassal rendelkezik. Vonatkoz-
hat ez a missense varidciok mellett a szinonim vagy mas szdval ,,same sense”” SNP-kre is, me-
lyek bar a fehérje primer szerkezetét nem modositjak, mégsem tekinthetdk biologiai szempont-
bdl minden esetben hatastalannak. Egy missense vagy szinonim polimorfizmus az mRNS élet-
tartamat is megvaltoztathatja, maskor a moédosult primer szerkezetii fehérje el sem jut a rendel-
tetési helyére, hanem lebomlik [47, 48].

Biologiai, orvosi szempontbol — ez utdbbiakhoz valamelyest hasonldéan — tavolr6l sem
hagyhatok figyelmen kiviil azok a polimorfizmusok, melyek fehérje kodold szakaszok nem
transzlalodo régidiban, illetve nem fehérje kodold génekben helyezkednek el. Igy van ez on-
magaban amiatt is, mivel maga a genom legnagyobb része ebbe a kategoridba sorolhatd. Mig
DNS-iink csupan 1,2—1,5%-a felel ténylegesen a fehérjék aminosavsorrendjének leirasaért [44],
legalabb egy szdvetben adott kdriilmények kozott a genom akér tobb mint 90%-a atirodik RNS-
re [49, 50]. Az itt elhelyezkedd genetikai varidciok biologiai hatasa azonban legtobb esteben a
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DNS-szekvencia elemzése alapjan csak alig josolhatd meg, igy sok esetben még ma is izgalmas
kihivas ezen polimorfizmusok szerepének feltarasa. Molekuldris biologiai jelentéségiik, vala-
mint a bemutatéasra keriild kutatasi eredmények szempontjabol kiemelhetdk a gének promote-
rében, valamint 3’ UTR-ében elhelyezkedd polimorfizmusok.

A fehérjék talnyomo tobbségének kifejezddése és mitkodése az eukaridta sejtben pontos
szabalyozas alatt all, ami tobb szinten (transzkripcid, poszttranszkripcio, transzlacio, poszt-
transzlacid) valosul meg, €s a genetikai polimorfizmusok hatasa nélkiil is igen Osszetett folya-
mat. A szabalyozasi l1épésekben szerepet jatszo komplexek kialakuldsa 6nmagaban Osszetett,
rdadasul nem ritka az egyes szintek kdzotti kapesolat, ami akar klinikai jelentdségii is lehet: egy
miRNS befolyasolhatja egy transzkripcids faktor kifejez6dését [51], maskor egy hosszl, nem
kédold RNS (IncRNS) kothet meg egy miRNS-t, igy az IncRNS transzkripcid szintii szabalyo-
zasa hatdssal van az adott miRNS és célgénjeinek interakcidjara [52]. A genetikai polimorfiz-
musok ezeket az onmagukban is igen bonyolult folyamatokat tovabb modulaljak. Akar a transz-
kripcios faktor génjének kddold szekvencidjaban 1évo variacio, akar a célgén promoterében, az
adott transzkripcios faktor kotdhelyében elhelyezkedd polimorfizmus befolyasolhatja az
mRNS-szintézis aktivitasat, és ismertek az un. CpG-SNP-k is, melyek az epigenetikai, metila-
cidés mintazat modositasa révén hatnak a transzkripciora [53].

A kb. 22 nukleotid hosszl érett miRNS-ek leggyakrabban az mRNS-ek 3 UTR-hez, rit-
kabban 5’ UTR-¢hez vagy kodold szakaszahoz kotddve fejtik ki szabalyoz hatasukat. A miR-
TarBase adatbazis tobb, mint 360 000 kisérletesen validalt, a mirWalk pedig ennél is 1ényege-
sen nagyobb szdmu, tobbségében csupan josolt mRNS—-miRNS interakciot tartalmaz, ami jol
mutatja ezen szabalyozas rendkiviil 6sszetett, halozatos jellegét. A kolcsonhatasok jelentds ré-
sze azonban csupan szekvencia illesztés alapjan josolt. Bar tekintettel arra, hogy RNS—RNS
kapcsolatrol van sz6, feltételezhetnénk, hogy a molekuldk bazissorrendje alapjan a szabalyozas
hatékonysaga konnyen eldre jelezhetd, a folyamat azonban mégis joval bonyolultabb. Ennek
oka részben az, hogy az mRNS ¢és a miRNS kapcsolodasat dontden, a miRNS 5° végétdl sza-
mitott 2—8. nukleotid kozotti szakasz, az un. ,,seed” régid hatdrozza meg, amit azonban a
miRNS 3’ végi régidja modulalhat. Ehhez adddik hozzé a polimorfizmusok hatésa: a két RNS
kozotti kapesolodas hatékonysaga ugyanis értelemszertien megvaltozik, ha azok szekvenciaja
moédosul. Erdekes azonban, hogy mig a célgének 3> UTR-ében, a miRNS-ek kétShelyében vi-
szonylag nagy szami SNP (un. miR-SNP) taldlhat6, addig miRNS-ek génjében, kiillondsen a
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»seed” a szekvenciat kodold szakaszokban kevesebb polimorfizmus van [54], ami taldn a

miRNS-eken keresztiil megvaldsuld szabalyozas fontossagara utalhat.

2.2.2 A genetikai varidaciok hatasa a fenotipusra

A jelentds biologiai funkciovesztést okozo mutaciok gyakran monogénes modon kiilonbdzd
sulyossagu 6roklodo betegséghez vezetnek. Mivel ezekben az esetekben lineéris és direkt 6sz-
szefliggés figyelhetd meg a genetikai variaci6 (rendszerint mutacio) és a fenotipus kozott, igy
a legtobb ilyen korkép, illetve a hattérben meghuz6do genetikai ok mara mar ismertté valt. A
szazad eleje, a human genom szekvencidjanak feltdrasa 6ta ugyanakkor ugrasszertien megnott
azoknak a kutatdsoknak a szama, melyek a multifaktorialis, komplex moédon 6roklédé betegsé-
gek genetikai rizikdfaktorainak azonositasat célozzak (3. dbra). Hamar kideriilt, hogy a kihivas
nagyobb [27], mint azt a Human Genom Projekt lezarasakor remélték. A komplex jellegek ki-
alakitasaban szerepet jatszo kdrnyezeti €s genetikai tényezdk ugyanis bonyolult hdldézatként
egymast is befolydsolva rendkiviil sszetett rendszert alkotnak, melyben egy-egy alkotéelem
(akar kornyezeti, akar genetikai faktor) hatasa kicsi, és 6nmagaban rendszerint sem nem elég-

séges, sem nem sziikséges feltétele az adott fenotipus megjelenésének.

2.2.2.1 A D4-es dopamin receptor

A pszichogenetikai asszociacio vizsgalatok uttoré munkéja a D4-es dopamin receptor (DRD4)
gén 3. exonjaban 1évo 48 bp-os VNTR ¢s az ,ujdonsagkeresés” személyiségjegy kozotti kap-
csolat leirdsa volt [55].

A dopamin a katekolaminok koz¢ tartoz6 ingeriilet-atvive, szerepet jatszik a mozgassza-
balyozasban, a neuroendokrin mitkddésben, és befolyasolja az érzelmek, indulatok kifejezédé-
sét. Ennek megfelelden idegrendszeriinkben harom f6 dopaminerg rendszer kiilonithetd el. A
substantia nigrabdl a nucleus caudatus és a putamen felé iranyuld palya a mozgasok kivitelezé-
sében nélkiilozhetetlen. A mezolimbikus palya a prefrontalis kéreghez, az amygdaldhoz és a
hippocampushoz vezet, a limbikus rendszer részeként fontos az érzelmek, indulatok szabalyo-
zasaban. Az endokrin funkciok szabalyozdja a hypothalamus nucleus arcuatusabdl a hypophy-

sishez vezetd palya.
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A dopamin receptorok hét transzmembran régioval rendelkeznek. A DRD4 agonista koto-
désekor a Gi fehérjét aktivalja, ennek kovetkeztében a sejten beliil az adenil-ciklaz gatlodik, igy
a cAMP-szint csokken.

A dopamin rendszer és a DRD4 — ennek megfelelden — szdmos jelentds klinikai vonatko-
zassal rendelkezik. A szkizofrénia hatterében kdzponti idegrendszeri dopamin tulsuly all, a be-
tegek agydban post mortem elemzések tantibizonysaga szerint a DRD4 mennyisége jelentdsen
emelkedett [56], és a kezelés soran hasznalt atipusos antipszichotikum, a clozapin is ehhez a
receptorhoz kotédik legmagasabb affinitassal [57].

A gén 3. exonjaban elhelyezkedd 48 bp-os ismétlédési polimorfizmust napjainkig nagy
érdeklddés ovezi. Ez a génrégid a harmadik citoplazmatikus hurok kodolasaban jatszik szere-
pet, melynek funkcioja a G-fehérjével valo kapcsolat. Az ismétlddési szam 2 és 10 kozott val-
tozhat, ami a polipeptidlancban egy 16 aminosav hosszisagl szakasz ismétlddését eredmé-
nyezi, ahol ez egyes modulok egymastdl kis mértékben kiilonbozhetnek (4. dbra) [58]. Meg-
lepd, hogy a polimorfizmus a receptorfehérje funkcié szempontjabol egyik alapvetd részét
érinti, az egyes formdk — a legrovidebbtdl a leghosszabbig — mégis mind mitkodéképesek,
ugyanakkor a gyakori ,,hossz(l” valtozat, a 7x allél altal kodolt fehérje hatékonysaga kb. fele
akkora, mint a leggyakoribb 4x vagy a 2x valtozat(i receptoré [59]. Erdekes, hogy a polimor-
fizmussal asszocidcidot mutatd fenotipusok €s betegségek elemzését mindmaig nagy érdeklédés
ovezi, ugyanakkor tovabbi molekularis szintli vizsgélat a kiilonbdzd receptorfehérjék mitkodé-
sére vonatkozoan alig talalhat6 a szakirodalomban [60].

A DRD4 3. exonjaban 1évé VNTR-rel kapcsolatos korai eredmény a hosszl (7x) valtozat
¢s a Cloninger féle pszicho-biologiai személyiség-modell Gjdonsagkeresés dimenzidja kozott
irt le Osszefliggést [55, 61]. Az eredményt a kés6bbiekben nem sikeriilt minden esetben kimu-
tatni [62, 63], az asszocidcidt ugyanakkor tobb tanulmany — koztiik egy nemrég megjelent me-
taanalizis [64] — megerdsitette [65, 66]. Ezek az ellentmondé eredmények dnmagukban felhiv-
jak a figyelmet a genetikai asszociacié vizsgéalatok jellemzd technikai nehézségére: a komplex
jellegek esetén az egyes, dnmagukban kis hatast genetikai faktorok kimutatasa nem konnyti

feladat, ahol mind az alpozitiv, mind az alnegativ eredményekre fontos figyelmet forditani.
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A VNTR-t szamos tovabbi jelleggel — szexualis érdeklddés [67], kiillonbdzd személyiség-
jegyek [68], dohanyzas [69] — hoztdk 0sszefliggésbe, valamint asszocidciét mutattak ki a poli-
morfizmus és egyes pszichiatriai rendellenességek, illetve betegségek, mint a szorongas [70], a
figyelemhidnyos hiperaktivitds [71] és a szerfliggdség, illetve abuzus [72, 73] kozott.

Emlitésre mélto, hogy mig a gyakran modellként alkalmazott ragcsalok hasonld polimorf
régioval nem rendelkeznek, a kutya DRD4 génjének 3. exonjaban taldlhato egy, a human
VNTR-nek valamelyest megfeleld ismétlddési polimorfizmus. Ez a VNTR azonban nem 48,
hanem 27, 39 és 12 bp-os modulokbol 4ll, és a régid variabilitasat a 39 és a 12 bp nagysaga
elemek valtozo szamu €s sorrendii el6fordulasa adja (4. dbra) [74]. A kutya — emberrel egyiitt
,»szocializalt” életmddja miatt — a viselkedésgenetikai vizsgalatok soran a patkanynal vagy az
egérnél jobb modellnek tekinthetd: szamos kutyafajtaban figyeltek meg asszociaciot az egyes

allélvéltozatok, illetve az allatokra jellemzo kiilonbozo viselkedésjegyek kozott [75].

A B

48 bp 39bp 12bp 27 bp
z
4 a p (7 & 3a

7 a p n g p 4 a 3b

5

4. abra. A DRD4 gén 3. exonjaban 1évé VNTR leggyakoribb allélvariansai emberben és
kutydban. A Az emberben 1év0 polimorfizmus 48 bp-os modulokbol 4ll, ezek bazissorrendje

.....

bp nagysagu blokkokbol all, melyek szama és sorrendje is kiilonbozhet.

A DRD4 génben természetesen szdmtalan tovabbi polimorfizmus talalhat6. A gén promo-
terében a mindmaig ,,—521C/T SNP”-ként emlitett rs1800955 polimorfizmus T allélja in vitro
mérések alapjan csokkent mennyiségli mRNS képzddéséhez vezet [77]. Az SNP tobb, az 0j-
donsagkereséssel kapcsolatba hozhat6 fenotipus mellett [78, 79] a szkizofrénia genetikai rizi-

kofaktoraként is felmeriil [80]. A transzkripcios startponttol kissé tavolabb talalhatd egy 120
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bp-os duplikacio, mely sejtes rendszerben hatdssal van a transzkripcios aktivitasra [81], befo-
lydsolja a clozapin-kezelés hatékonysagat [82], és — mas polimorfizmusokkal egylitt — dssze-

fiiggésben allhat a figyelemhidnyos hiperaktivitassal [83].

2.2.2.2 A wolframin

A wolframin fehérje, illetve genetikai variaciok okozta miikodésvaltozasa szintén 0sszefliggés-
ben all kdzponti idegrendszeri, neuropszichiatriai funkcidkkal.

A wolframin az endoplazmés retikulum membranjaban elhelyezkedd glikoprotein, 9
transzmembran szakasszal rendelkezik, N-termindlis régidja a citoplazma, C-terminalisa pedig
az endoplazmas retikulum lumene felé helyezkedik el. Csaknem minden szdvetben kifejezédik,
legmagasabb expressziot a szivben, a kdzponti idegrendszerben [84], valamint a hasnyalmirigy
F-sejtjeiben és inzulinoma sejtvonalakon mutattak ki [85]. Szamos megfigyelés utal arra, hogy
a wolframin fontos szerepet jatszik a hasnyalmirigy szigetsejtjeinek inzulintermelésében. Inzu-
linszekrécid és endoplazmas retikulum stressz sordn a wolframin expresszidjanak aktivitdsa
megemelkedik: az IRE1¢, valamint a PERK tutvonalakon keresztiil a fehérje hozzdjarul az en-
doplazmas retikulum egyensulyanak fenntartdsahoz [86]. Mesterségesen létrehozott wolframin
hidnyos egerekben gliikoz hatdsara az inzulinszekrécié nem emelkedik, progressziv inzulinhi-
any ¢és diabetes mellitus figyelhetd meg. Az allatokbol izolalt szigetsejtekben immunhiszto-
kémiai elemzések csokkent f-sejtszamot mutattak ki, magas gliikdzkoncentracié és endoplaz-
mas retikulum stressz kdvetkeztében kialakuld apoptozis volt megfigyelhetd [87]. Kimutattak,
hogy a wolframin nem csak a f-sejtek endoplazmas retikulumdban van jelen, hanem a szekre-
talt granulumok membranjaban is megtalalhato, és a kémbhatas szabalyozésa révén hozzajarul a
proinzulin—inzulin atalakulashoz és az exocit6zishoz [88]. Fény deriilt emellett arra is, hogy a
wolframin kalmodulint két, igy szdmos cellularis fehérjével és Ca®*-fiiggd folyamattal 4ll kap-
csolatban, valamint szerepet jatszik a sejten beliili Ca**-egyenstly fenntartasaban [89].

A wolframin fehérje funkciokiesése ismert jelenség emberben: a Wolfram- vagy
DIDMOAD-szindromaként szamon tartott ritka, autoszomalis recessziv modon 6roklodo neu-
rodegenerativ korkép (OMIM 222300) szertedgazd klinikai jegyeket mutathat: diabetes

insipidus, diabetes mellitus, optikus atrofia és siketség (deafness) mellett mas neuropszichidtriai
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tiinetek (ataxia, nisztagmus, periférialis neuropatia, mentalis retardaciod, pszichiatriai rendelle-
nességek) is kialakulhatnak [90]. A betegség klinikai megjelenése igen valtozatos, leggyakrab-
ban a nem autoimmun, inzulinfliggd diabetes mellitus alakul ki el6szor 6 éves kor koriil, s a
génben maig azonositanak kiilonbdz6 manifesztaciot eredményezd 1j mutaciokat [91]. A prog-
nozis meglehetdsen kedvezdtlen, fiatal felnétt korban a neurodegenrativ folyamatok rendszerint
centralis 1égzési elégtelenséghez vezetnek [92].

A Wolfram-szindroma jellegzetes tiineti alapjan vetddott fel annak gondolata, hogy a gén
mérsékeltebb funkciovaltozast okozd polimorfizmusai a diabetes mellitus, valamint kiilonb6zd
neuropszichiatriai rendellenességek ordkletes komponensei lehetnek. Egy genom szintii asszo-
ciaciovizsgalat a T2DM (2-es tipust cukorbetegség) és a gén rs4689388 SNP-je kozott mutatott
ki asszociaciot [93], emellett az rs1046320 és az rs10010131 polimorfizmusokat szintén a be-
tegség rizikdfaktoraiként azonositottdk [94, 95]. Asszociaciot irtak le a T2DM és a wolframin
kifejez6désének szabalyozasaban vélhetden szerepet jatszo két SNP kozott: az rs1801214 poli-
morfizmus a metilaciés mintdzat moddositasa révén, a gén 3° UTR-ében elhelyezkedd
rs1046320 SNP pedig miRNS bekdtddésének megvaltoztatdsaval jarulhat hozza a sejtben jelen
1évo fehérje mennyiségének meghatirozasdhoz [96]. Ezek az eredmények egy koncepciondlis
kérdésre vilagitanak ra. Egy génen beliil egymastdl nem tul nagy tavolsagban elhelyezkedd
SNP-k k6zott gyakran LD figyelheté meg. Ez azt is eredményezheti, hogy a genotipus—fenoti-
pus asszociacio olyan polimorfizmusokkal is statisztikailag kimutathat6, melyek tényleges bi-
ologiai hatassal nem rendelkeznek. Egy adott jelleg hatterében 4ll6 kromoszéma szakaszok,
illetve gének azonositasahoz ez nem is feltétlen sziikséges, ugyanakkor a betegségek kialaku-
lasaban szerepld molekularis folyamatok megértéséhez (és esetleges befolydsolasahoz) az
SNP-k részletes LD-, haplotipus- és funkciondlis elemzése elengedhetetlen.

A Wolfram-szindroma tiineteinek megfeleléen a gén polimorfizmusai pszichiatriai rend-
ellenességek genetikai rizikofaktoraiként is felvetddnek. Hangulatzavarral kapcsolatban pozitiv
¢s negativ eredmények egyarant fellelhetdk a szakirodalomban [97, 98], a gén aminosavcserét
okozdé mutécioi szkizofréniaval €s affektiv zavarokkal nem mutattak szignifikédns dsszefliggést
[99], a téméaban megjelent kozlemények szdma azonban lényegesen alacsonyabb, mint a WFS1

¢s a T2DM 0sszefliggését kutatd publikacioke.
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2.2.2.3 A SNAP-25

A szinaptoszéma-asszocialt fehérje-25 szintén nélkiilozhetetlen a kdzponti idegrendszer meg-
felel6 miikodéséhez, de érdekes modon — a wolframinhoz hasonldéan — szerepet jatszik a has-
nyalmirigy f-sejtjeinek inzulin szekrécidjaban is [100]. A fehérje a SNARE (soluble N-
ethylmaleimide sensitive factor attachment protein receptor) komplex részeként részt vesz az
intracellularis vezikulumok exocitézisdban. Ennek kulcslépése a vezikulumok sejtmembrannal
torténd 0sszeolvadasa, melyben alapvetd a v-SNARE (vezikuldris) és t-SNARE (target) fehér-
jék kozotti nagy affinitasi kolesonhatdsok 1étrejotte [101]. A SNAP-25 a szintaxin 1-gyel
egyiitt a t-SNARE alkotdja, nem rendelkezik transzmembran régioval, csupan egy palmitat se-
gitségével kotddik a membranhoz [102]

A SNAP-25 fehérje funkciojat allatkisérletek eredményei is magyardzzak. A coloboma
egér a 2. kromoszoman egy 4,2 Mb hossziisaghi deléciot hordoz, mely magéban foglalja a
SNAP-25 gént is. A delécid homozigdta formaban az élettel nem bizonyult sszeegyeztethetd-
nek: az allatok a 6. embrionalis nap eldtt elpusztultak. A delécidra nézve heterozigdta egerek
¢letben maradtak, azonban lokomotoros aktivitasuk 1ényegesen magasabb volt, mint a kontroll
allatoké [103].

A SNAP-25 karakterizalasa soran ismertté valt, hogy a génrdl két kiilonbozo transzkripcios
varians keletkezhet, melyek kiilonbozd 5. exont tartalmaznak, ami fehérjeszinten 9 aminosav
eltérésében mutatkozik meg. Megfigyelték, hogy az egerek fejlddése soran a két izoforma ara-
nya megvaltozik: mig a prenatélis korban a SNAP-25 a izoforma mennyisége magasabb, a szii-
letés utani hetedik napon a b valtozat valik dominanssa [104]. A fehérje b izoformajanak sze-
lektiv hidnya (a SNAP-25 azonos 6sszmennyisége mellett) egerekben fejlédésben valod elmara-
dast és spontan gdrcsoket okozott, a hippokampusz teriiletén morfologiai eltérések jelentek
meg, ¢s a tanulds, térbeli tajékozodas terén az egészséges allatokhoz képest jelentds lemaradas
volt megfigyelhetd [105]. Egerekbdl szarmazo mintdk vizsgélata alapjan a két izoforma mak-
roszkopos €s szubceellularis lokalizacidja is eltérd: a b izoforma kifejez6dése az agy egész tertii-
letére, a szinapszisokban gazdag régiokra, szubcelluldrisan pedig a membran frakciora jel-
lemz6, a SNAP-25 a varidns ezzel szemben f6képp a rosztralis teriileteken, a citoszdlban fordul
eld [106].

A SNAP-25 3 UTR-¢ben elhelyezkedd 2 SNP-t (rs3746544 és rs1051312) tobb vizsgalat
a figyelemhidnyos hiperaktivitas rizikofaktoraként azonositotta, és megfigyelték, hogy az
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ADHD-hoz kapcsolodd major depresszio jelenléte esetén az asszociacio még kifejezettebb
[107, 108]. A SNAP-25 fehérje mennyiségét bipolaris hangulatzavarban szenvedd betegek
agyanak frontalis lebenyében, a 9. Brodmann-féle kérgi mezd teriiletérdl szarmazo post mortem
mintakban vizsgaltak, és megallapitottak, hogy a SNAP-25 mennyisége — mind mRNS-, mind
fehérjeszinten — szignifikdnsan alacsonyabb, mint a pszichiatriai betegségben nem szenvedd
személyekben. Bar hasonlo eltérés szkizofrénidban szenvedd betegek esetén nem volt megfi-
gyelhetd [109], a gén polimorfizmusai €s a betegség eldéfordulasa kdzott gyenge Osszefliggés

kimutathat6 [110].

2.2.2.4 A 4-es komplement komponens
Az MHC régioban elhelyezkedd 4-es komplement komponens fehérje génje variabilitasat te-
kintve jelentdsen eltér az eddig példaként bemutatott génektdl.

A human DNS szekvencidjanak feltardsa sordn, illetve azt kovetden valt ismertté, hogy
genomunkban nagy szamban fordulnak elé akar 10° béazispar hosszisagu szakaszokat érint6
duplikaciok, ismétlddések, illetve deléciok, melyeket 6sszefoglald néven CNV-nek neveziink.
Ezek a polimorfizmusok egészséges személyek genomjaban is igen nagy szdmban eléfordulnak
[45, 46], nem okoznak jelentds funkcidvaltozast, illetve -karosodast, egyenként feltételezhetéen
kis hatastak, és — a rovid szakaszokat érintd genetikai variacidkhoz hasonldéan — hozz4ajarulhat-
nak a komplex jellegek genetikai hatterének meghatdrozasahoz. Ilyen CNV taldlhat6 a 6. kro-
moszoma rovid karjan elhelyezkedé MHC-régioban, mely genomteriilet abbdl a szempontbdl
is kiilonleges, hogy ezen a szakaszon igen nagy kiterjedést, rendkiviil konzervalt ¢si haplotipus
struktirdk vannak jelen. Az 6si haplotipusok konzervalt, folyamatos szekvencidk, amelyek tobb
ezer bazispar hosszisagu ,,befagyott blokkokbd!” allnak. Ezekben a régidkban nagyszamu, kap-
csoltan 6roklddd polimorfizmus talalhatd, és érdekes mddon rekombinacié csak a blokkok ko-
zOtt torténik, a rogziilt szekvencidk viszont allandosult médon 6rokitédnek tovabb generaciorol
generaciora [111].

Az MHC régi6 génjei harom osztalyba sorolhatdk: a telomerhez kozelebb talalhatd az
MHC I, k6zépen helyezkedik el az MHC 111, a 6. kromoszéma centromer szakasza felé pedig
az MHC II lokalizalodik. Ez utobbi régio génekben — az egész genom viszonylatdban is — rend-
kiviil gazdag. Itt helyezkedik el az in. RCCX-modul, melyet szerkezeti egységet képezve egy
nuklearis protein kindz (RP), a 4-es komplement komponens (C4), a 21-hidroxilaz (CYP21) és
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a tenaszcin-X (7NX) génje alkot. A négy génbdl all6 modult sajatos tulajdonsag ismétlodési
variacio jellemzi létrehozva az egy, ketté vagy harom kopiat tartalmaz6 komplexet (5. dbra)
[112]. A magi szerin/ treonin kindzt kodold RP génbdl az ismétlddési szamtol fiiggetlentil min-
dig csak egy aktiv (RPI), a tovabbi modulokban elhelyezkedd RP2 részleges duplikacio révén
jott lére, és nem kodol miikodd fehérjét. A 21-hidroxilaz enzim (CYP21) a gliikokortikoid és
mineralokortikoid hormonok szintézisének egyik 1épését katalizalja. Az el6z6hoz hasonldoan
minden esetben csak egy blokk kédol miikodé enzimet (CYP21B), az ,,A”-val jelolt pszeudo-
génrdl egy 8 bazisparos delécid kovetkeztében kialakuld kereteltolodas, illetve korai stop kodon
miatt nem irodik at aktiv fehérje. Ugyanigy csak a modulok utols6 tagjaban elhelyezkedd TNXB
génrdl keletkezik mitkodoképes extracellularis matrix fehérje, a TNXA kereteltolodast tartal-
maz. Ezzel szemben — érdekes mdédon — a 4-es komplement fehérje (C4) génje a modulokat
felépitd mindegyik épitdelemben aktiv, igy genomunkban akar 6 miikoddé C4 gén is jelen lehet,

¢s megfigyelték, hogy a képzddo fehérje mennyisége a génszammal Gsszefiiggést mutat [113].

XSV I TSV

I~ ~ CYP21B
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(rRP1[ca I c4 TNXB modulszém: 2
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5. dbra. Az ,RCCX”-modul. Az ismétléd6 elemeket a magi szerin / treonin kindz (RP), a
C4-es komplement fehérje (C4), a 21-hidroxilaz (CYP21) és a tenaszcin-X aktiv (sotétebb)
¢s inaktiv (vilagosabb) génjei alkotjak.

A mar dnmagéaban sem szokvanyos genomi konstellaciot tovabb tarkitja, hogy a valtozd
szamban jelenlévé C4 géneknek két killonboz6 tipusa, a C44 és a C4B ismert. gy nem csak az

abszolut génszam, hanem a két izoforma ardnya is variabilitast mutat [112]. Bar a két valtozat
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csupan a 26. exon 5 nukleotidjaban tér el egymastol, ami fehérje szinten 4 aminosav kiilonbsé-
gét eredményezi, a két fehérje funkcioja mégis valamelyest eltérd.

A (C4 gén leginkébb a majban fejezddik ki, és a jelen 1év6 fehérje mennyisége alapvetden
a génszamtol fligg [114]. A komplementrendszer az immunvalasz alapvetd résztvevdje. A kor-
okozok opszonizédlasdban, illetve lizisében, valamint a sajat sejtek karosodasanak gatlasdban
egy kaszkad modjara aktivalodod enzimrendszer vesz részt. Ennek soran a C4 fehérje limitalt
proteolizissel aktivva valik, és a felszinre keriil6 tioészter kotés segitségével kapcsolddni tud az
antigénhez, valamint hozzéjarul a C2-proenzim aktivalasdhoz. A C4A és C4B valtozatban az
1101-1106. pozicidban 4 aminosav tér el egymastol, melyek koziil a célmolekulaval kapcsola-
tos eltérd kdlcsonhatasért elsésorban az 1106. aminosav felel, ami a C4A fehérjében aszpartat,
a C4B izoformaban hisztidin. A C4A elsésorban aminocsoporttal rendelkezd antigénhez koto-
dik, a C4B-ben a hisztidin egy koztitermék kialakuldsan keresztiil segiti elé a tioészter-kotés
transzacetilaciojat, de az intermedier hamar lebomlik, ennek az izoformanak hidroxil-csoport-
hoz magasabb az affinitasa [112].

A populaci6 csaknem haromnegyedében két egységbdl 4ll6 RCCX modul taldlhaté mind-
két kromoszoéman, melyek egy-egy C4A és C4B fehérjét kodolnak. Csokkent C4 mennyiség
kovetkeztében romolhat a fertézésekkel szembeni ellendlloképesség, az emelkedett génszam,
illetve fehérjemennyiség pedig autoimmun korképek kialakulasat eredményezheti. Nem ritka
(25-33%) a két izoforma aranyanak eltolddasa, illetve valamelyik véltozat teljes hianya sem.
A C4A mennyiségének csokkenése a fertdzésekre vald fokozott hajlam mellett szisztémas lupus
erythematosus (SLE) [115, 116], valamint érkarosodas talajan fiatalkorban kialakulé miokar-
diélis infarktus rizik6faktora lehet [117]. A C4B-hiany kovetkeztében erythema nodosum [118]
¢s IgA-nefropatia [119] kialakuldsar6l szamoltak be. A C4-es komplementrendszer rendkiviili
genetikai valtozatossaga miatt napjainkban is sok kutatas érdeklddésének kozéppontjaban all
[120]. Osszefiiggést mutattak ki az alacsony C4A4 génddzis és a pajzsmirigy autoimmun talmii-
kodése, a Graves—Basedow-kor kozott [121], a megemelkedett C4A4 génszam pedig az idéskori
makuladegeneraci6 genetikai rizikdfaktora lehet [122], és felvetddott a C4-aktivalodas és a ko-
ronavirusfertdzés talajan kialakulé diffuz mikrovaszkularis tromboézis kdzotti kapcsolat lehetd-

sége is [120].
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2.3 A genetikai variaciok elemzése

2.3.1 A genotipus meghatarozdsa

A genetikai mutdciok és polimorfizmusok vizsgalata mind a kutatd-, mind a klinikai munka
feladata lehet. Barmelyikrdl is legyen sz6, nagyszamu minta egy vagy tobb polimorfizmusanak
gyors, megbizhat6 €s reprodukalhaté elemzése a cél. Lényeges tehat a megfeleld technika ki-
valasztasa (3. dbra), melynek soran szem el6tt kell tartani a vizsgaland6 polimorfizmusok tipu-
sat (SNP, VNTR, CNV) és szamat is. Kisszamu lokusz meghatarozasa célzott eljarasokkal
gyorsan, pontosan, hatékonyan és gazdasagosan megvalosithatd, ugyanakkor ma mar a klinikai
diagnosztika soran is helyet kapnak azok a nagy ateresztoképességii eljarasok (pl. NGS), me-

lyek genomszintii elemzést is lehetové tesznek [123].

2.3.1.1 A genotipizalo modszerek alapelve, VNTR-ek elemzése
A célzott genotipizald technikék tobbsége a vizsgalt genomszakasz polimeraz lancreakcioval
(PCR) torténd felsokszorozasan, €s a kapott DNS-termékek elektroforetikus illetve fluoresz-
cens analizisén alapul. A PCR soran az adott genetikai varidciot tartalmazoé régiordl ciklusos
folyamatban nagyszamt azonos masolat keletkezik. Mivel a reakciot katalizalo DNS-fliggd
DNS-polimeraz egy uj lanc felépitését elkezdeni nem tudja, csupan mar jelen 1évé molekulat
képes meghosszabbitani, igy mesterséges, egyszali DNS-molekuldkkal, a primerekkel megha-
tarozhato az elemezni, illetve felsokszorozni kivant régid. Az emberi genom szekvenciajanak
feltarasa ennek megfelelden jelentds elérelépés volt ezen a teriileten is, mivel a vizsgalt genomi
régiok bazissorrendjének ismerete elengedhetetlen a primertervezés soran. Egy PCR-hez leg-
alabb két primerre van sziikség: ezek uigy kotddnek a minta-DNS egyik illetve masik lancahoz,
hogy a 3’ végiik egymas felé tekint, igy a ciklusos folyamat soran a primerek 4ltal kdzrefogott
régiorol exponencialisan ndvekvd szami masolat jon 1étre. A képz6dé DNS-fragmentumok gé-
lelektroforetikus technikékkal vagy real-time PCR esetén a folyamat soran képz6dd fluoresz-
cens jel mérésével azonosithatok.

Az egyszerl, horizontalis, alameriil6 agar6z gélelektroforézist mindmaig széleskdriien al-
kalmazzdk DNS-fragmentum analizisre. A technika kozel egy évszazaddal ezel6tti felfedezése
Ota azonban igen sokat fejlodott, szamos hatékony, érzékeny, gyors és automatizalt valtozatat

kidolgoztak.
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A kapillaris elektroforézis tobb eltérd alkalmazasi lehetdséget kinal, melyekhez csak a
vizsgalat soran hasznalt kapillarist, s6t esetenként csupén a futtatd puffert és egyéb anyagokat
kell kicserélni. A kapillaris kis belsé atmérdje (20—-180 um) miatt az elektromos ellenallas igen
nagy, ami magas (100-1000 V/cm-es) elektromos térerd alkalmazésat teszi lehetdvé, mivel az
aramerdsség és a hofejlodés még igy is alacsony marad. A nagy térerd rovid mérési idot és nagy
felbontast eredményez, a valds idejii UV vagy 1ézer indukalt fluoreszcencia elvén megvalosulo
detektalas pedig magas érzékenységet biztosit [124]. Egyes berendezések 96 minta egyidejii
analizisét is lehetdvé teszik, az ilyen nagy ateresztoképességli eszkozok jelentdsen hozzajarul-
tak a Human Genom Projekt sikeres megvaldsitasdhoz.

A technika legegyszerlibb valtozata a kapillaris zona-elektroforézis, mely ionok tomeg—
toltés arany szerinti elvalasztasat teszi lehetdvé. Ebben a rendszerben szamolni kell az elekt-
roozmotikus dramlas létrejottével, ami a kapilldris falan 1évd szilanol csoportok (SiO~) miatt
alakul ki. A negativ kapillaris az oldatban 1év6 pozitiv toltésii részecskéket magéhoz vonzza,
az igy keletkezd ,,pozitiv fala cs6” elmozdul a negativ pdlus irdnyaba, ami 1ényegében a kapil-
larisban 1év6 folyadék tomegtranszportjat jelenti. Ez hozzdadddik az ionok sajat mobilitasahoz,
ennek kovetkeztében a negativ ionok és a toltéssel nem rendelkezé molekulak is a katod felé
vandorolnak [125]. DNS analizishez a kapillarist valamilyen géllel kell megtolteni (kapillaris
gélelektroforézis), mivel az eltéré méretti molekulak tomeg—toltés aranya azonos, igy ezek ka-
pillaris zona-elektroforézis segitségével nem valaszthatok el egymastol. A jol reprodukalhatéd
elvalasztas ebben az esetben viszont az elektroozmotikus dramlds minimalizalasat teszi sziik-
ségessé: a kapillarisfal kémiai modositasara példaul metil-celluldz, poliakrilamid vagy polieti-
lén-glikol [126] alkalmas.

A technika és a molekularis genetika altalanos fejloddési tendencidinak megfeleléen a mi-
niatiirizalas az elvalasztastechnikak korében is tért hoditott. Sok minta gyors vizsgélata esetén
ez szamos eldnnyel jar. Lerovidiil az elektroforetikus analizisek idGtartama (perc—masodperc
nagysagrend), kis teriileten parhuzamosan tobb minta elemezhetd, tobb lehetdség kinalkozik az
automatizalasra, ami szamottevé munka-, id6-, anyag- és koltségmegtakaritast jelent [127].

A mikrofluidikai eszk6zok miniatiirizalt kapillaris elektroforézis berendezéseknek tekint-
hetdk: a mintdk analizise egy kisméretli liveg- vagy milanyaglap csatorndiban torténik. Ez a
rendszer a méretcsokkenésbdl szarmazo eldnydkon tal még egy igéretes lehetdséget kinal: a

hagyomanyos kapillaris elektroforézissel szemben csatorndk dsszetett, két dimenzios halozata
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alkothat6 meg, ami az elektroforézist megel6z6 lépések integralasat is lehetdvé teszi. Ezen el-
rendezés segitségével hagyoméanyosan tobb 1€pésbdl allo analizisek egyszeriien, hatékonyan,
akar a mintavétel helyszinén megvalosithatok (,,lab on chip”) [128]. A lapkaban 1év6 kapillari-
sok rendszerint 1040 um szélesek ¢és 60—200 pm magasak. A csatorndk a chip felszinén 1évo
nyilasokban végzddnek, itt torténik az oldatok (minta, puffer, elvalasztd matrix) betdltése. Az
ide csatlakozo elektrodokkal a csatorndkban kiilonbdz6 nagysagi és polaritasu elektromos me-
z0k hozhatdk 1étre, ami nem csak az elektroforetikus elemzést, hanem az anyagok egyszertii
mozgatasat is lehetdvé teszi. A legegyszeriibb mikrofluidikai eszk6zok két egymast keresztezd
csatornat tartalmaznak. A rovidebben torténik a minta bejuttatdsa, a hosszabban az elvalasztas.
Természetesen ennél 1ényegesen bonyolultabb felépitésii rendszerek is 1éteznek, az alkalmazasi
lehetdségek szdma pedig csaknem végtelen: a , klasszikus” elektroforetikus analiziseken tul vi-
rusok, baktériumok kimutatasa, de akar tumor sejtek izolalasat kdvetd transzkriptom analizis is
megvaldsithato [128].

A polimorfizmust tartalmazé genomi régié PCR-rel torténdé amplifikélasaval, majd azt ko-
vetden a — megfeleld platformon megvaldsitott — elektroforetikus analizissel a kis kiterjedésii
ismétlodési variaciok (mikroszatellitdk és VNTR-ek) genotipizalasa elvégezhetd, mivel ebben
az esetben éppen az adott DNS-szakasz hosszat kell meghatarozni. Ennek megfeleléen a vizs-
galt régio felsokszorozhatd egy primerparral, mely kozrefogja az érintett szekvenciat, majd a
PCR-termékek gélelektroforetikus analizisével az ismétlodési szam leolvashato. Technikai ne-
hézséget jelenthetnek azok a polimorfizmusok (mikroszatellitak és rovid inzerciok, deléciok),
melyeknél az ismétlédo egység hossza nagyon kicsi, mivel ilyenkor a hagyoményos horizonta-
lis agardz gélelektroforézis felbontoképessége nem minden esetben megfeleld az egyes allélok
megbizhato elkiilonitésére. Ilyen genetikai varidciok elemzése sordn a kapillaris elektroforézis

[1] vagy a mikrofluidikai eszk6zdk [X] alkalmazasa jelentheti a megoldast [129].

2.3.1.2 SNP-k genotipizalasa

SNP-k tanulméanyozéasa soran ugyanakkor tovabbi, illetve eltérd eljardsokra van sziikség a ge-
notipus elemzése soran. Ennek oka az, hogy a genetikai variacio az érintett DNS-szakasz hosz-
szat nem befolyasolja, igy a PCR-rel torténd amplifikécio, majd a keletkezett termékek elekt-
roforetikus méret-meghatarozasa 6nmagaban nem alkalmas a genotipus meghatarozasara. Sza-

mos technikat dolgoztak ki az elmult évtizedek alatt, melyekkel a DNS-szekvencia eltérése,
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azaz az SNP gélelektroforézissel kimutathatd hosszisagkiilonbséggé vagy valamilyen fluoresz-
cens szignalla konvertalhato.

Az RFLP (restrikcios fragmentum hosszusag polimorfizmus) lényege a Il-es tipusu rest-
rikcids endonukleazok alkalmazéasa. Ezek az enzimek igen specifikusan, egy adott szekvencia-
nal hasitjak a dupla szala DNS mindkét 1dncéat. Ha egy SNP vagy pontmutécié egy endonukledz
felismerdhelyén talalhatd, akkor az adott szekvenciat az egyik allél létrehozza, a masik viszont
elrontja, igy a kiilonbdzd genotipusoknak megfelelden eltérd hasitasi mintdzat jon létre, ami
gélelektroforézissel megjelenithetd.

A ,,Surveyor” nukledz egy kiilonleges, DNS-t hasit6 enzim, ami szintén alkalmas SNP-k
tanulmanyozasara. Jellemzdje, hogy a DNS-t azokon a pontokon hasitja el, ahol hibas bazispar
van jelen, bar emlitésre mélto, hogy az enzim affintidsa az egyes szabalytalan bazisparok irant
valamelyest eltérd. Az eljaras Iényege, hogy a PCR utdn a mintdkat ismert bazissorrendli frag-
mentummal hibridizaltatjak, igy ott, ahol a vizsgélt minta szekvencidja eltér a referenciatol,
kialakulhatnak a hibés bazisparok. Gélelektroforézis segitségével igy — a hasitdsi mintazat alap-
jan — megallapithato, hogy volt-e eltérés a két minta szekvencidja kozott. A mddszer ebbol
adodoan — sok mas technikaval ellentétben — a vizsgalt szakaszon beliil barmilyen, akar eddig
ismeretlen mutéacié vagy polimorfizmus azonositasara alkalmazhatd. Az Gjonnan kimutatott ge-
netikai variacié pontos helye és a megjelend szekvencia viszont csak tovabbi modszerekkel
(leggyakrabban DNS-szekvenalassal) hatarozhaté meg [130].

Az allélspecifikus amplifikacid (ARMS — Amplification-refractory mutation system) alap-
elve olyan primer haszndlata a PCR sordn, melynek 3’ vége éppen a vizsgalt SNP pozicidjara
esik [131]. Emellett olyan DNS-polimerézt sziikséges alkalmazni, mely nem rendelkezik 3’
exonukledz aktivitassal, ellenkezd esetben épp a technika 1ényege vész el, ha az enzim a primer
utolsd, nem komplementer nukleotidjat lehasitja. Ebben a rendszerben csak akkor keletkezik
PCR-termék, ha a reakcidelegyben 1€v6 allélspecifikus primer 3’ végével komplementer allél
van jelen a vizsgalt 10kuszon. A primer hossza a genotipizalas megbizhatosagat nagyban befo-
lyasolja, til hossza (t6bb mint 20-22 nukleotidbol 4ll6) primer alkalmazésa alpozitiv eredmény
jelentkezését okozhatja. Egy minta elemzése a két allélnak megfelelden rendszerint két kiilon
reakcidelegyben torténik, ugyanakkor amennyiben az SNP koriili szekvencia ezt lehetdvé teszi,
a két allélspecifikus primer eltérd irdnyultsaggal egy reakcioban is alkalmazhat6. Két reakcio-

elegyben torténd genotipizalds esetén elényos, ha a reakcidk egy az allélspecifikussal azonos
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iranyu kiilsé primert is tartalmaznak. Az igy mindig keletkezd kontroll fragmentum mutatja,
hogy az allél-specifikus termék hidnya nem technikai hiba kovetkezménye.

A DNS-ligaz (a DNS-polimeradzhoz hasonldan) csak akkor tud egy hianyzo6 foszfodiészter
kotést 1étrehozni (vagyis egy ,,nick”-et megsziintetni), ha a DNS-szalak tokéletesen illeszked-
nek egymashoz. Az enzim az allélspecifikus probat igy a kozvetleniil mellé hibridizaldé DNS-
molekulaval csak akkor kapcsolja dssze, ha megfeleld allél van jelen a vizsgédlt DNS-szélon
(,;,oligonucleotide ligation assay” — allélspecifikus oligonukleotid ligalds). Az igy létrejott ter-
mék (gyakran univerzalis) végeire hibridizalé primerekkel a termék felsokszorozhatd, ameny-
nyiben a két proba ligaldsa a vizsgalt szekvencidban 1év0 polimorfizmus miatt nem torténik
meg, értelemszertien nem képzddik PCR-termék. Az eljaréds kapillaris elektroforézis és eltérd
hosszisagh probak alkalmazéasaval hatékonyan multiplexalhatd: ez a technika az MLPA (,,mul-
tiplex ligation-dependent probe amplification” — multiplex ligalas-fiiggd proba amplifikacio),
mely az SNP-k és pontmutacidk genotipizalasa mellett kisebb és nagyobb kiterjedésti inzerciok,
deléciok és kopia szam polimorfizmusok (CNV-k) vizsgalatara is alkalmazhato6 [ 132-135]. Em-
litésre méltd ugyanakkor, hogy az MLPA esetén eléfordulhatnak alpozitiv eredmények, igy a
modszer alkalmazésa és az eredmények értékelése soran kelld koriiltekintés sziikséges [136].

DNS-lancok hibridizacidjan alapul a nagy ateresztd képességii ,,DNS-chip” technologia is.
Szamos 1) platform f0képp az SNP-k, de akar a CNV-k egyidejii elemzését kinalja, egy lemezen
250 000—4 000 000 polimorfizmus vizsgalhaté [137], s ma mar a technika érzékenysége is ki-
tling, a genotipizaladshoz rendkiviil kis mennyiségli minta-DNS elegendd [138]. A modszer 1é-
nyege roviden, hogy a fragmentalt, fluoreszcens festékkel jelolt, egyszala DNS-molekuldk ba-
zissorrendjiiknek megfeleléen a chip felszinére rogzitett probakhoz kotddnek. Ezt kdvetden a
berendezés leolvassa az egyes poziciokban mérhetd fluoreszcens jelet: ennek alapjan nem csak
az adott szekvencia jelenléte vagy hidnya, hanem annak relativ mennyisége is megallapithat6
[139]. Bar a technika szdmos — elméleti és klinikai — teriileten hatékony megoldast jelenthet,
mégis szembetiind, hogy a modszerrel kapcsolatos tudomanyos kozlemények szdma 2013 6ta
alig tobb mint egyharmadara csokkent. Ennek oka vélhetéen az, hogy az NGS eljarasok mara
a kozepes, illetve viszonylag nagy ateresztOképességli genotipizald technikdk redlis alternati-
vajava valtak: a modszerek koltsége hasonld nagysagrendii, ugyanakkor az 0j generécids szek-

venalas rendszerint 1ényegesen tobb szekvencia adatot general.
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A primerextenzio — kémiai szempontbol — a Sanger-szekvendlassal rokon, egyes forrasok
emiatt a technikat miniszekvendlasnak is nevezik. Ennél az eljardsnal — szemben az allélspeci-
fikus amplifikdcidval — a primer 3’ vége éppen a vizsgalt l16kusz melletti nukleotidhoz hibridi-
zal, és a reakcioelegyben jelen van mind a négy lancterminator (leggyakrabban didezoxi- vagy
aciklo-) nukleotid mas-mas szinii fluoreszcens festékkel megjelolve. A folyamat sordn a primer
egyetlen nukleotiddal hosszabbodik meg, a DNS-szintézis természetes szubsztratjait (dATP,
dCTP, dGTP ¢és dTTP) ugyanis az oldat nem tartalmazza. A Iétrejovo termék szine a genoti-
pustol fiigg, mivel a minta-DNS-ben jelenlévd allél hatarozza meg, hogy a primer melyik jelolt
lanctermindtorral hosszabbodik meg. A képzddd DNS-fragmentumok olyan — a Sanger-szek-
venalas soréan is alkalmazott — kapillaris elektroforézissel tehetdk lathatova, ami képes a négy
fluoreszcens festék egyidejii detektalasara. Az eljaras hatékonyabb, multiplex forméban is ki-
vitelezhetd. A genotipus leolvasdsa ugyanis a szin detektdlasan alapul, a kapillaris elektroforé-
zis viszont természetesen hatékonyan alkalmazhat6 a termékek méret szerinti elvalasztasara is.
fgy kiilonbz6 hosszi extenzids primerek segitségével parhuzamosan 6-8 SNP genotipizalasa
is megvalosithat6 [140, 141]. Kidolgoztdk a modszer olyan, médositott valtozatat, ahol az alap-
elv hasonlo, de a detektélas elektrokémiai Gton torténik, igy sziikségtelenné téve a viszonylag
draga ¢és helyigényes CCD kamera alkalmazasat [142].

A valods idejii (real-time) PCR alapelve, hogy a képzddd termékeket nem csak a reakcio
utan, hanem az amplifikacié minden egyes ciklusdban detektaljak. Ez két kiilonbozd technikai
eljaras segitségével valdsithatd meg: alkalmazhatunk a DNS-hez aspecifikusan kotddo interka-
lator festékeket (pl. Eva Green, SYBR Green, SYTO-csaldd stb.), vagy a szekvencia specifikus
fluoreszcens probéakat [143]. A folyamatos detektalas nem csak a munkafolyamat gyorsitasat,
igy a hatékonysag novelését eredményezi, hanem lehetvé teszi a minta-DNS kiindulasi meny-
nyiségének pontos meghatarozasat is. Ha ugyanis a fluoreszcens jelet a ciklusszam fliggvényé-
ben abrazoljuk, leolvashatd, hogy a reakcid6 meddig megy hatékonyan végbe: meddig tud a
PCR-termékek mennyisége ciklusrol ciklusra (jo kozelitéssel) megkétszerezddni. A kivalasz-
tott kiiszob fluoreszcencia eléréséhez sziikséges ciklusszam (Ct vagy Cq) alapjan pontos abszo-
lat vagy relativ kvantifikalas végezhetd el, és a mddszer eldnye hogy egy kisérletben a 2—3x-
os és a 10°-10°x-o0s koncentraciokiilonbségek egyidejiileg megbizhatdan kimutathatok.

A valés idejii PCR technikdk az SNP-genotipizalas soran eredményesen alkalmazhatok.

Bar itt mennyiségi elemzés nem torténik, de a technika hatékonyséaga, gyorsasaga €s a genotipus
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meghatarozasat is magaban foglald automatizalhatosdg nagy eldnyt jelent. A mddszer elve,
hogy a reakcidelegy — a PCR szokasos dsszetevdin kiviil — két probat is tartalmaz. Ezek az
egyik illetve a masik alléllal komplementerek, €s kiilonbozo szinii fluoreszcens festékkel jelol-
tek. Tobbféle technika 1étezik: az egyik leggyakrabban hasznalt eljaras a ,,molecular beacon”
(molekularis jelz6fény) nevii probak alkalmazasan alapul, szintén széleskoriien elterjedtek a
TagMan probak is [144]. Mindkét megkdzelités 1ényege, hogy az intakt probak nem bocsatanak
ki fluoreszcens jelet, mert egy csillapito (,,quencher”’) molekula a ,riporter” fluoreszcens festék
altal kibocsatott fényt elnyeli. A ,,molecular beacon” esetén ezt a molekula hajtliszerti szerke-
zete eredményezi. A proba a megfelel allél jelenléte esetén ugyanakkor a minta DNS-sel sta-
bilabb duplaszalu struktarat képez, igy a molekula , kinyilik”, a csillapité hatdsa nem érvénye-
siil, és a proba jelet bocsat ki [145]. A TagMan-probék esetén a csillapité molekula hatdsa gy
szlinik meg, hogy — a megfeleld allél jelenlétében — a minta-DNS-hez hibridizal6 probat a DNS-
polimeraz a PCR soran 5’ exonukledz aktivitdsdval nukleotidokra lebontja, igy a quencher és a
,Hriporter” festék el tud diffundéalni egymastol [146]. Az elemzés soran a fluoreszcens jelek valos
idejli mérése nem is feltétleniil sziikséges: a PCR utan torténd ,,végpontdetektalas” alapjan a
két kiilonboz6 szinii fluoreszcens szigndl aranya meghatarozhatd, és igy a genotipus leolvas-
hat6. A TagMan OpenArray® rendszer a technika nagy 4teresztéképességli valtozata. Egy mik-
roszkopos targylemezhez hasonld nagysagu acéllemezen, 33 nl térfogatu reakcidelegyekben
torténik az amplifikacio, egy lemezen 3072 parhuzamos PCR valdsithaté meg [147, 148]. Ez a
miniatiirizalt eljaras SNP-k genotipizaldsa mellett mennyiségi elemzések kivitelezésére is al-
kalmas [149].

Az SNP-k genotipizaldsa, valamint azonositasa az olvadaspont mérésével is megvalosit-
hat6. Az elemzés szekvencia specifikus probak helyett a DNS-interkalator festékek alkalmaza-
san alapul. A modszer 1ényege az, hogy ezek a festékek csak a kettds lancti DNS-sel képeznek
komplexet, egy szali DNS jelenlétében nem adnak jelet. A DNS olvadaspontja — vagyis az a
hémérséklet (7Tm), ahol a molekula két lanca elvalik egymast6l — ezt kihaszndlva meghataroz-
hatd. A berendezés a vizsgélt mintat felmelegiti, ekdzben folyamatosan méri a fluoreszcens
jelet, ami az olvadaspontnadl hirtelen lecsokken. Megfelel6 érzékenységli detektor segitségével
akar egyetlen nukleotidnyi szekvencia kiilonbség, azaz egy SNP is kimutathat6 [150]. Az olva-

déaspont megvaltozasat természetesen a vizsgalt molekuldban jelen 1év6 barmilyen szekvencia
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eltérés okozhatja, igy az eljards 6nmagaban nem nyujt biztos informéciét egy adott SNP geno-
tipusardl és még lokalizaciojarol sem, ugyanakkor éppen emiatt alkalmas 0j, eddig még isme-
retlen polimorfizmusok azonositasara [151].

A denaturalo gradiens gél elektroforézis (DGGE) és az egyszali konforméaci6 polimorfiz-
mus (SSCP — single-strand conformation polymorphism) bizonyos szempontb6l hasonlit az ol-
vadaspont analizishez. Az alapelv ennél a két technikanal az, hogy az egyszalia DNS térszerke-
zetét, valamint (a duplaszala DNS-ben, illetve az egyszali molekula egyes komplementer sza-
kaszai kozott) a hidrogén-hidak 1étrejottét a szekvencia befolydsolja, igy a vizsgalt régidoban
jelen 1év6 barmely — korabban még nem azonositott — polimorfizmus feltdrhaté [152]. A dena-
turalé gradiens gélelektroforézis soran olyan gélt alkalmaznak, ami a molekulédk vandorlasi ira-
nydnak megfeleléen egyre ndvekvd koncentracidju denaturalo agenst (ureat vagy formamidot)
tartalmaz. A kiilonbdz6 molekulak igy (szekvenciajuktol, azaz 1ényegében a H-kotések szama-
tol fliggden) a gél mas-mas pontjan denaturalodnak, vandorlasi sebességiik itt jelentésen csok-
ken, igy a kapott mintazat alapjan kovetkeztetni lehet a mintdk szekvencidjanak eltérésére. A
PCR amplifik4ci6 sordn az egyik primer 5’ végén egy GC-gazdag régi6 van (,,GC-horgony”),
ez megakadalyozza, hogy a két DNS-lanc teljesen elvaljon egymadstdl az elvalasztas soran
[153]. Az eljarads modositott valtozata a hdmérséklet gradiens gél elektroforézis (TGGE — tem-
perature gradient gelelectrophoresis), ahol a real-time PCR alapt technikdhoz hasonléan a vizs-
galt DNS-ek olvadéaspontja kozotti eltérés mutathato ki [154]. Az egyszala konformacio poli-
morfizmus soran az egyszaluva tett DNS-t denaturald koriilmények kozott analizaljak gélelekt-
roforézis segitségével. Optimalis esetben egyetlen nukleotidnyi kiilonbség is megvaltoztatja a
nukleinsav lanc térszerkezetét, aminek eredményeként médosul a molekula vandorlasi sebes-

sége az elvalasztas soran [155].

2.3.1.3 CNV-k genotipizalasa

Bar a CNV-k ismétlddési variacioknak is tekinthetok, meghatarozasuk mégsem konnyt feladat.
Ez éppen méretiiknek kdszonhetd: a variabilis DNS-szakasz hossza rendszerint 1ényegesen na-
gyobb, mint amekkora régio PCR segitségével amplifikalhatd, igy vizsgalatuk PCR-rel és azt
kovetd gélelektroforézissel nem valdsithatd meg. Elemzésiik ezzel szemben kvantitativ anali-

zisként értelmezhetd: azt hatdrozzak meg, hogy egy adott, az ismétlédoé egységben jelenlévd
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(rovid) szekvencia hany példanyban talalhaté meg a genomban. Ennek megfelelden kimutata-
suk tobb — mennyiségi mérésre alkalmas — technikaval megval6sithatd. Egyik legelterjedtebb,
hatékony technika az aCGH (array based comparative genome hybridization). Az eljaras Iénye-
gében a DNS-chip technolégidval egyezé modon miikddik. A lapka felszinére rogzitetten he-
lyezkednek el a teljes genomot reprezentald probak (egyszala DNS-molekuldk). Ezzel hibridi-
zaltatjak az elemzett genomot megfeleléen fragmentalt formaban egy n. referencia genommal
egyiitt. A két minta (vizsgalt és referencia) DNS-molekulai eltérd szinii fluoreszcens festékkel
jeloltek. A kiilonbozd szinli molekuldk kompetitiv médon kotédnek a chipen 1évé probakhoz,
eltérd génszam (1:1-nél nagyobb vagy kisebb arany) esetén a megfeleld poziciok szine meg-
valtozik, ami alapjan az ismétlédési szam leolvashato [156].

Célzott, egy vagy néhany régiora iranyul6 elemzés esetén a real-time PCR alapu technikak
igen pontos és megbizhatd eredményt szolgaltatnak. A vizsgalat mind DNS-interkalator, mind
specifikus probak hasznélataval megvalosithato. A relativ kvantifikalas soran belsé kontroll-
ként olyan genomi régié alkalmazasa sziikséges, melyet egyetlen CNV sem foglal magéban,

igy az ismétlddési szdm referenciaként 2-nek tekinthetd [157, 158].

2.3.1.4 DNS-szekvenalas

A DNS bazissorrendjének elemzése, a genetikai mutéciok és polimorfizmusok azonositdsa ter-
mészetesen DNS-szekvenalasi technikdkkal is megvaldsithatd. A ma mar hagyomanyosnak
mondhatd Sanger-szekvenalas lényege a DNS-szintézis természetes szubsztratjai (dATP,
dCTP, dGTP és dTTP) mellett a négy kiilonbdzd szinii fluoreszcens festékkel jelolt lanctermi-
nator (didezoxi-, aciklo-) nukleotidok alkalmazasa. Amikor ezek a molekulak beépiilnek a kép-
z0d0 lancba, szabad 3’ OH-csoport hijadn a DNS-szintézis befejezddik. A keletkezett termék
mérete és szine kapillaris gélelektroforézissel automatizalt médon meghatarozhatd, ezen szig-
nalok ,,0sszeolvasasaval” a szekvencia meghatarozhatd. Ez a technika tobbek kozott kiemel-
kedd pontossaga miatt a genotipizald modszerek validaldsa, valamint szamos egyéb molekula-
ris biolodgiai munka (pl. rekombinans DNS-ek szekvencidjanak ellendrzése) soran még napja-
inkban is nélkiilozhetetlen. Célzott genotipizdlasra ugyanakkor kevésbé hatékony, mivel 4at-

eresztoképessége kiterjedtebb régiok vizsgalatdhoz nem elég nagy, rovid (< 1000 bp) szakaszo-
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kon beliil elhelyezked6 egy vagy néhany polimorfizmus és mutacido meghatarozasa pedig a be-
mutatott technikdk valamelyikével rendszerint egyszeriibben, olcsdbban és gyorsabban megva-
16sithato6.

Az 1j generacios szekvenalasi (NGS) eljarasok az elmult masfél évtizedben ugyanakkor
robbandsszerii fejlédésen mentek keresztiil, kapacitasuk 2—3 nagysagrenddel emelkedett, kolt-
ségiik pedig szignifikdnsan csokkent. Ezekkel a technikékkal igy ma mar oridsi mennyiségii
szekvencia adat nyerhetd, melynek elemzése ugyanakkor kihivast jelent amiatt is, mert a leg-
tobb modszer egy 1épésben 1ényegesen rovidebb szekvencia (35-700 bp) leolvasasara képes, a
hibasan meghatarozott nukleotidok aranya (0,1-15%) pedig jelentdsen magasabb, mint a San-
ger-szekvenalas esetén. Az NGS technikdk kiindulopontja az adott platformhoz illeszkedé mo-
don el6készitett DNS-konyvtarak létrehozasa. Els6 1épés a minta-DNS fragmentalasa, ezt ko-
veti a rovid DNS-ek (gyongyok felszinén, viz—olaj emulzidban 1évd vizcseppekben torténd)
felsokszorozasa. Igy valik lehetdvé, hogy a szekvendlas tobb millié reakcidtérben egyidejiileg
,masszivan parhuzamos” médon valésul meg, ami nélkiil a 105-10'" bp nagysagrendbe es6 adat
meghatarozasa nem volna lehetséges. Masik 1ényeges kiilonbség a hagyomanyos, Sanger-szek-
venalashoz képest, hogy a detektalas nem elektroforézissel, hanem a szintézis soran torténik,
ennek pontos médja az egyes eljarasok esetén kiilonbozo [159].

A szekvencia leolvasasa alapulhat jelolt probak hibridizalasa és ligaldsa sordn keletkezd
fluoreszcens szignalok mérésével (SOLiD —,,sequencing by olgio ligation detection). A probak
3’ végén adott dinukleotid all, amit tovabbi degeneralt vagy univerzalis bazisok kovetnek. A
16 kiilonb6zo probanak megfelelden 16 jol elkiilonithetd fluoreszcens festék nem all rendelke-
zésre, igy a rendszer csupan 4 eltérd jelet detektal, azaz 44 dinukleotid azonos szinnel jelolt.
A megfeleld proba bekotddését kovetden megtorténik a szignal leolvasasa, majd a proba 5’
végét a fluoreszeens festékkel egylitt lehasitjak, és igy — néhany nukleotid kihagyéasat kovetden
— megtorténhet a kovetkezd dinukleotid analizise. Rendszerint tiz hibridizalas / ligalas / detek-
talas / hasitas ciklus utan a szekvencia analizise ujrakezdddik olyan illesztd oligonukleotid al-
kalmazasaval, mellyel a leolvasasi pozicio egy bazisparral eltolodik. Tobb ilyen 1épés eredmé-
nyeinek egyiittes feldolgozdsaval mind az azonos szinnel jelolt dinukleotidok, mind az eddig

kimaradt szakaszok szekvencidja meghatarozhat6 [160]. Az egyes nukleotidokat igy tobb proba
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is lefedi, ennek kovetkeztében ez a technika meglehetdsen nagy pontossagu, az egyben leolva-
sott szekvencia hossza ugyanakkor meglehetdsen alacsony (kevesebb mint 100 bp), emiatt a
hosszabb kiterjedésti ismétl6dd szakaszok azonositdsa nehézségekbe titkozhet.

Masik lehetdség a DNS-szintézis soran keletkez6 fluoreszcens jelek detektalasa a reakcio
soran. Ennek egyik régdta ismert médja a piroszekvendlds, mely egyedi reakcioként is kivite-
lezhetd rovid szakaszok bézissorrendjének elemzésére, tobb mint 1,5 millio, 1072 liter nagy-
sagrendii parhuzamos reakcioteret tartalmazd valtozata pedig az NGS egyik hatékony techni-
kaja. A piroszekvenalas 1ényege, hogy egy lépésben mindig csak egy nukleotidot (dATP-t,
dCTP-t, dGTP-t vagy dTTP-t) adnak a reakciohoz, melyet a polimeraz beépit a képz6do lancba,
amennyiben az komplementer a vizsgalt DNS-sel. A nukleotid beépiilését egy kapcsolt, tobb-
lépéses enzimreakcio soran fény keletkezése kiséri. Ennek 1ényege, hogy a DNS-polimeraz altal
katalizalt reakcidoban a beépiilé dezoxinukleotidbol egy pirofoszfat lehasad. Ezt a csoportot az
ATP-szulfurilaz adenozin-5-foszfoszulfatra helyezi, igy ATP jon létre. A luciferaz enzim a lu-
ciferint ATP jelenlétében oxiluciferinné alakitja, mikozben fény keletkezik, ezt a 36 cm?-es
lemez felszinén CCD kamera detektalja [161]. A feleslegben maradé nukleotidokat (a szubszt-
ratot és az ATP-t) az ATP-difoszfataz enzim lebontja. A rendszer elénye, hogy kivitelezéséhez
nem sziikséges modositott (jelolt, illetve lancterminator) nukleotidok alkalmazasa, mivel a lanc
nukleotidonként torténd meghosszabbitasat biztositja, hogy minden 1épésben csupan egyféle
nukleotid van jelen. Epp emiatt a nukleotidokat egyesével kell a reakcidelegyhez adni, és még
ennek ellenére is megtorténhet, hogy a lanc tobb nukleotiddal hosszabbodik meg olyan szaka-
szokon, ahol azonos bazisok allnak egymas mellett. Ilyenkor a fény intenzitdsa aranyos a be-
éplilt szubsztratok szamaval, megjegyzendd ugyanakkor, hogy 7-8 nukleotidbol 4ll6, vagy en-
nél hosszabb ismétlddés esetén a linearis Osszefliggés mar nem teljesen megbizhato, igy ilyen
szakaszok szekvenalasa soran a médszer pontatlan lehet.

Hasonl6 elven miikddik az Ion Torrent platform, a detektalds azonban eltérd. A kapcsolt,
fényfelvillanast eredményezd enzimreakciod helyett a modszer a dezoxiribonukleotidok beépii-
1ése soran felszabadulo H'-ionok okozta pH-valtozas mérésén alapul [162]. Az eljaras az adott
alkalmazashoz illeszthetd, kiilonbdzd ateresztoképességli valtozatban elérhetd, és gyorsabb a
legtobb alternativ NGS mddszernél, emiatt a technikét napjainkban szamos klinikai kutatés so-

ran is alkalmazzak [163-166].
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A DNS-szintézis valds idejli detektalasan alapulo eljarasok masik valfaja némileg hasonlit
a hagyomanyos Sanger-eljardshoz. A DNS-polimeraz kiindulépontjaul szolgalé primer egy
adapter szekvenciahoz kotédik, igy nem sziikséges a bazissorrend részleges ismerete a folyamat
elinditasahoz. A folyamat 1ényege olyan nukleotidok alkalmazésa, melyek fluoreszcens festék-
kel jeloltek, és a 3° C-atomon 1évd modositas kovetkeztében a tovabbi lanchosszabbitast meg-
akadalyozzak. Hosszabb régio bazissorrendjének leolvasasa tigy lehetséges, ha a 3° OH-t elfedd
csoport csakugy, mint a fluoreszcens festék a detektalast kdvetden lehasithato, és igy a lanc
szintézise folytathatd. Ilyen kémiai médositasra alkalmas az azidometil [167] vagy az allil cso-
port, ez utobbi a fluoreszcens festék kotésére is hasznalhato, igy egyetlen kozos 1épésben lehe-
tové valik a 3° OH csoport regeneralasa és a detektalast kdvetden a jelold molekula eltavolitasa
[168]. A folyamat ciklusosan megismételhetd, nagy elénye, hogy a 4 jelolt nukleotid minden
egyes lépés sordn egyszerre adhatd a meghosszabbodoé lanchoz, és minden esetben pontosan
egy nukleotid épiil csak be a vizsgalt DNS-szal szekvencidjanak megfeleléen, mivel a 3> OH-t
fedd csoport eltavolitasaig a tovabbi extenzid nem lehetséges [168], ennek megfelelden a tech-
nika megbizhatdsaga nem csokken azonos nukleotidok hosszabb ismétlddését tartalmazo szek-
venciak esetén sem.

Ezen technikak k6zos jellemzdje, hogy az egy Iépésben leolvasott DNS hossza legfeljebb
néhany szaz bp lehet. Ismert ugyanakkor, hogy az emberi genomban szdmos hosszl ismétlddési
variacio (CNV) talalhatd, ezek pontos azonositasa ilyen rovid szekvencidk 6sszeillesztése alap-
jan nem végezhetd el minden esetben megbizhatdan. Kidolgoztak ezért olyan médszereket, me-
lyek alkalmazasaval ~10* bp hosszlsagl régiok szekvenciaja egyben leolvashat6. Az egyik el-
jaras (SMRT — single molecule real-time szekvenalas) 1ényege immobilizalt DNS-polimeraz
alkalmazasa. Ennek eredményeként a DNS-lanc meghosszabbitdsa — molekularis szinten —
adott helyen torténik. A reakcidelegy négy kiilonb6zd szinnel jelolt dezoxiribonukleotidot tar-
talmaz, a beépiilés folyamata — melynek soran a megfeleld nukleotid az enzimhez kotddik —
egy rendkiviili érzékenységili szenzorral detektalhatd [169]. A lanc meghosszabbodésa soran a
fluoreszcens molekula is lehasad a szubsztratrol, és eldiffundal a kamera latoterébol. A modszer
lehetdvé tette a human genomban 1évé szamos — kiilonbozd kiterjedésti — ismétlédési variacio
pontos meghatarozasat [170]. Hosszabb DNS-fragmentumok bazissorrendje egy 1ényegében

egyszerl koztes 1épés alkalmazasaval a rovid szakaszok leolvasésara alkalmas NGS technikak
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segitségével is egyértelmiien és pontosan meghatarozhatd. Ezen eljarasok lényege, hogy a ge-
nomi DNS-t elsé 1épésben 10* bp nagysigl szakaszokra daraboljak fel, és ezeket — pl. egy
mikrotiter talca egyes pozicioba — elkiilonitik. A molekuldkat tovabb daraboljak, és egy mes-
terséges DNS-cimkével (,,vonalkod”) latjak el. Ezt kdvetden az igy elokészitett minta-DNS-t
tartalmazo oldatok egyesithetdk, és valamely NGS modszerrel szekvenalhatok, mivel a ,,vonal-
koéd” alapjan egyértelmiien ismert, hogy mely fragmentumok épitenek fel egy adott hosszi

DNS-szakaszt [171].

2.3.2 A genotipus—fenotipus osszefiiggés kutatasa

Az tjgeneracios szekvenalasi eljardsok (NGS) robbanésszerti fejlddésének eredményeként a
polimorfizmusok elemzése nem jelent limitalo tényezdt az drokletes jellegek genetikai hatteré-
nek kutatdsa sordn, ennek koszonhetden tért hoditottak a genom szintli asszocidcid vizsgalatok.
Ennek ellenére megfelelden megvalasztott koriilmények kozott a kandidans gén vizsgalatok
napjainkban is helyet kaphatnak ezen a teriileten, amennyiben az elemzés valamilyen elméleti
vagy korabbi kutatasbol szarmazd hipotézisen alapul, és ritka variansok elemzését célozza. Le-
egyszerlisitve a genom szintli asszociacio elemzések (GWAS) hipotézis alkoto, a kandidans gén

vizsgalatok pedig hipotézis elemzd eljarasnak tekinthetdk (3. dbra) [172].

2.3.2.1 Genom szintii asszociacio vizsgalat (GWAS)
A komplex jellegek és betegségek genetikai hatterét képezd polimorfizmusokra vonatkozo is-
meretiink zome a genom szintli asszociaciovizsgalatokbol (GWAS) szarmazik. A GWAS-ok
elézetes hipotézis nélkiil a teljes genomban keresik azokat a polimorfizmusokat, melyek vala-
milyen jelleggel asszociaciot mutatnak. Ez kétségtelen elonyt jelent a célzott, kandidans gén
vizsgalatokkal szemben, a teljes genomra vonatkozd hatalmas mennyiségii — és esetenként rész-
ben nem relevans — adat feldolgozéasa soran ugyanakkor szdmos elméleti és technikai nehéz-
séggel is szamolni kell.

A legtobb GWAS SNP-k elemzésére fokuszal, esetenként CNV-ket is vizsgalnak, ugyan-

rrrrr

nére, hogy az ismétlddési variaciok jelentds mértékben hozzajarulnak az emberek kozotti ge-
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netikai kiilonbozdségekhez, és az SNP-khez hasonléan orokletes jellegek és betegségek gene-
tikai rizikdfaktorai lehetnek. A GWAS-ok soran gyakran SNP blokkokat azonositanak, melyek
statisztikailag korreldlnak az adott jelleggel, ezeket ,rizikd lokusznak™ nevezziik. Egyes ese-
tekben ezekben a blokkokban a betegség kialakulasaért felelés gén azonosithato: az IL-12 / IL-
23 ut Crohn-betegségben gyogyszer célpontta valt [173]. A GWAS eredmények alapjan ma
mar egyes betegségek (pl. koszortér-betegség, T2DM, emldrak) esetén meghatarozhatd egy
poligénes rizikd pontszam (PRS: polygenic risk score), ami alapjan a korkép kialakulasanak
esélye megjosolhato. Maig tobb mint 5700 GWAS-t végeztek el tobb mint 3300 jelleggel kap-
csoloddan vizsgalatonként akar tobb mint egymillié minta analizisével [174, 175], az NCBI
PubMed adatbazisaban 2010 6ta évente 150-200 kdzlemény cimében szerepel a ,,GWAS” ki-
fejezés. Az eredmények azt mutattdk, hogy a legtobb jelleg SNP-k ezreivel asszocial, melyek
jelentds része szamos mas jelleggel is 0sszefliggést mutat, €s a polimorfizmusok kozotti LD
miatt ezek jelentds része nem rendelkezik tényleges bioldgiai hatdssal, igy a funkcionalis SNP-k
kivélasztasa és azonositasa nagy kihivas.

Egy genom szintli asszociacid elemzés alapja a megfeleld mintapopulacio kivalasztasa:
reprodukélhatd, szignifikdns asszocidcid kimutatdsa igen nagy mintacsoport bevondsat teszi
sziikségessé, melynek idedlis 1étszama a Genetic Power Calculator segitségével becsiilheté meg
[176]. Ez mar dnmagéban ravilagit arra, hogy egy GWAS 1d6- és koltségigénye csaknem bizo-
nyosan meghaladja a legtobb 6nallo kutatdlaboratérium lehetdségeit. Ugyanakkor napjainkban
mar elérhetdek olyan nyilvanos forrasok, melyek nagy populaciok részletes fenotipus és geno-
tipus adatait tartalmazzak. Erdemes azonban szem el6tt tartani, hogy a vizsgalatba bevont részt-
vevok megfelelden gondos kivalasztasa még ilyen adatforrasok esetén is alapvetd: sok kutatas
veszi példaul alapul a UK Biobankbdl elérhetd mintakat, ahova a résztvevoket dnkéntes alapon
toborozzék, akik ennek megfelelden egészségesebbek, jomodubbak és iskolazottabbak az 4t-
lagpopulacional [177]. Hasonld modon a kdrhézakban gyiijtott mintdk szintén — értelemszeriien
— eltérnek a globalis atlagtol. Jol ismert, hogy a polimorfizmusok allélfrekvencia értéke igen
nagy foldrajzi eltérést mutat, igy bar eltérd etnikai eredetli személyek bevonhatdk egy elem-
zésbe, de 1ényeges, hogy a vizsgalt populaciok dsszetétele azonos legyen.

A GWAS masik alappillérét a megbizhatd, robosztus genotipusmeghatarozas jelenti. A
genotipus adatok napjainkban mar 0j generaciés (NGS) genom (WGS) vagy exom szekvena-

lasbol (WES) is szarmazhatnak. Mig a stlyos, monogénesen 6roklodd betegségekért felelds
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genetikai variaciok tobb mint 90%-anak azonositdsdhoz az exom szekvenalasbol szarmaz6 ada-
tok is elegenddk, a komplex jellegek genetikai hatteréhez hozzéajaruld gyakori variansok sok
esetben az exonokon kiviil helyezkednek el. Noha a genom szekvenalas értelemszeriien koltsé-
gesebb, nem csak tobb polimorfizmus azonositasara alkalmas, de SNP-k esetén lényegesen ala-
csonyabb az alpozitiv taldlatok ardnya, és csupan ez a megkozelités képes a CNV-k kimutata-
sara [178]. A szekvendlds mellett a microarray alapt genotipizalo eljarasok szintén a genoti-
pusmeghatarozas eszkdzeként szolgalhatnak. Ezzel az eljarassal napjainkban még a legalacso-
nyabb koltséggel a legtobb viszonylag magas ritka allél frekvenciaja SNP nagy pontossaggal
meghatarozhato. Feltételezhetd ugyanakkor, hogy a WGS koltségének tovabbi csokkenése
eredményeként a kozeljovoben a genom szekvenalas lesz a GWAS sorén elsddlegesen alkal-
mazott genotipizalasi technika.

Bér a genotipizalas sordn kapott rendkiviili mennyiségii adat felbecsiilhetetlen informéciot
hordoz, ennek elemzése komoly kihivast jelent. A tényleges asszociacidovizsgalat gondos eld-
zetes elemzéseket kovetden végezhetd csak el. Ezek koz¢ tartozik a nem polimorf 10kuszok, és
a Hardy—Weinberg-egyensulytol szignifikdnsan eltérd, valamint a sikerteleniil genotipizalt
SNP-k eltavolitasa. A megfelelé adatfeldolgozas és -elemzés jo indikatora a résztvevok altal
megadott nem ¢és az X, illetve Y kromoszoémak jelenléte alapjan megallapitott nem egyezése.
Mindezen mindségellendrzd 1épések kivitelezésének gyakori eszkoze a PLINK alkalmazas
[179]. Lényeges a genotipus eredmények validalasa kiilondsen abban az esetben, ha az elemzés
soran Osszehasonlitasra keriilé csoportok genotipizaldsa nem parhuzamosan, esetleg eltérd el-
jaréassal tortént. Tovabbi igen fontos szempont — nem csupan a genom szintii, hanem a célzott,
kandidans gén vizsgélatok esetén is — a vizsgalt személyek kozotti rokoni kapcsolatok, illetve
a szarmazas, etnikai hovatartozas figyelembe vétele [180]. A populacid rétegzddés (stratifika-
ci), azaz a vizsgalati csoportokon beliil elkiilonithetd eltérd szarmazasu, fenotipusu és kiilon-
b6z0 1étszamu alpopulaciok jelenléte dlpozitiv eredmények, valdtlan genotipus—fenotipus 6sz-
szefliggések kimutatdsdhoz vezethet [181].

A genotipus—fenotipus kapcsolat kimutatdsa legtobbszor eset—kontroll elemzés keretében
valosul meg. Ebben az esetben a jelleg rendszerint diszkrét valtozo: a két populacidba a vizs-
gélati személyek az adott tulajdonsag jelenléte vagy hianya alapjan kertilnek besoroldsra. Fon-
tos szempont a kontroll személyek megfelelé bevalogatasa. Valamilyen betegség genetikai hat-

29
terének elemzése soran egy ,.atlagpopulacioban” értelemszeriien a betegség prevalencidjanak
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megfeleld szamban beteg személyek is jelen vannak. A nem, kor, eredet szerint illesztett, illetve
az adott jelleg hianya alapjan ,,aktivan” bevalogatott kontroll csoport alkalmazasa ennek meg-
feleldoen a GWAS statisztikai erejét nagyban novelheti. A genotipus—fenotipus 0sszefliggés
meghatarozasa alapvetden linedris vagy logisztikus regresszio alkalmazasaval torténik attol
fiiggden, hogy a vizsgalt fenotipus folytonos vagy diszkrét valtozo.

Az elséfoku rokonok, csaladi triok alkalmazasan alapuld elemzések napjainkban is realis
alternativat jelentenek [182]. Ez a megkdzelités nagyobb mintaszdmot igényel, €s a megfeleld
csaladok bevalasztasa sokszor nehezebb, mint fliggetlen személyek toborzasa. Ugyanakkor a
kozvetlen rokonok (érintett gyermekek és sziileik) kozotti allélatadodas gyakorisaganak elem-
zé€se — ,transmission disequilibrium test” — a genotipus—fenotipus dsszefliggés hatékony jelzdje
lehet [183], és nagy eldnyt jelent, hogy mivel nem kiilon populaciokat hasonlitunk 6ssze, po-
pulaciorétegz0désbdl adodo alpozitiv eredmények nem jelentkezhetnek. Mind az eset—kontroll,
mind a csaladvizsgalat esetén elengedhetetlen a tobbszords tesztelésbdl szarmazo, véletlensze-
rlien felbukkan6 eredmények kiszlirése. Ennek gyakori modja a Bonferroni-korrekcio, melynek
lényege, hogy a szokasosan alkalmazott szignifikancia szintet (p < 0,05) az elvégzett fliggetlen
tesztek szamaval osztjuk el. Ennek kovetkeztében az uj p-érték rendszerint 4—-6 nagysagrenddel
alacsonyabb tartomanyba keriil, ami esetenként a kis hatasu polimorfizmusok, illetve gének
azonositasat megneheziti. Erre a problémara megoldast jelenthet a Benjamini-Hochberg-féle
korrekciod (,.false discovery rate”) alkalmazasa, mellyel a tobbszoros tesztelés miatti korrekeid
a Bonferroni-modszernél megengeddbb modon valosithatdo meg [184].

A GWAS végeredménye egy a statisztikai szignifkanciat jelentd p-értékeket, hatdsnagysa-
gokat, illetve az eltérések iranyat tartalmazo lista, ami on-line eszk6zok — FUMA [185], Locus
Zoom [186] — segitségével is megjelenithetd. A tovabbi lépések koziil kiemelhetd a tényleges
biologiai funkcidval rendelkezd variansok azonositasa, mely in silico elemzések (pl. valamilyen
biologiai rendszerhez, utvonalhoz tartotd gének és polimorfizmusainak meghatarozésa), vala-

mint in vitro molekularis bioldgiai elemzések segitségével valosithatd meg.

2.3.2.2 Kandidans gén vizsgalat
Béar a GWAS-0kbol szdrmaz6 informacio jelentdsége kétségtelen, a kandidans gén vizsgalatok

helye és szerepe ezzel egyiitt nem elhanyagolhatd a komplex jellegek és betegségek genetikai
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hatterének megismerése soran. Ugyan az NGS technikdk egyre szélesebb korti alkalmazasa le-
hetdséget teremt a genom Osszes polimorfizmusanak tanulméanyozéasara, mégis — részben a sta-
tisztikai elemzés lehetdségeibdl adodoan — a GWAS-ok f0képp a gyakori (MAF > 0,05) vari-
ansokra fokuszalnak els6sorban. Noha ezek — az egészséges személyekben is eléforduld — po-
limorfizmusok a gyakori betegség—gyakori varians hipotézis szerint kicsi, mégis szignifikans
hatasu genetikai rizikofaktorok lehetnek [187], a komplex jellegek genetikai hatterének kiala-
kitasaban a ritka polimorfizmusok szintén jelentds szerepet jatszanak [188]. A genom szintli
elemzések esetén tovabbi korlatozo tényezd, hogy ezek a kutatidsok leggyakrabban figyelmen
kiviil hagyjak az ismétlddési polimorfizmusokat (VNTR-eket), melyek szdma az SNP-kénél
bar lényegesen alacsonyabb, de kiterjedésiik és nagyfokl variabilitdsuk miatt mégis jelentésen
hozzéajarulnak az emberek kozotti genetikai kiilonbozdséghez.

A kandidans gén vizsgalatok sikerének és megbizhatdsadganak alapja a kutatasi protokoll
gondos megtervezése, valamint a megfeleld modszerek kivalasztésa és alkalmazasa. Dont6 fon-
tossagu a fenotipus lehetd legpontosabb definidlasa. Nehézséget jelent, hogy sok esetben a nap-
jainkban alkalmazott klinikai diagnosztikus kategéridk meglehetdsen altalanosak, illetve gyak-
ran tobb olyan allapotot foglalnak magukban, melyek kiilonbozé molekularis mechanizmus ré-
vén alakulhatnak ki. Az ilyen heterogén kategoridk kialakitasaban a szamos genetikai faktor
mellett a kornyezeti tényezdk is kiilonbozd stllyal jatszanak szerepet. Sikeres megkozelitést
jelenthet azon személyek vizsgalata, akik az adott betegség sulyos vagy koran manifesztalodo
formajaban szenvednek, mivel ezekben az esetekben a genetikai tényezdk kifejezettebb hata-
sara lehet szamitani. Gyakori eljaras a szub-, illetve endofenotipusok alkalmazéasa. Ezek olyan
szlikebb, jol definidlhatd és (sok esetben kvantitativ mdédon) mérhetd jellegek, melyek geneti-
kai, bioldgiai szinten eredményesebben értelmezhetdk, illetve magyarazhatok.

A kandidans gén elemzések sordn — értelemszertien — alapvetd a vizsgalni kivant gének ¢és
polimorfizmusaik kivalasztasa. Az adott korkép hatterében allo élettani, illetve molekularis
szintli folyamatok logikus kiindulopontot jelentenek, szamos adatbazis és on-line eszkdz segiti
a relevans targetek objektiv, megbizhatd azonositdsat. Ennek specidlis valfaja olyan gének
elemzése, melyek a vizsgalt fenotipushoz kothetd sulyos, monogénes betegségek kialakulasaért
felelosek. Logikus kiindulopontot jelenthetnek ezen tilmenden korabbi genom-szintli elemzé-
sek eredményei, allatmodellek megfigyelésébdl vagy funkcionalis elemzésekbdl (pl. atfogo,

genom szintli génexpresszid vizsgalatok) szarmazd adatok. A kivalasztott géneken beliil az
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elemzésbe bevonni kivant 10kuszok azonositasa sem egyszerli feladat, mivel szamuk atlagosan
a 10°-10*-es nagysagrendben mozog, s a valasztis az SNP-ken tul a kiilonboz8 nagysagu is-
métlddési variaciokra is kiterjedhet. J6 tampontot jelent a haplotipus, valamint az LD vizsga-
lata, ezek ismeretében rendszerint meghatarozhatok olyan un. ,,tag-SNP-k”, melyek segitségé-
vel nagyobb kiterjedésii haplotipusok megbizhatéan azonosithatok. Ugyanakkor éppen emiatt
—a GWAS-okhoz hasonlédan itt is — szem el6tt kell tartani, hogy az esetlegesen statisztikai asz-
szocidciot mutatd polimorfizmus jo eséllyel genetikai marker csupan, mely a vizsgalt korképpel
kapcsolatos tényleges bioldgiai funkciéval nem rendelkezik.

A genotipus—fenotipus dsszefliggés tanulmanyozéasa — csakugy, mint GWAS-ok esetében
— eset—kontroll vizsgélat mellett csaladi triok elemzésével is torténhet. Mindkét esetben Iénye-
ges a kutatasban résztvevo populdcid optimalis 1étszamanak eldzetes becslése. A genotipizalas
pontossaganak ellendrzésére hatékony eljards az alkalmazott technika validalasa fliggetlen
modszerrel a vizsgélati populacio egy részében, illetve a mért és a Hardy—Weinberg egyensuly
alapjan szamitott varhato genotipus gyakorisagok Osszevetése. A genotipus—fenotipus asszoci-
4ci6 meghatarozasanak egyik alap statisztikai eszkdze a y*-proba [172], alkalmazhaté eljaras a
Cochran—Armitage-teszt, valamint a logisztikus regresszion alapulé Wald-féle modszer is
[189]. A célzott vizsgalatok soran természetesen éppugy alapvetd a tobbszords tesztelés miatt
varhato alpozitiv eredmények elkeriilése, mely a Bonferroni- vagy a Benjamini-Hochberg-féle

korrekcioval lehetséges.

2.3.3 A genetikai variaciok molekularis hatdasdanak elemzése

A genetikai asszociacid elemzések soran — kiilondosen GWAS esetében — a vizsgalt fenotipussal
statisztikailag szignifikdns Osszefliggést mutatd polimorfizmusok gyakran markerek csupan,
melyek nincsenek bioldgiai kapcsolatban az adott jelleggel, betegséggel. Ennek ellenére ravi-
lagithatnak a molekularis mechanizmusban szerepet jatszo kromoszomaszakaszra, illetve
génre, emellett altaldban alkalmasak lehetnek a klinikumban biomarkerként. Mégis a betegség
hatterében all6 molekularis szintli folyamatok feltarésa, azaz a bioldgiai funkcidval rendelkezd
gének és polimorfizmusok felkutatdsa mind elméleti szempontbol, mind esetleges j gyogy-

szercélpontok azonositdsa céljabol 1ényeges. Ennek megfeleléen az asszocidcid vizsgélatokat
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rendszerint funkcionalis analizis kdveti, melynek soran in vivo, in vitro vagy akar in silico esz-
kozokkel elemezhet6 az eltérd szekvenciak molekularis mikodése (3. dbra). Bar a kodolo sza-
kaszokban elhelyezkedd mutaciok és polimorfizmusok biologiai hatasa sem josolhatd meg egy-
értelmiien a fehérje primer szerkezetének megvaltozéasa alapjan, a nem ko6dold régiok varidcio-
inak funkcidja még Osszetetteb kérdés, mivel ezek szabalyoz6 hatésa igen bonyolult és szerte-

agazd modon a transzkripcid €s a transzlacié szintjén is megvalosulhat.

2.3.3.1 A DNS—fehérje kolcsonhatas vizsgalata

A transzkripcio szabalyozasdban a DNS-hez kotddd, valamint a DNS RNS-re torténd atiroda-
saban résztvevd fehérjék alapvetd szerepet jatszanak. Dontd a transzkripcids faktorok miiko-
dése, de emellett a nukleoszoma kialakulasaban szerepld fehérjék, a kromatinstruktura szaba-
lyozéasat végz6 enzimek €s a transzkripcids faktor komplex létrejottében résztvevo fehérjék (pl.
kofaktorok) is hozzajarulnak a génatirodas szabalyozasahoz.

A DNS-hez in vivo k6tddd fehérjék azonositasanak egyik megbizhato eszkoze a kromatin
immunprecipitacio. Bar az eljaras igen sokoldaltian hasznalhat6, mégis fontos az adott kérdés
megvalaszolasara leginkabb megfelelé modozatanak kivélasztasa. A modszer elve, hogy az €16
sejtben 1évé DNS—fehérje komplexeket stabilizaljak, majd a DNS fragmentéalasat kovetden spe-
cifikus antitestekkel elvalasztjak, és valamilyen modszerrel azonositjak azokat a DNS-szaka-
szokat, melyek kotddtek a célfehérjéhez.

A kromatin immun-precipitacié két f6 tipusa az N-ChIP és az X-ChIP. Az N-ChIP 1ényege,
hogy a kromatin nativ formaban van jelen, ami lehetdvé teszi a DNS nukledzzal torténd frag-
mentalasat, és az immunprecipitacio soran specifikusabb és hatékonyabb antitestktodés figyel-
hetd meg. A DNS kinyerése annyival hatékonyabb, hogy az azonositas soran PCR-rel torténd
amplifikalas nem sziikséges. Ezzel az eljarassal ugyanakkor — a DNS—fehérje komplexek mes-
terséges stabilizalasa hijan — els6sorban a DNS-hez igen erdsen kotddo fehérjék, leginkabb csu-
pan a hisztonok elemezhetdk megbizhatéan. Az X-ChIP els6 1épése a DNS és a fehérjék kozotti
mesterséges keresztkotések kialakitasa. Ennek eldnye, hogy az analizis soran az in vivo gyen-
gébben kotddo fehérjék is stabil komplexet alkotnak, igy barmilyen fehérjék (pl. transzkripcios
faktorok) hatékonyan tanulmanyozhatok. A DNS enzimatikusan ugyanakkor nem emészthetd,
sOt a mesterséges keresztkotések esetenként a szonikalassal torténd fragmentalas hatékonysagat

is rontjak, és a keresztkotd reagens, valamint maga a szonikalas a fehérjék antitestkotését is
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befolyasolhatja. Az X-ChIP ugyanakkor igen érzékeny, igy kevesebb sejtre illetve antitestre
van sziikség a vizsgalat soran [190].

A DNS—fehérje komplexek stabilizdlasa, a mesterséges keresztkotések létrehozasa leg-
gyakrabban formaldehiddel torténik. Ennek elénye, hogy a kotdédés reverzibilis, a formaldehid
a médiumbol a membranon keresztiil bejut a sejtekbe, és nem csak a DNS—fehérje, de az RNS—
fehérje és a fehérje—fehérje komplexeket is stabilizalja Schiff-bazist kialakitva a fehérjében 1évo
lizinek, illetve a nukleinsavakban taldlhat6 adeninek, guaninok és citozinok kozott.

A DNS feldarabolasat kovetden az eljaras 1ényegi része, az immunprecipitacio, elézetes
hipotézist igényel. Specifikus antitest segitségével torténik ugyanis azon DNS-molekulak elkii-
16nitése, melyek ténylegesen kotddnek az adott fehérjéhez [191]. Ismert ugyanakkor a technika
antitest nélkiil miikodo valtozata, ahol a DNS-kotésben vélhetden szerepet jatszo fehérjékre egy
mesterséges cimkét fuziondlnak a ,,Halo Tag” vektor alkalmazdsaval, az immunprecipitacid
pedig ezen peptidszakasz segitségével torténik [192]. A kigytijtott DNS-eket ezutan a fehérjétol
elvalasztjak, majd valamilyen eljarassal azonositjak. Ez torténhet egyszerti PCR-rel vagy kvan-
titativ PCR-rel, ami azonban a kapott szekvencidk elézetes ismeretét tételezi fel. A DNS-mole-
kulék klonozast kdvetd szekvenalasa vagy hibridizacios chipen torténd elemzése nagy ateresz-
tOképességti, hipotézis mentes megkdzelitést jelent [190].

A DNS-adenin-metiltranszferaz (Dam) alkalmazésan alapul6 technika (DAMID) a kroma-
tin immunprecipitacid hatékony alternativdja lehet. A modszer lényege, hogy a vizsgélando
fehérjét a bakterialis Dam enzimmel fuzionaltatjak, és a fuzids fehérjét eukariota sejtben kife-
jeztetik. Azokban a régiokban, ahova a fehérje a DNS-hez in vivo kotddik, a Dam alegység a
baktériumokra jellemzd metildcids mintazatot hoz létre a GATC-szekvenciakban 1év6 adeninek
metilalasa révén. Ezeken a helyeken a DNS a Dpn I enzim segitségével elhasithato, és a kapott
fragmentumok a PCR-rel, real-time PCR-rel vagy hibridizéacios chip alkalmazasaval azonosit-
hatok. A mddszer eldnye a kromatin immunprecipitacioval szemben, hogy nincs sziikség a
DNS—fehérje komplexek keresztkotésére és antitestek alkalmazasara, ugyanakkor nehézséget
jelenthet a fizios fehérje 1étrehozasa, illetve az, hogy a Dam a célfehérje funkcidjat némileg
befolyasolhatja [193].

Az elektroforetikus mobilitds megvaltozasan alapuld eljards (EMSA — ,.electrophoretic

mobility shift assay”) az in vitro DNS—fehérje kotdédés kimutatdsdnak hatékony és viszonylag
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egyszerl eszkoze. A technika alapelve, hogy a DNS—fehérje komplex elektroforetikus mobili-
tasa lényegesen eltér a szabad DNS vandorlasi sebességétdl. A mddszer elonye, hogy kivitele-
zése viszonylag egyszerl, nem igényel kiilonleges eszkdzhatteret, és flexibilis mind a DNS,
mind a fehérje tekintetében. A vizsgalt DNS rovid oligonukleotid, hosszu, akar tobb ezer ba-
zispar nagysagu fragmentum, sét, cirkularis molekula is lehet. Rovid nukleinsavak alkalmaza-
sanak elonye — amellett, hogy eldallitasuk olcsobb és egyszeriibb —, hogy ezeken kisebb eséllyel
fordulnak eld aspecifikus kotohelyek, és a fehérje kotddése nagyobb mobilitasvaltozast ered-
ményez. A fehérje azonban — értelemszertien — a DNS-lanc végéhez kozel kotddik, ami a ter-
mészetes kolcsonhatastol eltérd interakciok 1étrejottéhez vezethet. Hasonléan nincs megkdtés
az alkalmazott fehérjére és annak méretére vonatkozdan sem, megfeleld koriilmények kozott
tisztitott fehérjék éppugy hasznalhatok a mérés soran, mint nyers sejtkivonatok. Radioaktivan
jelolt nukleinsav alkalmazasaval kiemelkedd érzékenység érhetd el, ugyanakkor a fluoreszcens
¢s kemilumineszcens detektalasi modok is hatékony kimutatast tesznek lehetévé, és fluoresz-
cens jelolés esetén a kdlcsonhatas kvantitativ elemzése is megvaldsithato. Jeloletlen, kompeti-
tor nukleinsavak alkalmazhatok a kotddés erdsségének jellemzése soran, és hozzéjarulhatnak
az aspecifikus kotddések létrejottének csokkentéséhez. Erdemes ugyanakkor szem el6tt tartani,
hogy maga a gélelektroforézis a DNS és a fehérje disszocidciojat eredményezheti, de megeshet
az is, hogy az elvalasztds soran a gélben a komplex stabilitasa emelkedik.

Az elektroforézis soran tobbféle puffer (Tris—acetat-EDTA, Tris—borat—-EDTA, Tris-gli-
cin) koziil érdemes azt valasztani, melyben a DNS—fehérje kdlcsonhatas legkevésbé romlik az
elvalasztas alatt. Ehhez kiilonboz6 reagensek (glicerin, etilén-glikol) is hozzdjarulhatnak. Az
elvalasztas poliakrilamid vagy agar6z gélben is torténhet, a poliakrilamid rendszerint jobb fel-
bontast eredményez, és kevésbé rontja a DNS—fehérje komplex stabilitdsat [194]. Kapillaris
elektroforézis €s 1ézeres detektalds alkalmazasaval hatékony, gyors és érzékeny elemzés valo-
sithatd meg kapillaris zona-elektroforézis technikaval is.

A DNaéz ,footprinting” (,,Jabnyom”) vizsgélat alapja, hogy a DNS-hez kot6d6 fehérjék (és
egyéb molekulak) a kdlcsonhatés helyén meggatoljak a nukleinsav lanc mesterséges lebontasat
[195]. A DNS hasitasat leggyakrabban a DNéz I enzimmel végzik el, ami a kettds hélix kis
arkaba kotddve hasitja a foszfodiészter kotéseket 5° foszfat és 3’ hidroxil csoportokat Iétre-
hozva. A vizsgalt DNS-szakasz rendszerint 50-200 bp nagysagu, és az elemzés soran tisztitott

fehérje mellett sejtkivonat is alkalmazhatéd [196]. Utobbi esetben a vizsgélat soran jeloletlen,
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kompetitor oligonukleotidok hasznélata sziikséges, amivel csokkenthetd az aspecifikus DNS—
fehérje kolcsonhatasokbdl adodod alpozitiv eredmények jelentkezése. A méréshez 5° vagy 3’
végén radioaktiv izotoppal vagy fluoreszcens festékkel jelolt oligonukleotid sziikséges [197].
Ezt a nukleinsavat a vizsgalt fehérje jelenlétében, illetve anélkiil emésztik kiilonbzé koncent-
racioji DNaz I-gyel eltérd ideig annak érdekében, hogy az enzim véletlenszeriien minden po-
zicioban elhasitsa a kontroll probat. A fehérjét tartalmazd minta esetén a hidnyzo hasitohelyek
alapjan kirajzolodik a vizsgalt fehérje kotdhelye, amit rendszerint denaturald poliakrilamid gé-
lelektroforézissel lehet megbizhatoan lathatova tenni. A technika a fehérjék mellett a DNS-hez
kotédé mas molekulak kimutatasara szintén alkalmazhat6 [198], PCR-rel kombinalva az in vivo
DNS—fehérje kdlesonhatas kimutatasanak eszkoze lehet [199], és kifejlesztettek olyan vizoldé-
kony arany nanorészecskékhez kotott DNS-ek alkalmazasan alapuld eljarast is, mellyel a ha-
gyomanyos gélelektroforézishez hasonld felbontast, mennyiségi elemzés valdsithatd meg
[200].

Lényegében azonos logikéan, valamint a Foster-féle fluoreszcencia rezonancia energia at-
adas (FRET) elvén alapulnak azok a technikak, melyek elve, hogy alapéllapotban a duplaszala
proba két lancan 1évo fluoroforok (pl. FAM és TAMRA) kolesonhatasa 1étrejon, és igy szignal
nem mérhetd. A két fluoreszcens festék kozelségét valamilyen DNS-bontd enzim (Exo 111 exo-
nukledz [201], restrikcios endonukledz [202]) megsziinteti, igy a jel létrejon, ha azonban a
DNS-hez fehérje kotddik, a lancok degradacioja, és ennek kdvetkeztében a szignal megemel-
kedése elmarad. A FRET jelenségét kihasznélva két molekula kdzotti kdlesonhatés kozvetleniil,
a koztes DNS-hasito 1épés elhagyasa nélkiil is kimutathat6 [203]. Hasonld elven alapul az Alpha
Screen (Amplified Luminescent Proximity Homogeneous Assay) eljaras, melynek soran lézer-
rel torténd gerjesztés hatdsara a donor gydngyon magasabb energidju szingulett oxigén jon létre,
ami — a vizsgalt kdlcsonhatés 1étrejotte esetén — az akceptor gydongyon 1évo fluorofort aktivalja.
A szingulett oxigén élettartama révid, kb. 200 nm tadvolsagra tud diffundalni. A donor gydngyon
masodpercenként kb. 60 000 szingulett oxigén keletkezik, ami a jel nagy mértékii feler6sodését
eredményezi, igy a modszert még miniatiirizalt formaban (8 pl) is kimagaslé érzékenység, nagy
dinamikus mérési tartomany és automatizalhatdsag jellemzi [204].

Az éleszté-egy-hibrid rendszer a fehérje—fehérje kolcsonhatdsok vizsgalatara alkalmas
¢leszté-két-hibrid eljaras modositott valtozata. A rendszer két f6 dsszetevdbdl all: egy riporter

konstrukci6 a riporter gén és az azt megeldz6 indukalhaté promoter el6tt tartalmazza a vizsgalni
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kivant DNS-szakaszt, egy expresszios konstrukcid pedig egy fuzios fehérjét kddol, melynek
egyik része az elemzett — feltételezetten — DNS-kotd fehérje, masik fele pedig a riporter gén
indukélhat6 promoterét aktivaldo molekula. Amennyiben létrejon a kdlcsonhatés a vizsgalt DNS
¢és fehérje kozott, a riporter gén promotere aktivalodik, ami a riporter fehérje megjelenésével
detektalhatd. Ennek egyik gyakran alkalmazott médja olyan élesztd sejtek alkalmazasa, melyek
valamely az anyagcserében alapvetd molekula (rendszerint hisztidin, maskor triptofan, leucin
vagy uracil) eléallitdsara képtelenek, a riporter pedig éppen az az enzim, ami a megfeleld ve-
gyiilet szintézisét katalizalja. Ennek megfelelden csak azok a sejtek élnek tul, illetve ndoveked-
nek, ahol a riporter gén kifejezddik, azaz 1étrejott a kolesonhatas a vizsgalt (mesterségesen be-
juttatott) DNS és fehérje kozott. Mas rendszerek a bakterialis lac-operonhoz, azaz a f-galak-
tozidazhoz kapcsolt szinreakci6 kimutatdsan alapulnak. Megjegyzendd, hogy a rendszer — ér-
telemszertien — a DNS ¢és a fehérje fizikai kapcsolatanak kimutataséara alkalmas, a riporter gén
promoterét a fuziés fehérje masik alegysége, az aktivalo domén indukalja. Igy fiiggetleniil a
vizsgalt fehérje in vivo gatlo vagy aktivald hatasatol a kolesonhatas kialakulasa esetén minden-
képp megemelkedo riporterszint mérhetd [205]. Ismert a rendszer ,,forditott” valtozata is, mely-
nél a riporter konstrukcié valamilyen toxikus anyagot fejez ki, igy az elemzett DNS ¢és fehérje
kapcsolodasa a sejtek tulélését gatolja [206]. Ezzel a rendszerrel hatékonyan azonosithatok
olyan mutéciok, melyek a DNS—fehérje kdlcsonhatés kialakulasat megakadalyozzéak, mivel igy
a riporter konstrukcio aktivalodasanak elmaraddsa miatt a sejtek ¢letben maradnak.

Bér a, kimenet” teljesen eltérd, valamelyest hasonld fuzids molekuldk alkalmazaséan alapul
a nemzetkozi szakirodalomban ,,proximity ligation assay” néven ismert technika. A modszer
lényege, hogy mind a vizsgalt kettésszalat DNS-hez, mind a hozzé feltételezetten kapcsolodo
fehérjét specifikusan felismerd antitestre egy-egy rovid, egyszala DNS-lancot helyeznek. Ha
létrejon a DNS—fehérje komplex (amihez kotddik az antitest is), akkor a két egyszala DNS
egymas kozelségébe keriil, és egy (véglikkel komplementer szekvencidji) 6sszekotd oligonuk-
leotid segitségével dsszeligdlhato. A keletkezett DNS-lanc real-time PCR-rel kimutathato, en-
nek kovetkeztében a modszer kimagasloan érzékeny €s a kotddés erdsségét jellemzd mennyi-
ségi mérések elvégzésére is alkalmas [207].

A szabalyozo régiok vizsgalatanak régota ismert hatékony és viszonylag egyszerii eszkdze
a riporter konstrukciok létrehozasa és elemzése. Ennek lényege, hogy a riporter vektor egy

olyan fehérjét kddol, melynek mennyisége pontosan és érzékenyen mérhetd: igen elterjedt a
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biolumineszcens fényt kibocsato luciferaz enzim alkalmazéasa. Szamos kiilonbozd luciferaz ri-
porter vektor (pl. pGL3-, pGL-4 csalad, pMIR-Report, pmirGLO Dual-Luciferase stb.) létezik,
melyek kiilonb6z6 tulajdonsaga sajat promoterrel és eltérd lokalizacioji klonozé hellyel ren-
delkeznek, igy az inzert, azaz a vizsgélni kivant szabalyoz6 DNS-régio a kisérleti kérdésnek
megfeleld helyre (riportert kddolo gén elé vagy mogé) és megfeleld kdrnyezetbe (pl. promoter-
ként vagy promoter mell¢) klénozhatd. Az igy 1étrehozott mesterséges gén €16 sejtben a sejt
sajat transzkripcios és transzlacids apparatusaval, illetve esetlegesen mesterségesen kotransz-
fektalt egyéb faktorok jelenlétében kifejezddik: a keletkezd riporter fehérje mennyisége alapjan
kovetkeztetni lehet a vizsgalt DNS-szakasz szabalyozo6 hatésara [208]. Iranyitott mutagenezis-
sel a konstrukcidban egyetlen vagy tobb bazisparra kiterjedd szekvenciavaltozatok konnyen
létrehozhatok, igy ez a rendszer a szabalyozo régiokban (pl. promoter, 5’ és 3’ UTR) elhelyez-
kedé SNP-k, pontmutaciok és rovid ismétlédési varidciok biologiai funkcionak elemzésére

eredményesen alkalmazhato.

2.3.3.2 A miRNS-ek hatasanak vizsgalata
Az elmult évtizedekben egyre tobb figyelem iranyult a kb. 22 nukleotid hossziisagii miRNS-ek

révén megvaldsuld szabalyozé mechanizmusokra, ami részben annak kdszonhetd, hogy szere-
piik szdmos koros folyamat, illetve betegség kialakuldsdhoz kapcsoléddan ismertté valt. A
miR-124a expresszidjat befolyasolo rs531564 SNP sszefliggést mutat a 2-es tipust cukorbe-
tegséggel [209], a miR-34a megemelkedett szintje a hasnyalmirigy f-sejtjeinek apoptozisahoz
kothetd [210], a miR-16 csalad [211], a miR-196, a miR-132 és a miR-134 pedig kiilonbdzd
daganatok kialakuldsaval 4ll kapcsolatban [212]. A miRNS-ek hatdsanak feltérképezése nyil-
vanvalo jelentdségli tehat, vizsgalatuk és megismerésiik a diagnosztika és a kezelés eszkoze
lehet. A miR-34 szolid tumorok kezelésének fazis 1. vizsgalati szintjéig jutott, ahol azonban
ismeretlen okbdl sulyos immunreakcié kialakulasat eredményezte, ami jol szemlélteti a
miRNS-ekben rejld igéretes lehetdségeket csakugy, mint tovabbi elemzésiik és megismerésiik
fontossagat [213].

A miRNS-sek rendszerint az mRNS-ek 3° UTR-¢hez kotddve fejtik ki legtobbszor gatld
hatasukat a transzlacié vagy az mRNS ¢lettartamanak befolydsoldsa révén. Funkcidjuk pontos,

atfogd megismerését az is neheziti, hogy egyetlen miRNS szamos célgén kifejezddésére lehet
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hatéssal, és egyetlen mRNS-t nagy szdmu miRNS szabdlyozhat, az igy kialakulé bonyolult ha-
l6zat feltérképezése hatékony informatikai megkozelitést igényel. Tovabb bonyolitja a képet,
hogy az egyszerii szekvencia analizis az interakcidk megitéléséhez nem elegendd, igy a mole-
kularis genetikai elemzések szintén nélkiilozhetetlenek ezen rendszer megismerésében.

A miRNS-ek funkcidjanak vizsgalata soran az in silico, on-line eszkdzdk hasznos kiindu-
l6pontot jelentenek. A pri-miRNS-ek hajtii szerkezete, az érett miRNS-ek szekvencidja, vala-
mint a vele kapcsolatos tudoményos publikaciok fellelhet6k a miRBase-ben. A Diana—TarBase
¢s a miRTarBase adatbadzisok a laboratdriumi eljarasokkal igazolt mRNS—miRNS kdlcsonha-
tasokat gytijti 6ssze, a miRWalk josolt és kisérletesen validalt kapcsolatokat egyarant tartalmaz
[214]. A miRGator 3.0 adattarban a miRNS-ek expresszids mintdzatardl is tdjékozoédhatunk
[215], ezek kiilonbdz6 human tumorokra jellemzé megvaltozasa olvashaté a miRCancer adat-
bazisban, a PolymiRTS pedig a miRNS-eket kodolod szakaszokon, illetve a kotdhelyeikben
megtalalhatdé SNP-ket foglalja 6ssze. A Firefly Discovery Engine a miRNS-ekkel kapcsolatos
tudomanyos kdzlemények tarhdza. A miRNS-ek célgénjeinek josldsara szamos on-line eszkoz
(miRDB, TargetScan, miRSearch) elérhetd.

Az mRNS—miRNS kdlcsonhatés biologiai szerepe és mitkodése természetesen alapvetden
eltér a DNS—fehérje kolcsonhatasokétol, mégis ebben az esetben is két molekula kozott kiala-
kul6 kapcsolat elemzése a feladat, igy a kordbban bemutatott technikak egy része — megfeleld
modositasokat kovetden — alkalmazhat6 ezen szabalyozasi rendszerek kutatasara is.

Logikus lehetdség a luciferaz riporter rendszerek alkalmazédsa, melynek soran a vizsgélni
kivant 3° UTR-t természetes elhelyezkedésének megfelelden a luciferazt kodold szakasz mogé
kell klonozni, erre alkalmas pl. a pMIR-Report vagy a pmirGLO Dual-Luciferase vektor. A
rendszer alkalmas nemcsak a ,,seed” szekvencia, de akar egyetlen SNP hatdsdnak pontos tanul-
manyozasara, €¢s emlitésre méltd, hogy sok esetben a sejtes rendszerben az in silico josolt kol-
csonhatdsok nem megerdsithetok, ugyanakkor olyan miRNS—mRNS kapcsolatok is kimutatha-
tok, melyeket a predikcios eljardsok nem jeleznek [216].

A célgének miRNS hatasara bekovetkezd expresszid valtozasa szintén informaciot szol-
géltathat arr6l, hogy egy miRNS mely szabdlyozéasi folyamatokban jatszik szerepet. Egy
miRNS tultermelését vagy gatlasat kovetden a vele kapcsolatban allo gének kifejezddése meg-
valtozik. Annak ellenére, hogy a miRNS-ek az mRNS-hez kdtddve a transzkripeiot kdvetden

fejtik ki hatasukat, mégis sok esetben hatdsuk — pl. microarray alapu mérés segitségével —
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mRNS-szinten is nyomon kdvethetd [217], rdadasul szovet specifikus modon. Egyetlen miRNS
akar tobb mint szd&z mRNS miikddését, illetve mennyiségét befolyasolhatja, ami a rendszer ha-
l6zatos jellegén tilmenden kdzponti szabalyozdk szerepét is felvetheti [218]. A fehérjeexpresz-
szi6 mérése nagy ateresztoképességli tomegspektrometrias eljardssal megvaldsithato: a kimu-
tathato valtozasok annal nagyobb dsszhangban allnak az mRNS szintli mintazattal, minél hosz-
szabb (7 vagy 8 nukleotid) szakaszon hibridizal a miRNS az mRNS-sel [219].

Immunprecipitacio segitségével azonosithatok azok a célgének, melyek egy adott miRNS-
sel kozvetlen kolcsonhatasban allnak, mivel az mRNS—miRNS kapcsolat a RISC komplex ki-
alakuldsan keresztiil jon 1étre. Az eljaras leggyakrabban az argonauta fehérjéket specifikusan
felismerd antitestekkel végezhetd el, a komplex stabilitdsa azonban viszonylag alacsony, emiatt
disszocialhat a RISC és az mRNS az immunprecipitacio soran [220]. Megoldast jelenthet erre,
hogy UV-fény hatasara a fehérje és az RNS fényérzékeny csoportjai kozott keresztktések jon-
nek 1étre, aminek hatékonysaga 4-tiouridin alkalmazéasaval tovabb fokozhato [221]. Lehetdség
van az mRNS és a miRNS ligdlasara is az immunprecipitacio folyamat soran, melynek révén a
miRNS ¢és célgénje egylitt szekvenalhato [222].

Az alapelv hasonld azon eljarasok esetén, melyek — rendszerint biotinnal — jelolt
miRNS-eket alkalmaznak a target mRNS-ek azonositasa céljabol [223, 224]. A sejtben 1étre-
JOvO biotinilalt miRNS—mRNS komplexek streptavidin segitségével izolalhatok, a rendszer ér-
z€kenysége és hatékonysaga fényérzékeny csoportok (pl. psoralennel konjugalt uridin) alkal-
mazasaval novelhetd, mivel a nukleinsavak kozott UV fény segitségével stabil keresztkotések
hozhatok létre [225]. Szem el6tt kell azonban tartani, hogy a miRNS-ek mitkddését a biotin
jelentdsen befolyasolja, és egyes esetekben megfigyelhetd, hogy a biotinilalt miRNS affinitasa
az argonauta fehérjék irant lényegesen csokken [226]. Ennek megfeleléen a miRNS-ek jelolé-
sére alternativ megkozelitéseket dolgoztak ki. Hatékonynak bizonyult egy tetrazolt, valamint
két benzol gytriit tartalmazd csoporttal médositott miRNS-ek hasznalata. Az igy konjugélt mo-
lekuldk megdrizték eredeti funkciojukat, és hatékonyan beépiiltek a RISC-be. A miRNS—
mRNS komplex [étrejottét kovetden a miRNS-en 1€vd mesterséges kotohelyhez fumaréattal kon-
jugélt biotin UV fény hatasara stabilan bek6tddott (,,fotoklikk” reakcio), a létrejott komplexeket
pedig streptavidin segitségével lehetett hatékonyan izolalni [227].
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3 CELKITUZESEK

A bemutatott kutatdmunka {6 célkitlizése genetikai polimorfizmusok harom — DNS-, moleku-

laris (génkifejezOdésre gyakorolt) és fenotipusos — szintii elemzése volt.

Hatékony genotipizald eljarast kivantunk kidolgozni a humén DRD4 és WFS1 génekben 1évo
kivélasztott SNP-kre és hosszisagpolimorfizmusokra, valamint a kutya dopaminerg rend-
szeréhez tartozé gének (DRD4, DBH, TH) egyes hosszusagvariacidinak elemzésére. Célunk

volt ezen utobbi génekben 1), kordbban nem ismert polimorfizmusok azonositasa.

A genotipizal6 és haplotipizald eljarasok részeként célunk volt olyan elektroforetikus rend-
szerek — ultravékony ¢és kapillaris gélelektroforézis, valamint mikrofluidikai eszkdz — bedl-
litasa és alkalmazasa, melyekkel az elemzés sziik keresztmetszetét jelentd fragmentum ana-

lizis hatékonysaga és felbontoképessége novelhetd.

Real-time PCR alapt eljarasokat kivantunk kidolgozni és alkalmazni a C44, illetve C4B,
valamint a GSK3B géneket érinté CNV-k elemzésére.

Céljaink kozott szerepelt a genotipizald rendszerek tovabbfejlesztése oly médon, hogy al-

kalmassa véljanak szomszédos polimorfizmusok direkt, molekularis haplotipuselemzésére.

A beallitott genotipizald és haplotipizald eljarasokat asszociacio vizsgalatok soran kivantuk
alkalmazni. Vizsgalni kivantuk a WFSI és a monoaminerg rendszer egyes génjeiben 1évo

kivalasztott polimorfizmusok és az agresszio kozotti feltételezett osszefiiggést.

Céljaink kozott szerepelt tovabba a SNAP-25 SNP-i és az impulzivitds, valamint a WFS1

polimorfizmusai és az 1-es, illetve 2-es tipusu cukorbetegség kozotti 0sszefliggés elemzése.

Kutatni terveztiik, hogy bizonyos polimorfizmusok szerepet jatszhatnak-e a génkifejezddés
szabalyozasaban: elemezni kivantuk a SNAP-25 promoterében, illetve 3° UTR-¢ében elhe-

lyezkedé SNP-k hatésat in vitro rendszerben.

Célul tiztiik ki a genetikai asszocidcid elemzések soran pozitiv eredményt mutatdo WFES!
polimorfizmusok transzkripci6 aktivitasara, valamint miRNS-ko6tédésére gyakorolt modu-

1416 hatasanak tanulmanyozasat.
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4 MODSZEREK

4.1 Polimorfizmusok genotipizalasa

4.1.1 Vizsgalati személyek, mintavétel, DNS-izolalas

Az asszocidcid vizsgalatokban résztvevd egészséges személyek onkéntes alapon vettek részt
kutatasainkban. Az 1-es, illetve 2-es tipusu diabetes mellitus-ban szenvedd betegek a Sem-
melweis Egyetem II., illerve III. Belgyogyaszati Klinik4jan, a hangulatzavarral diagnosztizalt
résztvevok a Semmelweis Egyetem Pszichidtriai és Pszichoterapids Klinik4jan alltak kezelés
alatt. A cukorbetegség diagndzisanak felallitdsa ¢hgyomri vércukorértékek, valamint az oralis
gliikozterhelés tesz (OGTT) alapjan tortént a WHO eldirasai szerint. A vizsgalatokat az Egész-
ségiigyi Tudomanyos Tanacs Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsaga (ETT-TUKEB) hagyta
jova. A mintavétel, valamint a genetikai elemzések megkezdése elétt minden résztvevo részle-
tes irasbeli tajékoztatot kapott a kutatds céljarol és menetérdl, valamint irdsos beleegyezd nyi-
latkozatot toltott ki. Az egyedi koddal ellatott mintakat anonim modon kezeltiik. Az eset—kont-
roll elemzések soran etnikailag homogén (kaukazusi eredetli) személyekbdl allo, nemben ¢és
korban illesztett csoportokat hasonlitottunk dssze.

A DNS-mintavétel non-invaziv modon tortént: a vizsgalati személyek vattapalca segitsé-
gével az iny vagy a bucca teriiletét dorzsolve szajnyalkahartya-sejteket gylijtottek. A mintakat
tovabbi feldolgozasig —20 °C-on taroltuk. A DNS-tisztitas a sejtek lizisével kezd6dott (0,1 M
NacCl, 0,01 M Tris-HCI (pH = 8), 0,5% SDS, 0,2 mg/ml proteindz K). Az 56 °C-os inkubaciot
kovetden a fehérjéket telitett NaCl oldattal kicsaptuk. Centrifugalas utan a DNS-t a feliiluszobol
izopropanollal és etanollal precipitaltuk, a csapadékot 0,5% TE pufferben (5 mM Tris pH = 8§,
0,5 mM EDTA) oldottuk fel.

4.1.2 Genotipizalas ,, hagyomanyos”™ PCR-rel
A VNTR-ek, valamint SNP-k PCR-RFLP-vel, illetve allél-specifikus PCR-rel torténd genoti-
pizalasa soran a Qiagen HotStarTaq® DNS-polimeraz kitet alkalmaztuk. A méréseket 6-10 pl

végtérfogatban végeztiik el, a reakcidelegyek 1-1 puM primereket (Fiiggelek Si. tablazat),
200 uM dATP-t, dCTP-t, dGTP-t és dTTP-t; 1x puffer oldatot, 1x Q-oldatot, 0,25-0,5 U DNS
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polimerazt és 4-10 ng genomi DNS-t tartalmaztak. A keletkezd termékeket — varhatd méretiik-
tol fliggden — kiilonbozd koncentracidéju hagyoméanyos vagy metaphor agar6éz gélelektroforé-
zissel valasztottuk el egymastol. A WFSI SNP-k primer extenzioval torténd elemzése soran a
régi6 amplifikdlast kovetden a megmaradt primereket Exo I emésztéssel, a még jelenlévd dez-
oxiribonukleozid-trifoszfatokat pedig rekombinans alkalikus foszfatazzal (rSAP) bontottuk le.
Ezt kivette az SBE reakcié, melyenek soran a SNPStart® MasterMix oldatot alkalmaztuk. A
feleslegben maradt, jelolt lancterminator nukleotidok foszfat csoportjait rSAP-emésztéssel ta-

volitottuk el, hogy az elektroforézis soran ne adjanak zavard szignalt.

4.1.3 Genotipizalas real-time PCR-rel

Az SNP-k real-time PCR-rel torténd elemzése soran sajat tervezési, illetve kereskedelmi for-
galomban beszerezhetd primer- €s probaparokat alkalmaztunk. A 10 pl végtérfogatl reakcio-
elegy — a PCR alapvetd komponensei mellett — ROX referencia festéket és AmpliTaq Gold®
DNS-polimerazt tartalmazott. A laboratoriumunkban mitkodé QuantStudio 12K Flex berende-
z¢s lehetdvé tette a genotipizalds miniatiirizalt, nagy ateresztoképességii kivitelezését. Az
OpenArray lemezek eldre meghatarozott elrendezésben tartalmazzak a megfeleldé SNP-k ge-
notipizalasahoz sziikséges primereket és probakat. A DNS-eket és a reakcioelegyet az AccuFill
rendszer viszi fel: egy lemez (6. abra) 48 db 64 mintahelybdl all6 régidja dsszesen 3072 par-
huzamos elemzést tesz lehetdve, a reakcidk 33 nl térfogatban zajlanak.

A WFSI gén promoterében 1év0 in / del polimorfizmus analizise sordn a régiot PCR-rel
felsokszoroztuk, majd a reakcidelegyhez SYBR Green interkalalodo festéket adtunk, és a ter-

mék olvadaspontjat real-time PCR berendezés segitségével hataroztuk meg.

6. abra. OpenArray lemez. Egy lemezen a 48 - 64 mintahelynek megfelelden parhuzamosan
3072 real-time PCR mérés végezhetd el. A reakciok végtérfogata 33 nl.
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A CNV-k elemzésekor a génszamot kvantitativ real-time PCR-rel allapitottuk meg. Min-
den esetben harom technikai parhuzamost alkalmaztunk, a relativ kvantifikalas a ACr-modszer-
rel tortént. Belsd kontrollként olyan genomi régiot (RNéaz P gén) amplifikaltunk, melynek gén-

szama nem mutat polimorf valtozatossagot.

4.1.4 Automatizalt elektroforetikus technikak

A genotipizalé munka sordn a nagyobb ateresztéképességii és jobb felbontasu fragmentum ana-
lizis céljabol a hagyomdanyos, horizontalis alameriil6 agar6z gélelektroforézis mellett kiilon-
boz0, hatékony elvalasztastechnikai eljarasokat is alkalmaztunk.

Az ultravékony gélelektroforézis sordn a DNS-fragmentumokat egy tivegkazettaban 1€vo
190 um vastagsagl agar6z—linearis poliakrilamid gélben valasztottuk el, a detektalas — a kapil-
laris elektroforézishez, illetve a mikrofluidikai eszk6zokh6z hasonldéan — 1ézer indukalt fluo-
reszcencia segitségével az elvalasztas alatt (,,id6ben”) tortént. Az livegkazetta két végén egy-
egy 15 ml-es beépitett puffer tartaly talalhatd, ezeken keresztiil tortént a gél betoltése, illetve
ide csatlakoztak az elektrodok az elektroforézis soran. A valos idejii detektalas miatt ugyanab-
ban a gélben néhany 6ras idétartamon beliil tobb elvalasztés is elvégezhetd. Kisérleteink soran
2% agar6z—1% poliakrilamid—20 ng/pl EtBr—-1x TBE (89 mM tris, 89 mM borat, 2 mM
Na;EDTA puffer) gélmatrixot hasznaltunk, mely igen széles (10-20000 bp) mérettartomany-
ban alkalmasnak bizonyult a DNS-fragmentumok nagy felbontasu elektroforetikus analizisére
(7. abra). A gélt folyékony formaban (60 °C) toltottik a kazettdba. A mintdk injektalasa egy
fésti alaki membran alkalmazasaval tortént, a ,,féstifogakra™ 0,2 ul mintat pipettaztunk, és a
membrant a kazettaba, a gélhez illesztettiik. A DNS-molekuldk az elektromos térerd hatasara a
membranrdl a gélbe jutottak, majd a gélben megkezdddott az elvalasztas. A nagy felszin—tér-
fogat arany hatékony hdéleadast biztositott, igy a hagyomanyos alameriilé technikahoz képest
kb. egy nagysagrenddel magasabb (altalaban 75 V/cm) térerd volt alkalmazhat6. A detektor a
gélt a kiindulasi ponttol 2—6 cm tavolsagban folyamatosan pasztazta: a kazetta méretétdl fiig-
gben egy gélben parhuzamosan akar 96 minta elemzése is elvégezhetd volt.

A kapillaris gélelektroforézis soran a Beckman Coulter MDQ egy kapillarisos, illetve
GeXP nyolc kapillarisos berendezésekkel dolgoztunk. Kisérleteink sordn 50—-180 um belsd at-

mérdji kapillarisokat alkalmaztunk, az elvalasztas soran a kapillaris effektiv hossza (/) 20 és
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50 cm kozott valtozott. A mintakat elektrokinetikusan injektaltuk, az elvalasztas 2—6 kV fe-

sziiltséggel tortént.

1 2 3 4 5 6 7 8
10000bp - -
- . ! <~— 25 perc
—
—— —
-—— —_—
1000bp | — B Sl
e _‘g R - = ~— 15 perc
100bp — —— = = <— 10 perc

7. abra. DNS-fragmentumok elvalasztisa ultravékony gélelektroforézissel. A 2% aga-
162—-1% poliakrilamid gél 10-20000 bp tartoméanyban hatékony elvalasztast tesz lehet6vé. 1:
Hae 111 enzimmel emésztett ®X 174 DNS, 2: Msp I endonukledzzal hasitott pBR322 plaz-
mid, 3: Hind Il enzimmel emésztett A DNS, 4-8: 10, 50, 100, 200 és 500 bp-os DNS-Iétra.

A mikrofluidikai eszkoz elvalasztasi paramétereinek elemzése soran 100 pm-es ,,dupla-T”
injektoros, iivegbdl késziilt elektroforetikus chipet alkalmaztunk. Az elvélaszto csatorna teljes
hossza 80 mm volt, az effektiv hossz 10 és 75 mm kozott volt valtoztathatd. Az elvalasztasok
eldtt a csatornakat 2% polivinilpirrolidon (PVP, My, = 1300000 g/mol, 1x TBE) oldattal mos-
tuk at, ami a csatornak falan bevonatot képezve az elektroozmotikus dramléast hatékonyan csok-
kentette. Az elvalasztasokat 0,5-2,5%-o0s polivinilpirrolidon hasznalataval végeztiik el. A min-
takat a 4-es tartalybol elektrokinetikusan injektaltuk (U3 =240 V, U> =480 V, U3 =240 V,
Us =0V), az elvalasztas soran 165 V/cm elektromos térerot (U =0V, U> =250V, Us = 1650
V, Us =250 V) alkalmaztunk (8. abra). A DNS molekuldkat 0,5 uM Sytox Orange interkalator
festék segitségével tettiik lathatova. A DNS—Sytox Orange komplexet 532 nm-es zdld 1ézerrel
gerjesztettiik, a lézerfényt egy dikroikus tiikron keresztiil mikroszkép segitségével iranyitottuk

az elektroforetikus chip elvélasztd csatornajanak megfeleld poziciojaba. Ugyanez a mikroszkdp
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objektiv gyiijtotte ssze a kibocsatott fluoreszcens jelet (4 = 570 nm), ezt a fényt a dikroikus
tiikor atengedte, s igy az a detektorba jutott (8. abra).

P .
chip »*”4 >3 aramforras

mikroszkop
objektiv

tiikor

detektor

lézer

8. abra. A kisérleteink soran alkalmazott mikrofluidikai eszkoz felépitésének vazlata.
Az 532 nm hullamhosszisagu 1ézert (vékony sotétzold vonal) a dikroikus tiikor visszaveri,
igy az a mikroszkopon keresztiil megvilagitja az elektroforetikus chip elvélaszto csatornéjat.

A fluoreszcens fény (szélesebb vilagoszold sav) a dikroikus szlirén athaladva a detektorba
jut.

4.1.5 Haplotipus / LD vizsgalata

A polimorfizmusok ,,direkt”, PCR-alapu haplotipus meghatdrozasa soran a genotipizalashoz
hasonld technikakat alkalmaztunk. A HotStar Taq DNS-polimeraz kittel felsokszorozott PCR-
termékeket hagyomanyos, alameriil agardz vagy kapillaris gélelektroforézis segitségével tet-
tiik lathatova. Nagyobb kiterjedésti génszakaszok, illetve tobb SNP esetén az egyes haplotipu-
sok gyakorisagat, valamint a polimorfizmusok kozotti LD-t a HaploView 4.2 segitségével sza-

moltuk ki [228]. Az egyes személyek individudlis haplotipusat a Phase 2.1 programcsomag
alkalmazasaval hatdroztuk meg [229].
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4.2 Asszociacio vizsgalatok

4.2.1 Fenotipus-elemzés

Az 1-es, illetve a 2-es tipusu diabetes mellitus-ban szenvedd betegek kezelése, illetve a korké-
pek diagndzisanak felallitdsa a Semmelweis Egyetem II. és II1. szamu Belgyogyaszati Klinika-
jan tortént.

Az agresszio mérésére a Buss—Perry Agresszié Kérddivet hasznaltuk. Ez a kérddiv 29 kér-
désbol all, 4 alskalajanak megfeleléen négy dimenzid: a fizikai és verbalis agresszio, a hoszti-
litas (ellenségesség, rosszindulatiisag — az agresszio kognitiv dsszetevdje) €s a harag meghata-
rozésara alkalmazhato.

A Barratt Impulzivitds Skdla az egyik leggyakrabban alkalmazott 6nkitoltés kérddiv az
impulziv viselkedés elemzésére. A teszt 30 tételt tartalmaz, a kérddivet kitdltd személy reakci-
6iban megjelend lobbanékonysagot (motoros alskala), a jovObeli események megtervezését
(tervezés alskala), valamint a gondolkodasban megjelend impulzivitast (kognitiv funkciok al-

skala) hatarozza meg.

4.2.2 Statisztikai elemzes

A polimorfizmusok elemzése soran alkalmazott genotipizald technikdk megbizhatosagat a
Hardy—Weinberg-egyensuly tesztelésével ellendriztiik. A mért és az allélfrekvencidkbol szami-
tott varhatd genotipus-gyakorisag értékeket, valamint eset—kontroll elemzések soran a csopor-
tok allél-, genotipus-, illetve haplotipusfrekvencia értékeit y*-probaval hasonlitottuk ossze.
Azon kisérletek sordn, amikor a fenotipust folytonos valtozoval jellemeztiik, az egyes genoti-
pus- vagy haplotipus-csoportba tartoz6 személyek valamely tulajdonsagot jellemz6 atlagértékei
kozotti kiillonbséget egyszempontos variancia analizissel (ANOVA) vizsgaltuk. Mivel sok eset-
ben szamos polimorfizmust elemeztiink egyidejiileg, a tobbszorods tesztelés miatt a Bonferroni-
korrekcioval modositott statisztikai szignifikancia (p) értéket vettiik figyelembe az eredmények

kiértékelése soran.
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4.3 Molekularis biologiai vizsgalatok

4.3.1 Luciferaz riporter konstrukciok keszitése

A szabalyozo6 régiok polimorfizmusainak elemzéséhez pGL3-Basic, pGL3-Control és pMIR-
Report vektorokat alkalmaztunk. Az inzerteket ismert genotipusti személyek genomi DNS-érél
allitottuk el6 PCR-rel, a primerek (Fiiggelék S1. tablazat) 5° végén a klonozo6 helynek megfeleld
restrikcios endonukledz felismeréhely volt megtaldlhatdo. A WFSI promoter polimorfizmusait
pGL3-Basic, ugyanezen gén, valamint a SNAP-25 3> UTR-ében 1év6 SNP-ket pedig pMIR-
Report és pGL3-Control rendszer segitségével vizsgaltuk. A vektorokat és inzerteket a megfe-
leld restrikcios endonukleazzal emésztettiik, majd a rekombinans DNS-t T4-ligdz segitségével
készitettiik el, és XL10-Gold® E. coli kompetens sejtekbe transzformaltuk. Az elkésziilt konst-
rukciokat PureYield™ Mini-, illetve Midiprep segitségével tisztitottuk, az inzert bazissorrend-
jét és megfeleld beépiilését Sanger-szekvenalassal ellendriztiik. A kisérletek soran elemzett to-

véabbi variansokat QuikChange® Lightning iranyitott mutagenezissel hoztuk létre.

4.3.2 Tranziens transzfekcio, luciferaz aktivitas merése

A promoterben és a 3° UTR-ben elhelyezkedd polimorfizmusok szabalyozo hatasanak luciferaz
rendszerrel torténd vizsgalata soran HEK293T (human embriondlis vese) sejteket alkalmaz-
tunk. A sejtvonalat termosztatban (37 °C, 5% COz), 10% FBS-t és 1% Penicillin—Streptomicin
antibiotikumot tartalmaz6 DMEM oldatban tartottuk fenn. Az egyes mérésekhez a sejteket 24
lyuk talcaba, 500 pl médiumba tettiik ki, majd 24 6ra malva Lipofectamine™ 2000 segitség-
ével transzfektaltuk. A relativ luciferaz aktivitas meghatarozasa céljabol a sejteket minden eset-
ben S-galaktozidazt kodold konstrukcioval kotranszfektaltuk, a mérések soran a riporter fehérje
aktivitasat ezen enzim mennyiségével normalizaltuk.

A kisérletek megkezdése eldtt vizsgaltuk, hogy milyen mennyiségli konstrukcidk transz-
fektalasa vezet a legoptimalisabb eredményhez. Azt a tartomanyt kerestiik, melyben a relativ
luciferaz aktivitas €s annak valtozasa megbizhat6an kimutathat6. Ennek meghatarozasara a sej-
teket novekvé mennyiségli konstrukciokkal transzfektaltuk, és mértiik a keletkezd enzimek ak-
tivitasat. A 3 UTR-ben 1évé SNP-k elemzése soran a sejteket a luciferazt és a f-galaktozidazt
kodold konstrukeid mellett pre-miRNS-sel is transzfektaltuk, ebben az esetben real-time PCR

alapu eljarassal azt is elemeztiik, hogy a prekurzor atalakul-e érett miRNS-sé (9. dbra).
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A kalibracios kisérletek eredményei alapjan a mérések soran 0,125 pg pGL3-, 0,05 pg
pMIR-Report, valamint 0,2 ng S-galaktozidazt kodold konstrukciot alkalmaztunk. Megallapi-
tottuk, hogy a kimutathatd miRNS szintje a transzfektalt mennyiséggel megfeleld 0sszefliggést
mutat (9. dbra, érett miR: R* = 0,994, pre-miR: R*> = 0,977), és ebben a tartomanyban a prekur-
zor csaknem maradéktalanul 4talakul érett formava. Az SNP-k hatasanak elemzése soran a sej-
teket 5 pmol miRNS-sel transzfektaltuk. A transzfekcios reakcidelegy a megfeleld konstrukciok
mellett 2,5 ul I mg/ml Lipfectamine™ 2000 oldatot tartalmazott 125 ul végtérfogatban, melyet

a liposzoémak kialakuldsat kovetden (20 perc inkubacid) adtunk az elokészitett sejtekhez.

1,07 érett miR-185
2 0.8
20,6
5 :
B D .
S
© 0,21

pre-miR-185
0,0 T . . . .
0 1 2 3 4 5 pmol

9. dbra. Prekurzor miRNS dtalakulasa érett formava. HEK293T sejteket ndvekvd meny-
nyiségli pre-miR-185-tel transzfektaltunk, majd meghatdroztuk az érett miRNS és a prekur-
zor mennyiségét. Az abra egy reprezentativ kisérlet eredményét mutatja. A harom technikai
parhuzamos kozotti kiilonbségek szintje olyan alacsony, hogy az az abran (hibasav formaja-
ban) nem jelenithetd meg.

A sejteket a transzfekci6 utan 24 6réval begyijtottiik, harom fagyasztas—olvasztas 1épéssel
feltartuk, majd centrifugélast (13000 rpm, 15 perc, 4 °C) kovetden az enzimeket tartalmazo
feliiluszot Uj Eppendorf csovekbe mértiik. Az enzimaktivitasok meghatarozasa Varioskan Flash
berendezés segitségével tortént, amely luminometrids és fotometrids mérések elvégzésére egy-
arant alkalmazhat6. A luciferdz enzim mennyiségét 0,16 mg/ml luciferin kalium sot tartalmazo
reagenssel, a f-galaktozidaz aktivitasat 40 mg/ml ONPG-oldattal (orto-nitrofenil-$-galaktozid)
hataroztuk meg. Minden kisérletben harom parhuzamos mérést alkalmaztunk. A luciferdz en-
zim aktivitdsat a f-galaktozidaz mennyiségével normalizaltuk, az egyes kisérleti pontok ered-

ményeit egyszempontos ANOVA elemzéssel hasonlitottuk dssze.
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5 EREDMENYEK ES MEGBESZELES

5.1 Polimorfizmusok genotipizalasa

A polimorfizmusok és mutédciok klinikai diagnosztikai, molekuldris, illetve asszociacio elem-
zése soran egyarant alapvetd kiinduldsi pont a megbizhatd genotipizald eljaras beallitasa és
hasznalata. Bar a legtobb mddszer elve, miikodése elsd pillantasra egyértelmiinek tiinhet, opti-
malizalasuk és alkalmazdsuk szinte minden esetben gondos munkat és koriiltekintést tesz sziik-
ségessé. A genetikai polimorfizmusok elemzésére irdnyuld kutatasaink harom f6 pilléren nyug-
szanak (3. abra). Els6 1épésben hatékony genotipizald eljarasokat allitottunk be, melyeket ezt
kovetden asszociacid vizsgalatok keretében egyes komplex jellegek drokletes hatterét kutatva
alkalmaztunk. Végiil a harmadik — talan legfontosabb — Iépésként azt vizsgaltuk, hogy a pozitiv
asszociaciot mutatd polimorfizmusokhoz kothet6-e molekuldris bioldgiai funkcio.

Munkank egyik kezdeti feladata ennek megfeleléen olyan eljarasok beéllitasa és optimali-
zalasa volt, melyekkel a kivalasztott célgének (els6sorban a DRD4, a WFS1 és a SNAP-25)
egyes polimorfizmusai megbizhatdan és hatékonyan genotipizalhatok. Kozeli variacidk esetén
kiilon figyelmet forditottunk a haplotipus, azaz az allélok relativ kromoszomalis lokalizacioja-
nak meghatarozaséara, mivel ez a biologiai hatas szempontjabol dontd jelentdségii lehet. Bar az
SNP-k és az ismétlddési variaciok vizsgalata valamelyest eltéré megkozelitést igényel, kozos
benniik, hogy az elemzés sziik keresztmetszetét gyakran az elektroforetikus analizis jelenti.
Munkank soran ezért hangsulyt fektettiink olyan technikdk — ultravékony és kapillaris gélelekt-
roforézis, mikrofluidikai eszkéz — alkalmazasara, melyekkel a DNS-fragmentumok elvalasz-

tasa automatizalhato, az elektroforézis hatékonysaga és érzékenysége fokozhato.

5.1.1 Ismetlodesi variaciok és SNP-k elemzése

Napjaink nagy ateresztOképességli genotipizald technikdi elsdsorban az SNP-k elemzésére fo-
kuszalnak, ugyanakkor az ismétlddési variaciok mégis tobb szempontbdl kiilonds érdeklédésre
tarthatnak szdmot. Bar szamuk az SNP-kénél kétségteleniil alacsonyabb, rendkiviil heterogén
csoportot képeznek, mivel mind az ismétlddé modul hossza, mind pedig az ismétlddési szam
igen variabilis lehet, igy jelentds bioldgiai funkcidval rendelkezhetnek, és nagymértékben hoz-

zajarulnak az emberek kozotti genetikai kiilonbozdségek kialakitasahoz.
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5.1.1.1 A dopaminerg rendszer kivalasztott polimorfizmusainak elemzése

A DRD4 gén 3. exonjaban 1évd 48 bp-os VNTR elemzése 25 éves multra tekint vissza: a
pszichogenetikai asszociacid elemzések hajnaldn Osszefliggést figyeltek meg a 7 ismétlodést
tartalmazo allél és az ijdonsagkeresés személyiségjegy kozott [55, 61]. Korabbi munkank soran
megfigyeltiik, hogy a guaninban és citozinban meglehetdsen gazdag génrégidban a heterozigdta
(pl. 4x/7x) genotipusok kimutatisa a rovidebb allél preferencialis képzddése (,,allél-kiesés”)
miatt kihivast jelent, ami a hosszu allélok gyakorisagénak alulbecsléséhez vezethet. Ennek el-
keriilése céljabol a PCR-elegyben a dGTP-t részlegesen (50%-ban) dezoxi-inozintrifoszfattal
helyettesitettiik, melyben a hipoxantin a guaninhoz hasonloan a citozinnal képez bazispart, de
a molekuldk kozott csak ketté H-kotés jon 1étre. A képzddo eltérd nagysagth PCR-termékek
olvadéaspontja kozott igy kisebb a kiilonbség, ami hozzajarul a hosszabb fragmentum hatéko-
nyabb képzddésé¢hez [ X VII].

A gén 5’ régiojaban elhelyezkedd SNP-ket (rs1800955 ,-521 C/T”, 1s747302 ,—616 C/G”)
korabban allél-specifikus PCR és RFLP technikakkal elemeztiik [ XVIII]. Felhivtuk a figyelmet
arra, hogy az rs747302 SNP-re leirt Ava II restrikcidos endonukledz alkalmazasan alapuld ge-
notipizald eljaras [230] figyelmen kiviil hagyja a 16kusz kozvetlen szomszédsagaban elhelyez-
kedd rs796487306 ,,—615 A/G” polimorfizmust, és emiatt az rs747302 G allélt esetenként téve-
sen C variansként azonositja [ XIX]. Az SNP-k elemzése soran észrevettiik, hogy néhany min-

taban a régié PCR-amplifikacidja soran a vartnal révidebb termék képzddik.

]
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genotipust. A szekvencia dsszehasonlitds mutatja a delécio GRCh38.p13 szerinti pontos el-
helyezkedését.
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Az érintett szakasz két oldalara tervezett primerpar (Friggelék S1. tablazat) alkalmazéasaval
egy hosszusagvariacio rajzolodott ki, a szekvenalas eredménye alapjan a delécid 27 bp hosszu-
sagu szekvenciat foglal magaban (/0. dbra). Nem-rokon személyekbdl allo populacion (N =
955) vizsgaltuk az 1j allél eléfordulasi gyakorisagat, a delécio frekvencidja 0,16%-nak mutat-
kozott. Az egyik heterozigéta személy sziileitd1 szarmazo DNS-minték is elérhetdk voltak, a 27
bp-os szekvenciakiesést egyikiikben szintén sikeriilt kimutatni [1I].

Ezek az eredmények mutatjdk, hogy a Human Genom Projekt befejezését kovetden is
sziikséges, illetve lehetséges volt a DNS-szekvencia pontosabb megismerése és polimorfizmu-
sainak feltarasa. Mas fajok esetén még kevesebb informéci6 allt rendelkezésre. A human DRD4
gén polimorfizmusainak elemzésébdl kiindulva vizsgdlatainkat a kutya dopaminerg rendszeré-
nek varidcioira is kiterjesztettiik, tekintve, hogy a kutya bizonyos (pszichologiai) fenotipusok
szempontjabol jobb modell a gyakran alkalmazott ragcsaloknal, és érdekes médon a DRD4
génben 1év6 polimorfizmusai is tobb hasonldésagot mutatnak az emberi variansokkal. In silico
szekvencia analizissel (Tandem Repeats Finder) ismétlédo szekvencidkat kerestiink a dopamin-
S-hidroxilaz (DBH), a dopamin transzporter (DAT), a tirozin-hidroxilaz (TH) és D4-es dopamin
receptor (DRD4) génekben, a tovabbi vizsgalatokba azokat a régiokat vontuk be, ahol az ismét-
16d6 modul hossza meghaladta a 6 bp-t, és a repetitiv szakaszok bazissorrendje legalabb 85%-0s
egyezést mutatott. Ezen kritériumok alapjan 6t kordbban nem elemzett régi6 (7H 4. intron 36
bp duplikécié, DBH 4. intron 17 bp duplikécié, DBH 11. exon 24 bp duplikacid, DAT 5. intron
59 bp duplikaci6 és DAT 9. intron 38 bp duplikacid) eldvizsgalatat kezdtiik meg 60 (kiilonbdzd
fajtaju kutya és farkas) egyed bevonasaval.

Az ismétlddé szekvencidkat kozrefogd primerparokat (Fiiggelék S1. tablazat) terveztiink,
az ezekkel kapott PCR-termékeket hagyomanyos alameriild agaroz gélelektroforézissel ele-
meztiik (/1. abra). A DAT 9. intronjaban, valamint a DBH ¢és a TH 4. intronjaban 1év0 ismétlddo
szakaszok polimorfnak bizonyultak a vizsgalt populdcidkban, ezeket a varidciokat és a DRD4
gén 1. és 3. exonjaban kordbban leirt populaciokat elemeztiik tovabb a teljes, 495 allatbol
(tervueren, groenandael és malinois belga juhaszkutydk, németjuhaszok és farkasok) 4ll6 min-
taban.

A DRD4 gén 3. exonjaban 1év6 polimorfizmus pontos elemzéséhez az eltéré modulokbol
allo szerkezet (4. dabra) miatt két reakcio sziikséges. Az els6 PCR soran meghatarozhat6 az

ismétlodo régid hossza, a ,,3a” és ,,3b” allélok elkiilonitése kiillon mérésben torténik (Friggelek

65



Eredmeények és megbeszélés de 1994 22 Polimorfizmusok genotipizaldsa

S1. tabldzat), mivel ezen két varians esetén csak az ismétlédé modulok sorrendje kiilonbdzik
(11. abra). Ez a reakci6 azonban 6nmagaban nem alkalmas a genotipus meghatarozasara, csak

az elsé PCR eredményének ismeretében értelmezhetd.

A C
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R R 327b o
— - \31“}; —199bp .
| < 148 bp “du — 275bp
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11. abra. Kutya dopaminerg rendszer génjeiben 1évd VNTR-ek genotipizalasa. Az

crer

forézissel tortént. A: DRD4 3. exon VNTR hosszanak elemzése, illetve B: a ,,3a” és,,3b”
allélok elkiilonitése. C: A DRD4 1. exon 24 bp inzercid / deléci6 (h = hosszu, r = rovid allél),
D: TH 4. intron, E: DBH 4. intron, F: DAT 9. intron VNTR vizsgdlata. A heterozigéta
genotipust mintaknal lathato legkisebb mobilitdsu fragmentum a heteroduplex.

A vizsgalt populacioban a ,,3b” allél egyetlen egyedben sem volt kimutathatd. Németjuha-
szokban a ,,2” all¢l (64,6%), tervuerenekben és malinoisokban a ,,3a” allél (62,5%, illetve
64,0%) gyakorisaga volt magasabb, mig groenandaelekben a két varians frekvencidja kozel
azonos volt (,,2” allél: 51,4%). Kutydkban mas ismétlddés nem fordult el6, ezzel szemben far-
kasokban az 5 modulbol 4116 allél volt legnagyobb gyakorisdggal (43,3%) kimutathatd, és a
27, 532”7 és ,,57 variansok mellett egy korabban nem azonositott valtozat is jelen volt, melyet
— hosszanak megfelelden —,,8” allélnak neveztiink el. Az allélgyakorisag értékek hasonld mar-

kans kiilonbséget mutattak az 1. exonban 1év6 24 bp-os inzercid / delécio esetén (/1. abra).
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Farkasokban kizardlag a hossza valtozat volt jelen, és a rovid allél alig fordult el6 (1,7%) né-
metjuhdszokban is. A tervuerenekben viszont a deléciot hordozd forma bizonyult gyakoribbnak

(57,0%) [111].

1. tablazat. A dopaminerg rendszer génjeiben azonositott uj polimorfizmusok allélfrek-
vencia értékei. A tdblazat mindharom polimorfizmus esetén a révid (,,1”) véltozat gyakori-

sagat mutatja.

VNTR Tervueren  Groenandael — Malinois ~ Németjuhasz Farkas
TH 40,0% 72,5% 9,0% 11,5% 27,3%
DBH 88,7% 77,9% 76,0% 96,9% 91,3%
DAT 5,9% 16,82% 56,25% 0% 17,4%

A TH, DBH ¢és DAT génekben azonositott Uj polimorfizmusok esetén a kapott genotipus
gyakorisdg adatok nem mutattak szignifikans eltérést a Hardy—Weinberg egyensuly alapjan
szamitott elméleti értékektdl, ami az alkalmazott genotipizald technikak megfeleld mikodését
is mutatja. A TH génben a 36, a DAT-ban pedig a 38 bp hossziisagu ismétl6do szekvencia egy,
illetve két példanyban volt jelen, az allé¢lgyakorisagi értékek a DRD4 két polimorfizmuséhoz
hasonloan az egyes fajtdkban jelentds eltérést mutattak (/. tabldazat). A DBH génben 1évd 17
bp-os szakasz az eredményeink alapjan — érdekes moédon — vagy 1, vagy 3 példanyban volt
jelen. Ezen polimorfizmus esetén a ritka valtozat egységesen a rovid (,,17) allél volt: itt figyel-
tilk meg a legkisebb eltérést az egyes fajtak allélgyakorisag értéke (3,1-24%) kozott [111]. Mar
ilyen kisszdmu polimorfizmus vizsgalata esetén is szembet{ind, hogy a kiilonbozd kutyafajtak
genetikai sajatossaga kozott jelentds eltérés mutatkozik, érdekes, hogy még a malinois fajta is
lényegesen kiilonbozik a belga juhaszkutydk masik két csoportjatol. Adataink alapjan megfi-
gyelhetd az is, hogy esetenként a kutyafajtak kozott nagyobb kiilonbség tapasztalhatd, mint a
kutyak és a farkasok kozott, ami részben azzal magyardzhato, hogy a két faj genetikai alloma-

nya kb. 100 000 évvel ezel6tti szétvalasukat kdvetden is keveredhetett egymassal [231].

5.1.1.2 A WFS1 gén polimorfizmusainak vizsgalata
A humén WFSI génben 17 SNP-t real-time PCR modszerrel, TagMan probak alkalmazasaval
genotipizaltunk (/2. dbra). Munkénk sorédn az eljaras ,,hagyomanyos” technikaja [IV] mellett a
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miniatiirizalt, OpenArray® rendszert is alkalmaztuk [V], mellyel egyetlen lemezen 33 nl térfo-

gatu reakciokban egyidejiileg 3072 parhuzamos mérés valdsithaté meg.

FAM
C/G SNP

— O —

23+

GG
i CG
% *
oNIC o

VIC
12. abra. SNP-genotipizalas real-time PCR-rel, TagMan probak alkalmazasaval. Az
abra a modszer elvét és a WFSI génben 1év0 rs9457 C/G SNP genotipizalasanak eredményét

mutatja (N = 518). F: FAM, V: VIC, Q: quencher, NTC: genomi DNS nélkiili negativ kont-
roll.

A vizsgalatainkba bevonni kivant polimorfizmusokat tobb szempont figyelembevételével
valasztottuk ki. Olyan polimorfizmusokat kivantunk elemezni, melyek ritka allél gyakorisaga
eléri az 5%-ot. A gén minél atfogdbb elemzése céljabol az 1000 Genom Projekt adatbdzisabol
letoltottiik az elérhetd genotipus adatokat, és kiszamoltuk a SNP-k kozotti LD értékeket. Min-
den haplotipus blokkbol legalabb két SNP-t valasztottunk ugy, hogy az SNP-k fizikai tavolsaga
is lehetdleg kiegyensulyozott legyen (a kivalasztott 10kuszok kozotti tdvolsdg nem haladta meg
a 6 kb-t). A 3° UTR-ben elhelyezkedd 3 SNP koziil kettd (rs9457 és rs1046322) a Patrocles,
illetve a PolymiRTS adatbazisok alapjan miRNS-ek (miR-185 és miR-668) kdtdhelyében talal-
hat6 [IV, V]. Korédbbi tanulmanyok a harmadik (rs1046320) polimorfizmust a 2-es tipust cu-
korbetegség rizikofaktoraként azonositottak, az SNP molekularis funkcidjat azonban in vitro
elemzésekkel nem sikeriilt igazolni [94]. A 4. intronban elhelyezkedd rs10010131 SNP szerepe
valoszintisithetd a 2-es tipusu diabetes, illetve a betegséggel kapcsolatos fenotipusok drokletes
hatterében [232], a 8. exonban 1év6, aminosavcserét (p.H611R) okozd rs734312 polimorfiz-
must pedig GWAS soran a korkép genetikai rizikofaktoraként azonositottak [233], és szerepe
felmeriilt a hangulatzavarok 6rokletes komponenseként is [234].

Az SNP-k kozotti LD mértékét 801 személy genotipizalasat kovetden a Lewontin-féle D’,

valamint az R? értékek (/3. dbra) meghatarozasaval elemeztiik [V]. A gén 3. intronjatél a 7.
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intronjaig kiterjedd tobb mint 13,5 kb hossziusadgli szakaszon 1évé SNP-k (rs4689393-t61
rs6446482-ig) egyetlen haplotipus blokkot alkotnak, ebben a régiéban magas D’ és R? értékeket
kaptunk. Erdekes, hogy a csupan 292 bp tavolsagra, szintén a 7. intronban 16v6 154689395 po-

limorfizmus mar nem tartozik bele ebbe a magas LD-vel jellemezhetd szakaszba.

on — v <t co

=r () o o v ) ~ (o] v o o] o =] o~

o~ o <r N — \O <t O o0 N ~ (e} o~ — o (]

N > v N S I O 00 T &n O o — & N o

(=} =r [¢a] N — <t O~ (@] el (@)} — — on O O o -
[e=) o (o] o0 ] — O — <t [o2] o <t < <+ <t Vgl
o (e 2] w O < on <t on <t \O o0 o0 on o o < <
— O > S —~= —~ < — O s o —= > —= — —= &
w w w w Wl w 95 2] 2] v w wa w 2] [72] v w
- - - — — — — - - - - Y P — — — —
y / y Vv A A /> 4 /

N4 4 p ,

D’ R2

1 1

13. dbra. A WFS1 gén 17 SNP-jének kapcsoltsagi analizise. A négyzetek bal oldala (zold
skala) a Lewontin-féle D’, jobb fele (sziirke skéla) pedig az R? értékeket abrazolja.

Szembetling, hogy az rs28716718 és az rs1801208 SNP-k esetén a D’ és az R* kozott je-
lentds eltérés mutatkozik. A magas D’-hoz tarsulé alacsony R? értékek abban az esetben jel-
lemzdek, amikor a vizsgalt populacioban az SNP-k lehetséges négy kombinacidjabol csak ha-
rom fordul eld, a negyedik haplotipus gyakorisaga az all¢l-frekvenciak alapjan szamitott érték-
nél lényegesen alacsonyabb. Figyelemre méltd, hogy a kordbban a 2-es tipusu cukorbetegség
rizikofaktoraként felmeriild polimorfizmusok (rs1046320, rs10010131 és rs734312) és a
miRNS-kotédést feltételezetten befolydsold rs9457 SNP kozott magas LD értékeket kaptunk,
ugyanakkor a masik vélhetéen miRNS-kotohelyen 1évé SNP (rs1046322) fiiggetlen a gén csak-

nem valamennyi altalunk elemzett polimorfizmusatol [V].

nulméanyok tanusaga szerint az rs4689388 és az rs4273545 SNP hatéssal van a génkifejez6dés
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szabalyozasara [235], és az eldbbi polimorfizmust egy GWAS a 2-es tipusu cukorbetegség ge-
netikai rizikofaktoraként azonositotta [93]. Kisérleteinkbe bevontuk a korabban nem vizsgalt
rs148797429 inzercid / delécid polimorfizmust is, mely a transzkripcids starthelytdl csupan 259
bp tavolsagra helyezkedik el, és in silico szekvenciaelemzés alapjan hozzéjarulhat a transzkrip-
cio aktivitasanak szabdlyozasahoz SP1, valamint AP2 & transzkripcids faktorok bekdtddésének

befolyasolasa révén.
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14. abra. A WFS1 rs148797429 inzercié / delécio polimorfizmus genotipizalasa. 4: olva-
daspont analizis real-time PCR-rel, B: Cy5-jel6lt PCR-termékek elemzése denatural¢ kapil-
laris gélelektroforézissel. A nyilhegyek a molekulatomeg marker DNS-fragmentumait mu-
tatjak. Genotipusok: r/r: homozigéta delécio, h/h: homozigota inzercio, h/r: heterozigota.

A polimorfizmus egy 6 bp hosszlsagu szakaszt érint (GGGGCG / —), melynek kimutatdsa
hagyomanyos alameriild gélelektroforézis segitségével technikai nehézséget jelent. A genoti-
pus meghatarozasara ezért két fliggetlen detektalasi modszert allitottunk be (/4. dbra). A poli-
morf régiot mindkét esetben PCR-rel amplifikaltuk (Fiiggelék S1. tablazat), a 6 bp-os szakasz
jelenlétekor egy 97, delécio esetén pedig egy 91 bp nagysagu fragmentum keletkezett. Az egyik
eljaras soran a PCR-termékhez SYBR Green DNS-interkalator festéket adtunk, és real-time
PCR segitségével meghataroztuk az amplikonok olvadaspontjat. Bar ezzel a technikéval a hosz-

szl ¢és a rovid valtozat hatékonyan elkiilonithetének bizonyult, megjegyzendd, hogy a PCR-
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termékek olvadaspontjat a felsokszorozott régidban 1évé tovabbi polimorfizmusok is befolya-
solhatjak, ami az eljaras megbizhatosagat némileg csokkenti. A 6 bp-os szakasz jelenlétének
kimutatasara a denaturalo kapillaris gélelektroforézis hatékony és megbizhat6 technikanak bi-
zonyult. Ezen modszer soran Cy5-tel jelolt forward primert alkalmaztunk. A tobbcsatornés de-
tektalas lehetové tette, hogy a vizsgalandé mintdhoz kodzvetleniil hozzaadjuk a Wellred D1
(Beckman) fluoreszcens festékkel jelolt molekulatomeg markert is, melynek szimultan elva-

lasztasa igen pontos fragmentummeéret-meghatarozast tett lehetévé [VI].

5.1.2 CNV-k genotipizalasa

Bar a CNV-k az ismétlodési variaciok kozé sorolhatok, elemzésiik a VNTR-ekhez hasonlé mo-
don a régi6 PCR-amplifikaciojat kovetd gélelektroforézissel nagy kiterjedésiik miatt nem valo-
sithatd meg. Az ismétlddési szam meghatarozésa felfoghatd viszont mennyiségi elemzésként,

melynek a real-time PCR alapu eljaras hatékony eszkoze lehet.

5.1.2.1 A C4A és C4B génszam elemzése
A 6. kromoszoéma rovid karjan elhelyezked6 CNV elméleti, klinikai és technikai szempontb6l
is érdeklddésre tart szamot. Itt helyezkedik el a 4 gént magéaban foglalé ,,RCCX-modul (5.
abra), melynek egyik alkotdja a C4 komplement komponens, ez a fehérje az adaptiv immun-
valasz nélkiilozhetetlen résztvevéje. A valtozé (mindkét kromoszéman 1, 2 vagy 3, nagyon
ritkan 4) génszam mellett érdekes, hogy a modul tobbi tagjaval szemben a C4 gén minden egy-
ségben aktiv, rdadasul két, csupan 5 nukleotidban eltérd izoformdja —a C44 és a C4B gén —
lehet jelen, melyek valamelyest eltéréd miikodésti fehérjét kodolnak. Annak ellenére, hogy a
C4A4 és C4B génszam klinikai szempontbol is jelentds, meghatarozédsara csupan meglehetdsen
id6- és munkaigényes technikak 4alltak kordbban rendelkezésre. A C44, illetve C4B teljes hia-
nya az adott izoformara specifikus PCR-rel [236], a két varidns ardnya, illetve ismétlodési
szama PshA 1 és Tag 1 RFLP-vel [237], valamint Southern-blot technikdval volt megallapithato
[238]. Az altalunk beallitott real-time PCR-alapt eljaras segitségével a C4A4- és C4B-génszam
hatékonyabban és pontosabban meghatarozhat6 [VII].

Az eljaras a TagMan probakkal torténd SNP genotipizalas €s a kvantitativ analizis kombi-

nacidjanak tekinthetd. A C44 és C4B gének kozotti 6sszesen 5 nukleotidnyi szekvencia eltérés
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egy 17 bp-os régidban helyezkedik el, a probakat tigy terveztiik meg, hogy ezen génspecifikus
nukleotidokbdl négyet magukban foglaljanak (/5. abra). A relativ kvantifikalas soran belsd
kontrollként az RNdz P génszamhoz viszonyitottunk, a hatékonyabb ¢s megbizhatobb mérés
céljabdl a C44, illetve a C4B és az RNdz P génszamot kiilonboz6 fluoreszcens festékkel jelolt
probak segitségével azonos reakcidelegyben hatdroztuk meg. Az 1. reakcidelegyben tortént a
(C4A4 mennyiségi meghatarozasa VIC-kel jelolt génspecifikus és FAM-mal jelolt RNdz P-spe-
cifikus probaval, a 2. reakcidelegyben a C4B-hez k5tddo proba volt FAM-mal, az RNdz P-hez
kotédo pedig VIC-kel jelolve. A , forditott” jelolést azért vezettiik be, mert igy a C4A4- és C4B-
specifikus probak egy reakcidelegyben egyiitt (RNdz P mérése nélkiil) is alkalmazhatéak. Igy
egy minta elemzéséhez feleannyi reakci6 sziikséges, ebben a rendszerben viszont a pontos gén-
szam helyett csak a két izoforma aranya, illetve valamelyik varians hianya allapithaté meg egy-
értelmiien.

A génszam (ncaa €s ncap) meghatarozasa a ACt-modszer alkalmazéasan alapult (Cr rer €s

Crrev az 1., illetve a 2. reakcidelegyben mért RNdaz P-hez tartoz6 Cr értékek):

ZCT RPF — CT C4A +1 2CT RPV ™ CT C4B +1

Roga = Regg =

dcga caB

A tényleges génszam meghatarozasa sziikségessé tette egy korrekcios faktor (gcsa €s gcan)
bevezetését, mivel — annak ellenére, hogy a PCR-ek viszonylag széles koncentracio tartomany-
ban megfeleld pontossdggal miikodtek (/5. dbra) — az eltérd primerek és jelolés miatt azonos
(4, illetve RNaz P génszam nem teljesen megegyezd Cr-értéket eredményezett. A korrekcios
faktorokat 65 személy (a 2 reakciodelegynek €s 3 parhuzamos elemzésnek megfeleléen 65 - 6 =
390 mérési pont) adatai alapjan a kdvetkezd szempontokat figyelembe véve hataroztuk meg: a
C44 és C4B génszam csak egész szam lehet, melyek Osszege csak kivételes esetben lehet 6-nél
nagyobb, és a génszdm nem lehet 0, ha a real-time PCR soran a megfeleld reakcioban DNS-
amplifikacio tapasztalhato. Ennek figyelembe vételével a génszadmok meghatarozésa soran a
gcaa = 0,39 £ 0,04, valamint a gcsg = 0,75 £ 0,11 bizonyult eredményesnek [VII].

A mennyiségi mérés megbizhatdsagat egy 2 C44 és 2 C4B génnel rendelkezé személy
genomi DNS-éb61 készitett higitasi sor (0,3-300 ng, 3 parhuzamos mérési pont) elemzésével

ellendriztiik. A 5. dbran lathatd, hogy a kalibracios egyenesek meredeksége kozel azonos, ami
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a reakciok megfelelé mértékben megegyezd hatékonysagat tiikkrdzi, s a minta-DNS koncentra-

ci6 logaritmusa €s a mérhetd Cr-értékek kozott csaknem tokéletes linedris dsszefliggés figyel-

heté meg.
A C4A B C4B
CCAGGACCCCTGTCCAGTGTTAGACAGG CCAGGACCTCTCTCCAGTGATACATAGG
Cr | + C4A(VIC) Cr| + C4B (FAM)
30 - RNaz P (FAM) 30/ = RNaz P (VIC)
| y=-3,53x+ 34,09 267 y=-3,5Tx+ 34,34
267 35304 3276 R*=10,999 | y=-3,52x+33.74 R*=10,999
y=-3,05Xx + > ] _
221 7 p2=0.999 22 R*=0,999
18 ——— ——— 18 S ‘
0 1 2 3 log ¢, 0 1 2 3 log ¢,

15. dbra. A C4A és C4B génszam meghatarozasa real-time PCR-rel. Az abra fels6 része
a C44 és C4B kozotti szekvencia kiilonbséget (vastag, zold betlik, illetve s6tétzold korok) és
az alkalmazott TagMan probakat mutatja. A negyedeld higitasi sor alkalmazdsaval készitett
kalibracios egyenesek szemléltetik, hogy a C44 (A) és C4B (B) génszam meghatirozasa 3
nagysagrendnyi koncentracio-tartomanyban pontosan ¢s megbizhatéan megvalosithato.

A beallitott technikaval 118 személy mintajat elemeztiik, és az egyes C44, illetve C4B
génszam gyakorisagi értékeket Southern-blot alapti mérés eredményével vetettiik 6ssze [239].
Bér az egyes csoportok kozotti eltérés mértéke statisztikailag nem bizonyult szignifikansnak,
az eredmények mégsem egyeztek teljesen, és megfigyelhetd volt, hogy a Southern-blot alapti
technika szerint a 3 C44, illetve C4B gén eléfordulasa szdmottevden ritkdbb. Az ellentmondas
feloldasa érdekében 33 mintat egy fliggetlen, eltéré6 PCR rendszeren és azt kovetd kapillaris
gélelektroforézissel torténd kvantitativ elemzésen alapuld eljarassal is megvizsgaltunk [XX].
Harom minta esetén tapasztaltunk eltérést: a génszam elemzését mindkét technikéaval Gjra elvé-

geztiikk. Az ismétlés mindhdrom esetben a real-time PCR-rel kapott eredményt erdsitette meg.
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5.1.2.2 A glikogénszintaz-kinaz 3 gént érint6 CNV vizsgalata

Hasonlo, real-time PCR alapti eljarast allitottunk be a glikogénszintaz-kinaz 3 5 (GSK3B) gént
érintd CNV elemzésére. Noha a gén 4ltal kodolt szerin—treonin-kinaz az enzimesalad tobbi tag-
javal egyiitt szamos alapvetd anyagcsere €s jelatviteli ut résztvevdje, a GSK3B fokozott aktivi-
tasa foképp neuropszichiatriai rendellenességekkel (szkizofrénia [240], Alzheimer-kor [241],
hangulatzavar, ADHD [242]) hozhat6 0sszefliggésbe, és ebbdl adodoan meriil fel a gént érintd
CNV szerepe ezen korképek genetikai hatterében.

C3orfl5 NRII2 GSK3B
5 35" 33 5
e e = 1 = {e==} == | | :
(R ! ! f
AB C D E F

16. abra. A GSK3B-t érint6 CNV elemzése. A vastag zold nyilak a GSK3B, az NRI12 és a
C3orfl5 gének elhelyezkedését mutatjak. A fiiggdleges vonalak az exonokat, az A-F betiik
a real-time PCR-rel elemzett régiokat jelolik.

A génszamvariacio elemzését elsé 1épésben a GSK3B gén 9. exonjara tervezett TagMan
rendszer segitségével (/6. abra: ,,D” régid) kezdtiik meg 170 major depresszidban, 106 bipola-
ris hangulatzavarban szenvedd beteg és 321 pszichitriai rendellenességgel nem diagnosztizalt
kontroll személy bevonasaval. Eredményeink alapjan ebben a régidban a CNV eléfordulasa
ritka: 5 személy (3 major depresszidoban, 1 bipoldris hangulatzavarban szenvedd beteg és egy
kontroll) esetén 3, egy major depresszioval diagnosztizalt paciensnél pedig 4 kopiat azonosi-
tottunk, ennek megfeleléen az amplifikacid (2-nél nagyobb génszam) gyakorisaga 1%-nak bi-
zonyult. A régiot érintd deléciot egyetlen esetben sem taldltunk. A CNV kiterjedésének elem-
zése céljabol a GSK3B gén 5. exonjara és 5’ szakaszara (/6. dbra: ,E” és ,F”), valamint a
szomszédos NR112 és C3orfl5 génekre (16. abra: ,,A”, ,,.B” és ,,C”) tovabbi TagMan rendsze-
reket terveztiink (Fiiggelék S1. tabladzat), illetve véasaroltunk a Thermo Fisher Scientific kinéla-
tabol. A CNV kiterjedése a 6 mintdban nem bizonyult azonosnak. A C3orf15 3’ és az NRI112 5’
régidjan a kopiaszam minden esetben 2 volt, azaz az amplifikécié erre a szakaszra (/6. dbra:
»A”, ,,B”) nem terjedt ki. A megemelkedett génszam az NR1I2 3’ végén és a GSK3B 5. exon-

jadban mind a hat esetben kimutathaté volt (/6. dbra: ,,C”, ,E”), ugyanakkor az amplifikacio
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csupan két minta esetén foglalta magéban a teljes GSK3B gént kiterjedve annak 5’ régidjara

(16. abra: ,,F”) is [VIII].

5.1.3 Hatékony elektroforetikus eljarasok alkalmazasa

A hagyomanyos PCR alkalmazasan alapul6 genotipizalé mddszerek befejezd lépése a keletke-
zett termékek gélelektroforézissel torténd elvalasztasa és lathatova tétele. Ez a 1épés bar sok
esetben hagyomanyos, alameriilé agardz gélelektroforézissel is megvalosithatd, a technika vi-
szonylag munka- és iddigényes, kevéss¢ automatizalhatd, igy nem ritkdn a genotipizalo techni-

kak sziik keresztmetszetét jelenti.

5.1.3.1 Ultravékony gélelektroforézis

Az ultravékony gélelektroforézis eljarast eredményesen alkalmaztuk szamos genotipizald mod-
szer befejezd 1épéseként: a technika a hagyomanyos, horizontalis agar6z gélelektroforézis és a
kapillaris elektroforézis szamos eldnyds tulajdonsagat egyesiti. Az iivegkazettaban 1évé 190
um vastagsagl agardz—linedris poliakrilamid gél keverék jo felbontdképességet, a 1ézer indu-
kalta fluoreszcencia elvén alapuld detektalds a kapillaris elektroforézishez hasonld érzékeny
analizist biztosit. A rendszer ugyanakkor lehetdvé teszi a hagyomanyos elektroforézishez ha-
sonldan az alkalmazott iivegkazetta méretétdl fliggden akéar 96 minta parhuzamos elemzését is.
A mintédk egy fésii alakil membranrdl jutnak a gélbe az elektroforézis soran az elektromos térerd
hatasara, az elektroforézis id6tartama kb. 5 perc. A rendszer a gyors és érzékeny DNS-frag-
mentum analizis mellett a tobblépéses genotipizalo technika automatizalasat, hatékonysaganak
novelését is lehetové tette. A DRD4 gén rs1800955 ,,—521 C/T” SNP-jének PCR—RFLP-vel
torténd genotipizaldsa soran a restrikcids emésztés €s a gélelektroforézis egyetlen lépésben
megvaldsithatova valt. A PCR-t (Fiiggelék S1. tablazat) kdvetden a BssH 1I restrikcios endo-
nukledzzal torténd emésztést 0,4 ul végtérfogatban a mintafelvitelre hasznalt membran fogain
valositottuk meg. A reakcid — részben a magas BssH II koncentracidé miatt — 15 perc alatt vég-
bement. A PCR-termék egy nem polimorf, kontroll felismerd helyet is tartalmazott, T allél ese-
tén kettd, C allél jelenlétekor pedig harom hasitott termék keletkezett, igy az emésztés haté-

konyséagat minden reakcidoban ellendrizni tudtuk. Az ultravékony elektroforézis segitségével az
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egymastol csupan 11 bazispar kiilonbséget mutatd termékek is egyértelmiien elkiilonithetok

voltak (/7. abra) [IX].

C/T SNP M 1 ) 3
——0 m— -
1. PCR %S
2. BssH Il RFLP o w— 399 bp
o _217b
217bp Y 182bp Y 206 bp - P p
—_ w7 — = [T 206bp
- 399bp Y 206bp 1Rl

17. abra. A DRD4 gén rs1800955 ,,-521 C/T” SNP PCR-RFLP analizise ultravékony
gélelektroforézissel. A PCR-termék egy kontroll (z6ld téglalap) BssH II hasito helyet tartal-
mazott, az enzim a PCR-terméket C allél jelenléte esetén az SNP-nél is elhasitotta (nyilhe-
gyek). Genotipusok: 1: TT, 2: CT, 3: CC

5.1.3.2 Kapillaris gélelektroforézis
A DRD4 gén polimorfizmusainak elemzése soran a keletkezd PCR-termékek elemzésére kapil-
laris gélelektroforézist is alkalmaztunk. A 3. exonban 1€v6 48 bp-os VNTR ismétlédési szama
(n) leggyakrabban 2 és 7 kozott valtozik, a régido PCR-rel torténd amplifikalasa (Fiiggelék S1.
tablazat) soran ennek megfelelden egy 283 + 48n nagysagl termék keletkezett. A gén promo-
terében 1€vo rs1800955 ,-521 C/T” ésrs747302 ,,—616 C/G” SNP-k haplotipusdnak elemzésére
kombinalt allél-specifikus PCR-RFLP eljarast alkalmaztunk, melynek soran az rs1800955 SNP
genotipusatol fliggd modon képzdédé PCR-termékben (Fiiggelék Si. tablazat) az rs747302 po-
limorfizmust Sau96 1 endonukledz segitségével elemeztiik. A 235 bp hossziisagli PCR-termék
egy kontroll hasitohelyet is tartalmazott: rs747302 C allél esetén csak itt (87 bp és 148 bp), G
allél jelenlétekor pedig az SNP-nél is hasitott az enzim (87 bp, 35 bp és 113 bp). Mivel a VNTR
¢s az SNP-k elemzésére alkalmazhato PCR-rendszereket tigy terveztiik meg, hogy a keletkezd
fragmentum mérettartomanya ne fedjen at, igy — a hatékony elektroforetikus elemzés céljabol
— lehetdség kindlkozott arra is, hogy a keletkezd termékek elvalasztasat kozosen, egy 1épésben
végezzik el (/8. dabra) [1].

A 11. kromoszoéma rovid karjan, a DRD4 gén kozelében talalhatdo a D11S1984 mikrosza-

tellita. Asszociacid elemzések eredményébdl kiindulva felvetddott annak lehetdsége, hogy ez a
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4 bp-os ismétlddési polimorfizmus a DRD4 gén variacidinak markereként szolgalhat [243]. A
mikroszatellita elemzését denaturald kapillaris gélelektroforézissel végeztiik el, és egy 106 ma-
gyar személybdl 4116 populacion meghataroztuk a D11S1984 marker és a DRD4 gén 5 polimor-
fizmusa (120 bp-os duplikacio, rs747302 ,—616 C/G”, rs796487306 ,—615 A/G”, rs1800955
,»—321 C/T”, 3. exon 48 bp VNTR) k6zott mérhetd LD értéket. Eredményeink a korabbi felté-
telezést nem tamasztottdk ald: a mikroszatellita és a DRD4 polimorfizmusok k6zott minden

esetben 0,375-nél alacsonyabb Lewontin-féle D’ értéket kaptunk [XVI].

A I]O RFU primerek

—K B [srru
v

— A

2 4 6 8 10 perc

18. abra. A DRD4 gén 3. exon VNTR és rs747302 ,,—616 C/G” SNP analizise kapillaris
gélelektroforézissel. A: A VNTR analizise sordn az ismétlddési szamnak megfelelden 283
+ 48n nagysagu termék keletkezett. K: az 1066 bp-os kontroll fragmentum az elektroferog-
ramok egymashoz illesztését tette lehetové. B: az rs747302 SNP Sau96 I RFLP-termékeinek
elvalasztasa. C: a két polimorfizmus egyiittes elemzése. Az dbra az elvalasztasok mellett a

mintdk genotipusat is mutatja.

A gyors, hatékony, érzé¢keny elemzés, valamint a nagy felbontoképesség mellett a kapilla-
ris elektroforézis tovabbi elénye a kiilonbozo szinli fluoreszcens festékek egyidejii detektalasa-
nak lehetdsége. Ezt hasznaltuk ki a WFSI gén promoterében (rs4689388 és rs4273545), illetve
3> UTR-ében (rs1046320, rs1046322 és rs9457) elhelyezkedd 5 SNP multiplex primerextenzi-
oval torténd genotipizalasa soran [VI].

A modszer elsd 1épése a polimorfizmusokat tartalmazoé régio PCR amplifikacioja. Mivel a

promoterben 1évé SNP-k egymastol 1360 bp tavolsagra helyezlednek el, célravezetébbnek tiint
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a két polimorfizmusnak megfeleléen két kiilon PCR alkalmazasa. A 3’ UTR-ben 1évé harom
lokusz ugyanakkor egy minddssze 455 bp hosszisaglh génszakaszon beliil helyezkedik el, igy
megvaldsithato volt ezek egyetlen kozos PCR-rel torténd felsokszorozasa. A harom PCR pri-

mereit ugy terveztiik meg, hogy a fragmentumok egyszerre, egyetlen kdzos reakcidoban 1étre-

hozhatok legyenek.
A B rs4689388
151046320
rs1046320 154273545 GG rs1046322
154689388 154273545 I 1s9457 0 GG =
—O0——0—"—0—0—0— M GG 1 GG, GG
~ I\ i\ J”\ VAN
GG
AA
e " | ﬁ‘ CC
—— —— —A—0—0— 5 J\ J144 | A
AG
SBE I
Jyd ft
—© —e e o A A5 A8
10 20 30 40 nt

19. abra. A WFS1 génben 1évé 5 SNP genotipizalasa multiplex primerextenzioval. 4: A
modszer elve és dltalunk alkalmazott elrendezése. B: 3 minta elemzésének elektroferogramja.
M: az elvalasztasok illesztésére szolgalo kontroll fragmentum. Az dbra az elvalasztasok fo-

16tt a mintdk genotipusat is mutatja.

A megfeleld tisztitasi 1épéseket kdvetden a technika elvét az SBE reakcid jelenti, melynek
lényege az SNP-k melletti nukleotidhoz hibridizald SBE primerek ¢és a négy kiilonbozd fluo-
reszcens festékkel jelolt, lancterminator, aciklo-nukleotidok alkalmazasa (/9. dabra). A genoti-
pus leolvasasa a jelen 1év6 allélnak megfeleld szinli nukleotid detektdlasan alapul, multiplex
analizis pedig — a kapillaris elektroforézis nagy felbontast elvalasztoképességét kihaszndlva —
eltérd hossziisagi SBE primerek alkalmazasaval valosithatd meg. Az optimalis reakcié érdek-
¢ben az SBE primer tetszdleges iranyl lehet. A rendszert ugy kivantuk beéllitani, hogy az elsd
PCR-hez hasonloan az 5 polimorfizmus SBE reakcidja is egyetlen elegyben kivitelezhetd le-

gyen. Az SNP-ket 6vezd szekvencidk figyelembevételével a promoterben 1€v6 rs4689388 ¢és
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rs4273545 SNP-kre egy 30 és egy 22 nukleotidbol allo, ,,forward” primert tudtunk tervezni. A
3’ UTR polimorfizmusai esetén a nem kivanatos masodlagos strukturak elkeriilése érdekében
az eltérd hosszasagh (rs1046320: 36 nt, rs1046322: 42 nt, rs9457: 48 nt) primereket Ggy hoztuk
létre, hogy azok a specifikus régié mellett az 5’ végiikon eltéré hossziusagu oligo-adenilat (A),
szakaszt tartalmaztak. A leghatékonyabb miikodés érdekében az rs1046320 és az rs1046322
SNP-t ,,forward”, az rs9457 polimorfizmust viszont ,,reverse” iranyu primerrel (Fiiggelék S1.
tablazat) genotipizéaltuk az SBE reakci6 sordn (/9. dabra). A denaturald kapillaris gélelektro-
forézis segitségével a 6 nukleotid hosszisagkiilonbséget mutatd termékek egymastdl megbiz-
hatéan elkiilonithetdnek mutatkoztak [VI]. Az 55 nt feletti mérettartomany még tovabbi leg-
alabb 3 SNP egyidejii genotipizalasdnak lehetdségét kinalja, ami még abban az esetben is haté-
kony megoldast jelent, ha a megeldzd 1épések (1. PCR és SBE reakcid) egy-egy multiplex re-
akcidban torténd kivitelezése nem valodsithato meg. Ennek megfelelden 96-os formatummal
szamolva felhasznaloi beavatkozas nélkiil egyetlen mérés soran a mi rendszeriinkben 480 ge-
notipus hatadrozhaté meg, ami a tovabbi multiplexalasi kapacitast kihasznalva akar 768-ra is

novelhetd.

5.1.3.3 DNS-fragmentum analizis mikrofluidikai eszkoz alkalmazasaval

Noha az ultravékony és a kapillaris gélelektroforézis — jo elvalasztoképességének, érzékenysé-
gének és automatizalhatosaganak kdszonhetéen — a mi rendszereinkben a genotipizalas haté-
kony eszkdzének bizonyult, a mikrofluidikai eszkdzok alkalmazésa ujabb lehetdségeket kinal.
A tovéabbi miniatiirizalas eredményeként az elvalasztas idotartama akar 3 perc ala csokkenthetd,
¢és a chipeken kialakithatd csatornahalozatok segitségével az elektroforézist megel6z6 1épések
integracidja is megvalosithatd. Munkank sordn a gélelektroforézis egyes paramétereit egy egy-
szerl felépitésii, két egymast keresztezd csatornat tartalmazo mikrofluidikai eszkdz felhaszna-
lasaval jellemeztiik. Az livegbdl késziilt chipben az elvalasztds 50 um atmérdji felkor kereszt-
metszetli csatornakban tortént, a 100 um-es ,,dupla-T” injektor térfogata kb. 10~ ul volt. Az
elvalaszto csatorna hossza az injektort6l a 3-as tartalyig L = 80 mm, az effektiv hossz a detek-
torig / = 30 mm volt (20. dabra). Az elemzések soran polivinilpirrolidon (PVP, My, = 1300000
g/mol) elvalaszté matrixot alkalmaztunk, melynek segitségével az elektroozmotikus dramlas is

hatékonyan minimalizalhatonak bizonyult. Ebben a rendszerben a 100 bp-os DNS Iétra (100
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bp, 200 bp..., 1000 bp) fragmentumainak elvalasztasa kevesebb, mint 90 masodperc alatt kivi-
telezhetd volt. Bar a 20. abran lathato, hogy alapvonal-elvéalasztas csak 700 bp-ig valosul meg,
ugyanakkor a rendszer még jelentds tartalékokkal rendelkezik: mindenekel6tt az effektiv elva-
lasztasi hossz emelésével a felbontoképesség nagymértékben fokozhato.

A Ferguson-gorbe a PVP-koncentracio ¢€s az egyes fragmentumok elektroforetikus mobi-

litdsa (u = %; v: sebesség, E: elektromos térerd) kozotti dsszefliggést abrazolja (20. abra).

Minden adatpont 5 parhuzamos mérés eredményének atlagat mutatja, az ezek kozotti 1% alatti
eltérés az abrakon nem jelenithetd meg. A gorbék nem linedris lefutdsa nem egyedi: kordbban
mind hagyomanyos, mind kapillaris poliakrilamid-gélelektroforézis sordn megfigyelték mar
[244]. A jelenség hatterében a PVP higitas soran végbemend kismértékii konformacié valtozasa
allhat. Az Arrhenius-gorbe az egyes fragmentumok mobilitdsanak (u) valtozasat mutatja a ho-

mérséklet hatasara (20. dabra).

oW

60 80 sec

COoOOoOO T

05 1,0 15 20 25 %PVP 00030 00031 00032 00033 1/7(1/K)

20. abra. Gélelektroforézis mikrofluidikai eszkoz alkalmazasaval. A: Az elektroforetikus
chip felépitése. A nyil a detektalas helyét mutatja. B: Az elektroforézis paramétereinek elem-
zéséhez alkalmazott 100 bp-os DNS 1étra reprezentativ elvéalasztasi képe. C: Ferguson-gorbe:
Az alkalmazott PVP-koncentracio és az elektroforetikus mobilitds (u) Osszefiiggése. D:
Arrhenius-gorbe: A hdmérséklet és az elektroforetikus mobilitas (1) Osszefiiggése.
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A vartnak megfelelden az elektroforetikus mobilitas a hdmérséklet ndvelésével emelkedik,
az egyenesek parhuzamos lefutasa alapjan a 20—50 °C-os tartomanyban a felbontoképesség je-
lentds valtozast nem mutat. Megfigyeltiik, hogy a Sytox Orange festék koncentracidojanak eme-
1ése az elektroforetikus mobilitas kismértékii csokkenéséhez vezet, amit feltehetden az interka-
lator pozitiv toltése, illetve ennek megfelelden a DNS-sel alkotott komplex toltésének eltolod-
désa okoz. Az altalunk alkalmazott rendszerben — az elméletileg varttal szemben — az elektro-
mos mezd emelkedésével a fragmentumok mobilitasanak (ux) ndvekedése volt tapasztalhat6.
Ennek hatterében a DNS-molekuldk magas (70—440 V/cm) elektromos mez6 hatasara bekovet-
kez6 térszerkezetvaltozasa allhat [X].
tott ®X 174 bekteriofag eredetli DNS-t az elektroforetikus chipen Hae IlI restrikcios endonuk-
ledzzal emésztettiik, majd a kapott fragmentumokat egymastol elvalasztottuk. A reakcidelegyet
a mikrofluidikai eszk6z 2-es, a ®X 174 DNS-t pedig a 4-es tartalyba (20. dbra) mértiik, majd
a minta-DNS-t megfelel elektromos mez6d (U1 =240 V, U =480V, U; =240V, Us=0V)
létrehozasaval a reakcideleggyel dsszekevertiik. Az inkubaciot kovetden az emésztett terméke-
ket a ,,dupla-T” injektorba juttattuk (U1 =240 V, U> =0V, Us =240 V, Us = 480 V), majd
egymastol elvalasztottuk (U1 =0V, U> =250V, Us = 1650 V, Us = 250 V). A jobb felbonto-
képesség elérése érdekében a fragmentumokat az injektortol / = 50 mm tavolsagban detektaltuk

(21. abra).

10,1 RFU 1078

l 1353
194 234 271 281 310
% LI/ 603

v‘

872

\\ N “.‘
72 118 0\

¥

60 80 100 sec

21. abra. Hae 111 enzimmel emésztett ®X 174 DNS elvalasztasa elektroforetikus chipen.
A cstcsok feletti szamok a fragmentumok méretét (bp) mutatjak.
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5.1.4 Genetikai polimorfizmusok haplotipus analizise

A komplex jellegek hatterében szerepet jatszo genetikai polimorfizmusok hatdsa nem additiv,
az egyes Orokletes (és kornyezeti) faktorok egymassal kolcsonhatasban (pl. episztazis) allnak:
molekularis szintii, valamint fenotipusos megnyilvanulasuk komplex haldzatos rendszer miiko-
dés révén képzelhetd el. Ennek legkisebb alkotdeleme az egy génen, illetve kromoszéma région
beliil elhelyezkedd polimorfizmusok haplotipusa, mely sok esetben hatékonyan kiszamithato in
silico eszkdzokkel [245], ugyanakkor az egymashoz viszonylag kozeli variaciok esetén megfe-

leld tovabbfejlesztett genotipizald technikdkkal is meghatarozhat6.

5.1.4.1 A DRD4 gén SNP-inek haplotipus elemzése

A humén DRD4 gén 5’ régidjaban 1évd 3 SNP (rs1800955 ,-521 C/T”, rs747302 ,-616 C/G”
€s 15796487306 ,—615 A/G”) haplotipusat RFLP és allél-specifikus PCR kombinalasaval haté-
roztuk meg. Az utobbi két polimorfizmus egymas kozvetlen szomszédsdgaban helyezkedik el,
¢és a kornyezd szekvencia lehetové tette olyan restrikcids endonukledzok vélasztasat, melyek
specifikusak valamelyik haplotipusra (2. tabldzat). Az elemzést az rs1800955 ,—521 C/T” po-
limorfizmusra gy terjesztettiik ki, hogy az els6 1épés soran az egyik PCR-primer 3’ végével az
SNP-hez kotddott (allél-specifikus amplifikacio), ennek eredményeként — heterozigota mintak

esetén —a C, illetve a T allélt tartalmaz6 génszakaszt kiilon reakcidoban tudtuk felsokszorozni.

2. tablazat. Az rs747302 ,,—616 C/G” és rs796487306 ,,—615 A/G” haplotipusanak meg-
hatirozasara alkalmazott restrikcios endonukledzok. Az alahuzott betiik a 2 SNP pozici-
0jat, a zold vastagbetiik pedig az adott enzim felismerdhelyét mutatjak. W: A vagy T, R: A
vagy G, Y: Cvagy T

a,—616C/G” ésa,—615A/G” SNP-k  specifikus restrikcios

haplotipusa a kornyezo szekvencidaval endonukleaz
TGAGGACCA Ava 11 (GGWCC)
TGAGCACCA BsiHKA T (GWGCWC)
TGAGGGCCA Hae 111 (GGCC)
TGAGCGCCA Hae 11 (RGCGCY)

A haplotipus-elemzésbe a DRD4 promoterében talalhatd 120 bp-os duplikéciot is bevontuk
oly modon, hogy az ismétlodo régiot valamelyik — az adott minta esetén heterozigdta genoti-

pusu — SNP-re tervezett allél-specifikus PCR-rel amplifikaltuk. Ez az eljards az ismétlodési
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variaciotol legnagyobb tavolsagban 1évd rs1800955 ,—521 C/T” SNP esetén egy 946 (1x 120
bp), vagy egy 1066 bp (2x 120 bp) nagysagii PCR-termék képzddéséhez vezetett. Ezen frag-
mentumok detektalasara eredményesen alkalmaztuk az ultravékony gélelektroforézis technikat
is. A 190 um vastagsagl 1% agar6z—2% linearis poliakrilamid gélben 0,2 pul PCR-termék elva-
lasztasa 1ézeres detektalassal 12 perc alatt megvaldsithato volt [ XXI]. A kidolgozott technikék
megbizhatdsadgat 108 harom, illetve négy fOs csalad tagjainak haplotipizalasaval ellendriztiik.
Az eljardsok megfeleld miikodését igazolta, hogy a kapott haplotipus adatok a Mendel-szaba-
lyoknak minden esetben eleget tettek. A haplotipus-gyakorisagok eloszlasat 598 fiiggetlen
(nem-rokon) személy elemzésével hataroztuk meg. A ,,—616C” és a ,,—615G” all¢él altal alkotott
haplotipus egyetlen esetben sem volt kimutathaté az altalunk vizsgalt populdcioban, a C-A,

G-A ¢és G—G kombinaciok gyakorisaga 51,6%, 35,2%, illetve 13,2% volt (3. tablazat) [X1].

3. tablazat. A DRD4 120 bp-os duplikacié, rs747302 ,,—616 C/G”, rs796487306 ,,—615
A/G” és rs1800955 ,,-521 C/T” SNP-k haplotipus-gyakorisag értékei. Az adatok N =598
személy PCR-alapu haplotipus meghatarozasanak eredményén alapulnak.

1x 120 bp 2x 120 bp
—615A  —615G  —615A 615G
_521C 3,8% 0,0% 16,5%  0,0%
~521T  4,6% 0,0%  267%  0,0%
~521C 3,7% 0,5% 133%  8,8%
~521T  4,0% 0,6% 143%  3,3%

—616C

—616C

5.1.4.2 MiR-SNP-k haplotipusanak vizsgalata

A WFSI gén 3> UTR-ében 1évo két SNP (rs1046322 A/G és rs9457 C/G) haplotipusat allél-
specifikus PCR-rel elemeztiik. Az egyes allélok kromoszomalis elhelyezkedése ebben az eset-
ben funkcionalis szempontbol is relevans, mivel eredményeink alapjan mindkét polimorfizmus
egy-egy miRNS bekotddését moduldlja, igy ezen szabdlyozd hatds megnyilvanulaséara az allé-
lok relativ lokalizacidja hatdssal lehet. Ez a jelenség még kifejezettebben nyilvanul meg a
SNAP-25 gén 3> UTR-ében, ahol az rs3746544 G/T és az rs1051312 C/T SNP-k egymastol
csupan 4 bp tavolsagban vannak, és mindkét polimorfizmus érinti a miR-641 kotohelyét. A

polimorfizmusok genotipizalasira PCR—RFLP-t (rs3746544 SNP: Mn/ 1, rs1051312: Dde 1),
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haplotipusuk meghatarozaséara pedig TagMan probak alkalmazasan alapul6 real-time PCR tech-
nikat allitottunk be (Fiiggelék S1. tabldzat). A négy haplotipusnak megfeleld proba koziil ket-
tot-kett6t FAM-mal, illetve VIC-kel jeloltiink, az elemzés két reakcioelegyben (1.: FAM-mal
jelolt T-T- és VIC-kel jelolt T-C-specifikus; 2.: FAM-mal jelolt G-T- és VIC-kel jelolt G—C-
specifikus proba) tortént. A polimorfizmusok kozott D’ =1 és R? = 0,21 LD-értékeket kaptunk,
ami az SNP-k kozeli elhelyezkedésének megfelelden nem meglepd, ugyanakkor érdekes, hogy
a kapcsoltsagi egyensuly hianya mégsem teljes: az egyik l6kuszon jelenlévo allélok alapjan a
masik polimorfizmus genotipusa nem adhaté meg egyértelmiien. A magas Lewontin-féle D’-
h6z tarsulé alacsonyabb R? érték 3 haplotipus gyakori eléfordulasa esetén jellemzd. Az altalunk
vizsgalt populacidoban az rs3746544 T alléllal rs1051312 C és T varidns egyarant el6fordult
(T-T ¢és T-C haplotipusok), ugyanakkor az rs3746544 G format csak G—T haplotipusban tudtuk
kimutatni, a G—C haplotipus egyetlen esetben sem volt detektdlhatd. Noha ezt az eredményt a
Haploview, illetve Phase alkalmazasok altal szamitott értékek is megerdsitették (4. tablazat),
mégis emlitésre méltd, hogy a szamitogépes algoritmusok altal szamitott és a real-time PCR-es
direkt haplotipus elemzd eljarassal meghatarozott haplotipus gyakorisdgok jelentds eltérést mu-
tattak, ez a kiilonbség — a harom gyakori haplotipus csoportot tekintetbe véve — statisztikailag

is szignifikdnsnak bizonyult (*-teszt: p = 0,000395) [XII].

4. tablazat. A SNAP-25 rs3746544 G/T és rs1051312 C/T SNP-k haplotipus eloszlasa.
Szamitott: az allélfrekvencidk alapjan varhato értékek kapcsoltsagi egyensulyt feltételezve.
Meért: a real-time PCR-rel meghatdrozott eredmények, illetve a Haploview és Phase alkal-
mazasaval a genotipusadatok alapjan szadmitott varhato haplotipus gyakorisagok (N = 1376).

Szamitott Mert Haploview Phase
T-T 0,48 0,40 0,35 0,41
G-T 0,26 0,36 0,39 0,33
T-C 0,17 0,24 0,26 0,26
G-C 0,09 0,00 0,00 0,000084

Bér a real-time PCR alapjan mért, illetve a Haploview-val és Phase-zel szdmitott eredmé-
nyek a G—C haplotipus hidnya tekintetében nem mondtak ellent egymasnak, mégis — elvben —
nem volt teljesen kizarhaté annak gyanuja, hogy a megfigyelés hatterében valamilyen technikai
hiba all. Ennek vizsgalatara két, fliggetlen eljarast alkalmaztunk. Az SNP-k genotipizalasa so-

ran alkalmazott primerpar segitségével hoztuk létre a két polimorfizmust tartalmazé 603 bp
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hossziisagu fragmentumot, melyet a Sau96 I enzim T-T, G-T és T—C haplotipusok esetén egy-
szer (224 bp + 379 bp), a G—C haplotipus jelenlétekor viszont két helyen hasit (80 bp + 144 bp
+ 379 bp). A termékben az SNP-ktdl fliggetleniil jelenlévd kontroll hasité hely igazolta a reak-
ci6 optimalis miikodését: dupla hasitast, azaz G—C haplotipust azonban egyetlen esetben sem
tapasztaltunk. A TagMan probakkal mikddé haplotipus meghatarozast emellett elvégeztiik
azon DNS-kostrukciokat alkalmazva is, melyeket a SNAP-25 3° UTR-ének funkcionadlis elem-
zéséhez készitettiink el, és irdnyitott mutaganezissel a vizsgalt személyekben elé nem forduld
G—C haplotipus valtozatot is l1étrehoztuk. A VIC festékkel jelolt G—C specifikus proba ebben a
rendszerben a masik hdrom szignalhoz hasonl6 intenzitasu jelet adott, ami szintén bizonyitotta
a real-time PCR eljaras megbizhat6 miikodését. A G—C allélkombinacio hidnya a haplotipizalo
eljaras modositasanak lehetdségét kinalta. A G—T haplotipus kimutatdsara szolgald probat
NED-del jeldlve az elemzés kettd helyett egy reakcidelegyben is elvégezhetd volt, ami a hap-
lotipizalas ateresztOképességének jelentds (kétszeres) emelkedéséhez vezetett. Ez az elrendezés
azonban természetesen azt jelentette, hogy a rendszer csak a T-T, G-T és T-C kombinaciok
jelenlétét méri elfogadva a G—C haplotipus teljes hianyat [XII]. Megjegyzendd, hogy ma mar
nem jelent technikai akadalyt 5 fluoreszcens festék (4 haplotipus és ROX belsé kontrollként)
egyiittes detektalasa sem, a kisérletek elvégzésekor alkalmazott ABI 7300 Real-Time PCR be-

rendezés azonban csak 4 csatornaval rendelkezik.

5.2 Asszociacio vizsgalatok

Az ezredfordul6 ota a genetikai kutatdsok egyik {0 célkitiizése a komplex jellegek és korképek
hatterében allo 6rokletes faktorok azonositasa. A kitlizott cél elérése nagyobb kihivasnak bizo-
nyult, mint azt a Human Genom Projekt befejezésekor hitték. Ennek hatterében szamos tényezd
all. A genotipus hatékony és pontos meghatdrozdsa mara mar elérhetének mondhatd, az asszo-
ciacidelemzések kulcsfontossagu része azonban a fenotipus koriiltekintd megallapitasa is. Ez
azért nem mindig egyszerii, mert a klinikai diagndzisok definialdsa tobb esetben nem a hattér-
ben meghtzodd, molekularis szintli folyamatok, hanem a tiinetek szerint torténik. Az ilyen di-
agnosztikus kategoridk alkalmazasa éppen a tanulmdany eredményességét kockdztatja, mivel

megeshet, hogy a molekularis patomechanizmus szintjén eltérd betegek keriilnek egy homo-
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génnek veélt csoportba. Elorelépést jelenthet a tobb-1épcsds betegség modell, valamint az endo-
fenotipusok alkalmazasa. Az endofenotipus fogalmat legeldszor a pszichiatriai genetika teriile-
tén kezdték hasznalni [246]. Olyan — lehetdség szerint szdmszerlien, objektiven — mérhetd pa-
ramétert jelent, mely genetikailag meghatarozott, és egyértelmii dsszefliggésben all az adott
kérképpel, ugyanakkor azzal nem egyezik meg. Az adott endofenotipus az atlagpopulécidban
is megfigyelhetd lehet, ugyanakkor a beteg személyek egészséges csaladtagjainak kdrében na-
gyobb gyakorisaggal fordul eld [247, 248]. Bizonyos endofenotipusok jelenléte igy esetenként
betegségmegel6z0 allapotnak tekinthetd. Az endofenotipus koncepcidjat ma mar az orvostudo-
many tobb mas teriiletén is alkalmazzak [249-251], mivel a bioldgiai alapok felderitése soran
hasznalatuk eredményesnek tiinik, és ily médon a genetikai hattér azonositéasa, ¢s igy a célzott
kezelés, valamint a megel6zés teriiletén nagy jelentdségiiek lehetnek.

A bemutatott genotipizalo és haplotipizald eljarasokat klinikai egytittmiikodések keretében
alkalmaztuk. Szamos komplex jelleg, illetve betegség orokletes rizikofaktorait kerestiik kandi-
déans génvizsgalatok soran. Ezek koziil az agresszioval, a cukorbetegséggel, valamint az impul-
zivitassal kapcsolatos eredményeink a DRD4, a WFSI és a SNAP-25 gének egyes polimorfiz-

musaihoz kothetdk.

5.2.1 Agresszio

Az agresszio — a rombolonak szant viselkedés szamos, kiilonb6z6 forméja — 6sszefiiggésben all
tobb neuropszichidtriai korképpel a verbalis bantalmazastol az alkohol- és kabitoszerfliggdsé-
gen, illetve neurodegenerativ korképeken keresztiil az ongyilkossagig [252-254]. Bizonyos
mértékill agresszid természetesen egészséges személyek korében is jelen van, ami evolucids
szinten magyarazhato. Az allatvilagban a megfeleld szintii agresszio elengedhetetlen az élelem
¢s az ¢lohely megszerzéséhez, valamint a sikeres szaporodashoz, ugyanakkor a szocidlis elszi-
getelddés és a sériilés kockazatat is magaban hordozza. Az agresszid ezen pozitiv és negativ
kovetkezmények kdzott egyensulyt tartd optimalis szintje feltételezetten genetikailag nagy mér-
tékben meghatarozott, ugyanakkor megnyilvanulasahoz — értelemszertien — a kdrnyezeti hata-
sok szintén hozzéajarulnak [255]. Az agresszid megnyilvanulasa a kozponti idegrendszer anat6-
miailag jol koriilirt részeihez — az amygdalahoz, az eliilsé cingularis kéreghez és a prefrontalis

kéreghez — kothetd. Ez biokémiai szinten a monoaminerg (dopamin, noradrenalin, szerotonin)
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neurotranszmitter rendszerek mitkddésével hozhat6 6sszefliggésbe. Atfogd asszociacio vizsga-
latot végeztiink el a DRD4, valamint a monoaminerg ingeriilet atvivé rendszer szdmos tovabbi
receptoranak, transzporterének, tovabba a neurotranszmitterek anyagcseréjében szerepet jatszo
enzimek génjeiben talalhato kivalasztott SNP-k és az agresszio kozott. A vizsgalatban 887
(54,2% no, 45,8% férfi) pszichidtriai anamnézissel nem rendelkezd Onkéntes vett részt. A fe-
notipus mérésére a Buss—Perry-féle kérddivet hasznaltuk, amelynek négy alskaldja a verbalis,
illetve a fizikalis agresszid, valamint a diih (az agresszi6 affektiv komponense) és a hosztilitas
(ellenségesség, rosszindulatusdg — az agresszid kognitiv dsszetevdje) szintjének mérésére al-
kalmas [XIII].

Az asszociacio elemzés soran a DRD4 és a monoaminerg neurotranszmitter rendszerekkel
Osszefliggésben allo tovabbi fehérjék génjeiben 1évd Osszesen 55 SNP-t (5. tabldzat) elemez-
tiink. A polimorfizmusok kivalasztdsa soran szem el6tt tartottuk, hogy — az eredményes elemzés
érdekében — olyan nem til ritka varidcidkat vizsgéaljunk, melyek MAF értéke eléri az 5%-ot.
Elényben részesitettiik tovabba azokat a SNP-ket, melyek esetében valamilyen molekularis bi-
ologiai funkcid feltételezhetd volt (aminosavceserét okozd vagy szabalyozo régidban, transz-
kripcios faktor vagy miRNS-kotOhelyét érintd variaciok), illetve melyeket korabbi asszocidcid
elemzések valamilyen személyiségjeggyel vagy pszichiatriai rendellenességgel 6sszefiiggésbe
hoztak. Az SNP-k genotipizalasat a TagMan probak alkalmazéaséan alapuld (/2. dbra) nagy ét-
eresztoképességli OpenArray® rendszer alkalmazasaval végeztiik el. Ezen technika segitségé-
vel egyetlen kb. 2 x 7 cm?-es lemezen 33 nl végtérfogatt reakciokban 48 minta 64 SNP-jének
genotipusa hatarozhat6 meg.

A genotipizalas megbizhatdsaganak tesztelése céljabol minden SNP esetén 0sszevetettiik
a mért ¢és az allélfrekvencia értékek alapjan a Hardy—Weinberg egyenstly szerint varhatd ge-
notipus gyakorisdgokat. Az eredményeket az 5. tabldzat foglalja Gssze, a gyakori allél altal
alkotott homozigdta genotipust ,MM”, a ritka valtozatot tartalmazot ,,mm”, a heterozigéta ge-
notipust pedig ,,Mm” jeloli. Megfigyelhetd, hogy a mért és a szamolt genotipus-frekvencidk
kozotti eltérés egyetlen esetben sem bizonyult statisztikailag szignifikdnsnak (5. tablazat
LHWE”). Az OpenArray® genotipizald platform az elemzések 77,9%-4ban (65-88%) bizonyult
alkalmasnak a genotipus megbizhatd6 meghatarozasara. Emlitésre méltd, hogy egy masik,
ugyanezzel a technikdval végzett elemzésiink sordn az eljaras ennél 1ényegesen eredménye-

sebbnek (83-99%, atlagosan 91,9%) mutatkozott [256].
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Az 5. tablazat az SNP-k harom genotipus csoportjaba tartozd személyek onkitdltds kérdo-
ivvel (Buss—Perry) mért atlagos agresszidé pontszam értékét is mutatja. Nominalisan szignifi-
kans (ANCOVA p < 0,05) asszociaciot két polimorfizmus, a DRD4 promoterében 1€vo
1s916455, valamint a szerotonin receptor 2A génjének (HTR2A) 2. intronjaban elhelyezkedd
1s7322347 SNP esetén kaptunk. A tobbszoros tesztelés miatt a Bonferroni-korrekcionak meg-
felelden ezen elemzés esetén a p = 0,05 / 55 = 0,0009 hatarértékeket kellett alkalmazni, ennek

figyelembevételével csak a HTR2A génben talalhato rs7322347 SNP-re vonatkoz6 eredmény

tekinthetd statisztikailag szignifikans asszociacionak [XIII].

5. tablazat. A monoaminerg neurotranszmitter rendszer egyes génjeiben 1évo kivalasz-

tott SNP-k asszocidcié analizise agresszidval. M: az adott SNP gyakori, m: a polimorfizmus

ritka allélja. HWE: A Hardy—Weinberg egyenstlytol valo eltérés statisztikai kiértékelés¢hez

tartozo p érték, CR: a sikeresen meghatdrozott genotipusok aranya (,,call rate”), p: A genoti-

pus—fenotipus Osszefligges statisztikai elemzéséhez tartozé nominalis p érték (N = 887).

, Genotipus eloszlds (%) CR Agresszio pontszam

SNP Geén MM Mn mm HWE ) MM Mn  mm p

rs1048101 ADRAIA 28,6 50,3 21,1 0,945 86 66,7 66,5 66,5 0,9684
rs3808585 ADRAIA 54,8 384 6,8 0,998 81 66,2 682 659 02294
1s2236554 ADRAID 38,7 45,7 156 0,641 85 653 67,2 683 0,0840
rs553668 ADRA2A 75,0 228 22 0,770 78 66,5 66,6 70,5 0,8682
1511030104 BDNF 56,0 37,6 64 0997 79 66,6 66,6 67,7 08735
rs2049045 BDNF 60,7 349 43 0820 78 663 672 66,7 0,5703
156265 BDNF 60,2 353 45 0,847 68 669 668 66,0 09220
rs7103411 BDNF 55,0 38,6 64 0966 81 66,6 665 67,3 09163
rs7094179 CDNF 444 440 11,6 0,924 77 658 66,5 683 0,6485
rs7900873 CDNF 552 392 56 0573 78 67,0 66,5 64,7 03912
rs1051730 CHRNA3 42,5 458 11,7 0,943 85 67,5 655 66,6 0,1190
516969968 CHRNAS 42,1 46,3 11,6 0,866 75 67,5 658 66,6 0,2138
rs4680 COMT 29,4 489 21,7 0,927 68 67,1 66,6 67,6 0,8569
rs135745 CSNKIE 26,0 52,2 21,7 0,460 81 66,0 66,6 662 0,7121
rs1997644 CSNKIE 25,6 529 21,5 0,291 78 66,8 663 657 0,7781
rsl611115 DBH 58,2 372 46 0482 86 657 674 70,9 0,0941
rs6271 DBH 84,2 149 09 0,759 88 66,6 66,7 61,0 08731
rs4532 DRDI1 37,6 469 155 0,931 86 66,6 659 67,9 0,9000
156277 DRD2 29,2 49,1 21,8 0,948 65 66,8 67,1 664 09148
rs1800497 DRD2 66,0 31,7 23 0,261 68 66,7 67,7 61,3 0,7106
rs1079597 DRD2 72,9 260 1,2 0,226 69 67,2 664 58,0 04397
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, Genotipus eloszlas (%) CR Agresszio pontszam

SNP Gen MM Mn o HWE ) MM Mn o p
rs1800498 DRD2 36,1 47,1 16,8 0,862 67 67,1 665 67,3 0,7979
rs2134655 DRD3 539 388 7,2 0981 86 65,7 67,8 66,1 0,1250
rs3732790 DRD3 33,1 49,7 17,2 0857 83 67,0 664 659 0,5267
rs6280 DRD3 47,3 43,5 92 0887 84 67,0 66,6 64,5 0,4667
1s963468  DRD3 334 49,5 17,1 0909 83 67,3 67,0 651 0,5779
1511246226 DRD4 25,3 50,7 24,1 0941 77 67,3 663 664 04831
rs3758653 DRD4 68,1 29,1 2,8 0923 80 66,5 665 69,9 09091
1916455 DRD4 91,7 8,0 0,3 0803 79 669 62,8 46,7 0,0275
1s936460 DRD4 494 40,7 99 0,655 79 66,6 664 67,7 0,9890
rs3733829 EGLN2 38,5 47,0 14,5 0998 77 67,0 668 654 0,6238
1s222843  GABARAP 449 429 12,2 0,601 77 66,5 66,1 68,8 0,9562
rs11111 GDNF 75,1 223 2,6 0,241 81 66,6 659 73,9 0,9972
rs1549250 GDNF 32,5 49,7 17,7 0907 80 66,8 654 70,3 0,8604
rs1981844 GDNF 55,6 38,7 5,7 0,771 65 66,5 669 72,2 04727
rs2910702 GDNF 549 38,2 7,0 0971 79 663 664 68,8 0,5293
12973041 GDNF 70,8 26,2 3,0 0,710 78 66,7 662 72,0 0,9268
152973050 GDNF 41,6 473 11,2 0,608 66 663 66,5 689 0,5259
rs3096140 GDNF 47,7 428 9,5 1,000 76 658 67,0 68,5 0,1457
rs3812047 GDNF 76,7 21,2 2,1 0,559 77 66,5 67,5 70,9 0,3422
rs6925 HTRI1A 27,5 476 249 0,510 68 66,6 67,6 656 09441
rs1228814 HTRIB 72,1 25,5 23 0995 68 67,2 665 64,0 0,5336
rs130058 HTRIB 55,5 39,0 55 0,642 67 67,2 656 70,7 0,3419
513212041 HTRIB 62,0 345 3,5 0467 68 67,1 662 669 0,5259
11568817 HTRI1B 31,2 48,7 20,2 0937 68 68,7 658 67,1 0,0605
156296 HTRI1B 53,5 384 81 0,730 68 66,2 67,3 68,6 0,2601
rs6311 HTR2A 31,3 50,3 184 0,809 88 66,8 663 67,4 09130
rs6313 HTR2A 31,2 50,1 18,7 0,893 87 66,4 66,1 67,4 0,9969
rs6314 HTR2A 82,8 16,8 04 0409 87 67,0 64,0 73,7 0,0765
rs7322347 HTR2A 31,6 48,4 20,0 0,866 86 69,2 649 66,4 0,0007
rs7984966 HTR2A 542 38,7 7,1 0984 85 67,5 657 656 0,1356
rs3813929 HTR2C 74,6 1577 9,7 0975 84 67,0 63,7 664 02163
rs518147  HTR2C 52,9 232 240 0,237 81 66,7 664 672 03203
rs6318 HTR2C 74,1 16,5 94 0,737 87 664 66,5 67,6 0,2277
rs907094 PPPIRIB 58,0 349 7,1 0308 79 67,0 652 68,8 0,2994

Ez a megfigyelés 6sszhangban 4ll a szerotonin neurotranszmitter rendszer agresszidval és

mas tarsuld rendellenességekkel kapcsolatos szerepével, melyet mar tobb évtizede ismeriink
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[257]. Egybehangz6 bizonyitékok allnak rendelkezésre arra vonatkozdan, hogy az alacsony,
illetve karosodott szerotonerg funkci6 hozzéjarul az agresszi6 €s az impulzivitas kialakuldsdhoz
[258, 259]. A kozponti idegrendszerben szerotonin a formatio reticularis (hal6zatos allomany)
raphe magjainak neuronjaiban szintetizalodik, az innen induld palyak az idegrendszer csaknem
minden részéhez eljutnak. Emiatt a szerotonin hatdsa igen sokrétli és szertedgazo, amihez a
kiilonféle receptorok specifikus lokalizacidja és mitkddése is hozzajarul [260]. A szerotonerg
neurotranszmisszio szerepet jatszik tobbek kozott a veszélyes helyzetek elkeriilésében; ennek
megfeleléen alulmiikodése ezen folyamatok karosodasahoz vezethet, ami viszont agressziv re-
akcidkat valthat ki [261]. Ezt tdmasztja ald az is, hogy a szelektiv szerotoninvisszavétel-gatlo
gyogyszerek (fluoxetin, citalopram) az agressziot csokkentik, valamint megfigyelték, hogy a
szerotonin-prekurzor triptofdn hidnya agressziv viselkedést eredményezhet [262, 263].

A HTR2A gén altal kodolt receptor Gq fehérjén keresztiil a foszfolipaz C enzim aktivalo-
désa révén inozitol-1,4,5-triszfoszfat és diacil-glicerin masodlagos hirvivokkel fejti ki hatasat.
Szdmos asszociacid elemzés vizsgalta a gén SNP-i, valamint kiilonb6z6 pszichiatriai rendelle-
nességek, illetve személyiség-zavarok kozotti 6sszefliggést: az rs7322347 SNP-t a gyermekkori
ADHD ¢és a szkizofrénia lehetséges drokletes komponenseként azonositottak [264, 265]. Ez a
polimorfizmus a gén 4. intronjdban az utolsé exontol kevesebb, mint 350 bp tdvolsagra helyez-
kedik el. Ebben az exonban taldlhaté az rs6314 SNP, mely aminosavcserét okoz: a két polimor-
fizmus kozotti tdvolsag 1069 bp, és a két l1okusz kozott magas LD-érték mérhetd. Eredményeink
alapjan bar az utobbi SNP az agresszidval csupan tendenciozus (p = 0,0765) asszocidciot mu-
tatott, a két polimorfizmus altal alkotott haplotipus hasonld 6sszefliggésben all az agresszioval,
mint az rs7322347 16kusz dnmagéban. Az rs6314 SNP gyakori (91,2%) G allélja hisztidint ko-
dol, ami A valtozat jelenléte esetén tirozinra modosul. Ez az aminosavcsere a fehérje toltésében
is valtozast eredményez, ami hatassal lehet a receptor térszerkezetére és miikodésére. Post mor-
tem vizsgalatok tanusaga szerint az A allél a prefrontalis kéregben alacsonyabb transzkripcios
aktivitast eredményez, és bioinformatikai elemzés alapjan az SNP szerepet jatszhat az mRNS
érése soran az intronok kivagoddasanak folyamatdban is [266]. Hasonld szabalyozo hatas az
1s7322347 polimorfizmus esetén is elképzelhetd akar a splicing befolyasolasa, akar a pre-

mRNS stabilitdsdnak megvaltoztatasa révén.
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Az agresszio genetikai hatterének meghatarozasaban egy masik, a kozponti idegrendszer-
ben szintén magas expressziot mutatd gén, a WFSI polimorfizmusai is felmertiltek. A gén funk-
cidvesztését okozd mutaciok talajan kialakuld Wolfram-szindromat ugyanis progressziv neu-
rodegeneracio jellemzi: a betegség gyakran tarsul pszichidtriai rendellenességekkel: stilyos de-
presszioval, pszichozissal, valamint verbalis és fizikai agresszioval [267]. Azon egészséges sze-
mélyek, akik valamely Wolfram-szindromat okozo varidnst heterozigota formaban hordoznak,
26-szor gyakrabban szorulnak kérhéazi kezelésre pszichiatriai korképpel, mint a mutaciot nem
hordoz6 személyek [268], ami ravilagit arra, hogy a gén kismértékii funkcidovaltozasa is hozza-

jarulhat pszichiatriai rendellenességek kialakulasdhoz.

6. tablazat. A WFSI génben 1évo kivalasztott SNP-k asszociacio analizise agresszioval.
M: az adott SNP gyakori, m: a polimorfizmus ritka allélja. HWE: A Hardy—Weinberg egyen-
sulytol valo eltérés statisztikai kiértékeléséhez tartozo p érték, CR: a sikeresen meghatarozott
genotipusok ardnya (,,call rate”), p: A genotipus—fenotipus dsszefiiggés statisztikai elemzé-
séhez tartoz6 nomindlis p érték (N = 801).

Genotipus eloszlas (%) CR Agresszio pontszam

HWE
MM Mm mm (%) MM Mm mm

rs10002743 66,3 29,2 45 03286 8 66,2 681 66,1 0,871l
156824720 71,2 25,8 3,0 0,7009 8 664 67,1 64,1 0,582l
rs752854 48,0 41,9 10,1 0,8929 68 67,5 66,5 66,8 0,8727
rs4689393 329 472 199 05939 83 66,2 67,5 66,6 09975
rs10010131 38,3 452 16,5 04360 79 66,8 66,2 64,8 0,3542
rs13147655 38,7 459 154 0,7596 81 66,6 674 66,1 0,7131
rs4467645 37,9 45,5 16,6 04722 8 66,5 67,2 66,2 0,7985
rs13128674 36,0 46,3 17,7 0,6145 67 669 674 67,2 0,8759
156446482 37,1 46,3 16,6 0,678 82 66,3 673 67,0 0,8364
rs4689395 419 443 13,8 0,6246 83 66,6 66,6 67,0 0,8654
rs28716718 89,9 9,5 0,6 03157 86 66,5 668 72,2 0,4960
rs1801208 90,5 8,9 0,6 02059 87 66,6 685 72,5 0,5980
rs734312 29,0 49,7 21,3 1,0000 &4 66,0 674 66,5 09215
rs1046316 44,4 43,0 12,6 0,6125 62 673 67,5 664 0,8790
rs1046320 36,8 458 17,4 03979 100 66,9 66,5 663 0,8793
rs1046322 8,4 17,5 L1 08911 100 66,4 66,3 858 0,0005
rs9457 34,1 453 206 01072 93 66,3 67,3 658  0,5462

SNP
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Az asszociacidelemzésbe bevont 17 SNP atlagosan 1764 bp tavolsagra helyezkedett el
egymastol, a koztiik mérheté LD-értékeket a 13. abra mutatja. Egyetlen polimorfizmus, a 3’
UTR-ben elhelyezkedd rs1046322 SNP esetén volt megfigyelhetd szignifikans eltérés a kiilon-
b6z6 genotipuscsoportokba tartozd résztvevok kérddivvel (Buss—Perry) mért agresszié pont-
szamai kozott. Az AA homozigota genotipusu személyek agresszid értéke kozel 20 ponttal
meghaladta a G allélt hordozok (AG heterozigotak és GG homozigotak) eredményét (6. tabla-
zat). Ez az asszociacio a tobbszoros tesztelés miatt alkalmazott Bonferroni-korrekcidt kdvetden
is statisztikailag szignifikansnak (p < 0,0029) bizonyult [V].

Megemlitendd, hogy a magas agresszioval jellemezhetd AA homozigdta genotipus eléfor-
dulasa meglehetdsen ritka (6. tablazat), az altalunk elemzett 801 f8s populacioban ez 9 személyt
jelentett. Az eredmények megbizhatosdganak tovabbi ellendrzése céljabol dsszehasonlitottuk
az egyes genotipuscsoportokba tartozd személyek atlagpontszdmat a kérdéiv alskalai esetén
kiilon-kiilon is. A genotipus—fenotipus asszociacié mind a négy kategdridban: a verbalis, illetve

a fizikalis agresszid, a diih és a hosztilitas terén is megmutatkozott [V].

5.2.2 Cukorbetegség

Bér a pszichiatriai rendellenességek és a cukorbetegség kozott elsd pillantasra nem sok hason-
16s4g mutatkozik, mégis kozos benniik, hogy mindegyikben szerepet jatszhat valamilyen ,,szig-
nal-molekula” — a neurotranszmitterek, illetve az inzulin — megvaltozott exocitdzisa. Ezt ta-
masztja ala az a tény, hogy a WFS1 gén funkcidkiesése talajan kialakuld6 Wolfram-szindréma a
neurodegeneracié mellett nem autoimmun eredetii, inzulinfiiggd diabetes mellitus-szal és a -
sejtek progressziv pusztulasaval is tarsul. Ennek alapjan vet6dott fel annak lehetdsége, hogy a
WFSI gén miikodésének kisebb mértékii valtozasat eredményezd polimorfizmusok szerepet
jatszhatnak a cukorbetegség gyakori, poligénes formainak (T1DM és T2DM) kialakulasaban
[93-95].

Bér a diabetes két tipusa egymastdl sokban kiilonbozik, kozds benniik az inzulin hatdsanak
elmaradasa. Ennek hatterében T1DM esetén a f-sejtek autoimmun pusztuldsa 4ll, a 2-es tipusu
kérformara pedig inzulin-rezisztencia, majd ennek kovetkeztében az inzulin szekrécié prog-

ressziv karosodésa jellemzo.
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Az asszocidcid vizsgalatba a WFSI gén hét kivalasztott SNP-jét vontuk be. Az allél alapt
Osszehasonlitds eredményeit a 7. tabldzat foglalja 6ssze. Az elemzést az 1-es €s a 2-es tipust
cukorbetegségre vonatkozodan is elvégeztiik, mindkét esetben nemben és korban illesztett kont-
roll csoportot alkalmaztunk az eset—kontroll vizsgalat soran. T1IDM-ben a Bonferroni-korrek-
ciot kovetden az rs1046322 SNP hatésa bizonyult szignifikdnsnak, a polimorfizmushoz tartozo
es¢lyhdnyados — a komplex jellegekre jellemz0 értékek tiikrében — figyelemreméltéan magas.
A 2-es tipusu diabetes mellitus-szal a gén 4 polimorfizmusa, a 4. intronban 1év6 rs10010131, a
6. intronban elhelyezkedd rs13147655, valamint a 3> UTR-ben talalhat6 rs1046320 és rs9457
SNP mutatott szignifikins asszociaciot (Bonferroni-korrekcié: p < 5,95 - 10~*). Bér ezek a po-
limorfizmusok a gén eltérd részében, egy 11884 bp hosszusag szakaszon helyezkednek el,
megemlitendd, hogy kozottiikk magas LD-érték mérhetd (13. dbra), és feltételezésiink szerint a
tényleges, molekulris biologiai hatas elsdsorban a 3° UTR-hez kothetd. Erdekes ugyanakkor,
hogy a korkép 1-es tipusaval asszociaciot mutato, szintén a 3° UTR-ben 1év6 rs1046322 poli-

morfizmus €s a gén tobbi SNP-je kdzott alacsony LD figyelheté meg [IV].

7. tablazat. A WFSI génben 1évo kivalasztott SNP-k asszocidcio analizise cukorbeteg-
séggel. A tablazat bal oldala (T1) az 1-es tipusti (N =407, kontroll (Ctrl) csoport: N = 817),
jobb oldala (T2) a 2-es tipust (N = 380, kontroll (Ctrl) csoport: N = 892) cukorbetegségre
vonatkozo eredményeket foglalja dssze. Allélfr.: a rizikéallél gyakorisdga a beteg-, illetve a
kontroll csoportban. p: A y*-prébahoz tartozé nominalis p érték. OR: Esélyhanyados a 95%-
kos konfidencia-intervallummal

SNP, riziké Allélfr. Allélfr.
allél 1 ¢ P OR 7 Cwl
rs6824720G 0,84 0,81 0,15 122(0,93-1,60) 088 0,82 40103 1,51 (1,14-1,99)
$10010131G - 0,64 0,61 0,13 1,15(0,96-1,39) 0,69 0,61 2510% 143 (1,18-1,72)
513147655G 0,65 0,60 0,05 123(1,00-1,52) 0,69 0,61 4510% 144 (1,18-1,77)
rs1801208G 0,96 0,96 088 1,04(0,63-1,72) 096 0095 0,55 1,15(0,73-1,83)
rs1046320 A 0,60 0,59 0,68 1,04(0,87-124) 0,67 0,59 11-10% 143 (1,19-1,71)
rs1046322A 0,19 0,00 3910" 233(1,80-3,00) 0,14 0,09 1010° 1,56(1,19-2,03)
159457 C 0,60 054 001 126(1,06-1,50) 0,63 0,55 81105 142 (1,19-1,70)

OR

Az SNP-k és a cukorbetegség két tipusa kdzotti 6sszefliggést a genotipus eloszlasok elem-
zésével is vizsgaltuk. A ,recessziv modell” szerint a mindkét homolog kromoszéman riziko-

allélt hordozo heterozigdta genotipusu személyek eldfordulasi gyakorisagat hasonlitottuk 6ssze
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a beteg, illetve az egészséges csoportban az eset—kontroll tanulmany soran (8. tabldzat). Ebben
az elemzésben az rs1046322 SNP a korabbinal is 1ényegesen magasabb (7,641) esélyhdnyados
(OR) értékkel volt jellemezheté TIDM-ben. Az allél szerinti elemzés soran azonositott négy
polimorfizmus koziil a 2-es tipust cukorbetegséggel harom SNP —az rs10010131, az rs1046320
¢és az 1s9457 — mutatott — a Bonferroni-korrekciot kovetden is — statisztikailag szignifikéns asz-
szociaciot (8. tablazat). Azonos tendencidkat kaptunk a ,,dominans modell” alkalmazasa soran
is, amikor a rizikoallélt akar homozigota, akar heterozigdta formaban tartalmazoé genotipuscso-
portokat allitottuk szembe a mésik homozigdta csoporttal, ebben az elemzésben azonban egyik
SNP hatasa sem bizonyul statisztikailag szignifikdnsnak a Bonferroni-korrekcié alapjan szami-
tott szignifikancia szintet (p < 5,95 - 107 figyelembe véve. Ez az eredmény azt timasztja ala,
hogy noha a dominéns és recessziv 6roklédésmenet elsdsorban a monogénes jellegek esetén
értelmezhetd, mégis ebben az esetben is megfigyelhetd, hogy a rizikoallél a betegségre valo
hajlamot homozigéta formaban noveli csak, mig heterozigota személyek korében a betegség

kockazata a masik homozig6ta genotipusu csoportéhoz hasonlo.

8. tablazat. A WFSI génben 1évo kivalasztott SNP-k asszociacio analizise cukorbeteg-
séggel (recessziv modell). Bal oldalon (T1) az 1-es tipusu (N = 407, kontroll (Ctrl) csoport:
N =2817), jobb oldalon (T2) a 2-es tipusu (N = 380, kontroll (Ctrl) csoport: N = 892) cukor-
betegségre vonatkozo eredmények lathatok. Genotipusfr.: a rizikogenotipus gyakorisaga a
beteg-, illetve a kontroll csoportban. p: A genotipus—fenotipus dsszefliggés statisztikai elem-
zéséhez tartozo nominalis p érték. OR: Esélyhanyados a 95%-os konfidencia-intervallummal

SNP, rizik  Genotipusfi » OR Genotipusfr.
genotipus TI Cul 2 Cwl
156824720GG 0,73 0,67 0,10 1,30(0,95-1,78) 0,78 0,69 41103 1,59 (1,16-2,19)
1510010131 GG 0,43 0,37 0,05 1,31(100-1,70) 0,49 037 1410* 1,65(1,27-2,13)
1513147655GG 0,45 0,38 0,04 135(1,01-1,82) 0,48 0,37 1,110 1,58 (1,19-2,08)
s1801208GG 0,92 0,92 0,99 1,00(0,60-1,69) 091 090 0,69 1,10 (0,68-1,78)
s1046320AA 0,39 035 0,22 1,17(0,91-1,50) 0,47 035 1810% 1,61 (1,25-2,06)
s1046322AA 0,09 0,01 70100 7,64 (3,61-16,1) 0,03 0,01 0,02 270(1,11-6,57)
1s9457 CC 0,38 030 0,01 138(1,07-1,78) 0,42 030 7510° 1,65(1,29-2,13)

OR

Az elemzések a 3° UTR-ben 1év6 polimorfizmusok jelentdségét sugalltak, ezért az itt el-

helyezkedd 3 SNP — az rs1046320, az rs1046322 és az rs9457 — haplotipus alapu asszocidcio
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analizisét is elvégeztiik. Az 1-es tipusu cukorbetegségben szenvedd betegek elemzése megerd-
sitette az rs1046322 polimorfizmus meghatarozé szerepét. Az SNP ,,A” alléljat, valamint az
egyik vagy mindkét polimorfizmus rizikoalléljat tartalmazé haplotipusok gyakorisaga a beteg-
csoportban szignifikdnsan magasabbnak mutatkozott, az esélyhdnyados mindharom esetben 3
felett volt. A T2DM betegcsoport haplotipus elemzése megerdsitette az allél, illetve genotipus
alapu vizsgalatok eredményét. Bar az rs1046322 SNP 6nmagaban nem mutatott statisztikailag
szignifikans asszociacidt a betegséggel, riziké alléljanak jelenléte akar az rs1046320, akar az
1s9457 vagy mindketté SNP-vel haplotipusban jelentdsen magasabb — 1,8 f6l6tti — esélyhanya-
dost eredményezett, mint az rs1046320-rs9457 ,,AC” haplotipus, melynek OR értéke csupan
1,341 volt. Megjegyzendd, hogy mig ez utdbbi 2 SNP kozott magas LD mérhetd, az rs1046322
a masik két polimorfizmussal kapcsoltsagi egyenstulyban van (/3. dbra), igy ez az eredmény az
rs9457 és az rs1046322 SNP fliggetlen és egymast erdsitd molekularis szintii szerepét sejteti
[IV].

Az asszociacio vizsgalatok eredményei alatdmasztjak a korabbi elemzéseken, illetve klini-
kai megfigyeléseken nyugvo feltételezést, miszerint a WFS1 polimorfizmusai szerepet jatsza-
nak a T2DM genetikai hétterének meghatarozasédban. Kiemelendd, hogy vizsgalatunkat vi-
szonylag magas Iétszamu, 1-es tipusu cukorbetegségben szenvedd betegcsoportra is kiterjesz-
tettiik, és érdekes, hogy bar a gén szerepe itt is meghatarozonak mondhatd, mégsem ugyanaz a
polimorfizmus mutatta a legkifejezettebb asszociaciot a két korforma esetében. Felmeriilhet a
gondolat, hogy egyaltalan varhatd-e, hogy a TIDM és a T2DM hatterében valamelyest atfedd
orokletes tényezok, illetve molekuldris szintli folyamatok alljanak. Az ,,akcelerator hipotézis”
[269] — a két korforma szamos 1ényegi kiilonbozdsége ellenére — ezt az allaspontot képviseli.
Megfigyeléseink alapjan feltételezhetd tehat, hogy a wolframin fehérje mennyiségének meg-
valtozasa a cukorbetegség mindkét tipusdban szerepet jatszhat. Ehhez jarulhat hozza a T2DM-
ben azonositott rs9457 SNP, ami megmagyarazhatja a korabbi elemzések altal azonositott 16-
kuszokkal (rs10010131, rs1046320) mérhetd asszocidcidt, mivel ezen polimorfizmusok és az
1s9457 SNP kozott magas LD mérhetd. Az rs1046322 SNP a 3° UTR-ben hasonloképpen ha-
tassal lehet a képz0do fehérje mennyiségére, ugyanakkor a két folyamat értelemszertien mégis
eltérd, hiszen az rs9457 és az rs1046322 polimorfizmus mas-mas miRNS koétéhelyében talal-

hato, igy eltérd szabalyozési halozat részeként befolydsolhatjdk a génkifejez6dés aktivitasat.
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5.2.3 Impulzivitds

Az impulzivitas egy tobbdimenzids személyiségjegy, melyre a tettek dtgondolatlansaga, a cse-
lekedetek, valamint a viselkedés csokkent dnkontrollja jellemzd. A hattérben all6 neurologiai,
biokémiai folyamatok meghatarozasaért drokletes tényezOk is jelentds mértékben (kb. 45%)
felelosek [270]. Az agresszivitashoz hasonléan megnyilvanuldsa széles skalan mozog, és az
impulzivitds — bizonyos mértékben — az egészséges személyek természetes jellemzdje is. Kli-
nikai szempontbdl ugyanakkor mégis kiemelendd, hogy a fokozott impulzivitas dsszefliggés-
ben all kiilonbdzd pszichiatriai rendellenességekkel: a személyiségjegy az ADHD mellett a bi-
polaris hangulatzavar endofenotipusanak is tekinthetd [271, 272]. Hatterében ennek megfele-
16en a monoaminerg neurotranszmitter rendszer szamos komponensét kutattdk [273, 274], ezen
ingeriiletatvivok miikddéséhez ugyanakkor az egyik legjelentésebb kozponti idegrendszeri fe-
hérje, a SNAP-25 alapvetden sziikséges. Ez a fehérje a SNARE-komplex részeként nélkiiloz-
hetetlen a neurotranszmittert tartalmazé vezikulumok sejtmembrannal torténd fuzidjaban és
exocitdzisaban. A gén 3’ UTR-¢ében 1év6 rs3746544 SNP — vélhetden a fehérje altalanos koz-
ponti idegrendszeri funkcidjanak kovetkeztében — az ADHD [275] mellett mas neuropszichiat-
riai rendellenességekkel, sclerosis multiplex-szel [276], szkizofréniaval [277] is szignifikdns
asszociaciot mutatott. Feltételeztiik, hogy az rs3746544 polimorfizmus az rs1051312 SNP-vel
funkcionalis egységet képez, mivel egymastol csupéan 4 bp tavolsagra helyezkednek el, és mind-
két 16kusz érinti a miR-641 kothelyét a SNAP-25 3° UTR-ében [ XIV]. Vizsgalatainkat emellett
kiterjesztettiik a gén promoterében elhelyezkedd két kivalasztott SNP-re is: az rs6077690 A/T
a transzkripcios starthelyt61 2016 bp, az rs6039769 A/C polimorfizmus pedig 523 bp tavolsagra
helyezkedik el.

A 3> UTR-ben 1év6 két polimorfizmus (rs3746544 és rs1051312) elemzését egy 1épésben,
TagMan prébak alkalmazéasan alapul6 eljarassal végeztiik el. Az SNP-k kozeli elhelyezkedése
lehetdvé tette, hogy haplotipus specifikus probakat alkalmazzunk, a polimorfizmusok genoti-
pusa a haplotipus adatok alapjan egyértelmiien meghatarozhatd volt. A promoterben 1évd két
SNP (rs6077690 és rs6039769) egymastol 1493 bp tavolsagra helyezkedik el, emiatt genotipu-
sukat kiilon-kiilon elemeztiik, az el6bbi esetben PCR-RFLP-t (Fiiggelék S1. tabldzat), utdbbi
esetben allél-specifikus TagMan probak alkalmazéasan alapul6 eljarast hasznaltunk. A két SNP

kozotti LD-t, valamint az egyes mintak haplotipusat HaploView, illetve Phase segitségével ha-
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taroztuk meg. Emlitésre méltod, hogy a 3> UTR-hez hasonléan (4. tablazat) ezen két polimor-
fizmus esetében is csupan harom haplotipus (T-C: 57,9%, A—A: 26,9%, A—C: 14,6%) fordult
el6 viszonylag magas gyakorisadggal az altalunk vizsgalt populacioban (N =901). Ennek oka az
SNP-k kozott magas LD (D’ = 0,96, R*> = 0,50). A T-A haplotipus frekvencidja csupan 0,6%-
nak bizonyult, ami azért is érdekes, mert ezt a haplotipust az rs6077690 SNP gyakori allélja (T:
58,3%) alkotja a masik polimorfizmus ritka (rs6039769 A: 27,6%) variansaval. Kapcsoltsagi
egyensulyt feltételezve ennek megfelelden ezen haplotipus frekvenciaja 16,1%-nak adédna. A
promoterben, illetve a 3> UTR-ben 1év6 két-két polimorfizmus kdzott ugyanakkor kapesoltsagi
egyensuly volt megfigyelhetd.

Az asszociacid vizsgalatban 901 fiatal (atlagos életkor: 21,3 + 3,3 év), egészséges, pszi-
chiatriai kortorténettel nem rendelkezd személy (ndk: 54,9%, férfiak: 45,1%) vett részt. Els6
lIépésben a négy SNP hatasat egyenként vizsgaltuk: dsszehasonlitottuk az egyes genotipus cso-
portba tartozd személyek Barratt-kérddivvel mérhetd atlagos impulzivitds pontszamat. A
promoterben 1év6 rs6077690 €s rs6039769 SNP-k nem mutattak 6sszefliggést a vizsgalt jelleg-
gel. Azokra a személyekre viszont, akik a 3° UTR-ben 1év6 rs1051312 polimorfizmusra nézve
homozigota CC genotipustiak voltak, magasabb impulzivitas volt jellemzd (p = 0,042), ez a
kiilonbség azonban a Bonferroni-korrekciot kovetéen nem bizonyult statisztikailag szignifi-
kansnak. Az asszocidcid elemzést a tovabbiakban a promoterben, illetve a 3> UTR-ben 1évd
két-két SNP haplotipusanak vizsgalataval folytattuk. A promoter polimorfizmusai ebben a meg-
kozelitésben sem mutattak dsszefliggést az impulzivitassal. Azon személyek impulzivitas pont-
szama viszont szignifikansan alacsonyabb volt (p = 0,009), akik a 3> UTR-ben elhelyezkedd
1s3746544 ¢és rs1051312 SNP-k T-T haplotipusat hordoztdk szemben a G-T, valamint T-C
haplotipussal rendelkezékkel [ XIV]. Bar a két csoport Barratt-kérdéivvel mérhet6 atlagos im-
pulzivitas értéke kozotti kiillonbség viszonylag kicsi (1,34 pont) volt, lényeges hangstlyozni,
hogy vizsgélatunkban kizarolag egészséges személyek vettek részt, akik korében az impulzivi-
tas sz¢élsdséges értékei nem fordulnak eld. Ennek ellenére a jelleg genetikai meghatarozottsaga
megfigyelhetd volt, ami megerdsitette, hogy a SNAP-25 az impulzivitds endofenotipussal 6sz-
szefliggésben 4ll6 pszichiatriai rendellenességek egyik kandidans génjének tekinthetd.

A human tanulmanyok mellett az elmult években egyre tobb kutatés foglalkozik kiilonb6z6

allatok viselkedését meghatarozé molekuléris folyamatok, orokletes faktorok feltardsaval. A
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kutyak elemzése tobb okbol is kiilonleges érdeklddésre tart szamot. A kutya az elsé nagyraga-
doz6 héziasitasaval 1étrejott faj [278], mely évszazadok ota szamos kiilonbdzd funkciodt tolt be
az emberi tarsadalomban. A faj elemzése ennek kovetkeztében tal is mutat a kutyafajtak tulaj-
donsagainak, a rajuk jellemz6 hasonlo €s eltérd vonasok megismerésén: szamos tekintetben az
emberi viselkedés és személyiségjegyek, akar pszichiatriai rendellenességek feltarasat célzé ta-
nulméanyokban modellként alkalmazhatd. Szamos hasonlosag figyelhetd meg nem csak a szo-
cialis viselkedés, de még a kommunikacio terén is az emberek és a kutydk kozott [279]. A
kisgyermekek sziileikhez valo kotddése, valamint a kutyak és gazdaik kdzotti kapcsolat szamos
parhuzamot mutat [280], és hasonlo folyamatok jatszédnak le az emberek €s a kutyak kdzponti
idegrendszerében, amikor fajtarsaik, illetve a masik faj hangjat halljak [281]. Munkacsoportunk
az impulzivitds endofenotipus és a DRD4 3. exonjaban 1év6 VNTR (4. abra) feltételezett kap-
csolatat kutatta 189 kutya elemzésével. Eredményeink ravilagitottak a komplex jellegek, vala-
mint azok tanulményozasanak tobb 6 aspektusara. A csaladi kutyak csoportjadban ugyanis nem
volt asszocidcid a jelleg €és a polimorfizmus kozott, ugyanakkor a 2/2 genotipust renddrkutya-
kat szignifikdnsan alacsonyabb impulzivitas jellemezte, mint a 2/3a, valamint a 3a/3a genotipus
csoportba tartozo tarsaikat. A megfigyelés hatterében vélhetden a gén—kornyezet kolcsonhatas
allhat. A csaladi kutyak esetén a jelentdsen eltéré kornyezeti hatasok mellett a DRD4 VNTR
genetikai hatasa nem volt kimutathatd szemben a renddrkutyakkal, akik hasonlo kdrnyezetben,
hasonlo koriilmények kozott €ltek, és azonos kiképzésben részesiiltek [ XXIII]. A megfigyelés
egyik magyardzata az lehet, hogy a komplex jellegek hatterében az drokletes és a kdrnyezeti
faktorok bonyolult kdlcsdnhatasa all. A rendszerint kis hatasu genetikai polimorfizmusok sike-
res azonositasa ennek megfeleléen a lehetd leghomogénebb populaciok elemzését teszi sziik-

ségesse.

5.3 Polimorfizmusok molekularis funkciojanak

elemzése

A komplex jellegekkel statisztikai asszociacidt mutatd polimorfizmusok esetén felvetddik a
kérdés, hogy feltarhato-e az adott genetikai variaciohoz rendelheté molekularis biologiai funk-

cid, és ha igen, ez milyen kapcsolatban allhat az adott fenotipussal.
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Kutatocsoportunk korabban kapillaris zonaelektroforézis alkalmazasan alapuldé EMSA el-
jarast optimalizalt transzkripcids faktorok DNS-kotésének in vitro elemzésére [XXIV]. Ezt a
technikat hasznaltuk a DRD4 gén promoterében 1évé 120 bp-os duplikéacidé funkciondlis vizs-
gélata soran. Ismert (homozigdta 1x/1x, illetve 2x/2x) genotipust személyek mintdjat alkal-
mazva PCR-rel hoztuk lére a jelolt probakat, valamint a kompetitorként szolgald jeldletlen
DNS-fragmentumokat. A DNS—fehérje kolcsonhatés elemzése sordn az emelkedd mennyiségii
HeLa sejtkivonat az alacsonyabb mobilitasit DNS—fehérje-komplex mennyiségének novekedé-
sét eredményezte, ami arra utalt, hogy a vizsgéalt DNS-régioban transzkripcids faktor kotéhely
talalhat6. Szekvencia analizis alapjan felmeriilt az Sp 1 fehérje lehetséges szerepe, amit egy 29
nt hosszusagu tisztitott Sp 1 kotdhelyet tartalmazd kompetitor segitségével elemeztiink. Ez a
DNS-molekula a 120 bp-os ismétlédést tartalmazd DNS-szakaszrél a kotddd transzkripeios
faktort hatékonyan leszoritotta. A kisérletet ,,forditott felallasban” is elvégeztiik: a fehérje-ko-
tddést jelolt Sp 1-specifikus oligonukleotid és jeldletlen 1x, valamint 2x 120 bp szekvenciat
tartalmazo kompetitor jelenlétében elemeztiik. Az eredmények alapjan a hosszu valtozat szig-
nifikdnsan erésebben kotddott a transzkripeios faktorhoz, mint az 1x forma [ XXV]. Megfigye-
léseink tiikrében felmeriilt annak lehetdsége, hogy az ADHD-val asszocidciot mutat6 DRD4
gén 3. exonjaban 1évo 48 bp VNTR ¢és az rs1800955 ,—521 C/T” SNP mellett ez a polimorfiz-
mus is hozz4jarul a dopamin valasz egyéni variabilitasdhoz.

Kutatocsoportunk tovabbi munkajanak harmadik, talan legfobb pillére az egyes jellegekkel
asszociaciot mutatd polimorfizmusok funkciondlis vizsgalata volt. [zgalmas kérdésnek igérke-
zett, hogy a kivalasztott célgének — foként a WFSI és a SNAP-25 — promoterében, illetve 3’
UTR-ében 1év6 polimorfizmusok eltérd mechanizmussal szerepet jatszhatnak-e a génkifejezo-

dés szabalyozasaban.

5.3.1 A SNAP-25 gen polimorfizmusainak funkcionalis elemzése

Szakirodalmi adatok, illetve sajat asszocidci6 vizsgalatunk eredményei alapjan a SNAP-25 gén
az impulzivitds endofenotipus és vele kapcsolatban allo pszichiatriai rendellenességek —
ADHD, hangulatzavar — kandidans génje, ennek tiikrében a gén kivalasztott polimorfizmusai-

nak molekularis biolégiai funkciojat is tanulményozni kivantuk. Megfigyeléseink alapjan a gén
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promoterében 1&vé SNP-k (rs6077690 és rs6039769) nem mutattak asszocidcidt az impulzivi-
tassal, igy az in vitro elemzésbe a 3> UTR két polimorfizmusat (rs3746544 és rs1051312) von-
tuk be. Ez a két SNP lokalizaciojuk szempontjabol is kiilonleges: egymastdl csupan 4 bp tavol-
sagra helyezkednek el, és az elméletileg lehetséges négy haplotipusbol — a kozottiikk mérhetd
magas LD miatt — csupan hdrom fordult el az altalunk vizsgalt populacidoban (4. tabldzat). A
két polimorfizmus altal alkotott haplotipusok jelentdségére az in silico szekvencia analizis is
felhivta a figyelmet: az SNP-k a miR-641 ,,seed” régidjanak kotohelyében talalhatok, igy fel-
meriil annak lehetdsége, hogy egylittesen jarulnak hozza a SNAP-25 kifejezddésének szabalyo-
z4asahoz.

Az in vitro funkciondlis elemzéseket HEK293T sejtek, valamint luciferaz riporter rendszer
segitségével végeztiik el. Ez a — vese eredeti — sejtvonal megbizhatdéan fenntarthatd, hatéko-
nyan transzfektalhatd, igy a molekularis biologiai kisérletek széles korben hasznalt és elfoga-
dott sejtvonala. Noha az altalunk vizsgalt fenotipus szempontjabdl a vese nem relevans sejtti-
pus, korabbi mérések [282], illetve sajat eredményeink alapjan a SNAP-25 kifejezédik a
HEK293T sejtekben. Kvantitativ PCR-es méréseink soran a miR-641 hasonloképpen detektal-
hatonak mutatkozott. Az rs3746544 és rs1051312 SNP-k szabalyozé hatasanak vizsgalatdhoz
a SNAP-25 teljes 3° UTR szakaszat pMIR Report luciferaz konstrukcioba, a természetes loka-
lizacionak megfelelden a kodold szekvencia mogé klonoztuk (Fiiggelék S1. tabldzat). Iranyitott
mutagenezissel hoztuk létre az egyes haplotipusoknak megfeleld konstrukciokat (Fiiggelék S1.
tablazat), elkészitettiik a G—C varianst tartalmazé rekombinans DNS-t is annak ellenére, hogy
ez az a valtozat, amely az 4ltalunk elemzett populacioban nem fordult eld. Kontrollként olyan
konstrukciot is 1étrehoztunk, amely a SNAP-25 3° UTR-ével megegyez0 hosszisagu inzertet
tartalmazott, amiben azonban a miR-641 kotéhelye nem volt megtaldlhatd. A mérés soran a
sejteket a megfeleld luciferaz konstrukcié mellett miR-641-gyel, valamint belsé kontrollként
F-galaktozidazt kodolo konstrukcioval kotranszfektaltuk.

Legalacsonyabb relativ luciferdz aktivitast a T-T haplotipus jelenléte estén figyeltiink
meg. Ez 6sszhangban allt azzal, hogy ezen haplotipus esetén a miR-641 ,,seed” régidja tokéle-
tesen komplementer a SNAP-25 3> UTR-ével (22. abra). A G-T, valamint a T-C haplotipus a
kotéhely egy-egy nukleotidjat médositotta, ami a relativ luciferdz aktivités statisztikailag szig-

nifikans (p < 0,05), 1,8, illetve 2,1-szeres emelkedéséhez vezetett. A két haplotipushoz tartozo
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érték kozott ugyanakkor nem mutatkozott jelentds eltérés, ami azzal magyarazhatd, hogy egyet-
len bazis megvaltozasa a ,,seed” régio 5’, illetve 3’ végétdl egy-egy nukleotid tdvolsagban ha-
sonld mértékben befolyasolta a két RNS kdlcsonhatasat. A G—C haplotipus esetén a miR-641
»seed” szekvencidjanak két nukleotidja nem komplementer az mRNS-sel, ami szignifikans
(p <0,05), 4,6-szeres relativ luciferaz aktivitast eredményezett a T-T haplotipushoz képest (22.
abra). A megfigyelés hatterében vélhetden az all, hogy két nukleotid eltérése mar jelentdsen
csokkenti a miRNS bekdtddésének hatékonysagat. A G—C haplotipusra jellemz6 aktivitds mar
nem volt szignifikdnsan alacsonyabb a kontroll konstrukcidohoz tartozd értéknél, melyben a
miR-641 kotOhelye nem taldlhaté meg, igy annak transzlaciot gatld hatasa nem tud megvalo-

sulni [XIV].
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22. abra. A SNAP-25 3° UTR-ében 1évo rs3746544 és rs1051312 SNP-k és a miR-641
kolesonhatdsanak elemzése. 4: Az egyes haplotipusokat tartalmazo konstrukciok relativ lu-
ciferdz aktivitdsa. A , kontroll” konstrukcioban a miR-641 kotdhely nincs jelen. B: A miR-
641 ,,seed” szekvencia és a SNAP-25 3’ UTR kapcsolodésa. A s6tétzold hatter(i poziciok az
SNP-ket mutatjak. T-T haplotipus esetén a miR-641 ,;seed” szekvencidja tokéletesen komp-
lementer az mRNS-sel. T-C és G-T haplotipus esetén egy-egy, mig G—C varidns jelenlétekor
ketté nukleotid nem kotddik a 3> UTR-hez.

A miRNS-ek révén megvalosuld dsszetett, halozatos jellegii szabalyozasi folyamatok meg-

ismerése 1ényeges elorelépést jelent a komplex jellegek molekularis hatterének feltdrasa soran,
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ugyanakkor ravilagit a rendszer — korabban véltnél is nagyobb — sszetettségére. Erdekes, hogy
egy évtizeddel ezel6tt még ugy vélték, hogy a miRNS-eket kodold, evoliiciosan konzervalt ré-
giokban az SNP-k eléforduldsi gyakorisdga meglehetdsen alacsony [283]. Mara azonban mar a
miRNS-eket kodold génekben is szamos polimorfizmust azonositottak, és megfigyelték, hogy
ezek kiilonbozo koros allapotok, pl. T2DM [284], transzplantaciot kdvetd tiidofibrozis [285],
autoimmun korképek ¢€s sclerosis multiplex [286], valamint hepatocellularis karcindma [287]
genetikai rizikofaktorai lehetnek. Ez a megfigyelés felhivja a figyelmet arra, hogy a betegségek
hatterében allé polimorfizmusok nem ritkdn nem csak a rendellenesség kialakulasaban kozvet-
len szerepet jatszo fehérjék, hanem az azokat szabalyoz6 faktorok génjeiben lehetnek, ami a
kép komplexitasat hihetetlen mértékben megnoveli.

Mindezek tiikrében a SNAP-25 gén 3> UTR-ében 1év6 rs3746544 és rs1051312 polimor-
fizmusok molekularis szinten szerepet jatszhatnak koros folyamatok létrejottében, mivel ismert,
hogy a SNAP-25 expresszidjanak megvaltozasa dsszefliggésben all az ADHD-val és kimutat-
haté Alzheimer-betegségben is [288]. A SNAP-25 miikodésének variabilitasahoz hozzajarul
tovabba az is, hogy a génrdl két eltérd transzkripcids varians johet létre. Az izoformak 6todik
exonja kiilonbdzd, ami fehérje szinten 9 aminosav eltérést eredményez, ehhez eltérd agyi, il-
letve sejten beliili lokalizacié [106], valmint valamelyest kiilonb6z6 funkcio kothetd [105].

Kutatocsoportunk két fliggetlen eljarast dolgozott ki az izoforméak expresszios szintjének
elemzésére. Ehhez kontrollként 1étrehoztuk a két izoformat kifejezd expresszios konstrukciot:
a SNAP-25 kbédolo szakaszat pcDNA 3.1(—) vektorba klonoztuk (Fiiggelék S1. tablazat), majd
szekvenalas alapjan valasztottunk ki egy-egy konstrukciot, melyben az a, illetve a b izoforma
volt megtalalhato. A két varians szemikvantitativ mérése azon alapult, hogy az a izoformat a
Dde 1 restrikcios endonukledz szelektiven hasitja, az enzim felismerd helye b valtozat 5. exon-
jaban viszont nincs jelen. A vizsgalt cDNS-mintakbol a régié PCR-amplifikaciojat (Fiiggelék
S1. tablazat) kdvetden a hasitott, illetve hasitatlan termékek denzitometrias analizise alapjan az
izoformak relativ mennyisége meghatarozhatd volt. A kapillaris gélelektroforézis alkalmazasa
a mennyiségi mérés soran a hagyomanyos, alameriil6 gélelektroforézishez képest reprodukal-
hatoébb eredményt adott. A két izoforma pontosabb és hatékonyabb meghatdrozasara Sybr
Green interkalator alkalmazésan alapulo real-time PCR-t allitottunk be. A primereket gy ter-
veztikk meg (Fiiggelék S1. tablazat), hogy mindkét oligonukleotid szamos bézisa, valamint a 3’

vég 2-2 nukleotidja a megfeleld izoformara specifikus legyen, igy a két transzkripcids varians
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a real-time PCR sordn — specifikus proba nélkiil is — tokéletesen elkiilonithetének bizonyult. A
kidolgozott médszerek segitségével a SNAP-25 variansok mRNS-szintjét néhany human szo-
vetben elemeztiik. Legmagasabb expresszio — a fehérje miikodésének megfelelden — hasnyal-
mirigyben és a kozponti idegrendszerben volt mérhetd, a tobbi altalunk vizsgalt szovetben a
SNAP-25 expresszidja 2—4 nagysagrenddel alacsonyabb volt. Erdekes, hogy a kozponti ideg-
rendszer minden vizsgalt teriiletén (frontalis, occipitalis, parietalis kortex) a b izoforma domi-
nalt, ezzel szemben a tobbi szervben (sziv, vese, mdj, vazizom, I€p, hasnyalmirigy) az a varians
magasabb expresszidja volt megfigyelhetd [ XXVI]. A kiilonboz6 transzkripeids izoformak je-
lenléte a genetikai variabilitas sajatos formdjanak tekinthetd. A human genomban a fehérje ko-
dold gének szama joval alacsonyabb, mint azt kezdetben hitték, aminek oka éppen az, hogy —
pl. alternativ transzkripcios starthely, alternativ splicing, RNS szerkesztés — révén egyetlen gén
igen gyakran tobb kiilonboz6 fehérjét kodolhat. Jol ismert, hogy az exon—intron hatart megval-
toztaté mutaciok az mRNS hibas érése révén sok esetben nem mitkddo fehérje keletkezéséhez,
¢s igy monogénes korképek kialakuldsdhoz vezethetnek. Kevesebb adat all rendelkezésre
ugyanakkor azzal kapcsolatban, hogy a fiziologidsan eldforduld, egymastol kisebb-nagyobb
mértékben eltérd izoformak ardnydnak eltolédasa hozzdjarulhat-e betegségek molekularis
patomechanizmusahoz. A SNAP-25 esetében a transzkripcids variansokat allatokon vizsgaltdk
csak [289, 290], aminek nyilvanvaloan részben technikai oka is van, hiszen a génexpresszid
elemzése (szemben a polimorfizmusok tanulmanyozasaval) csak a megfeleld szovetbdl lehet-
séges. Modosult alternativ splicing, egyebek mellett a p53 izoformak aranyanak eltolédasa
[291] Osszefliggésben all kiilonbozé daganatos megbetegedések kialakuldsaval [292]. Az apop-
tozis szabalyozasaban szerepet jatsz6 fehérjék (Bel-XL, BIM, kaszpazok) keletkezése soran az
alternativ splicing megvaltozésa szerepet jatszik a T1DM kialakuldsadban [293]. A fibronektin
izoformak ardnyanak modosulasa kapcsolatba hozhatd a rheumatoid arthritis kialakulasaval
[294]. A SNAP-25 izoformdk idegrendszeri és idegrendszeren kiviili eltéré ardnya minden bi-
zonnyal 9sszefiiggésben all azzal, hogy a splicing szabalyozasa a kozponti idegrendszer sejtje-
iben kissé eltér az extraneuralis sejtek intronkivagddasi mechanizmuséatol. Ennek zavara tobb
neuroldgiai korképpel (Alzheimer-betegség, Parkinson-kor, szkizofrénia) all dsszefliggésben
[295]. Ezen megfigyelések tiikrében elképzelhetd az is, hogy akar a fizioldgidsan jelen 1évo
transzkripcios izoformak ardnyanak megvaltozasa is részt vehet a kiilonb6z6 korképek kiala-

kulédsaért felelds molekularis mechanizmusokban.
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5.3.2 A WFSI1 gén polimorfizmusainak funkcionalis vizsgdlata

A wolframin és a cukorbetegség kapcsolatat allatkisérletek, illetve a WFS1 gén funkcidvesztd
mutécioi talajan kialakulé Wolfram-szindroma bizonyitja [86, 87]. A gén polimorfizmusai ko-
zott megfigyelhetd viszonylag magas LD (/3. dbra) ugyanakkor felveti a kérdést, hogy a be-
tegséggel az asszocidcio vizsgalatok soran dsszefliggést mutatd polimorfizmusok koziil melyek
esetén mutathato ki a wolframin kifejez0dését vagy mitkodését befolyasold molekuléris biolo-

giai hatés.

5.3.2.1 Az 5’ régio polimorfizmusainak elemzése

A WFSI gén 5’ régidjaban elhelyezkedd rs148797429 és rs4273545 polimorfizmusokat in vitro
sejtes rendszerben, pGL3 Basic luciferaz riporter konstrukcio alkalmazasaval elemeztiik. A gén
minimdal promotere a —233. és a +104. nukleotidok kozott talalhato [296], az ennek megfeleléen
elkészitett, ,,A”-val jelolt, rovidebb (338 bp-os) konstrukcié azonban csak az rs4273545 SNP-t
foglalta magaban. Létrehoztunk emiatt egy hosszabb (,,B” 554 bp) rekombindns DNS-t is (F7ig-
gelék S1. tablazat), mely az SNP mellett az rs148797429 in/del polimorfizmust is tartalmazta.
Az egyes alléloknak, illetve haplotipusoknak megfeleld konstrukcidkat irdnyitott mutagenezis
segitségével készitettiik el (Fiiggelek S1. tablazat). Méréseink igazolték, hogy a régidé promoter
aktivitassal rendelkezik: mind a rovidebb, mind a hosszabb konstrukciok szignifikdnsan maga-
sabb (p < 0,05) relativ luciferaz aktivitast mutattak, mint az iires pGL3 Basic vektor (23. dbra).
A rovidebb (,,A”) konstrukcié alkalmazasa esetén az rs4273545 G, illetve T allélt tartalmazo
promoter konstrukcié aktivitasa kozott nem tapasztaltunk jelentds kiilonbséget [VI].

A hosszabb, rs148797429 in/del polimorfizmust is magaban foglald (,,B”) konstrukcio
elemzése alapjan tobb kovetkeztetés is levonhato. Ugy tiinik, hogy — hasonléan az SNP-hez —
az 15148797429 hosszusag variacidonak onmagéban nincs hatdsa a képz6d6 mRNS mennyisé-
gére, mivel akar G, akar T alléllal egyiitt az inzerciot, illetve a deléciot tartalmazo konstrukeidk
(23. abra 3. (in—Q) és 5. (del-G), illetve 4. (in—T) és 6. (del-T) oszlopok) hasonld relativ luci-
ferdz aktivitast eredményeztek. Erdekes ugyanakkor, hogy bar a korabbi megfigyelések szerint
a—233. nukleotidtdl 5’ iranyban 1év6 szakasz nem sziikséges a gén kifejezddéséhez [296], ered-
ményeink alapjan ez a — rs148797429 polimorfizmust is magaban foglalé — régié mégis hozza-

jarul a transzkripcid aktivitasanak szabalyozasdhoz. Ebben a rendszerben ugyanis az rs4273545

104



Polimorfizmusok molekularispkcidf @R Aemz9s9 Eredmeények és megbeszélés

T allél jelenléte 2,5-4x magasabb mennyiségli mRNS képzddéséhez vezetett a G valtozathoz
képest [VI], és ez a kiilonbség az rs148797429 del varians jelenlétében (statisztikailag nem
szignifikans mértékben) kifejezettebbnek mutatkozott (23. dbra).
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23. abra. A WFS1 promoterében 1évo rs148797429 és rs4273545 SNP-k hatiasinak elem-
zése. A rovidebb (,,A”) konstrukcio csak az rs4273545 G/T SNP-t tartalmazta, a hosszabb
(,B”) rendszerben az SNP mellett a rs148797429 in/del polimorfizmus is jelen volt. Kontroll:
tires pGL3 Basic vektor.

5.3.2.2 A WFS1 3’ UTR-ében lévo SNP-k funkcionalis elemzése

A képzddo (illetve jelen 1évo) fehérje mennyiségét a transzkripcio aktivitdsan tal szamos to-
vabbi tényezd befolyasolja. Kovetkezd szint a transzlacié szabalyozéasa, melynek egyik Iénye-
ges komponense a miRNS-ek révén megvalosulo regulacio. A WFS1 gén 3° UTR-ében két po-
limorfizmus (rs9457 C/G és rs1046322 A/G) molekularis hatasat elemeztiik luciferaz riporter
konstrukci6 alkalmazasaval. Ez a két SNP — sajat eredményeink alapjan — asszociaciot mutatott
az 1-es, illetve 2-es tipusti cukorbetegséggel, valamint az agresszioval [IV, V]. Szekvencia
elemzés, illetve a PolymiRTS adatbazis [297] alapjan az rs9457 SNP a miR-185, az rs1046322
polimorfizmus pedig a miR-668 kotdhelyében talalhato, ugyanakkor a polimorfizmusok tény-
leges biologiai hatasat kordbban nem elemezték. Az SNP-k molekuléris funkcidjanak vizsgalata
relevansnak tiint abbol a szempontbdl is, hogy az rs9457 SNP a gén szdmos tovabbi polimor-
fizmusaval magas LD-t mutatott (/3. abra) — koztiik olyanokkal is, melyek szakirodalmi adatok

alapjan cukorbetegséggel asszocidciot mutattak, ugyanakkor molekularis funkciojuk nem volt
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tetten érheté [94]. Erdekes, hogy az rs1046322 SNP és a gén altalunk elemzett tobbi polimor-

fizmusa kozott ezzel szemben nem figyelhetd meg magas LD.
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24. abra. A WFS1 3’ UTR-ében 16v6 rs9457 és a miR-185 kotodésének vizsgalata. 4: Az
egyes allélokat, illetve a ,,seed mutanst” tartalmazé konstrukciok relativ luciferaz aktivitasa.
A, kontroll” konstrukciéban a miR-185-5p kétéhely nincs jelen. B: A miR185-5p ,,seed”
szekvencia és a WESI 3’ UTR kapcsolodasa. A sotétzold hatterti poziciok az SNP helyét
jelolik. C allél esetén a miR-185-5p ,,seed” szekvencidjanak 6, G varians jelenlétekor csupan
5 nukleotidja komplementer a WFSI mRNS-sel.

A diabetes mellitus-szal asszociaciot mutatd rs9457 polimorfizmus miRNS kotddését be-
folyasold szerepét in vitro luciferaz riporter rendszer alkalmazéasaval elemeztiik. A miR-185
hajtli szerkezetli pre-miRNS eldalakjabol két kiilonbozo érett miRNS keletkezhet. A miR-185-
5p kiilonboz6 sejtvonalak elemzése alapjan kb. 200x magasabb expresszids szintet mutat [298],
ez az az érett miRNS, amely a WFSI 3’ UTR-ében az rs9457 SNP régidjahoz kotddik. A miRNS
5’ végén elhelyezkedd ,,seed” szekvenciabol (2—8. nukleotidok) csak az els6 hat komplementer
a WFS1 3’ UTR szakaszaval rs9457 C allél jelenléte esetén (24. abra), ugyanakkor a miRNS
legelsé nukleotidja szintén bazispart hoz létre az mRNS-sel. A WFSI gén teljes 3> UTR-ét is-
mert genotipusti személy genomi DNS-érél PCR-rel felsokszoroztuk, majd pMIR-Report vek-
torba klonoztuk a luciferazt kddold szakasz mogé. A G allélt hordozé konstrukciot irdnyitott

mutagenezissel készitettiik el. Létrehoztunk emellett egy un. ,,seed mutans” rekombindns
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DNS-t is, melyben a miR-185 ,,seed” szekvencidjanak kotohelyét teljes egészében megsziintet-
tiikk oly médon, hogy a megfeleld nukleotidokat azok komplementerére cseréltiik. Ennek kovet-
keztében a miR-185 ,,;seed” régidjanak egyetlen nukleotidja sem tudott bazispart képezni a
DNS-konstrukciordl atirddé6 mRNS-sel. A kisérleteink soran kontrollként alkalmaztunk emel-
lett egy olyan konstrukciodt, amely egy azonos hosszisagu, de eltérd bazissorrendii inzertet tar-
talmazott, amelyhez — a nukleinsavak szekvencidja alapjan — a miR-185 nem tudott bekotddni
[IV].

Legalacsonyabb relativ luciferaz aktivitast az rs9457 SNP C all¢ljat hordoz6 konstrukcio
mutatott, ez az érték csupan 35%-a volt a kontroll konstrukcié aktivitdsnak (24. dbra). A mind-
Ossze egyetlen bazisban eltérd G varians 1,7-szeres, statisztikailag szignifikans enzimaktivitas
emelkedéshez vezetett. Figyelemre méltd, hogy ez az érték lényegében azonos volt a ,,seed
mutans” konstrukcié aktivitasaval, melyhez a miR-185-5p 2—8. nukleotidjai koziil egy sem tu-
dott bekdtodni [IV].

Korabbi kutatdsok eredményei alapjan a miR-185 kapcsolatban all az onkogenezissel:
tobb, kiilonbdz6 mechanizmus révén tumorszupresszor hatést fejt ki, szerepe szdmos daganatos
korképben (emlédaganat, prosztatardk, rosszindulatii kolorektalis megbetegedés) [299-301],
valamint policisztas ovarium szindromaban [302] is kimutathat6. Ezek a megfigyelések ravila-
gitanak arra, hogy a miR-185 hozzéjarul a sejtproliferacio, illetve az apoptdzis szabalyozasa-
hoz. Ezek a folyamatok a hasnyalmirigy S-sejtjeinek fejlédése és miikodése soran is kulcsfon-
tossagiiak. Gesztacios diabetes-ben, T2DM-ben, valamint streptozotocinnal indukalt diabetes-
es egerekben a miR-185 szintjének csokkenése figyelhetd meg. A miR-185 kotddik a SOCS3
(suppressor of cytokine signalling 3) 3° UTR-éhez, ami a Jak / STAT jelatviteli Gton keresztiil
hatéassal van az inzulin szignal kialakuldsara majban és zsirszovetben [303, 304]. A miRNS-ek
révén megvalosuld szabalyozas komplexitasat és halozatos jellegét jo1 példazza, hogy ugyanez
a miRNS egy masik, a cukorbetegséggel teljesen eltéré molekularis mechanizmus révén kap-
csolatban allo fehérje, a wolframin kifejezddésére is hatassal van. A miR-185 és a WFS! inter-
akcidja tobb szempontbdl is sajatos. Ismert, hogy a miRNS kétédésében az 5° végen elhelyez-
kedd 7-8 nukleotid hosszusagl ,,seed” szekvencia jatszik dontd szerepet, amit azonban a két
nukleinsav tovabbi szakaszainak komplementaritdsa befolydsolhat. Megfigyelték ugyanakkor
azt is, hogy a ,,seed” szekvencia tokéletes bazisparosodasa 6nmagéban nem mindig elegendo:

nem okozza minden esetben a génkifejez6dés jelentds valtozasat, és ismert az is, hogy a 3’
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UTR-ben 1évé AU-gazdag szekvencidk, valamint a miRNS-kotdhely 3° UTR-en beliili lokali-
zacioja szintén befolyasolhatja a szabalyozo6 hatds megnyilvanulasat [305]. Ezen mar 6nmaga-
ban is sokvaltozos rendszert az SNP-k tovabb modulaljak: az rs9457 SNP viszonylag kifejezett
hatasédhoz vélhetéen hozzajarul, hogy a polimorfizmus egy rovid ,,seed” kdtOhely kdzepén he-
lyezkedik el. Mindezek alapjan érthetd, hogy bar az in silico predikcio értékes kiindulast jelent
a miRNS-ek hatdsanak elemzése soran, a szabalyozo hatas feltérképezésében az in vitro és in
vivo mérések elengedhetetleniil fontosak.

Az 151046322 A/G SNP a WFSI gén 3° UTR-¢ében a kddolod szakaszhoz 351 bp-ral koze-
lebb helyezkedik el, vizsgalataink alapjan az agresszi6 endofenotipussal és az 1-es tipusu cu-
korbetegséggel mutat asszocidciot [IV, V]. A polimorfizmus koriili génszakasz a miR-668-3p
kotdhelye: a régid G allél jelenléte esetén tokéletesen komplementer a miR-668-3p 5° végi 8
nukleotidjaval. A polimorfizmus miRNS-koétddésre, illetve ennek révén a transzlacié aktivita-
sara gyakorolt hatasat luciferaz riporter rendszer alkalmazasaval elemeztiik. A mérések soran
ugyanazt a riporter konstrukciot hasznaltuk, melyet az rs9457 SNP vizsgélatakor, mely a WFS1
teljes 3’ UTR-ét tartalmazta, igy az SNP-k egymashoz, illetve a kodold szakaszhoz viszonyitott
elhelyezkedése a természetes lokalizacioval megegyezett. Ebben az esetben is irdnyitott muta-
genezissel készitettiik el az A allélt, valamint a ,,seed mutdciot” tartalmazd konstrukcidkat
(Fiiggelék S1. tablazat), ez utobbiban a miR-668 2—8. nukleotidjanak kotdhelyét valtoztattuk
meg, igy a miRNS és az mRNS ezen szakaszon nem tudott kotddni egymashoz (25. dbra).

Eredményeink alapjan a miR-668 kotddik a WFS1 3’ UTR-éhez: a tokéletes kotdhelyet (G
allélt) tartalmazé konstrukcid 50,7%-0s (p < 0,001) luciferaz aktivitast mutatott a ,,seed mu-
tanshoz” képest. A csupan az SNP-nek megfeleld egyetlen nukleotidban eltérd konstrukciok
kozott kisebb kiilonbség volt megfigyelhetd, ami dsszefliggésben allhat azzal, hogy ebben az
esetben a G allél 8 nukleotid hosszisagi komplementer szakaszt eredményez, s ebben a szek-
vencidban az SNP kissé excentrikusan (6. nukleotid) helyezkedik el (25. dabra). A vizsgalatot a
pMIR-Report mellett pGL3-Control vektor alkalmazasaval is megismételtiik, ebben a rendszer-
ben alapvetden hasonld tendencidk voltak megfigyelhetk, ugyanakkor az A, illetve a G allélt
tartalmazo konstrukcio kozott jelentdsebb, kozel 50%-os, statisztikailag szignifikans (p < 0,05)
kiilonbség volt kimutathat6 [V].
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25. abra. A WFS1 gén rs1046322 SNP miR-668 kotodésére kifejtett hatasanak elemzése.
A: Az egyes allélokat, illetve a ,,seed mutdnst” tartalmaz6 konstrukciok relativ luciferdz ak-
tivitdsa. A ,,kontroll” konstrukcioban a miR-668-3p kotohely nem talalhato meg. B: A miR-
668-3p ,,seed” szekvencia és a WFSI 3° UTR kapcsolodasa. A sotétzold hatterl betik az
151046322 SNP poziciojat mutatjak. G allél esetén a miR-668-3p ,,seed” szekvencidja toké-
letesen komplementer a WFSI 3° UTR-rel.

Erdekes, hogy eredményeink alapjan harom egymastol tobbé-kevésbé eltéré molekularis
mechanizmus (promoter polimorfizmusok, miR-185, illetve miR-668 kotddése) is feltételez-
hetd, mely a wolframin szintjének moduldlasa révén szerepet jatszhat a TIDM és a T2DM
orokletes hajlamanak meghatarozasaban, és bizonyos, hogy a WFSI gén kifejez0dését emellett
még szamtalan tényezd tobb kiilonbozd szinten befolyasolja. A wolframin alapvetd szerepet
jatszik az ER-stressz szabalyozasaban. Szamos hatds, tobbek kozott az akar étkezést kovetden,
fiziologias koriilmények kozott kialakulod fokozott inzulin termelés a hibasan feltekeredett fe-
hérjék mennyiségének megemelkedéséhez vezethet, ami ER-stresszt okoz. Ezen allapot hely-
reallitdsara az endoplazmas retikulum a selejtfehérje valasszal (UPR) reagal. A harom f6 (IRE1,
PERK ¢s ATF6) utvonal végsd soron chaperonok atirddasa, a selejtfehérjék helyes feltekere-
dése vagy lebontasa, illetve a transzlacio gatlasa révén az ER taltoltését megsziinteti, ugyanak-
kor sulyos karosodas esetén apoptozist indukal. A wolframin mindhdrom UPR-utvonallal 6sz-

szefliggésben all: ER-stresszt okozd hatdsok a WFSI gén transzkripciojat fokozzak, a wolf-
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ramin csokkent mennyisége vagy hidnya esetén pedig az ER-stressz markerek szintjének emel-
kedése (BiP, Chop, hasitott XBP-1) figyelhetd meg [85, 86]. A f-sejtek normal koriilmények
kozott is — idordl idére — nagy mennyiségli inzulint termelnek. Inzulinrezisztencia esetén ez
tovabb fokozodik: a f-sejtek az egyre emelkedd inzulinsziikségletet iddvel nem tudjak biztosi-
tani, ami krénikus ER-stresszhez, és végiil sejtpusztulishoz vezet. Erthetd ez alapjan a wolf-
ramin és a cukorbetegség kapcsolata: az ER-homeosztdzis fenntartdsdban a wolframin fontos
szerepet jatszik, és ez az egyensuly igen érzékeny. A wolframin szintjének csokkenése [306]
mellett mennyiségének emelkedése is kedvezotlen lehet az UPR lecsengésének késése miatt
[85], igy belathatd, hogy a WFSI kifejez6désének polimorf, miRNS-ek révén megvaldsuld mo-
dosulasa a kényes szimmetria megbillentése révén a TIDM ¢és a T2DM molekularis kompo-

nense lehet.
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Az informdcio fogalma, elérhetdsége, az adatok kezelésének és feldolgozasanak lehetdségei
szinte kovethetetlen tempoban fejlédtek az elmult évtizedek soran. Vonatkozik ez a genetikai
informéacidra is, jol példazza ezt, ha a Humdn Genom Program 14 évig tarté munkajat 6ssze-
vetjiik az 1) generacios szekvenalasi technikdkkal, melyek segitségével kb. 5-50 milliard ba-
zisparnyi szekvencia meghatdrozasa ma mar orak vagy legfeljebb napok alatt megvaldsithato.
A ,,molekularis biologia” két-hdrom évtizeddel ezeldtt a genetikai informacio kifejezédésének
elméletét, a centralis dogma alapjan a replikacio, transzkripcio, transzlacio altalanos lépéseit
jelentette elsésorban. A modszerek robbandsszerli fejlodése, valamint a DNS, illetve az RNS
szerkezetének, mitkddésének €s egyedi variabilitdsanak megismerése ugyanakkor mara lehe-
tov¢é tette, hogy ez a tudas €s eszkoztar a betegségek molekularis mechanizmusanak megérté-
sétdl a diagnosztikan és szlirésen at a terapidig a gyakorlati klinikai orvoslas részévé valjon.
Mi sem bizonyitja ezt jobban, mint az elmilt évek vilagméretii egészségiigyi problémaja.
A koronavirus jarvany kapcsan a ,,PCR-teszt” mindennapos fogalomma valt. A kérokozok spe-
cifikus, szenzitiv és akar mennyiségi jellegli kimutatasa azonban nem tjkelet, és természetesen
csaknem barmilyen virus, illetve baktérium detektalasara alkalmazhat6 [307]. Bér az alapelv —
a specifikus primerek, illetve probakkal torténé amplifikacié — egyszerti, mégis a SARS-CoV-
2 virus kimutatasara tobbszaz kiilonbozo real-time PCR rendszer érhetd el, melyek érzékeny-
ségiikben és pontossagukban valamelyest eltérnek egyméastol [308]. Tovabbi lehetdségeket ki-
nalnak az antigén-gyorstesztek, melyek nyilvanvalo eldnye egyszerti, eszkozt nem igényld ki-
vitelezhetdségiik, az alkalmazott antitesttdl figgéen azonban ezek szenzitivitasa még szélesebb
skalan mozog, és rendszerint nem éri el a real-time PCR alapi modszerek érzékenységét [309].
A molekularis szintli klinikai vizsgélatok ugyanakkor a fertézések kimutatdsdnal messze
altalanosabbak, és minden ember életében a megsziiletést kovetden csupan egy-két napot va-
ratnak magukra. 2022. januar 1. 6ta Magyarorszagon — az idén bevezetett cisztas fibrozis 0j-
sziilottkori sziirésével — 27 orokletes anyagcsere betegség vizsgalata kotelezd. A technikai le-
hetdségek fejlédése ezen a téren is alapvetd volt: a tandem tdmegspektrometria (MS-MS) be-
vezetése tette lehetdvé, hogy a klasszikusan vizsgalt néhany koérkép (fenilketonuria,

hypothyreosis, biotinidaz hiany, galactosaemia) mellett ma mar szdmos aminosav anyagcsere
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zavar, a zsirsavak oxidaciojanak kiilonféle rendellenességei, valamint az urea-ciklus és a szer-
ves savak metabolizmusanak bizonyos hibdi is a rutin sziirés részét képezik. Olyan betegségek
ezek, melyeknél a korai felismeréssel és kezeléssel a gyerekek ¢letmindsége szignifikansan ja-
vithato, mivel a kiilonb6z6 kéarosodéasok, elsdsorban a kdzépstuyos—stilyos neuropszichologiai
diszfunkcidk és a mentélis retardacio kialakulasa jelentdsen csdkkenthetd. 2005-ben az Ameri-
can College of Medical Genetics 29 rendellenesség esetén tartotta célszerlinek és kivitelezhe-
tonek a rutinszerli Gjsziilottkori szlirés elvégzését, a ténylegesen vizsgalt betegségek szdma az
egyes orszagokban kisebb-nagyobb eltérést mutat [310]. Bar a tomegspektrometrian alapuld
elemzés a legtobb esetben megfeleléen hatékony €s pontos, rendszerint ismertek a betegségek
hatterében all6 mutaciok, ami a DNS-szekvenciat elemzd szlirdvizsgélatok lehetdségét kinalja.
Figyelembe kell azonban venni, hogy egy-egy betegség kialakulasat nem ritkan egy génen beliil
szamos genetikai variacid okozhatja. A célzott real-time PCR, illetve allélspecifikus amplifika-
cion alapulo eljarasok helyett emiatt bizonyos esetekben a hagyomanyos vagy az 0j generacios
szekvenalas nyujt csak megfeleld informaciot: a jelenleg a cisztikus fibrozis sziirésére elérhetd
NGS-alapt rendszer 324 mutéacio egyidejii elemzését teszi lehetéve [311].

A molekuldris genetikai technikdk azonban még ennél is korabban, mar joval a sziiletés
eldtt helyt kaphatnak a diagnosztikaban. A terhességek kb. 3%-aban mutathato ki a rutin ultra-
hang vizsgalatok soran valamilyen — izolalt vagy tobb szervet érintd — eltérés, melyek interpre-
talasa gyakran nem csak a csalad, hanem a szakemberek szamara is kihivast jelent. A genetikai
vizsgalatok elterjedésének egyebek mellett lendiiletet adott annak felismerése, hogy a negyedik
gesztacios héttdl kezdve az anyai keringésben magzati eredeti DNS (,,cell-free” — cfDNS) van
jelen, igy az elemzések invaziv mintavétel nélkiil elvégezhetdk. Noha az anyai és a magzati
eredetli DNS ko6zott leirtak aprobb eltéréseket, ezek egymastol nem kiilonithetdk el, a magzati
DNS mennyisége mégis néhany hét elteltével mar elegendd a genetikai elemzések elvégzéséhez
[312]. Real-time PCR alapti eljarassal legkorabban a magzat nemének meghatarozasat végezték
el hemofilidval, Duchenne-féle izomdisztrofiaval, illetve kongenitélis adrenalis hiperplaziaval
érintett csaladokban, mivel ez az informacio a tovabbi (diagnosztikus €s terapias) beavatkoza-
sok sziikségességét ezen korképek esetén alapvetden meghatirozza. A késdbbiekben az eljarast
sikeresen alkalmaztdk olyan betegségek kimutatdsa soran, melyeket de novo vagy apai eredetii
mutaciok okoznak, ebben az esetben ugyanis a nagy mennyiségben jelenlévd anyai DNS az

elemzést kevésbé zavarja, mivel az adott genetikai variaci6 abban ismerten nincs jelen. A PCR,
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illetve real-time PCR alapu eljardsok — a modszer elvének megfelelden — célzottan egy adott
mutacio jelenlétét vizsgaljak: ez megfeleld megkdzelités pozitiv csaladi anamnézis esetén,
ugyanakkor nem derithet fényt az ultrahang vizsgélattal kimutatott strukturalis rendellenesség
okara [313]. Az exom, illetve a genom szekvenalas szamos ilyen esetben informativ megoldast
jelenthet, a hattérben 4116 genetikai rendellenesség tobb mint 800 magzatot magaban foglald
vizsgalatok eredményei alapjan az esetek 8,5-10%-aban azonosithato volt [314, 315]. Az NGS-
alapt DNS-kvantifikalas elérhetd a terhesség alatt az aneuploidiak hatékony, pontos és kocka-
zatmentes szlirésére. A NIFTY (Verifi®) teszt érzékenysége és specifitdsa megegyezik a
0,5-1% vetélés kockazattal jar6 chorion boholy biopszidval nyert minta analizisével: megbiz-
hatdan alkalmas az autoszomalis (Down-, Edwards-, Patau-szindréma) €s a nemi kromoszomak
(Turner-, Klinefelter-szindroma) szambeli rendellenességeinek kimutatasa mellett a magzat ne-
mének meghatdrozasara is [316].

Napjainkban az 6rokletes rendellenességek kimutatdsara akar mar a terhesség eldtt is sor
kertilhet: a preimplantacios genetikai vizsgalat azonban szamos technikai és etikai kérdést fel-
vet. A preimplantdcios fejlddés 3—5. napjan nyert minta teljes genom amplifikaciot kdvetden
ma mar nem csak multiplex PCR, hanem SNP-chip- vagy NGS-alapt elemz¢st is lehetdvé tesz,
igy a monogénes korképek ¢és a kromoszomak szamanak, illetve szerkezetének rendellenességei
egyarant kimutathatok. Az eljarast jelenleg legfoképp gyakori, monogénes korképek (cisztas
fibr6zis, Huntington-betegség, orokletes hemoglobinopatidk, Duchenne-féle izomdisztrofia)
kizérasa céljabol hasznaljak. A méddszer alkalmazasanak torvényi szabalyozasa a kiilonbozd
orszagokban igen széles skalan mozog: az eljarast Maltan és Boszina-Hercegovindban egyalta-
lan nem engedélyezik, az Egyesiilt Kirdlysagban és Franciaorszdgban szigortian szabalyozzak,
ugyanakkor az USA-ban a modszernek nincsenek torvényi korlatai [317].

Legyen sz6 valamely kérokoz6 kimutatasardl, vagy egy monogénes betegséget okozo mu-
tacio — barmely életkorban célzott vagy genom szintii eljarassal torténd — azonositasardl, a mo-
lekularis biologiai eljarasok ilyen irdnya hasznalata az orvosi alkalmazasok csupan egyik sze-
letét jelenti. Egy masik vetiilet az az oriasi kirako, ami a komplex korképek genetikai, illetve
molekularis szintli hatterének feltarasat jelenti, és amelynek az elmult évtizedek alatt egyre tobb
eleme a helyére keriilt; reményeink szerint ehhez valamelyest kutatocsoportunk munkai is hoz-

zajarultak. Ismereteink olyan szintre jutottak el, ami lehetdvé teszi, hogy a molekularis biologia
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eszkoOztarat a betegségek elméleti hatterének feltarasan tul a diagnosztika és a kezelés szolga-
lataba allitsuk. Létezik néhany olyan gyakori, komplex 6roklédésii betegség, melynek kialaku-
lasaban viszonylag alacsony allélfrekvencidval rendelkezd mutacio is szerepet jatszik, és ez a
variacio a betegség kialakulasanak kockazatat 6nmagaban jelentsen fokozza. Ilyen példaul a
HNF1A transzkripcids faktor génjében 1évé aminosavcserét okozd p.ESO8K mutacid, ami a
T2DM kockézatat 5-szorosére emeli. A legtobb poligénes korkép esetén azonban ilyen kiemel-
kedd genetikai varidcié nem azonosithat6, hanem szdmos, egyenként igen kis hatast polimor-
fizmus egylittesen jarul hozz4 a betegség kialakuldsdhoz. A DNS szekvencidjanak meghataro-
zasa, illetve az SNP-k genotipizalasa azonban ma mar olyan hatékonyan megvalosithatd, hogy
bizonyos komplex korképek esetén a betegség kialakulasanak rizikdja a monogénes korképek-
kel dsszemérhetd pontossdggal meghatdrozhato. A poligénes rizikd pontszam (polygenic risk
score: PRS vagy genome-wide polygenic score: GPS) kiszdmitasa pitvarfibrillacid, koszoruér-
betegség, T2DM ¢és gyulladasos bélbetegség (Crohn-betegség és colitis ulcerosa) esetén tobb
mint 6 milli6 SNP alapjan torténik, emlorak esetén ez a szam joval alacsonyabb (5218), mig az
Alzheimer-kor kialakuldsa 39 polimorfizmus alapjan hatékonyan josolhatd [318]. Erthet6
ugyanakkor, hogy egyetlen teljes genomra kiterjedd szekvencia elemzés adataibol barmely be-
tegség rizikoja akar a sziiletést kovetden meghatarozhatd. A UK Biobank adatai, valamint min-
tai alapjan a populacio 19,8%-aban a koszortérbetegség, a pitvarfibrillacio, a T2DM, a gyulla-
désos bélbetegség, valamint az emldrak koziil legalabb egy kialakuldsanak kockazata tobb mint
haromszoros. Ez a tudas a célzott sziirés és prevencio lehetdségét kinalja, ugyanakkor komoly
etikai kérdéseket is felvet [319].

A tényleges génmiikddés elemzése tovabbi 1€pést jelent a fenotipus felé, ennek megfele-
l16en a szakirodalomban megjelenik a genomszintii génexpressziod vizsgalaton alapuld transz-
kripcios riziko pontszdm fogalma is [320], emellett mind elméleti, mind gyakorlati szempontbol
jelentds a miRNS-ek betegségekkel vald kapcsolatdnak elemzése. A sejtekbdl aktivan vagy
passzivan kijuté miRNS-ek fehérjékhez, illetve lipoproteinekhez kdtve igen stabilak, igy — tech-
nikai szempontb6l is — megfeleld biomarkerek lehetnek [321]. Emellett miikodésiik tobb eset-
ben egyértelmiien Gsszefligg egyes korképek kialakulasaval. A miR-375 a foszfoinozitid-de-
pendens kinaz 1, a miR-143 pedig a protein kindz-B kifejez6dését befolyasolja, de emellett

szamos tovabbi miRNS ismert, melyek részt vesznek a MAP-kinaz kaszkad tagjainak, valamint
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ciklinek és ciklinfliggd kindzok szabélyozasaban, igy kdzvetlen kapcsolatba hozhatdk dagana-
tos korképek kialakulasaval [322, 323]. Erdekes, hogy a miRNS-ek szerepe a major depresszio
¢s mas betegségek — pl. sclerosis multiplex, migrén — komorbiditdsaval kapcsolatban is tetten
¢rhetd [324, 325]. A miRNS-ek és kiilonbozd korképek asszociaciojanak feltérképezése keze-
lési célpontokat is kinal. A miR-23B szintje dsszefligg a sugarkezelés hatékonysagaval has-
nyalmirigyrdkban, a miR-29c fokozott expresszidja pedig gemcitabin terapia hatékonysagat no-
veli, ami a rendkiviil rossz progndzisu betegség kezelésében 1ényeges eldrelépést jelenthet
[326]. A miR-92a, a miR-129, a miR-491 ¢és a miR-20a részt vesz a tumorsejtek apoptdzisanak
szabalyozasaban, ezen folyamatok altal kinalt kezelési lehetdségeket kolorektalis tumorok te-
rapidja soran vizsgaltak [52], de a miRNS-ek, illetve az altaluk szabalyozott folyamatok tobb
mas korkép — asztma, szivinfarktus, szivelégtelenség [327, 328] — esetén is a kezelés célpontjai
lehetnek. De a terapia akar a DNS szintjén is torténhet. A hidnyzé gén adenovirus eredetii vek-
torral torténd bejuttatasa a cisztikus fibrozis kezelése soran ismert eljaras [329]. De emellett a
CRISPR/Cas9 technolégia fejlddésének koszonhetden ma mar megvaldsithatdo a DNS-ben 1€vo
hiba tényleges kijavitasa is [330], ez a megkozelités alkalmazasa azonban elvi szinten is csak a
monogénes korképek terapidja esetén jon szoba, amikor a betegség kialakulasaért egyetlen mu-
tacio felel.

Harom millidrd bazispar: ,,A-k”, ,,C-k”, ,,G-k” és ,,T-k” hosszl sora. Négy jel — megszam-
lalhatatlanul sokféle jelentés. Mindenkiben — t6bb mint 99%-ban — azonos: ez az ember biold-
giai kodja. Mégis minden ember mds, mert egyes szakaszok masként vannak megirva. Itt eltér
egy ,,betll”, ott szaz, mashol szdzezer. Olykor a szdzezer modosuldsat észre sem vessziik, az
egy megvaltozésa pedig esetenként végzetes. ,,llyen az ember. Egyediili példany.” (Kosztolanyi

Dezs0)
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Fiiggelék

10 FUGGELEK

S1. tablazat. A bemutatott kisérletek soran alkalmazott primerek. 7,: a PCR sorédn al-

kalmazott annealasi hdmérséklet, F: forward, R: reverse primer.

Alkalmazas

Human DRD4 27 bp delécio
genotipizalasa

Kutya DAT 9. intron VNTR
genotipizalasa

Kutya DBH 4. intron VNTR
genotipizalasa

Kutya TH 4. intron VNTR
genotipizalasa

Kutya DRD4 3. intron
VNTR genotipizalasa

3a és 3b allél elkiilonitése:
Kutya DRD4 1. exon 24 bp
in / del genotipizélasa
WFSI 1rs148797429 in / del
genotipizalasa

(C4A4 és C4B génszam meg-
hatérozas

(C4A4-specifikus proba:
C4B-specifikus proba:
NRII2 (5° UTR) génszam
meghatarozas

TagMan proba:

GSK3B (promoter) génszam
meghatarozas

TagMan proba:

DRD4 rs1800955 SNP ge-
notipizalas BssH II RFLP-vel
DRD4 3. exon 48 bp VNTR
genotipizalasa

DRD4 1s1800955-1s747302
haplotipizalas: rs747302 C-:
illetve T-specifikus primer:
D11S1984 mikroszatellita
genotipizalasa

Szekvencia (5°-3’)
F: GGAATGGAGGAGGGAGCGGG
R: GACGCCAGCGCCATCCTACC

F: CTCCTGTGTCCCCGCTGTCTT
R: GACAGAGCAGGGCAGGGAGG

F: CCCCTCACCTCCAAGCAG
R: AGGGTGATGTGGGCAGGAT

F: GTCTGTCTGCTGTCTGGCTCCC
R: TGGAGAGGCTTCCTGACACCC

F: CGCGCGTCGGGCCAAGCTG
R: GCGGGGGGCAGGGGGCG
R: TGGGCTGGGGGTGCCGTCC

F: CGCCATGGGGAACCGCAG
R: CGGCTCACCTCGGAGTAGA

F: TGTTACAGGAGAAGGCGAGC
R: CGAAAGTTTCCGAGCGGACT

F: GCAGGAGACATCTAACTGGCTTCT
R: CCGCACCTGCATGCTCCT
VIC-ACCCCTGTCCAGTGTTAG-MGB
FAM-ACCTCTCTCCAGTGATAC-MGB

F: TTGTGAGCCAGAAGGGATTTG
R: GGCATGACTCCAGCTCAGGTA
FAM-TACGTATGTTACCCATAACC-MGB

F: GGCCACTGTTGCCATTGTC
R: AGCCGATCAGCCTGAGAAAC
VIC-CCAGCCAGCCACCGA-MGB
F: GGAATGGAGGAGGGAGCGGG
R: CGCTCCACCGTGAGCCCAGTAT
F: GCGACTACGTGGTCTACTCG
R: AGGACCCTCATGGCCTTG

F: GGAATGGAGGAGGGAGCGGG
R: GCCTCGACCTCGTGCGCG

R: GCCTCGACCTCGTGCGCA

F: GGGTGACAGAGCAAAATTCT
R: ACACCTGGATCTTGGACTCA

T (°C)
65

65
56

65

67

60

58

60

60

60

65

60

65

56
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Fiiggelék

Alkalmazas

WFES1 rs4689388 SNP ge-
notipizalasa

SBE-primer:

WESI rs4273545 SNP ge-
notipizalasa

SBE-primer:

WESI 131046320, 1046322 és
1s9457 SNP-k genotipizalasa
rs1046320 SBE-primer:
rs1046322 SBE-primer:
1s9457 SBE-primer:
SNAP-25 153746544 és
rs1051312 genotipizélasa
SNAP-25 153746544 és
rs1051312 haplotipizalasa
T-T-specifikus proba
T—C-specifikus proba
G-T-specifikus proba
G—C-specifikus proba
SNAP-25 rs6077690 SNP
genotipizalasa

SNAP-25 3° UTR klonozasa
pMIR-Report vektorba

SNAP-25 3 UTR mutage-
nezis: T—C haplotipus 1étre-
hozasa

SNAP-25 3 UTR mutage-
nezis: G—T haplotipus Iétre-
hozasa

SNAP-25 3 UTR mutage-
nezis: G—C haplotipus létre-
hozasa

SNAP-25 kodolo szakasz
klénozasa pcDNA 3.1(-)
vektorba

SNAP-25 izoformak mérése
Dde 1 PCR—RFLP-vel

dc_1984 22

Szekvencia (5°-3’)
F: GCTCACCTCTGTTTCCCCTCCAGCTCT

R: GCACTTCCCAAACCCTTTGCAGGGGC
F: TGCCTGTTGCTTTTTCAGTCTCTTAGCTCC

F: GGGGACGCTGAGGCCGGAGTGG
R: CTGCGGCCGCGGGGGAGCAATC
F: CTCGGGCCCAACCACGCAGGGG

F: GAGCACGACTGGCGCAGCACCG

R: CCCACAGCCGCCCCCACAGGGT

F: (A;GAGACCTTGCGACCATGTGTAGATTGC
F: (A)is5TCTCCACCCTGAGCCTGACCTTTCTGA
R: (A)1s”CTTCACACATTCACCCACTACCTGCTGGA
F: TTGTGTCTTTTGTTCTCT

R: AAGGATGATTATGATTTAGA

F: TTCCAAAGGTTGTACATAGTGGTCAT

R: AAATGCCACCGAGGAGAGAA
FAM-CCTTGATGTCTTGAGTT-MGB
VIC-TCCTTGATGTCCTGAGTT-MGB

FAM vagy NED-CCTTGAGGTCTTGAGTT-MGB
VIC-CCTTGAGGTCCTGAGTT-MGB

F: ATGTCAGTGTGGGGCATC

R: AGGCATGTTGCTGAAATTTGTT

F: TGTAATACGCGTCTGGGAAGTGGTTAAGTGT
R: CCCGACAAGCTTAAACTAGCTACAAAAT-
GTCAATCA

F: GAAAAATGAAACTCAAGACGTCAAGGA-
GTTAGAGC

R: GCTCTAACTCCTTGACGTCTTGAGTTTCA-
TTTTTC

F: GAAAAATGAAACTCACGACATCAAGGA-
GTTAGAGC

R: GCTCTAACTCCTTGATGTCGTGAGTTTC-
ATTTTTC

F: GAAAAATGAAACTCACGACGTCAAGGA-
GTTAGAGC

R: GCTCTAACTCCTTGACGTCGTGAGTTTC-
ATTTTTC

F: TCCCCACTCGAGCCATGGCCGAAGACGC-
AGAC

R: CAGCATGGATCCGAGAACACGGGTGGG-
CACACTTA

F: TGTCTTTCCTTCCCTCCCTGCTC
R: CATCTGCTCCCGTTCGTCCACT

T, (°C)

63
55

63
55

63

55

51

60

63

56

52

52

52

60

62
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dc

Alkalmazas

SNAP-25a izoforma specifi-
kus (real-time) PCR
SNAP-25b izoforma specifi-
kus (real-time) PCR

WFS1 5’ régi6 klonozasa

pGL3 Basic vektorba (FI:
A7, F2:  B” konstrukcid
létrehozasa)

WFS1 5’ régié mutagenezis
154273545 G 1étrehozésa
WFS1 5’ régié mutagenezis
rs148797429 del létrehozasa

WFS1 3* UTR klonozésa
pMIR-Report vektorba

pMIR-Report-WFS1 3° UTR
s 9457 C — G mutagenezis

pMIR-Report—WFS1 3’
UTR rs 9457 ,,seed mutans”
létrehozasa

pMIR-Report—WFS1 3’
UTR 151046322 G —> A
mutagenezis

pMIR-Report—WFS1 3’
UTR rs1046322 , seed mu-
tans” létrehozasa

WFSI 3’ UTR klonozésa
pGL3-Control vektorba

1984

22

Szekvencia (5°-3’)
F: GAAGGCATGAACCATATCAACC
R: GCCACAGCATTTCCCTAAATCTT

F: GAAGGGATGGACCAAATCAATA
R: CTTGTTACAGGGACACACAC

FI: GCAGCTCGAGGTCCGCTCGGAAACTTT-
CGCTGTGG

F2: GCCCTTCTCGAGTCTTGCAGCGCCGGA-
ATAGGC

R: GCAGAAGCTTAAGTTGTTCGGGAGCAG-
CTGAACG

F: CCACGCAGGGGGAGTGCCGGGCC
R: GGCCCGGCACTCCCCCTGCGTGG

F: TTCCGCGGGCGGGGCGGGGC
R: GCCCCGCCCCGCCCGCGGAA

F: TCGGCGGAGCTCGGATGGTCCGCCACGA-
GGAGC

R: AAAGGAAAGCTTGCGCTGCAGGTTCCAC-
CAGAGG

F: CCTCATGACCCTCCTGTCCAGCAGGTAG
R: CTACCTGCTGGACAGGAGGGTCATGAGG

F: CAGGCTGCCTCATGACCCTCGAGAGGTG-
CAGGTAGTGGGTGAATGTG
R: CAGGCTGCCTCATGACCCTCGAGAGGTG-
CAGGTAGTGGGTGAATGTG

F: CCTGAGCCTGACCTTTCTGAATGACATG-
GGTG
R: CACCCATGTCATTCAGAAAGGTCAGGCT-
CAGG

F: CAGGCTGCCTCATGACCCTCGAGAGGTG-
CAGGTAGTGGGTGAATGTG

R: CACATTCACCCACTACCTGCACCTCTCG-
AGGGTCATGAGGCAGCCTG

F: GCGTCTAGAGGATGGTCCGCCACGAGGAGC
R: AAAGGATCTAGAGCGCTGCAGGTCCACCA-
GAGG

T (°C)
60

60

57

70

68

57

65,8

75

66

75

57
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