
 

  

MTA Orvosi Tudományok Osztálya 
Doktori Értekezés 

 

 

 

 

 

 

 

GENETIKAI POLIMORFIZMUSOK VIZSGÁLATA: A 

GÉNVARIÁCIÓK MOLEKULÁRIS HATÁSÁTÓL A 

KOMPLEX JELLEGEK ÖRÖKLETES HÁTTERÉIG 
 

 

Dr. Rónai Zsolt 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Semmelweis Egyetem, 
Biokémiai és Molekuláris Biológiai Intézet Molekuláris Biológiai Tanszék 

 

2022.

               dc_1984_22



               dc_1984_22



  Tartalom 

 1 

TARTALOM 
Rövidítésjegyzék .................................................................................................................... 3 

1 Bevezetés .......................................................................................................................... 5 

1.1 A genetikai információ megismerése .......................................................................... 5 

1.1.1 A kezdetek ........................................................................................................... 5 

1.1.2 A Humán Genom Projekt ..................................................................................... 6 

1.1.3 A hiányzó örökölhetőség ................................................................................... 10 

1.1.4 A genetikai variációk feltérképezése .................................................................. 12 

2 Irodalmi áttekintés ........................................................................................................... 15 

2.1 A genetikai variációk osztályozása ........................................................................... 15 

2.2 A genetikai variációk biológiai hatása ....................................................................... 17 

2.2.1 A genetikai variációk hatása molekuláris szinten................................................ 17 

2.2.2 A genetikai variációk hatása a fenotípusra.......................................................... 19 

2.2.2.1 A D4-es dopamin receptor .......................................................................... 19 

2.2.2.2 A wolframin................................................................................................ 22 

2.2.2.3 A SNAP-25 ................................................................................................. 24 

2.2.2.4 A 4-es komplement komponens .................................................................. 25 

2.3 A genetikai variációk elemzése ................................................................................. 28 

2.3.1 A genotípus meghatározása ................................................................................ 28 

2.3.1.1 A genotipizáló módszerek alapelve, VNTR-ek elemzése ............................. 28 

2.3.1.2 SNP-k genotipizálása .................................................................................. 30 

2.3.1.3 CNV-k genotipizálása ................................................................................. 35 

2.3.1.4 DNS-szekvenálás ........................................................................................ 36 

2.3.2 A genotípus–fenotípus összefüggés kutatása ...................................................... 40 

2.3.2.1 Genom szintű asszociáció vizsgálat (GWAS) .............................................. 40 

2.3.2.2 Kandidáns gén vizsgálat .............................................................................. 43 

2.3.3 A genetikai variációk molekuláris hatásának elemzése ....................................... 45 

2.3.3.1 A DNS–fehérje kölcsönhatás vizsgálata ...................................................... 46 

2.3.3.2 A miRNS-ek hatásának vizsgálata ............................................................... 51 

3 Célkitűzések .................................................................................................................... 54 

4 Módszerek ....................................................................................................................... 55 

4.1 Polimorfizmusok genotipizálása ............................................................................... 55 

4.1.1 Vizsgálati személyek, mintavétel, DNS-izolálás ................................................. 55 

4.1.2 Genotipizálás „hagyományos” PCR-rel .............................................................. 55 

4.1.3 Genotipizálás real-time PCR-rel ......................................................................... 56 

4.1.4 Automatizált elektroforetikus technikák ............................................................. 57 

4.1.5 Haplotípus / LD vizsgálata ................................................................................. 59 

               dc_1984_22



Tartalom 
 

 2 

4.2 Asszociáció vizsgálatok ............................................................................................ 60 

4.2.1 Fenotípus-elemzés ............................................................................................. 60 

4.2.2 Statisztikai elemzés ............................................................................................ 60 

4.3 Molekuláris biológiai vizsgálatok ............................................................................. 61 

4.3.1 Luciferáz riporter konstrukciók készítése ........................................................... 61 

4.3.2 Tranziens transzfekció, luciferáz aktivitás mérése .............................................. 61 

5 Eredmények és megbeszélés ............................................................................................ 63 

5.1 Polimorfizmusok genotipizálása ............................................................................... 63 

5.1.1 Ismétlődési variációk és SNP-k elemzése ........................................................... 63 

5.1.1.1 A dopaminerg rendszer kiválasztott polimorfizmusainak elemzése .............. 64 

5.1.1.2 A WFS1 gén polimorfizmusainak vizsgálata ............................................... 67 

5.1.2 CNV-k genotipizálása ........................................................................................ 71 

5.1.2.1 A C4A és C4B génszám elemzése ............................................................... 71 

5.1.2.2 A glikogénszintáz-kináz 3 gént érintő CNV vizsgálata .............................. 74 

5.1.3 Hatékony elektroforetikus eljárások alkalmazása ............................................... 75 

5.1.3.1 Ultravékony gélelektroforézis ..................................................................... 75 

5.1.3.2 Kapilláris gélelektroforézis ......................................................................... 76 

5.1.3.3 DNS-fragmentum analízis mikrofluidikai eszköz alkalmazásával ................ 79 

5.1.4 Genetikai polimorfizmusok haplotípus analízise ................................................ 82 

5.1.4.1 A DRD4 gén SNP-inek haplotípus elemzése ............................................... 82 

5.1.4.2 MiR-SNP-k haplotípusának vizsgálata ........................................................ 83 

5.2 Asszociáció vizsgálatok ............................................................................................ 85 

5.2.1 Agresszió ........................................................................................................... 86 

5.2.2 Cukorbetegség ................................................................................................... 92 

5.2.3 Impulzivitás ....................................................................................................... 96 

5.3 Polimorfizmusok molekuláris funkciójának elemzése ............................................... 98 

5.3.1 A SNAP-25 gén polimorfizmusainak funkcionális elemzése .............................. 99 

5.3.2 A WFS1 gén polimorfizmusainak funkcionális vizsgálata ................................ 104 

5.3.2.1 Az 5’ régió polimorfizmusainak elemzése ................................................. 104 

5.3.2.2 A WFS1 3’ UTR-ében lévő SNP-k funkcionális elemzése ......................... 105 

6 Kitekintés ...................................................................................................................... 111 

7 Köszönetnyilvánítás ...................................................................................................... 116 

8 Saját közlemények ......................................................................................................... 117 

8.1 A doktori értekezés alapjául szolgáló közlemények................................................. 117 

8.2 A doktori értekezéshez kapcsolódó közlemények .................................................... 118 

9 Irodalomjegyzék ............................................................................................................ 120 

10 Függelék........................................................................................................................ 143 

 

               dc_1984_22



  Rövidítésjegyzék 

 3 

RÖVIDÍTÉSJEGYZÉK 
ADHD figyelemhiányos hiperaktivitás (attention deficit hyperactivity disorder) 

ANCOVA variancia–kovariancia-elemzés (analysis of covariance) 

ANOVA variancia-analízis (analysis of variance) 

BAC bakteriális mesterséges kromoszóma (bacterial artificial chromosome) 

bp bázispár 

CNV ismétlődési szám variáció (copy number variation) 

COPD krónikus obstruktív tüdőbetegség (chronic obstructive pulmonary disease) 

CT küszöbciklus (threshold cycle) 

Dam DNS-adenin-metiltranszferáz 

DAT dopamin transzporter 

DBH dopamin--hidroxiláz 

DRD4 D4-es dopamin receptor 

EMSA electrophoretic mobility shift assay 

ER endoplazmás retikulum 

EtBr etídium bromid 

FRET fluoreszcencia rezonancia energia átadás (fluorescence resonance energy transfer) 

GSK3B glikogénszintáz-kináz 3 

GWAS genomszintű asszociációvizsgálat (genome wide association study) 

HEK humán embrionális vese (Human embryonic kidney) 

HTR2A szerotonin receptor 2A (5-hydroxytryptamine receptor) 

HWE Hardy–Weinberg-egyensúly 

in / del inzerció / deléció polimorfizmus 

kb kilobázispár 

LD kapcsoltsági egyensúly hiánya (linkage disequilibrium) 

MAF ritka allél gyakorisága (minor allele frequency) 

MHC fő hisztokompatibilitási komplex (major histocompatibility complex) 

miR mikro-RNS 

               dc_1984_22



Rövidítésjegyzék 
 

 4 

miRNS mikro-RNS 

miR-SNP mikro-RNS kötőhelyében elhelyezkedő SNP 

NCBI National Center for Biotechnology Information 

NGS újgenerációs szekvenálás (next generation sequencing) 

nt nukleotid 

OMIM Humán gének és genetikai rendellenességek on-line katalógusa (Online Men-
delian Inheritance in Man) 

OR esélyhányados (odds ratio) 

PCR polimeráz láncreakció (polymerase chain reaction) 

PVP polivinil-pirrolidon 

RFLP restrikciós fragmentum hosszúság polimorfizmus (restriction fragment length 
polymorphism) 

RISC RNS-indukált csendesítő komplex (RNA-induced silencing complex) 

rSAP rekombináns alkalikus foszfatáz (recombinant shrimp alkaline phosphatase) 

SBE primerextenzió (single base extension) 

SNAP-25 szinaptoszóma-asszociált fehérje-25 (synaptosome associated protein-25) 

SNARE soluble N-ethylmaleimide sensitive factor attachment protein receptor 

SNP egypontos nukleotid polimorfizmus (single nucleotide polymorphism) 

STR rövid ismétlődési polimorfizmus (short tandem repeat) 

T1DM 1-es típusú diabetes mellitus 

T2DM 2-es típusú diabetes mellitus 

TBE Tris–borát–EDTA pufferoldat (89 mM tris, 89 mM borát, 2 mM Na2EDTA) 

TH tirozin-hidroxiláz 

UPR selejtfehérje válasz (unfolded protein response) 

UTR nem fehérjekódoló génszakasz (untranslated region) 

VNTR tandem ismétlődési polimorfizmus (variable number of tandem repeats) 

WES exom-szekvenálás (whole exome sequencing) 

WFS1 wolframin ER transzmembrán glikoprotein 

WGS genom-szekvenálás (whole genome sequencing) 
 

               dc_1984_22



A genetikai információ megismerése  Bevezetés 

 5 

1 BEVEZETÉS 

1.1 A genetikai információ megismerése 

1.1.1 A kezdetek 

Az öröklődés mechanizmusának, a genetikai információ átadásának megismerése több mint 

másfél évszázados múltra tekint vissza. Johann Gregor Mendel Ágoston-rendi szerzetes a brnoi 

Szent Tamás-kolostorban végezte el azokat a kísérleteket, melyekkel leírta az öröklődés alap-

vető törvényszerűségeit. Eredményeit 1865 februárjában Brnoban két tudományos konferen-

cián is bemutatta, 1866-ban pedig egy tudományos publikációban (Versuche über Pflanzen-

hybriden – „Növényhibridizációs kísérletek”), valamint egy a kor neves botanikusának, Carl 

Nägelinek írt levelében foglalta össze. Kortársai azonban nem ismerték fel eredményeinek ki-

magasló jelentőségét, amihez hozzájárulhatott az is, hogy Mendel maga is kétségekkel értékelte 

megfigyeléseit, mivel a zöldborsón végzett kísérleteket hölgymálon nem tudta reprodukálni. 

Ennek azonban egyszerű oka volt: a hölgymál – a pitypangokhoz hasonlóan – nem csak ivaro-

san, hanem „apomixissel” (testi sejtekből létrejött magvakkal) is szaporodik, és az így keletkező 

növények genetikailag az anyával azonosak [1]. 

Mendel kísérleteinek – a növényi hibridek létrehozásán túlmutató – általános jelentőségére 

a XX. század elején derült fény. Három botanikus, Carl Correns, Erich von Tschermak és Hugo 

de Vries egymástól függetlenül újra megfigyelte a Mendel által leírt öröklődési alapelveket, és 

talán még ennél is jelentősebb, hogy William Bateson rámutatott arra, hogy ezek a szabályok 

nem csak növényekben, hanem állatokban is megfigyelhetők. Munkásságuk alapján a szakiro-

dalomban megjelent a genetika számos alapfogalma: a „gén”, az „allél”, a „homo- és heterozi-

góta”, valamint a „mutáció” [2]. Thomas Hunt Morgan ecetmuslicán végzett kísérletei alapján 

rávilágított arra, hogy Mendel elmélete és a kromoszómák segítségével történő öröklődés nem 

két egymásnak ellentmondó teória, a kromoszómák funkciójának feltárásában végzett munkás-

ságát 1933-ban orvosi Nobel-díjjal ismerték el [3, 4]. 

A XX. század közepén kiderült, hogy a genetika kapcsolatban áll az anyagcsere folyama-

tokkal is: George W. Beadle és Edward L. Tatum leírta a B6-vitamin génfüggő termelődését 

[5]. Ez a megfigyelés megalapozta az „egy gén – egy enzim” hipotézist, az azonban még mindig 

ismertlen volt, hogy a gének milyen molekulák, a legtöbb biológus azt feltételezte: fehérjék. 
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1944-ben Oswald Avery, Colin MacLeod és Maclyn McCarty kísérlete rávilágított a DNS sze-

repére, amikor kísérleteikben Streptococcus pneumoniae-ből származó tisztított DNS-sel másik 

baktériumtörzset fertőzővé alakítottak, mégis Francis Crick és James Watson a dezoxiribonuk-

leinsav kettős spirál szerkezetére vonatkozó felfedezése (1953) vezetett csak el a DNS szerep-

ének széleskörű felismeréséhez [1]. 

1956-ban Arthur Kornberg leírta a DNS-szintézis mechanizmusát, és azonosította az első 

DNS-függő DNS-polimerázt (a bakteriális DNS-polimeráz I-et), munkáját három évvel később 

Nobel-díjjal jutalmazták [6]. A DNS elsődleges szerkezetének, azaz információtartalmának 

megismerése az 1970-es évektől kezdett elérhetővé válni. 1973-ban jelent meg az első DNS-

szekvenáláson alapuló közlemény, melyben Walter Gilbert és Allan Maxam leírták a lac-ope-

ron represszor kötő helyében lévő 24 bp hosszúságú szakasz bázissorrendjét [7], négy évvel 

később pedig a specifikus kémiai hasítás segítségével működő DNS-szekvenálási eljárást [8]. 

Ugyanebben az évben vált ismertté a már tradicionálisnak nevezett, de még mind a mai napig 

alapmódszernek számító láncterminátor didezoxinukleotid segítségével megszakított szintézi-

sen alapuló Sanger-szekvenálás [9]. 

1983-ban Kary Mullis megalkotta a molekuláris biológia egyik alapmódszerét: a polimeráz 

láncreakció (PCR) [10] a Thermus aquaticus-ból származó hőstabil DNS-polimerázzal (Taq-

polimeráz) [11] alapjaiban változtatta meg a genetikai információ megismerésének lehetőségét. 

Ez az eljárás a Sanger-szekvenálással együtt a Humán Genom Projekt metodikai alappillérének 

mondható. 

 

1.1.2 A Humán Genom Projekt 

A teljes emberi genom szekvenálásának és a bennünk található (fehérjekódoló) gének azonosí-

tásának lehetősége és gondolata az 1980-as évek során merült föl. Bár a feladat ekkor még – 

elméleti, technikai és anyagi szempontból egyaránt – megfoghatatlannak tűnt, egyre többen 

vetették fel, hogy az emberek közötti genetikai különbözőség megismerése mind elméleti, mind 

gyakorlati orvosi szempontból új távlatokat jelentene a betegségek – pl. a rosszindulatú daga-

natok – megértésében [12, 13]. Ekkor már néhány organizmus – Escherichia coli, Saccha-

romyces cerevisiae – genomja ismert volt, ezek nagysága azonban együtt is az emberi genetikai 
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információ csupán kb. 1/8-át érte el. A Humán Genom Program nagy nemzetközi összefogás-

ként 1990-ben indult útjának. Az USÁ-ban, Nagy-Britanniában, Franciaországban és Japánban 

működő központokhoz később német és kínai centrumok csatlakoztak. Megalapították a Hu-

mán Genom szervezetet (Human Genome Organistaion – HUGO), ami a genomkutatásban 

résztvevő csoportok nemzetközi szervezésének és összehangolásának fóruma lett [14]. A kuta-

tás vezetői 1996-ban meghozták a projekt egyik talán legalapvetőbb döntését: minden 1000 

bázispárnál hosszabb megismert szekvencia 24 órán belül nyilvános adatbázisba kerül, hogy 

annak további elemzése, jelentésének feltárása minél előbb elkezdődhessen [15]. 

Amellett, hogy a projekt kezdetén a technológia – mind az informatikai, mind a molekulá-

ris biológiai, DNS-szekvenáló eszköztár – gyerekcipőben járt, hamar világossá vált egy másik, 

elméleti jellegű kihívás is. A humán genom igen sok, különböző kiterjedésű ismétlődő szek-

venciát tartalmaz, ami az egyes szekvenciarészletek helyes összeillesztését jelentősen megne-

hezíti. A projekt vezető kutatói emiatt a klónról klónra történő hierarchikus (Hierarchical shot-

gun) szekvenálás stratégiáját alkalmazták. A módszer lényege, hogy a genomot hosszú, átfedő 

szakaszokra hasítják fel, melyekből könyvtárat hoznak létre: az átlagosan 170 kb hosszú DNS-

szakaszokat BAC (bacterial artifitial chromosome) vektorba klónozzák. A könyvtárakból ezt 

követően kiválogatásra kerülnek azok a klónok, melyek tartalmaznak megfelelő hosszúságú 

átfedő szekvenciákat, mivel ezek nélkül a végső szekvencia összeállítása nem lenne lehetséges. 

Az ismert fizikai elhelyezkedésű BAC-klónokat ezt követően további rövidebb fragmentumra 

hasítják, melyeket két oldalról megszekvenálnak. A kb. 105 bp nagyságú szekvenciák kisebb 

darabokból történő összeillesztése nem jelent nehézséget. A BAC-klónok fizikai elhelyezke-

dése pedig – azok átfedő szakaszai alapján – ismert, így ezzel az eljárással a nagy kiterjedésű 

emberi genom pontos szekvenciája is biztonsággal meghatározhatónak bizonyult. A módszer 

azonban a megfelelő BAC-klónok, illetve könyvtárak létrehozása miatt jelentős munka- és idő-

igényű előkészítő lépéseket tesz szükségessé [16]. 

Az NIH (National Institute of Health) és az Egyesült Államok Energia Hivatala (U.S. De-

partment of Energy) által vezetett „állami” projekt mellett Craig Venter 1998-ban létrehozott 

egy magánvállalatot (Celera Genomics). A csoport a BAC klónok fizikai térképezését szükség-

telennek vélte, elképzelésük szerint a teljes genom (whole genome shotgun) szekvenálásával 

jelentős költség és idő takarítható meg. Ezen eljárás során a teljes genomot már az első lépésben 
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különböző hosszúságú (2, 10 és 50 kb) átfedő szakaszokra hasítják, melyeket közvetlenül meg-

szekvenálnak. A technika során alapvető, hogy a létrehozott fragmentumok legalább 5–10 

lefedjék a genom minden szakaszát. Bár az eljárás rövid, és viszonylag kevés ismétlődést tar-

talmazó genomok meghatározása során valóban megbízható eredményt ad, a humán genom 

esetén azonban az egyes szakaszok helyes összeillesztése komoly nehézségekbe ütközik. A Ce-

lera Genomics kutatói az általuk kitűzött terveket nem tudták teljes mértékben megvalósítani, 

a szekvenálási eredmények feldolgozása során a Humán Genom Projekt eredményeit is felhasz-

nálták. Ennek ellenére az általuk javasolt technika – különösen az informatikai eszközök fejlő-

désével karöltve – a genomok meghatározásának fontos eszközévé vált [16]. 

Mind a hierarchikus, mind a teljes genom meghatározásán alapuló módszer nélkülözhetet-

len kulcslépése a DNS-szekvencia meghatározása: ezen technika jelentős fejlődése nélkül az 

emberi genom megismerése nem lett volna lehetséges. Az eredeti Sanger-szekvenálás során az 

egyes nukleotidok meghatározása négy különböző reakcióban, radioaktív foszforral jelölt lánc-

terminátor molekulák alkalmazásával történt. A reakciótermékeket poliakrilamid gélen válasz-

tották el, és az autoradiográfiás módszerrel előhívott filmeket manuálisan elemezték, ami nem 

csak rendkívül sok időt vett igénybe, de a hibalehetőség is meglehetősen magas volt [17]. A 

kapilláris elektroforézis, valamint a fluoreszcens festékkel jelölt didezoxinukleotidok, illetve a 

lézer indukálta fluoreszcencia (LIF) elvén alapuló detektálás alkalmazásának bevezetése ugrás-

szerű előrelépést jelentett. Bár a kapilláris elektroforézis módszerét már korábban kidolgozták, 

alkalmazását DNS-szekvenálásra 1990-ben írták le [18]. A technika önmagában is nagyságren-

dekkel emelte a szekvenálás gyorsaságát és megbízhatóságát, emellett több lényeges elméleti 

és módszertani újítás további jelentős előrelépést jelentett. Bevezetésre került a nem keresztkö-

tött poliakrilamid elválasztómátrix alkalmazása, mely folyékony halmazállapotának köszönhe-

tően a kapillárisba pumpálható, illetve onnan kimosható, így az ömlesztett kvarc (fused silica) 

kapillárisok több egymást követő elválasztásra is használhatók [19]. Bár a hagyományos gé-

lelektroforézishez képest a kapilláris elektroforézis megkérdőjelezhetetlen előrelépést jelentett, 

egyetlen kapilláris alkalmazása az áteresztőképességet a sok sávos gélhez képest nem növeli. 

Az igazi változást így a több, párhuzamos kapillárist tartalmazó berendezések megalkotása je-

lentette. A humán genom szekvenciájának megismerésében az Applied Biosystems cég 96 ka-

pillárist tartalmazó „3700-as” eszköze kulcsfontosságú szerepet játszott: ebben a berendezésben 
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az elválasztó mátrix cseréje, a minták betöltése, az elválasztás, az adatgyűjtés és -elemzés (szek-

vencia leolvasása) teljes folyamata a felhasználó beavatkozása nélkül, automatikusan történik 

[17]. 

A kutatócsoportok – részben kompetitív – munkája, valamint az elméleti, gyakorlati és 

technikai vívmányok eredményeképp 2001-re elkészült az emberi genom szekvenciájának első 

verziója. Ez a szekvencia a teljes genetikai információ kb. 90%-át tartalmazta, és a hiányzó 

szekvenciák mellett a már meglévők pontos fizikai elhelyezkedése sem volt még teljesen ismert 

[14, 20]. Ennek ellenére a rendelkezésre álló – hatalmas mennyiségű – adat számos jelentős 

megfigyelés alapjául szolgált. Kiderült, hogy a fehérje-kódoló gének száma a korábban feltéte-

lezett kb. 100 000-nél jóval alacsonyabb. Számos információ vált ismertté az ismétlődő régiók-

kal kapcsolatban, ezek kiterjedését a teljes genom több mint felére becsülték, ami az eddig 

vizsgált genomokhoz képest kiemelkedően magas hányad volt. Az ismétlődő DNS-szakaszokat 

elhelyezkedésük és kiterjedésük alapján öt csoportba – transzpozon eredetű ismétlődések, mű-

ködő gének részlegesen áthelyeződött inaktív szakaszai (pszeudogének), egyszerű szekvencia 

ismétlődések, szegmentális duplikáció, tandem ismétlődések – sorolták, és leginkább biológiai 

funkcióval nem rendelkező genomi régióknak tartották. Felfigyeltek emellett a CG-dinukleoti-

dok számos sajátságára is: a szekvencia megismerésével szembeötlő volt, hogy gyakran a gének 

5’ régiójában helyezkednek el, és számuk a statisztikailag vártnak csupán kb. 1/5-e, aminek 

hátterében az áll, hogy a CG-dinukleotidok citozinje gyakran metilálódik, és dezaminálódás 

révén timinné alakul. Fény derült emellett a genom további variációira is: már ebben a kezdeti 

fázisban közel 1,5 millió SNP-t azonosítottak [14]. 

Az elkövetkező néhány év fő feladata a hiányzó szekvenciák meghatározása és a hibás 

régiók bázissorrendjének pontosítása volt. Ezen munka eredményeként 2003 áprilisában – pon-

tosan ötven évvel Watson és Crick DNS kettős hélix szerkezetéről szóló közleményének meg-

jelenése után – bejelentették a Humán Genom Projekt sikeres befejezését. Ez a genomi szek-

vencia („Build 35”) már csupán 341 (többségében ismétlődő szakaszok környezetében elhe-

lyezkedő) hiányzó régiót tartalmazott, 99,99% pontosságúnak tartották. A szekvencia elemzése 

alapján a fehérjekódoló gének számát már csak 20 000–25 000-re becsülték [21]. 

Bár az informatika robbanásszerű fejlődése az élet csaknem minden területén meghatározó 

változásokat hozott, a genetikai információ megismerésében játszott szerepe mégis kiemelke-

dőnek mondható (1. ábra). Az emberi genomot alkotó 3 milliárd nukleotidnyi DNS-szekvencia 
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kb. 750 MB adatnak felel meg (mivel a nukleotid csak négyféle, egy byte pedig 256-féle lehet, 

így egy byte-tal 4 nukleotid kódolható), ekkora mennyiségű adat tárolása az 1990-es évek elején 

még viszonylag komoly feladatnak mondható. Napjainkban – azaz csupán 3 évtized elteltével 

– egy átlagos mobiltelefonon 50–100 személy teljes genomját tárolhatjuk. 

 

 

1. ábra. A genetika és az informatika fejlődésének néhány kiemelkedő mérföldköve 

1.1.3 A hiányzó örökölhetőség 

A Humán Genom Projekt befejező fázisában, illetve a lezárását követő években a munka vezető 

kutatói igen optimista várakozásokat fogalmaztak meg az eredmények rövid távú, orvosi, gya-

korlati alkalmazását illetően. Az elkészülő emberi genom szekvenciájára „A Humán Biológia 

kézikönyve”-ként tekintettek, és abban reménykedtek, hogy ebből a könyvből a betegségek 

hátterében álló gének és genetikai variációk, a betegségekre való egyéni örökletes hajlam, a 

gyógyszerek iránti különböző érzékenység rövid időn belül kiolvasható lesz [22, 23]. Bár az 

emberi genom szekvenciájának ismerete a humán genetikai kutatások kétségtelen mérföldköve, 

néhány év alatt világossá vált, hogy a fenti célok meghatározása hosszabb – még napjainkig is 

tartó – munkát jelent [24]. 

Régóta ismert, hogy a komplex kórképek kialakulásában a környezeti tényezők mellett az 

örökletes faktorok is döntő szerepet játszanak, más szóval – sok esetben – meglehetősen magas 
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heritabilitás értékkel rendelkeznek (2. ábra) [XV]. A humán genom szekvenciájának megisme-

rését követő 5–10 évben azonban a feltárt örökletes komponensek az egyes betegségek esetében 

a heritabilitás csupán 6–50%-át magyarázták [25, 26]: a fennmaradó, még ismeretlen örökletes 

tényezők összességét hiányzó örökölhetőségnek („missing heritability”) nevezték el [27]. 

 

 

2. ábra. Néhány betegség heritabilitás értéke. A két eltérő színű oszloprész az egyes forrá-

sokból származó legkisebb (sötétzöld) és legnagyobb (világoszöld) értéket ábrázolja. ADHD: 

figyelemhiányos hiperaktivitás, COPD: krónikus obstruktív tüdőbetegség, T1DM, T2DM: 1-

es illetve 2-es típusú diabetes mellitus. Forrás: https://snpedia.com/index.php/Heritability, 

http://tga.nig.ac.jp/h2db/, [28-31]. 

Kiderült tehát, hogy noha „a” genom ismerete nélkülözhetetlen alap, jelentésének megér-

téséhez azonban szükséges, hogy az egyes emberek genetikai információja, illetve legalább a 

köztük lévő különbségek feltérképezésre kerüljenek. Ezek az eltérések – a genetikai variációk: 

mutációk és polimorfizmusok – felelnek ugyanis a fenotípusban megjelenő különbözőségek 

egy részéért, és így a betegségek örökletes hátteréért. A genetikai információ megismeréséhez 

így az informatikai, a genetikai és a molekuláris biológiai eljárások párhuzamos fejlődése (1. 

ábra) továbbra is nélkülözhetetlen maradt, melynek eredményeként mára már egy személy tel-

jes genomjának meghatározása csakúgy, mint a kapott szekvencia elemzése, feldolgozása elér-

hető közelségbe került. 
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1.1.4 A genetikai variációk feltérképezése 

A 2002-ben alapított HapMap Projekt fő célul a gyakori (MAF  0,05) SNP-k azonosítását, 

illetve a polimorfizmusok közötti kapcsolat: az SNP-k haplotípusának feltérképezését tűzte ki. 

Már ekkor ismert volt, hogy a gyakori variációk a komplex jellegek és betegségek genetikai 

rizikófaktorai. Nagy jelentőséget tulajdonítottak a polimorfizmusok közötti LD (linkage 

disequilibrium – „kapcsoltsági egyensúly hiánya”) érték meghatározásának. Ez az információ 

nem csak a kromoszómákon lévő rekombinációs helyek („hotspot”), valamint az SNP-k korá-

nak meghatározása szempontjából tűnt érdekesnek, hanem azért is, mert ebben az időben a 

szekvencia analízise, a polimorfizmusok genotípusának meghatározása nagy kihívásnak, idő- 

és költségigényes munkának bizonyult. Úgy vélték, hogy az egyes régiókra jellemző LD-érté-

kek ismeretében 200 000–1 000 000 megfelelően kiválasztott ún. tag-SNP elemzése elegendő a 

haplotípusok, és így az azokat alkotó polimorfizmusok genotípusának meghatározásához [32]. 

A projekt első és második fázisában 270, különböző populációhoz tartozó személy DNS-

mintájának elemzését tűzték ki célul, mivel ismert volt, hogy az egyes polimorfizmusok allél- 

és genotípusgyakorisága jelentős földrajzi változatosságot mutat. A minták részben nem-rokon 

személyektől, részben pedig családi trióktól (két szülő és felnőtt gyermekük) származtak. A 

családi triók genotípus elemzése a Mendel-szabályok alkalmazásával nagy segítséget jelentett 

a haplotípusok megalkotása során. A vizsgálatba 30 Ibadanból, Nigéria fővárosából származó 

joruba etnikai csoporthoz tartozó triót (YRI), 30 utahi, észak-, illetve nyugat-európai szárma-

zású családot (CEU), valamint 45 nem-rokon pekingi, han kínai (CHB) és 45 nem-rokon tokiói 

japán személyt (JPT) vontak be. Elsődleges célként a genomban egymástól kb. 5 000 bázispár 

távolságban elhelyezkedő 600 000 SNP elemzését tűzték ki, amit további kb. 400 000 lókusz 

vizsgálatával terveztek kiegészíteni azokon a régiókon, ahol a haplotípus térkép megalkotásá-

hoz nagyobb felbontás szükséges. A genotípus elemzést Japán, az Egyesült Királyság, Kína, 

Kanada, Nigéria és az USA 18 kutatóintézetében végezték el, az egyes centrumok az összes 

minta meghatározott kromoszómáinak vizsgálatáért feleltek. A munka során 5 különböző ge-

notipizáló eljárást alkalmaztak. A megbízhatóság ellenőrzése céljából a projekt kezdetén a 90 

európai származású minta 1 500 kiválasztott SNP-jének genotípusát valamennyi kutatóhelyen 

meghatározták. Emellett a mérések során minden 96-os tálcán öt DNS-minta duplikátumként 

szerepelt, valamint a családi triók vizsgálata a Mendel szabályok ismeretében szintén lehetősé-

get kínált a genotipizálás megbízhatóságának kontrolljára. Végül a minőség-ellenőrzés további 
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lépését jelentette, hogy a független minták esetén az eltérő kromoszómákon elhelyezkedő SNP-

kre a Hardy–Weinberg egyensúlynak teljesülnie kell [32]. 

A HapMap projekt harmadik fázisa során bővült mind a bevont polimorfizmusok, valamint 

az elemzett minták száma és eloszlása is. Az elemzés kiterjedt kb. 1,4 millió, részben a koráb-

binál alacsonyabb MAF értékkel rendelkező SNP genotipizálására. A vizsgálat során alkalma-

zott Affymetrix és Illumina hibridizációs „chip” eljárás emellett lehetővé tette több mint 1 600 

nagy kiterjedésű CNV (ismétlődési szám variáció – copy number variation) azonosítását és 

meghatározását is. Az elemzett minták száma 1 184-re emelkedett, a résztvevők az eddigi négy 

mellett további 7 populációt – afrikai származású délnyugat-amerikai (ASW), Denverből szár-

mazó kínai (CHD), gujatari népcsoporthoz tartozó texasi (GIH), Kenya nyugati részén élő 

Luhya etnikai csoporthoz (LWK), valamint Kenya északi, középső és déli részén élő Maasi 

csoporthoz (MKK) tartozó; mexikói származású Los Angeles-ben élő (MXL) és olaszországi, 

toszkán (TSI) személyek – képviseltek [33]. Ezen adatok megismerése és szabad hozzáférhe-

tősége (https://www.sanger.ac.uk/resources/downloads/human/hapmap3.html) a komplex kór-

képek genetikai hátterét kutató asszociáció elemzések fontos bázisává vált. 

A DNS-szekvencia elemzésének gyors fejlődése hamarosan lehetővé tette a HapMap Pro-

jekt során létrehozott haplotípus térkép felbontásának további növelését. Az 1000 Genom Pro-

jekt 14 etnikai csoport 1 092 személyének genomját elemezte új generációs genom-, illetve 

exom-szekvenálási eljárással. Ebben a vizsgálatban 38 millió SNP-t, 1,4 millió kis, és több mint 

14 000 nagy kiterjedésű inzerció–deléciót határoztak meg [34]. Bebizonyosodott, hogy különö-

sen az alacsony MAF értékű polimorfizmusok meglehetősen nagy földrajzi eltérést mutatnak, 

és a genom-szintű elemzés további betekintést engedett a genom nem fehérje-kódoló régióiban 

elhelyezkedő, biológiai funkcióval rendelkező polimorfizmusok csoportjába is. Az adatok a je-

lenleg aktuális humán genomba (GRCh38) integráltan mind az Ensembl 

(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Info/Index) genom böngésző alkalmazásaival, mind 

az NCBI oldalain (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/faspftp/1000genomes/) mindenki 

számára elérhetők, és számos klinikai genetikai kutatás alapjául szolgálnak napjainkban is [35-

37]. 

A populációk genetikai elemzését célzó orvosi kutatások az Ensembl és az NCBI forrásai 

mellett ma már számos további Internetes adatbázisra támaszkodhatnak. A gnomAD (Genome 

Aggregation Database, https://gnomad.broadinstitute.org/) adatbázis 2014-ben ExAc (Exome 
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Aggregation Consortium) néven 60 000 személy exomszekvenálási eredményét tartalmazta, a 

jelenlegi verzióban több mint kétszerannyi exom-, és közel 16 000 teljes genom-szekvencia ér-

hető el. A feldolgozott minták különböző etnikai csoportokból származnak [38]. A Kaviar 

(http://db.systemsbiology.net/kaviar/) 35 projekt eredményeit egyesítve 77 781 nem-rokon sze-

mély genomja alapján több mint 200 millió polimorfizmus (162 millió SNP és 50 millió rövid 

inzerczó / deléció) adatait tartalmazza [39]. A DGV (Database of Genomic Variants, 

http://dgv.tcag.ca/dgv/app/about?ref=GRCh37/hg19) az egészséges személyekben előforduló, 

legalább 50 bp hosszúságú genomi szekvenciát érintő polimorfizmusok katalógusa [40]. A Mi-

tomap a mitokondriális DNS adatbázisa [41], az OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man® 

https://omim.org/) és az NCBI ClinVar [42] adatbázisa pedig a gyakori és ritka betegségekhez, 

illetve jellegekhez köthető genetikai variációk tárháza. 

Látható, hogy az elmúlt valamivel több mint fél évszázad a genetikai információ megis-

merésében igen nagymértékű előrelépést hozott, és – ahogy a fenti összefoglaló is mutatja – 

rendkívüli mennyiségű adat és tudás érhető már el. Ennek eredményeként számos ritka, mono-

génes betegség oka ismert, és egyre többet tudunk a gyakori, komplex módon öröklődő beteg-

ségek hátterében meghúzódó genetikai tényezőkről is. Bizonyos – ma még nem túl nagyszámú 

– kórkép (pl. 1-es és 2-es típusú cukorbetegség, Alzheimer-kór, emlő- és prosztatarák, gyulla-

dásos bélbetegségek) esetén a genetikai faktorok ismerete alapján a betegségek kialakulására 

való kockázat is megbecsülhető [43]. 
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2 IRODALMI ÁTTEKINTÉS 
Két nem-rokon személy genomja között megközelítőleg 0,5%-nyi eltérés mutatkozik. Ezek a 

különbségek a genetikai variációk, melyeket előfordulási gyakoriságuk (MAF: ritka allél gya-

korisága) alapján hagyományosan mutációknak (MAF < 1%) vagy polimorfizmusoknak (MAF 

 1%) nevezünk. Ismert azonban, hogy a ritka allél frekvenciája jelentős földrajzi, etnikai kü-

lönbségeket mutat, így esetenként célravezetőbb összefoglaló néven genetikai variációkról be-

szélni. 

 

2.1 A genetikai variációk osztályozása 
A genetikai variációkat – szerkezeti szempontból – több csoportba sorolhatjuk (3. ábra). Leg-

nagyobb számban az egypontos nukleotid polimorfizmusok, illetve a pontmutációk fordulnak 

elő, amelyek rendszerint a genom egyetlen nukleotidjának kicserélődését jelentik, de ide tar-

toznak az egyetlen nukleotidot érintő inzerciók és deléciók is. Az NCBI dbSNP-adatbázisában 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) 2022 januárjában több mint 957 millió humán polimorfiz-

mus található, figyelemre méltó, hogy ez a szám négy évvel ezelőtt csupán 672 millió volt 

[XV]. Genomunkban az SNP-k és pontmutációk mellett számos ismétlődési variáció is előfor-

dul. Noha ezek száma alacsonyabb, kiterjedésük és a variációs lehetőségek ugyanakkor nagyob-

bak, így az SNP-knél jelentősebb mértékben járulnak hozzá az emberek közötti genetikai kü-

lönbözőséghez. A viszonylag rövid szakaszokból álló ismétlődések a VNTR-ek (variable 

number of tandem repeats), ezek egyik alcsoportját képezik a legrövidebb szakaszok (2–6 bp) 

ismétlődéséből álló mikroszatelliták (más néven STR-ek, azaz „short tandem repeat”-ek), va-

lamint a valamivel hosszabb (10–100 bp nagyságrend) miniszatelliták [44]. Az ismétlődési va-

riációk különleges csoportját alkotják a CNV-k (copy number variation), melyek igen hosszú 

(104–105 bp) DNS-szakaszok ismétlődését jelentik. Kimutatták, hogy ezek a polimorfizmusok 

– a kisebb kiterjedésű genetikai variációkhoz hasonlóan – egészséges személyek genomjában 

is előfordulnak [45, 46]. 
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3. ábra. Irodalmi áttekintés. A genetikai variációk – mutációk és polimorfizmusok – gyak-

ran egyetlen nukleotid (SNP) máskor akár 104–105 bp hosszúságú DNS-szakaszok variabili-

tását jelentik. Genotipizálásuk rendszerint PCR-alapú eljárásokkal történik. Molekuláris 

funkciójuk kiterjedésüktől, illetve lokalizációjuktól függ: a nem kódoló szakasz polimorfiz-

musai a génkifejeződés szabályozásában játszhatnak szerepet. A polimorfizmusok biológiai 

funkciója különböző molekuláris biológiai eljárásokkal, a komplex jellegek genetikai rizikó-

faktorai pedig GWAS vagy kandidáns gén elemzésekkel azonosíthatók. 
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2.2 A genetikai variációk biológiai hatása 

2.2.1 A genetikai variációk hatása molekuláris szinten 

Mind az egyetlen bázispárt érintő SNP-k és pontmutációk, mind a hosszúság variációk mole-

kuláris biológiai funkciója – a lokalizációval összefüggésben – igen eltérő lehet (3. ábra). Kez-

detben a legtöbb tanulmány a fehérjét kódoló régiókban elhelyezkedő SNP-ket és pontmutáci-

ókat kutatta, mivel ezek esetében közvetlen összefüggés vezethető le a polimorfizmus és a ke-

letkező fehérje aminosavsorrendje között. Legjelentősebb funkcióvesztést a stop kodont létre-

hozó nonsense variációk, illetve a hibás intronkivágódást eredményező báziscserék okoznak, 

ilyenkor ugyanis az eredeti fehérje jelentős része hiányzik. A kódoló régióban elhelyezkedő 

rövid ismétlődési variációk (VNTR-ek) hatását az ismétlődő modul hossza alapvetően befolyá-

solja. A transzláció alapelvéből adódóan (három nukleotid kódol egy aminosavat) ha ez az érték 

hárommal osztható, ismétlődő polipeptid szakasz keletkezésével számolhatunk. Ellenkező eset-

ben viszont a leolvasási keret eltolódik, így a polimorfizmust követő génszakasz jelentése is 

megváltozik, ami gyakran a nonsense és a splice zavart okozó mutációkhoz hasonlóan súlyos 

funkcióvesztéssel jár. A missense variációk a polipeptidlánc egyetlen aminosavát változtatják 

meg, ennek funkcionális következménye – az érintett aminosav lokalizációjának és a csere jel-

legének, az új és eredeti aminosav kémiai hasonlóságának függvényében – igen széles skálán 

mozoghat. Ismert példa arra is, hogy egy báziscsere közvetett hatással rendelkezik. Vonatkoz-

hat ez a missense variációk mellett a szinonim vagy más szóval „same sense” SNP-kre is, me-

lyek bár a fehérje primer szerkezetét nem módosítják, mégsem tekinthetők biológiai szempont-

ból minden esetben hatástalannak. Egy missense vagy szinonim polimorfizmus az mRNS élet-

tartamát is megváltoztathatja, máskor a módosult primer szerkezetű fehérje el sem jut a rendel-

tetési helyére, hanem lebomlik [47, 48]. 

Biológiai, orvosi szempontból – ez utóbbiakhoz valamelyest hasonlóan – távolról sem 

hagyhatók figyelmen kívül azok a polimorfizmusok, melyek fehérje kódoló szakaszok nem 

transzlálódó régióiban, illetve nem fehérje kódoló génekben helyezkednek el. Így van ez ön-

magában amiatt is, mivel maga a genom legnagyobb része ebbe a kategóriába sorolható. Míg 

DNS-ünk csupán 1,2–1,5%-a felel ténylegesen a fehérjék aminosavsorrendjének leírásáért [44], 

legalább egy szövetben adott körülmények között a genom akár több mint 90%-a átíródik RNS-

re [49, 50]. Az itt elhelyezkedő genetikai variációk biológiai hatása azonban legtöbb esteben a 
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DNS-szekvencia elemzése alapján csak alig jósolható meg, így sok esetben még ma is izgalmas 

kihívás ezen polimorfizmusok szerepének feltárása. Molekuláris biológiai jelentőségük, vala-

mint a bemutatásra kerülő kutatási eredmények szempontjából kiemelhetők a gének promote-

rében, valamint 3’ UTR-ében elhelyezkedő polimorfizmusok. 

A fehérjék túlnyomó többségének kifejeződése és működése az eukarióta sejtben pontos 

szabályozás alatt áll, ami több szinten (transzkripció, poszttranszkripció, transzláció, poszt-

transzláció) valósul meg, és a genetikai polimorfizmusok hatása nélkül is igen összetett folya-

mat. A szabályozási lépésekben szerepet játszó komplexek kialakulása önmagában összetett, 

ráadásul nem ritka az egyes szintek közötti kapcsolat, ami akár klinikai jelentőségű is lehet: egy 

miRNS befolyásolhatja egy transzkripciós faktor kifejeződését [51], máskor egy hosszú, nem 

kódoló RNS (lncRNS) köthet meg egy miRNS-t, így az lncRNS transzkripció szintű szabályo-

zása hatással van az adott miRNS és célgénjeinek interakciójára [52]. A genetikai polimorfiz-

musok ezeket az önmagukban is igen bonyolult folyamatokat tovább modulálják. Akár a transz-

kripciós faktor génjének kódoló szekvenciájában lévő variáció, akár a célgén promoterében, az 

adott transzkripciós faktor kötőhelyében elhelyezkedő polimorfizmus befolyásolhatja az 

mRNS-szintézis aktivitását, és ismertek az ún. CpG-SNP-k is, melyek az epigenetikai, metilá-

ciós mintázat módosítása révén hatnak a transzkripcióra [53]. 

A kb. 22 nukleotid hosszú érett miRNS-ek leggyakrabban az mRNS-ek 3’ UTR-hez, rit-

kábban 5’ UTR-éhez vagy kódoló szakaszához kötődve fejtik ki szabályozó hatásukat. A miR-

TarBase adatbázis több, mint 360 000 kísérletesen validált, a mirWalk pedig ennél is lényege-

sen nagyobb számú, többségében csupán jósolt mRNS–miRNS interakciót tartalmaz, ami jól 

mutatja ezen szabályozás rendkívül összetett, hálózatos jellegét. A kölcsönhatások jelentős ré-

sze azonban csupán szekvencia illesztés alapján jósolt. Bár tekintettel arra, hogy RNS–RNS 

kapcsolatról van szó, feltételezhetnénk, hogy a molekulák bázissorrendje alapján a szabályozás 

hatékonysága könnyen előre jelezhető, a folyamat azonban mégis jóval bonyolultabb. Ennek 

oka részben az, hogy az mRNS és a miRNS kapcsolódását döntően, a miRNS 5’ végétől szá-

mított 2–8. nukleotid közötti szakasz, az ún. „seed” régió határozza meg, amit azonban a 

miRNS 3’ végi régiója modulálhat. Ehhez adódik hozzá a polimorfizmusok hatása: a két RNS 

közötti kapcsolódás hatékonysága ugyanis értelemszerűen megváltozik, ha azok szekvenciája 

módosul. Érdekes azonban, hogy míg a célgének 3’ UTR-ében, a miRNS-ek kötőhelyében vi-

szonylag nagy számú SNP (ún. miR-SNP) található, addig miRNS-ek génjében, különösen a 

               dc_1984_22



A genetikai variációk biológiai hatása  Irodalmi áttekintés 

 19 

„seed” a szekvenciát kódoló szakaszokban kevesebb polimorfizmus van [54], ami talán a 

miRNS-eken keresztül megvalósuló szabályozás fontosságára utalhat. 

 

2.2.2 A genetikai variációk hatása a fenotípusra 

A jelentős biológiai funkcióvesztést okozó mutációk gyakran monogénes módon különböző 

súlyosságú öröklődő betegséghez vezetnek. Mivel ezekben az esetekben lineáris és direkt ösz-

szefüggés figyelhető meg a genetikai variáció (rendszerint mutáció) és a fenotípus között, így 

a legtöbb ilyen kórkép, illetve a háttérben meghúzódó genetikai ok mára már ismertté vált. A 

század eleje, a humán genom szekvenciájának feltárása óta ugyanakkor ugrásszerűen megnőtt 

azoknak a kutatásoknak a száma, melyek a multifaktoriális, komplex módon öröklődő betegsé-

gek genetikai rizikófaktorainak azonosítását célozzák (3. ábra). Hamar kiderült, hogy a kihívás 

nagyobb [27], mint azt a Humán Genom Projekt lezárásakor remélték. A komplex jellegek ki-

alakításában szerepet játszó környezeti és genetikai tényezők ugyanis bonyolult hálózatként 

egymást is befolyásolva rendkívül összetett rendszert alkotnak, melyben egy-egy alkotóelem 

(akár környezeti, akár genetikai faktor) hatása kicsi, és önmagában rendszerint sem nem elég-

séges, sem nem szükséges feltétele az adott fenotípus megjelenésének. 

 

2.2.2.1 A D4-es dopamin receptor 

A pszichogenetikai asszociáció vizsgálatok úttörő munkája a D4-es dopamin receptor (DRD4) 

gén 3. exonjában lévő 48 bp-os VNTR és az „újdonságkeresés” személyiségjegy közötti kap-

csolat leírása volt [55]. 

A dopamin a katekolaminok közé tartozó ingerület-átvivő, szerepet játszik a mozgássza-

bályozásban, a neuroendokrin működésben, és befolyásolja az érzelmek, indulatok kifejeződé-

sét. Ennek megfelelően idegrendszerünkben három fő dopaminerg rendszer különíthető el. A 

substantia nigrából a nucleus caudatus és a putamen felé irányuló pálya a mozgások kivitelezé-

sében nélkülözhetetlen. A mezolimbikus pálya a prefrontális kéreghez, az amygdalához és a 

hippocampushoz vezet, a limbikus rendszer részeként fontos az érzelmek, indulatok szabályo-

zásában. Az endokrin funkciók szabályozója a hypothalamus nucleus arcuatusából a hypophy-

sishez vezető pálya. 
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A dopamin receptorok hét transzmembrán régióval rendelkeznek. A DRD4 agonista kötő-

désekor a Gi fehérjét aktiválja, ennek következtében a sejten belül az adenil-cikláz gátlódik, így 

a cAMP-szint csökken. 

A dopamin rendszer és a DRD4 – ennek megfelelően – számos jelentős klinikai vonatko-

zással rendelkezik. A szkizofrénia hátterében központi idegrendszeri dopamin túlsúly áll, a be-

tegek agyában post mortem elemzések tanúbizonysága szerint a DRD4 mennyisége jelentősen 

emelkedett [56], és a kezelés során használt atípusos antipszichotikum, a clozapin is ehhez a 

receptorhoz kötődik legmagasabb affinitással [57]. 

A gén 3. exonjában elhelyezkedő 48 bp-os ismétlődési polimorfizmust napjainkig nagy 

érdeklődés övezi. Ez a génrégió a harmadik citoplazmatikus hurok kódolásában játszik szere-

pet, melynek funkciója a G-fehérjével való kapcsolat. Az ismétlődési szám 2 és 10 között vál-

tozhat, ami a polipeptidláncban egy 16 aminosav hosszúságú szakasz ismétlődését eredmé-

nyezi, ahol ez egyes modulok egymástól kis mértékben különbözhetnek (4. ábra) [58]. Meg-

lepő, hogy a polimorfizmus a receptorfehérje funkció szempontjából egyik alapvető részét 

érinti, az egyes formák – a legrövidebbtől a leghosszabbig – mégis mind működőképesek, 

ugyanakkor a gyakori „hosszú” változat, a 7 allél által kódolt fehérje hatékonysága kb. fele 

akkora, mint a leggyakoribb 4 vagy a 2 változatú receptoré [59]. Érdekes, hogy a polimor-

fizmussal asszociációt mutató fenotípusok és betegségek elemzését mindmáig nagy érdeklődés 

övezi, ugyanakkor további molekuláris szintű vizsgálat a különböző receptorfehérjék működé-

sére vonatkozóan alig található a szakirodalomban [60]. 

A DRD4 3. exonjában lévő VNTR-rel kapcsolatos korai eredmény a hosszú (7) változat 

és a Cloninger féle pszicho-biológiai személyiség-modell újdonságkeresés dimenziója között 

írt le összefüggést [55, 61]. Az eredményt a későbbiekben nem sikerült minden esetben kimu-

tatni [62, 63], az asszociációt ugyanakkor több tanulmány – köztük egy nemrég megjelent me-

taanalízis [64] – megerősítette [65, 66]. Ezek az ellentmondó eredmények önmagukban felhív-

ják a figyelmet a genetikai asszociáció vizsgálatok jellemző technikai nehézségére: a komplex 

jellegek esetén az egyes, önmagukban kis hatású genetikai faktorok kimutatása nem könnyű 

feladat, ahol mind az álpozitív, mind az álnegatív eredményekre fontos figyelmet fordítani. 
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A VNTR-t számos további jelleggel – szexuális érdeklődés [67], különböző személyiség-

jegyek [68], dohányzás [69] – hozták összefüggésbe, valamint asszociációt mutattak ki a poli-

morfizmus és egyes pszichiátriai rendellenességek, illetve betegségek, mint a szorongás [70], a 

figyelemhiányos hiperaktivitás [71] és a szerfüggőség, illetve abúzus [72, 73] között. 

Említésre méltó, hogy míg a gyakran modellként alkalmazott rágcsálók hasonló polimorf 

régióval nem rendelkeznek, a kutya DRD4 génjének 3. exonjában található egy, a humán 

VNTR-nek valamelyest megfelelő ismétlődési polimorfizmus. Ez a VNTR azonban nem 48, 

hanem 27, 39 és 12 bp-os modulokból áll, és a régió variabilitását a 39 és a 12 bp nagyságú 

elemek változó számú és sorrendű előfordulása adja (4. ábra) [74]. A kutya – emberrel együtt 

„szocializált” életmódja miatt – a viselkedésgenetikai vizsgálatok során a patkánynál vagy az 

egérnél jobb modellnek tekinthető: számos kutyafajtában figyeltek meg asszociációt az egyes 

allélváltozatok, illetve az állatokra jellemző különböző viselkedésjegyek között [75]. 

 

 

4. ábra. A DRD4 gén 3. exonjában lévő VNTR leggyakoribb allélvariánsai emberben és 

kutyában. A Az emberben lévő polimorfizmus 48 bp-os modulokból áll, ezek bázissorrendje 

azonban kis mértékben eltér egymástól [76]. B A kutyák ismétlődési variációja 12, 27 és 39 

bp nagyságú blokkokból áll, melyek száma és sorrendje is különbözhet. 

A DRD4 génben természetesen számtalan további polimorfizmus található. A gén promo-

terében a mindmáig „–521C/T SNP”-ként említett rs1800955 polimorfizmus T allélja in vitro 

mérések alapján csökkent mennyiségű mRNS képződéséhez vezet [77]. Az SNP több, az új-

donságkereséssel kapcsolatba hozható fenotípus mellett [78, 79] a szkizofrénia genetikai rizi-

kófaktoraként is felmerül [80]. A transzkripciós startponttól kissé távolabb található egy 120 
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bp-os duplikáció, mely sejtes rendszerben hatással van a transzkripciós aktivitásra [81], befo-

lyásolja a clozapin-kezelés hatékonyságát [82], és – más polimorfizmusokkal együtt – össze-

függésben állhat a figyelemhiányos hiperaktivitással [83]. 

 

2.2.2.2 A wolframin 

A wolframin fehérje, illetve genetikai variációk okozta működésváltozása szintén összefüggés-

ben áll központi idegrendszeri, neuropszichiátriai funkciókkal. 

A wolframin az endoplazmás retikulum membránjában elhelyezkedő glikoprotein, 9 

transzmembrán szakasszal rendelkezik, N-terminális régiója a citoplazma, C-terminálisa pedig 

az endoplazmás retikulum lumene felé helyezkedik el. Csaknem minden szövetben kifejeződik, 

legmagasabb expressziót a szívben, a központi idegrendszerben [84], valamint a hasnyálmirigy 

-sejtjeiben és inzulinoma sejtvonalakon mutattak ki [85]. Számos megfigyelés utal arra, hogy 

a wolframin fontos szerepet játszik a hasnyálmirigy szigetsejtjeinek inzulintermelésében. Inzu-

linszekréció és endoplazmás retikulum stressz során a wolframin expressziójának aktivitása 

megemelkedik: az IRE1, valamint a PERK útvonalakon keresztül a fehérje hozzájárul az en-

doplazmás retikulum egyensúlyának fenntartásához [86]. Mesterségesen létrehozott wolframin 

hiányos egerekben glükóz hatására az inzulinszekréció nem emelkedik, progresszív inzulinhi-

ány és diabetes mellitus figyelhető meg. Az állatokból izolált szigetsejtekben immunhiszto-

kémiai elemzések csökkent -sejtszámot mutattak ki, magas glükózkoncentráció és endoplaz-

más retikulum stressz következtében kialakuló apoptózis volt megfigyelhető [87]. Kimutatták, 

hogy a wolframin nem csak a -sejtek endoplazmás retikulumában van jelen, hanem a szekre-

tált granulumok membránjában is megtalálható, és a kémhatás szabályozása révén hozzájárul a 

proinzulin–inzulin átalakuláshoz és az exocitózishoz [88]. Fény derült emellett arra is, hogy a 

wolframin kalmodulint köt, így számos celluláris fehérjével és Ca2+-függő folyamattal áll kap-

csolatban, valamint szerepet játszik a sejten belüli Ca2+-egyensúly fenntartásában [89]. 

A wolframin fehérje funkciókiesése ismert jelenség emberben: a Wolfram- vagy 

DIDMOAD-szindrómaként számon tartott ritka, autoszomális recesszív módon öröklődő neu-

rodegeneratív kórkép (OMIM 222300) szerteágazó klinikai jegyeket mutathat: diabetes 

insipidus, diabetes mellitus, optikus atrófia és siketség (deafness) mellett más neuropszichiátriai 
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tünetek (ataxia, nisztagmus, perifériális neuropátia, mentális retardáció, pszichiátriai rendelle-

nességek) is kialakulhatnak [90]. A betegség klinikai megjelenése igen változatos, leggyakrab-

ban a nem autoimmun, inzulinfüggő diabetes mellitus alakul ki először 6 éves kor körül, s a 

génben máig azonosítanak különböző manifesztációt eredményező új mutációkat [91]. A prog-

nózis meglehetősen kedvezőtlen, fiatal felnőtt korban a neurodegenratív folyamatok rendszerint 

centrális légzési elégtelenséghez vezetnek [92]. 

A Wolfram-szindróma jellegzetes tüneti alapján vetődött fel annak gondolata, hogy a gén 

mérsékeltebb funkcióváltozást okozó polimorfizmusai a diabetes mellitus, valamint különböző 

neuropszichiátriai rendellenességek örökletes komponensei lehetnek. Egy genom szintű asszo-

ciációvizsgálat a T2DM (2-es típusú cukorbetegség) és a gén rs4689388 SNP-je között mutatott 

ki asszociációt [93], emellett az rs1046320 és az rs10010131 polimorfizmusokat szintén a be-

tegség rizikófaktoraiként azonosították [94, 95]. Asszociációt írtak le a T2DM és a wolframin 

kifejeződésének szabályozásában vélhetően szerepet játszó két SNP között: az rs1801214 poli-

morfizmus a metilációs mintázat módosítása révén, a gén 3’ UTR-ében elhelyezkedő 

rs1046320 SNP pedig miRNS bekötődésének megváltoztatásával járulhat hozzá a sejtben jelen 

lévő fehérje mennyiségének meghatározásához [96]. Ezek az eredmények egy koncepcionális 

kérdésre világítanak rá. Egy génen belül egymástól nem túl nagy távolságban elhelyezkedő 

SNP-k között gyakran LD figyelhető meg. Ez azt is eredményezheti, hogy a genotípus–fenotí-

pus asszociáció olyan polimorfizmusokkal is statisztikailag kimutatható, melyek tényleges bi-

ológiai hatással nem rendelkeznek. Egy adott jelleg hátterében álló kromoszóma szakaszok, 

illetve gének azonosításához ez nem is feltétlen szükséges, ugyanakkor a betegségek kialaku-

lásában szereplő molekuláris folyamatok megértéséhez (és esetleges befolyásolásához) az 

SNP-k részletes LD-, haplotípus- és funkcionális elemzése elengedhetetlen. 

A Wolfram-szindróma tüneteinek megfelelően a gén polimorfizmusai pszichiátriai rend-

ellenességek genetikai rizikófaktoraiként is felvetődnek. Hangulatzavarral kapcsolatban pozitív 

és negatív eredmények egyaránt fellelhetők a szakirodalomban [97, 98], a gén aminosavcserét 

okozó mutációi szkizofréniával és affektív zavarokkal nem mutattak szignifikáns összefüggést 

[99], a témában megjelent közlemények száma azonban lényegesen alacsonyabb, mint a WFS1 

és a T2DM összefüggését kutató publikációké. 
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2.2.2.3 A SNAP-25 

A szinaptoszóma-asszociált fehérje-25 szintén nélkülözhetetlen a központi idegrendszer meg-

felelő működéséhez, de érdekes módon – a wolframinhoz hasonlóan – szerepet játszik a has-

nyálmirigy -sejtjeinek inzulin szekréciójában is [100]. A fehérje a SNARE (soluble N-

ethylmaleimide sensitive factor attachment protein receptor) komplex részeként részt vesz az 

intracelluláris vezikulumok exocitózisában. Ennek kulcslépése a vezikulumok sejtmembránnal 

történő összeolvadása, melyben alapvető a v-SNARE (vezikuláris) és t-SNARE (target) fehér-

jék közötti nagy affinitású kölcsönhatások létrejötte [101]. A SNAP-25 a szintaxin 1-gyel 

együtt a t-SNARE alkotója, nem rendelkezik transzmembrán régióval, csupán egy palmitát se-

gítségével kötődik a membránhoz [102] 

A SNAP-25 fehérje funkcióját állatkísérletek eredményei is magyarázzák. A coloboma 

egér a 2. kromoszómán egy 4,2 Mb hosszúságú deléciót hordoz, mely magában foglalja a 

SNAP-25 gént is. A deléció homozigóta formában az élettel nem bizonyult összeegyeztethető-

nek: az állatok a 6. embrionális nap előtt elpusztultak. A delécióra nézve heterozigóta egerek 

életben maradtak, azonban lokomotoros aktivitásuk lényegesen magasabb volt, mint a kontroll 

állatoké [103]. 

A SNAP-25 karakterizálása során ismertté vált, hogy a génről két különböző transzkripciós 

variáns keletkezhet, melyek különböző 5. exont tartalmaznak, ami fehérjeszinten 9 aminosav 

eltérésében mutatkozik meg. Megfigyelték, hogy az egerek fejlődése során a két izoforma ará-

nya megváltozik: míg a prenatális korban a SNAP-25 a izoforma mennyisége magasabb, a szü-

letés utáni hetedik napon a b változat válik dominánssá [104]. A fehérje b izoformájának sze-

lektív hiánya (a SNAP-25 azonos összmennyisége mellett) egerekben fejlődésben való elmara-

dást és spontán görcsöket okozott, a hippokampusz területén morfológiai eltérések jelentek 

meg, és a tanulás, térbeli tájékozódás terén az egészséges állatokhoz képest jelentős lemaradás 

volt megfigyelhető [105]. Egerekből származó minták vizsgálata alapján a két izoforma mak-

roszkópos és szubcelluláris lokalizációja is eltérő: a b izoforma kifejeződése az agy egész terü-

letére, a szinapszisokban gazdag régiókra, szubcellulárisan pedig a membrán frakcióra jel-

lemző, a SNAP-25 a variáns ezzel szemben főképp a rosztrális területeken, a citoszólban fordul 

elő [106]. 

A SNAP-25 3’ UTR-ében elhelyezkedő 2 SNP-t (rs3746544 és rs1051312) több vizsgálat 

a figyelemhiányos hiperaktivitás rizikófaktoraként azonosította, és megfigyelték, hogy az 
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ADHD-hoz kapcsolódó major depresszió jelenléte esetén az asszociáció még kifejezettebb 

[107, 108]. A SNAP-25 fehérje mennyiségét bipoláris hangulatzavarban szenvedő betegek 

agyának frontális lebenyében, a 9. Brodmann-féle kérgi mező területéről származó post mortem 

mintákban vizsgálták, és megállapították, hogy a SNAP-25 mennyisége – mind mRNS-, mind 

fehérjeszinten – szignifikánsan alacsonyabb, mint a pszichiátriai betegségben nem szenvedő 

személyekben. Bár hasonló eltérés szkizofréniában szenvedő betegek esetén nem volt megfi-

gyelhető [109], a gén polimorfizmusai és a betegség előfordulása között gyenge összefüggés 

kimutatható [110]. 

 

2.2.2.4 A 4-es komplement komponens 

Az MHC régióban elhelyezkedő 4-es komplement komponens fehérje génje variabilitását te-

kintve jelentősen eltér az eddig példaként bemutatott génektől.  

A humán DNS szekvenciájának feltárása során, illetve azt követően vált ismertté, hogy 

genomunkban nagy számban fordulnak elő akár 105 bázispár hosszúságú szakaszokat érintő 

duplikációk, ismétlődések, illetve deléciók, melyeket összefoglaló néven CNV-nek nevezünk. 

Ezek a polimorfizmusok egészséges személyek genomjában is igen nagy számban előfordulnak 

[45, 46], nem okoznak jelentős funkcióváltozást, illetve -károsodást, egyenként feltételezhetően 

kis hatásúak, és – a rövid szakaszokat érintő genetikai variációkhoz hasonlóan – hozzájárulhat-

nak a komplex jellegek genetikai hátterének meghatározásához. Ilyen CNV található a 6. kro-

moszóma rövid karján elhelyezkedő MHC-régióban, mely genomterület abból a szempontból 

is különleges, hogy ezen a szakaszon igen nagy kiterjedésű, rendkívül konzervált ősi haplotípus 

struktúrák vannak jelen. Az ősi haplotípusok konzervált, folyamatos szekvenciák, amelyek több 

ezer bázispár hosszúságú „befagyott blokkokból” állnak. Ezekben a régiókban nagyszámú, kap-

csoltan öröklődő polimorfizmus található, és érdekes módon rekombináció csak a blokkok kö-

zött történik, a rögzült szekvenciák viszont állandósult módon örökítődnek tovább generációról 

generációra [111]. 

Az MHC régió génjei három osztályba sorolhatók: a telomerhez közelebb található az 

MHC I, középen helyezkedik el az MHC III, a 6. kromoszóma centromer szakasza felé pedig 

az MHC II lokalizálódik. Ez utóbbi régió génekben – az egész genom viszonylatában is – rend-

kívül gazdag. Itt helyezkedik el az ún. RCCX-modul, melyet szerkezeti egységet képezve egy 

nukleáris protein kináz (RP), a 4-es komplement komponens (C4), a 21-hidroxiláz (CYP21) és 
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a tenaszcin-X (TNX) génje alkot. A négy génből álló modult sajátos tulajdonságú ismétlődési 

variáció jellemzi létrehozva az egy, kettő vagy három kópiát tartalmazó komplexet (5. ábra) 

[112]. A magi szerin / treonin kinázt kódoló RP génből az ismétlődési számtól függetlenül min-

dig csak egy aktív (RP1), a további modulokban elhelyezkedő RP2 részleges duplikáció révén 

jött lére, és nem kódol működő fehérjét. A 21-hidroxiláz enzim (CYP21) a glükokortikoid és 

mineralokortikoid hormonok szintézisének egyik lépését katalizálja. Az előzőhöz hasonlóan 

minden esetben csak egy blokk kódol működő enzimet (CYP21B), az „A”-val jelölt pszeudo-

génről egy 8 bázispáros deléció következtében kialakuló kereteltolódás, illetve korai stop kodon 

miatt nem íródik át aktív fehérje. Ugyanígy csak a modulok utolsó tagjában elhelyezkedő TNXB 

génről keletkezik működőképes extracelluláris mátrix fehérje, a TNXA kereteltolódást tartal-

maz. Ezzel szemben – érdekes módon – a 4-es komplement fehérje (C4) génje a modulokat 

felépítő mindegyik építőelemben aktív, így genomunkban akár 6 működő C4 gén is jelen lehet, 

és megfigyelték, hogy a képződő fehérje mennyisége a génszámmal összefüggést mutat [113]. 

 

 

5. ábra. Az „RCCX”-modul. Az ismétlődő elemeket a magi szerin / treonin kináz (RP), a 

C4-es komplement fehérje (C4), a 21-hidroxiláz (CYP21) és a tenaszcin-X aktív (sötétebb) 

és inaktív (világosabb) génjei alkotják. 

A már önmagában sem szokványos genomi konstellációt tovább tarkítja, hogy a változó 

számban jelenlévő C4 géneknek két különböző típusa, a C4A és a C4B ismert. Így nem csak az 

abszolút génszám, hanem a két izoforma aránya is variabilitást mutat [112]. Bár a két változat 
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csupán a 26. exon 5 nukleotidjában tér el egymástól, ami fehérje szinten 4 aminosav különbsé-

gét eredményezi, a két fehérje funkciója mégis valamelyest eltérő. 

A C4 gén leginkább a májban fejeződik ki, és a jelen lévő fehérje mennyisége alapvetően 

a génszámtól függ [114]. A komplementrendszer az immunválasz alapvető résztvevője. A kór-

okozók opszonizálásában, illetve lízisében, valamint a saját sejtek károsodásának gátlásában 

egy kaszkád módjára aktiválódó enzimrendszer vesz részt. Ennek során a C4 fehérje limitált 

proteolízissel aktívvá válik, és a felszínre kerülő tioészter kötés segítségével kapcsolódni tud az 

antigénhez, valamint hozzájárul a C2-proenzim aktiválásához. A C4A és C4B változatban az 

1101–1106. pozícióban 4 aminosav tér el egymástól, melyek közül a célmolekulával kapcsola-

tos eltérő kölcsönhatásért elsősorban az 1106. aminosav felel, ami a C4A fehérjében aszpartát, 

a C4B izoformában hisztidin. A C4A elsősorban aminocsoporttal rendelkező antigénhez kötő-

dik, a C4B-ben a hisztidin egy köztitermék kialakulásán keresztül segíti elő a tioészter-kötés 

transzacetilációját, de az intermedier hamar lebomlik, ennek az izoformának hidroxil-csoport-

hoz magasabb az affinitása [112]. 

A populáció csaknem háromnegyedében két egységből álló RCCX modul található mind-

két kromoszómán, melyek egy-egy C4A és C4B fehérjét kódolnak. Csökkent C4 mennyiség 

következtében romolhat a fertőzésekkel szembeni ellenállóképesség, az emelkedett génszám, 

illetve fehérjemennyiség pedig autoimmun kórképek kialakulását eredményezheti. Nem ritka 

(25–33%) a két izoforma arányának eltolódása, illetve valamelyik változat teljes hiánya sem. 

A C4A mennyiségének csökkenése a fertőzésekre való fokozott hajlam mellett szisztémás lupus 

erythematosus (SLE) [115, 116], valamint érkárosodás talaján fiatalkorban kialakuló miokar-

diális infarktus rizikófaktora lehet [117]. A C4B-hiány következtében erythema nodosum [118] 

és IgA-nefropátia [119] kialakulásáról számoltak be. A C4-es komplementrendszer rendkívüli 

genetikai változatossága miatt napjainkban is sok kutatás érdeklődésének középpontjában áll 

[120]. Összefüggést mutattak ki az alacsony C4A géndózis és a pajzsmirigy autoimmun túlmű-

ködése, a Graves–Basedow-kór között [121], a megemelkedett C4A génszám pedig az időskori 

makuladegeneráció genetikai rizikófaktora lehet [122], és felvetődött a C4-aktiválódás és a ko-

ronavírusfertőzés talaján kialakuló diffúz mikrovaszkuláris trombózis közötti kapcsolat lehető-

sége is [120]. 
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2.3 A genetikai variációk elemzése 

2.3.1 A genotípus meghatározása 

A genetikai mutációk és polimorfizmusok vizsgálata mind a kutató-, mind a klinikai munka 

feladata lehet. Bármelyikről is legyen szó, nagyszámú minta egy vagy több polimorfizmusának 

gyors, megbízható és reprodukálható elemzése a cél. Lényeges tehát a megfelelő technika ki-

választása (3. ábra), melynek során szem előtt kell tartani a vizsgálandó polimorfizmusok típu-

sát (SNP, VNTR, CNV) és számát is. Kisszámú lókusz meghatározása célzott eljárásokkal 

gyorsan, pontosan, hatékonyan és gazdaságosan megvalósítható, ugyanakkor ma már a klinikai 

diagnosztika során is helyet kapnak azok a nagy áteresztőképességű eljárások (pl. NGS), me-

lyek genomszintű elemzést is lehetővé tesznek [123]. 

 

2.3.1.1 A genotipizáló módszerek alapelve, VNTR-ek elemzése 

A célzott genotipizáló technikák többsége a vizsgált genomszakasz polimeráz láncreakcióval 

(PCR) történő felsokszorozásán, és a kapott DNS-termékek elektroforetikus illetve fluoresz-

cens analízisén alapul. A PCR során az adott genetikai variációt tartalmazó régióról ciklusos 

folyamatban nagyszámú azonos másolat keletkezik. Mivel a reakciót katalizáló DNS-függő 

DNS-polimeráz egy új lánc felépítését elkezdeni nem tudja, csupán már jelen lévő molekulát 

képes meghosszabbítani, így mesterséges, egyszálú DNS-molekulákkal, a primerekkel megha-

tározható az elemezni, illetve felsokszorozni kívánt régió. Az emberi genom szekvenciájának 

feltárása ennek megfelelően jelentős előrelépés volt ezen a területen is, mivel a vizsgált genomi 

régiók bázissorrendjének ismerete elengedhetetlen a primertervezés során. Egy PCR-hez leg-

alább két primerre van szükség: ezek úgy kötődnek a minta-DNS egyik illetve másik láncához, 

hogy a 3’ végük egymás felé tekint, így a ciklusos folyamat során a primerek által közrefogott 

régióról exponenciálisan növekvő számú másolat jön létre. A képződő DNS-fragmentumok gé-

lelektroforetikus technikákkal vagy real-time PCR esetén a folyamat során képződő fluoresz-

cens jel mérésével azonosíthatók. 

Az egyszerű, horizontális, alámerülő agaróz gélelektroforézist mindmáig széleskörűen al-

kalmazzák DNS-fragmentum analízisre. A technika közel egy évszázaddal ezelőtti felfedezése 

óta azonban igen sokat fejlődött, számos hatékony, érzékeny, gyors és automatizált változatát 

kidolgozták. 
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A kapilláris elektroforézis több eltérő alkalmazási lehetőséget kínál, melyekhez csak a 

vizsgálat során használt kapillárist, sőt esetenként csupán a futtató puffert és egyéb anyagokat 

kell kicserélni. A kapilláris kis belső átmérője (20–180 µm) miatt az elektromos ellenállás igen 

nagy, ami magas (100–1000 V/cm-es) elektromos térerő alkalmazását teszi lehetővé, mivel az 

áramerősség és a hőfejlődés még így is alacsony marad. A nagy térerő rövid mérési időt és nagy 

felbontást eredményez, a valós idejű UV vagy lézer indukált fluoreszcencia elvén megvalósuló 

detektálás pedig magas érzékenységet biztosít [124]. Egyes berendezések 96 minta egyidejű 

analízisét is lehetővé teszik, az ilyen nagy áteresztőképességű eszközök jelentősen hozzájárul-

tak a Humán Genom Projekt sikeres megvalósításához. 

A technika legegyszerűbb változata a kapilláris zóna-elektroforézis, mely ionok tömeg–

töltés arány szerinti elválasztását teszi lehetővé. Ebben a rendszerben számolni kell az elekt-

roozmotikus áramlás létrejöttével, ami a kapilláris falán lévő szilanol csoportok (SiO–) miatt 

alakul ki. A negatív kapilláris az oldatban lévő pozitív töltésű részecskéket magához vonzza, 

az így keletkező „pozitív falú cső” elmozdul a negatív pólus irányába, ami lényegében a kapil-

lárisban lévő folyadék tömegtranszportját jelenti. Ez hozzáadódik az ionok saját mobilitásához, 

ennek következtében a negatív ionok és a töltéssel nem rendelkező molekulák is a katód felé 

vándorolnak [125]. DNS analízishez a kapillárist valamilyen géllel kell megtölteni (kapilláris 

gélelektroforézis), mivel az eltérő méretű molekulák tömeg–töltés aránya azonos, így ezek ka-

pilláris zóna-elektroforézis segítségével nem választhatók el egymástól. A jól reprodukálható 

elválasztás ebben az esetben viszont az elektroozmotikus áramlás minimalizálását teszi szük-

ségessé: a kapillárisfal kémiai módosítására például metil-cellulóz, poliakrilamid vagy polieti-

lén-glikol [126] alkalmas. 

A technika és a molekuláris genetika általános fejlődési tendenciáinak megfelelően a mi-

niatürizálás az elválasztástechnikák körében is tért hódított. Sok minta gyors vizsgálata esetén 

ez számos előnnyel jár. Lerövidül az elektroforetikus analízisek időtartama (perc–másodperc 

nagyságrend), kis területen párhuzamosan több minta elemezhető, több lehetőség kínálkozik az 

automatizálásra, ami számottevő munka-, idő-, anyag- és költségmegtakarítást jelent [127]. 

A mikrofluidikai eszközök miniatürizált kapilláris elektroforézis berendezéseknek tekint-

hetők: a minták analízise egy kisméretű üveg- vagy műanyaglap csatornáiban történik. Ez a 

rendszer a méretcsökkenésből származó előnyökön túl még egy ígéretes lehetőséget kínál: a 

hagyományos kapilláris elektroforézissel szemben csatornák összetett, két dimenziós hálózata 
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alkotható meg, ami az elektroforézist megelőző lépések integrálását is lehetővé teszi. Ezen el-

rendezés segítségével hagyományosan több lépésből álló analízisek egyszerűen, hatékonyan, 

akár a mintavétel helyszínén megvalósíthatók („lab on chip”) [128]. A lapkában lévő kapillári-

sok rendszerint 10–40 µm szélesek és 60–200 µm magasak. A csatornák a chip felszínén lévő 

nyílásokban végződnek, itt történik az oldatok (minta, puffer, elválasztó mátrix) betöltése. Az 

ide csatlakozó elektródokkal a csatornákban különböző nagyságú és polaritású elektromos me-

zők hozhatók létre, ami nem csak az elektroforetikus elemzést, hanem az anyagok egyszerű 

mozgatását is lehetővé teszi. A legegyszerűbb mikrofluidikai eszközök két egymást keresztező 

csatornát tartalmaznak. A rövidebben történik a minta bejuttatása, a hosszabban az elválasztás. 

Természetesen ennél lényegesen bonyolultabb felépítésű rendszerek is léteznek, az alkalmazási 

lehetőségek száma pedig csaknem végtelen: a „klasszikus” elektroforetikus analíziseken túl ví-

rusok, baktériumok kimutatása, de akár tumor sejtek izolálását követő transzkriptom analízis is 

megvalósítható [128]. 

A polimorfizmust tartalmazó genomi régió PCR-rel történő amplifikálásával, majd azt kö-

vetően a – megfelelő platformon megvalósított – elektroforetikus analízissel a kis kiterjedésű 

ismétlődési variációk (mikroszatelliták és VNTR-ek) genotipizálása elvégezhető, mivel ebben 

az esetben éppen az adott DNS-szakasz hosszát kell meghatározni. Ennek megfelelően a vizs-

gált régió felsokszorozható egy primerpárral, mely közrefogja az érintett szekvenciát, majd a 

PCR-termékek gélelektroforetikus analízisével az ismétlődési szám leolvasható. Technikai ne-

hézséget jelenthetnek azok a polimorfizmusok (mikroszatelliták és rövid inzerciók, deléciók), 

melyeknél az ismétlődő egység hossza nagyon kicsi, mivel ilyenkor a hagyományos horizontá-

lis agaróz gélelektroforézis felbontóképessége nem minden esetben megfelelő az egyes allélok 

megbízható elkülönítésére. Ilyen genetikai variációk elemzése során a kapilláris elektroforézis 

[I] vagy a mikrofluidikai eszközök [X] alkalmazása jelentheti a megoldást [129]. 

 

2.3.1.2 SNP-k genotipizálása 

 SNP-k tanulmányozása során ugyanakkor további, illetve eltérő eljárásokra van szükség a ge-

notípus elemzése során. Ennek oka az, hogy a genetikai variáció az érintett DNS-szakasz hosz-

szát nem befolyásolja, így a PCR-rel történő amplifikáció, majd a keletkezett termékek elekt-

roforetikus méret-meghatározása önmagában nem alkalmas a genotípus meghatározására. Szá-

mos technikát dolgoztak ki az elmúlt évtizedek alatt, melyekkel a DNS-szekvencia eltérése, 
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azaz az SNP gélelektroforézissel kimutatható hosszúságkülönbséggé vagy valamilyen fluoresz-

cens szignállá konvertálható. 

Az RFLP (restrikciós fragmentum hosszúság polimorfizmus) lényege a II-es típusú rest-

rikciós endonukleázok alkalmazása. Ezek az enzimek igen specifikusan, egy adott szekvenciá-

nál hasítják a dupla szálú DNS mindkét láncát. Ha egy SNP vagy pontmutáció egy endonukleáz 

felismerőhelyén található, akkor az adott szekvenciát az egyik allél létrehozza, a másik viszont 

elrontja, így a különböző genotípusoknak megfelelően eltérő hasítási mintázat jön létre, ami 

gélelektroforézissel megjeleníthető. 

A „Surveyor” nukleáz egy különleges, DNS-t hasító enzim, ami szintén alkalmas SNP-k 

tanulmányozására. Jellemzője, hogy a DNS-t azokon a pontokon hasítja el, ahol hibás bázispár 

van jelen, bár említésre méltó, hogy az enzim affintiása az egyes szabálytalan bázispárok iránt 

valamelyest eltérő. Az eljárás lényege, hogy a PCR után a mintákat ismert bázissorrendű frag-

mentummal hibridizáltatják, így ott, ahol a vizsgált minta szekvenciája eltér a referenciától, 

kialakulhatnak a hibás bázispárok. Gélelektroforézis segítségével így – a hasítási mintázat alap-

ján – megállapítható, hogy volt-e eltérés a két minta szekvenciája között. A módszer ebből 

adódóan – sok más technikával ellentétben – a vizsgált szakaszon belül bármilyen, akár eddig 

ismeretlen mutáció vagy polimorfizmus azonosítására alkalmazható. Az újonnan kimutatott ge-

netikai variáció pontos helye és a megjelenő szekvencia viszont csak további módszerekkel 

(leggyakrabban DNS-szekvenálással) határozható meg [130]. 

Az allélspecifikus amplifikáció (ARMS – Amplification-refractory mutation system) alap-

elve olyan primer használata a PCR során, melynek 3’ vége éppen a vizsgált SNP pozíciójára 

esik [131]. Emellett olyan DNS-polimerázt szükséges alkalmazni, mely nem rendelkezik 3’ 

exonukleáz aktivitással, ellenkező esetben épp a technika lényege vész el, ha az enzim a primer 

utolsó, nem komplementer nukleotidját lehasítja. Ebben a rendszerben csak akkor keletkezik 

PCR-termék, ha a reakcióelegyben lévő allélspecifikus primer 3’ végével komplementer allél 

van jelen a vizsgált lókuszon. A primer hossza a genotipizálás megbízhatóságát nagyban befo-

lyásolja, túl hosszú (több mint 20–22 nukleotidból álló) primer alkalmazása álpozitív eredmény 

jelentkezését okozhatja. Egy minta elemzése a két allélnak megfelelően rendszerint két külön 

reakcióelegyben történik, ugyanakkor amennyiben az SNP körüli szekvencia ezt lehetővé teszi, 

a két allélspecifikus primer eltérő irányultsággal egy reakcióban is alkalmazható. Két reakció-

elegyben történő genotipizálás esetén előnyös, ha a reakciók egy az allélspecifikussal azonos 
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irányú külső primert is tartalmaznak. Az így mindig keletkező kontroll fragmentum mutatja, 

hogy az allél-specifikus termék hiánya nem technikai hiba következménye. 

A DNS-ligáz (a DNS-polimerázhoz hasonlóan) csak akkor tud egy hiányzó foszfodiészter 

kötést létrehozni (vagyis egy „nick”-et megszüntetni), ha a DNS-szálak tökéletesen illeszked-

nek egymáshoz. Az enzim az allélspecifikus próbát így a közvetlenül mellé hibridizáló DNS-

molekulával csak akkor kapcsolja össze, ha megfelelő allél van jelen a vizsgált DNS-szálon 

(„oligonucleotide ligation assay” – allélspecifikus oligonukleotid ligálás). Az így létrejött ter-

mék (gyakran univerzális) végeire hibridizáló primerekkel a termék felsokszorozható, ameny-

nyiben a két próba ligálása a vizsgált szekvenciában lévő polimorfizmus miatt nem történik 

meg, értelemszerűen nem képződik PCR-termék. Az eljárás kapilláris elektroforézis és eltérő 

hosszúságú próbák alkalmazásával hatékonyan multiplexálható: ez a technika az MLPA („mul-

tiplex ligation-dependent probe amplification” – multiplex ligálás-függő próba amplifikáció), 

mely az SNP-k és pontmutációk genotipizálása mellett kisebb és nagyobb kiterjedésű inzerciók, 

deléciók és kópia szám polimorfizmusok (CNV-k) vizsgálatára is alkalmazható [132-135]. Em-

lítésre méltó ugyanakkor, hogy az MLPA esetén előfordulhatnak álpozitív eredmények, így a 

módszer alkalmazása és az eredmények értékelése során kellő körültekintés szükséges [136]. 

DNS-láncok hibridizációján alapul a nagy áteresztő képességű „DNS-chip” technológia is. 

Számos új platform főképp az SNP-k, de akár a CNV-k egyidejű elemzését kínálja, egy lemezen 

250 000–4 000 000 polimorfizmus vizsgálható [137], s ma már a technika érzékenysége is ki-

tűnő, a genotipizáláshoz rendkívül kis mennyiségű minta-DNS elegendő [138]. A módszer lé-

nyege röviden, hogy a fragmentált, fluoreszcens festékkel jelölt, egyszálú DNS-molekulák bá-

zissorrendjüknek megfelelően a chip felszínére rögzített próbákhoz kötődnek. Ezt követően a 

berendezés leolvassa az egyes pozíciókban mérhető fluoreszcens jelet: ennek alapján nem csak 

az adott szekvencia jelenléte vagy hiánya, hanem annak relatív mennyisége is megállapítható 

[139]. Bár a technika számos – elméleti és klinikai – területen hatékony megoldást jelenthet, 

mégis szembetűnő, hogy a módszerrel kapcsolatos tudományos közlemények száma 2013 óta 

alig több mint egyharmadára csökkent. Ennek oka vélhetően az, hogy az NGS eljárások mára 

a közepes, illetve viszonylag nagy áteresztőképességű genotipizáló technikák reális alternatí-

vájává váltak: a módszerek költsége hasonló nagyságrendű, ugyanakkor az új generációs szek-

venálás rendszerint lényegesen több szekvencia adatot generál. 
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A primerextenzió – kémiai szempontból – a Sanger-szekvenálással rokon, egyes források 

emiatt a technikát miniszekvenálásnak is nevezik. Ennél az eljárásnál – szemben az allélspeci-

fikus amplifikációval – a primer 3’ vége éppen a vizsgált lókusz melletti nukleotidhoz hibridi-

zál, és a reakcióelegyben jelen van mind a négy láncterminátor (leggyakrabban didezoxi- vagy 

aciklo-) nukleotid más-más színű fluoreszcens festékkel megjelölve. A folyamat során a primer 

egyetlen nukleotiddal hosszabbodik meg, a DNS-szintézis természetes szubsztrátjait (dATP, 

dCTP, dGTP és dTTP) ugyanis az oldat nem tartalmazza. A létrejövő termék színe a genotí-

pustól függ, mivel a minta-DNS-ben jelenlévő allél határozza meg, hogy a primer melyik jelölt 

láncterminátorral hosszabbodik meg. A képződő DNS-fragmentumok olyan – a Sanger-szek-

venálás során is alkalmazott – kapilláris elektroforézissel tehetők láthatóvá, ami képes a négy 

fluoreszcens festék egyidejű detektálására. Az eljárás hatékonyabb, multiplex formában is ki-

vitelezhető. A genotípus leolvasása ugyanis a szín detektálásán alapul, a kapilláris elektroforé-

zis viszont természetesen hatékonyan alkalmazható a termékek méret szerinti elválasztására is. 

Így különböző hosszú extenziós primerek segítségével párhuzamosan 6–8 SNP genotipizálása 

is megvalósítható [140, 141]. Kidolgozták a módszer olyan, módosított változatát, ahol az alap-

elv hasonló, de a detektálás elektrokémiai úton történik, így szükségtelenné téve a viszonylag 

drága és helyigényes CCD kamera alkalmazását [142]. 

A valós idejű (real-time) PCR alapelve, hogy a képződő termékeket nem csak a reakció 

után, hanem az amplifikáció minden egyes ciklusában detektálják. Ez két különböző technikai 

eljárás segítségével valósítható meg: alkalmazhatunk a DNS-hez aspecifikusan kötődő interka-

látor festékeket (pl. Eva Green, SYBR Green, SYTO-család stb.), vagy a szekvencia specifikus 

fluoreszcens próbákat [143]. A folyamatos detektálás nem csak a munkafolyamat gyorsítását, 

így a hatékonyság növelését eredményezi, hanem lehetővé teszi a minta-DNS kiindulási meny-

nyiségének pontos meghatározását is. Ha ugyanis a fluoreszcens jelet a ciklusszám függvényé-

ben ábrázoljuk, leolvasható, hogy a reakció meddig megy hatékonyan végbe: meddig tud a 

PCR-termékek mennyisége ciklusról ciklusra (jó közelítéssel) megkétszereződni. A kiválasz-

tott küszöb fluoreszcencia eléréséhez szükséges ciklusszám (CT vagy Cq) alapján pontos abszo-

lút vagy relatív kvantifikálás végezhető el, és a módszer előnye hogy egy kísérletben a 2–3-

os és a 105–106-os koncentrációkülönbségek egyidejűleg megbízhatóan kimutathatók. 

A valós idejű PCR technikák az SNP-genotipizálás során eredményesen alkalmazhatók. 

Bár itt mennyiségi elemzés nem történik, de a technika hatékonysága, gyorsasága és a genotípus 
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meghatározását is magában foglaló automatizálhatóság nagy előnyt jelent. A módszer elve, 

hogy a reakcióelegy – a PCR szokásos összetevőin kívül – két próbát is tartalmaz. Ezek az 

egyik illetve a másik alléllal komplementerek, és különböző színű fluoreszcens festékkel jelöl-

tek. Többféle technika létezik: az egyik leggyakrabban használt eljárás a „molecular beacon” 

(molekuláris jelzőfény) nevű próbák alkalmazásán alapul, szintén széleskörűen elterjedtek a 

TaqMan próbák is [144]. Mindkét megközelítés lényege, hogy az intakt próbák nem bocsátanak 

ki fluoreszcens jelet, mert egy csillapító („quencher”) molekula a „riporter” fluoreszcens festék 

által kibocsátott fényt elnyeli. A „molecular beacon” esetén ezt a molekula hajtűszerű szerke-

zete eredményezi. A próba a megfelelő allél jelenléte esetén ugyanakkor a minta DNS-sel sta-

bilabb duplaszálú struktúrát képez, így a molekula „kinyílik”, a csillapító hatása nem érvénye-

sül, és a próba jelet bocsát ki [145]. A TaqMan-próbák esetén a csillapító molekula hatása úgy 

szűnik meg, hogy – a megfelelő allél jelenlétében – a minta-DNS-hez hibridizáló próbát a DNS-

polimeráz a PCR során 5’ exonukleáz aktivitásával nukleotidokra lebontja, így a quencher és a 

„riporter” festék el tud diffundálni egymástól [146]. Az elemzés során a fluoreszcens jelek valós 

idejű mérése nem is feltétlenül szükséges: a PCR után történő „végpontdetektálás” alapján a 

két különböző színű fluoreszcens szignál aránya meghatározható, és így a genotípus leolvas-

ható. A TaqMan OpenArray® rendszer a technika nagy áteresztőképességű változata. Egy mik-

roszkópos tárgylemezhez hasonló nagyságú acéllemezen, 33 nl térfogatú reakcióelegyekben 

történik az amplifikáció, egy lemezen 3072 párhuzamos PCR valósítható meg [147, 148]. Ez a 

miniatürizált eljárás SNP-k genotipizálása mellett mennyiségi elemzések kivitelezésére is al-

kalmas [149]. 

Az SNP-k genotipizálása, valamint azonosítása az olvadáspont mérésével is megvalósít-

ható. Az elemzés szekvencia specifikus próbák helyett a DNS-interkalátor festékek alkalmazá-

sán alapul. A módszer lényege az, hogy ezek a festékek csak a kettős láncú DNS-sel képeznek 

komplexet, egy szálú DNS jelenlétében nem adnak jelet. A DNS olvadáspontja – vagyis az a 

hőmérséklet (Tm), ahol a molekula két lánca elválik egymástól – ezt kihasználva meghatároz-

ható. A berendezés a vizsgált mintát felmelegíti, eközben folyamatosan méri a fluoreszcens 

jelet, ami az olvadáspontnál hirtelen lecsökken. Megfelelő érzékenységű detektor segítségével 

akár egyetlen nukleotidnyi szekvencia különbség, azaz egy SNP is kimutatható [150]. Az olva-

dáspont megváltozását természetesen a vizsgált molekulában jelen lévő bármilyen szekvencia 
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eltérés okozhatja, így az eljárás önmagában nem nyújt biztos információt egy adott SNP geno-

típusáról és még lokalizációjáról sem, ugyanakkor éppen emiatt alkalmas új, eddig még isme-

retlen polimorfizmusok azonosítására [151]. 

A denaturáló gradiens gél elektroforézis (DGGE) és az egyszálú konformáció polimorfiz-

mus (SSCP – single-strand conformation polymorphism) bizonyos szempontból hasonlít az ol-

vadáspont analízishez. Az alapelv ennél a két technikánál az, hogy az egyszálú DNS térszerke-

zetét, valamint (a duplaszálú DNS-ben, illetve az egyszálú molekula egyes komplementer sza-

kaszai között) a hidrogén-hidak létrejöttét a szekvencia befolyásolja, így a vizsgált régióban 

jelen lévő bármely – korábban még nem azonosított – polimorfizmus feltárható [152]. A dena-

turáló gradiens gélelektroforézis során olyan gélt alkalmaznak, ami a molekulák vándorlási irá-

nyának megfelelően egyre növekvő koncentrációjú denaturáló ágenst (ureát vagy formamidot) 

tartalmaz. A különböző molekulák így (szekvenciájuktól, azaz lényegében a H-kötések számá-

tól függően) a gél más-más pontján denaturálódnak, vándorlási sebességük itt jelentősen csök-

ken, így a kapott mintázat alapján következtetni lehet a minták szekvenciájának eltérésére. A 

PCR amplifikáció során az egyik primer 5’ végén egy GC-gazdag régió van („GC-horgony”), 

ez megakadályozza, hogy a két DNS-lánc teljesen elváljon egymástól az elválasztás során 

[153]. Az eljárás módosított változata a hőmérséklet gradiens gél elektroforézis (TGGE – tem-

perature gradient gelelectrophoresis), ahol a real-time PCR alapú technikához hasonlóan a vizs-

gált DNS-ek olvadáspontja közötti eltérés mutatható ki [154]. Az egyszálú konformáció poli-

morfizmus során az egyszálúvá tett DNS-t denaturáló körülmények között analizálják gélelekt-

roforézis segítségével. Optimális esetben egyetlen nukleotidnyi különbség is megváltoztatja a 

nukleinsav lánc térszerkezetét, aminek eredményeként módosul a molekula vándorlási sebes-

sége az elválasztás során [155]. 

 

2.3.1.3 CNV-k genotipizálása 

Bár a CNV-k ismétlődési variációknak is tekinthetők, meghatározásuk mégsem könnyű feladat. 

Ez éppen méretüknek köszönhető: a variábilis DNS-szakasz hossza rendszerint lényegesen na-

gyobb, mint amekkora régió PCR segítségével amplifikálható, így vizsgálatuk PCR-rel és azt 

követő gélelektroforézissel nem valósítható meg. Elemzésük ezzel szemben kvantitatív analí-

zisként értelmezhető: azt határozzák meg, hogy egy adott, az ismétlődő egységben jelenlévő 
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(rövid) szekvencia hány példányban található meg a genomban. Ennek megfelelően kimutatá-

suk több – mennyiségi mérésre alkalmas – technikával megvalósítható. Egyik legelterjedtebb, 

hatékony technika az aCGH (array based comparative genome hybridization). Az eljárás lénye-

gében a DNS-chip technológiával egyező módon működik. A lapka felszínére rögzítetten he-

lyezkednek el a teljes genomot reprezentáló próbák (egyszálú DNS-molekulák). Ezzel hibridi-

záltatják az elemzett genomot megfelelően fragmentált formában egy ún. referencia genommal 

együtt. A két minta (vizsgált és referencia) DNS-molekulái eltérő színű fluoreszcens festékkel 

jelöltek. A különböző színű molekulák kompetitív módon kötődnek a chipen lévő próbákhoz, 

eltérő génszám (1:1-nél nagyobb vagy kisebb arány) esetén a megfelelő pozíciók színe meg-

változik, ami alapján az ismétlődési szám leolvasható [156]. 

Célzott, egy vagy néhány régióra irányuló elemzés esetén a real-time PCR alapú technikák 

igen pontos és megbízható eredményt szolgáltatnak. A vizsgálat mind DNS-interkalátor, mind 

specifikus próbák használatával megvalósítható. A relatív kvantifikálás során belső kontroll-

ként olyan genomi régió alkalmazása szükséges, melyet egyetlen CNV sem foglal magában, 

így az ismétlődési szám referenciaként 2-nek tekinthető [157, 158]. 

 

2.3.1.4 DNS-szekvenálás 

A DNS bázissorrendjének elemzése, a genetikai mutációk és polimorfizmusok azonosítása ter-

mészetesen DNS-szekvenálási technikákkal is megvalósítható. A ma már hagyományosnak 

mondható Sanger-szekvenálás lényege a DNS-szintézis természetes szubsztrátjai (dATP, 

dCTP, dGTP és dTTP) mellett a négy különböző színű fluoreszcens festékkel jelölt lánctermi-

nátor (didezoxi-, aciklo-) nukleotidok alkalmazása. Amikor ezek a molekulák beépülnek a kép-

ződő láncba, szabad 3’ OH-csoport híján a DNS-szintézis befejeződik. A keletkezett termék 

mérete és színe kapilláris gélelektroforézissel automatizált módon meghatározható, ezen szig-

nálok „összeolvasásával” a szekvencia meghatározható. Ez a technika többek között kiemel-

kedő pontossága miatt a genotipizáló módszerek validálása, valamint számos egyéb molekulá-

ris biológiai munka (pl. rekombináns DNS-ek szekvenciájának ellenőrzése) során még napja-

inkban is nélkülözhetetlen. Célzott genotipizálásra ugyanakkor kevésbé hatékony, mivel át-

eresztőképessége kiterjedtebb régiók vizsgálatához nem elég nagy, rövid (< 1000 bp) szakaszo-
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kon belül elhelyezkedő egy vagy néhány polimorfizmus és mutáció meghatározása pedig a be-

mutatott technikák valamelyikével rendszerint egyszerűbben, olcsóbban és gyorsabban megva-

lósítható. 

Az új generációs szekvenálási (NGS) eljárások az elmúlt másfél évtizedben ugyanakkor 

robbanásszerű fejlődésen mentek keresztül, kapacitásuk 2–3 nagyságrenddel emelkedett, költ-

ségük pedig szignifikánsan csökkent. Ezekkel a technikákkal így ma már óriási mennyiségű 

szekvencia adat nyerhető, melynek elemzése ugyanakkor kihívást jelent amiatt is, mert a leg-

több módszer egy lépésben lényegesen rövidebb szekvencia (35–700 bp) leolvasására képes, a 

hibásan meghatározott nukleotidok aránya (0,1–15%) pedig jelentősen magasabb, mint a San-

ger-szekvenálás esetén. Az NGS technikák kiindulópontja az adott platformhoz illeszkedő mó-

don előkészített DNS-könyvtárak létrehozása. Első lépés a minta-DNS fragmentálása, ezt kö-

veti a rövid DNS-ek (gyöngyök felszínén, víz–olaj emulzióban lévő vízcseppekben történő) 

felsokszorozása. Így válik lehetővé, hogy a szekvenálás több millió reakciótérben egyidejűleg 

„masszívan párhuzamos” módon valósul meg, ami nélkül a 108–1010 bp nagyságrendbe eső adat 

meghatározása nem volna lehetséges. Másik lényeges különbség a hagyományos, Sanger-szek-

venáláshoz képest, hogy a detektálás nem elektroforézissel, hanem a szintézis során történik, 

ennek pontos módja az egyes eljárások esetén különböző [159]. 

A szekvencia leolvasása alapulhat jelölt próbák hibridizálása és ligálása során keletkező 

fluoreszcens szignálok mérésével (SOLiD – „sequencing by olgio ligation detection). A próbák 

3’ végén adott dinukleotid áll, amit további degenerált vagy univerzális bázisok követnek. A 

16 különböző próbának megfelelően 16 jól elkülöníthető fluoreszcens festék nem áll rendelke-

zésre, így a rendszer csupán 4 eltérő jelet detektál, azaz 4–4 dinukleotid azonos színnel jelölt. 

A megfelelő próba bekötődését követően megtörténik a szignál leolvasása, majd a próba 5’ 

végét a fluoreszcens festékkel együtt lehasítják, és így – néhány nukleotid kihagyását követően 

– megtörténhet a következő dinukleotid analízise. Rendszerint tíz hibridizálás / ligálás / detek-

tálás / hasítás ciklus után a szekvencia analízise újrakezdődik olyan illesztő oligonukleotid al-

kalmazásával, mellyel a leolvasási pozíció egy bázispárral eltolódik. Több ilyen lépés eredmé-

nyeinek együttes feldolgozásával mind az azonos színnel jelölt dinukleotidok, mind az eddig 

kimaradt szakaszok szekvenciája meghatározható [160]. Az egyes nukleotidokat így több próba 
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is lefedi, ennek következtében ez a technika meglehetősen nagy pontosságú, az egyben leolva-

sott szekvencia hossza ugyanakkor meglehetősen alacsony (kevesebb mint 100 bp), emiatt a 

hosszabb kiterjedésű ismétlődő szakaszok azonosítása nehézségekbe ütközhet. 

Másik lehetőség a DNS-szintézis során keletkező fluoreszcens jelek detektálása a reakció 

során. Ennek egyik régóta ismert módja a piroszekvenálás, mely egyedi reakcióként is kivite-

lezhető rövid szakaszok bázissorrendjének elemzésére, több mint 1,5 millió, 10–12 liter nagy-

ságrendű párhuzamos reakcióteret tartalmazó változata pedig az NGS egyik hatékony techni-

kája. A piroszekvenálás lényege, hogy egy lépésben mindig csak egy nukleotidot (dATP-t, 

dCTP-t, dGTP-t vagy dTTP-t) adnak a reakcióhoz, melyet a polimeráz beépít a képződő láncba, 

amennyiben az komplementer a vizsgált DNS-sel. A nukleotid beépülését egy kapcsolt, több-

lépéses enzimreakció során fény keletkezése kíséri. Ennek lényege, hogy a DNS-polimeráz által 

katalizált reakcióban a beépülő dezoxinukleotidból egy pirofoszfát lehasad. Ezt a csoportot az 

ATP-szulfuriláz adenozin-5-foszfoszulfátra helyezi, így ATP jön létre. A luciferáz enzim a lu-

ciferint ATP jelenlétében oxiluciferinné alakítja, miközben fény keletkezik, ezt a 36 cm2-es 

lemez felszínén CCD kamera detektálja [161]. A feleslegben maradó nukleotidokat (a szubszt-

rátot és az ATP-t) az ATP-difoszfatáz enzim lebontja. A rendszer előnye, hogy kivitelezéséhez 

nem szükséges módosított (jelölt, illetve láncterminátor) nukleotidok alkalmazása, mivel a lánc 

nukleotidonként történő meghosszabbítását biztosítja, hogy minden lépésben csupán egyféle 

nukleotid van jelen. Épp emiatt a nukleotidokat egyesével kell a reakcióelegyhez adni, és még 

ennek ellenére is megtörténhet, hogy a lánc több nukleotiddal hosszabbodik meg olyan szaka-

szokon, ahol azonos bázisok állnak egymás mellett. Ilyenkor a fény intenzitása arányos a be-

épült szubsztrátok számával, megjegyzendő ugyanakkor, hogy 7–8 nukleotidból álló, vagy en-

nél hosszabb ismétlődés esetén a lineáris összefüggés már nem teljesen megbízható, így ilyen 

szakaszok szekvenálása során a módszer pontatlan lehet. 

Hasonló elven működik az Ion Torrent platform, a detektálás azonban eltérő. A kapcsolt, 

fényfelvillanást eredményező enzimreakció helyett a módszer a dezoxiribonukleotidok beépü-

lése során felszabaduló H+-ionok okozta pH-változás mérésén alapul [162]. Az eljárás az adott 

alkalmazáshoz illeszthető, különböző áteresztőképességű változatban elérhető, és gyorsabb a 

legtöbb alternatív NGS módszernél, emiatt a technikát napjainkban számos klinikai kutatás so-

rán is alkalmazzák [163-166]. 
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 A DNS-szintézis valós idejű detektálásán alapuló eljárások másik válfaja némileg hasonlít 

a hagyományos Sanger-eljáráshoz. A DNS-polimeráz kiindulópontjául szolgáló primer egy 

adapter szekvenciához kötődik, így nem szükséges a bázissorrend részleges ismerete a folyamat 

elindításához. A folyamat lényege olyan nukleotidok alkalmazása, melyek fluoreszcens festék-

kel jelöltek, és a 3’ C-atomon lévő módosítás következtében a további lánchosszabbítást meg-

akadályozzák. Hosszabb régió bázissorrendjének leolvasása úgy lehetséges, ha a 3’ OH-t elfedő 

csoport csakúgy, mint a fluoreszcens festék a detektálást követően lehasítható, és így a lánc 

szintézise folytatható. Ilyen kémiai módosításra alkalmas az azidometil [167] vagy az allil cso-

port, ez utóbbi a fluoreszcens festék kötésére is használható, így egyetlen közös lépésben lehe-

tővé válik a 3’ OH csoport regenerálása és a detektálást követően a jelölő molekula eltávolítása 

[168]. A folyamat ciklusosan megismételhető, nagy előnye, hogy a 4 jelölt nukleotid minden 

egyes lépés során egyszerre adható a meghosszabbodó lánchoz, és minden esetben pontosan 

egy nukleotid épül csak be a vizsgált DNS-szál szekvenciájának megfelelően, mivel a 3’ OH-t 

fedő csoport eltávolításáig a további extenzió nem lehetséges [168], ennek megfelelően a tech-

nika megbízhatósága nem csökken azonos nukleotidok hosszabb ismétlődését tartalmazó szek-

venciák esetén sem. 

Ezen technikák közös jellemzője, hogy az egy lépésben leolvasott DNS hossza legfeljebb 

néhány száz bp lehet. Ismert ugyanakkor, hogy az emberi genomban számos hosszú ismétlődési 

variáció (CNV) található, ezek pontos azonosítása ilyen rövid szekvenciák összeillesztése alap-

ján nem végezhető el minden esetben megbízhatóan. Kidolgoztak ezért olyan módszereket, me-

lyek alkalmazásával ~104 bp hosszúságú régiók szekvenciája egyben leolvasható. Az egyik el-

járás (SMRT – single molecule real-time szekvenálás) lényege immobilizált DNS-polimeráz 

alkalmazása. Ennek eredményeként a DNS-lánc meghosszabbítása – molekuláris szinten – 

adott helyen történik. A reakcióelegy négy különböző színnel jelölt dezoxiribonukleotidot tar-

talmaz, a beépülés folyamata – melynek során a megfelelő nukleotid az enzimhez kötődik – 

egy rendkívüli érzékenységű szenzorral detektálható [169]. A lánc meghosszabbodása során a 

fluoreszcens molekula is lehasad a szubsztrátról, és eldiffundál a kamera látóteréből. A módszer 

lehetővé tette a humán genomban lévő számos – különböző kiterjedésű – ismétlődési variáció 

pontos meghatározását [170]. Hosszabb DNS-fragmentumok bázissorrendje egy lényegében 

egyszerű köztes lépés alkalmazásával a rövid szakaszok leolvasására alkalmas NGS technikák 
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segítségével is egyértelműen és pontosan meghatározható. Ezen eljárások lényege, hogy a ge-

nomi DNS-t első lépésben 104 bp nagyságú szakaszokra darabolják fel, és ezeket – pl. egy 

mikrotiter tálca egyes pozícióba – elkülönítik. A molekulákat tovább darabolják, és egy mes-

terséges DNS-címkével („vonalkód”) látják el. Ezt követően az így előkészített minta-DNS-t 

tartalmazó oldatok egyesíthetők, és valamely NGS módszerrel szekvenálhatók, mivel a „vonal-

kód” alapján egyértelműen ismert, hogy mely fragmentumok építenek fel egy adott hosszú 

DNS-szakaszt [171]. 

 

2.3.2 A genotípus–fenotípus összefüggés kutatása 

Az újgenerációs szekvenálási eljárások (NGS) robbanásszerű fejlődésének eredményeként a 

polimorfizmusok elemzése nem jelent limitáló tényezőt az örökletes jellegek genetikai hátteré-

nek kutatása során, ennek köszönhetően tért hódítottak a genom szintű asszociáció vizsgálatok. 

Ennek ellenére megfelelően megválasztott körülmények között a kandidáns gén vizsgálatok 

napjainkban is helyet kaphatnak ezen a területen, amennyiben az elemzés valamilyen elméleti 

vagy korábbi kutatásból származó hipotézisen alapul, és ritka variánsok elemzését célozza. Le-

egyszerűsítve a genom szintű asszociáció elemzések (GWAS) hipotézis alkotó, a kandidáns gén 

vizsgálatok pedig hipotézis elemző eljárásnak tekinthetők (3. ábra) [172]. 

 

2.3.2.1 Genom szintű asszociáció vizsgálat (GWAS) 

A komplex jellegek és betegségek genetikai hátterét képező polimorfizmusokra vonatkozó is-

meretünk zöme a genom szintű asszociációvizsgálatokból (GWAS) származik. A GWAS-ok 

előzetes hipotézis nélkül a teljes genomban keresik azokat a polimorfizmusokat, melyek vala-

milyen jelleggel asszociációt mutatnak. Ez kétségtelen előnyt jelent a célzott, kandidáns gén 

vizsgálatokkal szemben, a teljes genomra vonatkozó hatalmas mennyiségű – és esetenként rész-

ben nem releváns – adat feldolgozása során ugyanakkor számos elméleti és technikai nehéz-

séggel is számolni kell. 

A legtöbb GWAS SNP-k elemzésére fókuszál, esetenként CNV-ket is vizsgálnak, ugyan-

akkor említésre méltó, hogy VNTR-ek genotipizálására szinte soha nem kerül sor annak elle-

nére, hogy az ismétlődési variációk jelentős mértékben hozzájárulnak az emberek közötti ge-
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netikai különbözőségekhez, és az SNP-khez hasonlóan örökletes jellegek és betegségek gene-

tikai rizikófaktorai lehetnek. A GWAS-ok során gyakran SNP blokkokat azonosítanak, melyek 

statisztikailag korrelálnak az adott jelleggel, ezeket „rizikó lókusznak” nevezzük. Egyes ese-

tekben ezekben a blokkokban a betegség kialakulásáért felelős gén azonosítható: az IL-12 / IL-

23 út Crohn-betegségben gyógyszer célponttá vált [173]. A GWAS eredmények alapján ma 

már egyes betegségek (pl. koszorúér-betegség, T2DM, emlőrák) esetén meghatározható egy 

poligénes rizikó pontszám (PRS: polygenic risk score), ami alapján a kórkép kialakulásának 

esélye megjósolható. Máig több mint 5700 GWAS-t végeztek el több mint 3300 jelleggel kap-

csolódóan vizsgálatonként akár több mint egymillió minta analízisével [174, 175], az NCBI 

PubMed adatbázisában 2010 óta évente 150–200 közlemény címében szerepel a „GWAS” ki-

fejezés. Az eredmények azt mutatták, hogy a legtöbb jelleg SNP-k ezreivel asszociál, melyek 

jelentős része számos más jelleggel is összefüggést mutat, és a polimorfizmusok közötti LD 

miatt ezek jelentős része nem rendelkezik tényleges biológiai hatással, így a funkcionális SNP-k 

kiválasztása és azonosítása nagy kihívás. 

Egy genom szintű asszociáció elemzés alapja a megfelelő mintapopuláció kiválasztása: 

reprodukálható, szignifikáns asszociáció kimutatása igen nagy mintacsoport bevonását teszi 

szükségessé, melynek ideális létszáma a Genetic Power Calculator segítségével becsülhető meg 

[176]. Ez már önmagában rávilágít arra, hogy egy GWAS idő- és költségigénye csaknem bizo-

nyosan meghaladja a legtöbb önálló kutatólaboratórium lehetőségeit. Ugyanakkor napjainkban 

már elérhetőek olyan nyilvános források, melyek nagy populációk részletes fenotípus és geno-

típus adatait tartalmazzák. Érdemes azonban szem előtt tartani, hogy a vizsgálatba bevont részt-

vevők megfelelően gondos kiválasztása még ilyen adatforrások esetén is alapvető: sok kutatás 

veszi például alapul a UK Biobankból elérhető mintákat, ahova a résztvevőket önkéntes alapon 

toborozzák, akik ennek megfelelően egészségesebbek, jómódúbbak és iskolázottabbak az át-

lagpopulációnál [177]. Hasonló módon a kórházakban gyűjtött minták szintén – értelemszerűen 

– eltérnek a globális átlagtól. Jól ismert, hogy a polimorfizmusok allélfrekvencia értéke igen 

nagy földrajzi eltérést mutat, így bár eltérő etnikai eredetű személyek bevonhatók egy elem-

zésbe, de lényeges, hogy a vizsgált populációk összetétele azonos legyen. 

A GWAS másik alappillérét a megbízható, robosztus genotípusmeghatározás jelenti. A 

genotípus adatok napjainkban már új generációs (NGS) genom (WGS) vagy exom szekvená-

lásból (WES) is származhatnak. Míg a súlyos, monogénesen öröklődő betegségekért felelős 
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genetikai variációk több mint 90%-ának azonosításához az exom szekvenálásból származó ada-

tok is elegendők, a komplex jellegek genetikai hátteréhez hozzájáruló gyakori variánsok sok 

esetben az exonokon kívül helyezkednek el. Noha a genom szekvenálás értelemszerűen költsé-

gesebb, nem csak több polimorfizmus azonosítására alkalmas, de SNP-k esetén lényegesen ala-

csonyabb az álpozitív találatok aránya, és csupán ez a megközelítés képes a CNV-k kimutatá-

sára [178]. A szekvenálás mellett a microarray alapú genotipizáló eljárások szintén a genotí-

pusmeghatározás eszközeként szolgálhatnak. Ezzel az eljárással napjainkban még a legalacso-

nyabb költséggel a legtöbb viszonylag magas ritka allél frekvenciájú SNP nagy pontossággal 

meghatározható. Feltételezhető ugyanakkor, hogy a WGS költségének további csökkenése 

eredményeként a közeljövőben a genom szekvenálás lesz a GWAS során elsődlegesen alkal-

mazott genotipizálási technika. 

Bár a genotipizálás során kapott rendkívüli mennyiségű adat felbecsülhetetlen információt 

hordoz, ennek elemzése komoly kihívást jelent. A tényleges asszociációvizsgálat gondos elő-

zetes elemzéseket követően végezhető csak el. Ezek közé tartozik a nem polimorf lókuszok, és 

a Hardy–Weinberg-egyensúlytól szignifikánsan eltérő, valamint a sikertelenül genotipizált 

SNP-k eltávolítása. A megfelelő adatfeldolgozás és -elemzés jó indikátora a résztvevők által 

megadott nem és az X, illetve Y kromoszómák jelenléte alapján megállapított nem egyezése. 

Mindezen minőségellenőrző lépések kivitelezésének gyakori eszköze a PLINK alkalmazás 

[179]. Lényeges a genotípus eredmények validálása különösen abban az esetben, ha az elemzés 

során összehasonlításra kerülő csoportok genotipizálása nem párhuzamosan, esetleg eltérő el-

járással történt. További igen fontos szempont – nem csupán a genom szintű, hanem a célzott, 

kandidáns gén vizsgálatok esetén is – a vizsgált személyek közötti rokoni kapcsolatok, illetve 

a származás, etnikai hovatartozás figyelembe vétele [180]. A populáció rétegződés (stratifiká-

ció), azaz a vizsgálati csoportokon belül elkülöníthető eltérő származású, fenotípusú és külön-

böző létszámú alpopulációk jelenléte álpozitív eredmények, valótlan genotípus–fenotípus ösz-

szefüggések kimutatásához vezethet [181]. 

A genotípus–fenotípus kapcsolat kimutatása legtöbbször eset–kontroll elemzés keretében 

valósul meg. Ebben az esetben a jelleg rendszerint diszkrét változó: a két populációba a vizs-

gálati személyek az adott tulajdonság jelenléte vagy hiánya alapján kerülnek besorolásra. Fon-

tos szempont a kontroll személyek megfelelő beválogatása. Valamilyen betegség genetikai hát-

terének elemzése során egy „átlagpopulációban” értelemszerűen a betegség prevalenciájának 
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megfelelő számban beteg személyek is jelen vannak. A nem, kor, eredet szerint illesztett, illetve 

az adott jelleg hiánya alapján „aktívan” beválogatott kontroll csoport alkalmazása ennek meg-

felelően a GWAS statisztikai erejét nagyban növelheti. A genotípus–fenotípus összefüggés 

meghatározása alapvetően lineáris vagy logisztikus regresszió alkalmazásával történik attól 

függően, hogy a vizsgált fenotípus folytonos vagy diszkrét változó. 

Az elsőfokú rokonok, családi triók alkalmazásán alapuló elemzések napjainkban is reális 

alternatívát jelentenek [182]. Ez a megközelítés nagyobb mintaszámot igényel, és a megfelelő 

családok beválasztása sokszor nehezebb, mint független személyek toborzása. Ugyanakkor a 

közvetlen rokonok (érintett gyermekek és szüleik) közötti allélátadódás gyakoriságának elem-

zése – „transmission disequilibrium test” – a genotípus–fenotípus összefüggés hatékony jelzője 

lehet [183], és nagy előnyt jelent, hogy mivel nem külön populációkat hasonlítunk össze, po-

pulációrétegződésből adódó álpozitív eredmények nem jelentkezhetnek. Mind az eset–kontroll, 

mind a családvizsgálat esetén elengedhetetlen a többszörös tesztelésből származó, véletlensze-

rűen felbukkanó eredmények kiszűrése. Ennek gyakori módja a Bonferroni-korrekció, melynek 

lényege, hogy a szokásosan alkalmazott szignifikancia szintet (p < 0,05) az elvégzett független 

tesztek számával osztjuk el. Ennek következtében az új p-érték rendszerint 4–6 nagyságrenddel 

alacsonyabb tartományba kerül, ami esetenként a kis hatású polimorfizmusok, illetve gének 

azonosítását megnehezíti. Erre a problémára megoldást jelenthet a Benjamini–Hochberg-féle 

korrekció („false discovery rate”) alkalmazása, mellyel a többszörös tesztelés miatti korrekció 

a Bonferroni-módszernél megengedőbb módon valósítható meg [184]. 

A GWAS végeredménye egy a statisztikai szignifkanciát jelentő p-értékeket, hatásnagysá-

gokat, illetve az eltérések irányát tartalmazó lista, ami on-line eszközök – FUMA [185], Locus 

Zoom [186] – segítségével is megjeleníthető. A további lépések közül kiemelhető a tényleges 

biológiai funkcióval rendelkező variánsok azonosítása, mely in silico elemzések (pl. valamilyen 

biológiai rendszerhez, útvonalhoz tartotó gének és polimorfizmusainak meghatározása), vala-

mint in vitro molekuláris biológiai elemzések segítségével valósítható meg. 

 

2.3.2.2 Kandidáns gén vizsgálat 

Bár a GWAS-okból származó információ jelentősége kétségtelen, a kandidáns gén vizsgálatok 

helye és szerepe ezzel együtt nem elhanyagolható a komplex jellegek és betegségek genetikai 
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hátterének megismerése során. Ugyan az NGS technikák egyre szélesebb körű alkalmazása le-

hetőséget teremt a genom összes polimorfizmusának tanulmányozására, mégis – részben a sta-

tisztikai elemzés lehetőségeiből adódóan – a GWAS-ok főképp a gyakori (MAF  0,05) vari-

ánsokra fókuszálnak elsősorban. Noha ezek – az egészséges személyekben is előforduló – po-

limorfizmusok a gyakori betegség–gyakori variáns hipotézis szerint kicsi, mégis szignifikáns 

hatású genetikai rizikófaktorok lehetnek [187], a komplex jellegek genetikai hátterének kiala-

kításában a ritka polimorfizmusok szintén jelentős szerepet játszanak [188]. A genom szintű 

elemzések esetén további korlátozó tényező, hogy ezek a kutatások leggyakrabban figyelmen 

kívül hagyják az ismétlődési polimorfizmusokat (VNTR-eket), melyek száma az SNP-kénél 

bár lényegesen alacsonyabb, de kiterjedésük és nagyfokú variabilitásuk miatt mégis jelentősen 

hozzájárulnak az emberek közötti genetikai különbözőséghez. 

A kandidáns gén vizsgálatok sikerének és megbízhatóságának alapja a kutatási protokoll 

gondos megtervezése, valamint a megfelelő módszerek kiválasztása és alkalmazása. Döntő fon-

tosságú a fenotípus lehető legpontosabb definiálása. Nehézséget jelent, hogy sok esetben a nap-

jainkban alkalmazott klinikai diagnosztikus kategóriák meglehetősen általánosak, illetve gyak-

ran több olyan állapotot foglalnak magukban, melyek különböző molekuláris mechanizmus ré-

vén alakulhatnak ki. Az ilyen heterogén kategóriák kialakításában a számos genetikai faktor 

mellett a környezeti tényezők is különböző súllyal játszanak szerepet. Sikeres megközelítést 

jelenthet azon személyek vizsgálata, akik az adott betegség súlyos vagy korán manifesztálódó 

formájában szenvednek, mivel ezekben az esetekben a genetikai tényezők kifejezettebb hatá-

sára lehet számítani. Gyakori eljárás a szub-, illetve endofenotípusok alkalmazása. Ezek olyan 

szűkebb, jól definiálható és (sok esetben kvantitatív módon) mérhető jellegek, melyek geneti-

kai, biológiai szinten eredményesebben értelmezhetők, illetve magyarázhatók. 

A kandidáns gén elemzések során – értelemszerűen – alapvető a vizsgálni kívánt gének és 

polimorfizmusaik kiválasztása. Az adott kórkép hátterében álló élettani, illetve molekuláris 

szintű folyamatok logikus kiindulópontot jelentenek, számos adatbázis és on-line eszköz segíti 

a releváns targetek objektív, megbízható azonosítását. Ennek speciális válfaja olyan gének 

elemzése, melyek a vizsgált fenotípushoz köthető súlyos, monogénes betegségek kialakulásáért 

felelősek. Logikus kiindulópontot jelenthetnek ezen túlmenően korábbi genom-szintű elemzé-

sek eredményei, állatmodellek megfigyeléséből vagy funkcionális elemzésekből (pl. átfogó, 

genom szintű génexpresszió vizsgálatok) származó adatok. A kiválasztott géneken belül az 
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elemzésbe bevonni kívánt lókuszok azonosítása sem egyszerű feladat, mivel számuk átlagosan 

a 103–104-es nagyságrendben mozog, s a választás az SNP-ken túl a különböző nagyságú is-

métlődési variációkra is kiterjedhet. Jó támpontot jelent a haplotípus, valamint az LD vizsgá-

lata, ezek ismeretében rendszerint meghatározhatók olyan ún. „tag-SNP-k”, melyek segítségé-

vel nagyobb kiterjedésű haplotípusok megbízhatóan azonosíthatók. Ugyanakkor éppen emiatt 

– a GWAS-okhoz hasonlóan itt is – szem előtt kell tartani, hogy az esetlegesen statisztikai asz-

szociációt mutató polimorfizmus jó eséllyel genetikai marker csupán, mely a vizsgált kórképpel 

kapcsolatos tényleges biológiai funkcióval nem rendelkezik. 

A genotípus–fenotípus összefüggés tanulmányozása – csakúgy, mint GWAS-ok esetében 

– eset–kontroll vizsgálat mellett családi triók elemzésével is történhet. Mindkét esetben lénye-

ges a kutatásban résztvevő populáció optimális létszámának előzetes becslése. A genotipizálás 

pontosságának ellenőrzésére hatékony eljárás az alkalmazott technika validálása független 

módszerrel a vizsgálati populáció egy részében, illetve a mért és a Hardy–Weinberg egyensúly 

alapján számított várható genotípus gyakoriságok összevetése. A genotípus–fenotípus asszoci-

áció meghatározásának egyik alap statisztikai eszköze a 2-próba [172], alkalmazható eljárás a 

Cochran–Armitage-teszt, valamint a logisztikus regresszión alapuló Wald-féle módszer is 

[189]. A célzott vizsgálatok során természetesen éppúgy alapvető a többszörös tesztelés miatt 

várható álpozitív eredmények elkerülése, mely a Bonferroni- vagy a Benjamini–Hochberg-féle 

korrekcióval lehetséges. 

 

2.3.3 A genetikai variációk molekuláris hatásának elemzése 

A genetikai asszociáció elemzések során – különösen GWAS esetében – a vizsgált fenotípussal 

statisztikailag szignifikáns összefüggést mutató polimorfizmusok gyakran markerek csupán, 

melyek nincsenek biológiai kapcsolatban az adott jelleggel, betegséggel. Ennek ellenére rávi-

lágíthatnak a molekuláris mechanizmusban szerepet játszó kromoszómaszakaszra, illetve 

génre, emellett általában alkalmasak lehetnek a klinikumban biomarkerként. Mégis a betegség 

hátterében álló molekuláris szintű folyamatok feltárása, azaz a biológiai funkcióval rendelkező 

gének és polimorfizmusok felkutatása mind elméleti szempontból, mind esetleges új gyógy-

szercélpontok azonosítása céljából lényeges. Ennek megfelelően az asszociáció vizsgálatokat 
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rendszerint funkcionális analízis követi, melynek során in vivo, in vitro vagy akár in silico esz-

közökkel elemezhető az eltérő szekvenciák molekuláris működése (3. ábra). Bár a kódoló sza-

kaszokban elhelyezkedő mutációk és polimorfizmusok biológiai hatása sem jósolható meg egy-

értelműen a fehérje primer szerkezetének megváltozása alapján, a nem kódoló régiók variáció-

inak funkciója még összetetteb kérdés, mivel ezek szabályozó hatása igen bonyolult és szerte-

ágazó módon a transzkripció és a transzláció szintjén is megvalósulhat. 

 

2.3.3.1 A DNS–fehérje kölcsönhatás vizsgálata 

A transzkripció szabályozásában a DNS-hez kötődő, valamint a DNS RNS-re történő átíródá-

sában résztvevő fehérjék alapvető szerepet játszanak. Döntő a transzkripciós faktorok műkö-

dése, de emellett a nukleoszóma kialakulásában szereplő fehérjék, a kromatinstruktúra szabá-

lyozását végző enzimek és a transzkripciós faktor komplex létrejöttében résztvevő fehérjék (pl. 

kofaktorok) is hozzájárulnak a génátíródás szabályozásához. 

A DNS-hez in vivo kötődő fehérjék azonosításának egyik megbízható eszköze a kromatin 

immunprecipitáció. Bár az eljárás igen sokoldalúan használható, mégis fontos az adott kérdés 

megválaszolására leginkább megfelelő módozatának kiválasztása. A módszer elve, hogy az élő 

sejtben lévő DNS–fehérje komplexeket stabilizálják, majd a DNS fragmentálását követően spe-

cifikus antitestekkel elválasztják, és valamilyen módszerrel azonosítják azokat a DNS-szaka-

szokat, melyek kötődtek a célfehérjéhez. 

A kromatin immun-precipitáció két fő típusa az N-ChIP és az X-ChIP. Az N-ChIP lényege, 

hogy a kromatin natív formában van jelen, ami lehetővé teszi a DNS nukleázzal történő frag-

mentálását, és az immunprecipitáció során specifikusabb és hatékonyabb antitestkötődés figyel-

hető meg. A DNS kinyerése annyival hatékonyabb, hogy az azonosítás során PCR-rel történő 

amplifikálás nem szükséges. Ezzel az eljárással ugyanakkor – a DNS–fehérje komplexek mes-

terséges stabilizálása híján – elsősorban a DNS-hez igen erősen kötődő fehérjék, leginkább csu-

pán a hisztonok elemezhetők megbízhatóan. Az X-ChIP első lépése a DNS és a fehérjék közötti 

mesterséges keresztkötések kialakítása. Ennek előnye, hogy az analízis során az in vivo gyen-

gébben kötődő fehérjék is stabil komplexet alkotnak, így bármilyen fehérjék (pl. transzkripciós 

faktorok) hatékonyan tanulmányozhatók. A DNS enzimatikusan ugyanakkor nem emészthető, 

sőt a mesterséges keresztkötések esetenként a szonikálással történő fragmentálás hatékonyságát 

is rontják, és a keresztkötő reagens, valamint maga a szonikálás a fehérjék antitestkötését is 
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befolyásolhatja. Az X-ChIP ugyanakkor igen érzékeny, így kevesebb sejtre illetve antitestre 

van szükség a vizsgálat során [190]. 

A DNS–fehérje komplexek stabilizálása, a mesterséges keresztkötések létrehozása leg-

gyakrabban formaldehiddel történik. Ennek előnye, hogy a kötődés reverzibilis, a formaldehid 

a médiumból a membránon keresztül bejut a sejtekbe, és nem csak a DNS–fehérje, de az RNS–

fehérje és a fehérje–fehérje komplexeket is stabilizálja Schiff-bázist kialakítva a fehérjében lévő 

lizinek, illetve a nukleinsavakban található adeninek, guaninok és citozinok között. 

A DNS feldarabolását követően az eljárás lényegi része, az immunprecipitáció, előzetes 

hipotézist igényel. Specifikus antitest segítségével történik ugyanis azon DNS-molekulák elkü-

lönítése, melyek ténylegesen kötődnek az adott fehérjéhez [191]. Ismert ugyanakkor a technika 

antitest nélkül működő változata, ahol a DNS-kötésben vélhetően szerepet játszó fehérjékre egy 

mesterséges címkét fuzionálnak a „Halo Tag” vektor alkalmazásával, az immunprecipitáció 

pedig ezen peptidszakasz segítségével történik [192]. A kigyűjtött DNS-eket ezután a fehérjétől 

elválasztják, majd valamilyen eljárással azonosítják. Ez történhet egyszerű PCR-rel vagy kvan-

titatív PCR-rel, ami azonban a kapott szekvenciák előzetes ismeretét tételezi fel. A DNS-mole-

kulák klónozást követő szekvenálása vagy hibridizációs chipen történő elemzése nagy áteresz-

tőképességű, hipotézis mentes megközelítést jelent [190]. 

A DNS-adenin-metiltranszferáz (Dam) alkalmazásán alapuló technika (DAMID) a kroma-

tin immunprecipitáció hatékony alternatívája lehet. A módszer lényege, hogy a vizsgálandó 

fehérjét a bakteriális Dam enzimmel fuzionáltatják, és a fúziós fehérjét eukarióta sejtben kife-

jeztetik. Azokban a régiókban, ahova a fehérje a DNS-hez in vivo kötődik, a Dam alegység a 

baktériumokra jellemző metilációs mintázatot hoz létre a GATC-szekvenciákban lévő adeninek 

metilálása révén. Ezeken a helyeken a DNS a Dpn I enzim segítségével elhasítható, és a kapott 

fragmentumok a PCR-rel, real-time PCR-rel vagy hibridizációs chip alkalmazásával azonosít-

hatók. A módszer előnye a kromatin immunprecipitációval szemben, hogy nincs szükség a 

DNS–fehérje komplexek keresztkötésére és antitestek alkalmazására, ugyanakkor nehézséget 

jelenthet a fúziós fehérje létrehozása, illetve az, hogy a Dam a célfehérje funkcióját némileg 

befolyásolhatja [193]. 

Az elektroforetikus mobilitás megváltozásán alapuló eljárás (EMSA – „electrophoretic 

mobility shift assay”) az in vitro DNS–fehérje kötődés kimutatásának hatékony és viszonylag 
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egyszerű eszköze. A technika alapelve, hogy a DNS–fehérje komplex elektroforetikus mobili-

tása lényegesen eltér a szabad DNS vándorlási sebességétől. A módszer előnye, hogy kivitele-

zése viszonylag egyszerű, nem igényel különleges eszközhátteret, és flexibilis mind a DNS, 

mind a fehérje tekintetében. A vizsgált DNS rövid oligonukleotid, hosszú, akár több ezer bá-

zispár nagyságú fragmentum, sőt, cirkuláris molekula is lehet. Rövid nukleinsavak alkalmazá-

sának előnye – amellett, hogy előállításuk olcsóbb és egyszerűbb –, hogy ezeken kisebb eséllyel 

fordulnak elő aspecifikus kötőhelyek, és a fehérje kötődése nagyobb mobilitásváltozást ered-

ményez. A fehérje azonban – értelemszerűen – a DNS-lánc végéhez közel kötődik, ami a ter-

mészetes kölcsönhatástól eltérő interakciók létrejöttéhez vezethet. Hasonlóan nincs megkötés 

az alkalmazott fehérjére és annak méretére vonatkozóan sem, megfelelő körülmények között 

tisztított fehérjék éppúgy használhatók a mérés során, mint nyers sejtkivonatok. Radioaktívan 

jelölt nukleinsav alkalmazásával kiemelkedő érzékenység érhető el, ugyanakkor a fluoreszcens 

és kemilumineszcens detektálási módok is hatékony kimutatást tesznek lehetővé, és fluoresz-

cens jelölés esetén a kölcsönhatás kvantitatív elemzése is megvalósítható. Jelöletlen, kompeti-

tor nukleinsavak alkalmazhatók a kötődés erősségének jellemzése során, és hozzájárulhatnak 

az aspecifikus kötődések létrejöttének csökkentéséhez. Érdemes ugyanakkor szem előtt tartani, 

hogy maga a gélelektroforézis a DNS és a fehérje disszociációját eredményezheti, de megeshet 

az is, hogy az elválasztás során a gélben a komplex stabilitása emelkedik. 

Az elektroforézis során többféle puffer (Tris–acetát–EDTA, Tris–borát–EDTA, Tris-gli-

cin) közül érdemes azt választani, melyben a DNS–fehérje kölcsönhatás legkevésbé romlik az 

elválasztás alatt. Ehhez különböző reagensek (glicerin, etilén-glikol) is hozzájárulhatnak. Az 

elválasztás poliakrilamid vagy agaróz gélben is történhet, a poliakrilamid rendszerint jobb fel-

bontást eredményez, és kevésbé rontja a DNS–fehérje komplex stabilitását [194]. Kapilláris 

elektroforézis és lézeres detektálás alkalmazásával hatékony, gyors és érzékeny elemzés való-

sítható meg kapilláris zóna-elektroforézis technikával is. 

A DNáz „footprinting” („lábnyom”) vizsgálat alapja, hogy a DNS-hez kötődő fehérjék (és 

egyéb molekulák) a kölcsönhatás helyén meggátolják a nukleinsav lánc mesterséges lebontását 

[195]. A DNS hasítását leggyakrabban a DNáz I enzimmel végzik el, ami a kettős hélix kis 

árkába kötődve hasítja a foszfodiészter kötéseket 5’ foszfát és 3’ hidroxil csoportokat létre-

hozva. A vizsgált DNS-szakasz rendszerint 50–200 bp nagyságú, és az elemzés során tisztított 

fehérje mellett sejtkivonat is alkalmazható [196]. Utóbbi esetben a vizsgálat során jelöletlen, 
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kompetitor oligonukleotidok használata szükséges, amivel csökkenthető az aspecifikus DNS–

fehérje kölcsönhatásokból adódó álpozitív eredmények jelentkezése. A méréshez 5’ vagy 3’ 

végén radioaktív izotóppal vagy fluoreszcens festékkel jelölt oligonukleotid szükséges [197]. 

Ezt a nukleinsavat a vizsgált fehérje jelenlétében, illetve anélkül emésztik különböző koncent-

rációjú DNáz I-gyel eltérő ideig annak érdekében, hogy az enzim véletlenszerűen minden po-

zícióban elhasítsa a kontroll próbát. A fehérjét tartalmazó minta esetén a hiányzó hasítóhelyek 

alapján kirajzolódik a vizsgált fehérje kötőhelye, amit rendszerint denaturáló poliakrilamid gé-

lelektroforézissel lehet megbízhatóan láthatóvá tenni. A technika a fehérjék mellett a DNS-hez 

kötődő más molekulák kimutatására szintén alkalmazható [198], PCR-rel kombinálva az in vivo 

DNS–fehérje kölcsönhatás kimutatásának eszköze lehet [199], és kifejlesztettek olyan vízoldé-

kony arany nanorészecskékhez kötött DNS-ek alkalmazásán alapuló eljárást is, mellyel a ha-

gyományos gélelektroforézishez hasonló felbontású, mennyiségi elemzés valósítható meg 

[200]. 

Lényegében azonos logikán, valamint a Föster-féle fluoreszcencia rezonancia energia át-

adás (FRET) elvén alapulnak azok a technikák, melyek elve, hogy alapállapotban a duplaszálú 

próba két láncán lévő fluorofórok (pl. FAM és TAMRA) kölcsönhatása létrejön, és így szignál 

nem mérhető. A két fluoreszcens festék közelségét valamilyen DNS-bontó enzim (Exo III exo-

nukleáz [201], restrikciós endonukleáz [202]) megszünteti, így a jel létrejön, ha azonban a 

DNS-hez fehérje kötődik, a láncok degradációja, és ennek következtében a szignál megemel-

kedése elmarad. A FRET jelenségét kihasználva két molekula közötti kölcsönhatás közvetlenül, 

a köztes DNS-hasító lépés elhagyása nélkül is kimutatható [203]. Hasonló elven alapul az Alpha 

Screen (Amplified Luminescent Proximity Homogeneous Assay) eljárás, melynek során lézer-

rel történő gerjesztés hatására a donor gyöngyön magasabb energiájú szingulett oxigén jön létre, 

ami – a vizsgált kölcsönhatás létrejötte esetén – az akceptor gyöngyön lévő fluorofórt aktiválja. 

A szingulett oxigén élettartama rövid, kb. 200 nm távolságra tud diffundálni. A donor gyöngyön 

másodpercenként kb. 60 000 szingulett oxigén keletkezik, ami a jel nagy mértékű felerősödését 

eredményezi, így a módszert még miniatürizált formában (8 µl) is kimagasló érzékenység, nagy 

dinamikus mérési tartomány és automatizálhatóság jellemzi [204]. 

Az élesztő-egy-hibrid rendszer a fehérje–fehérje kölcsönhatások vizsgálatára alkalmas 

élesztő-két-hibrid eljárás módosított változata. A rendszer két fő összetevőből áll: egy riporter 

konstrukció a riporter gén és az azt megelőző indukálható promoter előtt tartalmazza a vizsgálni 
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kívánt DNS-szakaszt, egy expressziós konstrukció pedig egy fúziós fehérjét kódol, melynek 

egyik része az elemzett – feltételezetten – DNS-kötő fehérje, másik fele pedig a riporter gén 

indukálható promoterét aktiváló molekula. Amennyiben létrejön a kölcsönhatás a vizsgált DNS 

és fehérje között, a riporter gén promotere aktiválódik, ami a riporter fehérje megjelenésével 

detektálható. Ennek egyik gyakran alkalmazott módja olyan élesztő sejtek alkalmazása, melyek 

valamely az anyagcserében alapvető molekula (rendszerint hisztidin, máskor triptofán, leucin 

vagy uracil) előállítására képtelenek, a riporter pedig éppen az az enzim, ami a megfelelő ve-

gyület szintézisét katalizálja. Ennek megfelelően csak azok a sejtek élnek túl, illetve növeked-

nek, ahol a riporter gén kifejeződik, azaz létrejött a kölcsönhatás a vizsgált (mesterségesen be-

juttatott) DNS és fehérje között. Más rendszerek a bakteriális lac-operonhoz, azaz a -galak-

tozidázhoz kapcsolt színreakció kimutatásán alapulnak. Megjegyzendő, hogy a rendszer – ér-

telemszerűen – a DNS és a fehérje fizikai kapcsolatának kimutatására alkalmas, a riporter gén 

promoterét a fúziós fehérje másik alegysége, az aktiváló domén indukálja. Így függetlenül a 

vizsgált fehérje in vivo gátló vagy aktiváló hatásától a kölcsönhatás kialakulása esetén minden-

képp megemelkedő riporterszint mérhető [205]. Ismert a rendszer „fordított” változata is, mely-

nél a riporter konstrukció valamilyen toxikus anyagot fejez ki, így az elemzett DNS és fehérje 

kapcsolódása a sejtek túlélését gátolja [206]. Ezzel a rendszerrel hatékonyan azonosíthatók 

olyan mutációk, melyek a DNS–fehérje kölcsönhatás kialakulását megakadályozzák, mivel így 

a riporter konstrukció aktiválódásának elmaradása miatt a sejtek életben maradnak. 

Bár a „kimenet” teljesen eltérő, valamelyest hasonló fúziós molekulák alkalmazásán alapul 

a nemzetközi szakirodalomban „proximity ligation assay” néven ismert technika. A módszer 

lényege, hogy mind a vizsgált kettősszálú DNS-hez, mind a hozzá feltételezetten kapcsolódó 

fehérjét specifikusan felismerő antitestre egy-egy rövid, egyszálú DNS-láncot helyeznek. Ha 

létrejön a DNS–fehérje komplex (amihez kötődik az antitest is), akkor a két egyszálú DNS 

egymás közelségébe kerül, és egy (végükkel komplementer szekvenciájú) összekötő oligonuk-

leotid segítségével összeligálható. A keletkezett DNS-lánc real-time PCR-rel kimutatható, en-

nek következtében a módszer kimagaslóan érzékeny és a kötődés erősségét jellemző mennyi-

ségi mérések elvégzésére is alkalmas [207]. 

A szabályozó régiók vizsgálatának régóta ismert hatékony és viszonylag egyszerű eszköze 

a riporter konstrukciók létrehozása és elemzése. Ennek lényege, hogy a riporter vektor egy 

olyan fehérjét kódol, melynek mennyisége pontosan és érzékenyen mérhető: igen elterjedt a 
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biolumineszcens fényt kibocsátó luciferáz enzim alkalmazása. Számos különböző luciferáz ri-

porter vektor (pl. pGL3-, pGL-4 család, pMIR-Report, pmirGLO Dual-Luciferase stb.) létezik, 

melyek különböző tulajdonságú saját promoterrel és eltérő lokalizációjú klónozó hellyel ren-

delkeznek, így az inzert, azaz a vizsgálni kívánt szabályozó DNS-régió a kísérleti kérdésnek 

megfelelő helyre (riportert kódoló gén elé vagy mögé) és megfelelő környezetbe (pl. promoter-

ként vagy promoter mellé) klónozható. Az így létrehozott mesterséges gén élő sejtben a sejt 

saját transzkripciós és transzlációs apparátusával, illetve esetlegesen mesterségesen kotransz-

fektált egyéb faktorok jelenlétében kifejeződik: a keletkező riporter fehérje mennyisége alapján 

következtetni lehet a vizsgált DNS-szakasz szabályozó hatására [208]. Irányított mutagenezis-

sel a konstrukcióban egyetlen vagy több bázispárra kiterjedő szekvenciaváltozatok könnyen 

létrehozhatók, így ez a rendszer a szabályozó régiókban (pl. promoter, 5’ és 3’ UTR) elhelyez-

kedő SNP-k, pontmutációk és rövid ismétlődési variációk biológiai funkciónak elemzésére 

eredményesen alkalmazható. 

 

2.3.3.2 A miRNS-ek hatásának vizsgálata 

Az elmúlt évtizedekben egyre több figyelem irányult a kb. 22 nukleotid hosszúságú miRNS-ek 

révén megvalósuló szabályozó mechanizmusokra, ami részben annak köszönhető, hogy szere-

pük számos kóros folyamat, illetve betegség kialakulásához kapcsolódóan ismertté vált. A 

miR-124a expresszióját befolyásoló rs531564 SNP összefüggést mutat a 2-es típusú cukorbe-

tegséggel [209], a miR-34a megemelkedett szintje a hasnyálmirigy -sejtjeinek apoptózisához 

köthető [210], a miR-16 család [211], a miR-196, a miR-132 és a miR-134 pedig különböző 

daganatok kialakulásával áll kapcsolatban [212]. A miRNS-ek hatásának feltérképezése nyil-

vánvaló jelentőségű tehát, vizsgálatuk és megismerésük a diagnosztika és a kezelés eszköze 

lehet. A miR-34 szolid tumorok kezelésének fázis I. vizsgálati szintjéig jutott, ahol azonban 

ismeretlen okból súlyos immunreakció kialakulását eredményezte, ami jól szemlélteti a 

miRNS-ekben rejlő ígéretes lehetőségeket csakúgy, mint további elemzésük és megismerésük 

fontosságát [213]. 

A miRNS-sek rendszerint az mRNS-ek 3’ UTR-éhez kötődve fejtik ki legtöbbször gátló 

hatásukat a transzláció vagy az mRNS élettartamának befolyásolása révén. Funkciójuk pontos, 

átfogó megismerését az is nehezíti, hogy egyetlen miRNS számos célgén kifejeződésére lehet 

               dc_1984_22



Irodalmi áttekintés A genetikai variációk elemzése 
 

 52 

hatással, és egyetlen mRNS-t nagy számú miRNS szabályozhat, az így kialakuló bonyolult há-

lózat feltérképezése hatékony informatikai megközelítést igényel. Tovább bonyolítja a képet, 

hogy az egyszerű szekvencia analízis az interakciók megítéléséhez nem elegendő, így a mole-

kuláris genetikai elemzések szintén nélkülözhetetlenek ezen rendszer megismerésében. 

A miRNS-ek funkciójának vizsgálata során az in silico, on-line eszközök hasznos kiindu-

lópontot jelentenek. A pri-miRNS-ek hajtű szerkezete, az érett miRNS-ek szekvenciája, vala-

mint a vele kapcsolatos tudományos publikációk fellelhetők a miRBase-ben. A Diana–TarBase 

és a miRTarBase adatbázisok a laboratóriumi eljárásokkal igazolt mRNS–miRNS kölcsönha-

tásokat gyűjti össze, a miRWalk jósolt és kísérletesen validált kapcsolatokat egyaránt tartalmaz 

[214]. A miRGator 3.0 adattárban a miRNS-ek expressziós mintázatáról is tájékozódhatunk 

[215], ezek különböző humán tumorokra jellemző megváltozása olvasható a miRCancer adat-

bázisban, a PolymiRTS pedig a miRNS-eket kódoló szakaszokon, illetve a kötőhelyeikben 

megtalálható SNP-ket foglalja össze. A Firefly Discovery Engine a miRNS-ekkel kapcsolatos 

tudományos közlemények tárháza. A miRNS-ek célgénjeinek jóslására számos on-line eszköz 

(miRDB, TargetScan, miRSearch) elérhető. 

Az mRNS–miRNS kölcsönhatás biológiai szerepe és működése természetesen alapvetően 

eltér a DNS–fehérje kölcsönhatásokétól, mégis ebben az esetben is két molekula között kiala-

kuló kapcsolat elemzése a feladat, így a korábban bemutatott technikák egy része – megfelelő 

módosításokat követően – alkalmazható ezen szabályozási rendszerek kutatására is. 

Logikus lehetőség a luciferáz riporter rendszerek alkalmazása, melynek során a vizsgálni 

kívánt 3’ UTR-t természetes elhelyezkedésének megfelelően a luciferázt kódoló szakasz mögé 

kell klónozni, erre alkalmas pl. a pMIR-Report vagy a pmirGLO Dual-Luciferase vektor. A 

rendszer alkalmas nemcsak a „seed” szekvencia, de akár egyetlen SNP hatásának pontos tanul-

mányozására, és említésre méltó, hogy sok esetben a sejtes rendszerben az in silico jósolt köl-

csönhatások nem megerősíthetők, ugyanakkor olyan miRNS–mRNS kapcsolatok is kimutatha-

tók, melyeket a predikciós eljárások nem jeleznek [216]. 

A célgének miRNS hatására bekövetkező expresszió változása szintén információt szol-

gáltathat arról, hogy egy miRNS mely szabályozási folyamatokban játszik szerepet. Egy 

miRNS túltermelését vagy gátlását követően a vele kapcsolatban álló gének kifejeződése meg-

változik. Annak ellenére, hogy a miRNS-ek az mRNS-hez kötődve a transzkripciót követően 

fejtik ki hatásukat, mégis sok esetben hatásuk – pl. microarray alapú mérés segítségével – 
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mRNS-szinten is nyomon követhető [217], ráadásul szövet specifikus módon. Egyetlen miRNS 

akár több mint száz mRNS működését, illetve mennyiségét befolyásolhatja, ami a rendszer há-

lózatos jellegén túlmenően központi szabályozók szerepét is felvetheti [218]. A fehérjeexpresz-

szió mérése nagy áteresztőképességű tömegspektrometriás eljárással megvalósítható: a kimu-

tatható változások annál nagyobb összhangban állnak az mRNS szintű mintázattal, minél hosz-

szabb (7 vagy 8 nukleotid) szakaszon hibridizál a miRNS az mRNS-sel [219]. 

Immunprecipitáció segítségével azonosíthatók azok a célgének, melyek egy adott miRNS-

sel közvetlen kölcsönhatásban állnak, mivel az mRNS–miRNS kapcsolat a RISC komplex ki-

alakulásán keresztül jön létre. Az eljárás leggyakrabban az argonauta fehérjéket specifikusan 

felismerő antitestekkel végezhető el, a komplex stabilitása azonban viszonylag alacsony, emiatt 

disszociálhat a RISC és az mRNS az immunprecipitáció során [220]. Megoldást jelenthet erre, 

hogy UV-fény hatására a fehérje és az RNS fényérzékeny csoportjai között keresztkötések jön-

nek létre, aminek hatékonysága 4-tiouridin alkalmazásával tovább fokozható [221]. Lehetőség 

van az mRNS és a miRNS ligálására is az immunprecipitáció folyamat során, melynek révén a 

miRNS és célgénje együtt szekvenálható [222]. 

Az alapelv hasonló azon eljárások esetén, melyek – rendszerint biotinnal – jelölt 

miRNS-eket alkalmaznak a target mRNS-ek azonosítása céljából [223, 224]. A sejtben létre-

jövő biotinilált miRNS–mRNS komplexek streptavidin segítségével izolálhatók, a rendszer ér-

zékenysége és hatékonysága fényérzékeny csoportok (pl. psoralennel konjugált uridin) alkal-

mazásával növelhető, mivel a nukleinsavak között UV fény segítségével stabil keresztkötések 

hozhatók létre [225]. Szem előtt kell azonban tartani, hogy a miRNS-ek működését a biotin 

jelentősen befolyásolja, és egyes esetekben megfigyelhető, hogy a biotinilált miRNS affinitása 

az argonauta fehérjék iránt lényegesen csökken [226]. Ennek megfelelően a miRNS-ek jelölé-

sére alternatív megközelítéseket dolgoztak ki. Hatékonynak bizonyult egy tetrazolt, valamint 

két benzol gyűrűt tartalmazó csoporttal módosított miRNS-ek használata. Az így konjugált mo-

lekulák megőrizték eredeti funkciójukat, és hatékonyan beépültek a RISC-be. A miRNS–

mRNS komplex létrejöttét követően a miRNS-en lévő mesterséges kötőhelyhez fumaráttal kon-

jugált biotin UV fény hatására stabilan bekötődött („fotoklikk” reakció), a létrejött komplexeket 

pedig streptavidin segítségével lehetett hatékonyan izolálni [227].
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3 CÉLKITŰZÉSEK 
A bemutatott kutatómunka fő célkitűzése genetikai polimorfizmusok három – DNS-, moleku-

láris (génkifejeződésre gyakorolt) és fenotípusos – szintű elemzése volt. 

 Hatékony genotipizáló eljárást kívántunk kidolgozni a humán DRD4 és WFS1 génekben lévő 

kiválasztott SNP-kre és hosszúságpolimorfizmusokra, valamint a kutya dopaminerg rend-

szeréhez tartozó gének (DRD4, DBH, TH) egyes hosszúságvariációinak elemzésére. Célunk 

volt ezen utóbbi génekben új, korábban nem ismert polimorfizmusok azonosítása. 

 A genotipizáló és haplotipizáló eljárások részeként célunk volt olyan elektroforetikus rend-

szerek – ultravékony és kapilláris gélelektroforézis, valamint mikrofluidikai eszköz – beál-

lítása és alkalmazása, melyekkel az elemzés szűk keresztmetszetét jelentő fragmentum ana-

lízis hatékonysága és felbontóképessége növelhető. 

 Real-time PCR alapú eljárásokat kívántunk kidolgozni és alkalmazni a C4A, illetve C4B, 

valamint a GSK3B géneket érintő CNV-k elemzésére. 

 Céljaink között szerepelt a genotipizáló rendszerek továbbfejlesztése oly módon, hogy al-

kalmassá váljanak szomszédos polimorfizmusok direkt, molekuláris haplotípuselemzésére. 

 A beállított genotipizáló és haplotipizáló eljárásokat asszociáció vizsgálatok során kívántuk 

alkalmazni. Vizsgálni kívántuk a WFS1 és a monoaminerg rendszer egyes génjeiben lévő 

kiválasztott polimorfizmusok és az agresszió közötti feltételezett összefüggést. 

 Céljaink között szerepelt továbbá a SNAP-25 SNP-i és az impulzivitás, valamint a WFS1 

polimorfizmusai és az 1-es, illetve 2-es típusú cukorbetegség közötti összefüggés elemzése. 

 Kutatni terveztük, hogy bizonyos polimorfizmusok szerepet játszhatnak-e a génkifejeződés 

szabályozásában: elemezni kívántuk a SNAP-25 promoterében, illetve 3’ UTR-ében elhe-

lyezkedő SNP-k hatását in vitro rendszerben. 

 Célul tűztük ki a genetikai asszociáció elemzések során pozitív eredményt mutató WFS1 

polimorfizmusok transzkripció aktivitására, valamint miRNS-kötődésére gyakorolt modu-

láló hatásának tanulmányozását.
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4 MÓDSZEREK 

4.1 Polimorfizmusok genotipizálása 

4.1.1 Vizsgálati személyek, mintavétel, DNS-izolálás 

Az asszociáció vizsgálatokban résztvevő egészséges személyek önkéntes alapon vettek részt 

kutatásainkban. Az 1-es, illetve 2-es típusú diabetes mellitus-ban szenvedő betegek a Sem-

melweis Egyetem II., illerve III. Belgyógyászati Klinikáján, a hangulatzavarral diagnosztizált 

résztvevők a Semmelweis Egyetem Pszichiátriai és Pszichoterápiás Klinikáján álltak kezelés 

alatt. A cukorbetegség diagnózisának felállítása éhgyomri vércukorértékek, valamint az orális 

glükózterhelés tesz (OGTT) alapján történt a WHO előírásai szerint. A vizsgálatokat az Egész-

ségügyi Tudományos Tanács Tudományos és Kutatásetikai Bizottsága (ETT-TUKEB) hagyta 

jóvá. A mintavétel, valamint a genetikai elemzések megkezdése előtt minden résztvevő részle-

tes írásbeli tájékoztatót kapott a kutatás céljáról és menetéről, valamint írásos beleegyező nyi-

latkozatot töltött ki. Az egyedi kóddal ellátott mintákat anonim módon kezeltük. Az eset–kont-

roll elemzések során etnikailag homogén (kaukázusi eredetű) személyekből álló, nemben és 

korban illesztett csoportokat hasonlítottunk össze. 

A DNS-mintavétel non-invazív módon történt: a vizsgálati személyek vattapálca segítsé-

gével az íny vagy a bucca területét dörzsölve szájnyálkahártya-sejteket gyűjtöttek. A mintákat 

további feldolgozásig –20 °C-on tároltuk. A DNS-tisztítás a sejtek lízisével kezdődött (0,1 M 

NaCl, 0,01 M Tris-HCI (pH = 8), 0,5% SDS, 0,2 mg/ml proteináz K). Az 56 °C-os inkubációt 

követően a fehérjéket telített NaCl oldattal kicsaptuk. Centrifugálás után a DNS-t a felülúszóból 

izopropanollal és etanollal precipitáltuk, a csapadékot 0,5× TE pufferben (5 mM Tris pH = 8, 

0,5 mM EDTA) oldottuk fel.  

 

4.1.2 Genotipizálás „hagyományos” PCR-rel 

A VNTR-ek, valamint SNP-k PCR–RFLP-vel, illetve allél-specifikus PCR-rel történő genoti-

pizálása során a Qiagen HotStarTaq® DNS-polimeráz kitet alkalmaztuk. A méréseket 6–10 µl 

végtérfogatban végeztük el, a reakcióelegyek 1–1 µM primereket (Függelék S1. táblázat), 

200 µM dATP-t, dCTP-t, dGTP-t és dTTP-t; 1× puffer oldatot, 1× Q-oldatot, 0,25–0,5 U DNS 
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polimerázt és 4–10 ng genomi DNS-t tartalmaztak. A keletkező termékeket – várható méretük-

től függően – különböző koncentrációjú hagyományos vagy metaphor agaróz gélelektroforé-

zissel választottuk el egymástól. A WFS1 SNP-k primer extenzióval történő elemzése során a 

régió amplifikálást követően a megmaradt primereket Exo I emésztéssel, a még jelenlévő dez-

oxiribonukleozid-trifoszfátokat pedig rekombináns alkalikus foszfatázzal (rSAP) bontottuk le. 

Ezt követte az SBE reakció, melyenek során a SNPStart® MasterMix oldatot alkalmaztuk. A 

feleslegben maradt, jelölt láncterminátor nukleotidok foszfát csoportjait rSAP-emésztéssel tá-

volítottuk el, hogy az elektroforézis során ne adjanak zavaró szignált. 

 

4.1.3 Genotipizálás real-time PCR-rel 

Az SNP-k real-time PCR-rel történő elemzése során saját tervezésű, illetve kereskedelmi for-

galomban beszerezhető primer- és próbapárokat alkalmaztunk. A 10 µl végtérfogatú reakció-

elegy – a PCR alapvető komponensei mellett – ROX referencia festéket és AmpliTaq Gold® 

DNS-polimerázt tartalmazott. A laboratóriumunkban működő QuantStudio 12K Flex berende-

zés lehetővé tette a genotipizálás miniatürizált, nagy áteresztőképességű kivitelezését. Az 

OpenArray lemezek előre meghatározott elrendezésben tartalmazzák a megfelelő SNP-k ge-

notipizálásához szükséges primereket és próbákat. A DNS-eket és a reakcióelegyet az AccuFill 

rendszer viszi fel: egy lemez (6. ábra) 48 db 64 mintahelyből álló régiója összesen 3072 pár-

huzamos elemzést tesz lehetővé, a reakciók 33 nl térfogatban zajlanak. 

A WFS1 gén promoterében lévő in / del polimorfizmus analízise során a régiót PCR-rel 

felsokszoroztuk, majd a reakcióelegyhez SYBR Green interkalálódó festéket adtunk, és a ter-

mék olvadáspontját real-time PCR berendezés segítségével határoztuk meg. 

 

 

6. ábra. OpenArray lemez. Egy lemezen a 48  64 mintahelynek megfelelően párhuzamosan 

3072 real-time PCR mérés végezhető el. A reakciók végtérfogata 33 nl. 
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A CNV-k elemzésekor a génszámot kvantitatív real-time PCR-rel állapítottuk meg. Min-

den esetben három technikai párhuzamost alkalmaztunk, a relatív kvantifikálás a CT-módszer-

rel történt. Belső kontrollként olyan genomi régiót (RNáz P gén) amplifikáltunk, melynek gén-

száma nem mutat polimorf változatosságot. 

 

4.1.4 Automatizált elektroforetikus technikák 

A genotipizáló munka során a nagyobb áteresztőképességű és jobb felbontású fragmentum ana-

lízis céljából a hagyományos, horizontális alámerülő agaróz gélelektroforézis mellett külön-

böző, hatékony elválasztástechnikai eljárásokat is alkalmaztunk. 

Az ultravékony gélelektroforézis során a DNS-fragmentumokat egy üvegkazettában lévő 

190 µm vastagságú agaróz–lineáris poliakrilamid gélben választottuk el, a detektálás – a kapil-

láris elektroforézishez, illetve a mikrofluidikai eszközökhöz hasonlóan – lézer indukált fluo-

reszcencia segítségével az elválasztás alatt („időben”) történt. Az üvegkazetta két végén egy-

egy 15 ml-es beépített puffer tartály található, ezeken keresztül történt a gél betöltése, illetve 

ide csatlakoztak az elektródok az elektroforézis során. A valós idejű detektálás miatt ugyanab-

ban a gélben néhány órás időtartamon belül több elválasztás is elvégezhető. Kísérleteink során 

2% agaróz–1% poliakrilamid–20 ng/µl EtBr–1 TBE (89 mM tris, 89 mM borát, 2 mM 

Na2EDTA puffer) gélmátrixot használtunk, mely igen széles (10–20 000 bp) mérettartomány-

ban alkalmasnak bizonyult a DNS-fragmentumok nagy felbontású elektroforetikus analízisére 

(7. ábra). A gélt folyékony formában (60 °C) töltöttük a kazettába. A minták injektálása egy 

fésű alakú membrán alkalmazásával történt, a „fésűfogakra” 0,2 µl mintát pipettáztunk, és a 

membránt a kazettába, a gélhez illesztettük. A DNS-molekulák az elektromos térerő hatására a 

membránról a gélbe jutottak, majd a gélben megkezdődött az elválasztás. A nagy felszín–tér-

fogat arány hatékony hőleadást biztosított, így a hagyományos alámerülő technikához képest 

kb. egy nagyságrenddel magasabb (általában 75 V/cm) térerő volt alkalmazható. A detektor a 

gélt a kiindulási ponttól 2–6 cm távolságban folyamatosan pásztázta: a kazetta méretétől füg-

gően egy gélben párhuzamosan akár 96 minta elemzése is elvégezhető volt. 

A kapilláris gélelektroforézis során a Beckman Coulter MDQ egy kapillárisos, illetve 

GeXP nyolc kapillárisos berendezésekkel dolgoztunk. Kísérleteink során 50–180 µm belső át-

mérőjű kapillárisokat alkalmaztunk, az elválasztás során a kapilláris effektív hossza (l) 20 és 
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50 cm között változott. A mintákat elektrokinetikusan injektáltuk, az elválasztás 2–6 kV fe-

szültséggel történt. 

 

 

7. ábra. DNS-fragmentumok elválasztása ultravékony gélelektroforézissel. A 2% aga-

róz–1% poliakrilamid gél 10–20 000 bp tartományban hatékony elválasztást tesz lehetővé. 1: 

Hae III enzimmel emésztett X 174 DNS, 2: Msp I endonukleázzal hasított pBR322 plaz-

mid, 3: Hind III enzimmel emésztett  DNS, 4–8: 10, 50, 100, 200 és 500 bp-os DNS-létra. 

A mikrofluidikai eszköz elválasztási paramétereinek elemzése során 100 µm-es „dupla-T” 

injektoros, üvegből készült elektroforetikus chipet alkalmaztunk. Az elválasztó csatorna teljes 

hossza 80 mm volt, az effektív hossz 10 és 75 mm között volt változtatható. Az elválasztások 

előtt a csatornákat 2% polivinilpirrolidon (PVP, Mw = 1 300 000 g/mol, 1 TBE) oldattal mos-

tuk át, ami a csatornák falán bevonatot képezve az elektroozmotikus áramlást hatékonyan csök-

kentette. Az elválasztásokat 0,5–2,5%-os polivinilpirrolidon használatával végeztük el. A min-

tákat a 4-es tartályból elektrokinetikusan injektáltuk (U1 = 240 V, U2 = 480 V, U3 = 240 V, 

U4 = 0 V), az elválasztás során 165 V/cm elektromos térerőt (U1 = 0 V, U2 = 250 V, U3 = 1650 

V, U4 = 250 V) alkalmaztunk (8. ábra). A DNS molekulákat 0,5 µM Sytox Orange interkalátor 

festék segítségével tettük láthatóvá. A DNS–Sytox Orange komplexet 532 nm-es zöld lézerrel 

gerjesztettük, a lézerfényt egy dikroikus tükrön keresztül mikroszkóp segítségével irányítottuk 

az elektroforetikus chip elválasztó csatornájának megfelelő pozíciójába. Ugyanez a mikroszkóp 
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objektív gyűjtötte össze a kibocsátott fluoreszcens jelet ( = 570 nm), ezt a fényt a dikroikus 

tükör átengedte, s így az a detektorba jutott (8. ábra). 

 

 

8. ábra. A kísérleteink során alkalmazott mikrofluidikai eszköz felépítésének vázlata. 

Az 532 nm hullámhosszúságú lézert (vékony sötétzöld vonal) a dikroikus tükör visszaveri, 

így az a mikroszkópon keresztül megvilágítja az elektroforetikus chip elválasztó csatornáját. 

A fluoreszcens fény (szélesebb világoszöld sáv) a dikroikus szűrőn áthaladva a detektorba 

jut. 

4.1.5 Haplotípus / LD vizsgálata 

A polimorfizmusok „direkt”, PCR-alapú haplotípus meghatározása során a genotipizáláshoz 

hasonló technikákat alkalmaztunk. A HotStar Taq DNS-polimeráz kittel felsokszorozott PCR-

termékeket hagyományos, alámerülő agaróz vagy kapilláris gélelektroforézis segítségével tet-

tük láthatóvá. Nagyobb kiterjedésű génszakaszok, illetve több SNP esetén az egyes haplotípu-

sok gyakoriságát, valamint a polimorfizmusok közötti LD-t a HaploView 4.2 segítségével szá-

moltuk ki [228]. Az egyes személyek individuális haplotípusát a Phase 2.1 programcsomag 

alkalmazásával határoztuk meg [229]. 
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4.2 Asszociáció vizsgálatok 

4.2.1 Fenotípus-elemzés 

Az 1-es, illetve a 2-es típusú diabetes mellitus-ban szenvedő betegek kezelése, illetve a kórké-

pek diagnózisának felállítása a Semmelweis Egyetem II. és III. számú Belgyógyászati Kliniká-

ján történt. 

Az agresszió mérésére a Buss–Perry Agresszió Kérdőívet használtuk. Ez a kérdőív 29 kér-

désből áll, 4 alskálájának megfelelően négy dimenzió: a fizikai és verbális agresszió, a hoszti-

litás (ellenségesség, rosszindulatúság – az agresszió kognitív összetevője) és a harag meghatá-

rozására alkalmazható. 

A Barratt Impulzivitás Skála az egyik leggyakrabban alkalmazott önkitöltős kérdőív az 

impulzív viselkedés elemzésére. A teszt 30 tételt tartalmaz, a kérdőívet kitöltő személy reakci-

óiban megjelenő lobbanékonyságot (motoros alskála), a jövőbeli események megtervezését 

(tervezés alskála), valamint a gondolkodásban megjelenő impulzivitást (kognitív funkciók al-

skála) határozza meg. 

 

4.2.2 Statisztikai elemzés 

A polimorfizmusok elemzése során alkalmazott genotipizáló technikák megbízhatóságát a 

Hardy–Weinberg-egyensúly tesztelésével ellenőriztük. A mért és az allélfrekvenciákból számí-

tott várható genotípus-gyakoriság értékeket, valamint eset–kontroll elemzések során a csopor-

tok allél-, genotípus-, illetve haplotípusfrekvencia értékeit 2-próbával hasonlítottuk össze. 

Azon kísérletek során, amikor a fenotípust folytonos változóval jellemeztük, az egyes genotí-

pus- vagy haplotípus-csoportba tartozó személyek valamely tulajdonságot jellemző átlagértékei 

közötti különbséget egyszempontos variancia analízissel (ANOVA) vizsgáltuk. Mivel sok eset-

ben számos polimorfizmust elemeztünk egyidejűleg, a többszörös tesztelés miatt a Bonferroni-

korrekcióval módosított statisztikai szignifikancia (p) értéket vettük figyelembe az eredmények 

kiértékelése során. 
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4.3 Molekuláris biológiai vizsgálatok 

4.3.1 Luciferáz riporter konstrukciók készítése 

A szabályozó régiók polimorfizmusainak elemzéséhez pGL3-Basic, pGL3-Control és pMIR-

Report vektorokat alkalmaztunk. Az inzerteket ismert genotípusú személyek genomi DNS-éről 

állítottuk elő PCR-rel, a primerek (Függelék S1. táblázat) 5’ végén a klónozó helynek megfelelő 

restrikciós endonukleáz felismerőhely volt megtalálható. A WFS1 promoter polimorfizmusait 

pGL3-Basic, ugyanezen gén, valamint a SNAP-25 3’ UTR-ében lévő SNP-ket pedig pMIR-

Report és pGL3-Control rendszer segítségével vizsgáltuk. A vektorokat és inzerteket a megfe-

lelő restrikciós endonukleázzal emésztettük, majd a rekombináns DNS-t T4-ligáz segítségével 

készítettük el, és XL10-Gold® E. coli kompetens sejtekbe transzformáltuk. Az elkészült konst-

rukciókat PureYield™ Mini-, illetve Midiprep segítségével tisztítottuk, az inzert bázissorrend-

jét és megfelelő beépülését Sanger-szekvenálással ellenőriztük. A kísérletek során elemzett to-

vábbi variánsokat QuikChange® Lightning irányított mutagenezissel hoztuk létre. 

 

4.3.2 Tranziens transzfekció, luciferáz aktivitás mérése 

A promoterben és a 3’ UTR-ben elhelyezkedő polimorfizmusok szabályozó hatásának luciferáz 

rendszerrel történő vizsgálata során HEK293T (humán embrionális vese) sejteket alkalmaz-

tunk. A sejtvonalat termosztátban (37 °C, 5% CO2), 10% FBS-t és 1% Penicillin–Streptomicin 

antibiotikumot tartalmazó DMEM oldatban tartottuk fenn. Az egyes mérésekhez a sejteket 24 

lyukú tálcába, 500 µl médiumba tettük ki, majd 24 óra múlva Lipofectamine™ 2000 segítség-

ével transzfektáltuk. A relatív luciferáz aktivitás meghatározása céljából a sejteket minden eset-

ben β-galaktozidázt kódoló konstrukcióval kotranszfektáltuk, a mérések során a riporter fehérje 

aktivitását ezen enzim mennyiségével normalizáltuk. 

A kísérletek megkezdése előtt vizsgáltuk, hogy milyen mennyiségű konstrukciók transz-

fektálása vezet a legoptimálisabb eredményhez. Azt a tartományt kerestük, melyben a relatív 

luciferáz aktivitás és annak változása megbízhatóan kimutatható. Ennek meghatározására a sej-

teket növekvő mennyiségű konstrukciókkal transzfektáltuk, és mértük a keletkező enzimek ak-

tivitását. A 3’ UTR-ben lévő SNP-k elemzése során a sejteket a luciferázt és a β-galaktozidázt 

kódoló konstrukció mellett pre-miRNS-sel is transzfektáltuk, ebben az esetben real-time PCR 

alapú eljárással azt is elemeztük, hogy a prekurzor átalakul-e érett miRNS-sé (9. ábra). 
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A kalibrációs kísérletek eredményei alapján a mérések során 0,125 µg pGL3-, 0,05 µg 

pMIR-Report, valamint 0,2 µg β-galaktozidázt kódoló konstrukciót alkalmaztunk. Megállapí-

tottuk, hogy a kimutatható miRNS szintje a transzfektált mennyiséggel megfelelő összefüggést 

mutat (9. ábra, érett miR: R2 = 0,994, pre-miR: R2 = 0,977), és ebben a tartományban a prekur-

zor csaknem maradéktalanul átalakul érett formává. Az SNP-k hatásának elemzése során a sej-

teket 5 pmol miRNS-sel transzfektáltuk. A transzfekciós reakcióelegy a megfelelő konstrukciók 

mellett 2,5 µl 1 mg/ml LipfectamineTM 2000 oldatot tartalmazott 125 µl végtérfogatban, melyet 

a liposzómák kialakulását követően (20 perc inkubáció) adtunk az előkészített sejtekhez. 

 

 

9. ábra. Prekurzor miRNS átalakulása érett formává. HEK293T sejteket növekvő meny-

nyiségű pre-miR-185-tel transzfektáltunk, majd meghatároztuk az érett miRNS és a prekur-

zor mennyiségét. Az ábra egy reprezentatív kísérlet eredményét mutatja. A három technikai 

párhuzamos közötti különbségek szintje olyan alacsony, hogy az az ábrán (hibasáv formájá-

ban) nem jeleníthető meg. 

A sejteket a transzfekció után 24 órával begyűjtöttük, három fagyasztás–olvasztás lépéssel 

feltártuk, majd centrifugálást (13000 rpm, 15 perc, 4 °C) követően az enzimeket tartalmazó 

felülúszót új Eppendorf csövekbe mértük. Az enzimaktivitások meghatározása Varioskan Flash 

berendezés segítségével történt, amely luminometriás és fotometriás mérések elvégzésére egy-

aránt alkalmazható. A luciferáz enzim mennyiségét 0,16 mg/ml luciferin kálium sót tartalmazó 

reagenssel, a β-galaktozidáz aktivitását 40 mg/ml ONPG-oldattal (orto-nitrofenil-β-galaktozid) 

határoztuk meg. Minden kísérletben három párhuzamos mérést alkalmaztunk. A luciferáz en-

zim aktivitását a β-galaktozidáz mennyiségével normalizáltuk, az egyes kísérleti pontok ered-

ményeit egyszempontos ANOVA elemzéssel hasonlítottuk össze. 
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5 EREDMÉNYEK ÉS MEGBESZÉLÉS 

5.1 Polimorfizmusok genotipizálása 
A polimorfizmusok és mutációk klinikai diagnosztikai, molekuláris, illetve asszociáció elem-

zése során egyaránt alapvető kiindulási pont a megbízható genotipizáló eljárás beállítása és 

használata. Bár a legtöbb módszer elve, működése első pillantásra egyértelműnek tűnhet, opti-

malizálásuk és alkalmazásuk szinte minden esetben gondos munkát és körültekintést tesz szük-

ségessé. A genetikai polimorfizmusok elemzésére irányuló kutatásaink három fő pilléren nyug-

szanak (3. ábra). Első lépésben hatékony genotipizáló eljárásokat állítottunk be, melyeket ezt 

követően asszociáció vizsgálatok keretében egyes komplex jellegek örökletes hátterét kutatva 

alkalmaztunk. Végül a harmadik – talán legfontosabb – lépésként azt vizsgáltuk, hogy a pozitív 

asszociációt mutató polimorfizmusokhoz köthető-e molekuláris biológiai funkció. 

Munkánk egyik kezdeti feladata ennek megfelelően olyan eljárások beállítása és optimali-

zálása volt, melyekkel a kiválasztott célgének (elsősorban a DRD4, a WFS1 és a SNAP-25) 

egyes polimorfizmusai megbízhatóan és hatékonyan genotipizálhatók. Közeli variációk esetén 

külön figyelmet fordítottunk a haplotípus, azaz az allélok relatív kromoszomális lokalizációjá-

nak meghatározására, mivel ez a biológiai hatás szempontjából döntő jelentőségű lehet. Bár az 

SNP-k és az ismétlődési variációk vizsgálata valamelyest eltérő megközelítést igényel, közös 

bennük, hogy az elemzés szűk keresztmetszetét gyakran az elektroforetikus analízis jelenti. 

Munkánk során ezért hangsúlyt fektettünk olyan technikák – ultravékony és kapilláris gélelekt-

roforézis, mikrofluidikai eszköz – alkalmazására, melyekkel a DNS-fragmentumok elválasz-

tása automatizálható, az elektroforézis hatékonysága és érzékenysége fokozható.  

 

5.1.1 Ismétlődési variációk és SNP-k elemzése 

Napjaink nagy áteresztőképességű genotipizáló technikái elsősorban az SNP-k elemzésére fó-

kuszálnak, ugyanakkor az ismétlődési variációk mégis több szempontból különös érdeklődésre 

tarthatnak számot. Bár számuk az SNP-kénél kétségtelenül alacsonyabb, rendkívül heterogén 

csoportot képeznek, mivel mind az ismétlődő modul hossza, mind pedig az ismétlődési szám 

igen variábilis lehet, így jelentős biológiai funkcióval rendelkezhetnek, és nagymértékben hoz-

zájárulnak az emberek közötti genetikai különbözőségek kialakításához. 
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5.1.1.1 A dopaminerg rendszer kiválasztott polimorfizmusainak elemzése 

A DRD4 gén 3. exonjában lévő 48 bp-os VNTR elemzése 25 éves múltra tekint vissza: a 

pszichogenetikai asszociáció elemzések hajnalán összefüggést figyeltek meg a 7 ismétlődést 

tartalmazó allél és az újdonságkeresés személyiségjegy között [55, 61]. Korábbi munkánk során 

megfigyeltük, hogy a guaninban és citozinban meglehetősen gazdag génrégióban a heterozigóta 

(pl. 4/7) genotípusok kimutatása a rövidebb allél preferenciális képződése („allél-kiesés”) 

miatt kihívást jelent, ami a hosszú allélok gyakoriságának alulbecsléséhez vezethet. Ennek el-

kerülése céljából a PCR-elegyben a dGTP-t részlegesen (50%-ban) dezoxi-inozintrifoszfáttal 

helyettesítettük, melyben a hipoxantin a guaninhoz hasonlóan a citozinnal képez bázispárt, de 

a molekulák között csak kettő H-kötés jön létre. A képződő eltérő nagyságú PCR-termékek 

olvadáspontja között így kisebb a különbség, ami hozzájárul a hosszabb fragmentum hatéko-

nyabb képződéséhez [XVII]. 

A gén 5’ régiójában elhelyezkedő SNP-ket (rs1800955 „–521 C/T”, rs747302 „–616 C/G”) 

korábban allél-specifikus PCR és RFLP technikákkal elemeztük [XVIII]. Felhívtuk a figyelmet 

arra, hogy az rs747302 SNP-re leírt Ava II restrikciós endonukleáz alkalmazásán alapuló ge-

notipizáló eljárás [230] figyelmen kívül hagyja a lókusz közvetlen szomszédságában elhelyez-

kedő rs796487306 „–615 A/G” polimorfizmust, és emiatt az rs747302 G allélt esetenként téve-

sen C variánsként azonosítja [XIX]. Az SNP-k elemzése során észrevettük, hogy néhány min-

tában a régió PCR-amplifikációja során a vártnál rövidebb termék képződik. 

 

 

10. ábra. A humán DRD4 gén 5’ régiójában lévő 27 bp-os deléció. A 3. minta heterozigóta 

genotípusú. A szekvencia összehasonlítás mutatja a deléció GRCh38.p13 szerinti pontos el-

helyezkedését. 
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Az érintett szakasz két oldalára tervezett primerpár (Függelék S1. táblázat) alkalmazásával 

egy hosszúságvariáció rajzolódott ki, a szekvenálás eredménye alapján a deléció 27 bp hosszú-

ságú szekvenciát foglal magában (10. ábra). Nem-rokon személyekből álló populáción (N = 

955) vizsgáltuk az új allél előfordulási gyakoriságát, a deléció frekvenciája 0,16%-nak mutat-

kozott. Az egyik heterozigóta személy szüleitől származó DNS-minták is elérhetők voltak, a 27 

bp-os szekvenciakiesést egyikükben szintén sikerült kimutatni [II]. 

Ezek az eredmények mutatják, hogy a Humán Genom Projekt befejezését követően is 

szükséges, illetve lehetséges volt a DNS-szekvencia pontosabb megismerése és polimorfizmu-

sainak feltárása. Más fajok esetén még kevesebb információ állt rendelkezésre. A humán DRD4 

gén polimorfizmusainak elemzéséből kiindulva vizsgálatainkat a kutya dopaminerg rendszeré-

nek variációira is kiterjesztettük, tekintve, hogy a kutya bizonyos (pszichológiai) fenotípusok 

szempontjából jobb modell a gyakran alkalmazott rágcsálóknál, és érdekes módon a DRD4 

génben lévő polimorfizmusai is több hasonlóságot mutatnak az emberi variánsokkal. In silico 

szekvencia analízissel (Tandem Repeats Finder) ismétlődő szekvenciákat kerestünk a dopamin-

-hidroxiláz (DBH), a dopamin transzporter (DAT), a tirozin-hidroxiláz (TH) és D4-es dopamin 

receptor (DRD4) génekben, a további vizsgálatokba azokat a régiókat vontuk be, ahol az ismét-

lődő modul hossza meghaladta a 6 bp-t, és a repetitív szakaszok bázissorrendje legalább 85%-os 

egyezést mutatott. Ezen kritériumok alapján öt korábban nem elemzett régió (TH 4. intron 36 

bp duplikáció, DBH 4. intron 17 bp duplikáció, DBH 11. exon 24 bp duplikáció, DAT 5. intron 

59 bp duplikáció és DAT 9. intron 38 bp duplikáció) elővizsgálatát kezdtük meg 60 (különböző 

fajtájú kutya és farkas) egyed bevonásával. 

Az ismétlődő szekvenciákat közrefogó primerpárokat (Függelék S1. táblázat) terveztünk, 

az ezekkel kapott PCR-termékeket hagyományos alámerülő agaróz gélelektroforézissel ele-

meztük (11. ábra). A DAT 9. intronjában, valamint a DBH és a TH 4. intronjában lévő ismétlődő 

szakaszok polimorfnak bizonyultak a vizsgált populációkban, ezeket a variációkat és a DRD4 

gén 1. és 3. exonjában korábban leírt populációkat elemeztük tovább a teljes, 495 állatból 

(tervueren, groenandael és malinois belga juhászkutyák, németjuhászok és farkasok) álló min-

tában. 

A DRD4 gén 3. exonjában lévő polimorfizmus pontos elemzéséhez az eltérő modulokból 

álló szerkezet (4. ábra) miatt két reakció szükséges. Az első PCR során meghatározható az 

ismétlődő régió hossza, a „3a” és „3b” allélok elkülönítése külön mérésben történik (Függelék 
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S1. táblázat), mivel ezen két variáns esetén csak az ismétlődő modulok sorrendje különbözik 

(11. ábra). Ez a reakció azonban önmagában nem alkalmas a genotípus meghatározására, csak 

az első PCR eredményének ismeretében értelmezhető. 

 

11. ábra. Kutya dopaminerg rendszer génjeiben lévő VNTR-ek genotipizálása. Az 

ismétlődési szám meghatározása a polimorf régió PCR-amplifikációját követő gélelektro-

forézissel történt. A: DRD4 3. exon VNTR hosszának elemzése, illetve B: a „3a” és „3b” 

allélok elkülönítése. C: A DRD4 1. exon 24 bp inzerció / deléció (h = hosszú, r = rövid allél), 

D: TH 4. intron, E: DBH 4. intron, F: DAT 9. intron VNTR vizsgálata. A heterozigóta 

genotípusú mintáknál látható legkisebb mobilitású fragmentum a heteroduplex. 

A vizsgált populációban a „3b” allél egyetlen egyedben sem volt kimutatható. Németjuhá-

szokban a „2” allél (64,6%), tervuerenekben és malinoisokban a „3a” allél (62,5%, illetve 

64,0%) gyakorisága volt magasabb, míg groenandaelekben a két variáns frekvenciája közel 

azonos volt („2” allél: 51,4%). Kutyákban más ismétlődés nem fordult elő, ezzel szemben far-

kasokban az 5 modulból álló allél volt legnagyobb gyakorisággal (43,3%) kimutatható, és a 

„2”, „3a” és „5” variánsok mellett egy korábban nem azonosított változat is jelen volt, melyet 

– hosszának megfelelően – „8” allélnak neveztünk el. Az allélgyakoriság értékek hasonló mar-

káns különbséget mutattak az 1. exonban lévő 24 bp-os inzerció / deléció esetén (11. ábra). 

               dc_1984_22



Polimorfizmusok genotipizálása Eredmények és megbeszélés 

 67 

Farkasokban kizárólag a hosszú változat volt jelen, és a rövid allél alig fordult elő (1,7%) né-

metjuhászokban is. A tervuerenekben viszont a deléciót hordozó forma bizonyult gyakoribbnak 

(57,0%) [III]. 

1. táblázat. A dopaminerg rendszer génjeiben azonosított új polimorfizmusok allélfrek-

vencia értékei. A táblázat mindhárom polimorfizmus esetén a rövid („1”) változat gyakori-

ságát mutatja. 

VNTR Tervueren Groenandael Malinois Németjuhász 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 azonosított új polimorfizmusok esetén a kapott genotípus 

gyakoriság adatok nem mutattak szignifikáns eltérést a Hardy–Weinberg egyensúly alapján 

számított elméleti értékektől, ami az alkalmazott genotipizáló technikák megfelelő működését 

is mutatja. A TH génben a 36, a DAT-ban pedig a 38 bp hosszúságú ismétlődő szekvencia egy, 

illetve két példányban volt jelen, az allélgyakorisági értékek a DRD4 két polimorfizmusához 

hasonlóan az egyes fajtákban jelentős eltérést mutattak (1. táblázat). A DBH génben lévő 17 

bp-os szakasz az eredményeink alapján – érdekes módon – vagy 1, vagy 3 példányban volt 

jelen. Ezen polimorfizmus esetén a ritka változat egységesen a rövid („1”) allél volt: itt figyel-

tük meg a legkisebb eltérést az egyes fajták allélgyakoriság értéke (3,1–24%) között [III]. Már 

ilyen kisszámú polimorfizmus vizsgálata esetén is szembetűnő, hogy a különböző kutyafajták 

genetikai sajátossága között jelentős eltérés mutatkozik, érdekes, hogy még a malinois fajta is 

lényegesen különbözik a belga juhászkutyák másik két csoportjától. Adataink alapján megfi-

gyelhető az is, hogy esetenként a kutyafajták között nagyobb különbség tapasztalható, mint a 

kutyák és a farkasok között, ami részben azzal magyarázható, hogy a két faj genetikai állomá-

nya kb. 100 000 évvel ezelőtti szétválásukat követően is keveredhetett egymással [231]. 

 

5.1.1.2 A WFS1 gén polimorfizmusainak vizsgálata 

A humán WFS1 génben 17 SNP-t real-time PCR módszerrel, TaqMan próbák alkalmazásával 

genotipizáltunk (12. ábra). Munkánk során az eljárás „hagyományos” technikája [IV] mellett a 
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miniatürizált, OpenArray® rendszert is alkalmaztuk [V], mellyel egyetlen lemezen 33 nl térfo-

gatú reakciókban egyidejűleg 3072 párhuzamos mérés valósítható meg.  

 

 

12. ábra. SNP-genotipizálás real-time PCR-rel, TaqMan próbák alkalmazásával. Az 

ábra a módszer elvét és a WFS1 génben lévő rs9457 C/G SNP genotipizálásának eredményét 

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

roll. 

A vizsgálatainkba bevonni kívánt polimorfizmusokat több szempont figyelembevételével 

választottuk ki. Olyan polimorfizmusokat kívántunk elemezni, melyek ritka allél gyakorisága 

eléri az 5%-ot. A gén minél átfogóbb elemzése céljából az 1000 Genom Projekt adatbázisából 

letöltöttük az elérhető genotípus adatokat, és kiszámoltuk a SNP-k közötti LD értékeket. Min-

den haplotípus blokkból legalább két SNP-t választottunk úgy, hogy az SNP-k fizikai távolsága 

is lehetőleg kiegyensúlyozott legyen (a kiválasztott lókuszok közötti távolság nem haladta meg 

a 6 kb-t). A 3’ UTR-ben elhelyezkedő 3 SNP közül kettő (rs9457 és rs1046322) a Patrocles, 

illetve a PolymiRTS adatbázisok alapján miRNS-ek (miR-185 és miR-668) kötőhelyében talál-

ható [IV, V]. Korábbi tanulmányok a harmadik (rs1046320) polimorfizmust a 2-es típusú cu-

korbetegség rizikófaktoraként azonosították, az SNP molekuláris funkcióját azonban in vitro 

elemzésekkel nem sikerült igazolni [94]. A 4. intronban elhelyezkedő rs10010131 SNP szerepe 

valószínűsíthető a 2-es típusú diabetes, illetve a betegséggel kapcsolatos fenotípusok örökletes 

hátterében [232], a 8. exonban lévő, aminosavcserét (p.H611R) okozó rs734312 polimorfiz-

must pedig GWAS során a kórkép genetikai rizikófaktoraként azonosították [233], és szerepe 

felmerült a hangulatzavarok örökletes komponenseként is [234]. 

Az SNP-k közötti LD mértékét 801 személy genotipizálását követően a Lewontin-féle D’, 

valamint az R2 értékek (13. ábra) meghatározásával elemeztük [V]. A gén 3. intronjától a 7. 
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intronjáig kiterjedő több mint 13,5 kb hosszúságú szakaszon lévő SNP-k (rs4689393-től 

rs6446482-ig) egyetlen haplotípus blokkot alkotnak, ebben a régióban magas D’ és R2 értékeket 

kaptunk. Érdekes, hogy a csupán 292 bp távolságra, szintén a 7. intronban lévő rs4689395 po-

limorfizmus már nem tartozik bele ebbe a magas LD-vel jellemezhető szakaszba.  

 

 

13. ábra. A WFS1 gén 17 SNP-jének kapcsoltsági analízise. A négyzetek bal oldala (zöld 

skála) a Lewontin-féle D’, jobb fele (szürke skála) pedig az R2 értékeket ábrázolja. 

Szembetűnő, hogy az rs28716718 és az rs1801208 SNP-k esetén a D’ és az R2 között je-

lentős eltérés mutatkozik. A magas D’-höz társuló alacsony R2 értékek abban az esetben jel-

lemzőek, amikor a vizsgált populációban az SNP-k lehetséges négy kombinációjából csak há-

rom fordul elő, a negyedik haplotípus gyakorisága az allél-frekvenciák alapján számított érték-

nél lényegesen alacsonyabb. Figyelemre méltó, hogy a korábban a 2-es típusú cukorbetegség 

rizikófaktoraként felmerülő polimorfizmusok (rs1046320, rs10010131 és rs734312) és a 

miRNS-kötődést feltételezetten befolyásoló rs9457 SNP között magas LD értékeket kaptunk, 

ugyanakkor a másik vélhetően miRNS-kötőhelyen lévő SNP (rs1046322) független a gén csak-

nem valamennyi általunk elemzett polimorfizmusától [V]. 

Vizsgálatainkat a WFS1 gén 5’ nem kódoló régiójára is kiterjesztettük [VI]. Korábbi ta-

nulmányok tanúsága szerint az rs4689388 és az rs4273545 SNP hatással van a génkifejeződés 

               dc_1984_22



Eredmények és megbeszélés Polimorfizmusok genotipizálása 
 

 70 

szabályozására [235], és az előbbi polimorfizmust egy GWAS a 2-es típusú cukorbetegség ge-

netikai rizikófaktoraként azonosította [93]. Kísérleteinkbe bevontuk a korábban nem vizsgált 

rs148797429 inzerció / deléció polimorfizmust is, mely a transzkripciós starthelytől csupán 259 

bp távolságra helyezkedik el, és in silico szekvenciaelemzés alapján hozzájárulhat a transzkrip-

ció aktivitásának szabályozásához SP1, valamint AP2 transzkripciós faktorok bekötődésének 

befolyásolása révén. 

 

 

14. ábra. A WFS1 rs148797429 inzerció / deléció polimorfizmus genotipizálása. A: olva-

dáspont analízis real-time PCR-rel, B: Cy5-jelölt PCR-termékek elemzése denaturáló kapil-

láris gélelektroforézissel. A nyílhegyek a molekulatömeg marker DNS-fragmentumait mu-

tatják. Genotípusok: r/r: homozigóta deléció, h/h: homozigóta inzerció, h/r: heterozigóta. 

A polimorfizmus egy 6 bp hosszúságú szakaszt érint (GGGGCG / –), melynek kimutatása 

hagyományos alámerülő gélelektroforézis segítségével technikai nehézséget jelent. A genotí-

pus meghatározására ezért két független detektálási módszert állítottunk be (14. ábra). A poli-

morf régiót mindkét esetben PCR-rel amplifikáltuk (Függelék S1. táblázat), a 6 bp-os szakasz 

jelenlétekor egy 97, deléció esetén pedig egy 91 bp nagyságú fragmentum keletkezett. Az egyik 

eljárás során a PCR-termékhez SYBR Green DNS-interkalátor festéket adtunk, és real-time 

PCR segítségével meghatároztuk az amplikonok olvadáspontját. Bár ezzel a technikával a hosz-

szú és a rövid változat hatékonyan elkülöníthetőnek bizonyult, megjegyzendő, hogy a PCR-
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termékek olvadáspontját a felsokszorozott régióban lévő további polimorfizmusok is befolyá-

solhatják, ami az eljárás megbízhatóságát némileg csökkenti. A 6 bp-os szakasz jelenlétének 

kimutatására a denaturáló kapilláris gélelektroforézis hatékony és megbízható technikának bi-

zonyult. Ezen módszer során Cy5-tel jelölt forward primert alkalmaztunk. A többcsatornás de-

tektálás lehetővé tette, hogy a vizsgálandó mintához közvetlenül hozzáadjuk a Wellred D1 

(Beckman) fluoreszcens festékkel jelölt molekulatömeg markert is, melynek szimultán elvá-

lasztása igen pontos fragmentumméret-meghatározást tett lehetővé [VI]. 

 

5.1.2 CNV-k genotipizálása 

Bár a CNV-k az ismétlődési variációk közé sorolhatók, elemzésük a VNTR-ekhez hasonló mó-

don a régió PCR-amplifikációját követő gélelektroforézissel nagy kiterjedésük miatt nem való-

sítható meg. Az ismétlődési szám meghatározása felfogható viszont mennyiségi elemzésként, 

melynek a real-time PCR alapú eljárás hatékony eszköze lehet. 

 

5.1.2.1 A C4A és C4B génszám elemzése 

A 6. kromoszóma rövid karján elhelyezkedő CNV elméleti, klinikai és technikai szempontból 

is érdeklődésre tart számot. Itt helyezkedik el a 4 gént magában foglaló „RCCX”-modul (5. 

ábra), melynek egyik alkotója a C4 komplement komponens, ez a fehérje az adaptív immun-

válasz nélkülözhetetlen résztvevője. A változó (mindkét kromoszómán 1, 2 vagy 3, nagyon 

ritkán 4) génszám mellett érdekes, hogy a modul többi tagjával szemben a C4 gén minden egy-

ségben aktív, ráadásul két, csupán 5 nukleotidban eltérő izoformája – a C4A és a C4B gén – 

lehet jelen, melyek valamelyest eltérő működésű fehérjét kódolnak. Annak ellenére, hogy a 

C4A és C4B génszám klinikai szempontból is jelentős, meghatározására csupán meglehetősen 

idő- és munkaigényes technikák álltak korábban rendelkezésre. A C4A, illetve C4B teljes hiá-

nya az adott izoformára specifikus PCR-rel [236], a két variáns aránya, illetve ismétlődési 

száma PshA I és Taq I RFLP-vel [237], valamint Southern-blot technikával volt megállapítható 

[238]. Az általunk beállított real-time PCR-alapú eljárás segítségével a C4A- és C4B-génszám 

hatékonyabban és pontosabban meghatározható [VII]. 

Az eljárás a TaqMan próbákkal történő SNP genotipizálás és a kvantitatív analízis kombi-

nációjának tekinthető. A C4A és C4B gének közötti összesen 5 nukleotidnyi szekvencia eltérés 

               dc_1984_22



Eredmények és megbeszélés Polimorfizmusok genotipizálása 
 

 72 

egy 17 bp-os régióban helyezkedik el, a próbákat úgy terveztük meg, hogy ezen génspecifikus 

nukleotidokból négyet magukban foglaljanak (15. ábra). A relatív kvantifikálás során belső 

kontrollként az RNáz P génszámhoz viszonyítottunk, a hatékonyabb és megbízhatóbb mérés 

céljából a C4A, illetve a C4B és az RNáz P génszámot különböző fluoreszcens festékkel jelölt 

próbák segítségével azonos reakcióelegyben határoztuk meg. Az 1. reakcióelegyben történt a 

C4A mennyiségi meghatározása VIC-kel jelölt génspecifikus és FAM-mal jelölt RNáz P-spe-

cifikus próbával, a 2. reakcióelegyben a C4B-hez kötődő próba volt FAM-mal, az RNáz P-hez 

kötődő pedig VIC-kel jelölve. A „fordított” jelölést azért vezettük be, mert így a C4A- és C4B-

specifikus próbák egy reakcióelegyben együtt (RNáz P mérése nélkül) is alkalmazhatóak. Így 

egy minta elemzéséhez feleannyi reakció szükséges, ebben a rendszerben viszont a pontos gén-

szám helyett csak a két izoforma aránya, illetve valamelyik variáns hiánya állapítható meg egy-

értelműen. 

A génszám (nC4A és nC4B) meghatározása a CT-módszer alkalmazásán alapult (CT RPF és 

CT RPV az 1., illetve a 2. reakcióelegyben mért RNáz P-hez tartozó CT értékek): 

 

A tényleges génszám meghatározása szükségessé tette egy korrekciós faktor (qC4A és qC4B) 

bevezetését, mivel – annak ellenére, hogy a PCR-ek viszonylag széles koncentráció tartomány-

ban megfelelő pontossággal működtek (15. ábra) – az eltérő primerek és jelölés miatt azonos 

C4, illetve RNáz P génszám nem teljesen megegyező CT-értéket eredményezett. A korrekciós 

faktorokat 65 személy (a 2 reakcióelegynek és 3 párhuzamos elemzésnek megfelelően 65  6 = 

390 mérési pont) adatai alapján a következő szempontokat figyelembe véve határoztuk meg: a 

C4A és C4B génszám csak egész szám lehet, melyek összege csak kivételes esetben lehet 6-nál 

nagyobb, és a génszám nem lehet 0, ha a real-time PCR során a megfelelő reakcióban DNS-

amplifikáció tapasztalható. Ennek figyelembe vételével a génszámok meghatározása során a 

qC4A = 0,39  0,04, valamint a qC4B = 0,75  0,11 bizonyult eredményesnek [VII]. 

A mennyiségi mérés megbízhatóságát egy 2 C4A és 2 C4B génnel rendelkező személy 

genomi DNS-éből készített hígítási sor (0,3–300 ng, 3 párhuzamos mérési pont) elemzésével 

ellenőriztük. A 15. ábrán látható, hogy a kalibrációs egyenesek meredeksége közel azonos, ami 
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a reakciók megfelelő mértékben megegyező hatékonyságát tükrözi, s a minta-DNS koncentrá-

ció logaritmusa és a mérhető CT-értékek között csaknem tökéletes lineáris összefüggés figyel-

hető meg. 

 

 

15. ábra. A C4A és C4B génszám meghatározása real-time PCR-rel. Az ábra felső része 

a C4A és C4B közötti szekvencia különbséget (vastag, zöld betűk, illetve sötétzöld körök) és 

az alkalmazott TaqMan próbákat mutatja. A negyedelő hígítási sor alkalmazásával készített 

kalibrációs egyenesek szemléltetik, hogy a C4A (A) és C4B (B) génszám meghatározása 3 

nagyságrendnyi koncentráció-tartományban pontosan és megbízhatóan megvalósítható. 

A beállított technikával 118 személy mintáját elemeztük, és az egyes C4A, illetve C4B 

génszám gyakorisági értékeket Southern-blot alapú mérés eredményével vetettük össze [239]. 

Bár az egyes csoportok közötti eltérés mértéke statisztikailag nem bizonyult szignifikánsnak, 

az eredmények mégsem egyeztek teljesen, és megfigyelhető volt, hogy a Southern-blot alapú 

technika szerint a 3 C4A, illetve C4B gén előfordulása számottevően ritkább. Az ellentmondás 

feloldása érdekében 33 mintát egy független, eltérő PCR rendszeren és azt követő kapilláris 

gélelektroforézissel történő kvantitatív elemzésen alapuló eljárással is megvizsgáltunk [XX]. 

Három minta esetén tapasztaltunk eltérést: a génszám elemzését mindkét technikával újra elvé-

geztük. Az ismétlés mindhárom esetben a real-time PCR-rel kapott eredményt erősítette meg. 
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5.1.2.2 A glikogénszintáz-kináz 3 gént érintő CNV vizsgálata 

Hasonló, real-time PCR alapú eljárást állítottunk be a glikogénszintáz-kináz 3 (GSK3B) gént 

érintő CNV elemzésére. Noha a gén által kódolt szerin–treonin-kináz az enzimcsalád többi tag-

jával együtt számos alapvető anyagcsere és jelátviteli út résztvevője, a GSK3B fokozott aktivi-

tása főképp neuropszichiátriai rendellenességekkel (szkizofrénia [240], Alzheimer-kór [241], 

hangulatzavar, ADHD [242]) hozható összefüggésbe, és ebből adódóan merül fel a gént érintő 

CNV szerepe ezen kórképek genetikai hátterében. 

 

 

16. ábra. A GSK3B-t érintő CNV elemzése. A vastag zöld nyilak a GSK3B, az NR1I2 és a 

C3orf15 gének elhelyezkedését mutatják. A függőleges vonalak az exonokat, az A–F betűk 

a real-time PCR-rel elemzett régiókat jelölik. 

A génszámvariáció elemzését első lépésben a GSK3B gén 9. exonjára tervezett TaqMan 

rendszer segítségével (16. ábra: „D” régió) kezdtük meg 170 major depresszióban, 106 bipolá-

ris hangulatzavarban szenvedő beteg és 321 pszichiátriai rendellenességgel nem diagnosztizált 

kontroll személy bevonásával. Eredményeink alapján ebben a régióban a CNV előfordulása 

ritka: 5 személy (3 major depresszióban, 1 bipoláris hangulatzavarban szenvedő beteg és egy 

kontroll) esetén 3, egy major depresszióval diagnosztizált páciensnél pedig 4 kópiát azonosí-

tottunk, ennek megfelelően az amplifikáció (2-nél nagyobb génszám) gyakorisága 1%-nak bi-

zonyult. A régiót érintő deléciót egyetlen esetben sem találtunk. A CNV kiterjedésének elem-

zése céljából a GSK3B gén 5. exonjára és 5’ szakaszára (16. ábra: „E” és „F”), valamint a 

szomszédos NR1I2 és C3orf15 génekre (16. ábra: „A”, „B” és „C”) további TaqMan rendsze-

reket terveztünk (Függelék S1. táblázat), illetve vásároltunk a Thermo Fisher Scientific kínála-

tából. A CNV kiterjedése a 6 mintában nem bizonyult azonosnak. A C3orf15 3’ és az NR1I2 5’ 

régióján a kópiaszám minden esetben 2 volt, azaz az amplifikáció erre a szakaszra (16. ábra: 

„A”, „B”) nem terjedt ki. A megemelkedett génszám az NR1I2 3’ végén és a GSK3B 5. exon-

jában mind a hat esetben kimutatható volt (16. ábra: „C”, „E”), ugyanakkor az amplifikáció 
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csupán két minta esetén foglalta magában a teljes GSK3B gént kiterjedve annak 5’ régiójára 

(16. ábra: „F”) is [VIII]. 

 

5.1.3 Hatékony elektroforetikus eljárások alkalmazása 

A hagyományos PCR alkalmazásán alapuló genotipizáló módszerek befejező lépése a keletke-

zett termékek gélelektroforézissel történő elválasztása és láthatóvá tétele. Ez a lépés bár sok 

esetben hagyományos, alámerülő agaróz gélelektroforézissel is megvalósítható, a technika vi-

szonylag munka- és időigényes, kevéssé automatizálható, így nem ritkán a genotipizáló techni-

kák szűk keresztmetszetét jelenti. 

 

5.1.3.1 Ultravékony gélelektroforézis 

Az ultravékony gélelektroforézis eljárást eredményesen alkalmaztuk számos genotipizáló mód-

szer befejező lépéseként: a technika a hagyományos, horizontális agaróz gélelektroforézis és a 

kapilláris elektroforézis számos előnyös tulajdonságát egyesíti. Az üvegkazettában lévő 190 

µm vastagságú agaróz–lineáris poliakrilamid gél keverék jó felbontóképességet, a lézer indu-

kálta fluoreszcencia elvén alapuló detektálás a kapilláris elektroforézishez hasonló érzékeny 

analízist biztosít. A rendszer ugyanakkor lehetővé teszi a hagyományos elektroforézishez ha-

sonlóan az alkalmazott üvegkazetta méretétől függően akár 96 minta párhuzamos elemzését is. 

A minták egy fésű alakú membránról jutnak a gélbe az elektroforézis során az elektromos térerő 

hatására, az elektroforézis időtartama kb. 5 perc. A rendszer a gyors és érzékeny DNS-frag-

mentum analízis mellett a többlépéses genotipizáló technika automatizálását, hatékonyságának 

növelését is lehetővé tette. A DRD4 gén rs1800955 „–521 C/T” SNP-jének PCR–RFLP-vel 

történő genotipizálása során a restrikciós emésztés és a gélelektroforézis egyetlen lépésben 

megvalósíthatóvá vált. A PCR-t (Függelék S1. táblázat) követően a BssH II restrikciós endo-

nukleázzal történő emésztést 0,4 µl végtérfogatban a mintafelvitelre használt membrán fogain 

valósítottuk meg. A reakció – részben a magas BssH II koncentráció miatt – 15 perc alatt vég-

bement. A PCR-termék egy nem polimorf, kontroll felismerő helyet is tartalmazott, T allél ese-

tén kettő, C allél jelenlétekor pedig három hasított termék keletkezett, így az emésztés haté-

konyságát minden reakcióban ellenőrizni tudtuk. Az ultravékony elektroforézis segítségével az 
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egymástól csupán 11 bázispár különbséget mutató termékek is egyértelműen elkülöníthetők 

voltak (17. ábra) [IX]. 

 

 

17. ábra. A DRD4 gén rs1800955 „–521 C/T” SNP PCR–RFLP analízise ultravékony 

gélelektroforézissel. A PCR-termék egy kontroll (zöld téglalap) BssH II hasító helyet tartal-

mazott, az enzim a PCR-terméket C allél jelenléte esetén az SNP-nél is elhasította (nyílhe-

gyek). Genotípusok: 1: TT, 2: CT, 3: CC 

5.1.3.2 Kapilláris gélelektroforézis 

A DRD4 gén polimorfizmusainak elemzése során a keletkező PCR-termékek elemzésére kapil-

láris gélelektroforézist is alkalmaztunk. A 3. exonban lévő 48 bp-os VNTR ismétlődési száma 

(n) leggyakrabban 2 és 7 között változik, a régió PCR-rel történő amplifikálása (Függelék S1. 

táblázat) során ennek megfelelően egy 283 + 48n nagyságú termék keletkezett. A gén promo-

terében lévő rs1800955 „–521 C/T” és rs747302 „–616 C/G” SNP-k haplotípusának elemzésére 

kombinált allél-specifikus PCR–RFLP eljárást alkalmaztunk, melynek során az rs1800955 SNP 

genotípusától függő módon képződő PCR-termékben (Függelék S1. táblázat) az rs747302 po-

limorfizmust Sau96 I endonukleáz segítségével elemeztük. A 235 bp hosszúságú PCR-termék 

egy kontroll hasítóhelyet is tartalmazott: rs747302 C allél esetén csak itt (87 bp és 148 bp), G 

allél jelenlétekor pedig az SNP-nél is hasított az enzim (87 bp, 35 bp és 113 bp). Mivel a VNTR 

és az SNP-k elemzésére alkalmazható PCR-rendszereket úgy terveztük meg, hogy a keletkező 

fragmentum mérettartománya ne fedjen át, így – a hatékony elektroforetikus elemzés céljából 

– lehetőség kínálkozott arra is, hogy a keletkező termékek elválasztását közösen, egy lépésben 

végezzük el (18. ábra) [I]. 

A 11. kromoszóma rövid karján, a DRD4 gén közelében található a D11S1984 mikrosza-

tellita. Asszociáció elemzések eredményéből kiindulva felvetődött annak lehetősége, hogy ez a 
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4 bp-os ismétlődési polimorfizmus a DRD4 gén variációinak markereként szolgálhat [243]. A 

mikroszatellita elemzését denaturáló kapilláris gélelektroforézissel végeztük el, és egy 106 ma-

gyar személyből álló populáción meghatároztuk a D11S1984 marker és a DRD4 gén 5 polimor-

fizmusa (120 bp-os duplikáció, rs747302 „–616 C/G”, rs796487306 „–615 A/G”, rs1800955 

„–521 C/T”, 3. exon 48 bp VNTR) között mérhető LD értéket. Eredményeink a korábbi felté-

telezést nem támasztották alá: a mikroszatellita és a DRD4 polimorfizmusok között minden 

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

 

 

18. ábra. A DRD4 gén 3. exon VNTR és rs747302 „–616 C/G” SNP analízise kapilláris 

gélelektroforézissel. A: A VNTR analízise során az ismétlődési számnak megfelelően 283 

+ 48n nagyságú termék keletkezett. K: az 1066 bp-os kontroll fragmentum az elektroferog-

ramok egymáshoz illesztését tette lehetővé. B: az rs747302 SNP Sau96 I RFLP-termékeinek 

elválasztása. C: a két polimorfizmus együttes elemzése. Az ábra az elválasztások mellett a 

minták genotípusát is mutatja. 

A gyors, hatékony, érzékeny elemzés, valamint a nagy felbontóképesség mellett a kapillá-

ris elektroforézis további előnye a különböző színű fluoreszcens festékek egyidejű detektálásá-

nak lehetősége. Ezt használtuk ki a WFS1 gén promoterében (rs4689388 és rs4273545), illetve 

3’ UTR-ében (rs1046320, rs1046322 és rs9457) elhelyezkedő 5 SNP multiplex primerextenzi-

óval történő genotipizálása során [VI]. 

A módszer első lépése a polimorfizmusokat tartalmazó régió PCR amplifikációja. Mivel a 

promoterben lévő SNP-k egymástól 1360 bp távolságra helyezlednek el, célravezetőbbnek tűnt 
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a két polimorfizmusnak megfelelően két külön PCR alkalmazása. A 3’ UTR-ben lévő három 

lókusz ugyanakkor egy mindössze 455 bp hosszúságú génszakaszon belül helyezkedik el, így 

megvalósítható volt ezek egyetlen közös PCR-rel történő felsokszorozása. A három PCR pri-

mereit úgy terveztük meg, hogy a fragmentumok egyszerre, egyetlen közös reakcióban létre-

hozhatók legyenek. 

 

 

19. ábra. A WFS1 génben lévő 5 SNP genotipizálása multiplex primerextenzióval. A: A 

módszer elve és általunk alkalmazott elrendezése. B: 3 minta elemzésének elektroferogramja. 

M: az elválasztások illesztésére szolgáló kontroll fragmentum. Az ábra az elválasztások fö-

lött a minták genotípusát is mutatja. 

A megfelelő tisztítási lépéseket követően a technika elvét az SBE reakció jelenti, melynek 

lényege az SNP-k melletti nukleotidhoz hibridizáló SBE primerek és a négy különböző fluo-

reszcens festékkel jelölt, láncterminátor, aciklo-nukleotidok alkalmazása (19. ábra). A genotí-

pus leolvasása a jelen lévő allélnak megfelelő színű nukleotid detektálásán alapul, multiplex 

analízis pedig – a kapilláris elektroforézis nagy felbontású elválasztóképességét kihasználva – 

eltérő hosszúságú SBE primerek alkalmazásával valósítható meg. Az optimális reakció érdek-

ében az SBE primer tetszőleges irányú lehet. A rendszert úgy kívántuk beállítani, hogy az első 

PCR-hez hasonlóan az 5 polimorfizmus SBE reakciója is egyetlen elegyben kivitelezhető le-

gyen. Az SNP-ket övező szekvenciák figyelembevételével a promoterben lévő rs4689388 és 
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rs4273545 SNP-kre egy 30 és egy 22 nukleotidból álló, „forward” primert tudtunk tervezni. A 

3’ UTR polimorfizmusai esetén a nem kívánatos másodlagos struktúrák elkerülése érdekében 

az eltérő hosszúságú (rs1046320: 36 nt, rs1046322: 42 nt, rs9457: 48 nt) primereket úgy hoztuk 

létre, hogy azok a specifikus régió mellett az 5’ végükön eltérő hosszúságú oligo-adenilát (A)n 

szakaszt tartalmaztak. A leghatékonyabb működés érdekében az rs1046320 és az rs1046322 

SNP-t „forward”, az rs9457 polimorfizmust viszont „reverse” irányú primerrel (Függelék S1. 

táblázat) genotipizáltuk az SBE reakció során (19. ábra). A denaturáló kapilláris gélelektro-

forézis segítségével a 6 nukleotid hosszúságkülönbséget mutató termékek egymástól megbíz-

hatóan elkülöníthetőnek mutatkoztak [VI]. Az 55 nt feletti mérettartomány még további leg-

alább 3 SNP egyidejű genotipizálásának lehetőségét kínálja, ami még abban az esetben is haté-

kony megoldást jelent, ha a megelőző lépések (1. PCR és SBE reakció) egy-egy multiplex re-

akcióban történő kivitelezése nem valósítható meg. Ennek megfelelően 96-os formátummal 

számolva felhasználói beavatkozás nélkül egyetlen mérés során a mi rendszerünkben 480 ge-

notípus határozható meg, ami a további multiplexálási kapacitást kihasználva akár 768-ra is 

növelhető. 

 

5.1.3.3 DNS-fragmentum analízis mikrofluidikai eszköz alkalmazásával 

Noha az ultravékony és a kapilláris gélelektroforézis – jó elválasztóképességének, érzékenysé-

gének és automatizálhatóságának köszönhetően – a mi rendszereinkben a genotipizálás haté-

kony eszközének bizonyult, a mikrofluidikai eszközök alkalmazása újabb lehetőségeket kínál. 

A további miniatürizálás eredményeként az elválasztás időtartama akár 3 perc alá csökkenthető, 

és a chipeken kialakítható csatornahálózatok segítségével az elektroforézist megelőző lépések 

integrációja is megvalósítható. Munkánk során a gélelektroforézis egyes paramétereit egy egy-

szerű felépítésű, két egymást keresztező csatornát tartalmazó mikrofluidikai eszköz felhaszná-

lásával jellemeztük. Az üvegből készült chipben az elválasztás 50 µm átmérőjű félkör kereszt-

metszetű csatornákban történt, a 100 µm-es „dupla-T” injektor térfogata kb. 10–4 µl volt. Az 

elválasztó csatorna hossza az injektortól a 3-as tartályig L = 80 mm, az effektív hossz a detek-

torig l = 30 mm volt (20. ábra). Az elemzések során polivinilpirrolidon (PVP, Mw = 1 300 000 

g/mol) elválasztó mátrixot alkalmaztunk, melynek segítségével az elektroozmotikus áramlás is 

hatékonyan minimalizálhatónak bizonyult. Ebben a rendszerben a 100 bp-os DNS létra (100 
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bp, 200 bp…, 1000 bp) fragmentumainak elválasztása kevesebb, mint 90 másodperc alatt kivi-

telezhető volt. Bár a 20. ábrán látható, hogy alapvonal-elválasztás csak 700 bp-ig valósul meg, 

ugyanakkor a rendszer még jelentős tartalékokkal rendelkezik: mindenekelőtt az effektív elvá-

lasztási hossz emelésével a felbontóképesség nagymértékben fokozható. 

A Ferguson-görbe a PVP-koncentráció és az egyes fragmentumok elektroforetikus mobi-

litása (µ = ; v: sebesség, E: elektromos térerő) közötti összefüggést ábrázolja (20. ábra). 

Minden adatpont 5 párhuzamos mérés eredményének átlagát mutatja, az ezek közötti 1% alatti 

eltérés az ábrákon nem jeleníthető meg. A görbék nem lineáris lefutása nem egyedi: korábban 

mind hagyományos, mind kapilláris poliakrilamid-gélelektroforézis során megfigyelték már 

[244]. A jelenség hátterében a PVP hígítás során végbemenő kismértékű konformáció változása 

állhat. Az Arrhenius-görbe az egyes fragmentumok mobilitásának (µ) változását mutatja a hő-

mérséklet hatására (20. ábra).  

 

 

20. ábra. Gélelektroforézis mikrofluidikai eszköz alkalmazásával. A: Az elektroforetikus 

chip felépítése. A nyíl a detektálás helyét mutatja. B: Az elektroforézis paramétereinek elem-

zéséhez alkalmazott 100 bp-os DNS létra reprezentatív elválasztási képe. C: Ferguson-görbe: 

Az alkalmazott PVP-koncentráció és az elektroforetikus mobilitás (µ) összefüggése. D: 

Arrhenius-görbe: A hőmérséklet és az elektroforetikus mobilitás (µ) összefüggése. 
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A vártnak megfelelően az elektroforetikus mobilitás a hőmérséklet növelésével emelkedik, 

az egyenesek párhuzamos lefutása alapján a 20–50 °C-os tartományban a felbontóképesség je-

lentős változást nem mutat. Megfigyeltük, hogy a Sytox Orange festék koncentrációjának eme-

lése az elektroforetikus mobilitás kismértékű csökkenéséhez vezet, amit feltehetően az interka-

látor pozitív töltése, illetve ennek megfelelően a DNS-sel alkotott komplex töltésének eltoló-

dása okoz. Az általunk alkalmazott rendszerben – az elméletileg várttal szemben – az elektro-

mos mező emelkedésével a fragmentumok mobilitásának (µ) növekedése volt tapasztalható. 

Ennek hátterében a DNS-molekulák magas (70–440 V/cm) elektromos mező hatására bekövet-

kező térszerkezetváltozása állhat [X]. 

Az elektroforézis és a megelőző lépések integrációjának modelljeként a kétszálúvá alakí-

tott X 174 bekteriofág eredetű DNS-t az elektroforetikus chipen Hae III restrikciós endonuk-

leázzal emésztettük, majd a kapott fragmentumokat egymástól elválasztottuk. A reakcióelegyet 

a mikrofluidikai eszköz 2-es, a X 174 DNS-t pedig a 4-es tartályba (20. ábra) mértük, majd 

a minta-DNS-t megfelelő elektromos mező (U1 = 240 V, U2 = 480 V, U3 = 240 V, U4 = 0 V) 

létrehozásával a reakcióeleggyel összekevertük. Az inkubációt követően az emésztett terméke-

ket a „dupla-T” injektorba juttattuk (U1 = 240 V, U2 = 0 V, U3 = 240 V, U4 = 480 V), majd 

egymástól elválasztottuk (U1 = 0 V, U2 = 250 V, U3 = 1650 V, U4 = 250 V). A jobb felbontó-

képesség elérése érdekében a fragmentumokat az injektortól l = 50 mm távolságban detektáltuk 

(21. ábra). 

 

 

21. ábra. Hae III enzimmel emésztett X 174 DNS elválasztása elektroforetikus chipen. 

A csúcsok feletti számok a fragmentumok méretét (bp) mutatják. 
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5.1.4 Genetikai polimorfizmusok haplotípus analízise 

A komplex jellegek hátterében szerepet játszó genetikai polimorfizmusok hatása nem additív, 

az egyes örökletes (és környezeti) faktorok egymással kölcsönhatásban (pl. episztázis) állnak: 

molekuláris szintű, valamint fenotípusos megnyilvánulásuk komplex hálózatos rendszer műkö-

dés révén képzelhető el. Ennek legkisebb alkotóeleme az egy génen, illetve kromoszóma régión 

belül elhelyezkedő polimorfizmusok haplotípusa, mely sok esetben hatékonyan kiszámítható in 

silico eszközökkel [245], ugyanakkor az egymáshoz viszonylag közeli variációk esetén megfe-

lelő továbbfejlesztett genotipizáló technikákkal is meghatározható. 

 

5.1.4.1 A DRD4 gén SNP-inek haplotípus elemzése 

A humán DRD4 gén 5’ régiójában lévő 3 SNP (rs1800955 „–521 C/T”, rs747302 „–616 C/G” 

és rs796487306 „–615 A/G”) haplotípusát RFLP és allél-specifikus PCR kombinálásával hatá-

roztuk meg. Az utóbbi két polimorfizmus egymás közvetlen szomszédságában helyezkedik el, 

és a környező szekvencia lehetővé tette olyan restrikciós endonukleázok választását, melyek 

specifikusak valamelyik haplotípusra (2. táblázat). Az elemzést az rs1800955 „–521 C/T” po-

limorfizmusra úgy terjesztettük ki, hogy az első lépés során az egyik PCR-primer 3’ végével az 

SNP-hez kötődött (allél-specifikus amplifikáció), ennek eredményeként – heterozigóta minták 

esetén – a C, illetve a T allélt tartalmazó génszakaszt külön reakcióban tudtuk felsokszorozni. 

2. táblázat. Az rs747302 „–616 C/G” és rs796487306 „–615 A/G” haplotípusának meg-

határozására alkalmazott restrikciós endonukleázok. Az aláhúzott betűk a 2 SNP pozíci-

óját, a zöld vastagbetűk pedig az adott enzim felismerőhelyét mutatják. W: A vagy T, R: A 

vagy G, Y: C vagy T 

a „–616 C/G” és a „–615 A/G” SNP-k 
haplotípusa a környező szekvenciával 

specifikus restrikciós 
endonukleáz 

TGAGGACCA Ava II (GGWCC) 
TGAGCACCA BsiHKA I (GWGCWC) 
TGAGGGCCA Hae III (GGCC) 
TGAGCGCCA Hae II (RGCGCY) 

 

A haplotípus-elemzésbe a DRD4 promoterében található 120 bp-os duplikációt is bevontuk 

oly módon, hogy az ismétlődő régiót valamelyik – az adott minta esetén heterozigóta genotí-

pusú – SNP-re tervezett allél-specifikus PCR-rel amplifikáltuk. Ez az eljárás az ismétlődési 
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variációtól legnagyobb távolságban lévő rs1800955 „–521 C/T” SNP esetén egy 946 (1 120 

bp), vagy egy 1066 bp (2 120 bp) nagyságú PCR-termék képződéséhez vezetett. Ezen frag-

mentumok detektálására eredményesen alkalmaztuk az ultravékony gélelektroforézis technikát 

is. A 190 µm vastagságú 1% agaróz–2% lineáris poliakrilamid gélben 0,2 µl PCR-termék elvá-

lasztása lézeres detektálással 12 perc alatt megvalósítható volt [XXI]. A kidolgozott technikák 

megbízhatóságát 108 három, illetve négy fős család tagjainak haplotipizálásával ellenőriztük. 

Az eljárások megfelelő működését igazolta, hogy a kapott haplotípus adatok a Mendel-szabá-

lyoknak minden esetben eleget tettek. A haplotípus-gyakoriságok eloszlását 598 független 

(nem-rokon) személy elemzésével határoztuk meg. A „–616C” és a „–615G” allél által alkotott 

haplotípus egyetlen esetben sem volt kimutatható az általunk vizsgált populációban, a C–A, 

G–A és G–G kombinációk gyakorisága 51,6%, 35,2%, illetve 13,2% volt (3. táblázat) [XI]. 

3. táblázat. A DRD4 120 bp-os duplikáció, rs747302 „–616 C/G”, rs796487306 „–615 

A/G” és rs1800955 „–521 C/T” SNP-k haplotípus-gyakoriság értékei. Az adatok N = 598 

személy PCR-alapú haplotípus meghatározásának eredményén alapulnak. 

 1 120 bp 2 120 bp 
–615A –615G –615A –615G 

–616C 
–521C 3,8% 0,0% 16,5% 0,0% 
–521T 4,6% 0,0% 26,7% 0,0% 

–616C 
–521C 3,7% 0,5% 13,3% 8,8% 
–521T 4,0% 0,6% 14,3% 3,3% 

 

5.1.4.2 MiR-SNP-k haplotípusának vizsgálata 

A WFS1 gén 3’ UTR-ében lévő két SNP (rs1046322 A/G és rs9457 C/G) haplotípusát allél-

specifikus PCR-rel elemeztük. Az egyes allélok kromoszomális elhelyezkedése ebben az eset-

ben funkcionális szempontból is releváns, mivel eredményeink alapján mindkét polimorfizmus 

egy-egy miRNS bekötődését modulálja, így ezen szabályozó hatás megnyilvánulására az allé-

lok relatív lokalizációja hatással lehet. Ez a jelenség még kifejezettebben nyilvánul meg a 

SNAP-25 gén 3’ UTR-ében, ahol az rs3746544 G/T és az rs1051312 C/T SNP-k egymástól 

csupán 4 bp távolságban vannak, és mindkét polimorfizmus érinti a miR-641 kötőhelyét. A 

polimorfizmusok genotipizálására PCR–RFLP-t (rs3746544 SNP: Mnl I, rs1051312: Dde I), 
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haplotípusuk meghatározására pedig TaqMan próbák alkalmazásán alapuló real-time PCR tech-

nikát állítottunk be (Függelék S1. táblázat). A négy haplotípusnak megfelelő próba közül ket-

tőt-kettőt FAM-mal, illetve VIC-kel jelöltünk, az elemzés két reakcióelegyben (1.: FAM-mal 

jelölt T–T- és VIC-kel jelölt T–C-specifikus; 2.: FAM-mal jelölt G–T- és VIC-kel jelölt G–C-

specifikus próba) történt. A polimorfizmusok között D’ = 1 és R2 = 0,21 LD-értékeket kaptunk, 

ami az SNP-k közeli elhelyezkedésének megfelelően nem meglepő, ugyanakkor érdekes, hogy 

a kapcsoltsági egyensúly hiánya mégsem teljes: az egyik lókuszon jelenlévő allélok alapján a 

másik polimorfizmus genotípusa nem adható meg egyértelműen. A magas Lewontin-féle D’-

höz társuló alacsonyabb R2 érték 3 haplotípus gyakori előfordulása esetén jellemző. Az általunk 

vizsgált populációban az rs3746544 T alléllal rs1051312 C és T variáns egyaránt előfordult 

(T–T és T–C haplotípusok), ugyanakkor az rs3746544 G formát csak G–T haplotípusban tudtuk 

kimutatni, a G–C haplotípus egyetlen esetben sem volt detektálható. Noha ezt az eredményt a 

Haploview, illetve Phase alkalmazások által számított értékek is megerősítették (4. táblázat), 

mégis említésre méltó, hogy a számítógépes algoritmusok által számított és a real-time PCR-es 

direkt haplotípus elemző eljárással meghatározott haplotípus gyakoriságok jelentős eltérést mu-

tattak, ez a különbség – a három gyakori haplotípus csoportot tekintetbe véve – statisztikailag 

is szignifikánsnak bizonyult (2-teszt: p = 0,000395) [XII]. 

4. táblázat. A SNAP-25 rs3746544 G/T és rs1051312 C/T SNP-k haplotípus eloszlása. 

Számított: az allélfrekvenciák alapján várható értékek kapcsoltsági egyensúlyt feltételezve. 

Mért: a real-time PCR-rel meghatározott eredmények, illetve a Haploview és Phase alkal-

mazásával a genotípusadatok alapján számított várható haplotípus gyakoriságok (N = 1376). 

 Számított Mért 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 

 

Bár a real-time PCR alapján mért, illetve a Haploview-val és Phase-zel számított eredmé-

nyek a G–C haplotípus hiánya tekintetében nem mondtak ellent egymásnak, mégis – elvben – 

nem volt teljesen kizárható annak gyanúja, hogy a megfigyelés hátterében valamilyen technikai 

hiba áll. Ennek vizsgálatára két, független eljárást alkalmaztunk. Az SNP-k genotipizálása so-

rán alkalmazott primerpár segítségével hoztuk létre a két polimorfizmust tartalmazó 603 bp 

               dc_1984_22



Asszociáció vizsgálatok Eredmények és megbeszélés 

 85 

hosszúságú fragmentumot, melyet a Sau96 I enzim T–T, G–T és T–C haplotípusok esetén egy-

szer (224 bp + 379 bp), a G–C haplotípus jelenlétekor viszont két helyen hasít (80 bp + 144 bp 

+ 379 bp). A termékben az SNP-ktől függetlenül jelenlévő kontroll hasító hely igazolta a reak-

ció optimális működését: dupla hasítást, azaz G–C haplotípust azonban egyetlen esetben sem 

tapasztaltunk. A TaqMan próbákkal működő haplotípus meghatározást emellett elvégeztük 

azon DNS-kostrukciókat alkalmazva is, melyeket a SNAP-25 3’ UTR-ének funkcionális elem-

zéséhez készítettünk el, és irányított mutaganezissel a vizsgált személyekben elő nem forduló 

G–C haplotípus változatot is létrehoztuk. A VIC festékkel jelölt G–C specifikus próba ebben a 

rendszerben a másik három szignálhoz hasonló intenzitású jelet adott, ami szintén bizonyította 

a real-time PCR eljárás megbízható működését. A G–C allélkombináció hiánya a haplotipizáló 

eljárás módosításának lehetőségét kínálta. A G–T haplotípus kimutatására szolgáló próbát 

NED-del jelölve az elemzés kettő helyett egy reakcióelegyben is elvégezhető volt, ami a hap-

lotipizálás áteresztőképességének jelentős (kétszeres) emelkedéséhez vezetett. Ez az elrendezés 

azonban természetesen azt jelentette, hogy a rendszer csak a T–T, G–T és T–C kombinációk 

jelenlétét méri elfogadva a G–C haplotípus teljes hiányát [XII]. Megjegyzendő, hogy ma már 

nem jelent technikai akadályt 5 fluoreszcens festék (4 haplotípus és ROX belső kontrollként) 

együttes detektálása sem, a kísérletek elvégzésekor alkalmazott ABI 7300 Real-Time PCR be-

rendezés azonban csak 4 csatornával rendelkezik. 

 

5.2 Asszociáció vizsgálatok 
Az ezredforduló óta a genetikai kutatások egyik fő célkitűzése a komplex jellegek és kórképek 

hátterében álló örökletes faktorok azonosítása. A kitűzött cél elérése nagyobb kihívásnak bizo-

nyult, mint azt a Humán Genom Projekt befejezésekor hitték. Ennek hátterében számos tényező 

áll. A genotípus hatékony és pontos meghatározása mára már elérhetőnek mondható, az asszo-

ciációelemzések kulcsfontosságú része azonban a fenotípus körültekintő megállapítása is. Ez 

azért nem mindig egyszerű, mert a klinikai diagnózisok definiálása több esetben nem a háttér-

ben meghúzódó, molekuláris szintű folyamatok, hanem a tünetek szerint történik. Az ilyen di-

agnosztikus kategóriák alkalmazása éppen a tanulmány eredményességét kockáztatja, mivel 

megeshet, hogy a molekuláris patomechanizmus szintjén eltérő betegek kerülnek egy homo-
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génnek vélt csoportba. Előrelépést jelenthet a több-lépcsős betegség modell, valamint az endo-

fenotípusok alkalmazása. Az endofenotípus fogalmát legelőször a pszichiátriai genetika terüle-

tén kezdték használni [246]. Olyan – lehetőség szerint számszerűen, objektíven – mérhető pa-

ramétert jelent, mely genetikailag meghatározott, és egyértelmű összefüggésben áll az adott 

kórképpel, ugyanakkor azzal nem egyezik meg. Az adott endofenotípus az átlagpopulációban 

is megfigyelhető lehet, ugyanakkor a beteg személyek egészséges családtagjainak körében na-

gyobb gyakorisággal fordul elő [247, 248]. Bizonyos endofenotípusok jelenléte így esetenként 

betegségmegelőző állapotnak tekinthető. Az endofenotípus koncepcióját ma már az orvostudo-

mány több más területén is alkalmazzák [249-251], mivel a biológiai alapok felderítése során 

használatuk eredményesnek tűnik, és ily módon a genetikai háttér azonosítása, és így a célzott 

kezelés, valamint a megelőzés területén nagy jelentőségűek lehetnek. 

A bemutatott genotipizáló és haplotipizáló eljárásokat klinikai együttműködések keretében 

alkalmaztuk. Számos komplex jelleg, illetve betegség örökletes rizikófaktorait kerestük kandi-

dáns génvizsgálatok során. Ezek közül az agresszióval, a cukorbetegséggel, valamint az impul-

zivitással kapcsolatos eredményeink a DRD4, a WFS1 és a SNAP-25 gének egyes polimorfiz-

musaihoz köthetők. 

 

5.2.1 Agresszió 

Az agresszió – a rombolónak szánt viselkedés számos, különböző formája – összefüggésben áll 

több neuropszichiátriai kórképpel a verbális bántalmazástól az alkohol- és kábítószerfüggősé-

gen, illetve neurodegeneratív kórképeken keresztül az öngyilkosságig [252-254]. Bizonyos 

mértékű agresszió természetesen egészséges személyek körében is jelen van, ami evolúciós 

szinten magyarázható. Az állatvilágban a megfelelő szintű agresszió elengedhetetlen az élelem 

és az élőhely megszerzéséhez, valamint a sikeres szaporodáshoz, ugyanakkor a szociális elszi-

getelődés és a sérülés kockázatát is magában hordozza. Az agresszió ezen pozitív és negatív 

következmények között egyensúlyt tartó optimális szintje feltételezetten genetikailag nagy mér-

tékben meghatározott, ugyanakkor megnyilvánulásához – értelemszerűen – a környezeti hatá-

sok szintén hozzájárulnak [255]. Az agresszió megnyilvánulása a központi idegrendszer anató-

miailag jól körülírt részeihez – az amygdalához, az elülső cinguláris kéreghez és a prefrontális 

kéreghez – köthető. Ez biokémiai szinten a monoaminerg (dopamin, noradrenalin, szerotonin) 
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neurotranszmitter rendszerek működésével hozható összefüggésbe. Átfogó asszociáció vizsgá-

latot végeztünk el a DRD4, valamint a monoaminerg ingerület átvivő rendszer számos további 

receptorának, transzporterének, továbbá a neurotranszmitterek anyagcseréjében szerepet játszó 

enzimek génjeiben található kiválasztott SNP-k és az agresszió között. A vizsgálatban 887 

(54,2% nő, 45,8% férfi) pszichiátriai anamnézissel nem rendelkező önkéntes vett részt. A fe-

notípus mérésére a Buss–Perry-féle kérdőívet használtuk, amelynek négy alskálája a verbális, 

illetve a fizikális agresszió, valamint a düh (az agresszió affektív komponense) és a hosztilitás 

(ellenségesség, rosszindulatúság – az agresszió kognitív összetevője) szintjének mérésére al-

kalmas [XIII]. 

Az asszociáció elemzés során a DRD4 és a monoaminerg neurotranszmitter rendszerekkel 

összefüggésben álló további fehérjék génjeiben lévő összesen 55 SNP-t (5. táblázat) elemez-

tünk. A polimorfizmusok kiválasztása során szem előtt tartottuk, hogy – az eredményes elemzés 

érdekében – olyan nem túl ritka variációkat vizsgáljunk, melyek MAF értéke eléri az 5%-ot. 

Előnyben részesítettük továbbá azokat a SNP-ket, melyek esetében valamilyen molekuláris bi-

ológiai funkció feltételezhető volt (aminosavcserét okozó vagy szabályozó régióban, transz-

kripciós faktor vagy miRNS-kötőhelyét érintő variációk), illetve melyeket korábbi asszociáció 

elemzések valamilyen személyiségjeggyel vagy pszichiátriai rendellenességgel összefüggésbe 

hoztak. Az SNP-k genotipizálását a TaqMan próbák alkalmazásán alapuló (12. ábra) nagy át-

eresztőképességű OpenArray® rendszer alkalmazásával végeztük el. Ezen technika segítségé-

vel egyetlen kb. 2  7 cm2-es lemezen 33 nl végtérfogatú reakciókban 48 minta 64 SNP-jének 

genotípusa határozható meg. 

A genotipizálás megbízhatóságának tesztelése céljából minden SNP esetén összevetettük 

a mért és az allélfrekvencia értékek alapján a Hardy–Weinberg egyensúly szerint várható ge-

notípus gyakoriságokat. Az eredményeket az 5. táblázat foglalja össze, a gyakori allél által 

alkotott homozigóta genotípust „MM”, a ritka változatot tartalmazót „mm”, a heterozigóta ge-

notípust pedig „Mm” jelöli. Megfigyelhető, hogy a mért és a számolt genotípus-frekvenciák 

közötti eltérés egyetlen esetben sem bizonyult statisztikailag szignifikánsnak (5. táblázat 

„HWE”). Az OpenArray® genotipizáló platform az elemzések 77,9%-ában (65–88%) bizonyult 

alkalmasnak a genotípus megbízható meghatározására. Említésre méltó, hogy egy másik, 

ugyanezzel a technikával végzett elemzésünk során az eljárás ennél lényegesen eredménye-

sebbnek (83–99%, átlagosan 91,9%) mutatkozott [256]. 
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Az 5. táblázat az SNP-k három genotípus csoportjába tartozó személyek önkitöltős kérdő-

ívvel (Buss–Perry) mért átlagos agresszió pontszám értékét is mutatja. Nominálisan szignifi-

káns (ANCOVA p < 0,05) asszociációt két polimorfizmus, a DRD4 promoterében lévő 

rs916455, valamint a szerotonin receptor 2A génjének (HTR2A) 2. intronjában elhelyezkedő 

rs7322347 SNP esetén kaptunk. A többszörös tesztelés miatt a Bonferroni-korrekciónak meg-

felelően ezen elemzés esetén a p = 0,05 / 55 = 0,0009 határértékeket kellett alkalmazni, ennek 

figyelembevételével csak a HTR2A génben található rs7322347 SNP-re vonatkozó eredmény 

tekinthető statisztikailag szignifikáns asszociációnak [XIII]. 

5. táblázat. A monoaminerg neurotranszmitter rendszer egyes génjeiben lévő kiválasz-

tott SNP-k asszociáció analízise agresszióval. M: az adott SNP gyakori, m: a polimorfizmus 

ritka allélja. HWE: A Hardy–Weinberg egyensúlytól való eltérés statisztikai kiértékeléséhez 

tartozó p érték, CR: a sikeresen meghatározott genotípusok aránya („call rate”), p: A genotí-

pus–fenotípus összefüggés statisztikai elemzéséhez tartozó nominális p érték (N = 887). 

SNP Gén 
Genotípus eloszlás (%) 

HWE 
CR 
(%) 

Agresszió pontszám 
p 

MM Mm mm MM Mm mm 
rs1048101 ADRA1A 28,6 50,3 21,1 0,945 86 66,7 66,5 66,5 0,9684 
rs3808585 ADRA1A 54,8 38,4 6,8 0,998 81 66,2 68,2 65,9 0,2294 
rs2236554 ADRA1D 38,7 45,7 15,6 0,641 85 65,3 67,2 68,3 0,0840 
rs553668 ADRA2A 75,0 22,8 2,2 0,770 78 66,5 66,6 70,5 0,8682 
rs11030104 BDNF 56,0 37,6 6,4 0,997 79 66,6 66,6 67,7 0,8735 
rs2049045 BDNF 60,7 34,9 4,3 0,820 78 66,3 67,2 66,7 0,5703 
rs6265 BDNF 60,2 35,3 4,5 0,847 68 66,9 66,8 66,0 0,9220 
rs7103411 BDNF 55,0 38,6 6,4 0,966 81 66,6 66,5 67,3 0,9163 
rs7094179 CDNF 44,4 44,0 11,6 0,924 77 65,8 66,5 68,3 0,6485 
rs7900873 CDNF 55,2 39,2 5,6 0,573 78 67,0 66,5 64,7 0,3912 
rs1051730 CHRNA3 42,5 45,8 11,7 0,943 85 67,5 65,5 66,6 0,1190 
rs16969968 CHRNA5 42,1 46,3 11,6 0,866 75 67,5 65,8 66,6 0,2138 
rs4680 COMT 29,4 48,9 21,7 0,927 68 67,1 66,6 67,6 0,8569 
rs135745 CSNK1E 26,0 52,2 21,7 0,460 81 66,0 66,6 66,2 0,7121 
rs1997644 CSNK1E 25,6 52,9 21,5 0,291 78 66,8 66,3 65,7 0,7781 
rs1611115 DBH 58,2 37,2 4,6 0,482 86 65,7 67,4 70,9 0,0941 
rs6271 DBH 84,2 14,9 0,9 0,759 88 66,6 66,7 61,0 0,8731 
rs4532 DRD1 37,6 46,9 15,5 0,931 86 66,6 65,9 67,9 0,9000 
rs6277 DRD2 29,2 49,1 21,8 0,948 65 66,8 67,1 66,4 0,9148 
rs1800497 DRD2 66,0 31,7 2,3 0,261 68 66,7 67,7 61,3 0,7106 
rs1079597 DRD2 72,9 26,0 1,2 0,226 69 67,2 66,4 58,0 0,4397 
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SNP Gén 
Genotípus eloszlás (%) 

HWE 
CR 
(%) 

Agresszió pontszám 
p 

MM Mm mm MM Mm mm 
rs1800498 DRD2 36,1 47,1 16,8 0,862 67 67,1 66,5 67,3 0,7979 
rs2134655 DRD3 53,9 38,8 7,2 0,981 86 65,7 67,8 66,1 0,1250 
rs3732790 DRD3 33,1 49,7 17,2 0,857 83 67,0 66,4 65,9 0,5267 
rs6280 DRD3 47,3 43,5 9,2 0,887 84 67,0 66,6 64,5 0,4667 
rs963468 DRD3 33,4 49,5 17,1 0,909 83 67,3 67,0 65,1 0,5779 
rs11246226 DRD4 25,3 50,7 24,1 0,941 77 67,3 66,3 66,4 0,4831 
rs3758653 DRD4 68,1 29,1 2,8 0,923 80 66,5 66,5 69,9 0,9091 
rs916455 DRD4 91,7 8,0 0,3 0,803 79 66,9 62,8 46,7 0,0275 
rs936460 DRD4 49,4 40,7 9,9 0,655 79 66,6 66,4 67,7 0,9890 
rs3733829 EGLN2 38,5 47,0 14,5 0,998 77 67,0 66,8 65,4 0,6238 
rs222843 GABARAP 44,9 42,9 12,2 0,601 77 66,5 66,1 68,8 0,9562 
rs11111 GDNF 75,1 22,3 2,6 0,241 81 66,6 65,9 73,9 0,9972 
rs1549250 GDNF 32,5 49,7 17,7 0,907 80 66,8 65,4 70,3 0,8604 
rs1981844 GDNF 55,6 38,7 5,7 0,771 65 66,5 66,9 72,2 0,4727 
rs2910702 GDNF 54,9 38,2 7,0 0,971 79 66,3 66,4 68,8 0,5293 
rs2973041 GDNF 70,8 26,2 3,0 0,710 78 66,7 66,2 72,0 0,9268 
rs2973050 GDNF 41,6 47,3 11,2 0,608 66 66,3 66,5 68,9 0,5259 
rs3096140 GDNF 47,7 42,8 9,5 1,000 76 65,8 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 HTR1A 27,5 47,6 24,9 0,510 68 66,6 67,6 65,6 0,9441 
rs1228814 HTR1B 72,1 25,5 2,3 0,995 68 67,2 66,5 64,0 0,5336 
rs130058 HTR1B 55,5 39,0 5,5 0,642 67 67,2 65,6 70,7 0,3419 
rs13212041 HTR1B 62,0 34,5 3,5 0,467 68 67,1 66,2 66,9 0,5259 
rs11568817 HTR1B 31,2 48,7 20,2 0,937 68 68,7 65,8 67,1 0,0605 
rs6296 HTR1B 53,5 38,4 8,1 0,730 68 66,2 67,3 68,6 0,2601 
rs6311 HTR2A 31,3 50,3 18,4 0,809 88 66,8 66,3 67,4 0,9130 
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 0,4 0,409 87 67,0 64,0 73,7 0,0765 
rs7322347 HTR2A 31,6 48,4 20,0 0,866 86 69,2 64,9 66,4 0,0007 
rs7984966 HTR2A 54,2 38,7 7,1 0,984 85 67,5 65,7 65,6 0,1356 
rs3813929 HTR2C 74,6 15,7 9,7 0,975 84 67,0 63,7 66,4 0,2163 
rs518147 HTR2C 52,9 23,2 24,0 0,237 81 66,7 66,4 67,2 0,3203 
rs6318 HTR2C 74,1 16,5 9,4 0,737 87 66,4 66,5 67,6 0,2277 
rs907094 PPP1R1B 58,0 34,9 7,1 0,308 79 67,0 65,2 68,8 0,2994 

 

Ez a megfigyelés összhangban áll a szerotonin neurotranszmitter rendszer agresszióval és 

más társuló rendellenességekkel kapcsolatos szerepével, melyet már több évtizede ismerünk 
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[257]. Egybehangzó bizonyítékok állnak rendelkezésre arra vonatkozóan, hogy az alacsony, 

illetve károsodott szerotonerg funkció hozzájárul az agresszió és az impulzivitás kialakulásához 

[258, 259]. A központi idegrendszerben szerotonin a formatio reticularis (hálózatos állomány) 

raphe magjainak neuronjaiban szintetizálódik, az innen induló pályák az idegrendszer csaknem 

minden részéhez eljutnak. Emiatt a szerotonin hatása igen sokrétű és szerteágazó, amihez a 

különféle receptorok specifikus lokalizációja és működése is hozzájárul [260]. A szerotonerg 

neurotranszmisszió szerepet játszik többek között a veszélyes helyzetek elkerülésében; ennek 

megfelelően alulműködése ezen folyamatok károsodásához vezethet, ami viszont agresszív re-

akciókat válthat ki [261]. Ezt támasztja alá az is, hogy a szelektív szerotoninvisszavétel-gátló 

gyógyszerek (fluoxetin, citalopram) az agressziót csökkentik, valamint megfigyelték, hogy a 

szerotonin-prekurzor triptofán hiánya agresszív viselkedést eredményezhet [262, 263]. 

A HTR2A gén által kódolt receptor Gq fehérjén keresztül a foszfolipáz C enzim aktiváló-

dása révén inozitol-1,4,5-triszfoszfát és diacil-glicerin másodlagos hírvivőkkel fejti ki hatását. 

Számos asszociáció elemzés vizsgálta a gén SNP-i, valamint különböző pszichiátriai rendelle-

nességek, illetve személyiség-zavarok közötti összefüggést: az rs7322347 SNP-t a gyermekkori 

ADHD és a szkizofrénia lehetséges örökletes komponenseként azonosították [264, 265]. Ez a 

polimorfizmus a gén 4. intronjában az utolsó exontól kevesebb, mint 350 bp távolságra helyez-

kedik el. Ebben az exonban található az rs6314 SNP, mely aminosavcserét okoz: a két polimor-

fizmus közötti távolság 1069 bp, és a két lókusz között magas LD-érték mérhető. Eredményeink 

alapján bár az utóbbi SNP az agresszióval csupán tendenciózus (p = 0,0765) asszociációt mu-

tatott, a két polimorfizmus által alkotott haplotípus hasonló összefüggésben áll az agresszióval, 

mint az rs7322347 lókusz önmagában. Az rs6314 SNP gyakori (91,2%) G allélja hisztidint kó-

dol, ami A változat jelenléte esetén tirozinra módosul. Ez az aminosavcsere a fehérje töltésében 

is változást eredményez, ami hatással lehet a receptor térszerkezetére és működésére. Post mor-

tem vizsgálatok tanúsága szerint az A allél a prefrontális kéregben alacsonyabb transzkripciós 

aktivitást eredményez, és bioinformatikai elemzés alapján az SNP szerepet játszhat az mRNS 

érése során az intronok kivágódásának folyamatában is [266]. Hasonló szabályozó hatás az 

rs7322347 polimorfizmus esetén is elképzelhető akár a splicing befolyásolása, akár a pre-

mRNS stabilitásának megváltoztatása révén. 
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Az agresszió genetikai hátterének meghatározásában egy másik, a központi idegrendszer-

ben szintén magas expressziót mutató gén, a WFS1 polimorfizmusai is felmerültek. A gén funk-

cióvesztését okozó mutációk talaján kialakuló Wolfram-szindrómát ugyanis progresszív neu-

rodegeneráció jellemzi: a betegség gyakran társul pszichiátriai rendellenességekkel: súlyos de-

presszióval, pszichózissal, valamint verbális és fizikai agresszióval [267]. Azon egészséges sze-

mélyek, akik valamely Wolfram-szindrómát okozó variánst heterozigóta formában hordoznak, 

26-szor gyakrabban szorulnak kórházi kezelésre pszichiátriai kórképpel, mint a mutációt nem 

hordozó személyek [268], ami rávilágít arra, hogy a gén kismértékű funkcióváltozása is hozzá-

járulhat pszichiátriai rendellenességek kialakulásához. 

6. táblázat. A WFS1 génben lévő kiválasztott SNP-k asszociáció analízise agresszióval. 

M: az adott SNP gyakori, m: a polimorfizmus ritka allélja. HWE: A Hardy–Weinberg egyen-

súlytól való eltérés statisztikai kiértékeléséhez tartozó p érték, CR: a sikeresen meghatározott 

genotípusok aránya („call rate”), p: A genotípus–fenotípus összefüggés statisztikai elemzé-

séhez tartozó nominális p érték (N = 801). 

SNP 
Genotípus eloszlás (%) 

HWE 
CR 
(%) 

Agresszió pontszám 
p 

MM Mm mm MM Mm mm 

rs10002743 66,3 29,2 4,5 0,3286 85 66,2 68,1 66,1 0,8711 

rs6824720 71,2 25,8 3,0 0,7009 85 66,4 67,1 64,1 0,5821 

rs752854 48,0 41,9 10,1 0,8929 68 67,5 66,5 66,8 0,8727 

rs4689393 32,9 47,2 19,9 0,5939 83 66,2 67,5 66,6 0,9975 

rs10010131 38,3 45,2 16,5 0,4360 79 66,8 66,2 64,8 0,3542 

rs13147655 38,7 45,9 15,4 0,7596 81 66,6 67,4 66,1 0,7131 

rs4467645 37,9 45,5 16,6 0,4722 86 66,5 67,2 66,2 0,7985 

rs13128674 36,0 46,3 17,7 0,6145 67 66,9 67,4 67,2 0,8759 

rs6446482 37,1 46,3 16,6 0,6788 82 66,3 67,3 67,0 0,8364 

rs4689395 41,9 44,3 13,8 0,6246 83 66,6 66,6 67,0 0,8654 

rs28716718 89,9 9,5 0,6 0,3157 86 66,5 66,8 72,2 0,4960 

rs1801208 90,5 8,9 0,6 0,2059 87 66,6 68,5 72,5 0,5980 

rs734312 29,0 49,7 21,3 1,0000 84 66,0 67,4 66,5 0,9215 

rs1046316 44,4 43,0 12,6 0,6125 62 67,3 67,5 66,4 0,8790 

rs1046320 36,8 45,8 17,4 0,3979 100 66,9 66,5 66,3 0,8793 

rs1046322 81,4 17,5 1,1 0,8911 100 66,4 66,3 85,8 0,0005 

rs9457 34,1 45,3 20,6 0,1072 93 66,3 67,3 65,8 0,5462 
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Az asszociációelemzésbe bevont 17 SNP átlagosan 1764 bp távolságra helyezkedett el 

egymástól, a köztük mérhető LD-értékeket a 13. ábra mutatja. Egyetlen polimorfizmus, a 3’ 

UTR-ben elhelyezkedő rs1046322 SNP esetén volt megfigyelhető szignifikáns eltérés a külön-

böző genotípuscsoportokba tartozó résztvevők kérdőívvel (Buss–Perry) mért agresszió pont-

számai között. Az AA homozigóta genotípusú személyek agresszió értéke közel 20 ponttal 

meghaladta a G allélt hordozók (AG heterozigóták és GG homozigóták) eredményét (6. táblá-

zat). Ez az asszociáció a többszörös tesztelés miatt alkalmazott Bonferroni-korrekciót követően 

is statisztikailag szignifikánsnak (p < 0,0029) bizonyult [V]. 

Megemlítendő, hogy a magas agresszióval jellemezhető AA homozigóta genotípus előfor-

dulása meglehetősen ritka (6. táblázat), az általunk elemzett 801 fős populációban ez 9 személyt 

jelentett. Az eredmények megbízhatóságának további ellenőrzése céljából összehasonlítottuk 

az egyes genotípuscsoportokba tartozó személyek átlagpontszámát a kérdőív alskálái esetén 

külön-külön is. A genotípus–fenotípus asszociáció mind a négy kategóriában: a verbális, illetve 

a fizikális agresszió, a düh és a hosztilitás terén is megmutatkozott [V]. 

 

5.2.2 Cukorbetegség 

Bár a pszichiátriai rendellenességek és a cukorbetegség között első pillantásra nem sok hason-

lóság mutatkozik, mégis közös bennük, hogy mindegyikben szerepet játszhat valamilyen „szig-

nál-molekula” – a neurotranszmitterek, illetve az inzulin – megváltozott exocitózisa. Ezt tá-

masztja alá az a tény, hogy a WFS1 gén funkciókiesése talaján kialakuló Wolfram-szindróma a 

neurodegeneráció mellett nem autoimmun eredetű, inzulinfüggő diabetes mellitus-szal és a -

sejtek progresszív pusztulásával is társul. Ennek alapján vetődött fel annak lehetősége, hogy a 

WFS1 gén működésének kisebb mértékű változását eredményező polimorfizmusok szerepet 

játszhatnak a cukorbetegség gyakori, poligénes formáinak (T1DM és T2DM) kialakulásában 

[93-95]. 

Bár a diabetes két típusa egymástól sokban különbözik, közös bennük az inzulin hatásának 

elmaradása. Ennek hátterében T1DM esetén a -sejtek autoimmun pusztulása áll, a 2-es típusú 

kórformára pedig inzulin-rezisztencia, majd ennek következtében az inzulin szekréció prog-

resszív károsodása jellemző.  
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Az asszociáció vizsgálatba a WFS1 gén hét kiválasztott SNP-jét vontuk be. Az allél alapú 

összehasonlítás eredményeit a 7. táblázat foglalja össze. Az elemzést az 1-es és a 2-es típusú 

cukorbetegségre vonatkozóan is elvégeztük, mindkét esetben nemben és korban illesztett kont-

roll csoportot alkalmaztunk az eset–kontroll vizsgálat során. T1DM-ben a Bonferroni-korrek-

ciót követően az rs1046322 SNP hatása bizonyult szignifikánsnak, a polimorfizmushoz tartozó 

esélyhányados – a komplex jellegekre jellemző értékek tükrében – figyelemreméltóan magas. 

A 2-es típusú diabetes mellitus-szal a gén 4 polimorfizmusa, a 4. intronban lévő rs10010131, a 

6. intronban elhelyezkedő rs13147655, valamint a 3’ UTR-ben található rs1046320 és rs9457 

SNP mutatott szignifikáns asszociációt (Bonferroni-korrekció: p < 5,95  10–4). Bár ezek a po-

limorfizmusok a gén eltérő részében, egy 11 884 bp hosszúságú szakaszon helyezkednek el, 

megemlítendő, hogy közöttük magas LD-érték mérhető (13. ábra), és feltételezésünk szerint a 

tényleges, molekuláris biológiai hatás elsősorban a 3’ UTR-hez köthető. Érdekes ugyanakkor, 

hogy a kórkép 1-es típusával asszociációt mutató, szintén a 3’ UTR-ben lévő rs1046322 poli-

morfizmus és a gén többi SNP-je között alacsony LD figyelhető meg [IV]. 

7. táblázat. A WFS1 génben lévő kiválasztott SNP-k asszociáció analízise cukorbeteg-

séggel. A táblázat bal oldala (T1) az 1-es típusú (N = 407, kontroll (Ctrl) csoport: N = 817), 

jobb oldala (T2) a 2-es típusú (N = 380, kontroll (Ctrl) csoport: N = 892) cukorbetegségre 

vonatkozó eredményeket foglalja össze. Allélfr.: a rizikóallél gyakorisága a beteg-, illetve a 

kontroll csoportban. p: A 2-próbához tartozó nominális p érték. OR: Esélyhányados a 95%-

kos konfidencia-intervallummal 

SNP, rizikó 
allél 

Allélfr. 
p OR 

Allélfr. 
p OR 

T1 Ctrl T2 Ctrl 

rs6824720 G 0,84 0,81 0,15 1,22 (0,93–1,60) 0,88 0,82 4,0∙10–3 1,51 (1,14–1,99) 
rs10010131 G 0,64 0,61 0,13 1,15 (0,96–1,39) 0,69 0,61 2,5∙10–4 1,43 (1,18–1,72) 
rs13147655 G 0,65 0,60 0,05 1,23 (1,00–1,52) 0,69 0,61 4,5∙10–4 1,44 (1,18–1,77) 
rs1801208 G 0,96 0,96 0,88 1,04 (0,63–1,72) 0,96 0,95 0,55 1,15 (0,73–1,83) 
rs1046320 A 0,60 0,59 0,68 1,04 (0,87–1,24) 0,67 0,59 1,1∙10–4 1,43 (1,19–1,71) 
rs1046322 A 0,19 0,09 3,910–11 2,33 (1,80–3,00) 0,14 0,09 1,0∙10–3 1,56 (1,19–2,03) 

rs9457 C 0,60 0,54 0,01 1,26 (1,06–1,50) 0,63 0,55 8,1∙10–5 1,42 (1,19–1,70) 
 

Az SNP-k és a cukorbetegség két típusa közötti összefüggést a genotípus eloszlások elem-

zésével is vizsgáltuk. A „recesszív modell” szerint a mindkét homológ kromoszómán rizikó-

allélt hordozó heterozigóta genotípusú személyek előfordulási gyakoriságát hasonlítottuk össze 
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a beteg, illetve az egészséges csoportban az eset–kontroll tanulmány során (8. táblázat). Ebben 

az elemzésben az rs1046322 SNP a korábbinál is lényegesen magasabb (7,641) esélyhányados 

(OR) értékkel volt jellemezhető T1DM-ben. Az allél szerinti elemzés során azonosított négy 

polimorfizmus közül a 2-es típusú cukorbetegséggel három SNP – az rs10010131, az rs1046320 

és az rs9457 – mutatott – a Bonferroni-korrekciót követően is – statisztikailag szignifikáns asz-

szociációt (8. táblázat). Azonos tendenciákat kaptunk a „domináns modell” alkalmazása során 

is, amikor a rizikóallélt akár homozigóta, akár heterozigóta formában tartalmazó genotípuscso-

portokat állítottuk szembe a másik homozigóta csoporttal, ebben az elemzésben azonban egyik 

SNP hatása sem bizonyul statisztikailag szignifikánsnak a Bonferroni-korrekció alapján számí-

tott szignifikancia szintet (p < 5,95  10–4) figyelembe véve. Ez az eredmény azt támasztja alá, 

hogy noha a domináns és recesszív öröklődésmenet elsősorban a monogénes jellegek esetén 

értelmezhető, mégis ebben az esetben is megfigyelhető, hogy a rizikóallél a betegségre való 

hajlamot homozigóta formában növeli csak, míg heterozigóta személyek körében a betegség 

kockázata a másik homozigóta genotípusú csoportéhoz hasonló. 

8. táblázat. A WFS1 génben lévő kiválasztott SNP-k asszociáció analízise cukorbeteg-

séggel (recesszív modell). Bal oldalon (T1) az 1-es típusú (N = 407, kontroll (Ctrl) csoport: 

N = 817), jobb oldalon (T2) a 2-es típusú (N = 380, kontroll (Ctrl) csoport: N = 892) cukor-

betegségre vonatkozó eredmények láthatók. Genotípusfr.: a rizikógenotípus gyakorisága a 

beteg-, illetve a kontroll csoportban. p: A genotípus–fenotípus összefüggés statisztikai elem-

zéséhez tartozó nominális p érték. OR: Esélyhányados a 95%-os konfidencia-intervallummal 

SNP, rizikó 
genotípus 

Genotípusfr. 
p OR 

Genotípusfr. 
p OR 

T1 Ctrl T2 Ctrl 

rs6824720 GG 0,73 0,67 0,10 1,30 (0,95–1,78) 0,78 0,69 4,1∙10–3 1,59 (1,16–2,19) 
rs10010131 GG 0,43 0,37 0,05 1,31 (100–1,70) 0,49 0,37 1,4∙10–4 1,65 (1,27–2,13) 
rs13147655 GG 0,45 0,38 0,04 1,35 (1,01–1,82) 0,48 0,37 1,1∙10–3 1,58 (1,19–2,08) 
rs1801208 GG 0,92 0,92 0,99 1,00 (0,60–1,69) 0,91 0,90 0,69 1,10 (0,68–1,78) 
rs1046320 AA 0,39 0,35 0,22 1,17 (0,91–1,50) 0,47 0,35 1,8∙10–4 1,61 (1,25–2,06) 
rs1046322 AA 0,09 0,01 7,0∙10–10 7,64 (3,61–16,1) 0,03 0,01 0,02 2,70 (1,11–6,57) 
rs9457 CC 0,38 0,30 0,01 1,38 (1,07–1,78) 0,42 0,30 7,5∙10–5 1,65 (1,29–2,13) 

 

Az elemzések a 3’ UTR-ben lévő polimorfizmusok jelentőségét sugallták, ezért az itt el-

helyezkedő 3 SNP – az rs1046320, az rs1046322 és az rs9457 – haplotípus alapú asszociáció 
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analízisét is elvégeztük. Az 1-es típusú cukorbetegségben szenvedő betegek elemzése megerő-

sítette az rs1046322 polimorfizmus meghatározó szerepét. Az SNP „A” allélját, valamint az 

egyik vagy mindkét polimorfizmus rizikóallélját tartalmazó haplotípusok gyakorisága a beteg-

csoportban szignifikánsan magasabbnak mutatkozott, az esélyhányados mindhárom esetben 3 

felett volt. A T2DM betegcsoport haplotípus elemzése megerősítette az allél, illetve genotípus 

alapú vizsgálatok eredményét. Bár az rs1046322 SNP önmagában nem mutatott statisztikailag 

szignifikáns asszociációt a betegséggel, rizikó alléljának jelenléte akár az rs1046320, akár az 

rs9457 vagy mindkettő SNP-vel haplotípusban jelentősen magasabb – 1,8 fölötti – esélyhánya-

dost eredményezett, mint az rs1046320–rs9457 „AC” haplotípus, melynek OR értéke csupán 

1,341 volt. Megjegyzendő, hogy míg ez utóbbi 2 SNP között magas LD mérhető, az rs1046322 

a másik két polimorfizmussal kapcsoltsági egyensúlyban van (13. ábra), így ez az eredmény az 

rs9457 és az rs1046322 SNP független és egymást erősítő molekuláris szintű szerepét sejteti 

[IV]. 

Az asszociáció vizsgálatok eredményei alátámasztják a korábbi elemzéseken, illetve klini-

kai megfigyeléseken nyugvó feltételezést, miszerint a WFS1 polimorfizmusai szerepet játsza-

nak a T2DM genetikai hátterének meghatározásában. Kiemelendő, hogy vizsgálatunkat vi-

szonylag magas létszámú, 1-es típusú cukorbetegségben szenvedő betegcsoportra is kiterjesz-

tettük, és érdekes, hogy bár a gén szerepe itt is meghatározónak mondható, mégsem ugyanaz a 

polimorfizmus mutatta a legkifejezettebb asszociációt a két kórforma esetében. Felmerülhet a 

gondolat, hogy egyáltalán várható-e, hogy a T1DM és a T2DM hátterében valamelyest átfedő 

örökletes tényezők, illetve molekuláris szintű folyamatok álljanak. Az „akcelerátor hipotézis” 

[269] – a két kórforma számos lényegi különbözősége ellenére – ezt az álláspontot képviseli. 

Megfigyeléseink alapján feltételezhető tehát, hogy a wolframin fehérje mennyiségének meg-

változása a cukorbetegség mindkét típusában szerepet játszhat. Ehhez járulhat hozzá a T2DM-

ben azonosított rs9457 SNP, ami megmagyarázhatja a korábbi elemzések által azonosított ló-

kuszokkal (rs10010131, rs1046320) mérhető asszociációt, mivel ezen polimorfizmusok és az 

rs9457 SNP között magas LD mérhető. Az rs1046322 SNP a 3’ UTR-ben hasonlóképpen ha-

tással lehet a képződő fehérje mennyiségére, ugyanakkor a két folyamat értelemszerűen mégis 

eltérő, hiszen az rs9457 és az rs1046322 polimorfizmus más-más miRNS kötőhelyében talál-

ható, így eltérő szabályozási hálózat részeként befolyásolhatják a génkifejeződés aktivitását. 
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5.2.3 Impulzivitás 

Az impulzivitás egy többdimenziós személyiségjegy, melyre a tettek átgondolatlansága, a cse-

lekedetek, valamint a viselkedés csökkent önkontrollja jellemző. A háttérben álló neurológiai, 

biokémiai folyamatok meghatározásáért örökletes tényezők is jelentős mértékben (kb. 45%) 

felelősek [270]. Az agresszivitáshoz hasonlóan megnyilvánulása széles skálán mozog, és az 

impulzivitás – bizonyos mértékben – az egészséges személyek természetes jellemzője is. Kli-

nikai szempontból ugyanakkor mégis kiemelendő, hogy a fokozott impulzivitás összefüggés-

ben áll különböző pszichiátriai rendellenességekkel: a személyiségjegy az ADHD mellett a bi-

poláris hangulatzavar endofenotípusának is tekinthető [271, 272]. Hátterében ennek megfele-

lően a monoaminerg neurotranszmitter rendszer számos komponensét kutatták [273, 274], ezen 

ingerületátvivők működéséhez ugyanakkor az egyik legjelentősebb központi idegrendszeri fe-

hérje, a SNAP-25 alapvetően szükséges. Ez a fehérje a SNARE-komplex részeként nélkülöz-

hetetlen a neurotranszmittert tartalmazó vezikulumok sejtmembránnal történő fúziójában és 

exocitózisában. A gén 3’ UTR-ében lévő rs3746544 SNP – vélhetően a fehérje általános köz-

ponti idegrendszeri funkciójának következtében – az ADHD [275] mellett más neuropszichiát-

riai rendellenességekkel, sclerosis multiplex-szel [276], szkizofréniával [277] is szignifikáns 

asszociációt mutatott. Feltételeztük, hogy az rs3746544 polimorfizmus az rs1051312 SNP-vel 

funkcionális egységet képez, mivel egymástól csupán 4 bp távolságra helyezkednek el, és mind-

két lókusz érinti a miR-641 kötőhelyét a SNAP-25 3’ UTR-ében [XIV]. Vizsgálatainkat emellett 

kiterjesztettük a gén promoterében elhelyezkedő két kiválasztott SNP-re is: az rs6077690 A/T 

a transzkripciós starthelytől 2016 bp, az rs6039769 A/C polimorfizmus pedig 523 bp távolságra 

helyezkedik el. 

A 3’ UTR-ben lévő két polimorfizmus (rs3746544 és rs1051312) elemzését egy lépésben, 

TaqMan próbák alkalmazásán alapuló eljárással végeztük el. Az SNP-k közeli elhelyezkedése 

lehetővé tette, hogy haplotípus specifikus próbákat alkalmazzunk, a polimorfizmusok genotí-

pusa a haplotípus adatok alapján egyértelműen meghatározható volt. A promoterben lévő két 

SNP (rs6077690 és rs6039769) egymástól 1493 bp távolságra helyezkedik el, emiatt genotípu-

sukat külön-külön elemeztük, az előbbi esetben PCR-RFLP-t (Függelék S1. táblázat), utóbbi 

esetben allél-specifikus TaqMan próbák alkalmazásán alapuló eljárást használtunk. A két SNP 

közötti LD-t, valamint az egyes minták haplotípusát HaploView, illetve Phase segítségével ha-
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tároztuk meg. Említésre méltó, hogy a 3’ UTR-hez hasonlóan (4. táblázat) ezen két polimor-

fizmus esetében is csupán három haplotípus (T–C: 57,9%, A–A: 26,9%, A–C: 14,6%) fordult 

elő viszonylag magas gyakorisággal az általunk vizsgált populációban (N = 901). Ennek oka az 

SNP-k között magas LD (D’ = 0,96, R2 = 0,50). A T–A haplotípus frekvenciája csupán 0,6%-

nak bizonyult, ami azért is érdekes, mert ezt a haplotípust az rs6077690 SNP gyakori allélja (T: 

58,3%) alkotja a másik polimorfizmus ritka (rs6039769 A: 27,6%) variánsával. Kapcsoltsági 

egyensúlyt feltételezve ennek megfelelően ezen haplotípus frekvenciája 16,1%-nak adódna. A 

promoterben, illetve a 3’ UTR-ben lévő két-két polimorfizmus között ugyanakkor kapcsoltsági 

egyensúly volt megfigyelhető. 

Az asszociáció vizsgálatban 901 fiatal (átlagos életkor: 21,3  3,3 év), egészséges, pszi-

chiátriai kórtörténettel nem rendelkező személy (nők: 54,9%, férfiak: 45,1%) vett részt. Első 

lépésben a négy SNP hatását egyenként vizsgáltuk: összehasonlítottuk az egyes genotípus cso-

portba tartozó személyek Barratt-kérdőívvel mérhető átlagos impulzivitás pontszámát. A 

promoterben lévő rs6077690 és rs6039769 SNP-k nem mutattak összefüggést a vizsgált jelleg-

gel. Azokra a személyekre viszont, akik a 3’ UTR-ben lévő rs1051312 polimorfizmusra nézve 

homozigóta CC genotípusúak voltak, magasabb impulzivitás volt jellemző (p = 0,042), ez a 

különbség azonban a Bonferroni-korrekciót követően nem bizonyult statisztikailag szignifi-

kánsnak. Az asszociáció elemzést a továbbiakban a promoterben, illetve a 3’ UTR-ben lévő 

két-két SNP haplotípusának vizsgálatával folytattuk. A promoter polimorfizmusai ebben a meg-

közelítésben sem mutattak összefüggést az impulzivitással. Azon személyek impulzivitás pont-

száma viszont szignifikánsan alacsonyabb volt (p = 0,009), akik a 3’ UTR-ben elhelyezkedő 

rs3746544 és rs1051312 SNP-k T–T haplotípusát hordozták szemben a G–T, valamint T–C 

haplotípussal rendelkezőkkel [XIV]. Bár a két csoport Barratt-kérdőívvel mérhető átlagos im-

pulzivitás értéke közötti különbség viszonylag kicsi (1,34 pont) volt, lényeges hangsúlyozni, 

hogy vizsgálatunkban kizárólag egészséges személyek vettek részt, akik körében az impulzivi-

tás szélsőséges értékei nem fordulnak elő. Ennek ellenére a jelleg genetikai meghatározottsága 

megfigyelhető volt, ami megerősítette, hogy a SNAP-25 az impulzivitás endofenotípussal ösz-

szefüggésben álló pszichiátriai rendellenességek egyik kandidáns génjének tekinthető. 

A humán tanulmányok mellett az elmúlt években egyre több kutatás foglalkozik különböző 

állatok viselkedését meghatározó molekuláris folyamatok, örökletes faktorok feltárásával. A 
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kutyák elemzése több okból is különleges érdeklődésre tart számot. A kutya az első nagyraga-

dozó háziasításával létrejött faj [278], mely évszázadok óta számos különböző funkciót tölt be 

az emberi társadalomban. A faj elemzése ennek következtében túl is mutat a kutyafajták tulaj-

donságainak, a rájuk jellemző hasonló és eltérő vonások megismerésén: számos tekintetben az 

emberi viselkedés és személyiségjegyek, akár pszichiátriai rendellenességek feltárását célzó ta-

nulmányokban modellként alkalmazható. Számos hasonlóság figyelhető meg nem csak a szo-

ciális viselkedés, de még a kommunikáció terén is az emberek és a kutyák között [279]. A 

kisgyermekek szüleikhez való kötődése, valamint a kutyák és gazdáik közötti kapcsolat számos 

párhuzamot mutat [280], és hasonló folyamatok játszódnak le az emberek és a kutyák központi 

idegrendszerében, amikor fajtársaik, illetve a másik faj hangját hallják [281]. Munkacsoportunk 

az impulzivitás endofenotípus és a DRD4 3. exonjában lévő VNTR (4. ábra) feltételezett kap-

csolatát kutatta 189 kutya elemzésével. Eredményeink rávilágítottak a komplex jellegek, vala-

mint azok tanulmányozásának több fő aspektusára. A családi kutyák csoportjában ugyanis nem 

volt asszociáció a jelleg és a polimorfizmus között, ugyanakkor a 2/2 genotípusú rendőrkutyá-

kat szignifikánsan alacsonyabb impulzivitás jellemezte, mint a 2/3a, valamint a 3a/3a genotípus 

csoportba tartozó társaikat. A megfigyelés hátterében vélhetően a gén–környezet kölcsönhatás 

állhat. A családi kutyák esetén a jelentősen eltérő környezeti hatások mellett a DRD4 VNTR 

genetikai hatása nem volt kimutatható szemben a rendőrkutyákkal, akik hasonló környezetben, 

hasonló körülmények között éltek, és azonos kiképzésben részesültek [XXIII]. A megfigyelés 

egyik magyarázata az lehet, hogy a komplex jellegek hátterében az örökletes és a környezeti 

faktorok bonyolult kölcsönhatása áll. A rendszerint kis hatású genetikai polimorfizmusok sike-

res azonosítása ennek megfelelően a lehető leghomogénebb populációk elemzését teszi szük-

ségessé. 

 

5.3 Polimorfizmusok molekuláris funkciójának 

elemzése 
A komplex jellegekkel statisztikai asszociációt mutató polimorfizmusok esetén felvetődik a 

kérdés, hogy feltárható-e az adott genetikai variációhoz rendelhető molekuláris biológiai funk-

ció, és ha igen, ez milyen kapcsolatban állhat az adott fenotípussal. 
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Kutatócsoportunk korábban kapilláris zónaelektroforézis alkalmazásán alapuló EMSA el-

járást optimalizált transzkripciós faktorok DNS-kötésének in vitro elemzésére [XXIV]. Ezt a 

technikát használtuk a DRD4 gén promoterében lévő 120 bp-os duplikáció funkcionális vizs-

gálata során. Ismert (homozigóta 1/1, illetve 2/2) genotípusú személyek mintáját alkal-

mazva PCR-rel hoztuk lére a jelölt próbákat, valamint a kompetitorként szolgáló jelöletlen 

DNS-fragmentumokat. A DNS–fehérje kölcsönhatás elemzése során az emelkedő mennyiségű 

HeLa sejtkivonat az alacsonyabb mobilitású DNS–fehérje-komplex mennyiségének növekedé-

sét eredményezte, ami arra utalt, hogy a vizsgált DNS-régióban transzkripciós faktor kötőhely 

található. Szekvencia analízis alapján felmerült az Sp 1 fehérje lehetséges szerepe, amit egy 29 

nt hosszúságú tisztított Sp 1 kötőhelyet tartalmazó kompetitor segítségével elemeztünk. Ez a 

DNS-molekula a 120 bp-os ismétlődést tartalmazó DNS-szakaszról a kötődő transzkripciós 

faktort hatékonyan leszorította. A kísérletet „fordított felállásban” is elvégeztük: a fehérje-kö-

tődést jelölt Sp 1-specifikus oligonukleotid és jelöletlen 1, valamint 2 120 bp szekvenciát 

tartalmazó kompetitor jelenlétében elemeztük. Az eredmények alapján a hosszú változat szig-

nifikánsan erősebben kötődött a transzkripciós faktorhoz, mint az 1 forma [XXV]. Megfigye-

léseink tükrében felmerült annak lehetősége, hogy az ADHD-val asszociációt mutató DRD4 

gén 3. exonjában lévő 48 bp VNTR és az rs1800955 „–521 C/T” SNP mellett ez a polimorfiz-

mus is hozzájárul a dopamin válasz egyéni variabilitásához. 

Kutatócsoportunk további munkájának harmadik, talán legfőbb pillére az egyes jellegekkel 

asszociációt mutató polimorfizmusok funkcionális vizsgálata volt. Izgalmas kérdésnek ígérke-

zett, hogy a kiválasztott célgének – főként a WFS1 és a SNAP-25 – promoterében, illetve 3’ 

UTR-ében lévő polimorfizmusok eltérő mechanizmussal szerepet játszhatnak-e a génkifejező-

dés szabályozásában. 

 

5.3.1 A SNAP-25 gén polimorfizmusainak funkcionális elemzése 

Szakirodalmi adatok, illetve saját asszociáció vizsgálatunk eredményei alapján a SNAP-25 gén 

az impulzivitás endofenotípus és vele kapcsolatban álló pszichiátriai rendellenességek – 

ADHD, hangulatzavar – kandidáns génje, ennek tükrében a gén kiválasztott polimorfizmusai-

nak molekuláris biológiai funkcióját is tanulmányozni kívántuk. Megfigyeléseink alapján a gén 
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promoterében lévő SNP-k (rs6077690 és rs6039769) nem mutattak asszociációt az impulzivi-

tással, így az in vitro elemzésbe a 3’ UTR két polimorfizmusát (rs3746544 és rs1051312) von-

tuk be. Ez a két SNP lokalizációjuk szempontjából is különleges: egymástól csupán 4 bp távol-

ságra helyezkednek el, és az elméletileg lehetséges négy haplotípusból – a közöttük mérhető 

magas LD miatt – csupán három fordult elő az általunk vizsgált populációban (4. táblázat). A 

két polimorfizmus által alkotott haplotípusok jelentőségére az in silico szekvencia analízis is 

felhívta a figyelmet: az SNP-k a miR-641 „seed” régiójának kötőhelyében találhatók, így fel-

merül annak lehetősége, hogy együttesen járulnak hozzá a SNAP-25 kifejeződésének szabályo-

zásához. 

Az in vitro funkcionális elemzéseket HEK293T sejtek, valamint luciferáz riporter rendszer 

segítségével végeztük el. Ez a – vese eredetű – sejtvonal megbízhatóan fenntartható, hatéko-

nyan transzfektálható, így a molekuláris biológiai kísérletek széles körben használt és elfoga-

dott sejtvonala. Noha az általunk vizsgált fenotípus szempontjából a vese nem releváns sejttí-

pus, korábbi mérések [282], illetve saját eredményeink alapján a SNAP-25 kifejeződik a 

HEK293T sejtekben. Kvantitatív PCR-es méréseink során a miR-641 hasonlóképpen detektál-

hatónak mutatkozott. Az rs3746544 és rs1051312 SNP-k szabályozó hatásának vizsgálatához 

a SNAP-25 teljes 3’ UTR szakaszát pMIR Report luciferáz konstrukcióba, a természetes loka-

lizációnak megfelelően a kódoló szekvencia mögé klónoztuk (Függelék S1. táblázat). Irányított 

mutagenezissel hoztuk létre az egyes haplotípusoknak megfelelő konstrukciókat (Függelék S1. 

táblázat), elkészítettük a G–C variánst tartalmazó rekombináns DNS-t is annak ellenére, hogy 

ez az a változat, amely az általunk elemzett populációban nem fordult elő. Kontrollként olyan 

konstrukciót is létrehoztunk, amely a SNAP-25 3’ UTR-ével megegyező hosszúságú inzertet 

tartalmazott, amiben azonban a miR-641 kötőhelye nem volt megtalálható. A mérés során a 

sejteket a megfelelő luciferáz konstrukció mellett miR-641-gyel, valamint belső kontrollként 

-galaktozidázt kódoló konstrukcióval kotranszfektáltuk. 

Legalacsonyabb relatív luciferáz aktivitást a T–T haplotípus jelenléte estén figyeltünk 

meg. Ez összhangban állt azzal, hogy ezen haplotípus esetén a miR-641 „seed” régiója tökéle-

tesen komplementer a SNAP-25 3’ UTR-ével (22. ábra). A G–T, valamint a T–C haplotípus a 

kötőhely egy-egy nukleotidját módosította, ami a relatív luciferáz aktivitás statisztikailag szig-

nifikáns (p < 0,05), 1,8, illetve 2,1-szeres emelkedéséhez vezetett. A két haplotípushoz tartozó 
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érték között ugyanakkor nem mutatkozott jelentős eltérés, ami azzal magyarázható, hogy egyet-

len bázis megváltozása a „seed” régió 5’, illetve 3’ végétől egy-egy nukleotid távolságban ha-

sonló mértékben befolyásolta a két RNS kölcsönhatását. A G–C haplotípus esetén a miR-641 

„seed” szekvenciájának két nukleotidja nem komplementer az mRNS-sel, ami szignifikáns 

(p < 0,05), 4,6-szeres relatív luciferáz aktivitást eredményezett a T–T haplotípushoz képest (22. 

ábra). A megfigyelés hátterében vélhetően az áll, hogy két nukleotid eltérése már jelentősen 

csökkenti a miRNS bekötődésének hatékonyságát. A G–C haplotípusra jellemző aktivitás már 

nem volt szignifikánsan alacsonyabb a kontroll konstrukcióhoz tartozó értéknél, melyben a 

miR-641 kötőhelye nem található meg, így annak transzlációt gátló hatása nem tud megvaló-

sulni [XIV]. 

 

 

22. ábra. A SNAP-25 3’ UTR-ében lévő rs3746544 és rs1051312 SNP-k és a miR-641 

kölcsönhatásának elemzése. A: Az egyes haplotípusokat tartalmazó konstrukciók relatív lu-

ciferáz aktivitása. A „kontroll” konstrukcióban a miR-641 kötőhely nincs jelen. B: A miR-

641 „seed” szekvencia és a SNAP-25 3’ UTR kapcsolódása. A sötétzöld hátterű pozíciók az 

SNP-ket mutatják. T–T haplotípus esetén a miR-641 „seed” szekvenciája tökéletesen komp-

lementer az mRNS-sel. T–C és G–T haplotípus esetén egy-egy, míg G–C variáns jelenlétekor 

kettő nukleotid nem kötődik a 3’ UTR-hez. 

A miRNS-ek révén megvalósuló összetett, hálózatos jellegű szabályozási folyamatok meg-

ismerése lényeges előrelépést jelent a komplex jellegek molekuláris hátterének feltárása során, 
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ugyanakkor rávilágít a rendszer – korábban véltnél is nagyobb – összetettségére. Érdekes, hogy 

egy évtizeddel ezelőtt még úgy vélték, hogy a miRNS-eket kódoló, evolúciósan konzervált ré-

giókban az SNP-k előfordulási gyakorisága meglehetősen alacsony [283]. Mára azonban már a 

miRNS-eket kódoló génekben is számos polimorfizmust azonosítottak, és megfigyelték, hogy 

ezek különböző kóros állapotok, pl. T2DM [284], transzplantációt követő tüdőfibrózis [285], 

autoimmun kórképek és sclerosis multiplex [286], valamint hepatocelluláris karcinóma [287] 

genetikai rizikófaktorai lehetnek. Ez a megfigyelés felhívja a figyelmet arra, hogy a betegségek 

hátterében álló polimorfizmusok nem ritkán nem csak a rendellenesség kialakulásában közvet-

len szerepet játszó fehérjék, hanem az azokat szabályozó faktorok génjeiben lehetnek, ami a 

kép komplexitását hihetetlen mértékben megnöveli. 

Mindezek tükrében a SNAP-25 gén 3’ UTR-ében lévő rs3746544 és rs1051312 polimor-

fizmusok molekuláris szinten szerepet játszhatnak kóros folyamatok létrejöttében, mivel ismert, 

hogy a SNAP-25 expressziójának megváltozása összefüggésben áll az ADHD-val és kimutat-

ható Alzheimer-betegségben is [288]. A SNAP-25 működésének variabilitásához hozzájárul 

továbbá az is, hogy a génről két eltérő transzkripciós variáns jöhet létre. Az izoformák ötödik 

exonja különböző, ami fehérje szinten 9 aminosav eltérést eredményez, ehhez eltérő agyi, il-

letve sejten belüli lokalizáció [106], valmint valamelyest különböző funkció köthető [105]. 

Kutatócsoportunk két független eljárást dolgozott ki az izoformák expressziós szintjének 

elemzésére. Ehhez kontrollként létrehoztuk a két izoformát kifejező expressziós konstrukciót: 

a SNAP-25 kódoló szakaszát pcDNA 3.1(–) vektorba klónoztuk (Függelék S1. táblázat), majd 

szekvenálás alapján választottunk ki egy-egy konstrukciót, melyben az a, illetve a b izoforma 

volt megtalálható. A két variáns szemikvantitatív mérése azon alapult, hogy az a izoformát a 

Dde I restrikciós endonukleáz szelektíven hasítja, az enzim felismerő helye b változat 5. exon-

jában viszont nincs jelen. A vizsgált cDNS-mintákból a régió PCR-amplifikációját (Függelék 

S1. táblázat) követően a hasított, illetve hasítatlan termékek denzitometriás analízise alapján az 

izoformák relatív mennyisége meghatározható volt. A kapilláris gélelektroforézis alkalmazása 

a mennyiségi mérés során a hagyományos, alámerülő gélelektroforézishez képest reprodukál-

hatóbb eredményt adott. A két izoforma pontosabb és hatékonyabb meghatározására Sybr 

Green interkalátor alkalmazásán alapuló real-time PCR-t állítottunk be. A primereket úgy ter-

veztük meg (Függelék S1. táblázat), hogy mindkét oligonukleotid számos bázisa, valamint a 3’ 

vég 2–2 nukleotidja a megfelelő izoformára specifikus legyen, így a két transzkripciós variáns 
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a real-time PCR során – specifikus próba nélkül is – tökéletesen elkülöníthetőnek bizonyult. A 

kidolgozott módszerek segítségével a SNAP-25 variánsok mRNS-szintjét néhány humán szö-

vetben elemeztük. Legmagasabb expresszió – a fehérje működésének megfelelően – hasnyál-

mirigyben és a központi idegrendszerben volt mérhető, a többi általunk vizsgált szövetben a 

SNAP-25 expressziója 2–4 nagyságrenddel alacsonyabb volt. Érdekes, hogy a központi ideg-

rendszer minden vizsgált területén (frontális, occipitális, parietális kortex) a b izoforma domi-

nált, ezzel szemben a többi szervben (szív, vese, máj, vázizom, lép, hasnyálmirigy) az a variáns 

magasabb expressziója volt megfigyelhető [XXVI]. A különböző transzkripciós izoformák je-

lenléte a genetikai variabilitás sajátos formájának tekinthető. A humán genomban a fehérje kó-

doló gének száma jóval alacsonyabb, mint azt kezdetben hitték, aminek oka éppen az, hogy – 

pl. alternatív transzkripciós starthely, alternatív splicing, RNS szerkesztés – révén egyetlen gén 

igen gyakran több különböző fehérjét kódolhat. Jól ismert, hogy az exon–intron határt megvál-

toztató mutációk az mRNS hibás érése révén sok esetben nem működő fehérje keletkezéséhez, 

és így monogénes kórképek kialakulásához vezethetnek. Kevesebb adat áll rendelkezésre 

ugyanakkor azzal kapcsolatban, hogy a fiziológiásan előforduló, egymástól kisebb-nagyobb 

mértékben eltérő izoformák arányának eltolódása hozzájárulhat-e betegségek molekuláris 

patomechanizmusához. A SNAP-25 esetében a transzkripciós variánsokat állatokon vizsgálták 

csak [289, 290], aminek nyilvánvalóan részben technikai oka is van, hiszen a génexpresszió 

elemzése (szemben a polimorfizmusok tanulmányozásával) csak a megfelelő szövetből lehet-

séges. Módosult alternatív splicing, egyebek mellett a p53 izoformák arányának eltolódása 

[291] összefüggésben áll különböző daganatos megbetegedések kialakulásával [292]. Az apop-

tózis szabályozásában szerepet játszó fehérjék (Bcl-XL, BIM, kaszpázok) keletkezése során az 

alternatív splicing megváltozása szerepet játszik a T1DM kialakulásában [293]. A fibronektin 

izoformák arányának módosulása kapcsolatba hozható a rheumatoid arthritis kialakulásával 

[294]. A SNAP-25 izoformák idegrendszeri és idegrendszeren kívüli eltérő aránya minden bi-

zonnyal összefüggésben áll azzal, hogy a splicing szabályozása a központi idegrendszer sejtje-

iben kissé eltér az extraneurális sejtek intronkivágódási mechanizmusától. Ennek zavara több 

neurológiai kórképpel (Alzheimer-betegség, Parkinson-kór, szkizofrénia) áll összefüggésben 

[295]. Ezen megfigyelések tükrében elképzelhető az is, hogy akár a fiziológiásan jelen lévő 

transzkripciós izoformák arányának megváltozása is részt vehet a különböző kórképek kiala-

kulásáért felelős molekuláris mechanizmusokban. 
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5.3.2 A WFS1 gén polimorfizmusainak funkcionális vizsgálata 

A wolframin és a cukorbetegség kapcsolatát állatkísérletek, illetve a WFS1 gén funkcióvesztő 

mutációi talaján kialakuló Wolfram-szindróma bizonyítja [86, 87]. A gén polimorfizmusai kö-

zött megfigyelhető viszonylag magas LD (13. ábra) ugyanakkor felveti a kérdést, hogy a be-

tegséggel az asszociáció vizsgálatok során összefüggést mutató polimorfizmusok közül melyek 

esetén mutatható ki a wolframin kifejeződését vagy működését befolyásoló molekuláris bioló-

giai hatás. 

 

5.3.2.1 Az 5’ régió polimorfizmusainak elemzése 

A WFS1 gén 5’ régiójában elhelyezkedő rs148797429 és rs4273545 polimorfizmusokat in vitro 

sejtes rendszerben, pGL3 Basic luciferáz riporter konstrukció alkalmazásával elemeztük. A gén 

minimál promotere a –233. és a +104. nukleotidok között található [296], az ennek megfelelően 

elkészített, „A”-val jelölt, rövidebb (338 bp-os) konstrukció azonban csak az rs4273545 SNP-t 

foglalta magában. Létrehoztunk emiatt egy hosszabb („B” 554 bp) rekombináns DNS-t is (Füg-

gelék S1. táblázat), mely az SNP mellett az rs148797429 in/del polimorfizmust is tartalmazta. 

Az egyes alléloknak, illetve haplotípusoknak megfelelő konstrukciókat irányított mutagenezis 

segítségével készítettük el (Függelék S1. táblázat). Méréseink igazolták, hogy a régió promoter 

aktivitással rendelkezik: mind a rövidebb, mind a hosszabb konstrukciók szignifikánsan maga-

sabb (p < 0,05) relatív luciferáz aktivitást mutattak, mint az üres pGL3 Basic vektor (23. ábra). 

A rövidebb („A”) konstrukció alkalmazása esetén az rs4273545 G, illetve T allélt tartalmazó 

promoter konstrukció aktivitása között nem tapasztaltunk jelentős különbséget [VI]. 

A hosszabb, rs148797429 in/del polimorfizmust is magában foglaló („B”) konstrukció 

elemzése alapján több következtetés is levonható. Úgy tűnik, hogy – hasonlóan az SNP-hez – 

az rs148797429 hosszúság variációnak önmagában nincs hatása a képződő mRNS mennyisé-

gére, mivel akár G, akár T alléllal együtt az inzerciót, illetve a deléciót tartalmazó konstrukciók 

(23. ábra 3. (in–G) és 5. (del–G), illetve 4. (in–T) és 6. (del–T) oszlopok) hasonló relatív luci-

feráz aktivitást eredményeztek. Érdekes ugyanakkor, hogy bár a korábbi megfigyelések szerint 

a –233. nukleotidtól 5’ irányban lévő szakasz nem szükséges a gén kifejeződéséhez [296], ered-

ményeink alapján ez a – rs148797429 polimorfizmust is magában foglaló – régió mégis hozzá-

járul a transzkripció aktivitásának szabályozásához. Ebben a rendszerben ugyanis az rs4273545 
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T allél jelenléte 2,5–4 magasabb mennyiségű mRNS képződéséhez vezetett a G változathoz 

képest [VI], és ez a különbség az rs148797429 del variáns jelenlétében (statisztikailag nem 

szignifikáns mértékben) kifejezettebbnek mutatkozott (23. ábra). 

 

 

23. ábra. A WFS1 promoterében lévő rs148797429 és rs4273545 SNP-k hatásának elem-

zése. A rövidebb („A”) konstrukció csak az rs4273545 G/T SNP-t tartalmazta, a hosszabb 

(„B”) rendszerben az SNP mellett a rs148797429 in/del polimorfizmus is jelen volt. Kontroll: 

üres pGL3 Basic vektor. 

5.3.2.2 A WFS1 3’ UTR-ében lévő SNP-k funkcionális elemzése 

A képződő (illetve jelen lévő) fehérje mennyiségét a transzkripció aktivitásán túl számos to-

vábbi tényező befolyásolja. Következő szint a transzláció szabályozása, melynek egyik lénye-

ges komponense a miRNS-ek révén megvalósuló reguláció. A WFS1 gén 3’ UTR-ében két po-

limorfizmus (rs9457 C/G és rs1046322 A/G) molekuláris hatását elemeztük luciferáz riporter 

konstrukció alkalmazásával. Ez a két SNP – saját eredményeink alapján – asszociációt mutatott 

az 1-es, illetve 2-es típusú cukorbetegséggel, valamint az agresszióval [IV, V]. Szekvencia 

elemzés, illetve a PolymiRTS adatbázis [297] alapján az rs9457 SNP a miR-185, az rs1046322 

polimorfizmus pedig a miR-668 kötőhelyében található, ugyanakkor a polimorfizmusok tény-

leges biológiai hatását korábban nem elemezték. Az SNP-k molekuláris funkciójának vizsgálata 

relevánsnak tűnt abból a szempontból is, hogy az rs9457 SNP a gén számos további polimor-

fizmusával magas LD-t mutatott (13. ábra) – köztük olyanokkal is, melyek szakirodalmi adatok 

alapján cukorbetegséggel asszociációt mutattak, ugyanakkor molekuláris funkciójuk nem volt 
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tetten érhető [94]. Érdekes, hogy az rs1046322 SNP és a gén általunk elemzett többi polimor-

fizmusa között ezzel szemben nem figyelhető meg magas LD. 

 

 

24. ábra. A WFS1 3’ UTR-ében lévő rs9457 és a miR-185 kötődésének vizsgálata. A: Az 

egyes allélokat, illetve a „seed mutánst” tartalmazó konstrukciók relatív luciferáz aktivitása. 

A „kontroll” konstrukcióban a miR-185-5p kötőhely nincs jelen. B: A miR185-5p „seed” 

szekvencia és a WFS1 3’ UTR kapcsolódása. A sötétzöld hátterű pozíciók az SNP helyét 

jelölik. C allél esetén a miR-185-5p „seed” szekvenciájának 6, G variáns jelenlétekor csupán 

5 nukleotidja komplementer a WFS1 mRNS-sel. 

A diabetes mellitus-szal asszociációt mutató rs9457 polimorfizmus miRNS kötődését be-

folyásoló szerepét in vitro luciferáz riporter rendszer alkalmazásával elemeztük. A miR-185 

hajtű szerkezetű pre-miRNS előalakjából két különböző érett miRNS keletkezhet. A miR-185-

5p különböző sejtvonalak elemzése alapján kb. 200 magasabb expressziós szintet mutat [298], 

ez az az érett miRNS, amely a WFS1 3’ UTR-ében az rs9457 SNP régiójához kötődik. A miRNS 

5’ végén elhelyezkedő „seed” szekvenciából (2–8. nukleotidok) csak az első hat komplementer 

a WFS1 3’ UTR szakaszával rs9457 C allél jelenléte esetén (24. ábra), ugyanakkor a miRNS 

legelső nukleotidja szintén bázispárt hoz létre az mRNS-sel. A WFS1 gén teljes 3’ UTR-ét is-

mert genotípusú személy genomi DNS-éről PCR-rel felsokszoroztuk, majd pMIR-Report vek-

torba klónoztuk a luciferázt kódoló szakasz mögé. A G allélt hordozó konstrukciót irányított 

mutagenezissel készítettük el. Létrehoztunk emellett egy ún. „seed mutáns” rekombináns 
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DNS-t is, melyben a miR-185 „seed” szekvenciájának kötőhelyét teljes egészében megszüntet-

tük oly módon, hogy a megfelelő nukleotidokat azok komplementerére cseréltük. Ennek követ-

keztében a miR-185 „seed” régiójának egyetlen nukleotidja sem tudott bázispárt képezni a 

DNS-konstrukcióról átíródó mRNS-sel. A kísérleteink során kontrollként alkalmaztunk emel-

lett egy olyan konstrukciót, amely egy azonos hosszúságú, de eltérő bázissorrendű inzertet tar-

talmazott, amelyhez – a nukleinsavak szekvenciája alapján – a miR-185 nem tudott bekötődni 

[IV]. 

Legalacsonyabb relatív luciferáz aktivitást az rs9457 SNP C allélját hordozó konstrukció 

mutatott, ez az érték csupán 35%-a volt a kontroll konstrukció aktivitásnak (24. ábra). A mind-

össze egyetlen bázisban eltérő G variáns 1,7-szeres, statisztikailag szignifikáns enzimaktivitás 

emelkedéshez vezetett. Figyelemre méltó, hogy ez az érték lényegében azonos volt a „seed 

mutáns” konstrukció aktivitásával, melyhez a miR-185-5p 2–8. nukleotidjai közül egy sem tu-

dott bekötődni [IV]. 

Korábbi kutatások eredményei alapján a miR-185 kapcsolatban áll az onkogenezissel: 

több, különböző mechanizmus révén tumorszupresszor hatást fejt ki, szerepe számos daganatos 

kórképben (emlődaganat, prosztatarák, rosszindulatú kolorektális megbetegedés) [299-301], 

valamint policisztás ovárium szindrómában [302] is kimutatható. Ezek a megfigyelések rávilá-

gítanak arra, hogy a miR-185 hozzájárul a sejtproliferáció, illetve az apoptózis szabályozásá-

hoz. Ezek a folyamatok a hasnyálmirigy -sejtjeinek fejlődése és működése során is kulcsfon-

tosságúak. Gesztációs diabetes-ben, T2DM-ben, valamint streptozotocinnal indukált diabetes-

es egerekben a miR-185 szintjének csökkenése figyelhető meg. A miR-185 kötődik a SOCS3 

(suppressor of cytokine signalling 3) 3’ UTR-éhez, ami a Jak / STAT jelátviteli úton keresztül 

hatással van az inzulin szignál kialakulására májban és zsírszövetben [303, 304]. A miRNS-ek 

révén megvalósuló szabályozás komplexitását és hálózatos jellegét jól példázza, hogy ugyanez 

a miRNS egy másik, a cukorbetegséggel teljesen eltérő molekuláris mechanizmus révén kap-

csolatban álló fehérje, a wolframin kifejeződésére is hatással van. A miR-185 és a WFS1 inter-

akciója több szempontból is sajátos. Ismert, hogy a miRNS kötődésében az 5’ végen elhelyez-

kedő 7–8 nukleotid hosszúságú „seed” szekvencia játszik döntő szerepet, amit azonban a két 

nukleinsav további szakaszainak komplementaritása befolyásolhat. Megfigyelték ugyanakkor 

azt is, hogy a „seed” szekvencia tökéletes bázispárosodása önmagában nem mindig elegendő: 

nem okozza minden esetben a génkifejeződés jelentős változását, és ismert az is, hogy a 3’ 
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UTR-ben lévő AU-gazdag szekvenciák, valamint a miRNS-kötőhely 3’ UTR-en belüli lokali-

zációja szintén befolyásolhatja a szabályozó hatás megnyilvánulását [305]. Ezen már önmagá-

ban is sokváltozós rendszert az SNP-k tovább modulálják: az rs9457 SNP viszonylag kifejezett 

hatásához vélhetően hozzájárul, hogy a polimorfizmus egy rövid „seed” kötőhely közepén he-

lyezkedik el. Mindezek alapján érthető, hogy bár az in silico predikció értékes kiindulást jelent 

a miRNS-ek hatásának elemzése során, a szabályozó hatás feltérképezésében az in vitro és in 

vivo mérések elengedhetetlenül fontosak. 

Az rs1046322 A/G SNP a WFS1 gén 3’ UTR-ében a kódoló szakaszhoz 351 bp-ral köze-

lebb helyezkedik el, vizsgálataink alapján az agresszió endofenotípussal és az 1-es típusú cu-

korbetegséggel mutat asszociációt [IV, V]. A polimorfizmus körüli génszakasz a miR-668-3p 

kötőhelye: a régió G allél jelenléte esetén tökéletesen komplementer a miR-668-3p 5’ végi 8 

nukleotidjával. A polimorfizmus miRNS-kötődésre, illetve ennek révén a transzláció aktivitá-

sára gyakorolt hatását luciferáz riporter rendszer alkalmazásával elemeztük. A mérések során 

ugyanazt a riporter konstrukciót használtuk, melyet az rs9457 SNP vizsgálatakor, mely a WFS1 

teljes 3’ UTR-ét tartalmazta, így az SNP-k egymáshoz, illetve a kódoló szakaszhoz viszonyított 

elhelyezkedése a természetes lokalizációval megegyezett. Ebben az esetben is irányított muta-

genezissel készítettük el az A allélt, valamint a „seed mutációt” tartalmazó konstrukciókat 

(Függelék S1. táblázat), ez utóbbiban a miR-668 2–8. nukleotidjának kötőhelyét változtattuk 

meg, így a miRNS és az mRNS ezen szakaszon nem tudott kötődni egymáshoz (25. ábra). 

Eredményeink alapján a miR-668 kötődik a WFS1 3’ UTR-éhez: a tökéletes kötőhelyet (G 

allélt) tartalmazó konstrukció 50,7%-os (p < 0,001) luciferáz aktivitást mutatott a „seed mu-

tánshoz” képest. A csupán az SNP-nek megfelelő egyetlen nukleotidban eltérő konstrukciók 

között kisebb különbség volt megfigyelhető, ami összefüggésben állhat azzal, hogy ebben az 

esetben a G allél 8 nukleotid hosszúságú komplementer szakaszt eredményez, s ebben a szek-

venciában az SNP kissé excentrikusan (6. nukleotid) helyezkedik el (25. ábra). A vizsgálatot a 

pMIR-Report mellett pGL3-Control vektor alkalmazásával is megismételtük, ebben a rendszer-

ben alapvetően hasonló tendenciák voltak megfigyelhetők, ugyanakkor az A, illetve a G allélt 

tartalmazó konstrukció között jelentősebb, közel 50%-os, statisztikailag szignifikáns (p < 0,05) 

különbség volt kimutatható [V].  
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25. ábra. A WFS1 gén rs1046322 SNP miR-668 kötődésére kifejtett hatásának elemzése. 

A: Az egyes allélokat, illetve a „seed mutánst” tartalmazó konstrukciók relatív luciferáz ak-

tivitása. A „kontroll” konstrukcióban a miR-668-3p kötőhely nem található meg. B: A miR-

668-3p „seed” szekvencia és a WFS1 3’ UTR kapcsolódása. A sötétzöld hátterű betűk az 

rs1046322 SNP pozícióját mutatják. G allél esetén a miR-668-3p „seed” szekvenciája töké-

letesen komplementer a WFS1 3’ UTR-rel. 

Érdekes, hogy eredményeink alapján három egymástól többé-kevésbé eltérő molekuláris 

mechanizmus (promoter polimorfizmusok, miR-185, illetve miR-668 kötődése) is feltételez-

hető, mely a wolframin szintjének modulálása révén szerepet játszhat a T1DM és a T2DM 

örökletes hajlamának meghatározásában, és bizonyos, hogy a WFS1 gén kifejeződését emellett 

még számtalan tényező több különböző szinten befolyásolja. A wolframin alapvető szerepet 

játszik az ER-stressz szabályozásában. Számos hatás, többek között az akár étkezést követően, 

fiziológiás körülmények között kialakuló fokozott inzulin termelés a hibásan feltekeredett fe-

hérjék mennyiségének megemelkedéséhez vezethet, ami ER-stresszt okoz. Ezen állapot hely-

reállítására az endoplazmás retikulum a selejtfehérje válasszal (UPR) reagál. A három fő (IRE1, 

PERK és ATF6) útvonal végső soron chaperonok átíródása, a selejtfehérjék helyes feltekere-

dése vagy lebontása, illetve a transzláció gátlása révén az ER túltöltését megszünteti, ugyanak-

kor súlyos károsodás esetén apoptózist indukál. A wolframin mindhárom UPR-útvonallal ösz-

szefüggésben áll: ER-stresszt okozó hatások a WFS1 gén transzkripcióját fokozzák, a wolf-
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ramin csökkent mennyisége vagy hiánya esetén pedig az ER-stressz markerek szintjének emel-

kedése (BiP, Chop, hasított XBP-1) figyelhető meg [85, 86]. A -sejtek normál körülmények 

között is – időről időre – nagy mennyiségű inzulint termelnek. Inzulinrezisztencia esetén ez 

tovább fokozódik: a -sejtek az egyre emelkedő inzulinszükségletet idővel nem tudják biztosí-

tani, ami krónikus ER-stresszhez, és végül sejtpusztuláshoz vezet. Érthető ez alapján a wolf-

ramin és a cukorbetegség kapcsolata: az ER-homeosztázis fenntartásában a wolframin fontos 

szerepet játszik, és ez az egyensúly igen érzékeny. A wolframin szintjének csökkenése [306] 

mellett mennyiségének emelkedése is kedvezőtlen lehet az UPR lecsengésének késése miatt 

[85], így belátható, hogy a WFS1 kifejeződésének polimorf, miRNS-ek révén megvalósuló mó-

dosulása a kényes szimmetria megbillentése révén a T1DM és a T2DM molekuláris kompo-

nense lehet.
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6 KITEKINTÉS 
Az információ fogalma, elérhetősége, az adatok kezelésének és feldolgozásának lehetőségei 

szinte követhetetlen tempóban fejlődtek az elmúlt évtizedek során. Vonatkozik ez a genetikai 

információra is, jól példázza ezt, ha a Humán Genom Program 14 évig tartó munkáját össze-

vetjük az új generációs szekvenálási technikákkal, melyek segítségével kb. 5–50 milliárd bá-

zispárnyi szekvencia meghatározása ma már órák vagy legfeljebb napok alatt megvalósítható. 

A „molekuláris biológia” két-három évtizeddel ezelőtt a genetikai információ kifejeződésének 

elméletét, a centrális dogma alapján a replikáció, transzkripció, transzláció általános lépéseit 

jelentette elsősorban. A módszerek robbanásszerű fejlődése, valamint a DNS, illetve az RNS 

szerkezetének, működésének és egyedi variabilitásának megismerése ugyanakkor mára lehe-

tővé tette, hogy ez a tudás és eszköztár a betegségek molekuláris mechanizmusának megérté-

sétől a diagnosztikán és szűrésen át a terápiáig a gyakorlati klinikai orvoslás részévé váljon. 

Mi sem bizonyítja ezt jobban, mint az elmúlt évek világméretű egészségügyi problémája. 

A koronavírus járvány kapcsán a „PCR-teszt” mindennapos fogalommá vált. A kórokozók spe-

cifikus, szenzitív és akár mennyiségi jellegű kimutatása azonban nem újkeletű, és természetesen 

csaknem bármilyen vírus, illetve baktérium detektálására alkalmazható [307]. Bár az alapelv – 

a specifikus primerek, illetve próbákkal történő amplifikáció – egyszerű, mégis a SARS-CoV-

2 vírus kimutatására többszáz különböző real-time PCR rendszer érhető el, melyek érzékeny-

ségükben és pontosságukban valamelyest eltérnek egymástól [308]. További lehetőségeket kí-

nálnak az antigén-gyorstesztek, melyek nyilvánvaló előnye egyszerű, eszközt nem igénylő ki-

vitelezhetőségük, az alkalmazott antitesttől függően azonban ezek szenzitivitása még szélesebb 

skálán mozog, és rendszerint nem éri el a real-time PCR alapú módszerek érzékenységét [309]. 

A molekuláris szintű klinikai vizsgálatok ugyanakkor a fertőzések kimutatásánál messze 

általánosabbak, és minden ember életében a megszületést követően csupán egy-két napot vá-

ratnak magukra. 2022. január 1. óta Magyarországon – az idén bevezetett cisztás fibrózis új-

szülöttkori szűrésével – 27 örökletes anyagcsere betegség vizsgálata kötelező. A technikai le-

hetőségek fejlődése ezen a téren is alapvető volt: a tandem tömegspektrometria (MS-MS) be-

vezetése tette lehetővé, hogy a klasszikusan vizsgált néhány kórkép (fenilketonuria, 

hypothyreosis, biotinidáz hiány, galactosaemia) mellett ma már számos aminosav anyagcsere 
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zavar, a zsírsavak oxidációjának különféle rendellenességei, valamint az urea-ciklus és a szer-

ves savak metabolizmusának bizonyos hibái is a rutin szűrés részét képezik. Olyan betegségek 

ezek, melyeknél a korai felismeréssel és kezeléssel a gyerekek életminősége szignifikánsan ja-

vítható, mivel a különböző károsodások, elsősorban a középsúyos–súlyos neuropszichológiai 

diszfunkciók és a mentális retardáció kialakulása jelentősen csökkenthető. 2005-ben az Ameri-

can College of Medical Genetics 29 rendellenesség esetén tartotta célszerűnek és kivitelezhe-

tőnek a rutinszerű újszülöttkori szűrés elvégzését, a ténylegesen vizsgált betegségek száma az 

egyes országokban kisebb-nagyobb eltérést mutat [310]. Bár a tömegspektrometrián alapuló 

elemzés a legtöbb esetben megfelelően hatékony és pontos, rendszerint ismertek a betegségek 

hátterében álló mutációk, ami a DNS-szekvenciát elemző szűrővizsgálatok lehetőségét kínálja. 

Figyelembe kell azonban venni, hogy egy-egy betegség kialakulását nem ritkán egy génen belül 

számos genetikai variáció okozhatja. A célzott real-time PCR, illetve allélspecifikus amplifiká-

ción alapuló eljárások helyett emiatt bizonyos esetekben a hagyományos vagy az új generációs 

szekvenálás nyújt csak megfelelő információt: a jelenleg a cisztikus fibrózis szűrésére elérhető 

NGS-alapú rendszer 324 mutáció egyidejű elemzését teszi lehetővé [311]. 

A molekuláris genetikai technikák azonban még ennél is korábban, már jóval a születés 

előtt helyt kaphatnak a diagnosztikában. A terhességek kb. 3%-ában mutatható ki a rutin ultra-

hang vizsgálatok során valamilyen – izolált vagy több szervet érintő – eltérés, melyek interpre-

tálása gyakran nem csak a család, hanem a szakemberek számára is kihívást jelent. A genetikai 

vizsgálatok elterjedésének egyebek mellett lendületet adott annak felismerése, hogy a negyedik 

gesztációs héttől kezdve az anyai keringésben magzati eredetű DNS („cell-free” – cfDNS) van 

jelen, így az elemzések invazív mintavétel nélkül elvégezhetők. Noha az anyai és a magzati 

eredetű DNS között leírtak apróbb eltéréseket, ezek egymástól nem különíthetők el, a magzati 

DNS mennyisége mégis néhány hét elteltével már elegendő a genetikai elemzések elvégzéséhez 

[312]. Real-time PCR alapú eljárással legkorábban a magzat nemének meghatározását végezték 

el hemofíliával, Duchenne-féle izomdisztrófiával, illetve kongenitális adrenális hiperpláziával 

érintett családokban, mivel ez az információ a további (diagnosztikus és terápiás) beavatkozá-

sok szükségességét ezen kórképek esetén alapvetően meghatározza. A későbbiekben az eljárást 

sikeresen alkalmazták olyan betegségek kimutatása során, melyeket de novo vagy apai eredetű 

mutációk okoznak, ebben az esetben ugyanis a nagy mennyiségben jelenlévő anyai DNS az 

elemzést kevésbé zavarja, mivel az adott genetikai variáció abban ismerten nincs jelen. A PCR, 
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illetve real-time PCR alapú eljárások – a módszer elvének megfelelően – célzottan egy adott 

mutáció jelenlétét vizsgálják: ez megfelelő megközelítés pozitív családi anamnézis esetén, 

ugyanakkor nem deríthet fényt az ultrahang vizsgálattal kimutatott strukturális rendellenesség 

okára [313]. Az exom, illetve a genom szekvenálás számos ilyen esetben informatív megoldást 

jelenthet, a háttérben álló genetikai rendellenesség több mint 800 magzatot magában foglaló 

vizsgálatok eredményei alapján az esetek 8,5–10%-ában azonosítható volt [314, 315]. Az NGS-

alapú DNS-kvantifikálás elérhető a terhesség alatt az aneuploidiák hatékony, pontos és kocká-

zatmentes szűrésére. A NIFTY (Verifi®) teszt érzékenysége és specifitása megegyezik a 

0,5–1% vetélés kockázattal járó chorion boholy biopsziával nyert minta analízisével: megbíz-

hatóan alkalmas az autoszomális (Down-, Edwards-, Patau-szindróma) és a nemi kromoszómák 

(Turner-, Klinefelter-szindróma) számbeli rendellenességeinek kimutatása mellett a magzat ne-

mének meghatározására is [316]. 

Napjainkban az örökletes rendellenességek kimutatására akár már a terhesség előtt is sor 

kerülhet: a preimplantációs genetikai vizsgálat azonban számos technikai és etikai kérdést fel-

vet. A preimplantációs fejlődés 3–5. napján nyert minta teljes genom amplifikációt követően 

ma már nem csak multiplex PCR, hanem SNP-chip- vagy NGS-alapú elemzést is lehetővé tesz, 

így a monogénes kórképek és a kromoszómák számának, illetve szerkezetének rendellenességei 

egyaránt kimutathatók. Az eljárást jelenleg legfőképp gyakori, monogénes kórképek (cisztás 

fibrózis, Huntington-betegség, örökletes hemoglobinopátiák, Duchenne-féle izomdisztrófia) 

kizárása céljából használják. A módszer alkalmazásának törvényi szabályozása a különböző 

országokban igen széles skálán mozog: az eljárást Máltán és Boszina-Hercegovinában egyálta-

lán nem engedélyezik, az Egyesült Királyságban és Franciaországban szigorúan szabályozzák, 

ugyanakkor az USÁ-ban a módszernek nincsenek törvényi korlátai [317]. 

Legyen szó valamely kórokozó kimutatásáról, vagy egy monogénes betegséget okozó mu-

táció – bármely életkorban célzott vagy genom szintű eljárással történő – azonosításáról, a mo-

lekuláris biológiai eljárások ilyen irányú használata az orvosi alkalmazások csupán egyik sze-

letét jelenti. Egy másik vetület az az óriási kirakó, ami a komplex kórképek genetikai, illetve 

molekuláris szintű hátterének feltárását jelenti, és amelynek az elmúlt évtizedek alatt egyre több 

eleme a helyére került; reményeink szerint ehhez valamelyest kutatócsoportunk munkái is hoz-

zájárultak. Ismereteink olyan szintre jutottak el, ami lehetővé teszi, hogy a molekuláris biológia 
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eszköztárát a betegségek elméleti hátterének feltárásán túl a diagnosztika és a kezelés szolgá-

latába állítsuk. Létezik néhány olyan gyakori, komplex öröklődésű betegség, melynek kialaku-

lásában viszonylag alacsony allélfrekvenciával rendelkező mutáció is szerepet játszik, és ez a 

variáció a betegség kialakulásának kockázatát önmagában jelentősen fokozza. Ilyen például a 

HNF1A transzkripciós faktor génjében lévő aminosavcserét okozó p.E508K mutáció, ami a 

T2DM kockázatát 5-szörösére emeli. A legtöbb poligénes kórkép esetén azonban ilyen kiemel-

kedő genetikai variáció nem azonosítható, hanem számos, egyenként igen kis hatású polimor-

fizmus együttesen járul hozzá a betegség kialakulásához. A DNS szekvenciájának meghatáro-

zása, illetve az SNP-k genotipizálása azonban ma már olyan hatékonyan megvalósítható, hogy 

bizonyos komplex kórképek esetén a betegség kialakulásának rizikója a monogénes kórképek-

kel összemérhető pontossággal meghatározható. A poligénes rizikó pontszám (polygenic risk 

score: PRS vagy genome-wide polygenic score: GPS) kiszámítása pitvarfibrilláció, koszorúér-

betegség, T2DM és gyulladásos bélbetegség (Crohn-betegség és colitis ulcerosa) esetén több 

mint 6 millió SNP alapján történik, emlőrák esetén ez a szám jóval alacsonyabb (5218), míg az 

Alzheimer-kór kialakulása 39 polimorfizmus alapján hatékonyan jósolható [318]. Érthető 

ugyanakkor, hogy egyetlen teljes genomra kiterjedő szekvencia elemzés adataiból bármely be-

tegség rizikója akár a születést követően meghatározható. A UK Biobank adatai, valamint min-

tái alapján a populáció 19,8%-ában a koszorúérbetegség, a pitvarfibrilláció, a T2DM, a gyulla-

dásos bélbetegség, valamint az emlőrák közül legalább egy kialakulásának kockázata több mint 

háromszoros. Ez a tudás a célzott szűrés és prevenció lehetőségét kínálja, ugyanakkor komoly 

etikai kérdéseket is felvet [319]. 

A tényleges génműködés elemzése további lépést jelent a fenotípus felé, ennek megfele-

lően a szakirodalomban megjelenik a genomszintű génexpresszió vizsgálaton alapuló transz-

kripciós rizikó pontszám fogalma is [320], emellett mind elméleti, mind gyakorlati szempontból 

jelentős a miRNS-ek betegségekkel való kapcsolatának elemzése. A sejtekből aktívan vagy 

passzívan kijutó miRNS-ek fehérjékhez, illetve lipoproteinekhez kötve igen stabilak, így – tech-

nikai szempontból is – megfelelő biomarkerek lehetnek [321]. Emellett működésük több eset-

ben egyértelműen összefügg egyes kórképek kialakulásával. A miR-375 a foszfoinozitid-de-

pendens kináz 1, a miR-143 pedig a protein kináz-B kifejeződését befolyásolja, de emellett 

számos további miRNS ismert, melyek részt vesznek a MAP-kináz kaszkád tagjainak, valamint 
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ciklinek és ciklinfüggő kinázok szabályozásában, így közvetlen kapcsolatba hozhatók dagana-

tos kórképek kialakulásával [322, 323]. Érdekes, hogy a miRNS-ek szerepe a major depresszió 

és más betegségek – pl. sclerosis multiplex, migrén – komorbiditásával kapcsolatban is tetten 

érhető [324, 325]. A miRNS-ek és különböző kórképek asszociációjának feltérképezése keze-

lési célpontokat is kínál. A miR-23B szintje összefügg a sugárkezelés hatékonyságával has-

nyálmirigyrákban, a miR-29c fokozott expressziója pedig gemcitabin terápia hatékonyságát nö-

veli, ami a rendkívül rossz prognózisú betegség kezelésében lényeges előrelépést jelenthet 

[326]. A miR-92a, a miR-129, a miR-491 és a miR-20a részt vesz a tumorsejtek apoptózisának 

szabályozásában, ezen folyamatok által kínált kezelési lehetőségeket kolorektális tumorok te-

rápiája során vizsgálták [52], de a miRNS-ek, illetve az általuk szabályozott folyamatok több 

más kórkép – asztma, szívinfarktus, szívelégtelenség [327, 328] – esetén is a kezelés célpontjai 

lehetnek. De a terápia akár a DNS szintjén is történhet. A hiányzó gén adenovírus eredetű vek-

torral történő bejuttatása a cisztikus fibrózis kezelése során ismert eljárás [329]. De emellett a 

CRISPR/Cas9 technológia fejlődésének köszönhetően ma már megvalósítható a DNS-ben lévő 

hiba tényleges kijavítása is [330], ez a megközelítés alkalmazása azonban elvi szinten is csak a 

monogénes kórképek terápiája esetén jön szóba, amikor a betegség kialakulásáért egyetlen mu-

táció felel. 

Három milliárd bázispár: „A-k”, „C-k”, „G-k” és „T-k” hosszú sora. Négy jel – megszám-

lálhatatlanul sokféle jelentés. Mindenkiben – több mint 99%-ban – azonos: ez az ember bioló-

giai kódja. Mégis minden ember más, mert egyes szakaszok másként vannak megírva. Itt eltér 

egy „betű”, ott száz, máshol százezer. Olykor a százezer módosulását észre sem vesszük, az 

egy megváltozása pedig esetenként végzetes. „Ilyen az ember. Egyedüli példány.” (Kosztolányi 

Dezső) 
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10 FÜGGELÉK 

S1. táblázat. A bemutatott kísérletek során alkalmazott primerek. Ta: a PCR során al-

kalmazott anneálási hőmérséklet, F: forward, R: reverse primer. 

Alkalmazás Szekvencia (5’–3’) Ta (°C) 
Humán DRD4 27 bp deléció 
genotipizálása 

F: GGAATGGAGGAGGGAGCGGG 
R: GACGCCAGCGCCATCCTACC 

65 

Kutya DAT 9. intron VNTR 
genotipizálása 

F: CTCCTGTGTCCCCGCTGTCTT 
R: GACAGAGCAGGGCAGGGAGG 

65 

Kutya DBH 4. intron VNTR 
genotipizálása 

F: CCCCTCACCTCCAAGCAG 
R: AGGGTGATGTGGGCAGGAT 

56 

Kutya TH 4. intron VNTR 
genotipizálása 

F: GTCTGTCTGCTGTCTGGCTCCC 
R: TGGAGAGGCTTCCTGACACCC 

65 

Kutya DRD4 3. intron 
VNTR genotipizálása 
3a és 3b allél elkülönítése: 

F: CGCGCGTCGGGCCAAGCTG 
R: GCGGGGGGCAGGGGGCG 
R: TGGGCTGGGGGTGCCGTCC 

67 

Kutya DRD4 1. exon 24 bp 
in / del genotipizálása 

F: CGCCATGGGGAACCGCAG 
R: CGGCTCACCTCGGAGTAGA 

60 

WFS1 rs148797429 in / del 
genotipizálása 

F: TGTTACAGGAGAAGGCGAGC 
R: CGAAAGTTTCCGAGCGGACT 

58 

C4A és C4B génszám meg-
határozás 
C4A-specifikus próba: 
C4B-specifikus próba: 

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

60 

NR1I2 (5’ UTR) génszám 
meghatározás 
TaqMan próba: 

F: TTGTGAGCCAGAAGGGATTTG 
R: GGCATGACTCCAGCTCAGGTA 
FAM–TACGTATGTTACCCATAACC–MGB 

60 

GSK3B (promoter) génszám 
meghatározás 
TaqMan próba: 

F: GGCCACTGTTGCCATTGTC 
R: AGCCGATCAGCCTGAGAAAC 
VIC–CCAGCCAGCCACCGA–MGB 

60 

DRD4 rs1800955 SNP ge-
notipizálás BssH II RFLP-vel 

F: GGAATGGAGGAGGGAGCGGG 
R: CGCTCCACCGTGAGCCCAGTAT 

65 

DRD4 3. exon 48 bp VNTR 
genotipizálása 

F: GCGACTACGTGGTCTACTCG 
R: AGGACCCTCATGGCCTTG 

60 

DRD4 rs1800955–rs747302 
haplotipizálás: rs747302 C-: 
illetve T-specifikus primer: 

F: GGAATGGAGGAGGGAGCGGG 
R: GCCTCGACCTCGTGCGCG 
R: GCCTCGACCTCGTGCGCA 

65 

D11S1984 mikroszatellita 
genotipizálása 

F: GGGTGACAGAGCAAAATTCT 
R: ACACCTGGATCTTGGACTCA 

56 
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Alkalmazás Szekvencia (5’–3’) Ta (°C) 
WFS1 rs4689388 SNP ge-
notipizálása 
SBE-primer: 

F: GCTCACCTCTGTTTCCCCTCCAGCTCT 
R: GCACTTCCCAAACCCTTTGCAGGGGC 
F: TGCCTGTTGCTTTTTCAGTCTCTTAGCTCC 

63 
55 

WFS1 rs4273545 SNP ge-
notipizálása 
SBE-primer: 

F: GGGGACGCTGAGGCCGGAGTGG 
R: CTGCGGCCGCGGGGGAGCAATC 
F: CTCGGGCCCAACCACGCAGGGG 

63 
55 

WFS1 rs1046320, 1046322 és 
rs9457 SNP-k genotipizálása 
rs1046320 SBE-primer: 
rs1046322 SBE-primer: 
rs9457 SBE-primer: 

F: GAGCACGACTGGCGCAGCACCG 
R: CCCACAGCCGCCCCCACAGGGT 
F: (A)7GAGACCTTGCGACCATGTGTAGATTGC 
F: (A)15TCTCCACCCTGAGCCTGACCTTTCTGA 
R: (A)19CTTCACACATTCACCCACTACCTGCTGGA 

63 
55 

SNAP-25 rs3746544 és 
rs1051312 genotipizálása 

F: TTGTGTCTTTTGTTCTCT 
R: AAGGATGATTATGATTTAGA 

51 

SNAP-25 rs3746544 és 
rs1051312 haplotipizálása 
T–T-specifikus próba 
T–C-specifikus próba 
G–T-specifikus próba 
G–C-specifikus próba 

F: TTCCAAAGGTTGTACATAGTGGTCAT 
R: AAATGCCACCGAGGAGAGAA 
FAM–CCTTGATGTCTTGAGTT–MGB 
VIC–TCCTTGATGTCCTGAGTT–MGB 
FAM vagy NED–CCTTGAGGTCTTGAGTT–MGB 
VIC–CCTTGAGGTCCTGAGTT–MGB 

60 

SNAP-25 rs6077690 SNP 
genotipizálása 

F: ATGTCAGTGTGGGGCATC 
R: AGGCATGTTGCTGAAATTTGTT 

63 

SNAP-25 3’ UTR klónozása 
pMIR-Report vektorba 

F: TGTAATACGCGTCTGGGAAGTGGTTAAGTGT 
R: CCCGACAAGCTTAAACTAGCTACAAAAT-
GTCAATCA 

56 

SNAP-25 3’ UTR mutage-
nezis: T–C haplotípus létre-
hozása 

F: GAAAAATGAAACTCAAGACGTCAAGGA-
GTTAGAGC 
R: GCTCTAACTCCTTGACGTCTTGAGTTTCA-
TTTTTC 

52 

SNAP-25 3’ UTR mutage-
nezis: G–T haplotípus létre-
hozása 

F: GAAAAATGAAACTCACGACATCAAGGA-
GTTAGAGC 
R: GCTCTAACTCCTTGATGTCGTGAGTTTC-
ATTTTTC 

52 

SNAP-25 3’ UTR mutage-
nezis: G–C haplotípus létre-
hozása 

F: GAAAAATGAAACTCACGACGTCAAGGA-
GTTAGAGC 
R: GCTCTAACTCCTTGACGTCGTGAGTTTC-
ATTTTTC 

52 

SNAP-25 kódoló szakasz 
klónozása pcDNA 3.1(–) 
vektorba 

F: TCCCCACTCGAGCCATGGCCGAAGACGC-
AGAC 
R: CAGCATGGATCCGAGAACACGGGTGGG-
CACACTTA 

60 

SNAP-25 izoformák mérése 
Dde I PCR–RFLP-vel 

F: TGTCTTTCCTTCCCTCCCTGCTC 
R: CATCTGCTCCCGTTCGTCCACT 

62 
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Alkalmazás Szekvencia (5’–3’) Ta (°C) 
SNAP-25a izoforma specifi-
kus (real-time) PCR 

F: GAAGGCATGAACCATATCAACC 
R: GCCACAGCATTTCCCTAAATCTT 

60 

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

F: GAAGGGATGGACCAAATCAATA 
R: CTTGTTACAGGGACACACAC 

60 

WFS1 5’ régió klónozása 
pGL3 Basic vektorba (F1: 
„A”, F2: „B” konstrukció 
létrehozása) 

F1: GCAGCTCGAGGTCCGCTCGGAAACTTT-
CGCTGTGG 
F2: GCCCTTCTCGAGTCTTGCAGCGCCGGA-
ATAGGC 
R: GCAGAAGCTTAAGTTGTTCGGGAGCAG-
CTGAACG 

57 

WFS1 5’ régió mutagenezis 
rs4273545 G létrehozása 

F: CCACGCAGGGGGAGTGCCGGGCC 
R: GGCCCGGCACTCCCCCTGCGTGG 

70 

WFS1 5’ régió mutagenezis 
rs148797429 del létrehozása 

F: TTCCGCGGGCGGGGCGGGGC 
R: GCCCCGCCCCGCCCGCGGAA 

68 

WFS1 3’ UTR klónozása 
pMIR-Report vektorba 

F: TCGGCGGAGCTCGGATGGTCCGCCACGA-
GGAGC 
R: AAAGGAAAGCTTGCGCTGCAGGTTCCAC-
CAGAGG 

57 

pMIR-Report–WFS1 3’ UTR 
rs 9457 C  G mutagenezis 

F: CCTCATGACCCTCCTGTCCAGCAGGTAG 
R: CTACCTGCTGGACAGGAGGGTCATGAGG 

65,8 

pMIR-Report–WFS1 3’ 
UTR rs 9457 „seed mutáns” 
létrehozása 

F: CAGGCTGCCTCATGACCCTCGAGAGGTG-
CAGGTAGTGGGTGAATGTG 
R: CAGGCTGCCTCATGACCCTCGAGAGGTG-
CAGGTAGTGGGTGAATGTG 

75 

pMIR-Report–WFS1 3’ 
UTR rs1046322 G  A 
mutagenezis 

F: CCTGAGCCTGACCTTTCTGAATGACATG-
GGTG 
R: CACCCATGTCATTCAGAAAGGTCAGGCT-
CAGG 

66 

pMIR-Report–WFS1 3’ 
UTR rs1046322 „seed mu-
táns” létrehozása 

F: CAGGCTGCCTCATGACCCTCGAGAGGTG-
CAGGTAGTGGGTGAATGTG 
R: CACATTCACCCACTACCTGCACCTCTCG-
AGGGTCATGAGGCAGCCTG 

75 

WFS1 3’ UTR klónozása 
pGL3-Control vektorba 

F: GCGTCTAGAGGATGGTCCGCCACGAGGAGC 
R: AAAGGATCTAGAGCGCTGCAGGTCCACCA-
GAGG 

57 
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