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Rovidités jegyzék

ADHD: figyelemhianyos hiperaktivitas (attention deficit hyperactivity disorder)
ANCOVA: Analysis of Covariance

ATF6: Cyclic AMP-dependent transcription factor 6
BiP: 78 kDa glucose-regulated protein homolog
bp: bazispar

BD: bipolaris depresszio

bZIP: basic leucine zipper 1

CaM: kalcium-kalmodulin

cDNS: komplementer DNS

C. elegans: Caenorhabditis elegans

CHOP: C/EBP-homologous protein

CM: centimorgan

CNV: koépiaszadm variacid (copy number variation)
C3orf15: chromosome 3 open reading frame 15
dATP: dezoxi-adenozin-trifoszfat

dCTP: dezoxi-citidin-trifoszfat

dGTP: dezoxi-guanozin-trifoszfat

DHFR: dihidrofolat reduktaz

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DNS: dezoxi-ribonukleinsav

dNTP: dezoxi-nukleozid-trifoszfat

DTT: dithiotreitol

dTTP: dezoxi-timidin-trifoszfat

EDTA: etilén-diamin-tetraacetat

ER: endoplazmas retikulum

Erola: endoplasmic oxidoreductin-1-like protein
FABP?2: fatty acid binding protein 2

GAD: generalizalt szorongés

GAPDH: glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
GRP94: 94 kDa glucose-regulated protein
GSK3B: glikogénszintaz kindz 3béta gén
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GSK3p: glikogénszintaz kindz 3 béta fehérje

HADS: Hospital Anxiety and Depression Scale kérd6iv

HIF1a: hipoxia indukalt faktor 1a

hnRNS: heterogeneous nuclear RNA

HRD1: E3 ubiquitin-protein ligase synoviolin 1

IREL: serine/threonine-protein kinase/endoribonuclease = inositol requiring enzyme 1
KO: knock-out

LD: kapcsoltsag (linkage disequilibrium)

LFSNH: dominant low-frequency sensoneural hearing loss

MDD: unipolaris major depressziv rendellenesség (major depressive disorder)
MGB: minor groove binding

mMIiRNS: mikroRNS

MIRSNP: mikroRNS-ek kotodését befolyasold SNP-k

MRI: magneses rezonancia képalkotas (Magnetic Resonance Imaging)
mRNS: hirvivé vagy messenger RNS

ncRNA: nem kodolé RNS-ek (non-coding RNA)

NR21I2: nuclear receptor subfamily 1, group I, member 2

OCD: kényszerbetegség (obsessive-compulsive disorder)

ONPG: orto-nitrofenil-p-D-galaktopiranozid

PBS: Phosphate Buffered Saline

PTSD: poszttraumas stressz zavar (posttraumatic stress disorder)
PCR: polimeraz lanc reakci6 (polymerase chain reaction)

PERK: Proline-rich receptor-like protein kinase

pre-miRNS: prekurzor miRNS

pri-miRNS: primer mikroRNS

RFLP: restrikcids fragmentum hosszusag polimorfizmus (Restriction Fragment Length
Polymorphism)

RISC: miRNA-RNA induced silencing complex

RNS: ribonukleinsav

SERCA: sarco-endoplazmas retikulum Ca®* ATP-4z

SNAP-25: synaptosomal-associated protein of 25 kDa

SNARE komplex: soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor
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SNP: egypontos nukleotid polimorfizmus (single nucleotide polymorphism)
Stx-1: szintaxin-1

TAE: Tris-acetat-EDTA puffer

UPR: selejtfehérje-valasz (unfolded protein response)

WES1: wolframin gén

XBP-1: X-box-binding protein 1

3> UTR: a gén 3’ nem kodolo szakasza (untranslated region)

5’ UTR: a gén 5’ nem kodolo szakasza (untranslated region)
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1 Bevezetés — Irodalmi hattér

Komplex o6roklodésti egy betegség vagy tulajdonsdg abban az esetben, ha a
kialakulasukra oroklott és kornyezeti tényezok egyarant hatdssal vannak. Az
emberiséget széles korben érinté népbetegségek, mint példaul a diabetes mellitus,
kardiovaszkularis megbetegedések, daganatos, neuroldgiai, pszichidtriai korképek
egyarant ebbe a csoportba tartoznak. Ezen multifaktorialis korképek genetikai rizikod
faktorai a polimorfizmusok, azaz olyan DNS szekvenciak, melyek minimum 2
valtozat (allél) formajaban fordulnak elé a populicioban. Ezek kozil az egyik
(altalaban a ritkabbik) allél jelenléte noveli a betegség kialakulasanak rizikojat.

A polimorfizmusok formai szempontbol jelenthetik egyetlen bazis cseréjét,
kiesését vagy beckelddését (egypontos nukleotid polimorfizmus, SNP). A molekularis
funkcié szempontjabol igen érdekesek a mikroRNS-ek kotédését befolyasolo SNP-k
mMIiRNS-ek (is) szabalyozzak. A miRSNP a gén 3’ nem kodold szakaszaban (3 UTR)
talalhato, allél varidnsai fokozhatjadk vagy csokkenthetik a megfeleld miRNS
transzlacidra gyakorolt hatasat.

Az SNP-ken kiviil ismertek olyan genetikai varidciok is, melyeknél egy
hosszabb (néhanytol néhany szaz bazisparig terjedd) szakasz egymads utan (tandem),
valtozd szamban ismétlddik. Az utdbbi néhany évben deriilt fény a némileg hasonld, de
sokkal nagyobb kiterjedésli kopiaszam variaciokra (copy number variation, CNV).
Ebben az esetben nagy (atlagosan tobb szazezer bazispart érintd), esetleg tobb gént

magaban foglalé szakasz amplifikdciojarol, deléciojarol vagy kromoszomalis

crer

crcr

variaciok nagy szamban fordulnak el6 egészséges emberekben is. Mégis lehet
funkciondlis hatasuk, és egyes betegségek rizikofaktoraiként szerepelhetnek éppugy,
mint a korabban megismert polimorfizmusok (Ku és mtsai 2010). Mivel a CNV-k a
genetikai polimorfizmusok egy viszonylag 1j csoportjat képezik, mérésiikkel
kapcsolatban szamos probléma meriil fel.

A jelen dolgozat témdja két miRSNP és egy CNV vizsgdlatdnak mddszertani
kérdései és azok funkcionalis hatasanak elemzése. A bemutatasra Keriild,

interdiszciplinaris pszichogenetikai munkaban a fenotipusos jellemzést
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pszichiaterek és pszichologus kollégak végezték. Dolgozatomban az altalam végzett
molekularis genetikai munka kapja a hangsulyt, a fenotipust csupan roviden
kivanom 6sszefoglalni.

A nemrég felfedezett miRSNP-k ko6ziil a SNAP-25 és a wolframin (WFS1) gén
MIRSNP-inek molekularis genetikai vonatkozasaival, valamint a WFS1 miRSNP-k
és néhany kvantitativan mérheté pszicholdgiai jellemz6 (agresszid, szorongas,
depressziéo ¢és impulzivitas) osszefiiggésével foglalkoztunk részletesen. Ezek a
pszichologiai paraméterek nemzetkdzileg standardizalt kérddives vizsgalatokkal
mérhet6k nemcsak klinikai mintdkban, hanem kezelésre nem szoruld, egészséges
emberekben is.

A pszichiatriai rendellenességekben szenveddk jelentds csoportjat adjak a major
depresszios betegek. Ennek a hangulati rendellenességnek két f6 altipusa ismert: (1) az
MDD (unipolaris major depressziv rendellenesség), melyre a kivaltdé ok nélkiili
szomorusag, érdekldédésre és Oromre vald képtelenség, pesszimizmus és
ongyilkossdggal kapcsolatos gondolatok jellemzdék, valamint (2) a BD (bipolaris
depresszio), ahol a depresszids szakaszok kozott hipoman vagy manids periddusok
figyelhetOk meg. A manias szakaszok gyakori jegyei a tGlarado jokedv, vakmerdség,
csokkent alvasigény, lobban¢konysag, agresszid. lkervizsgalatok alapjan a depresszio
orokolhetdsége 60-80%-ra tehetd, vagyis a genetikai faktorok jelentések a korkép
kialakuldsdban (Johansson és mtsai 2001). A jelen dolgozatban bemutatdsra keriild
pszichiatriai-genetikai vizsgalatok f6 targya a depresszio (MDD és BD) és a
glikogénszintaz kinaz 3 béta (GSK3B) gén komplex CNV-jének eset—kontroll

vizsgalata.

1.1 Kromoszomalis régiok kopiaszam variacioi

Az utdbbi években tobb tanulmany szdmolt be arrdl, hogy bizonyos gének, illetve
néhany gént magukban foglalo kromoszomalis régiok megismétlédhetnek (kopiaszam
tobblet) illetve részlegesen hidnyozhatnak (kettd helyett csak egy példany), s ezen
varidciok meglepden nagy gyakorisdggal fordulnak eld. Ezt a jelenséget kopiaszam
varidcidnak (CNV) nevezték el (Check 2005). 20 személy vizsgélata soran 221 ilyen

variabilis helyet talaltak a genomban, és ezek koziil 76 polimorfizmusnak bizonyult
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(Sebat ¢és mtsai 2004). Egy masik vizsgalatba 55 személyt vontak be, akik kozott 255
szambeli varidciot talaltak, melyekbdl 102 sorolhaté a polimorfizmus kategdriaba
(Iafrate és mtsai 2004). A CNV-k kilobazistol megabazisig terjeddé DNS szakaszok,
melyek deléciot, inszerciot vagy duplikaciot jelentenek a genomban. Nagy méretiikbol
adodoan sokkal dsszetettebbek lehetnek, mint egy SNP, megvaltozhat altaluk az érintett
gének expresszidja, géneket darabolhatnak fel, fuzids fehérjéket alakithatnak ki. A
Database of Genomic Variants (http://projects.tcag.ca/variation) adatbazis alapjan 2011-
ig 15963 lokuszon 66741 CNV-t azonositottak. A CNV-k pontos hatarvonalairdl,
el6fordulasi gyakorisagarol valamint bioldgiai jelentdségérél azonban maig kevés adat
all rendelkezésre. A human betegségek hatterében all6 szerkezeti variaciok
tanulmanyozasa egy Uj, és nagyon gyorsan fejlédo teriilet, melynek napjainkban csak a

megfeleld technologiai és statisztikai eszkozok hidnya szab gatat.

1.1.1 A GSK3B gén-régio kopiaszam varidcioi

A harmas kromoszoma hosszu karjan el6szor egy 165 kb (variation 0035) hosszisagi
CNV-t azonositottak (lafrate és mtsai 2004), mely 3 gént érint (1. dbra): a C3orfl5 3’
részét, az NR1I2-t, és a GSK3B 3’ régigjat. Ezt a CNV valtozatot 39 kontroll személy
tesztelése sordn talaltdk meg 2 emberben (egyik 3 példanyban, masik 1 példanyban
hordozta ezt a szekvenciat, egyik esetben tehat inszerciét, madsikban deléciot
azonositottak). Késobb harom kisebb terjedelmii kopiaszam varianst is Kimutattak,
melyek csupan az NR1I2 gén 5’ részét érintik (Variation 6205: 36 emberben 1 delécio;
Variation_12326: 36 emberben 1 delécio; Variation 39343: 1 emberben (JD Watson) 1
delécid). Leirtak egy szintén rovid varianst, a variation 98419-t, ami a GSK3B gén 7.
intronjanak 1,41 kb-os szakaszara terhed ki. 2007-ben Lachman munkacsoportja
(Lachman és mtsai 2007) szignifikans asszociaciot mutatott ki a CNV el6fordulésa és a
bipolaris depresszid rizikoja kozott az NR1I2 régiot tesztelve, mely megfelelhet a
hosszabb ¢és az egyik rovidebb variansnak is. Ezt az Osszefiiggést 2010-ben (Saus és
mtsai 2010) nem tudtdk megismételni, bar talaltak kopia tobbletet és hidnyt, ezek
eléfordulasi gyakorisdga nem kiilonbozott szignifikansan a kontroll és a beteg
(unipoléris és bipolaris depresszidsok) csoportja kozott. Az ellentmondds magyarazatara

a szerzOk feltételezik, hogy nem ugyanazt a kopia varianst méri a két vizsgalat. Saus
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crer

leghosszabb varianst méri — amennyiben kizarolag ezek a kopia-variansok léteznek.

C3orf15 NR1I12 GSK3B
N N 7k
'[===============;"_L======ﬂ" - 3

1. abra: A vizsgalt régié génjei. A harom gént a harom nyil reprezentalja, az
exonokat fliggbleges vonalak jelzik. A nyilak irdnyultsaga a gének 5°-3 iranyat
jelentik. C3orfl5: chromosome 3 open reading frame 15, NRZ1I2: nuclear
receptor subfamily 1, group I, member 2, GSK3B: glikogén szintaz kinaz 3- 4.

A harom génnel kapcsolatos jelenlegi ismereteink alapjan valoszinisithetd, hogy
az agyi folyamatok vonatkozédsadban fOleg a GSK3B gén kopiaszdm véltozasadnak lehet

kozvetlen funkcionalis hatasa.

1.1.2 Aglikogén szintaz kindz 3-béta (GSK3p)

A glikogén szintaz kinaz-3 (GSK3) egy szerin / treonin kinaz, mely széles szubsztrat
specifitasa  folytdn  sokféle biologiai folyamatban és szamos  betegség
patomechanizmusdban szerepel, példaul a diabetes-ben €s az Alzheimer-korban. Nevét
onnan kapta, hogy a glikogén szintdz foszforilalojaként €s ezaltal inaktivalojaként
azonositottdk. Ugyanakkor hamar vildgossd valt, hogy szdmos mas jelpalya
szubsztratjat is szabalyozza, melyek koziil a legtdbbet a inzulin/ndvekedési faktor és a
Wht Utvonalakra valé hatasairol tudunk. Erdekes modon — a legtobb protein kindzzal
ellentétben — a GSK3 nyugvo sejtekben miikodik, és a sejt aktivacidja az enzim
gatlasdhoz vezet, vagyis a GSK3 mitkddésének szabalyozasa elsdsorban a foszforilacios
aktivitas gatlasan alapul (Zhao és Townsend 2009). A fehérjének két izoformaja ismert
(GSK3a és GSK3p), melyek aminosavsorrendje nagy mértékben hasonlit, de a két
enzimet kiilonb6z6 gének (GSK3A és GSK3B) kodoljak. A két izoforma kinaz doménje
96%-ban azonos, a legszembetiinébb szerkezeti eltérés az, hogy az a-izoforma N-
termindlis vége egy glicin gazdag régiot tartalmaz (Doble és Woodgett 2003). Mindkét
valtozat inaktivalhaté tobbféle protein kinazzal (PK-A, PK-B és PK-C), a GSK3p
esetében a 9-es szerin (S9), a GSK3a fehérjén pedig a S21 foszforilalodik. Ezen
tulmenden kimutattdk a GSK3 tirozinon torténd autofoszforilacidjat is (GSKea: Y279;

GSKpB:  Y216), mely aktivalodashoz vezet. A  foszforilacioval  torténd
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szerkezetvaltozasok modelljeit par éve publikaltdk (Buch és mtsai 2010). Ujabban
kimutattdk azt is, hogy a GSK3B-nek két splice varidnsa ismert, az &ltaldnosan
kifejez0d6 GSK3p1, és a GSK3p2. Ez utdbbi egy 13 aminosavbol allé inszerciot
tartalmaz a kindz doménben, és specifikusan az idegrendszerben expresszalodik
els6sorban az agyfejlédés sordn (Mukai és mtsai 2002). Leglijabb adatok alapjan ugy
tlinik, hogy a GSK341 és a GSK342 foszforilacidval torténd inaktivalddasa nem mutat
kiilonbséget, de eltérések mutathatok ki szubsztrat specifitisukban, ami varhat6 is volt
az eltéré kinaz doménszerkezet alapjan (Soutar és mtsai 2010), az eltéré biologiai hatas
ugyanakkor még nem bizonyitott.

A GSK3p alapvetd szerepet jatszik a neurondlis fejlédés folyamatiban,
tulmiikodése rizikofaktora lehet a szkizofrénianak (Emamian és mtsai 2004), az
Alzheimer-kornak (Van Wauwe és Haefner 2003), a figyelem hianyos hiperaktivitasi
zavarnak és a bipolaris depresszionak (Gould ¢és mtsai 2004). A kozponti
idegrendszerben a GSK3 mindkét izoformaja tobbféle jelpalya aktivalodasanak hatasara
foszforilalédhat a szerin oldallincon, mely a kinaz inaktivaciojat eredményezi. Ezek
kozil az egyik legfontosabb a novekedési faktor / receptor tirozin kinaz / foszfatidil
inozitol 3-kinaz (PI3K) jelpalya soran aktivalodo Akt fehérjék altal torténd
foszforilacid. Ezen jelpalya mellett a Par komplex is képes foszforilalni a GSK3-at a
CDC42 (cell division control protein 42 homologue) hatasara, valamint a p38MAPK
(p38 mitogén-aktivalt protein kinaz) is képes foszforilalni a GSK3/ izomformat. A
masik, sokat tanulmanyozott mechanizmus a Wnt / S-katenin jelpalya, ahol a GSK3
foszforilalja, és igy a degradéacios Utvonalra tereli a f-katenint. Wnt jelenlétében
megsziinik ez a hatas, mivel a Wnt bekapcsolodésa indukalja a GSK3 €és a membranban
talalhato LRP5/6 (low-density-lipoprotein-receptor-related protein 5/6) kapcsolodasat,
ami egyuttal a GSK3 levalasat eredményezi a f-kateninrdl (Doble és Woodgett 2003,
Hur és Zhou 2010). Hasonlé modon fehérje-fehérje interakcio Utjan hat a DISCI1
(disrupted in schizophrenia 1) is, ami kotni képes a GSK3-at, és ez altal a f-katenin
felszabadul a gatlas alol. (Doble és Woodgett 2003, Hur és Zhou 2010) (2. abra).

Tobb kutatasi eredmény tamasztja ald, hogy a GSK3 aktivalodasanak megfeleld
egyensulya fontos az idegrendszer mitkdése szempontjabol. A vizsgalatok egyik iranya
a GSK3 hiperaktivitas és az Alzheimer-kor kialakuldsanak 6sszefliggésére mutatott ra.

Kimutattdk, hogy a GSK3 szerepet jatszik a tau fehérjék hiperfoszforilaciojaban és
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crer

oligomerek gatoljak az inzulin (ndvekedési hormon) és a Wnt jelpalydk mikddését, ami

a GSK3 aktivalodasahoz (gatlasanak csokkenéséhez) vezet (Hernandez és mtsai 2010).

novekedési Whnt
faktor

\ A )\/5
Par komplex 2

aPKC,  PARY) q /
3

PAR

2. abra. GSK3 szabdlyozasa az idegrendszerben. A: foszforilacion
keresztiili szabalyozas. (1) CDC42 (cell division control protein 42 homologue)
hatasara Osszeall a Par komplex (aPKC: atipusos protein kinaz C, PAR3 ¢és
PARG6: partitioning defective complex protein 3 és 6), ami a GSK3
foszforilalodasahoz vezet. (2) Novekedési faktor jelpalyan keresztiil aktivalodik
a PI3K (foszfatidil-inozitol-3 kinaz), majd az Akt fehérjék, amik foszforilaljak a
GSK3-t. (3) A p38MAPK (p38 mitogén-aktivalt protein kinaz) képes
foszforilalni a GSK3f-t (GSK3a-t nem). B: fehérje-fehérje kolcsonhatason
alapulo inaktivalas. (4) A Wnt Gtvonalon keresztiil torténd szabalyozas alapja,
hogy a membranban talalhatdé LRP5/6 (low-density-lipoprotein-receptror-related
protein 5/6) asszocial a GSK3-mal, ami ezaltal levalik a f-kateninr6l. (5) A
DISC1 (disrupted in schizophrenia 1) fehérje szintén kotni képes a GSK3-at, és
ezaltal gatolja a f-katenin foszforil4ciojat.

Ezeket a hatdsokat allatkisérletek is igazoltdk: A GSK3p4-t thltermeld egerek
hippocampus-aban csokkent f-katenin szintet és hiperfoszforilalt tau fehérjét, valamint
tovabbi, az Alzheimer-korra jellemzd biokémiai és sejtszintli valtozasokat mutattak ki
(Lucas és mtsai 2001).A vizsgalatok masik irdnya a bipoldris depresszid egyik
leghatasosabb gyogyszere, a mar 50 éve hasznalatos litium hatdsmechanizmusaval fligg

Ossze. Bar a litium semmiképp sem tekinthetd a GSK specifikus gatloszerének, de in
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vitro és in vivo adatok arra utalnak, hogy a litium egyik fontos endogén célpontja a
GSK3p. In vitro a litium hatasosan és specifikusan gatolja a GSK3/ aktivitasat a
terapiaban is hasznalt koncentracidoban (Klein és Melton 1996). Az is ismert, hogy a
litium terapia aktivalja a Wnt utvonalat egérmodell stridtumaban feltehetéen a GSK3 /
S-katenin komplex stabilitasanak csokkentése révén, ami fokozodd Akt aktivitassal és
GSK3 foszforilacioval jar egyiitt (O'Brien és Klein 2009). Ezek az adatok arra utalnak,
hogy a GSK3 aktivitas novekedése fontos szerepet jatszhat a bipolaris depresszid
kialakulésaban.

A GSK3B génje a 3. kromoszoma hosszi karjan talalhatd, 12 exon alkotja
(Stambolic és Woodgett 1994). A génben szamos SNP fordul eld, melyek egy
tanulmany szerint harom haploblokkba sorolhatok (Saus és mtsai 2010). Az SNP-k
koziil az rs6438552 és az rs334558 molekularis hatdsait vizsgaltdk részletesebben
(Kwok és mtsai 2005). Az 5. intronban 1évé C/T SNP (rs6438552) megvaltoztatja a
splicing komplex kotddési helyét, és igy megvaltozik a 3’ irdnyban 1évd exonok
kivagodasa in vitro vizsgalatok alapjan. A szerz6k megfeleld genotipusii betegek
analizisével ezt a feltételezést in vivo is megerdsitették, és bizonyitani vélték, hogy a
megvaltozott GSK3/ emelkedett szintje szubsztratjdnak, a tau fehérjének fokozott
foszforilacidjat eredményezi. A gén promoterében 1évé —50C/T (rs334558) SNP T
alléljat tartalmazo promoterr6l pedig kimutattak in vitro rendszerben, hogy nagyobb

transzkripcios aktivitassal rendelkezik, mint a C valtozat.

1.1.3 Az ismétlodo régio tovabbi génjei
1.1.3.1 NR1I2

Az NR1I2 gén, melyet leggyakrabban pregnan X receptornak (PXR) neveznek (tovabbi
alternativ nevei: BXR; PAR; PRR; SAR; SXR; ONRI; PARI; PAR2; PARq) a
biotranszformacios rendszer egy fontos komponense. A fehérje egy sejtmagreceptorok
csaladjaba tartozo transzkripcids faktor, amely egy ligand-kotd, illetve egy DNS-k6td
doménnel rendelkezik, és Kkitlintetett szerepet jatszik a gyogyszer kolcsonhatdsok
szabalyozasaban. A kiilonb6z6 xenobiotikumokra adott valasz soran szamos target gént
aktival, koztiik a citokrom P450 géncsalad szdmos tagjat (Zhang és mtsai 2008). Az
NR1I2 magas expresszids szintjét kimutattdk a mdjban, vastagbélben, valamint a

vékonybélben (Lehmann és mtsai 1998), agyi funkcidja azonban nem ismert.
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1.1.3.2 C3orfls
A C3orfl5 (AMY1) génrél mindezidaig kevés adat all rendelkezésiinkre. Féként a

herében expresszalodik a spermatogenezis soran, ezért azt gondoljak, hogy annak

szabalyozasaban jatszik szerepet (Yukitake ¢s mtsai 2002), agyi funkcidja nem ismert.

1.2 Polimorf mikroRNS kétohelyek

1.2.1 A mikroRNS szerepe a transzldacio szabalyozdsdban

A mikroRNS-ek (miRNS) a kis, nem kodolo RNS-ek (non-coding RNA, ncRNA)
csaladjanak legtobbet vizsgalt csoportjaba tartoznak, melyeket 1993-ban fedeztek fel C.
elegans-ban (Lee és mtsai 1993, Wightman és mtsai 1993). Az6ta tobb mint 700 human
MIRNS-t azonositottak (Griffiths-Jones és mtsai 2008), de szamitogépes becslések
szerint szamuk ezernél is magasabb (Berezikov és mtsai 2005). Ezek a minddssze 19—
25 nukleotidbol allo, az evolucié sordn erdsen konzervalodott RNS-ek (Bartel és Chen
2004) igen fontos szerepet toltenek be olyan alapvetd folyamatokban, mint példaul a
sejthalal, a sejt proliferacio vagy a stressz rezisztencia (Ambros 2003). MiRNS-eket
kodold szakaszok — az Y kromoszomat kivéve — minden kromoszoman megtalalhatok,
gyakran csoportokban lokalizalédnak. A sajat génekkel rendelkezd, 50 kb-nal kisebb
teriileten csoportosuld6 miRNS-eknél kozos expresszidos mintdzatot taldltak, ezért
valoszintisitették, hogy policisztronos eldalakban irédnak &t (Chiang és mtsai 2010). A
mMiRNS-eket kodolo genomi régiok masik része az adott miRNS-t61 fliggetlen fehérjéket
kodold gének intronjaiban lokalizalodik, és a miRNS a prekurzor mRNS splicing-ja
soran keletkeznek. Azt is megfigyelték, hogy a genom ,,térékeny részein” halmozottan
fordulhatnak el6 mMIRNS-eket kodold szakaszok, valamint szamos, daganatokkal
asszocidlo régidban is taldltak miRNS géneket (Calin és Croce 2007, Calin és mtsai
2004).

A miRNS-ek molekularis funkcidjukat tekintve az eukaridta génexpresszio
transzlacié szintli szabalyozasdban vesznek részt a cél mRNS-ek 3’ nem kodolo
jegyezni, hogy ijabban taldltak olyan eseteket is, ahol a miRNS a mRNS 5 UTR-jéhez,

esetleg a kodolo régidhoz kapcsolodott — az ilyen esetekben a megfeleld splicing
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gyakran feltétele a miRNS kotddésének (Ryan és mtsai 2010). A miRNS-ek altalanos

biogenezisét a 3. dbra foglalja Gssze.

sejtmag

| gonere [ miRNS gén_}—CENOM
kédold gén mIRNS gén

RNS pol. 11 RNS pol. I:/
hnRNS Pri-miRNS E E E
splicing
Drosha

mRNS\ Pre-miRNS _E,

Pre-miRNS AE

sejtplazma

MiRNS*

39
targetmRNS©) <« miR-RISC

S T T

3. abra. A miRNS biogenezise. A MIRNS Kkifejezédéséért felelés régiok
fehérje kodolo gének intronjaiban vagy o©nallo génként fordulnak el6 a
genomban. A gén atirasa mindkét esetben az RNS polimeraz II-vel torténik. A
MiRNS-ek processzalasa soran az elsddlegesen keletkezé pri-miRNS-bol a
Drosha enzim lehasitja a pre-miRNS-t, ami az Exportin-5 altal transzlokalodik a
citoplazmaba. Itt a Dicer hatdsara keletkezik az érett mikroRNS kettds szalu
forméja (az érett miRNS és a vele komplementer miRNS*). A végso, egyszalu
miRNS az RNS indukalt csendesitd komplex (RISC) részévé valik, ami a cél
mRNS 3’ komplementer szakaszahoz kapcsolodva fejti ki a transzlacidra
gyakorolt hatasat.

A primer mIiRNS (pri-miRNS) 500-3000 nukleotidbol all6, hajti
konformaciokat tartalmaz6é molekula, mely a transzkripcid 4altalanos formajanak
megfelelden az RNS polimeraz II miikodése révén keletkezik. A pri-miRNS érése soran
az RNaz III csaladba tartozo Drosha enzim lehasitja a prekurzor miRNS-t (pre-miRNS),
ami mar csak 60—70 bazis hosszu, és szintén hajtli szerkezetli. Ezt az eldalakot az

Exportin-5 fehérje transzlokalja a citoplazmaba, ahol az RNaz IIl enzimcsalad egy
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masik tagja, a Dicer hasitja tovabb, 1étrehozva az érett miRNS-t. (Krol és mtsai 2010,
Mishra ¢és Bertino 2009). Ennél a 1épésnél a miRNS még kettds szala, a komplementer
szalat miRNS*-gal jelolik. A RISC (miRNA-RNA induced silencing complex) nevii
ribonukleoprotein komplex azonban mar csak az egyszali miRNS-t koti, mig a miRNS*
lebomlik.

Hogy mi kiilonbdzteti meg a miRNS ,,vezérszalat” a csupan vele egylitt ,,utaz6”
(passanger) MiRNS* szaltol, az ma még nem vilagos. Ugy tiinik, altalaban az 5’ kar
adja a végsé miRNS-t, de az is eléfordul, hogy a miRNS* nem csupan melléktermék,
hanem bizonyos szdvetekben maga is rendelkezhet érett miRNS funkcioval. Példaul az
egér miR-142-5p (5’ karrdl atirédott miRNS) jellemzden expresszalodik a kifejlett
egyed agyaban és mas szovetekben, mig a miR-143-3p (a 3’ karrdl atirddott miRNS)
embrionalis és 0jsziilott korra jellemzd (Chiang és mtsai 2010).

A RISC csendesitdé komplex cél mRNS-re valdo kotddésének feltétele a
komplexben talalhatd miRNS és a cél mRNS 3” UTR-je kozotti Watson-Crick
komplementaritas. A kotés kialakulasa altalaban a transzlacio gatlasat okozza, esetleg a
mRNS stabilitdsat csokkenti. Egyes esetekben azonban eléfordul miRNS hatdsara
bekovetkezd transzlacios aktivalas is. (Eiring és mtsai 2010, @Orom ¢és mtsai 2008,
Vasudevan ¢s Steitz 2007, Vasudevan €és mtsai 2007).

Attol fliggben, hogy mennyire tokéletes a kapcsolat a két RNS kozott, a transzlacio
gatlasa 1étrejohet a mRNS degradacidja utjan, vagy a mRNS stabilitasatol fiiggetlen,
egyeb faktorok gatlasa révén. A mRNS stabilitas valtozasa miRNS hatasara elsdsorban
novényekre jellemzd, illetve akkor jon létre, ha tokéletes a komplementaritds a mRNS
3> UTR ¢és a miRNS teljes szekvencidja kozott. Emlds sejtekre inkabb jellemzé a miRNS
¢s a mRNS részleges kapcsoloddsa, mely legtobbszor a fehérje szintézis kozvetlen
gatlasat okozza (Filipowicz és mtsai 2008). Jelenlegi ismereteink szerint a miRNS
transzlaciora gyakorolt hatasanak kifejtéséhez emldsokben elegendé a 19-22 bp
a szakaszt un. seed szekvencianak hivjuk (Lewis és mtsai 2005), mig a miRNS t6bbi
részét Mishra és mtsai 3’-mismatch tolerans régionak (3’-MTR) nevezték el (Mishra és
Bertino 2009) (4. dbra). igy lehetséges az, hogy egyetlen miRNS gének széles skalajat
képes szabalyozni, illetve egy adott mRNS-re tobb miRNS is hathat. Tovabb arnyalja a
képet, hogy emldsdkben is leirtak olyan eseteket, ahol a miRNS a mRNS stabilitasanak
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csokkenését okozza. Kimutattak példaul, hogy — kisérleti koriilmények kozott — a miR-1
¢s a miR-124 hatasara kdzel 100 mRNS szintje csokkent humén sejtekben (Lim és mtsai
2005). Azt is leirtdk, hogy a dihidrofolat reduktiz (DHFR) mRNS fél¢letideje
kétszeresére nd, ha kevésbé kotédik hozzd a miR-24. Ez a jelenség egy
polimorfizmusnak koszonhetd, és feltételezhetd, hogy ez az egyik molekularis
mechanizmus, amely a DHFR overexpresszioja révén metotrexat rezisztenciahoz vezet
(Mishra és mtsai 2007). Mindezek alapjan a miRNS biogenezise ¢és a transzlacios
szabalyozasaban kifejtett hatasa egy izgalmas, de részleteiben még nem teljesen

tisztazott terilet.

_ﬁ%ﬁ? %@%%@@o%@%_

seed 3 mlsmatch tolerans régio

4. abra. Egy érett miRNS felépitése és kapcsolodasa a cél mRNS-hez. A
MIRNS-t és a mRNS egy részét alkotd nukleotidokat a korok jelképzeik. A
miRNS 5 végén 1évo, seed régiot alkotdé 7 bazis (sziirke) teljes
komplementaritasa (fiiggdleges vonalak a nukleotidok kozott) sziikséges a cél
MRNS-hez vald kapcsoldodashoz. A seed régiotol 3’ iranyban 1évé bazisok
esetében nem sziikséges a teljes komplementaritas, ezért ezt 3’ mismatch
tolerans régionak nevezik (tdvolabb 1€v6 korok).

1.2.2 MikroRNS polimorfizmusok

Mind a mikroRNS-ek képzddésének szabalyozasa, mind a mikorRNS-ek altal kifejtett
moduléld hatasok szervesen hozzétartoznak a sejt homeosztazisdhoz, igy ha a miRNS-
ek hataser0ssége megnd vagy lecsokken egy adott szovetben, az betegség
kialakulasdhoz vezethet. Tobb tanulmany szamolt be arr6l, hogy daganatos
korképekben lényegesen valtozik a miRNS-ek expressszios profilja. Megfigyelték
példaul a miR-143- és miR-145-szint csokkenését colorectalis daganatokban (Michael
¢s mtsai 2003), mig Burkitt-lymphoma esetében a miR-155 szint ndvekedése volt

jellemzd (Metzler és mtsai 2004).
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A miRNS expresszio szintjét, valamint a miRNS és target mRNS kozt 1étrejovo

kotés erdsségét tovabb befolyasoljak a miR polimorfizmusok. Ezeket az 10j tipusu

funkcionalis polimorfizmusokat a kovetkezoképpen csoportosithatjuk:

1.

miR polimorfizmusok a MiRNS-eket 1étrehozd fehérjiék génjeiben: a miRNS

biogenezisben szerepet jatszé fehérjék génjeinek kodold vagy szabalyozo

régidiban — ezek a variaciok a processzalt miRNS mennyiségét érinthetik.

miR  gének epigenetikai szabalyozasat megvaltoztatd polimorfizmusok: a

miRNS gének — mint minden mas gén — hipermetildcioval csendesithetok.
Amennyiben megvaltozik a gének epigenetikus szabdlyozasa, az hatassal van a
miRNS termelésének idejére, helyére, aktivitasara, igy korosan érintheti a sejtek
miikddését. Az emldrak kialakuldsaban tobb miRNS aberrans hipermetilacigjat
irtak le, mely a célgének transzlacios gatlasanak hianydhoz vezet (Lehmann és

mtsai 2008).

polimorfizmusok a miRNS génjében: Ez a csoport tovabbi két alcsoportra
bonthato, attél fliggden, hogy a polimorfizmus / mutacié hol helyezkedik el:
a. a pri-miRNS ¢és pre-miRNS transzkriptumokban (de nem az érett
miRNS-ben),
b. az érett miRNS szekvenciaban, ezen beliil:
i. a miRNS ko6té régidjaban — ezek a valtozatok létrehozhatnak
vagy megsziintethetnek kotOhelyeket,
ii. a kotd région kiviili SNP-k — ezek a variansok Ilehetnek

semlegesek, de nem kizart, hogy érintik a miRNS processzalasat

vagy a targethez vald kotodését.

crcr

polimorfizmusok a miRNS target génjeiben: Ezek olyan polimorfizmusok /

mutaciok, melyek nem magat a miRNS-t érintik, hanem csupan egyetlen,

meghatarozott célgént. Ebben az esetben az SNP altaldban a célgén 3° UTR

crer
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a. aseeddel komplementer kitd régidban,
b. akoté régid kornyékén.
A célgén miRNS kotése a fenti polimorfizmusok / mutaciok esetében

gyengiilhet vagy megszlinhet, illetve 01j célgén johet létre.

Ezen polimorfizmusok koziil az 1. és 2. csoportba tartozok kevésbé jol
definialhatok a 3. és 4. csoport tagjaihoz képest, hiszen nagyon atfogo, sok tagot érintd
kategoriarol van sz6. Hatdsuk szerteagazd lehet, mert nem egy konkrét miRNS-t
¢érintenek, igy altalanos zavarok kialakuldsdhoz vezethetnek. Ezzel ellentétben, a 3.
csoportba tartoz6 varidnsok egy adott miRNS mennyiségét vagy szekvenciajat
befolyasoljak, illetve a 4. csoport a miRNS cél mRNS-ét, tehat ezekben az esetekben
olyan hatasok figyelhet6k meg, melyek csupan egyetlen miRNS-re, vagy annak egy
adott targetjére vonatkoznak. Ha ezek koziil a polimorfizmusok koziil valamelyik
Osszefliggésbe hozhat6 egy betegséggel, akkor a 3. csoport esetében a miRNS génjének
SNP-je asszocial a betegséggel, tehat primer okként a miRNS gén szerepel. A 4. csoport
esetében a miRNS csupan masodlagos tényezd, az elsddleges ok a cél mRNS-ét kodolo
gén megvaltozasa. A 3. és 4. csoport Osszehasonlitd vizsgéalata soran Saunders €s
munkatarsai kimutattdk, hogy a miRNS gének meglehetésen konzervaltak, mig a
célgének 3’ UTR-jében gyakrabban fordulnak elé polimorfizmusok. 474 miRNS-t
kodold gént vizsgalva megfigyelték, hogy a polimorfizmusok silirlisége a miRNS
génjeiben fele akkora volt (1,3 SNP/kb), mint a célgénekben (2,7 SNP/kb) (Saunders és
mtsai 2007). Hasonl6 eredményt irtak le 2010-ben 325 miRNS gént vizsgalva (Muifos-
Gimeno ¢és mtsai 2010).

Az SNP-k mellett az utdébbi években a figyelem a nagyobb genomi régidkat
érint6 CNV-k fel¢ fordult. Ezek a kopia szdm polimorfizmusok miRNS gének
amplifikacigjdhoz, inszercigjahoz, delécidjahoz vezethetnek, melyek jelentds
fenotipusos valtozast, adott esetben betegséget okozhatnak. Egy CNV analizis soran
230 CNV lokuszban 0sszesen 5 miRNS gént talaltak (Lin és mtsai 2008). Egy teljes
genomi vizsgalat soran Wong és mtsai azt talaltdk, hogy 14 CNV l6kusz Osszesen 21
ismert miRNS gént érint (Wong és mtsai 2007). EQy 2009-es tanulmany 380 miRNS

génjét vizsgalva Osszesen 385 10kuszrol szamol be, melyek a miRNS-t kodold géneket
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magukban foglaljak (Duan és mtsai 2009). A miRNS géneket érinté CNV-k hatasa

valtozatos lehet, és ma még kevéssé tisztazott.
1.2.3 A SNAP-25 gén

1.2.3.1 A SNAP-25 szerepe a neurotranszmisszioban

A SNAP-25 (synaptosomal-associated protein of 25kDa) fehérje a SNARE komplex
(soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor) egyik alkotoja.
Ez a komplex elengedhetetlen az intracellularis vezikulumok sejtmembranhoz vald
25 mellet tovabbi két fehérje alkotja, a szintaxin-1 (Stx-1) és a szinaptobrevin (VAMP).
A SNAP-25 ¢és a szintaxin-1 a preszinaptikus membranhoz kapcsolt fehérjék, a

szinaptobrevin a szinaptikus vezikulum membranjaban talalhatéd (5. dbra) (Hayashi és

mtsai 1994).

SNARE

komplex Neurotranszmitter

sejtmembran

5. abra. A SNARE komplex szerkezete. A SNARE komplex egymas
kozelébe hozza a sejtben talalhatd vezikulumot a sejtmembrannal. A komplexet
alkotd 3 fehérje: SNAP-25 (sotétsziirke), szintaxin (Stx-1, fehér) é&s
szinaptobrevin (VAMP, csikos).

A SNAP-25 kozponti szerepet jatszik a vezikulum dokkolasanak
szabalyozasaban. Kimutattdk ugyanis, hogy egy fesziiltség fiiggd kalcium csatornat
szabalyoz, ami az exocitozis kulcsszignalja (Catterall 1999, Tafoya és mtsai 2008).

A fehérje génje a 20-as kromoszoma rovid karjan taldlhatd, és két alternativ
termék irodhat at rola, amelyekrél a SNAP-25A és SNAP-25B fehérjék keletkeznek.

Ezek egymas homoldgjai, mindossze kilenc aminosavban térnek el egymastol. A
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SNAP-25A az embrionalis fejlodés alatt expresszalodik nagy mennyiségben, mig a
SNAP-25B a felnétt korra jellemzé forma (Bark és mtsai 2004). A SNAP fehérje
csaladba tovabbi két fehérje tartozik, a SNAP-23 ¢és a SNAP-29. A SNAP-23
megkozelitdleg 60%-os egyezést mutat a SNAP-25-tel és minden sejtben
expresszalodik. Errdl a fehérjérdl kimutattdk, hogy a SNAP-25-h6z hasonldan szerepe
van az exocitdzisban, mig a SNAP-29 esetében ez nem bizonyitott (Salaiin és mtsai
2004).

A SNARE fehérjék szerkezetét és funkcidjat kiterjedten tanulményoztik. A
harom, heterotrimert alkotd fehérje koziil a SNAP-25 a legnagyobb. Két alfa hélixet
tartalmaz és a kozponti részén egy palmitoil oldallanc segitségével kapcsolodik a
és mtsai 2006). A szintaxin és a szinaptobrevin C-termindlis peptidjeikkel iilnek a
preszinaptikus membranban, illetve a vezikulum membranjaban ¢és SNARE
motivumokon keresztiil kapcsolodnak a SNAP-25-hoz. Igy jon létre egy ,,négy hélix
kotelék”, mely egymashoz hizza a vezikulumot és a sejtmembrant (Zhang Chen és

mtsai 2002).

1.2.3.2 SNAP-25 hianyos allatmodellek

Az utobbi években sok tanulméany foglalkozott a SNAP-25 fehérje szerepének
tisztazasaval genetikai szinten. Két allatmodellt hoztak létre a SNAP-25 hiany
kovetkezményeinek vizsgalatara: a coloboma mutans egeret €s a ,,blind-drunk™ egeret.
A coloboma egerek heterozigdta 2-CM-deléciot hordoznak a 2-es kromoszomajukon,
mely tobb gént, kozottik a SNAP-25-6t is érinti. (Hess és mtsai 1992). A mutécio
kovetkeztében 50%-ara csokken a SNAP-25 fehérje expresszidja, és az egerek dopamin
szekrécioja zavart szenved. Az egerek hiperaktivitast és tanulasi nehézséget mutatnak,
ami miatt a figyelemhidnyos hiperaktivitds (ADHD) megfelelé allatmodelljei.
Amennyiben az allatokban transzgénikus SNAP-25 fehérjét termeltetnek, helyreall a
dopaminerg neurotranszmisszio €s eltlinik a hiperaktiv viselkedés (Wilson 2000). Egy
cserét okozo mutacidt hordozé egértorzset vizsgaltak. Ezek az un. ,,blind-drunk” egerek,
amikben a mutdns SNAP-25B fehérje kétszer nagyobb affinitassal kotédik a szintaxin-
1-hez, mint a vad tipus. Az igy kialakuld kérosan szoros immobilizacié az exocitotikus

vezikulumok korforgasanak elégtelenségéhez vezet. Ezek az egerek ataxiat és szenzo-
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motoros gatlast mutatnak, amik a szkizofrénidban is jelentkezd fenotipusos jellemzdk

(Jeans és mtsai 2007).

1.2.3.3 SNAP-25 lehetséges szerepe pszichiatriai rendellenességekben

A SNAP-25 fehérje neurotranszmisszidoban betdltott szerepét, valamint a fent leirt
allatmodellek fenotipusos jellemzdit ismerve, a fehérjét kodold gén polimorfizmusait,
mint pszichiatriai rendellenességek lehetséges rizikofaktorait, behatdéan vizsgaltak. A
két legtobbet vizsgalt polimorfizmus az rs3746544 (,,Mnl I SNP”-nek is nevezik, a
genotipizalaskor hasznalt restrikcidos enzim alapjan) és az rs1051312 (,,Dde | SNP”).
Ezek az SNP-k a gén 3° UTR-jének 239. (c.*239T>G) és 243. (c.*243 C>T)
nukleotidjait érintik. Barr és munkatdrsai 97 csalddban talaltak asszociaciot az ADHD
¢s az rs3746544 SNP, valamint a két polimorf lokusz haplotipusa kozott (Barr és mtsai
2000). Egy masik tanulmanyban az rs1051312 varidns mutatott asszociaciot a
betegséggel ir populdcioban (Brophy és mtsai 2002). Kim munkacsoportja tovabbi
polimorfizmusokat is vizsgalt, és 0sszefliggést mutatott ki a SNAP-25 gén és az ADHD
kozott. Eredményeik azt mutattdk, hogy azon betegekben, akiknél az ADHD mellett
komorbid major depresszio is megjelenik, az asszociacio még erdsebb (Kim és mtsai
2007). Asszociacié mutathatd ki az ADHD ¢és intronban talalhaté polimorfizmusok
valamint egy 5° UTR-ben 1évé mikroszatellita k6zott is, ami tovabb bizonyitja a gén
szerepét a betegség hatterében. (Zhang és mtsai 2010). A SNAP-25 polimorfizmusair6l
kimutattak, hogy befolyasoljak szkizofrén betegek bizonyos endofenotipusait: az
rs1051312 TT homozigota betegek jobb kognitiv funkciokkal rendelkeznek. (Spellmann
¢és mtsai 2008).

A SNAP-25-r8] igazoltak, hogy nem csak az idegrendszerben, hanem inzulint
termeld ragcsald sejtvonalban is expresszalodik, és a SNAP-25 gatldsa dramaian
csokkenti az inzulin szekréciot. (Gonelle-Gispert és mtsai 1999). Ezért nem meglepd,
hogy a pszichiatriai rendellenességekben vizsgalt polimorfizmusokat Gsszefliggésbe
hoztak a szkizofrén betegek testtomeg novekedésével (rs1051312) és szérum triglicerid
szintjével (rs8636 and rs3746544) (Musil és mtsai 2008). A 2-es tipust diabetes
mellitus allatmodelljében (Goto-Kakizaki patkdny) kimutattdk, hogy a pancreas [-
sejtjeiben szignifikansan kevesebb SNAP-25 fehérje taladlhatd, mint a kontroll (Wistar)
allatokban (Zhang ¢és mtsai 2002). Munkacsoportunk vizsgalta az rs1051312

polimorfizmust 2-es tipust diabetes mellitus-ban. Szignifikans asszociaciot talaltunk az
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SNP ¢és a betegség kozott (Kovacs-Nagy és mtsai 2010). Ezek az adatok arra engednek
kovetkeztetni, hogy a SNAP-25 génvariansok igéretes genetikai markerek lehetnek mind
pszichiatriai rendellenességek, mind metabolikus szindroma vagy diabetes mellitus

esetében.
1.24 A WFSI1 gén és a wolframin fehérje

1.2.4.1 A Wolfram szindroma

Fiatalkori diabetes-hez asszocialt kétoldali latoéideg sorvadast eldszor 1938-ban irt le
Wolfram és Wagener (Wolfram és Wagener 1938), a betegséget Wolfram szindromanak
nevezték el. A XX. szazad mésodik felében rendre jelentek meg tovabbi kézlemények,
melyekben a Wolfram szindromat gyakran DIDMOAD-ként emlitik a {6 tiinetek
kezddbettiire utalva: diabetes insipidus, diabetes mellitus, optikus atréfia és siiketség
(deafness). A tiinetek alapjan sokdig mitokondrialis eredetre gondoltak (Bu és Rotter
1993), de a 90-es években tobb kozlemény igazolta, hogy az esetek legnagyobb része
autoszomalis recessziv oroklésmenetet mutat (Collier és mtsai 1996, Polymeropoulos és
mtsai 1994).

A Wolfram szindroma egy fiatalkori, nem autoimmun eredeti diabetes-hez
tarsuld progressziv neurodegenerativ betegség. Prevalencidja angol felmérések szerint
1:770000 (Barrett és mtsai 1995), mely alacsonyabb, mint egy korabbi ¢szak-amerikai
becslés (1:100000, Fraser és Gunn 1977). Kimenetele igen sulyos, a betegek atlagosan
30 éves korukig meghalnak. MRI vizsgalatok altalanos agyi atr6fiat mutatnak, és a
neuroldgiai tiinetekhez gyakran pszichidtriai zavarok is tarsulnak, mint példaul a
depresszid, memoriazavar, panik betegség, hallucinaci6 és Ongyilkossagi kisérlet,
melyek gyakran jelentkeznek a hordozok kozott is (Swift és Swift 2000). Egyes
becslések szerint az atlagos populacié kozel 1%-a hordoz valamilyen WFS1 mutaciot
heterozigdta formaban, ugyanakkor a sulyos depresszioval kezelt betegekben ez az

arany lényegesen magasabb, eléri a 25%-ot (Swift és Swift 2000).

1.24.2 A WFSI gén és a wolframin fehérje

1998-ban Inoue ¢és munkatirsai (Inoue és mtsai 1998) poziciondlis klonozassal
azonositottdk a szindroma kialakulasaért felelés WFS1 gént, mely a 4pl6.1

kromoszomalis régioban talalhatd. A 8 exonbdl allo gén (64. abra) terjedelme 33,4 kb.
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Az els6 exon nem irodik at, a 3640 bp hosszisagh mRNS 2673 bp kodold régiot
tartalmaz, mely egy 890 aminosavbdl allo, 100 kDa tomegli fehérje képzdodéséért
felelds.

A wolframin az endoplazmaés retikulum (ER) membranjaban taldlhato. (Strom és
mtsai 1998). Harom alegysége koziil a kozépsé hidrofob domén kilenc transzmembran
régiobol all, amit két hidrofil szakasz szegélyez: a citoplazmaba nyulik a fehérje N-
terminalis vége, mig a C-terminalis rész az ER lumenében talalhaté (6B. dbra). A
fehérje poszt-transzlacidos modositasa soran két lumindlis aszparagin (N661, N746) N-
glikozilalodik. Ez a folyamat a fehérje stabilitdsanak elengedhetetlen feltétele, gatlasa a
wolframin lebomlasat eredményezi. A wolframin aminosav sorrendje konzervalt, a
human fehérje 86%-os hasonlosdgot mutat az egér (Inoue és mtsai 1998), illetve a

patkédny wolframinnal (Takeda és mtsai 2001).

A: WFS1 gén
1811 4pl6.1
I 7436 I 9405 3 2065 540l 3043 B 5467 g I p
165 243 83 145 171 81 149 1812

B: wolframin fehérje

M/_\/_jﬁ/ﬁ

311 362 405 451 493 549 559 610 630 Citop'azma
00000000000 o0 (] 0000 (] o] 000000000
AWMANANMM 1Y VWA M WWM NNV N WAMAMAA 0 membran
VWAAWVWWAWVWY W VWY VY WYY A AV
00000000000 o0 Qo 0000 (<] ] 000000000
333 340 42u29 51\&1-327 581 588 65{’_\ ER lumen
C
N-terminalis transzmembran C-terminalis
domén domén domén

6. abra. A WFS1 gén (A) és a wolframin fehérje (B) szerkezete. A: A WFS1
gén 8 exonbdl all (téglalapok), melyek koziil az elsé és a nyolcadik 3° vége
fehérjére nem irddik at (sziirke téglalap). A szdmok az exonok ill. intronok
hosszat jelzik. B: A sziirke hengerek: a wolframin fehérje transzmembran régioi,
szamok: az aminosavak pozicioi.
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A fehérje joforman minden szovetben megtalalhato, példaul a pancreas-ban is,
ahol kimutattdk, hogy mig a szigetsejtekben jelentds mennyiségben fordul eld, addig az
exokrin pancreas szovetben elenyész6 (Takeda és mtsai 2001). Egérben legnagyobb
mennyiségben az agyban, a hasnyalmirigyben, a szivben és az izomban fejezddik ki,
mig a majban kevesebb, a vesében és 1épben pedig csupan csekély mennyiségii fehérje
mutathatd ki (Hofmann és mtsai 2003). Az agyi wolframin expresszid részletesebb
vizsgalata alapjan a fehérje patkdny agyban a hippocampus-ban, amygdalaban,
allocortexben ¢€s tuberculum olfactoriumban talalhat6 a legnagyobb mennyiségben. Glia
sejtekben a wolframin nem volt kimutathatd. A neuronokban a wolframin eloszlasa nem
egyenletes, a sejttestben és a proximalis dendritekben sokkal nagyobb aranyban van

jelen, mint az axonvégekben (Hofmann és mtsai 2003).

1.2.4.3 A wolframin fehérje feltételezett funkcioi

Wolframin fehérje és az ER stressz
Bar a wolframin funkcioja jelenleg még nem tisztazott, tobb munkacsoport
valoszinlisitette, hogy a fehérjének kozponti szerepe lehet az ER stressz szignal
transzdukciés ~ wtvonalainak negativ  visszacsatolasiban. Igy a  wolframin
megakadalyozhatja a szekrécios sejtek ER stressz okozta apoptozisat. Kimutattak, hogy
a thapsigargin, amely gatolja az ER Ca?*-ATP-4zt, és igy ER stresszt valt ki, indukélja a
wolframin fehérjét human fibroblasztokban és egér S-sejt eredetiit MING sejtekben (Li €s
mtsai 1993). Endogén ER stresszt mutatd Akita egerekbdl nyert inzulindma sejtekben is
megfigyelték mind a mRNS, mind a fehérje szint emelkedését kontroll sejtekhez képest
(Ueda ¢és mtsai 2005). Az ER stressz okozta wolframin szint emelkedés — legalabbis
részben — transzkripcio szintjén zajlik, amit human WFS1 promoter-luciferaz riporter
gén rendszerrel igazoltak (Ueda és mtsai 2005). Mindezek alapjan valosziniisithetd,
hogy az ER stressz fokozddéasa a wolframin fokozott képzddéséhez vezet, mely negativ
visszacsatolasként mitkddik. A wolframin indukcié elmaradasa talzott mértékii ER
stresszt €s a sejtek pusztuldsat okozza (Fonseca és mtsai 2009). A wolframin ER
stresszben betoltott, konkrét szerepérdl azonban még keveset tudunk.

Az ugynevezett selejtfehérje-valasz (UPR = unfolded protein response) az ER
stressz egyik részletesen tanulmanyozott folyamata. Ez a valasz harom f6 utvonalon

aktivalodhat (IRE1, PERK ¢s ATF6), igy az els6 vizsgalatok azt kivantak tisztazni,
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hogy melyik Gtvonalhoz kapcsolhatd a wolframin miikddése. Fonseca munkacsoportja
kimutatta (Fonseca és mtsai 2005), hogy mig egészséges egér fibroblasztokban ER
stressz indukalo agensek (pl. thapsigargin) hatasdra a WFS1 mRNS és fehérje szint
jelentdsen emelkedik, Irela és Perk hidnyos sejtekben ez az indukcio gatolt, sot,
csokkent fehérjeszint figyelheté meg.

Ugyanezen munkacsoport 2010-ben azt is bebizonyitotta, hogy az ATF6 utvonal
kozvetleniil 6sszefiigg a wolframin funkcidjaval. Ko-immunprecipitacios kisérletekkel
igazoltak ugyanis, hogy a sejt nyugalmi allapotdban a wolframin megkoti az ER
membranban lokalizalt ATF6a-t, valamint az ATF6a bontasat eldsegité HRD1 ligazt,
szerzOk azt is kimutattdk, hogy dithiotreitollal (DTT) indukalt ER stressz hatasara a
wolframin elengedi az ATF6a-t, illetve a DTT kimosasa utan néhany oraval Gjra
megkoti azt. Ismert, hogy az ER membranban talalhaté ATF6a aktivalodasdhoz az N-
termindlis DNS kotohelyének (bZIP domén) Iehasitasa, és a sejtmagba valo
transzlokacidja sziikséges. Igy a bZIP kapcsolodni tud az ER stressz reszponziv
elemeket tartalmazd promoterekhez és ezzel eldsegiti az UPR valasz kialakulasat (pl.
BiP, XBP-1 indukcid). A szerzOk szerint a wolframin elésegiti az ATF6a
szint igy megakadalyozza az UPR valasz tulaktivalodasat. Ezt a feltételezést
tdmasztottak ald ugyanebben a munkaban azok az eredmények is, melyek szerint WFS1
KO egér hasnyalmirigyében, valamint Wolfram szindrémas betegek limfocitdiban
szabalyozatlan ER stressz figyelhetd meg, mely magas ATF6 és csokkent HRDI1
szinttel jellemezhetd. Wolframin overexpresszalt sejtekben viszont az ATF6 nem képes
szerepét betOlteni, és target génjeir6l keletkez6 mRNS-ek (pl. BiP, XBP-1) szintje
alacsonyabb a kontrollhoz képest. Ennek alapjan feltételezhetd, hogy a wolframin
fehérje fontos szerepet tolt be az ER stressz vélasz talmikodésének

megakadalyozasaban (Fonseca és mtsai 2010).

. [T 2+ ;.
Wolframin fehérje és Ca”" homeosztazis
. . . , . 2+
A wolframin fehérje funkcidjaval kapcsolatban az is felmeriilt, hogy részt vesz a Ca
homeosztazis biztositasaban is, bar ennek pontos mechanizmusa még tisztdzasra var.

Xenopus oocytakba injektalt wolframin a vartnak megfeleléen az ER-ben lokalizalodik,
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és hatassal van a citoplazmatikus Ca?* szintre (Osman és mtsai 2003). Vad tipust
wolframint termeld sejtekben szignifikinsan magasabb volt a citoplazma Ca®*
koncentracioja a kontroll (wolframint nem expresszald) és a transzmembran doménben
mutans (p.R456H) wolframint kifejezd sejtekhez képest. Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy a wolframin vagy az ER valamely kation (kalcium) csatornajat
szabalyozza, vagy maga a fehérje rendelkezik csatorna aktivitdssal. Az utdbbi
elképzelést valoszinlsiti az a tény, hogy a wolframin — mas csatornakhoz hasonléan —
homotetramer formaban van jelen a membranban (Hofmann és mtsai 2003), de tovabbi
bizonyitékok egyeldre nem ismertek.

A HEK293 sejtek a wolframin Ca?" szintre gyakorolt hatdsdnak egyszeriisitett
modelljeként alkalmazhatok, mert nem tartalmaznak fesziiltség-tiiggd Ca®" csatornt.
csOkkenésével jart, ugyanakkor a fehérje tultermelése szignifikdnsan emelte az
endoplazmatikus kalcium szintet. Az utobbi hatds a SERCA (sarco-endoplazmas
retikulum Ca”" ATP-az) Ca** pumpa gatlasa soran megsziint, ami valdsziniisiti, hogy a
luminaris Ca**-szint névekedést a wolframin SERCA pumpatél fiiggé modon képes
létrehozni. Ugyanakkor a WFS1 expresszio véltozasa a citoplazmatikus Ca®* szintet is
befolyasolta. Mindezek alapjan valdsziniisithetd, hogy a wolframin a sejt kalcium
homeosztazisanak szabalyozasaban szerepel (Takei és mtsai 20006).

WFS1 mutans egér f-sejtjein is vizsgalhatd a wolframin intracellularis kalcium
szintet befolyasol6 hatdsa. A gliik6z stimulusra kivaltott Ca?* indukalta inzulin
szekrécio 23%-kal csokkent a WFS1 hidnyos f-sejtekben, amit teljesen helyreallitott az
adenovirussal bejuttatott wolframin fehérje. A szekrécid csokkenés hatterében valoban
az intracellularis Ca**-szint emelkedés zavara 4ll, ugyanis a wolframin hidnyos p-
sejteken 36%-kal alacsonyabb emelkedés mérhetd, mint egészséges [S-sejtek esetében
(Ishihara és mtsai 2004). Ezen kisérletek alatamasztottdk, hogy a wolframinnak szerepe
révén szabalyoz.

A képet tovabb arnyalja egy 0j eredmény, miszerint a wolframin egy kalcium-
kalmodulin (CaM) koté fehérje. Patkany agy kivonatbol sikeriilt kimutatni, hogy a
wolframin N-terminalis (citoplazmatikus) része ekvimolaris mennyiségben képes kotni

a kalmodulint Ca®* jelenlétében, vagyis citoplazmatikus kalcium szint-érzékelé funkciot
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tolthet be. A Wolfram szindrémat okozé muticiok kozott hadrom a wolframin
patkanyban vizsgalhatok (p.A127T, p.A134T, p.R178P). Kimutattak, hogy mindhdrom

mutacio megsziinteti a fehérje CaM koto képességét (Yurimoto €s mtsai 2009).

1.2.4.4 A WFSI gén mutacioi és polimorfizmusai

crer

Osszefliggésbe a Wolfram szindromaval (Cryns €s mtsai 2003) japan (Inukai €s mtsai
2005), kinai (Hong ¢és mtsai 2009), brazil (Gasparin és mtsai 2009), és europai
populacidkban [olasz: (d'Annunzio és mtsai 2008), francia: (Giuliano és mtsai 2005),
spanyol: (Gémez-Zaera és mtsai 2001)]. A mutaciok egy része a fehérje teljes kiesését
okozza, ami eltér6 moddon valosulhat meg: kialakulhat nonszensz mutacio,
kereteltolodas, splice-mutacid, kereteltolodast nem okozd delécio / inszercid és
misszensz mutacid (Khanim és mtsai 2001). Bizonyos mutaciok esetében egyaltalan
nem keletkezik fehérje, mas esetekben pedig a funkcid karosodik.

A Wolfram szindroma recessziv 6roklésmenetli betegség, de azonositottak olyan
ritka WFS1 variansokat is, melyek dominans médon alakitjak ki a betegséget (Wolfram
syndrome-like disease). A dominans oroklésmenetii korképek koziil az LFSNH
(dominant low-frequency sensoneural hearing loss) a legismertebb (Giirtler és mtsai
2005), de leirtak dominansan 6roklédo, siketséggel tarsuld diabetes mellitust is, melyet
a p.E864K mutéacié okoz (Valéro és mtsai 2008). Erdekes modon a p.E864K aminosav
csere optikus neuropatiaval tarsult siketséggel is jarhat (Eiberg és mtsai 2006), de ezt a
korképet okozhatja a p.K836N csere is (Hogewind és mtsai 2010). Mindezek alapjan a
genotipus-fenotipus dsszefliggés a mutaciok szintjén nem egyértelmii, ehhez a mutaciok
okozta funkcid-valtozast kellene ismerni. A mutacios spektrum azonban nagyon széles,
és egy-egy mutdcid mindossze egy vagy néhany beteget érint, vagyis nem talalhatok
»mutacios forrd helyek” a génben. A legtobb muticid a legnagyobb, 8. exonban
talalhatd, de ez csupan ennek kiterjedésébdl adodik (Rigoli és mtsai 2010), igy a
genetikai diagnoézis felédllitdsdhoz gyakran a gén teljes szekvendlasa sziikséges. Tovabbi
komplikéaciot okoz az a tény is, hogy a betegséget gyakran két vagy tobb, a WFS1 gén
kiilonb6z6 helyein eléforduld, heterozigdta mutacid (,,compound” heterozigdta) okozza

(Khanim ¢és mtsai 2001).
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Az ismert mutaciok koziil igen keveset elemeztek funkcionalis szempontbodl, ami
Osszefiigg azzal a ténnyel, hogy a wolframin szerepérél igen keveset tudunk. Igy a
vizsgalatok nagyrészt a fehérje lokalizaciojara és szintjének mérésére vonatkoznak. Az
elsé molekularis szintii kutatast Hofmann és munkatarsai végezték 2003-ban. Amint az
varhato, a kereteltolodast okozé mutéaciok (1029insC) esetében nem kaptak mérhetd
fehérje szintet. Azt is kimutattdk, hogy a nonszensz muticio (p.W371X) hatasara
1étrejovo, a normalisndl rovidebb transzkriptumok hamar lebomlanak, és igy nem
irodnak at fehérjévé. A p.R629W mutacid esetében pedig a mutans fehérje stabilitasa
jelentésen csokken (Hofmann é€s mtsai 2003). A szintén aminosav cserét okoz6 masik
két mutacid (p.P724L és p.G695V) hatasara a wolframin fehérje nem helyezddik ki az
ER membranba, hanem aggregatumot képez a lumenben (Fonseca és mtsai 2005). A C-
termindlis hidrofil domén szerepét emeli ki az a megfigyelés, hogy ezen a teriileten — és
kiilondsen az utolsé 7 aminosavat érintd misszensz mutacid esetében — szintén stlyos
korkép alakul ki (Hardy és mtsai 1999, Sam és mtsai 2001)

A WFS1 gén polimorfizmusait eddig kevésbé vizsgaltak, de a gén kapcsolata a
2-es tipusu diabetes mellitus-szal allatkisérletek alapjan erésen valoszintisithetd. WFS1
hianyos pancreas fS-sejt vonalon (Yamada és mtsai 2006) és WFS1 hianyos egerekben
(Ishihara és mtsai 2004) igazoltak a fehérje fontossdgat a f-sejt tomegének és
funkcidjanak megfeleld kialakulasahoz. Kimutattak, hogy a WFS1 mutans egerekben
fele annyi a szigetsejtek mennyisége, mint a kontroll egyedekben (Ishihara és mtsai
2004), tovabba a S-sejtek proliferacioja csokkent, és fokozott apoptdzis figyelhetdé meg
(Yamada és mtsai 2006). A WFS1 kiiitott S-sejtvonalban a sejtekben megemelkedett az
ER-stressz markerek (pl. BiP, CHOP, Erola) szintje (Fonseca és mtsai 2005). A WFS1
inzulin szekrécidval kapcsolatos szerepére is vannak adatok. Gliikéz indukcid soran a f-
sejtek citoplazmatikus kalcium koncentracidja nd, ami inzulin felszabaduldst
eredményez — ezzel parhuzamosan emelkedik a WFS1 expresszidja is. Ez a novekedés a
2-es tipusu diabetes Ob/Ob egér modelljének szigetsejtjeiben szignifikdnsan csokken a
kontrollhoz képest (Fonseca és mtsai 2005). A gliikkoz indukalta Ca®* emelkedés zavart
szenved WFS1 hianyos egerekben is, amit csokkent inzulin szekrécio kisér (Ishihara és
mtsai 2004).

A fent vazolt allatkisérletek mellett human teljes genom asszociacid analizis

(GWAS) (van Hoek és mtsai 2008) és egyéb SNP vizsgalatok (Fawcett ¢s mtsai 2010,
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Han ¢és mtsai 2010, Kawamoto ¢és mtsai 2004, Lee és mtsai 2008) szignifikans
asszociaciot mutattak a WFS1 egyes polimorfizmusai és a cukorbetegség eléfordulasa
kozott. A vizsgalt SNP-k egy része intronikus (rs752854, rs4688989, rs5018648,
rs10010131, rs13101355, rs7672995, rs6446482), vagy a 3’ UTR-ben talalhato
(rs1046320), de vizsgaltak aminosav cserét okozo polimorfizmust (rs734312) is. Az
utébbi a 8. exonban talalhatd és a p.H611R aminosav cserét okozza. Ez a WFS1 gén
leggyakrabban vizsgalt polimorfizmusa, melynek szerepe a diabetes mellitus mellett
pszichiatriai kérképek vonatkozasaban is felmeriilt, de funkcionalis hatasarol ez idaig
nem szamoltak be.

Az SNP allélvariansai 0Osszefiiggést mutattak bipolaris, illetve a major
depresszié eléfordulasaval (Koido és mtsai 2005), valamint ongyilkossagi kisérletek
vizsgalata sordn is kimutathaté az asszociacidé (Must és mtsai 2009, Sequeira és mtsai
2003). Ezen példak is igazoljak, hogy a wolframinnak szerepe van neuropszichiatriai
korképek kialakulasaban, de a pontos mechanizmus nem ismert. Egy 2008-as
tanulmany az ER stressz szerepét vizsgélta neuronokban: az ER stressz indukcidja az
ATF6 ttvonalon keresztlil megvédi a neuronokat az apoptozistol (Kudo és mtsai 2008).
Annak ismeretében, hogy a wolframin az ATF6 Utvonalat gatolja (Fonseca és mtsai
2010), arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy valdsziniileg a til sok wolframin is koros
allapothoz vezet. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a fehérje optimalis mennyiségének
csokkenése és novekedése egyarant bizonyos sejtfunkciok zavardhoz vezet.

A wolframin  neuropszichidtriai  szerepét tamasztja alda  Kakiuchi
munkacsoportjdnak eredménye is. A valproat hangulat stabilizdlo gydgyszerrdl
bebizonyitottak, hogy a WFS1 promoterét erésen aktivalja és ezaltal megemeli a

------

fehérjérdl (Kakiuchi és mtsai 2009).

1.3 Pszicholdgiai jellemzok mérésere hasznalt kérdoivek

Ikervizsgalatok alapjan az impulzivitas heritabilitasa 45%-ra teheté (Congdon és Canli
2008), az agresszid orokolhetdségének mértéke pedig 50% koriil van (Craig, Halton,
2009) ami mutatja, hogy a kdrnyezeti tényezOk mellett a genetikai faktorok jelentds

szerepet jatszanak. Az impulzivitdés a Dbipolaris depressziohoz kapcsolodo
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endofenotipus, mely gyors dontésekre vald hajlamot jelent. Mérésére a Barratt-féle
Impulzivitas-kérddiv a legelterjedtebb, a magasabb pontszammal rendelkez6k nagyobb
valoszinliséggel végeznek olyan cselekvéseket, melyek kimenetelében nem biztosak,
illetve tudatdban vannak annak negativ kovetkezményeivel. Kérdéivekkel hasonléan jol
jellemezhet6 a szorongas és a depresszioé is, melyet a HADS (Hospital Anxiety and
Depression Scale (Zigmond, A.S. és Snaith, R.P. 1983)) kérddivvel jellemeztiink. A
szorongasos betegségek csoportjdba szamos izolalt korkép tartozik, klinikai
szempontbol a felndttkorban legfontosabbak a generalizalt szorongas (GAD), a
poszttraumas stressz zavar (PTSD), a panikbetegség, a kényszerbetegség (OCD)
valamint a kiilonboz6 fobidk (Ravindran és Stein, 2010). Ezen rendellenességek a
leggyakoribb mentdlis problémdk kozé tartoznak, élete soran minden 6tddik ember
szenved valamelyik form4jatol. Jellemz6 még az erds komorbiditds mas pszichiatriai
¢és/vagy fizikalis megbetegedéssel (Player és mtsai., 2011). Az agresszié olyan
viselkedéses folyamatot jelent, amelyben a tdimadonak szdndékaban all fajdalmat vagy
sériilést okozni egy masik €l6lénynek, aki azonban probalja ezt elkeriilni. Vizsgalatara
szolgdl a Buss-Perry Agresszio Keérdoiv, melyben négy alskéala segitségével kiilon
mérhetd a fizikai és verbdlis agresszio, a hosztilitas (ellenséges viselkedés), valamint a
harag (Parrott és Zeichner, 2007). A felsorolt kérddiveket felhasznaltuk az impulzivitas,
depresszid, szorongas ¢és agresszid kvantitativ jellemzésére egy nem-klinikai
(egészséges) mintan abbol a célbol, hogy a vizsgalt WFS1 miRSNP pszicho-genetikai

hatésait jellemezziik.
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2 Ceélkitizések

A pszichogenetikai kollaboraciés munka egyik f6 célkitizése az volt, hogy Uj
eredményekkel jaruljunk hozza a pszicholdgiai jellegek ¢és  pszichiatriai
rendellenességek 6rokl6do hatterének megismeréséhez. Ezen beliil a bemutatasra keriild
munka konkrét célja a laboratoriumunkban folyd genotipus—fenotipus asszociacCio
elemzések genotipus vizsgalatandl a modszertan buktatoinak kikiiszobolése ¢és a

molekuléris hatdismechanizmus pontosabb megismerése volt.

Két viszonylag 0j polimorfizmus-tipust vizsgaltunk: a néhany éve felfedezett kopiaszam
variacid (CNV) csoportjaba tartoz6 GSK3B gén CNV-t, valamint a funkcionalis
szempontbol ) csoportnak szamitd, a SNAP-25 és WFS1 gének mikroRNS kotését
feltételezhetéen befolyasold, MIRSNP-ket. A bemutatasra keriil6 munka konkrét

célkitiizései a kovetkezok voltak:

1. A 3. kromoszéman talalhatd, az Nrll2 és GSK3B gént magaban foglalo CNV-t
Osszefliggésbe hoztdk a major depresszid eléfordulasaval, azonban ezzel ellentétes
eredmények is sziilettek, ezért célul tiiztiik ki a GSK3B gént érinté CNV-K
eléfordulasi gyakorisaganak és kiterjedésének vizsgalatat kontroll csoportban és

mayjor illetve bipolaris depresszioval diagnosztizalt betegek korében.

2. A SNAP-25 gén exocitozisban betoltott szerepe felvetette a SNAP-25
polimorfizmusok lehetséges szerepét kiilonbozé népbetegségekben, ezért in silico
modszerekkel mikroRNS kotohely polimorfizmusokat kivantunk azonositani a
SNAP-25 génben, tovabba célul tiiztiik ki olyan molekularis genetikai modszerek
kidolgozasat, melyek felhasznalhatok a SNAP-25 miRSNP variansok gyors és

megbizhato meghatarozasara.

3. Bar a WFS1 gén mutacidi altal okozott betegség jol ismert (Wolfram szindroma), a
gén polimorfizmusaival viszonylag még kevesen foglalkoztak, ezért célul tiiztiik ki a
WEFSL1 gén esetleges mikroRNS kotohely polimorfizmusainak in silico azonositasat,
molekularis—funkcionalis  vizsgalatat, valamint a kollaboracioban  vizsgalt
pszichologiai jellegekkel (agresszio, impulzivitas, szorongas, depresszid) valo esetleges

kapcsolatat.
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3 Modszerek

3.1 Vizsgalatban részt vevo személyek

Asszociacio vizsgalatainkban 432 depresszioban szenvedd (123 férfi és 309 nd,
atlagéletkor: 46,8 ¢v), valamint 801 kontroll személy (370 férfi, 431 nd, atlagéletkor:
21,3 év) vett részt. Mindkét csoporthoz etnikailag homolég (kaukézusi), rokonsdgban
nem allo személyek tartoztak. A betegek mintai a Semmelweis Egyetem Pszichiatriai és
Pszichoterapias Klinikajarél és a Kutvolgyi Klinikai Tomb Klinikai és Kutatasi
Mentalhigiénés Osztalyarol szarmaztak, ahol a diagnoézist a DSM (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders) IV. kritériumai alapjan allitottak f61. A kontroll
csoportba tartozo személyek onkéntes alapon vettek részt a kutatasban, és az asszociacio
vizsgalatbol kizéarasra keriiltek mindazok, akik sajat bevalldsuk szerint pszichidtriai
kezelésben részesiiltek. Minden résztvevd eldzetes tdjékoztatdst kapott a kutatds
modjardl és céljardl, valamint irasos beleegyezd nyilatkozatot toltott ki. A kodolt
mintakat anonim modon kezeltik. A vizsgéalatokat és az aldirt beleegyezési
nyilatkozatokat az Egészségligyi Tudoméanyos Tandcs Tudomanyos ¢és Kutatdsetikai

Bizottsag (ETT-TUKEB) hagyta jova.

3.2 A pszichologiai vizsgalatok soran felhasznalt kérdoivek

A Hospital Anxiety and Depression Scale (HADS) méréeszkozt a nem pszichiatriai
beteg-populacio (pl. tumoros betegek) hangulatanak felmérésére fejlesztették ki. A 14
tételes onbeszamolon alapuld kérddiv 2 alskalaja a depresszio és a Szorongds. Mindkét
alskalan legfeljebb 21 pontot lehet elérni, a skalankénti 0—7 pont kozotti értékek nem
jeleznek semmiféle komoly hangulati problémat, a 11 pont folotti értékek sulyos
hangulatzavar meglétére utalnak, melyek kezelése javasolt (Zigmond és Snaith 1983). A
kérd6iv magyarra forditasa és hazai validalasa megtortént (Muszbek és mtsai 20006).

A Buss-Perry Agresszio Kérdoiv (Buss-Perry Aggression Questionnaire; Buss
és Perry, 1992) a fizikai és verbalis agresszio, az ellenséges viselkedés (hostilitas),
valamint a harag felmérésére szolgald pszichologiai mérdeszkéz. Az Onbeszadmolon
alapuld kérddiv 29 tételes, melynek 4 alskalaja a fizikai és Vverbdlis agresszio (a
viselkedés instrumentélis és motoros komponensei: masok megsértése, megsebesitése),

a hosztilitds (a viselkedés kognitiv komponense: rosszindulat és igazsagtalansag érzés)
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és a harag (a viselkedés emocionalis ¢és affektiv OsszetevOje: agressziora valod
fiziologias valasz).

A Barratt Impulzivitas Skala (Barratt Impulsiveness Scale, Version 11; Patton
és mtsai, 1995) az egyik leggyakrabban alkalmazott Onkitltds kérddiv az impulziv
viselkedés jellemzésére. A mérdeszkoz 30 tételb6l all, a valaszadd reakcidiban
megjelend lobbanékonysagot €s intenzitast (Moforos alskala), a jovobeli események
megtervezésének hianyat vagy meglétét (tervezés alskdla), valamint a gondolkodasban

megjelend impulzivitast (Kognitiv funkciok alskdla) méri fel.

3.3 DNS izolalas

A DNS mintékat szajnyalkahartya-sejtek dorzsolésével nyertiikk. Ezutdn a mintavételi
vattapalcakat 400 ul lizispufferbe helyeztiik (0,1 M NaCl; 0,01 M Tris-HCI, pH = 8,0;
0,5% SDS; 0,2 mg/ml proteinaz K). Egy ¢jszakan at tartd6 56 °C-os inkubdlas sordn a
sejtek lizaltak, és a proteindz K hatasara a fehérjék lebomlottak. Masnap a lizalt
sejtkivonatot centrifugalassal tavolitottuk el a vattapalcabol (2000g, 10 perc). Az igy
nyert oldatbdl Puregene DNS izolal6 kit (Gentra) segitségével izolaltuk a DNS-t.

3.4 Insilico médszerek

A munkédnk soran vizsgélt gének szekvencidit az NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/gene), ¢és az Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html) génbankjabol toltottiik
le. A génekben taldlhato SNP-k elhelyezkedésérdl €s gyakorisagarol sz6ld adatokat
szintétn a fenti adatbazisokbdl nyertik. A mikroRNS ko6tddést befolyasold
polimorfizmusok (MiRSNP-K) azonositasara a Patrocles (http://www.patrocles.org/)
(Georges és mtsai 2006) és a PolymiRTS (http://compbio.uthsc.edu/miRSNP/) (Bao és
mtsai 2007) mig a kopiaszam polimorfizmusok keresésére a Database of Genomic
Variants (http://projects.tcag.ca/variation) adatbazisok alltak rendelkezésiinkre. A
vizsgalt mikroRNS-ek szekvencidihoz a miRBase (http://www.mirbase.org/) adatbazis

segitségével fértiink hozza.
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3.5 CNYV mérés valos ideji PCR modszerrel

3.5.1 A kopiaszam mérésének elve

Real-time PCR segitségével megbizhatoan és viszonylag egyszeriien kivitelezhetok a
mennyiségi mérések. A hagyomanyos PCR-rel ellentétben, ahol végpontdetektalast
végziink, itt a PCR terméket folyamatosan detektalhatjuk. A reakcid sordn a
termékekkel aranyos mennyiségii fluoreszcens jel keletkezik, amit a gép folyamatosan
mér. Ez a jel a PCR exponencidlis fazisaban aranyos a kiinduldsi DNS mennyiséggel,
ami ,relativ kvantifikalas” (l. alabb) alkalmazasaval lehetové teszi egy adott régio
koépiaszdmanak meghatarozasat.

A detektalasra hasznalt fluoreszcenciat kibocsatod festékeket két csoportra lehet
osztani: az elsé csoportba tartozék nem szekvencia specifikusak, minden dupla szali
DNS-hez hozzakotédnek. Ennél a médszernél problémat okozhat, hogy a festék (pl.
SYBR Green I) minden kétszala DNS-t megjelol (pl. a primer-dimereket is), ami a
mérés megbizhatosagat csokkenti. A detektalds mdsik modja, hogy fluoreszcens
festékek (pl. VIC, FAM) szekvencia specifikus, in. TagMan probakhoz vannak kotve,
igy csak a probaval komplementer DNS szakasz jelenlétét jelzik. A bemutatasra keriild
mérésekben TagMan probakat alkalmaztunk, melyek lehetové tették a képzodo
amplikonok specifikus detektalasat. Ebben a rendszerben tehat a reakcidelegy a vizsgalt
régio felsokszorozodasara hasznalt primerek mellett szekvencia-specifikus, fluoreszcens
festékkel jelolt oligonukleotidot is tartalmaz. A proba 5° végéhez kotott riporter
molekula altal kibocsatott jel csak akkor detektalhato, ha a DNS-polimeraz 5’
exonukleaz aktivitasa révén a probat elhasitja, igy fluoreszcens jel felszabaul a 3* végen
1év6 quencher (csillapitd) molekula gatld hatasa alol a PCR extenzids 1épésében.

A kopiaszdm meghatarozasdhoz relativ mennyiségi mérést hasznaltunk (relativ
kvantifikalas), melynek konkrét médjat munkacsoportunk elézetes vizsgédlatok soran
dolgozott ki. (Szantai és mtsai 2009). A modszer 1ényege, hogy a célgén mennyiségét
egy olyan kontroll gén mennyiségéhez hasonlitjuk, melyrél irodalmi adatok alapjan
feltételezhetd, hogy a diploid genomban csak két kopidja fordul el6. Munkacsoportunk a
szakirodalomban altalanosan hasznalt RNdzP kontroll gént hasznalta. A cél-, illetve a
kontrollgénekre tervezett probakat kiilonbozd riporter festékekkel (FAM, ill. VIC)

jeloltiik, igy a detektalas ugyanabban a reakcioelegyben tortént. Minden minta esetében
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harom péarhuzamos mérést végeztiink, majd az eredményeket atlagoltuk. Ha a
parhuzamos mérések értékei 15%-nal nagyobb szdrast mutattak, a legjobban eltérd
értéket kizartuk a szamitasbol, vagy a mérést megismételtiik.

A mennyiségi mérés alapja az un. kiiszob-ciklusszam (Ct) meghatarozasa. Ez a
felhasznalo altal kijelolt kiiszob fluoreszcencia eléréséhez sziikséges PCR ciklusszam. A
kiiszob fluoreszcenciat ugy hataroztuk meg, hogy jol detektilhatd legyen, és a PCR
exponencialis fazisdba essen. A génszam meghatarozashoz a ACy moddszert
alkalmaztuk, miszerint a cél- és a kontrollgénhez tartoz6 Cr értékek kiilonbségének

(ACr) segitségével az alabbi képlet alkalmas a kopiaszam (génszam) meghatarozasara:

génszdm = 2Cr (kontrol) = Cr (cétgem +1 q

Az egyenletben a Cr kontroy & Kontroll génhez, a Cr (csigen) @ vizsgalt génhez tartozo Cr
értéket jelentik. A kitevében 1évd ,,+1” segitségével a két gén mennyiségének aranya
helyett kozvetleniil a célgén ismétlodési szdmat kapjuk meg; a q az adott génparra
jellemzé aranyossagi hanyados, ami a mért értékek technikai okokbdl (pl. eltérd
fluoreszcens festék) szarmazo6 eltérését korrigalja.

A méréseket a Life Technologies real-time PCR 7300 berendezéssel végeztiik el.
A termociklus 10 perces elodenaturalassal kezdddott 95 °C-on. Ezt 40 kétlépcsds ciklus
kovette: 95 °C 15 masodpercig, 60 °C 1 percig. Ezen 1 perces 1épésben végezte a gép a
detektalast. A reakcidelegy vagy sajat tervezésii primereket (0,3 uM) és fluoreszcens
jelolésti TagMan probakat (0,2 uM) (1. tablazat), vagy pedig a Life Technologies-tol
rendelt primer—proba kiteket (a gyar altal eldirt higitasban) tartalmazta. Kontrollként
RNazP génre specifikus TagMan kitet hasznaltunk. A PCR reakcioelegy a fentieken
kiviil a TagMan PCR Master Mixet (AmpliTaq Gold® DNS-polimeraz, dNTP, TaqMan
PCR puffer és MgCl,) és 3 ng genomi DNS-t tartalmazott, a végtérfogat 15 pul volt. A
sajat tervezésli primereket és probakat a Primer Express programmal terveztiik gy,
hogy a probak 5’ végiikon vagy VIC vagy FAM fluoreszcens jelolést, 3° végiikon pedig
MGB quencher molekulat kotottek. A kontrollként hasznalt RNdzP kopiaszamot mérd
kitb6él FAM ill. VIC jelolésiit hasznaltuk a mérések soran annak megfelelden, hogy a

célgént és a kontrollként alkalmazott RNdzP-t azonos reakcidelegyben detektalhassuk.
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3.5.2 A C30rf15-NR112-GSK3B régié vizsgdlata

A C30rfl15-NR1I2-GSK3B régioban lokalizalt CNV kiterjedését  kiilonb6z6
lokalizacioji TagMan rendszerekkel (A—F, I. tabldzat) vizsgaltuk. A hatfé¢le TagMan
rendszerbdl harom esetben mi terveztiikk a specifikus primereket és probakat, hdrom
esetben pedig gyari kitet hasznaltunk. Az egyes proba—primerparok jellemzoit az 1.
tablazat foglalja 0Ossze. A primereket ¢és probakat a Primer Express program
segitségével terveztilk. A tervezés soran figyelembe vettiik, hogy csak genomi DNS
bekotddni. Ezt BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) program segitségével

ellendriztik.

1. tablazat. A CNV vizsgalatara hasznalt primerparok és probak
szekvencidi. Zarojelben az Ensembl adatbazis alapjan szamolt bazisok pozicioi.

gén régio jel primerek és probak
C3orf15 18. exon A Hs0271551_s1 (Life Technologies kit)
B | sense: TTGTGAGCCAGAAGGGATTTG
antisense: GGCATGACTCCAGCTCAGGTA
proba: TACGTATGTTACCCATAACC (FAM)
9. exon C | Hs02515976_s1 (Life Technologies Kit)
D | sense: CACCGGAGGCAATTGCA
9. exon antisense: TGTTAGTCGGGCAGTTGGTGTA
proba: AGCCGTCTGCTGGAGT (VIC)
GSK3B 5. exon E | Hs02558733_s1 (Life Technologies Kit)
sense: GGCCACTGTTGCCATTGTC
antisense: AGCCGATCAGCCTGAGAAAC
proba: CCAGCCAGCCACCGA (VIC)

promoter
NR1I2 | (-179 —-80)

promoter
(415 — —266)
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3.6 Genotipizalas PCR-RFLP médszerrel
A SNAP-25 génben talalhato rs3746544 és rs1051312 SNP-k valamint a WFS1 génben

1évé 1s1046322 SNP genotipizalasa a polimorfizmusokat tartalmazd génrégiok
amplifikalasaval kezdédott. A reakcid elegy kb. 4 ng genomi DNS-t, 1 uM sense és
antisense primert (2. tdbldzat), 200 uM dATP-t, dCTP-t, dGTP-t és dTTP-t, 0,5 U
HotStarTaq DNS polimerazt, valamint 1x puffert és 1x Q-oldatot (Qiagen, Valencia CA
USA) tartalmazott. A PCR elegy végtérfogata 13 pl volt. A termociklus
elédenaturacioval kezdodott 95 °C-on 15 percig, ami egyben a hot-start DNS polimeraz
aktivalasat is eredményezte. Ezutan kovetkezett 40 ciklus a kovetkezd 1épésekkel:
denaturélés (94 °C, 30 sec), annedlas (30 sec a megfelelé hdmérsékleten, 2. tabldzat) és
extenzio (72 °C, 1 min). A PCR utolsé 1épése egy végsd extenzid volt 72 °C-on 10
percig, ezutan a mintakat 8 °C-on tartotta a gép a tovabbi folyamatokig. A PCR-t kdvetd
RFLP analizishez a 2. tdblazatban szerepld restrikcids enzimeket hasznaltuk a

megfeleld pufferekkel (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA).

2. tablazat. PCR-RFLP alapu genotipizalishoz hasznilt primerek,

enzimek.
Gén SNAP-25 WFS1
SNP rs3746544 |rs1051312 rs1046322
5>TTGTGTCTTTTG | 5’ CAAAGG GAA GGC
sense primer TTCTCT 3’ TGCTGT G 3’
PCR 5 AAG GAT GAT TAT| 5 AAG AAATGCTAC
antisense primer GATTTAGA 3 TGT GGA GGT TA 3’
annealas 51°C 60 °C
RELP restrikcids enzim Mnl | Dde | Dde |
enzim puffer NEB 3 NEB 2 NEB 3

Az emésztés 37 °C-on 5 oran at tartott. Ezutan a SNAP-25 esetében Qiagen HDA-GT12
(Hilden, Germany) multikapillaris elektroforézis berendezéssel, ,,AM320” mddszerrel
(minta injektalasa: 40 sec, szeparalas: 5 min) végeztiik a keletkezett termékek analizisét.
Az elektroferogramok kiértékelésére a Biocalculator 3.2 software-t hasznaltuk. A WFS1
polimorfizmus vizsgdlata soran az emésztést hagyomanyos alameriild agardz
gélelektroforézis kovette 2% Metaphor agar6z + 1,5% agardz kevert gélen 1,5 6ran at

100 V fesziiltségen. Az elektroforézis utan a gélt 10 percig festettiik 1 pg/ml etidium-
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bromidot tartalmazd 1x TAE pufferoldatban. A kiértékelés BioRad GelDoc 1000

géldokumentacios rendszerrel tortént.

3.7 Genotipizalas real-time PCR-rel
A WFS1 gén atfogd vizsgalata céljabol a gén 17 SNP-jét genotipizaltuk OpenArray®™
Real-Time PCR berendezéssel (Life Technologies) a gyart6 eldirasainak megfeleléen. A
polimorfizmusok listajat a 6. tdbldzat tartalmazza. Két SNP-t  (rs1046322 és rs9457)
hagyomanyos TagMan alapt real-time PCR-rel is genotipizalunk. A reakcioelegy kb 4
ng templdt DNS-t, 1x végkoncentracioju C 8841086 1  (rs1046322 SNP-re
specifikus) illetve C___ 2873371_10 (rs9457 SNP-re specifikus) genotipizalo kitet (Life
Technologies) és 1x végkoncentracidja PCR TagMan Mixet (AmpliTaq Gold® DNS-
polimeraz, dNTP, TagMan PCR puffer és MgCl,) tartalmazott 6 pul végtérfogatban.

A termociklus egy 10 perces denaturdcioval, enzimaktivacioval kezddédott
95 °C-on. Ezutan 40 ciklus kovette egymast: 15 masodpercig 95 °C majd 1 percig
60 °C. Ez utobbi szakaszban végezte a gép (Life Technologies 7300 Real Time PCR
System) az adatgylijtést. Az amplifikalas utdn még egy 1 percig tarté 60 °C-on torténd
detektalast végeztiink (Allelic Discrimination). Az ebbdl nyert adatokat a 7300 System

Software jeleniti meg.

3.8 Haplotipizalas real-time PCR-rel
A SNAP-25 génben 1év0 rs3746544 és rs1051312 SNP-k haplotipusdnak meghatarozasa

szekvencia specifikus TagMan probak segitségével tortént. A , kétcsoves” modszernek
elnevezett rendszerben minden mintat két reakcioban vizsgaltunk. Mindkettd
tartalmazta a TagMan Universal PCR Master Mixet (AmpliTagq Gold® DNS-polimeraz,
dATP, dTTP, dGTP és dCTP, ROX referencia festék) 1x végkoncentracioban, kb. 4 ng
genomi DNS mintat, 6 uM sense (5 TTC CAA AGG TTG TAC ATA GTG GTC AT
3’) és antisense primert (5 AAA TGC CAC CGA GGA GAG AA 3’). Ezeken kiviil az
I-es reakcioelegy tartalmazta a T-T- (5 FAM-CCT TGA TGT CTT GAG TT-MGB
3”) és T-C-specifikus (5” VIC- TCC TTG ATG TCC TGA GTT-MGB 3’) probakat,
mig a II-es elegy a G-T- (5 FAM-CCT TGA GGT CTT GAG TT-MGB 3’) és G-C-
specifikus (5> VIC-CCT TGA GGT CCT GAG TT-MGB 3’) probakat. (A vastag,
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alahuzott bazisok jelolik az SNP-ket). Az ,.egycsdves” modszer esetében hasonldoak
voltak a reakciokoriilmények, azonban a G-C-specifikus probat kihagytuk (mivel
eredményeink alapjan ez a haplotipus a vizsgalt populécidoban nem fordult eld), és kettd
helyett egy reakcidelegy tartalmazta a masik harom probat. A T-T és a T-C-specifikus
proba a ,.két csoves” mddszerhez hasonloan FAM ill. VIC jel6lést tartalmazott, a G—T-
specifikus NED fluoreszcens festékkel volt jelolve. Mindkét modszernél az amplifikacio
a Life Technologies 7300 Real Time PCR berendezésben, 10 pl-es végtérfogatban
zajlott a kovetkezd termociklussal: 95 °C, 10 perces kezdeti denaturacié és DNS-
polimerédz aktivacio, 40 ciklus denaturacid (95 °C, 15 sec) és Osszevont annedlas és
extenzio (60 °C, 1 min). Az adatgyiijtés az utolso 1épés alatt tortént, az eredményeket a

Sequence Detection Software v1.4-gyel elemeztiik.

3.9 Haplotipus meghatarozasa PCR-RFLP-vel
A SNAP-25 rs3746544 és rs1051312 SNP-k G-C haplotipizalasa a genotipus

meghatdrozashoz hasonlé moddon tortént. A fent ismertetett PCR utdn a termékeket
0,8 U Sau96 1 enzimmel és 1x NEBuffer 4-gyel (New England Biolabs) emésztettiik.

Az emésztés egyéb koriilményei a fentiekkel megegyeztek.

3.10 Haplotipus frekvenciak becslése

Az egyes személyek haplotipusanak szamitassal torténd becslését PHASE v2.1 software

segitségével végeztiik el a teljes populacio egy részén (N = 482).

3.11 Riporter konstrukciok készitése

A konstrukciok elkészitése soran kétféle riporter vektort alkalmaztunk: a pGL3 Controlt
(pGL3C) (Promega) és a pMIR Reportot (Ambion). Ezekbe klonoztuk be a WFS1 gén
3> UTR szakaszat. Elsoként a pGL3C vektorral hoztuk létre a vizsgalathoz sziikséges
konstrukciokat, majd ezekbdl amplifikaltuk az inszerteket, amiket a pMIR Report
vektorba klonoztunk at.

A teljes 3° UTR amplifikalasahoz genomi DNS szolgalt mintaként. A primereket
ugy terveztilkk meg, hogy ragados véggel rendelkezzenek, mely lehetévé tette, hogy
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ezeket a vektorba beillessziik. A pGL3C vektorhoz mindkét primer az Xba | enzim
felismerd helyét (alahtizva) tartalmazta (sense: 5° TCG GCG TCT AGA GGA TGG
TCC GCC ACG AGG AGC 3, antisense: 5> AAA GGA TCT AGA GCG CTG CAG
GTT CCA CCA GAG G 3’). A PCR HotStarTaq polimeraz enzimmel tortént az enzim
leirdsaban szerepld termociklus alkalmazaséaval, 57 °C-os anneélasi hdmérsékleten.

A PCR utdn a keletkezett terméket 1,5% agardz gélelektroforézissel tettiik
lathatova, majd tisztitottuk (Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega). Ezt
kovetden a vektorokat és inszerteket a megfeleld restrikcidos enzimmel emésztettiik 3-5
oran at, majd a vektort CIAP foszfatdzzal emésztettiik tovabbi 1 6ran at. Ezt kovette a
DNS-ck oszlopos tisztitisa a mar emlitett gél tisztitd kittel, majd 1%-0s SeaKem®
GTG" Agarose (Lonza, Rockland ME, USA) gélen valo szétvalasztasa. A megfeleld
hossziisagn termékeket a gélbél kivagtuk, a DNS-t a Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System kittel megtisztitottuk. Az igy létrehozott ragadds végii inszertet és vektort
szobahOmérsékleten 3 o6ran at ligaltuk T4 ligdz enzim segitségével. A ligadtumokat
XL10-Gold® ultrakompetens sejtekbe (Stratagene) transzformaltuk, a termék
protokolljanak megfeleléen, majd a konstrukciot tartalmazé sejteket felndvesztettiik és
abbol PureYield™ Miniprep Sytem (Promega) kittel konstrukciot tisztitottunk. Az
inszert beéplilését ¢€s genotipusat restrikcids emésztéssel ¢és szekvenaltatassal
ellendriztiik.

Az igy létrehozott konstrukciobdl iranyitott mutagenezissel allitottuk elé a
vizsgalatok soran hasznalt tovabbi variansokat: a masik allélt és az in. seed mutanst
tartalmazo konstrukciokat. Ehhez a QuikChange® Lightning Site-Directed Mutagenesis
Kitet (Stratagene) hasznaltuk, melynek 1ényege, hogy a kétszalu cirkularis plazmid 1-1
szalara két ellenkezd iranyultsdgu mutagén primert terveziink, melyek kézepén nem a
templattal komplementer, hanem az altalunk kivant ,,mutans” bazisok allnak. A modszer
elsé 1épése egy PCR a mutagén primerekkel. Ilyenkor a templat DNS denaturalasa utan
a primerek annealnak a DNS szalakhoz, és a Pfu Turbo polimeraz amplifikalja az j
DNS-t. fgy létrejon az eredetitl csak a mutacioban eltéré uj DNS. A PCR terméket
Dpn I enzimmel emésztjiilk, aminek a hatdsara, az eredeti metildlt DNS lebomlik, és
csak az 1j, mutaciot tartalmazd DNS-szal marad meg. Ebben a fazisban a cirkularis
DNS tartalmaz egy nicket, amit a transzformalas utan az XL10-Gold® ultrakompetens

sejtek kijavitanak. Ezt a modszert mutatja be a 7. dbra. A mutagén primerek a
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kovetkezok voltak: G-r6l A-ra cseréld sense: 5 'CCT GAG CCT GAC CTT TCT GAA
TGA CAT GGG TG 3, antisense: 5> CAC CCA TGT CAT TCA GAA AGG TCA
GGC TCA GG 3°, seed mutanst 1étrehoz6 sense: 5° CAG GCT GCC TCA TGA CCC
TCG AGA GGT GCA GGT AGT GGG TGA ATG TG 3°, antisense: 5> CAC ATT
CAC CCA CTA CCT GCA CCT CTC GAG GGT CAT GAG GCA GCC TG 3".

PCR ;4 Dpnl O mutalt

O konstrukcié

7. abra. Iranyitott mutagenezis elve. 1. 1épés: Az eredeti, kétszala
konstrukciorban (fekete korok) talalhaté mutalandé bazis (sziirke X) kornyékére
tervezett mutagén primerekkel (nyilak) PCR. Létrejonnek az 1) DNS szalak
(sziirke), a mutalt bazissal (fekete X). 2. 1épés: eredetei (fekete) metilalt szalak
emésztése Dpn I restrikcios enzimmel. 3. 1épés: 1étrejon a sziirkével jelolt 1;,
mutalt (fekete X) konstrukcio.

Hasonléan az eredeti plazmidhoz, itt is PureYield™ Miniprep és Midiprep
System Kittel tisztitottuk a termékiinket, €s szekvenalassal ellendriztilk a mutagenezis
sikerességét. A fenti modszerekkel 1étrehoztuk az egymastol allélokban valamint a seed
régidban kiilonbozd varidnsokat, valamint negyedik kontroll plazmidként az elsd
1épéssel azonos modon, a WFS1 3° UTR-jével hasonld hosszusagih DNS szakaszt
tartalmazo konstrukciot (sense: 5° AAA TTT GCT AGC ACT GAG CTT TTT CTT
AAT TTC ATT CC 3’, antisense: 5 AAA TTT GCT AGC GTC CAC AGA AGA TGT
TTA TTT GAT 3°).

Ezen konstrukciokbol kiindulva hoztuk létre a pMIR Report vektort tartalmazo
uj konstrukciodinkat. A pGL3C-A, -G, -seed mutans ¢és kontroll konstrukciokbdl az
inszertet HotStarTaq polimerdzzal amplifikdltuk, az enzim leirdsdban javasolt
korlilmények kozott, 58 °C annedalasi hémérsékleten (primerek az elsé harom esetén

sense: 5° TCG GCG GAG CTC GGA TGG TCC GCC ACG AGG AGC 37, antisense:
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5" AAA GGA AAG CTT GCG CTG CAG GTT CCA CCA GAG G 3’, a kontroll 3’
UTR esetén sense: 5° TGT AAT GAG CTC ACT GAGCTTTTT CTT AATTTC ATT
CC 3’, antisense: 5 CCC GAC AAG CTT GTC CAC AGAAGATGT TTATTT GAT
3”). Ezen primerekkel Sac I és Hind III hasitasi helyet (alahtizva) vittiink az inszertek
végére, ami a ligdlashoz sziikséges. Az iires pMIR-Report vektort és az inszerteket a
fenti két enzimmel emésztettilk, majd a fent leirt modon ligaltuk, transzformaltuk és
tisztitottuk. Az inszertek beépiilését el6észor Sac I és Hind III emésztéssel majd
szekvenalassal ellendriztiik.

Hasonlé moédon Iétrehoztunk négy konstrukciot, melyek a SNAP-25 gén 3’
UTR-jét tartalmaztak, és csak az rs3746544 és rs1051312 SNP-knek megfeleld
bazisokban tértek el egymastol. A két SNP 4 haplotipust képes létrehozni (T-T, T-C,
G-T, G-C), az ezeket tartalmazd konstrukciokat a kordbban részletezett haplotipizald
modszeriink ellenérzésére hasznaltuk.

A luciferaz riporter gént tartalmazo konstrukciok mellett 1étrehoztunk egy miR-
668-at expresszaldo konstrukciot is. Ehhez pSilencer™ vektorba ligaltuk a prekurzor
mMiR-668 szekvenciajat. A vektor CMV promotere mogott 1évé BamH I és Hind 111
felismer6helyek kozé lehet bevinni a pre-miR-t. Az inszertként szolgald pre-miR
szekvenciat tartalmazo molekuldkat megszintetizaltattuk, Gigy, hogy a komplementer
DNS-ek végei tulnyuljanak, ¢s ragadds végként szolgaljanak a ligalashoz. A megrendelt
oligonukleotidokat (sense: 5> GAT CCG GTA AGT GCG CCT CGG GTG AGC ATG
CAC TTA ATG TGG GTG TAT GTC ACT CGG CTC GGC CCA CTACCT TTT
TTG GAA A 3°, antisense: 5 AGC TTT TCC AAA AAA GGT AGT GGG CCG AGC
CGA GTG ACA TAC ACC CAC ATT AAG TGC ATG CTC ACC CGA GGC GCA
CTT ACC G 3’) az el6irasban szereplé annealasi pufferben (10 mM Tris pH=8, 50 mM
NaCl, 1 mM EDTA) 3-5 percig 90 °C-on inkubaltuk, majd lassan, kb. 1 éra alatt 37 °C-
ra hitottiik le, igy 1étrejott a kétszala inszert. A vektort BamH I és Hind 111 enzimekkel
emeésztettiik, majd gélben futtattuk, kivagtuk és tisztitottuk a mar részletezett modon.
Ezutan a ligalas T4 ligazzal tortént, és a terméket XL10-Gold” ultrakompetens sejtekbe

(Stratagene) transzformaltuk.
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3.12 Tranziens transzfekcio

3.12.1 Transzfekcio menete

Kisérleteink soran HEK293, human embriondlis vesesejtvonalat transzfektaltunk
luciferaz riporter génnel, p-galaktoziddz kontroll génnel, prekurzor miRNS-t
expresszalo vektorokkal illetve prekurzor miRNS-sel. A sejteket 10% fotalis borju
szérumot (Lonza) és 1% Penicillin—Streptomicin antibiotikumot tartalmaz6 DMEM
(Invitrogen — Gibco) médiumban ndvesztettiikk. Transzfektalashoz a sejteket 24 lyuka
plate-be raktuk ki, lyukanként 500 pul médiumba. 24 o6raval késébb Lipofectamine™
2000 (Invitrogen) segitségével transzfektaltuk a sejteket a kovetkezé modon: 2,5 pl 1
mg/ml Lipofectamine™ 2000 és 60 pl Opti-MEM 6sszemérése utan 5 perccel hozza
mértiink 62,5 ul Opti-MEM ¢és a megfelelé konstrukciok keverékét. A liposzomak
kialakulasadhoz sziikséges 20 perc varakozas utan adtuk a 125 ul elegyet a sejtekhez.
Belsé kontrollként alkalmazott p-galaktozidazt tartalmazé vektorbol 0,2 pg-ot, a
luciferaz riporter gént tartalmazé konstrukciobol 0,1 pg-ot és ezek mellett valtozo
mennyiségii (0-10 pmol) pre-miRNS-t transzfektaltunk. Minden mérést harom

parhuzamos ismétlésben végeztiink el.

3.12.2 Sejtek begyiijtése, feltardsa

A transzfekcio utan 48 oraval gyijtottiik be a sejteket. A médiumot a lyukakbol
leszivtuk, 0,5 ml PBS-ben mostuk, majd 0,5 ml PBS-ben gyiijtottikk be a sejteket. Ezt
kovette 3 perc centrifugalas 3000 rpm-en 4 °C-on. A csapadékot RNS szint mérés
céljabol 200 pl TRI® reagensben (Sigma-Aldrich) vettiik fel és taroltuk —80 °C-on az
RNS izoldlasdig. Amennyiben luciferaz és p-galaktoziddz enzimaktivitast kivantunk
mérni a sejtekbdl, a centrifugalas utan 100 pl 250 mM-os Tris-HCI pH = 8,0 pufferben
vettliik fel és —80 °C-on taroltuk a sejtfeltarasig. A feltarast harom egymast kovetd
fagyasztas—olvasztas ciklussal végeztiik, amit 13000 rpm-en valé centrifugalas kovetett
4 °C-on 15 percig. Az igy kapott feliiliszé tartalmazta a transzfektdlds soran termelt

luciferaz és f-galaktoziddz enzimeket, melyek enzimaktivitdsat meghataroztuk.
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3.13 Luciferaz és f-galaktozidaz enzimaktivitas mérése

Enzimaktivitds mérésre a Varioskan Flash Multimode Reader berendezést hasznaltuk,
ami alkalmas mind luminomietriai, mind fotometriai mérések elvégzésére. Luciferaz
aktivitas mérésre 12 ul sejt feliilaszot és 60 upl Luciferin reagenst mértiink 6ssze. A
reagenst 30 ml torzsoldatabol mértiik ki, ami 5 mg Beetle Luciferin, kalium sot
(Promega), 1 ml 0,6 M Tricint, 1 ml 0,0321 M (MgCOs3),4 - Mg(OH); - 5 H,0-t, 0,08 ml
1M MgSOy - 7 H,O-t, 1 ml 3 mM EDTA-t, 1 ml 1 M DTT-t, 1 ml 8,1 mM CoALis-t,
0,15 ml 0,1 M ATPNa,-t tartalmazott. f-galaktozidaz enzimaktivitas méréshez az enzim
mesterséges szubsztratjat, az ONPG-t (o-nitrofenil-f-D-galaktopiranozid) hasznaltuk.
130 ul ONPG oldathoz (ONPG és NaH,PO, / Na;HPO, puffer pH = 7,5 és Mg?* puffer)
20 pl sejtkivonatot mértiink. A kapott eredményekbdl enzimaktivitast szamoltunk. Az
egyes pontokban kapott luciferaz értékeket a hozzajuk tartozé f-galaktozidaz értékekkel

normalizaltuk.

3.14 RNS izolalas

Kisérleteink sordan a sejtben 1évé endogén mRNS szintek mellett az endogén vagy
altalunk transzfektalt miRNS-ek szintjét is mérni kivantuk. Ehhez olyan RNS tisztito
eljarasra volt szlikség, ami sordn nem vesznek el a kisméreti RNS molekuldk. Ilyen
modszer a trizolos izolalas. A TRI® reagensben begyiijtétt sejtekbdl, kloroform illetve
etanol segitségével RNS-t tisztitottunk. A tisztitott RNS-ek mindségérél 1%-0S
gélelektroforézissel, mennyiségérél NanoDroppal valé koncentracid6 méréssel

gy6z6dtiink meg.

3.15 mRNS mérés

A fenti modon izolalt RNS-b6l cDNA Archive Kittel (Life Technologies) irtunk cDNS-t
a gyarto szerinti protkollt kovetve. A ¢cDNS-ek mennyiségi dsszehasonlitasa real-time
PCR-rel tortént. Kontrollnak a GAPDH cDNS-ét hasznaltuk. A WFS1 mRNS szintjének
mérését sajat tervezésli primerekkel végeztiik (sense: 5° GCA TAC CAG GAG CCG
GGA AAG 3’, antisense: 5° CTC CAG GAC TTC TTC AAA GGG GAT T 3’), a
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terméket SYBR Green festékkel detektaltuk. A kapott Ct értékekbdl a 272CT médszerrel

hataroztuk meg a mRNS relativ mennyiséget.

3.16 miRNS mérés

A mikroRNS-ek transzfektalasa soran fontos volt annak tisztazasa, hogy a sejtbe
valdban bejutott-e a prekurzor miRNS és ha igen, akkor a sejtben végbemegy-e az érési
folyamat. A miRNS-ek detektalasa bonyolultabb feladat, mint a mRNS-eké, hiszen
olyan rovid nukleinsavakrol van szd, hogy a veliikk komplementer cDNS-re nem lehetne
két primert tervezni. Ezért az altalunk hasznalt miRNS detektalo kit (miRNA 1st-Strand
cDNA Synthesis Kit ¢s High Specificity miRNA QPCR kit, Stratagene) eldszor a
miRNS-re egy poli-A szakaszt szintetizal, ami az ezutan kovetkezé6 cDNS iraskor a
primer templatjaként szolgadl. A primer azért kiilonleges, mert 5° végén tartalmaz egy
univerzalis adapter szekvenciat, aminek a segitségével meghosszabbitja a cDNS-t. Ezek
utan mar real-time PCR-rel mérheté hosszusagu ¢cDNS-t kapunk, aminek mennyiségét
az adapterszekvenciaval komplementer univerzalis primer és sajat tervezésii, miRNS-re
specifikus primer (miR-668 esetén 5° GGC TCG GCC CAC TAC 3°) segitségével
vizsgalni lehet. Az elvet tovabb gondolva, a pre-miRNS-re is terveztiink specifikus
primert (5> GTG AGC ATG CAC TTA ATG TGG 3°), igy a még nem processzalt pre-
MiR-668 szintjét is meg tudtuk hatarozni (8. dbra). A miR-668 mennyiségi mérése
soran belsd kontrollként a miR-196b szintjét vizsgaltuk, a relativ miR-668 mennyiséget

2°°T modszerrel hataroztuk meg.
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A B
érett miR pre-miR
U polyA szintézis U
—
(AAAAN
U cDNS irés U
adapter adapter —
——ITT~AAA ~AANATTTTT)
—_ — —_—

8. abra. A mikroRNS mérés elve. A: érett miRNS mérés (fekete vonal). B:
prekurzor miRNS mérés (sziirke + fekete hajtli szerkezet). A mérés elve azonos,
elsé 1épés a poli-A farok szintézise (fehér téglalapban AAAAA), masodik 1épés
a cDNS iras, amikor adapter szekvenciaval (hullamos fekete vonal)
hosszabbodik meg a cDNS. A keletkezett szekvencidra tervezett primerekkel
(fekete nyilak) mérheté a cDNS mennyisége.

3.17 Statisztikai modszerek

Eset—kontroll analizisek: A WFS1 gén SNP-i esetében a mért és a szamitott genotipus
frekvencidk esetleges eltérését a Hardy—Weinberg egyensulytol, valamint a GSK3B gén
CNV-k eset—kontroll analizisét y*-probaval értékeltik az SPSS 19.0 programcsomag
segitségével.

Kvantitativ fenotipusok kiértékelése: A WFS1 gén polimorfizmusai és az
agresszid, impulzivitas, szorongds, valamint depresszido kozotti asszociacid elemzését
egypontos kovariancia analizis (ANCOVA = analyses of covariance) modszerrel
végeztik SPSS 19.0 program alkalmazasaval. A nemet ¢és a kort kovariansként
hasznaltuk. A genetikai modell két-allélos, €s feltételezi a ritkabb allél recesszivitasat. A
tobbszords Osszehasonlitdsbol adodoan sziikséges volt Bonferroni korrekciot végezni.
Mivel 4 féle fenotipust és 17 SNP-t vizsgaltunk 4 - 17 = 68 tesztre korrigaltunk. gy a
szignifikancia kiiszobértéke (p) 0,05 / 68 = 0,0007 volt.

Kapcsoltsagi vizsgalat: A Lewinton-féle D’ illetve az R® értékeket hataroztuk

meg HaploView 4.2 software segitségével (Barrett és mtsai 2005).
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4  Eredmények
4.1 Geénszamvariaciok vizsgalata

4.1.1 A GSK3B régio kopiaszam vialtozdsdnak eset-kontroll vizsgdlata

Elsé Iépésként a GSK3B gén 9. exonjanak teriiletére tervezett probaval végeztiink
GSK3B génkopiaszam méréseket, felhaszndlva a laboratérium altal a kozelmultban
kidolgozott génszammeérést, melyhez valos idejii PCR rendszert hasznéltunk (Szantai és
mtsai 2009). A mérés soran a kiilonb6z6 fluoreszcens festékkel jelzett GSK3B-ra
specifikus és a kontroll, RNdzP-probat ugyanabban a reakcidelegyben hasznaltuk,
ezaltal 1ényegesen csokkentve az esetlegesen eltér6 DNS koncentraciokbol és egyéb
technikai okokbol adodd mérési hibat. 432 eset (172 MDD és 260 BD) és 414 kontroll
kopiaszdmat hataroztuk meg relativ kvantifikalassal. A vizsgdlt populdcidkban a
GSK3B gén 9. exonjanak teriiletén deléciot nem talaltunk. Ugyanakkor a normalisnal
(n =2) nagyobb kopiaszamot, azaz amplifikaciot tartalmazé6 DNS mintakat talaltunk
mind a kontroll, mind pedig a depressziés betegek csoportjaban (3. tdablazat). A
megndvekedett kdpiaszam meglehetdsen ritkdnak bizonyult a kontroll csoportban (410
fobol 4 személy, 1%), mig a betegek kozott Osszesen 22 személynél (5.1%)

azonositottunk amplifikaciot.

3. tablazat. A GSK3B 9. exon teriiletének amplifikaciéja. N: esetszam; n:
kopiaszdm; OR: esélyhdnyados (odds ratio); MDD: major depresszid; BD:
bipolaris depresszid. A statisztikai analizis soran (p ill. OR szamitas) a beteg
csoportokat — egyenként — a kontroll mintakkal hasonlitottuk dssze.

Normal génszam Amplifikacio
(n=2) (n>2)
N % N % OR p
Kontroll 410 99,0% 4 1,0%
Beteg 410 94,9% 22 5,1% 55 0,00051
MDD 169 98,3% 3 1,7% 1,8 0,43
BD 241 92,7% 19 7,3% 8,1 0,00001

Eredményeink statisztikailag szignifikans Osszefiiggést mutattak a CNV ¢és a
depresszio eléfordulasa kozott (OR = 5,5, p = 0,000509). Annak eldontésére, hogy

vajon az amplifikdcid a depresszid6 mindkét altipusaval asszocial-e, elvégeztiik a
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statisztikai analizist a major depresszids €és a bipoldris depressziés mintdkon kiilon-
kiilon is. Mig a major depresszidsok nem kiilonboztek 1ényegesen a kontroll csoportban
mért amplifikdcid ardnyaban (1,0% vs. 1,7% eléfordulas), addig a bipolaris
depersszioban szenveddk kozott szignifikdnsan tobben rendelkeztek amplifikacioval a

kontrollhoz viszonyitva (7,3 % vs. 1,0 %, OR = 8,1, p = 0,000010).

4.1.2 A viltozo kopiaszamu szakaszok kiterjedésének vizsgdlata

A kovetkezokben azt vizsgaltuk meg, hogy az NR1I2-GSK3B génrégid extra példanya
kiterjedésében megegyezik-e az eldzetesen leirt, 165 kb hossziusagh valtozattal
(variation_0035; Database of Genomic Variants (http://projects.tcag.ca/variation)). Az
ismétlodé régido pontosabb behatarolasat Osszesen hat probaval végeztik (9. dbra).
Ezeket a kovetkezo elvi és gyakorlati szempontok szerint terveztilk meg: A TagMan
probak tervezésénél igyekeztiink a mar rendelkezésre 4llo, exon teriiletre esd
expresszios kiteket felhasznalni (pl. GSK3B: 5. exon; C3orfl5: 18. exon). Azonban
kivancsiak voltunk arra, hogy az amplifikalt régiok magukba foglaljak-e a gének
promotereit, s ezaltal feltételezheté-e, hogy funkcionalis egységet alkotnak. Ezért probat
terveztiink az NR112 és a GSK3B 5’ régiodira is (1. tabldzat).

Mind az altalunk tervezett, mind pedig az elére gyartott TagMan rendszerek
esetében fontos volt a primerpar—proba szett megbizhatosaganak ellendrzése, melyet a
Cr (kiliszob ciklus) értékek kiindulasi DNS koncentracid fiiggésével ellendriztiink.
Valamennyi vizsgalt primerpar—proba szett esetében hattagi felez0 higitasi sort
készitettiink 0,31-10 ng/ul kiindulasi DNS-koncentracié tartomanyban, majd mind a
vizsgalt gén, mind pedig a kontroll gén esetében abrazoltuk a kapott C értékeket a
koncentracio tizes alapu logaritmusdnak fliggvényében. A 10. dbra egy reprezentativ
példat mutat be a kiindulasi DNS koncentracio és a Cy érték megfeleld osszefiiggésének
igazolasara. A GSK3B 5. exonjanak analizise sordn a vizsgalt és a kontroll gén
egyenesei gyakorlatilag parhuzamosnak mondhatdk, tehat a vizsgalt 0,31-10 ng/pl
kiinduldsi DNS-koncentracié tartomanyban a génszam meghatdrozasa megbizhatoan
kivitelezhetd. Méréseink pontossagat jelezte, hogy az R? értékek meghaladtdk a 0,99

értéket, tehat a mért értékek jol illeszkedtek a regresszios egyenesekre.
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C3orfl5 NR1I2 GSK3B
5 35 33,| e)l(g | |?|XE|) | | |5,
W =5 T f f 0 3q1333
AB C D E T

SR

. i «— HU1-es variacio (N=2)
i:—: E «— HU2-es variacio (N=7)

9. abra. Hat l6kusz (A-F) képiaszama a GSK3B gént tartalmazé 3q13.33
régioban. Az abra fels6 részén a vizsgalt génrégié lathato, a sziirke nyilak a
harom gént és ezek 5°-3° iranyultsagat mutatjak. A fliggéleges vonalak az
exonokat jelolik. A gének alatti fiiggbleges nyilak a 6 (A-F) primer—proba

crer

kiterjedése lathatd. Fekete téglalap az amplifikaciot, az iires téglalap a deléciot
reprezentalja, a vékony fekete vonal a normal génszamra vonatkozik. Nincsenek
jelolve azok a kromoszomalis teriiletek, melynek génszamar6l nem kaptunk
kozvetlen informaciot.

A tovabbi vizsgélatok sordn a fent hasznalt kiinduldsi DNS koncentracio
tartomanyban végeztiik el a relativ kopiaszam meghatarozast. A kidolgozott primer-
proba rendszerekkel (A—F betlivel jelolve a 9. abran) hidrom olyan CNV tipust
detektaltunk, melyet eddig a szakirodalomban nem mutattak ki. Ezeket HU1, HU2 és
HU3-as variacidknak neveztiik el. Méréseink szerint a C30RF15 gén (A probaval
mérve) nem része a CNV-nek, az NR112 génnek pedig csupan a 3’ régidja (C probaval
mérve) érintett. A GSK3B gén 3’ része minden esetben amplifikalodott (C, D préba
alapjan), mig az 5° rész csak a HUI1 variansban (F probaval mérve) mutatott
megemelkedett kopiaszamot. A HU1 varians az egyetlen, ahol a gén teljes egészében,
az 5’ promoter régioval egyiitt amplifikdlodik (C, D, E és F probak alapjan), ilyen
CNV-t két személynél talaltunk. Fontos megjegyezni, hogy az amplifikacios teriilet
ezekben a mintakban az F proban tul is tarthat, err6l a jelen mérések nem adnak

tajékoztatast. A HU2 varidnsban csak részleges amplifikaciorol van sz6 (C, D, E proba

--------

crer

¢s a delécionak ezt a furcsa kombinaciojat dsszesen 17 személynél talaltuk meg, és a
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szakirodalom szempontjabodl 4j tipusnak tekinthetd. Fontos eredménynek tekintheto az
is, hogy a HU3 varidans eldforduldsa statisztikailag szignifikdnsan nagyobb
(p = 0,00115) bipolaris betegek kozott (13 beteg 260-bol), mint a kontroll csoportban (4
eset 414-bél). Az eredményeink ramutatnak arra, hogy a GSK3B gént érint6 CNV
kiterjedése valtozatos, €s egyetlen 10kusz mérése nem ad pontos felvilagositast az
amplifikalddott tertiletrdl.

324
314 A GSK3B
30+ m RNaz P
29
281
27
261

25
y = -3,5929x + 38,097

24+ R2=0,9998

231

22 ; ; ‘ | | | ‘ ;
2,4 2,6 2,8 3 3.2 34 3.6 3,8 4 lgc

y =-3,765x + 39,999
R2=0,9994

Cr

10. abra. A valds idejii PCR soran keletkezo amplikonok kiiszobértékének
eléréséhez sziikséges ciklusszam (Cy) és a kiindulasi DNS-koncentracio (c)
osszefiiggése. A GSK3B gén 5. exonjanak és az RNdz P kontroll génjének Cr
értekekei a kiinduldsi DNS-koncentraci6 tizes alapti logaritmusanak
fiiggvényében.

4.1.3 A kopiaszamok dsszehasonlitdsa kiilonbozé mintakban

A 9. abra az amplifikalt régiok kromoszomalis (térbeli) elhelyezkedését mutatja be,
érdekes modon nem csak ebben, hanem az amplifikdcio mértékében is meglehetdsen
nagy variabilitds figyelhetd meg, és a génszdm esetenként igen magasnak (tobb, mint
20) bizonyult. A kvantitativ eredmények részletei a 4. tdblazatban talalhatok.
Eredményeink alapjan a HU1-es variansra jellemz6, hogy mindkét azonositott mintaban
(1 db MDD ¢és 1 db BD) a teljes régio harom példanyban van jelen (n = 3), azaz
egyetlen extra példany jott 1étre. A kép azonban korantsem ilyen egyszerti a HU2-es és
HU3-as variansoknal. A 4. tdbldzatban két kategoriat hataroztunk meg: egy magas
kopiaszamu csoportot, ahol a 9. exon régid kopiaszdma meghaladja az 6tot és egy

alacsony kopiaszamu csoportot, ahol az egyes genomokban a 9. exon kdpiaszama 5-nél
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kisebb. Az 5. exon képiaszama egyedenként gyakran megegyezik a 9. exon régid
koépiaszamaval, de esetenként alacsonyabb is lehet. Az 5° UTR kopiaszama érdekes
moédon sohasem magas, hanem normalis (n = 2) vagy delécid6 mutathato ki (n = 1),
kivéve azt a két mintat (HU1 varidns), ahol a 3-as kopiaszdm az egész régiora, és igy az
5’ szakaszra is kiterjed. A HU2-es tipusnal az 5. és a 9. exon amplifikacidos szama
azonos, kivéve azokat a mintdkat, ahol az 5. exon teriiletén nem taldltunk amplifikéciot,
és az 5° UTR génszama is normalis (n = 2). A HU3-as variaciok esetében a 9-es exon
amplifikacids szdma igen magas is lehet (20 f6lott), mely kombinalodik az 5° UTR
teriiletén mért delécidval. Delécidoval kombinalt magas amplifikacids szamot kizarolag
BD mintdk esetében taldltunk (5 esetben 10 feletti, 3 esetben 5 és 10 kozotti
koépiaszdm), mig alacsony amplifikdcidos szamu, delécidval tarsult mintdk a BD
csoportban (5 db) és a kontrollban (4 db) is eléfordultak. Osszességében azt
mondhatjuk, hogy a GSK3B régi6 CNV analizise igen Osszetett képet mutatott, mely

egyetlen probaval nem jellemezheto.

4. tablazat. Az uj CNV variansok szamszerii jellemzése. n = kopiaszam; atlag:
a mért kopiaszamok atlaga; STD: szoras.

9. exon 5. exon 5 UTR
atlag STD n atlag STD n atlag STD n

HUl n<5 28 0,2 3 28 04 3 2,7 0,2
HU2 n2>5 128 52 817 118 62 8-17 23 0,2

n<5 36 04 34 32 09 24 21 05
HU3 n=>5 129 6,9 5-23 78 22 511 04 04 0-1
n<5 37 06 34 3 04 23 11 03 1

N N W

4.2 MikroRNS kotohelyek polimorfizmusainak vizsgalata

MikroRNS koétéhely polimorfizmusokat két 0j kandidans gén, a SNAP-25 és a WSF1
gének esetében vizsgaltunk. A mikroRNS kotéhelyeket in silico modszerekkel
azonositottuk, és ennek funkcionalis jelentdségét a WFS1 gén esetében molekularis

modszerekkel is bizonyitottuk.
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4.2.1 A SNAP-25 gén mikroRNS kotohelyének polimorfizmusai

A SNAP-25 gén SNP-inek in silico vizsgalata azt mutatta, hogy az rs3746544 és az
rs1051312 SNP-k elméletileg befolyasolhatjdk a SNAP-25 mRNS-hez kapcsolodo
mikroRNS-ek kotéserdsségét. Ez a két polimorfizmus igen kozel van egymashoz, ezért
a két SNP genotipusanak meghatarozasan kiviil haplotipusuk meghatdrozasa is
sziikségess¢ valt. A kidolgozott haplotipizald technikak megbizhatosagat tobb

modszerrel igazoltuk.

4.2.1.1 Azrs3746544 és rs1051312 polimorfizmusok genotipizaldsa
A két vizsgalt polimorfizmus (rs3746544 ¢és rs1051312) PCR-RFLP-vel torténd

genotipizaldsdhoz a kordbban hasznalt mddszer (Barr €s mtsai 2000) modositasara volt
sziikség a nagyobb megbizhatosag érdekében. Uj primer parokat terveztiink ugy, hogy a
keletkezett PCR termék tartalmazzon kontroll (nem polimorf) hasité helyet is. Az igy
kapott PCR termékeket kétfelé valasztottuk a két RFLP elvégzéséhez. Az rs3746544
SNP genotipizalasara Mnl I emésztést végeztiink. A 603 bp hosszii PCR terméket ez az
enzim minden esetben kétszer elhasitotta a kontroll helyeken, egy 166 és egy 319 bp
hosszu terméket eredményezve. A maradék 118 bp hosszl szakasz T allél jelenlétében
nem vagédott tovabb, mig G allél esetében két kisebb termékre hasadt (47 és 71 bp). igy
a két kontroll csik mellett homozigéta TT genotipus esetében egy 118 bp hossza DNS-t,
GG esetében egy 47 és egy 71 bp hossza emésztett fragmentumot kaptunk, heterozigota
GT mintakban pedig mindharom termék jelenléte megfigyelhet6 volt. (114. abra) A
PCR termék masik felében Dde I emésztéssel vizsgaltuk az rs1051312 SNP-t. Ebben az
esetben az amplikont az enzim egy kontroll helyen hasitotta el. T allél esetében csak itt
vagott az endonukleaz, két terméket eredményezve (500 + 103 bp), C varians
jelenlétekor pedig az 500 bp-os DNS-molekula tovabb hasadt egy 416 és egy 84 bp
hosszu fragmentumra. Heterozigéta CT mintakban mind a harom allélspecifikus termék

megjelent (11B. dbra).
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A rs3746544 (Mnl 1) GIT B rs1051312 (Dde I) C/T

1 RFU K M,
319
20 sec

Mw

47 71 118 416 500

11. abra. SNP-k genotipizalasa. A: rs3746544 G/T SNP B: rs1051312 C/T
SNP. M; és M; az also6 ¢€s a fels6 marker, amikhez a 12 parhuzamos elvalasztas
soran a termékek hosszat hasonlitjuk. A kontroll (nem polimorf) emésztési
termékek ,,K” roviditéssel vannak jelolve, az elektroferogramok alatt 1évo
folyamatos és szaggatott nyilak az emésztett, illetve az emésztetlen termékeket
jelolik. A mintdk genotipusai a gorbék bal oldalan lathatok. Az alul 1év6 szamok
az allél-specifikus, a font lathatok pedig a kontroll termékek méretét mutatjak
bazisparban.

4.2.1.2 Azrs3746544 és rs1051312 polimorfizmusok haplotipizalasa

A bemutatott genotipizald6 mddszer mellett kidolgoztunk egy 1j real-time PCR alapu
eljarast a két polimorfizmus (rs3746544 és rs1051312) haplotipusanak vizsgalatara. Ez
a modszer nem csak a genotipizalas hatékonysagat ndvelte, hanem extra informéaciot is
szolgaltatott, mivel segitségével meghatarozhatdo az SNP-k haplotipusa, azaz a két allél
relativ kromoszomalis elhelyezkedése is. Ez az ) modszer négy TagMan préoba
alkalmazésan alapul, amelyek a négy lehetséges haplotipusra specifikusak (G-C, G-T,
T—C és T-T, ahol az els6 betli a rs3746544 SNP, a masodik betli pedig az rs1051312
SNP megfeleld allélja). A ,kétcsoves” modszert az elokisérletek soran alkalmaztuk két
kiilonbozd riporter festékkel (FAM ¢és VIC). Minden mintat két csdben analizaltunk,
melyek koziil mindegyikben egy FAM-mal és egy VIC-kel jelolt proba volt jelen: az
els reakcioelegy a T-T (FAM)- és T-C(VIC)-, a masodik reakcioelegy a G-T(FAM)-
és G-C(VIC)-specifikus probakat tartalmazta. A két reakciot egyiitt értékeltiik a
keletkezett amplifikdcidos gorbék alapjan. Mintanként egy vagy két proba kotott be
specifikusan, és adott megfeleld, a kiiszobdt meghalado jelet. Mivel a FAM erdsebb
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jelet ad, mint a VIC, a két festéknek két kiilonboz6 kiiszobot allitottunk be. A fentiek

figyelembe vételével egyértelmiien meg tudtuk hatarozni a mintdk haplotipusat. (12.

abra).
G-T/T-T T-C/T-T
T-T (FAM) _ ~.== T-T (FAM) . -
FAM kiszdb ol FAM kiiszob -
- -7 T (VIC)
VIC kitszs_# 7 "G-T (FAM) VIC kiiszob .’
/

/

T (FAM).

/ / -~
// / -~
/ ‘
/ / G-C (VIC)
2|O | 2‘4 | 2|8 | ?;2 | 3‘6 | 4IO 2‘0 | 2|4 | 2|8 3‘2 | 3|6 | 4‘0
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12. 4bra. Real-time PCR alapu haplotipizalas. Vonalak tipusai: roviden
szaggatott: T-T (FAM), hosszan szaggatott: G-T (FAM), folyamatos: T-C
(VIC), sziirke folyamatos: G—C (VIC). Egy jelet akkor fogadtunk el haplotipusra
specifikusnak, ha a gorbe elérte a megfelel6 (FAM vagy VIC) kiiszobértéket
(vizszintes vonal). Az igy megallapitott haplotipus a gorbék bal felsd sarkaban
lathato. (A ,kétcsoves” rendszer két reakcidjat egy grafikonon kozdsen
abrazoltuk.)

A ,kétcsoves” modszerrel végzett eldkisérleteink soran a haplotipus frekvencidk

meglepd eredményt mutattak (5. tabldazat).
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5. tablazat. Az rs3746544-rs1051312 SNP-k alatal képzett haplotipusok
gyakorisaga. Els6é oszlop: kisebb mintaszamon nyert adatok a ,kétcsoves”
modszerrel (N = 482). Masodik oszlop: szamolt haplotipus frekvencidk. Harmadik
oszlop: A gazdasagosabb ,,egycsdves” modszer eredményei (nagy mintaszam N =

1376)
Meért adatok Szamolt adatok Meért adatok
Haplotipus (,,kétcsoves” (PHASE) (,,egycsoves”
rendszer, N = 482) rendszer, N = 1376)
GT 0,325 0,326 0,356
GC 0 0,000084 0
TT 0,415 0,414 0,400
TC 0,260 0,260 0,243

A két SNP esetében a ritka allél gyakorisaga 0,35 (rs3746544 G allél) ill. 0,26
(rs1051312 C allél), igy az egyes haplotipusok matematikai valdszintisége: G—C: 0,09,
T-C: 0,17, G-T: 0,26 és T-T: 0,48. Ezzel szemben a G-C haplotipust egyetlen
mintaban sem sikeriilt azonositani. A két SNP kozelségére vald tekintettel nem
meglepd, hogy esetleges kapcsoltsdiguk miatt a mért értékek eltérnek a varttol.
Eredményeink a kapcsoltsag (LD) jellegzetes tipusat mutattak. Teljes LD esetében a G—
C haplotipussal egyiitt a T-T haplotipusnak is hidnyoznia kéne, méréseink soran viszont

ez mutatta a legyakoribb el6fordulast (0,415, 5. tablazat)

4.2.1.3 A G-C haplotipus hianyanak igazolasa fiiggetlen modszerekkel

Két fiiggetlen mddszert dolgoztunk ki annak igazoldsara, hogy a G—C haplotipus a
vizsgalt populacioban valoban nem fordul eld, és hianya nem a kidolgozott real-time
PCR technika hibajabol adodik. Elséként a kés6bbre tervezett funkcionalis mérésekhez
készitett konstrukcidokat a ,kétcséves” moddszerrel haplotipizaltuk, és minden
alkalommal — a G—C haplotipus esetében is — egyértelmii jelet kaptunk. Emelett a G-C
haplotipus jelenlétét specifikus emésztéssel is vizsgaltuk. A Sau96 | enzim a PCR
terméket csak G—C haplotipus esetén emészti (13A. dabra). Ahogy a 13C. dbran
lathajtuk, a Sau96 I emésztéssel csak a kontroll fragmentum (379 bp) keletkezett a
mintainkban, ami igazolta az emésztés hatékonysagat, de a G—C esetén vart két kisebb

termék (84 + 144 bp) egy minta esetében sem jelent meg (13C. dbra). Ezekkel a
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kisérletekkel igazoltuk, hogy a G—C haplotipus valoban nem fordul el az éltalunk
vizsgalt populacioban.

A
rs3746544 G/T rs1051312 C/T

\ /
VOONKOVE Y VOHNE

Sau9s |
B
G-C haplotipus:
@CCOS—————
@
? 144 379

G-T, T-C vagy T-T haplotipus:

eCCO———1———

A

224 379

<—379 bp
<224 bp

13. abra. A G—C haplotipus jelenlétének vizsgalata Sau96 | RFLP-vel. A: A
modszer elve. A Sau96 1 felismerési helye a G—C haplotipusban van jelen
(sziirke téglalap). B: A PCR amplikon egy kontroll hasitasi helyet tartalmaz, igy
egy genotipustol fiiggetlen termék (379 bp) és G-T, T-C vagy T-T haplotipus
esetén egy emésztetlen (224 bp) haplotipus specifikus fragmentum keletkezik.
G-C haplotipus esetén két emésztett termék (80 bp, 144 bp) megjelenése
varhato. C: 5 minta reprezentativ agardz gél elektroforetikus képe.
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4.2.1.4 A hdarom haplotipus egy reakcioelegyben torténd vizsgalata

Az elmeéleti haplotipus gyakorisdgok meghatarozdsara Bayes-i statisztikai moédszert
alkalmaztunk a PHASE v2.1 software segitségével, ami a populécioé genotipus adataibol
allit elé informaciét a haplotipusra vonatkozéan (Stephens és Donnelly 2003). A
szamitasok azon eredményeinken alapultak, amiket 482 6 esetén kaptunk a ,,kétcsoves”
rendszerrel. A kapott értékeket mutatja be az 5. tabldazat 2. oszlopa. A G—C haplotipus
szamitott frekvencia értéke igen alacsonynak (0,000084) bizonyult, ami azt jelenti, hogy
ez a kombinacié — varhatéan — heterozigota formdban minden 5952. személynél fordul
csak eld. Ezen adat ismeretében a haplotipus meghatdrozé technikat tovabbfejlesztettiik
ugy, hogy a — gyakorlatilag nem 1étez6 — G—C haplotipus elemzését kihagytuk a
rendszerb6l. Az alkalmazott real-time berendezés Iehetdvé tette, hogy a ROX
fluoreszcens festék mellett, ami belsd referenciaként szolgal, tovabbi harom riporter
festéket detektaljunk egydejlileg. Ezért egy multiplex, idé- ¢és koltséghatékony
modszerrel egyszerre vizsgaltuk a harom lehetséges haplotipust harom kiilonb6zd
riporter festékkel: a TT-specifikus probat FAM-mal, TC-specifikust VIC-kel, a GT-
specifikust pedig NED-del jeloltiik. Az igy beallitott ,,egycsoves” rendszerrel 1376
minta haplotipizalasat végeztiik el, eredményiinket az 5. tdbldzat utolsd oszlopa
tartalmazza. Lathato, hogy a kapott haplotipus frekvencidk jol egyeznek mind a
PHASE-zel szamolt, mind a , kétcsoves” modszerrel mért értékekkel. A ;gz-statisztika
nem mutatott szignifikdns kiilonbséget a hdrom modszerrel kapott eredmény kozott
(= 262, df = 6, p = 0,85). Meg kell azonban jegyezni, hogy az ,.egycsoves”
modszernél, habar nagyon kis szazalékban, de eléfordulhat a G—C haplotipus elvesztése.
Ennek kikiiszobolésére két lehetdség van. Megteleld real-time PCR késziilékkel, ami 6t
festék egyidejii detektaldsara alkalmas, elméletileg vizsgalhatdé a négy haplotipus
egyszerre, amennyiben négy kiilonbzo festékkel vannak jelolve a specifikus probak. A
masik lehetdség a real-time PCR termékek Sau96 I RFLP analizise, hiszen ezzel a
modszerrel specifikusan azonositani lehet a G—C haplotipus jelenlétét. Meg kell
jegyezni, hogy ez a 1épés csak a homozigdta mintak esetében sziikséges (T-T/T-T; G-
T/G-T vagy T-C/T—C — kb. a mintak egyharmada), mert az Osszes tobbi esetben két jel
detektalhato, tehat a G—C variacio jelenléte nem lehetséges (nem lehet harom kiilonb6z6

haplotipusa egy személynek).
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4.2.2 A WFSI1 gén mikroRNS kotéhelyeinek polimorfizmusai

4.2.2.1 Azrsl046322 pszichogenetikai asszocidcio analizise

A pszichogenetikai vizsgalat egészséges, fiatal személyekkel tortént. A vizsgéalat sordn
szajnyalkahartya mintakat vettliink, és minden résztvevé harom kiilonb6z6é kérddivet
toltott ki, melyek kiértékelése soran az agresszid (Buss-Perry agresszio kérddiv), az
impulzivitas (BIS-11 impulzivitas kérddiv), és a hangulati €let (szorongas és depresszio
skaladk a HADS kérddiv alapjan) kvantitativ mérészamait kaptuk meg. A
szajnyalkahartyakbol DNS-t izolaltunk a résztvevék WFS1 polimorfizmusainak

meghatarozasa céljabol.

6. tablazat. A vizsgalatban szereplé SNP-k. MAF: Minor allél (a kevésbé
gyakori allél) gyakorisaga (minor allele frequency).

. SNP-k

dbS,NP GenE) r.Tll tavolsaga SNP tipusa MAF

sZzam POzZiC10 (bp)
rs10002743 6276581 1. intron 0,191
rs6824720 6278647 2066 1. intron 0,159
rs752854 6281961 3314 2. intron 0,310
rs4689393 6287241 5280 2. intron 0,435
rs10010131 6292915 5674 3. intron 0,391
rs13147655 6293474 559 5. intron 0,384
rs4467645 6294305 831 6. intron 0,394
rs13128674 6294517 212 6. intron 0,409
rs6446482 6295693 1176 6. intron 0,398
rs4689395 6295985 292 6. intron 0,359
rs28716718 6301910 5925 7. intron 0,053
rs1801208 6302889 979 8. exon (p.R456H) 0,050
rs734312 6303354 465 8. exon (p.H611R) 0,462
rs1046316 6304087 733 8. exon (p.S855S) 0,341
rs1046320 6304344 257 3’ UTR 0,403
rs1046322 6304448 104 3’ UTR 0,099
rs9457 6304799 351 3’ UTR 0,433

A WFS1 gén teriiletén szamos SNP talalhato, a jelen vizsgalatra 17
polimorfizmust valasztottunk ki (6. tablazat). Az SNP szelekcio egyik fontos kritériuma
a gén maximalis lefedettsége volt. Masrészt fontos szempont volt annak a két miRSNP-

nek (rs1046322 és rs9457) a vizsgalata, melyek in silico adatok szerint két, kiilonb6z6
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mikroRNS (miR-668 és miR-185) kotddését valtoztatjak meg. Lényeges kritérium volt
tovabba, hogy a ritkabb allél frekvencidja (MAF, minor allele frequency) 5% felett
legyen, az ennél ritkabban el6forduld allélok vizsgalatdnak ugyanis nincs elég erds
statisztikai ereje az alkalmazott elemszamnal. Ha volt olyan exon polimorfizmus,

melynek varhatdé MAF értéke 5% felett volt, azokat is igyekeztiik bevalasztani.

7. tablazat. A vizsgalt SNP-k genotipus eloszlasa. N: esetszam, %: genotipus
gyakorisdg %-os ¢értéke, p: a Hardy-Weinberg egyenstlynak megfelelés
valdsziniisége.

dbS,NP genotipus N % Hardy—Wei’nberg Gen,otipizd’lds
szam egyensuly hatékonysaga

AA 452 66,3%

rs10002743 AG 199 29,2% p=0,33 85,14%
GG 31 4,5%
GG 242 38,3%

rs10010131 AG 285 45,2% p=0,44 78,78%
AA 104 16,5%
GG 221 44,4%

rs1046316 AG 214 43,0% p=0,61 62,17%
AA 63 12,6%
AA 294 36,8%

rs1046320 AG 366 45,8% p=0,40 99,75%
GG 139 17,4%
GG 652 81,4%

rs1046322 AG 140 17,5% p=0,89 100,00%
AA 9 1,1%
TT 193 36,0%

rs13128674 CT 248 46,3% p=0,61 66,92%
CcC 95 17,7%
GG 251 38,7%

rs13147655 AG 298 45,9% p=0,76 81,02%
AA 100 15,4%
GG 630 90,5%

rs1801208 AG 62 8,9% p=0,21 86,89%
AA 4 0,6%
CcC 622 89,9%

rs28716718 CG 66 9,5% p=0,32 86,39%
GG 4 0,6%
TT 262 37,9%

rs4467645 CT 315 45,5% p=0,47 86,39%
CcC 115 16,6%
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CcC 218 32,9%

rs4689393 CT 313 47,2% p=0,59 82,77%
1T 132 19,9%
AA 280 41,9%

rs4689395 AG 296 44,3% p=0,62 83,40%
GG 92 13,8%
GG 243 37,1%

rs6446482 CG 303 46,3% p=0,68 81,77%
CC 109 16,6%
GG 482 71,2%

rs6824720 AG 175 25,8% p=0,70 84,52%
AA 20 3,0%
AA 196 29,0%

rs734312 AG 336 49,7% p=1,00 84,39%
GG 144 21,3%
TT 262 48,0%

rs752854 CT 229 41,9% p=0,89 68,16%
CC 55 10,1%
CcC 253 34,1%

rs9457 CG 336 45,3% p=0,11 92,63%
GG 153 20,6%

A polimorfizmusok genotipizalasat real-time PCR elven mikddé OpenArray
rendszerrel végeztiik 6sszesen 801 mintan. A vizsgélatban szerepld 17 polimorfizmus {6
jellemzdit a 6. tdabldzat foglalja 0ssze. Két mért SNP kozti atlagos tavolsag 1764 bp
volt. A legtobb SNP intronban helyezkedett el, de a leghosszabb (8.) exonbdl sikeriilt 3
olyan SNP-t valasztanunk, melynek varhat6 MAF értéke 5% felett volt. A 6.
tabldzatban feltiintetett MAF értékeket a 7. tabldzatban bemutatasra keriild genoptipus
gyakorisagokbol szamoltuk.

A 7. tabldzatban az egyes SNP-k mért genotipus gyakorisaga lathatd. Ezen
értékek alapjan szamitottuk ki az allél frekvenciakat, a 6. tdbldzatban a ritkabb allél
gyakorisagat (MAF) tiintettiik fel (a gyakoribb allél frekvencidja = 1 — MAF). Az igy
kapott adatokbol szamoltuk ki az elméletileg varhatd genotipus gyakorisagokat, a
Hardy—Weinberg egyenstly alapjan. A 7. tabldzat p értékei azt mutatjak meg, hogy
szignifikans-e az eltérés a varhato €s a mért genotipus gyakorisagok kozott. Amint az
adatokbol lathato, egyik esetben sem kaptunk szignifikans eltérést, ami a genotipus
adatok megbizhatosagat és a populacid6 homogenitasat mutatja. A 7. tablazatban
szerepelnek még a genotipzalasi hatékonysagok, melyek egyrészt az OpenArray

rendszeren mért eredményekbdl szarmaznak, masrészt kiegésziiltek egyedi valds-ideji

62



DOI:10.14753/SE.2014.1954

PCR mérésekkel azokban az esetekben, ahol fontos volt a maximalis hatékonysag a
statisztikai analizis szempontjabol. Ilyen volt példaul az rs1046322 miRSNP, melynek
ritka homozigdta formdjadnak jelentdsége indokolta a 100%-os genotipizalasi
hatékonysag elérését.

A polimorfizusok kapcsoltsagi viszonyait (LD) a Haploview 4.2 program
segitségével jellemeztik. A 4. abran lathatd, hogy a WFS1 génrégidoban vizsgalt
polimorfizmusok tobbsége harom blokkba csoportosul, azonban a feltételezett

miRSNP-k egyikbe sem esnek bele.

\,

N,
4

\
1
1

1
|

rs1046320
rs1046322

1510002743
156824720
rs752854
154689393
rs10010131, 5
1513147655
156446482
rs4689395
rs28716718 |
151801208
sT3a3z ||
151046316
rs8457

Block 1 (2 kh) Block 2 (13 kh) Block 3 (2 kh)

14. abra. A WFS1 gén vizsgalt SNP-inek kapcsoltsagi viszonyai. A szamok az
SNP pérok R? % értékét mutatjak, a sziirke skéla szinei a kapcsoltsag erésségét
jelolik (fekete: teljes kapcsoltsag: R? = 100%, fehér: nem kapcsolt: R? = 0%).

A genetikai asszociacio vizsgalat sordn az egyes genotipus kategoriakban kapott
pszichologiai paraméterek atlagat vetettiik 6ssze a genotipussal minden SNP esetében.
A 8. tablazatban szerepelnek az egyes genotipusokhoz tartoz6 atlagpontszamok,
valamint az ANCOVA statisztikai modszerrel kapott eredmények. Az ANCOVA
analizis soran a nemet €s a kort hasznaltuk kovaridnsként. Minden polimorfizmus

esetében — a recessziv modellt kovetve — a ritka homozigétdk atlagpontszdmait
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hasonlitottuk a gyakori allélt hordozok értékeihez. A tablazatban a polimorfizmusok a
kapott szignifikanciaszint szerinti sorrendben szerepelnek.

Az els6 haploblokkbol két, szorosan kapcsolt SNP adott szignifikans
asszociaciot a depresszioval: rs10002743 [F(1,678) = 6,777, p = 0,009, ;72 =0,01, erd =
0,739] és rs6824720 [F(1,673)=6,789, p = 0,009, #°= 0,01, erd = 0,740].

A két miRSNP koziil csak az rs1046322 esetében kaptunk szignifikans
kapcsolatot a genotipus és a mért fenotipus kozott. Az AA homozigota genotipussal
rendelkez0 személyek magasabb pontszdmot értek el valamennyi skalan, mint a
gyakoribb G allélt hordozok, statisztikailag szignifikans asszociaciét adva az
agresszioval [F(1,797) = 12,241, p = 0,0005, 172 = 0,015, eré = 0,938], impulzivitassal
[F(1,791)=6,362, p=0,012, #°= 0,008, erd = 0,712], szorongassal [F(1,797) = 7,801, p =
0,005, % = 0.010, eré = 0,797] és depresszioval [F(1,797) = 5,074, p = 0,025, 5° =
0,006, erd =0,614].

Megjegyzendd, hogy a vizsgalt négy pszichologiai paraméter kozott
meglehetdsen szoros kapcsolat all fenn. Az agresszid erds korreldciot mutatott az
impulzivitassal (r = 0,43) és szorongassal (r = 0,41), és valamivel gyengébb kapcsolat a
depresszioval (r = 0,37) is megfigyelhetd volt. Az impulzivitas a szorongassal (r = 0,27)
és a depresszioval (r = 0,25) mutatott Osszefiiggést. A legerdsebb korrelaciot a
szorongés és depresszi6 adta (r = 0,57). Igy nem meglepd, hogy ugyanaz az SNP mind a
négy fenotipusra hatassal van.

Mivel 17 SNP-t és 4 fenotipust vizsgaltunk, a tobbszoros tesztelésbol adodo
alpozitiv hiba elkeriilése céljabol az eredmények értékelése soran a Bonferroni-
korrekciot alkalmaztuk: p = 0,05 helyett 0,05 / (17 - 4) = 0,0007-et hasznaltunk a
szignifikancia kiiszobértékeként. A tobbszords tesztelés figyelembe vétele utan csak az
szignifikans. Azon személyek, akik homozigotak az rs1046322 miRSNP ritka alléljara
nézve, szignifikansan magasabb pontszdmot értek el az agresszido kérddiven
(atlagpontszam: 85,8) a gyakori allélt hordozokhoz képest (atlagpontszam: 66,4). Annak
tisztazasahoz, hogy ez a szignifikdns eredmény az agresszié mely alskalajaval fligg
0ssze, a statisztikai analizist az agresszio alskaldira is elvégeztiik. Mind a 4 dimenzid
esetében lényegesen magasabb értékeket kaptunk az AA genotipussal rendelkezdk

kozott a G allélt hordozokhoz képest (15. dbra).
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8. tablazat. Asszociacio vizsgalat a WFS1 genotipusok és személyiségjegyek
kozott. A 17 vizsgalt SNP mind a négy jellemz6 esetében a kapott szignifikancia
értékek sorrendjében lathatd. A szignifikans eredményeket vastag betiivel emeltiik
ki. A szdmok az adott kérddiv atlagpontszamai genotipusonként feltiintetve. MM:
gyakori allél homozigéta Mm: heterozigobta mm: ritka allél homozigédta. p**:
ANCOVA (Analysis of Covariance) moddszerrel szamolt nomindlis p érték
(recessziv modell), *: szignifikans érték Bonferroni korrekcio utan.

AGRESSZIO (Buss-Perry) IMPULZIVITAS (BARRAT)

WESISNP (VM) (Mm) (mm) p** WESI SNP (MM) (Mim) (mm) p**
146322 664 663 858 0,0005¢ 51046322 586 591 669 00119
rs10010131 668 662 648 03542 1510002743 583 598 61,1 02133
08716718 665 668 722 0496 16824720 588 597 616 02611
457 663 673 658 03462 1046316 588 582 597 0345
6824720 664 67,1 641 05821 154689393 580 594 594 0,518
rsI801208 66,6 68,5 725 0598 1752854 586 588 579 05744
1513147655 66,6 674 661 07131 1510010131 581 598 585 0,6086
r<M67645 665 672 662 07985 1046320 581 593 584 06323
642 663 673 670 08364 13128674 581 588 9.0 06345
4689395 66,6 66,6 670 08654 1M57 578 592 582 0,6403
rs10002743 662 68,1 661 08711 6446482 578 594 591 0,6555
15752854 675 665 668 08727 128716718 588 599 570 06773
13128674 669 674 672 08759 73312 587 588 589 08644
51046316 673 67,5 664 0879 154689395 586 592 590 09261
1046320 669 665 663 08793 11801208 3590 580 590 0,938
734312 660 674 665 09215 mM6TAS 583 594 589 09656
4689393 662 67.5 666 09975 1513147655 579 594 587 0.9993

SZORONGAS (HADS) DEPRESSZIO (HADS)

WESISNP (MM) (Mm) (mm)  p** WESISNP (MM) (Mm) (nm)  p**
14632 56 58 88 00053  rsl0002743 25 27 38 0,009
1801208 56 59 78 01544 rs6824720 25 27 41 0,009
;51046320 57 58 53 0,697 rsl46322 26 27 47 0,0246
510010131 58 59 54 0207 rs28716718 26 28 38 03753
10002743 57 57 65 03196 173312 26 26 28 04407
6824720 57 56 67 03235 16446482 25 26 28 04933
513147655 57 57 55 04438 r1s146320 27 27 25 05612
128716718 56 57 70 05337 s13128674 27 27 29 06256
sM457 54 58 55 06373 rs4689393 24 27 27 06312
752854 57 55 53 06456 rsM67645 26 26 27 06657
467645 56 58 56 06563 1s13147655 26 27 28 07246
4689395 57 57 55 07063  rs10010131 26 25 27 07347
s13128674 55 56 56 0851  rsld6316 27 27 28 0836
6446482 55 57 56 083 rs4689395 26 26 27 09011
sB3B12 56 57 57 09185  rsI801208 26 27 28 09045
4689393 55 57 56 0926  1s9457 26 28 27 09249
51046316 55 56 56 09628 1752854 27 26 26 09468
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15. abra. Az rs1046322 SNP ritka homozigota (AA) genotipusanak hatasa a
Buss-Perry agresszié kérddiv alskalaira. Az Y tengelyen az agresszid négy
alskalajanak genotipus kategoérianként szamolt atlagértékei szerepelnek, az atlag
szorasat fliggbdleges vonalakkal jeldltiik.

4.2.2.2 Az rsl1046322 funkcionalis vizsgalata

Az rs1046322 polimorfizmus és az agresszio kozotti asszociacio alapjan feltételezhetd,
hogy a WFS1 gén szerepet jaszik a fenotipus kialakitasaban: Ezzel kapcsolatban
felvetddik a kérdés, hogy mi lehet az SNP bioldgiai szerepe. In silico eredmények azt
mutattdk, hogy ez a polimorfizmus a miR-668 kotddését érinti, de funkcionalis
vizsgalatok ezirdnyban kordbban nem sziilettek. Ezért igazolni kivantuk, hogy az SNP
hatasara valéban megvaltozik-e a mikroRNS kotédése a 3° UTR-hez. Ennek
vizsgalatara luciferdz riporter gén rendszert alkalmaztunk. Kétféle vektorral (pMIR és
pGL3C) létrehoztunk négy-négy kiilonb6zd konstrukcidt, melyek koziil harom
tartalmazta a WFS1 gén 3’ UTR szakaszat a luciferaz gén mogott, a negyedik pedig egy
teljesen mas, hasonld hosszusagi DNS szakaszt. Az els6 harom konstrukcid koziil kettd
csak egyetlen bazisban, az altalunk vizsgalt SNP-ben kiilonbozott egymadstol, a
harmadikban a mikroRNS seed szekvencidjaval komplementer 7 bazist cseréltik ki.
Ezen tulmenden egy tovabbi konstrukciot is létrehoztunk, ami az altalunk vizsgalt miR-
668-at expresszalta.

Elséként a transzfektdlandd6 HEK293 sejtek endogén mRNS és miRNS szintjére
voltunk kivancsiak. Irodalmi adatok alapjan tudtuk, hogy ezen sejtek expresszaljak a

wolframint, amit mi is detektaltunk (16A. abra), de a mikroRNS vonatkozasaban nem
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sziilettek eredmények, igy tudnunk kellett, hogy a sejtek expresszaljak-e, és ha igen,
akkor milyen relativ mennyiségben. A 6. dbran lathato, hogy a mikroRNS

detektalhatd, de a miR-196b szintjéhez viszonyitva kis mennyiségben.
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16. abra. Endogén mRNS és miRNS szintek a HEK-293 sejtvonalban. A:
endogén mRNS szintek a GAPDH (glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz)
szintjéhez viszonyitva. HIF1e: hipoxia indukalt faktor 1¢, FABP2: fatty acid
binding protein 2, WFS1: Wolfram syndrome 1, SNAP-25: synaptosomal-
associated protein, 25kDa. B: endogén mikroRNS szintek a miR-196b-hez
viszonyitva.

Ezen tilmenden fontos volt annak tisztazasa, hogy ha kiviilrdl juttatjuk be a
mikroRNS-t, akkor annak hogyan valtozik meg a szintje. miRNS-t kétféle képpen lehet
a sejtbe juttatni: (1) vagy magat a prekurzor miRNS-t transzfektaljuk, vagy (2) egy pre-
MIiRNS-t expresszalo vektort. Mi mindkét lehet6séget kiprobaltuk, és a transzfekcid
utan mértiik mind a prekurzor, mind az érett miR-668 szintjét. (/7. dbra). Abban az
esetben, amikor pre-miRNS-sel transzfektaltuk a sejteket, az érett miR-668 szintje az

endogén szinthez képest tobb, mint 200-szorosara emelkedett és a prekurzor szint
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elhanyagolhatd volt (17A. dbra). Tehat a sejtek felvették a pre-miRNS-t, és érett
mMIRNS-sé alakitottak. Ezzel ellentétben a miRNS-t expresszald vektor transzfektalasa
utdn a prekurzor szint nétt toObbszazszorosra, de alig keletkezett érett miRNS (17B.
arba). Ennek ismeretében a tovabbiakban a miRNS-t expresszalo vektort nem, csak pre-

MiRNS-t alkalmaztuk transzfektalaskor.
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17. abra. Prekurzor és érett miR-668 szintek miRNS transzfektalasa utan.
A: pre-miR transzfekcid. 1. oszlop: nem tranaszfektaltuk a sejteket, az endogén
mMiR-668 szint 1 egység. 2. oszlop: transzfekcid utan az érett miR-668 szint
224,4-szeresre emelkedik. 3. oszlop: pre-miR szint alig mérhetd, az endogén
szint 0,8-szorosa. B: miRNS-t expresszal6 vektor transzfekcioja. 1. oszlop: nem
transzfektaltuk a sejteket, az endogén miR-668 szint 1 egység. 2. oszlop:
transzfekcid utan az érett miR-668 szint 8,5-szorosre emelkedett. 3. oszlop: A
pre-miR szint 281,5-szorosre emelkedett.

A transzfekcios kisérletek soran fontos volt annak ismerete, hogy mennyi az az
idedlis konstrukcido és miRNS mennyiség, amivel a transzfektilds sordn a sejteket a
lehetd legkevésbé terheljiik meg, de értékelhetd eredményt kapunk. Ehhez higitasi sort
készitettiink mind a mikroRNS-bél (18. dbra), mind a transzfektalando konstrukciokbol
(19. dbra). A pre-miR-668-bol 0 pmol és 5 pmol kozotti tartomanyban 6 higitast
készitettiink, majd transzfektalas utan mértiik a sejt pre-miR ¢és érett miR szintjét. A 18.
abran lathato, hogy az érett miRNS szint linedrisan emelkedik ebben a tartomanyban,

mig a prekurzor szint gyakorlatilag nulla marad. A késdbbi transzfekciods kisérletekhez
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az 5 pmol mennyiséget valasztottuk, mely megfelel az irodalomban altalanosan hasznalt

mennyiségnek.
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18. abra. Pre-miR-668 higitasi sor. Sziirke gorbe: érett miR-668 relaitv szintje,
fekete gorbe: prekurzor miR-668 relativ szinjte az egyre emelkedd mennyiségii
pre-miR-668 transzfektalasa soran.

A luciferdz riporter gént tartalmaz6 pMIR konstrukci6 esetén 6t higitasi pontot
készitettiink 0 és 1 ug kozott. A belsé kontrollként hasznalt f-galaktozidazt tartalmazo
konstrukciot pedig 0-0,5 pg tartomanyban vizsgaltuk. A 9. dbran lathatod, hogy
mindkét esetben a linedris tartomanyba estek a vizsgalt pontok, tehat ebben a
tartomanyban megbizhaté eredményekhez juthatunk. (Hasonld eredményt kaptunk a
pGL3C tartalmt konstrukciok esetében is.) A luciferdz gént tartalmazd konstrukcio
esettben a 0,1 pg-t, mig a p-galaktoziddzt tartalmaz6 konstrukciénal 0,2 pg-ot
valasztottuk a tovabbi kisérleteinkhez.

Els6ként arra a kérdésre kerestiink vélaszt, hogy a miR-668 valdéban bekotodik-e
a WFS1 3° UTR-hez, és hatassal van-e a transzlacidra. Ehhez haromféle, pMIR vektort
tartalmaz6 kosntrukcioval valamint a pre-miR-668-cal transzfektaltuk a sejteket. Az
egyik konstrukcié a seeddel teljesen komplementer target szekvenicat tartalmazta (G
allélt tartalmaz6 vad tipus), a masodik konstrukcidé a mutalt targetet (seed mutdns), a

harmadik pedig a WFS1-tdl fiiggetlen 3’ UTR-t tartalmazta.
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19. abra. f-galaktozidaz és luciferaz gént tartalmazo konstrukciok higitasi
sora. A: p-galaktozidaz B: luciferazt tartalmazoé pMIR konstrukcio.

A 20. abran lathatjuk, hogy a jo kotOhelyet tartalmazo konstrukcio (vad tipus)
esetében mértiik a legalacsonyabb relativ luciferdz aktivitast, mig a 8 bazisban eltérd
seed mutans kozel kétszeres jelet adott és a teljesen mas szekvenciat tartalmazd
konstrukcio pedig a vad tipus haromszorosat. Ez alapjan elmondhatjuk, hogy a miR-668
valoban bekot a WFS1 mRNS-hez és csendesiti a transzlacidt. Amennyiben a
kotédésért felelds 8 bazist elrontjuk, a miRNS hatdsa gyengiil, tobb fehérje keletkezik
(20. abra kozéps6 oszlopa), de még igy is valamennyire képes az mRNS-hez kotddni,
mert abban az esetben, ha a kotéhely és kornyéke nincs jelen, még magasabb luciferaz
aktivitds mérhetd (20. abra jobb oldali oszlopa).

Szamunkra azonban — ezen tulmenden — az volt a {6 kérdés, hogy az SNP altal
1étrejott egyetlen bazis cseréje okoz-e kiilonbséget a miRNS mRNS-hez valo
kotddésében. Ennek vizsgalatira szintén harom kiilonbozé pMIR tartalmi
konstrukcioval és a miR-668-cal transzfektaltuk a sejteket. A konstrukciok koziil kettd
csak egyetlen bazisban tért el egymastol: a vizsgalt polimorfizmus G (vad) illetve A

alléljat tartalmaztak. A harmadik, kontroll pedig a seed mutans volt. (21. dabra) A két
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allél kozott szignifikdns kiillonbséget kaptunk, miszerint A allélndl magasabb relativ

luciferaz jel mérhetd, mint G allél esetén.

p <0,001
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20. abra. miR-668 koétédése a WFS1 3° UTR-hez in vitro riporter gén
rendszerben. 3 kiilonb6z6 pMIR riporter vektort tartalamzo6 konstrukcio (jo €s
elrontott kotéhelyet valamint elrontott 3> UTR-t tartalmazd) és 5 pmol miR-668
transzfektalasa utan kapott relativ luciferaz aktivitas értékek.
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21. abra. Rs1046322 SNP hatasa a miR-668 kotodésére a WFS1 3’ UTR-hez
luciferaz riporter rendszerben. 3 kiilonb6z6 pMIR riporter vektort tartalmazo

konstrukcio (A allélt, G allélt és seed mutanst tartalmazd) és Spmol miR-668
transzfektalasa utan kapott relativ luciferaz aktivitas értékek.
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A jelenséget megvizsgaltuk mas riporter vektort tartalmazd konstrukciokkal is.
Hasonldan a fenti elrendezéshez, harom kiilonb6zd konstrukcidval (A allél, G allél,
kontroll) transzfektaltuk a sejteket, csak itt pGL3C vektort tartalmaztak a konstrukciok.
(22. dbra) Ebben az esetben is szignifikans eltérés mutatkozott a két allélt hordozo
konstrukciondl: az A allélnal kozel kétszer akkora relativ luciferdz jelet mértiink, mint G

allél jelenlétében.
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22. abra. rs1046322 SNP hatasa a miR-668 kotodésére a WFS1 3° UTR-hez
luciferaz riporter rendszerben. 3 kiilonb6z6 pGL3C riporter vektort tartalmazo
konstrukcio (A allélt, G allélt és seed mutanst tartalmazo) és Spmol miR-668
transzfektalasa utan kapott relativ luciferaz aktivitas értékek.

A kapott eredmények azt mutatjak, hogy a vizsgalt polimorfizmus altal okozott
egyetlen bazis cseréje — az in silico adattal 6sszhangban — megvaltoztatja a miR-668
kotodését a WFS1 3° UTR-jéhez. A ritkdbb A allél elrontja a miRNS felismerési helyét,
¢s igy kevésbé kotddik a target szekvenciajahoz. G allél esetén tokéletes a kapcsolddas,

¢s a miRNS nagyobb mértékben képes kifejteni a transzlacidra gyakorolt gatlo hatasat.
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5 Megbeszélés

5.1 A GSK3B gén kopiaszam variacidi és a bipolaris depresszio
A major és bipolaris depresszid egyre gyakoribb a fejlett orszagokban: az Egészségiligyi
Vilagszervezet (WHO) elérejelzése szerint 2020-ra a koros kedélyallapot a masodik
leggyakoribb munkaképtelenséget okoz6 betegségnek szamit majd. Ezen becslés is
alatdmasztja, mennyire fontos a korkép biologiai hatterének megismerése, hiszen ez
jelentdsen segitené a patomechanizmus megismerését, mely a gyodgyitas €és a prevencio
hatékonysdganak noveléséhez sziikséges. Az elmult évek soran genetikai vizsgalatokkal
szamos, a depresszid 1étrejottéhez kapcsolddo bioldgiai titvonalat azonositottak, koztiik
Kiterjedten vizsgaltak a GSK3B gén polimorfizmusait is (Hur és Zhou 2010). A gén
leggyakrabban vizsgalt SNP-je az rs334558 C/T promoter polimorfizmus. Egyes
tanulmanyokban kimutattak, hogy a C allélt hordoz6 bipolaris depresszios betegeknél a
betegség késobb manifesztalodik (Benedetti és mtsai 2004). Azt is leirtdk, hogy a C
allélt hordozdk jobban reagaltak a litium terapiara (Adli és mtsai 2007). A C allél védo
szerepével ellentétes eredményeket kapott Szczepankiewicz csoportja, akik arrdl
szamoltak be, hogy ez az allél gyakoribb a II. tipust bipolaris depresszidban szenvedd
ndk korében (Szczepankiewicz és mtsai 2006). A fenti polimorfizmus haplotipus
vizsgalata soran asszociaciot mutattak ki az rs334558 polimorfizmus és az 5. intronban
1év6 rs6438552 SNP T-T haplotipusa és a Parkinson-kor kozott (Kwok és mtsai 2005).
Alzheimer-korral allt asszociacidban a 2. intronban talalhatdé A/G SNP A allélja
(Schaffer ¢és mtsai 2008). Az 1. intronban 1év6é rs334555 SNP a major depressziod
jelentkezett a betegség (Saus és mtsai 2010). Az 1. intron a gén promoterével kapcsolt,
igy az rs334558 SNP-vel is, ami a transzkripcios aktivitast befolyésolja, illetve az
rs334558 a 3’ iranyban 1év0 rs6438552 SNP-vel mutat kapcsoltsagot (D’ = 0,67), ami
pedig splice-varianst eredményez, és az A alléljat hordozo major depresszios betegek
kétoldali gyrus temporalis superiordban, valamint a jobb oldali hippocampus-aban
csokkent sziirkedllomany mennyiséget talaltak (Inkster és mtsai 2009).

Az egypontos polimorfizmus vizsgéalatok mellett egyre tobb figyelem iranyul a
hosszabb régidkat érintd kopiaszdm variaciokra is (Stankiewicz és Lupski 2010). Ezen

variansok szintén jelentOs szerepet jatszhatnak a betegségek kialakulasaban, hiszen
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gének duplikalodhatnak, vagy kivagddhatnak altaluk (Fanciulli és mtsai 2010). Méretiik
¢s komplexitasuk miatt azonban vizsgalatuk csak az utobbi években tortént jelentds
laboratorium technikai és informatikai fejlodésnek koszonhetéen valt lehetségessé. A
pszichogenetika teriiletén sziiletett egyik elsO, ilyen jellegli asszociacio vizsgalat a
egyeb pszichiatriai rendellenességben szenvedd betegben (Flomen ¢és mtsai 2006).
Gyenge asszociacidt (p = 0,04) talaltak a pszichozis és a gén delécidja kozott, de a
tObbszoros tesztelésre torténd korrekcid utan az Osszefiiggés statisztikailag nem volt
szignifikans. Egy masik csoport teljes genom analizissel 35 CNV-t talalt (22
amplifikacid, 13 delécid) 30 szkizofrén beteg vizsgalata soran (Moon és mtsai 2006).
Mindegyik CNV jelen volt a betegek 13-52%-aban, ami alatamasztja, hogy inkabb
polimorfizmusnak tekinthetk, mint betegséget okozd mutdcioknak, anndl is inkabb,
hiszen a CNV-k az egészséges populacidban is megtalalhatok. Lachman és
munkacsoportja a GSK3B gént is érinté CNV-r6l mutatta ki, hogy asszocial a bipolaris
depresszioval (Lachman és mtsai 2007). Vizsgélatuk soran a GSK3B gén melletti, a
régiot érintdé CNV-ben szintén szerepld NR1I2 gén 1. exonjanak kopiaszam valtozasa
alapjan irtdk le az amplifikacido és BD kozotti kapcsolatot. Egy késobbi tanulméany
szintén ezt a CNV-t vizsgalta, de egy masik régiot tesztelt: a GSK3B gén 10. exonjat.
Ok is talaltak amplifikaciot és deléciot, de ezek nem mutattak szignifikans sszefiiggést
a depresszidval (Saus és mtsai 2010). Ezeknek az ellentmondé adatoknak az egyik oka
az lehet, hogy a szerz6k két kiilonbozé gént (NR112 és GSK3B) teszteltek. Jelen
munkéank egyik célja az volt, hogy MDD ¢és BD betegekben, valamint egy megfeleld
kontroll csoportban a GSK3B génrégio kopia statuszat pontosabban felmérjiik.

A Database of Genomic Variants alapjan a GSK3B gént érintd kromoszéma
région 5 kiilonozé CNV ismert eddig, melyet vizsgalataink 3 uj varianssal egészitenek
Ki (9. tablazat). A variansok kromoszomalis lokalizaciojat a 9. tabldzat mutatja.

Kisérleteink soran Kkimutattuk, hogy a GSK3B gén 9. exonjaban
szignifikansan gyakrabban fordul elo génszam variacio depresszios betegek kozott
a kontroll csoporthoz képest (p = 0,00051). A beteg mintat MDD és BD csoportokra
felbontva az is kideriilt, hogy ez az eltérés a BD csoportbol szarmazik, a bipolaris
csoportban ugyanis 7,3%-ban forult el6 magasabb kopiaszam ebben a régioban, mig a

kontroll csoportban ez minddssze 1,7% volt (p = 0,00001). Ez az eltérés nagyobb, mint
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8-szoros kockazati tényez6t jelentett a hangulati rendellenesség eléforduldsa

szempontjabol abban az esetben, ha a GSK3B gén 3’ vége (9. exon) amplifikalt.

9. tablazat. A 3q13.33 kromoszomarégio kopiaszam polimorfizmusai. *Az
amplifikéciot és a deléciot ugyanabban a személyben azonositottuk.

Amplifikacio /

Minta Elnevezés ., Erintett régié Hivatkozas
delécio

C3orf15 3’ régio,

NR1I2 teljes gén, lafrate et al., 2004

GSK3B 3’ régio

kontroll, N =36 variation_6205 0/ 1 (kontroll)  NR1I2 5’ régi6 Mills et al., 2006
variation_12326 0/ 1 (kontroll)  NR1I2 5’ régio Mills et al., 2006

1 (kontroll) / 1

kontroll, N =39 variation_0035 (kontroll)

kontroll, N=1 . . Wheeler et al.,
(3.D. Watson) variation_39343 0/ 1 (kontroll)  NR1I2 1. intron 2008
kontroll, N=1 McKernan et al.,

variation_98419 0/1 (kontroll)  GSK3B 7. intron

(nigériai férfi) 2009

2 (IMDD, 1BD)

variation_ HU1 /0

GSKB3B teljes gén

variation HU2 7 (2MDD, 5 NR1I2 3’ régio,

kontroll, N = 414 BD)/0 GSK3B 3’ régio
MDD, N =172 prr s Ronai et al, 2013
BD, N = 260 amplifikacio:
NR1I2 3’ régio é
tion Hu3 L7 (@ kontroll, fegto e
variation_ 13BD)/ 1* GSK3B 3’ régio;
delécio:

GSK3B 5° régi6

A génrégio részletesebb vizsgalatdbol az is kideriilt, hogy a fent emlitett
régio delécidjaval. Az amplifikdcionak és a delécionak ez a furcsa péarosuldsa legjobb
tudasunk szerint eddig ismeretlen volt a pszichidtriai genetika teriiletén. A kérdést
tovabb bonyolitja az a tény, hogy a 3’ régio kopiaszama esetenként igen magas lehet:
20-nal magasabb kopiaszam is mérhet6 volt bipolaris betegek korében (4. tablizat).
Az altalunk kapott adatok és a szakirodalombdl ismert eredmények eltérései részben a

kromoszoma kiilonb6zo helyeihez kotddo probakbol addédhatnak. Hozza kell tenni azt
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is, hogy az éltalunk kidolgozott mddszerekben a kontroll (RNdz P kopiaszamot mérd) és
a vizsgalt régio kopiaszamat mérd probakat ugyanabban a reakcidelegyben alkalmaztuk,
mely pontosabb meghatéarozast tett lehetévé (Szantai és mtsai 2009).

Mindenképpen komplex kérdés, hogy mi lehet a fenotipusos kovetkezménye
kozelmultban kimutattdk, hogy a GSK3B gén kifejezddése transzlacios szinten is
szabalyozodik a miR-26a miRNS-sel (Suh és mtsai 2012). Ez a felismerés egy érdekes
hipotézist vet fel: a 3’ vég amplifikacios szdmanak novelése esetleg a gén részleges
feltehetdleg nem tud kifejezddni, tehat ezekben a GSK3B gén expresszidja jelentdsen
csokken. Ugyanakkor ha az amplifikdlodott miRNS kot régid transzlalodik, a sok
példanyban jelen levé miRNS kotéhely csokkentheti a miRNS géncsendesitd hatasat
(mivel a miRNS-ko6téhely / miRNS arany nd), ami novelheti az ép gének expressziojat.
Ilyen jellegli kompenzéacios mechanizmust jelenleg még nem ismer a szakirodalom, és
ennek bizonyitasa sem egyszert.

A GSK3B CNV eddigi kutatasa azokon a CNV variansokon alapult, melyeket
Osszehasonlitd genomi hibridizacioval (aCGH) végeztek hosszi DNS probékat
(bakterialis mesterséges kromoszoma (BAC) formdjdban kldénozott huméan DNS
darabokat) alkalmazva (lafrate és mtsai 2004). Ezekben a vizsgalatokban a CNV
kiterjedését a BAC klonban talalhat6 DNS-ek hosszéval lehetett azonositani, igy a
GSK3B régid6 CNV-jét a szomszédos két génre (C30RF15, NR112) is kiterjesztették.
Késobb azonban leirtak kisebb kiterjedésti variansokat is (McKernan és mtsai 2009,
Mills és mtsai 2006, Wheeler és mtsai 2008), melyeket egészséges genomokban
azonositottak. Az itt bemutatott munkaban megfigyelt GSK3B CNV variansok eltérnek
az eddig azonositottaktol, aminek legvaldszinlibb oka a kisméretli probak sorozatanak
alkalmazasa a vizsgalt kromoszomalis régioban. Méréseink szerint valamennyi CNV
varians tartalmazza a GSK3B és az NR112 gének 3’ régiojat, de egyik sem foglalja
magaban a C30RF15 gént. Mindossze 2 mintaban (mindketté major depresszids
beteg volt) taldltuk meg a GSK3B gén teljes hosszban amplifikalt formajat, a
génkopia szam ezekben az esetekben 3 volt (HU1-es varians). Jellemzdébb volt a 3’

--------

betegekben. Sajnos az eddig elvégzett vizsgalatokbol nem deriil ki, hogy az
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amplifikacio és a delécio ugyanazt a kromoszomat érinti-e, ehhez csalddvizsgalatra lett
volna sziikségiink.

A CNV-k kutatdsa nagy intenzitassal folyik, mert nagyobb kromoszomalis
régiok amplifikacidja vagy delécidja feltehetéen jelentds hatdsu lehet a fenotipusra
(Lachman 2008). Ugyanakkor a bemutatott vizsgalatok azt mutatjak, hogy egy adott
CNV esetében nem csak az ismétlédési szam, de a kiterjedése is variabilis lehet (9.
abra). Ez megneheziti azoknak az asszocidcio elemzéseknek az értékelhetdségét, ahol
minddssze egy régié amplikon szamaval mérik a CNV eldfordulasat. Nyilvanvalo, hogy
eltéré funkcionalis hatasu lehet az, ha a GSK3B gén teljes egésze, vagy csupan egy része
amplifikalodik. A jelen eredmények fontos moddszertani tanulsaga, hogy egy adott
kromoszomalis régi6 sziik teriiletén is igen eltérd kopiaszam varidnsok forulnak eld,
melyek egyetlen probaval nem azonosithatok. A GSK3B gén teljes teriiletének
amplifikacidjardl példaul az altalunk C-vel és F-fel jelzett primerpar—proba szettekkel
kaptunk felvilagositast, de ez a varians nagyon ritka volt. Ugyanakkor az is lehetséges,
hogy a kromoszomalis doménszerkezet megvaltozdsa Onmagdban is létrehozhat

funkcionalis valtozast (De és Babu 2010).

5.2 MikroRNS kotéhely polimorfizmusok vizsgalatai

A mikroRNS-ek jelentds szerepet toltenek be a fehérjeszintézisben, a fehérjét kodolo
gének mar 60%-arol feltételezik, hogy expresszidjuk miRNS-ek szabalyozasa alatt all.
(Friedman és mtsai 2009). Ha megvaltozik a miRNS cél mRNS-¢éhez valo kotddése,
akkor a fenotipus is modosulhat a fehérjeszint valtozasan keresztiil, adott esetben a
kovetkezmény akar betegség kialakulasa is lehet. A kotodést megvaltoztathatjak olyan
polimorfizmusok, amik a miRNS target mMRNS-¢én elrontjak vagy 1étrehozzak a miRNS
felismerd6 helyét. Ez a felismerd hely a miRNS 5° végén talalhato 6—8 bazis hosszl seed
régioval komplementer szenkvencia az mRNS 3° UTR-jében. Mivel ez a szekvencia
nagyon rovid, érthetd, hogy a tokéletes komplementaritas elengedhetetlen a miRNS
hatdsanak kialakuldsahoz és akar egyetlen bazis cseréje is hatassal lehet a kotodésre. Az
ilyen polimorfizmusok, melyeket miRSNP-nek neveziink, jelentds hatassal lehetnek a

fenotipusra, és asszociacidt mutathatnak kiilonb6zo betegségekkel.
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5.2.1 Molekularis haplotipizalo modszerek

A MiRSNP-k néha halmozottan forulhatnak ¢l6é, és ha 2 miRSNP egymashoz olyan
kozel van, hogy mindketté befolydsolhatja egy adott mikroRNS kotddését, akkor a
genotipus helyett a haplotipus vizsgalata sziikséges. A molekuléaris haplotipus
meghatarozasa azonban eléggé munkaigényes modszer, ezért altalaban inkabb
szamitasokkal igyekeznek meghatarozni az egyes haplotipusok valoszinliségét.
Ugyanakkor munkacsoportunk mar kordbban is kidolgozott molekuléris haplitipizalo

modszereket (Szantai és mtsai 2005), melyek segitségével a haplotipus egyértelmiien

meghatarozhato.
rs3746544 rs1051312 rs3746544 rs1051312
SNAP-25 3° UTR N T @0 AQ @0 U
iR- G, G A.C U C A
miR-510 —©©
miR-641 _®|Q| | |%|‘_ _?Q| T
SNAP-25 3’ UTR NG @6 NG @0 U
miR-510 o C, G, A C,U C Ay —©©Q©®©Q—

23. abra. A két SNP feltéltelezett hataisa a miRNS-ek kotodésére. A négy
panel a négy lehetséges haplotipust abrazolja. A vilagos sziirke korok fekete
betiivel a SNAP-25 3° UTR-jének bazisai, kozottik a polimorfizmusok
allélvaridnsai fekete korok fehér betiivel. A két miRNS seed szekvencidja (sotét
sziirke korokben fehér betll) a 3° UTR alatt és folott lathato. Ahol egy allél
elrontja az MRNS-miRNS komplementaritast (fliggéleges vonal hianya), a
miRNS bazisa kiemelkedik a tobbi bazis vonalabol.

A SNAP-25 gén két miRSNP-je (rs3746544 és rs1051312) in silico vizsgalataink
alapjan két kiilonb6z6 miRNS (miR-510 és miR-641) kotédését is érintheti. A
polimorfizmusok kozelsége miatt mindkettd befolyasolja a miR-641 kotdhelyét, ami a
genotipusok ismeretén tilmenden, a haplotipus meghatarozasanak jelentdségét emeli ki.

A T-T haplotipus esetén tokéletes a miR-641 seed szekvencidjanak kotddése, mig a T—
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C és G-T haplotipusok egy bézist valtoztatnak meg a kotéhelyben. Erdekes modon a
G—C haplotipus, ami két helyen is elrontja a miR-641 kotddését, nem taldlhaté meg a
polpulacioban. A masik miRNS, a miR-510 seed szekvencidjanak kotOdését csak az
rs1051312 SNP ¢érinti, C allél esetén figyelhetd meg a tokéletes kapcsolat a miRNS és a
SNAP-25 gén 3’ UTR-je kozott (23. abra).

Elméletileg mindkét SNP-nek szerepe lehet a SNAP-25 szintézis komplex
szabalyozasaban, aminek ismerete kozelebb vihet a polimorfizmusok ¢s az ADHD
kozott kimutatott asszociacio (Barr és mtsai 2000, Kim és mtsai 2007) molekularis
magyarazatdhoz. A két polimorfizmus lehetséges kdzos hatasa a miRNS-ek kotddésére
ravilagit a haplotipus meghatarozas fontossagara, hiszen nem az 0nalld
polimorfizmusok, hanem inkdbb az A&ltaluk alkotott haplotipusok befolyasoljak a
mMiRNS-ek kotédését. Korabbi tanulmanyunk is alatdmasztotta, hogy molekularis
haplotipizal6 mddszerek hasznos eszkozei a genetikai vizsgalatoknak (Szantai és mtsai
2005), mert plusz informacidval szolgalnak. Jelen munkankkal is alatamasztottuk a
haplotipusok ismeretének fontossagat, kimutattuk, hogy a G—C haplotipus nem
létezik az altalunk vizsgalt magyar populicioban. Ez a jelenség tobb moddon is
magyarazhat6. Lehetséges, hogy az rs3746544 G/T SNP az evolucié soran régebben jott
létre, mig az rs1051312 C/T egy 0j varians, aminek az 6si allélja a T valtozat, mig a C
allél de novo mutacid révén jott létre egy olyan kromoszoéman, ami T allélt tartalmazott
az rs3746544 G/T lokuszon. Feltételezve, hogy az 0 rs1051312 C/T SNP semmilyen
stlyos bioldgiai hatast nem okoz, az (ij T-C haplotipus elterjedhetett a populacidoban.
Masrészrol, a két polimorfizmus kozelsége miatt, crossing-over nem jott még létre a két
SNP kozott, ezért a G—C varians nem tudott még kialakulni. Egy masik lehetséges
magyarazat a G—C haplotipus hidnyara az lehet, hogy ez a haplotipus teljesen elrontja a
miR-641 és SNAP-25 mRNS kapcsolodasat, ami altal a miRNS hatasa megsziinik.
Ennek a kiesésnek olyan kovetkezménye lehet, ami miatt ez a varians nem tudott
elterjedni a populacioban. Barhogy is van, ezek a szempontok kiemelik a molekularis
haplotipizalas fontossagat, mert haplotipizald6 modszerekkel jobban megérthetjiik

szomszédos SNP-k bioldgiai hatasat.
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5.2.2 MikroRNS kotohely polimorfizmusok funkciondlis vizsgalata

Az in silico adatbanyaszassal nyert miRSNP-k csak feltételezetten befolyasoljak a
miRNS kotodését, ezért hatasukat hasznos funkcionalisan is igazolni. Erre alkalmas
modszer a riporter-gén rendszer, ahol a vizsgalt 3> UTR-t riporter gén mogé kell
klonozni. Az igy 1étrehozott konstrukciot a miRNS-sel kotranszfektalva a riporterfehérje
alkalmaznak, mely mogé ligaljak a kétféle inszertet, amik csak az SNP két alléljaban
térnek el egymastdl. Amennyiben a kotéhelyet tartalmazd konstrukcioval alacsonyabb
relativ luciferaz aktivitds mérheté, mint az elrontott kotOhelyet tartalmazd forma
esetében, a polimorfizmus valdban funkciondlis miRSNP-nek tekinthetd.

Ilyen mddszerrel tobb tanulmany igazolta miRSNP-k szerepét betegségekben. A
legtobb eredmény daganatos megbetegedések vizsgalata sordn sziiletett (Chin és mtsai
2008, Saetrom ¢és mtsai 2009), de vannak mas funkciondlis példak is kardiovaszkularis
(Sethupathy és mtsai 2007) vagy autoimmun (Tan és mtsai 2007) korképekben.

Neuropszichiatriai betegségek esetében is sziilettek asszociacidé vizsgalatok
feltételezett miRSNP-kkel kapcsolatban. Az rs13212041 A/G polimorfizmus, ami a
szerotonin receptor 1B- (HTR1B) génben feltehetéen a miR-96 felismerd helyét
valtoztatja meg, asszocidciot mutatott az agressziv viselkedéssel (Jensen €s mtsai 2008,
Sethupathy és Collins 2008). Abelson és mtsai a Tourette szindrémaval hoztak
Osszefliggésbe egy kereteltolodassal jar6 mutaciot az SLITRK1 génben. Itt a mutans
varians (var321-SLITRK1) szekvencia adatok alapjan megerdsiti a miR-189 felismerési
helyét (Abelson és mtsai 2005).

5.2.2.1 A wolframin fehérjeszint transzlacios szabalyozasanak valosziniisitése
Munkacsoportunk in silico kutatassal két feltételezett miRSNP-t talalt a WFS1 gén 3’
UTR-jében, amik ismert miRNS-ek kotohelyét hozzak 1étre (rs9457) illetve sziintetik
meg (rs1046322). Ezt mutatja be a 24. dbra.
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24. abra. A WFS1 gén két miRSNP-je. Az abra felso része a WFS1 mRNS-ét
abrazolja, csillag jeloli a két miRSNP-t (rs1046322 és rs9457). Az éabra alsé
részén a mRNS 3° UTR két, az SNP-ket tartalmaz6 részletének kinagyitdsa
lathat6. Sziirke korokkel a miRNS-ek seed szekvencidja van kiemelve, alattuk
fehér korokkel az mRNS-en taldlhato kotohely, ahol az SNP-k fekete hatteret
kaptak. Bal oldalon az rs1046322 SNP hatasa lathato a miR-668 kotddésére: A
allél elrontja, G allél létrehozza a miRNS kotdhelyet. A jobb oldalon pedig a
mMiR-185 kotddését lathatjuk az SNP fliggvényében: az rs9457 G allélja elrontja
a kotdhelyet, a C allél 1étrehozza.

Egészséges populacid pszichologiai jellemzésének céljabol a WFS1 gén 17 SNP-
jét érintd kutatas keretein beliil vizsgéltuk a gén két miRSNP-jét. Harom kérddiv adatai
alapjan vetettiik 0ssze az agressziora, impulzivitasra, szorongasra és depressziora valod
hajlamot a 17 SNP genotipusaival. A fenti négy pszichologiai dimenzié egymassal
Osszefligg és gyakran tarsulnak egyéb tiinetekkel, mint példaul panik roham,
kényszerbetegség, oOngyilkossdg ¢és erdszak. Az impulziv-agressziv viselkedés
hatterében legtobben szerotonerg diszfunkciot feltételeznek. Emellett a dopamin mint a
jutalmazé rendszer eleme is szerepet jatszik a folyamatban. A WFS1 gén
polimorfizmusait eddig leginkdbb major depresszid, bipolaris depresszid és
ongyilkossagi hajlam vonatkozasdban vizsgaltdk, azonban sokszor sziilettek ellentétes
eredmények (Sequeira 2003), melynek egyik oka lehet a vizsgalatokban szerepld
viszonylag kis esetszam.

Vizsgalatunk sordn 801 személy WFS1 gén polimorfizmusait analizaltuk a
hangulati jellemzdk, impulzivitas és agresszio vonatkozasaban. Ezeknek a pszichologiai

jellemzoknek a szElsé értékei esetenként megtalalhatok wolfram szindromas
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betegekben, ezért felmeriilt, hogy a WFS1 gén polimorfizmusai hatassal lehetnek ezen
pszicholdgiai paraméterek normal varidcidira is. Az agresszid, az impulzivitds, a
depresszid és a szorongas bizonyos mértékben korrelal egymassal (Apter 1990), ezért
vizsgalatainkban mind a 4 pszicholédgiai fenotipust felmértiik. A 17 SNP és 4 fenotipus
vizsgélata miatt hasznaltuk a tobbszords tesztelésre vald korrekciot is, és ezt kovetden
egyetlen szignifikans eredményt kaptunk: az rs1046322 miRSNP genetikai statusza
osszefiiggott az agresszio mértékével. Az AA genotipussal rendelkezé személyek
szignifikinsan magasabb pontszamot kaptak az agresszio skalan a tobbi genotipus
csoportba tartozokhoz képest. Ez a kiilonbség kimutathaté volt az agresszio
valamennyi alskalajan is. Az 1s1046322 Kkapcsoltsagi vizsgalata soran
megallapitottuk, hogy ez az SNP nem kapcsolt sem a tobbi haploblokkal, sem
pedig a 3> UTR-ben vizsgalt tovabbi SNP-kkel. Ezen adatok birtokaban
feltételezhetjiik, hogy az rs1046322 miRSNP nem markerként szerepel, hanem
ténylegesen szerepel az agresszid orokletes hatterének meghatarozasaban.

Annak eldontésére, hogy ennek a polimorfizmusnak milyen funkcionalis hatdsa
lehet, az irodalomban elfogadott riporter gén rendszerben vizsgaltuk a két allél kozotti
kiilonbséget. Luciferaz riporter gén mogé klonoztuk a WFS1 gén 3° UTR-jét, majd
iranyitott mutagenezissel létrehoztunk 3 kiilonb6zd konstrukciot. Ezen konstrukciok
csak a miRNS kotéhelyében kiillonboztek egymastol, miszerint az els6 a G allélt
tartalmazta, a masodik az A allélt, a harmadik pedig az Gn. seed-mutans volt, amiben a
miRNS egész kotdhelyét elrontottuk. HEK293 sejteket transzfektaltunk a fenti
konstrukciokkal valamint a miR-668-cal. Eredményeink igazoltak a polimorfizmus
szerepét a miR kotdodésében. A G allélt tartalmazd konstrukcid esetében kaptuk a
legalacsonyabb relativ luciferaz aktivitast, az A alléllal transzfektalt sejtekben magasabb
jelet mértiink, mig a teljesen elrontott kotShelyet tartalmazd seed-mutdns adta a
legmagasabb jelet. Mindez azt jeleneti, hogy az A allél valéban csokkenti a miR-668
kotodésének valosziniiségét, ami a transzlacio gatlasdnak csokkenését, tehat magasabb
fehérje szintet eredményez.

A miRSNP-k funkcionalitasanak ilyen modi bizonyitasa elfogadott, bevalt
modszer az irodalomban. Tobb munkacsoport vizsgalta kiilonb6zé miRNS-ek kotddését
riporter gén rendszer segitségével. Az esetek tobbségében a vizsgalt gén teljes 3> UTR-

jét klénozzak a riporter gén mogé, hogy jobban tiikr6zze az in vivo koriilményeket. Chin
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¢s mtsai nem kis sejtes tiidorakkal asszocidld polimorfizmust vizsgéltak a KRAS gén 3’
UTR-jében, ami a let-7 miRNS kotddését valtoztatja meg. Kisérleteik soran tobb, mint
50%-os kiilonbséget tudtak kimutatni riporter gén rendszerrel a két allél kozott, kontroll
plazmiddal valé 6sszehasonlitasrél nem szamoltak be (Chin €s mtsai 2008). Az altalunk
kapott eredményekhez hasonlét k6zol egy Gijabb tanulmany. A dopamin D1 receptor
(DRD1) génjében 1év6 rs686 polimorfizmus hatasat vizsgaltak a miR-296 és miR-504
kotddésére luciferaz riporter gén rendszerben. Kisérleteik soran a polimorfizmus a miR-
296 kotddését nem befolyasolja, csak a miR-504 esetében mértek kiilonbozo relativ
luciferaz aktivitast a génvariansok kozott. A kiilonbség itt is szignifikans, de csak 5%
koriili. Kontrollnak az altalunk is hasznalt seed-mutanst valasztottak. A miR-504 seed
szekvenciajaval komplementer régioban cseréltek ki 3 bazist. Ezen csere lecsokkentette
a miR kotédését a vad tipushoz képest, de nem jobban, mint az egyetlen bazis cseréje,
amit az SNP hozott 1étre (Huang és Li 2009). Az altalunk tervezett seed-mutans a teljes
seed-régiot érintette, tehat mind a nyolc bazist kicseréltiik, ami soran a miRNS kotédése
még gyengébb lett, és magasabb relativ luciferdz aktivitdst mértiink, mint az SNP altal
elrontott kotohellyel. Valoszinlileg még ebben az esetben sem sziinik meg teljesen a
miRNS bekotddése, amire Wang eredményébdl kovetkeztethetiink, ahol a 3 UTR-bdl
teljesen deletaltak a miRNS-nek megfelel6 21 bazist és ezaltal kdzel négyszer nagyobb
jelet mértek, mint a kotdhelyet tartalmazo konstrukcidk esetében (Wang €s mtsai 2008).
Lathatd, hogy a kiilonbozé kisérleti rendszerek eredményei jelentdsen eltérhetnek
egymastol, ami az alkalmazott sejtvonalak és miRNS-ek kiilonbozdségébdl adodhat. A
MIRNS-ek érési folyamatahoz, valamint a miRNS-ek mMRNS-hez val6 kapcsolodasahoz
sziikséges faktorok széles skaldjat nem lehet ellendrizni a sejtes rendszerekben.
Eléfordulhat példaul, hogy valamely sejtvonal nem processzélja az adott miRNS-t, ezért
masik rendszerben kell a riporter génen alapuld kisérleteket elvégezni. Ezért fontos in
vivo vizsgalni mind a miRNS, mind a cél mRNS jelenlétét az adott szdvetben.
Amennyiben mindkettot expresszalja a vizsgalt szovet, valdsziniisithetd, hogy a riporter
rendszerben kapott hatasok a szervezetben is lejatszodnak. Egy miRSNP in situ
vizsgalata elméletben lehetséges volna homo- és heterozigota egyedekben a fehérje
mennyiségének Osszehasonlitasaval, de a fehérje termelést sok egyéb faktor
befolyasolhatja, amiket ki kellene zarni a vizsgalathoz, ezért a gyakorlatban ez nem

kivitelezhetd.
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Eset—kontroll vizsgalattal kapott fenotipus és feltételezett miRSNP kozotti
Osszefliggést in vivo funkcionalis vizsgalattal kiegészitve megfeleld bizonyitékat kapjuk
a polimorfizmus tényleges hatasanak. A pszichogenetika teriiltén a fent emlitett DRD1
polimorfizmus mellett Jensen és mtsai kiilonb6zé emberi viselkedésjegyek kandidans
génjei kozott kerestek funkciondlis miRSNP-ket. 22 kandidans gén mRNS-ét vizsgalva
11-nél taldltak olyan polimorfizmust, melyek miRNS kotddést befolydsolhatnak, ezek
nagy része a seed kotddését érinti. Harom gén esetében végeztek luciferaz riporter gén
vizsgalatot. A CNR1 (cannabinoid receptor 1), az SLC6A4 (szerotonin transzporter) és a
luciferdz gén moge, és a két allélvarians hatdsat hasonlitottdk Ossze egymassal illetve
inszertet nem tartalmaz6 vektorral. Az elsd két gén esetében nem kaptak kiilonbséget a
varidnsok kozott. A HTR1B gén rs13212041 A/G polimorfizmus viszont funkcionalisan
iIs MIRSNP-nek bizonyult. A G allél 64%-kal nagyobb relativ luciferaz jelet adott, ami
alatamasztotta a feltételezést, miszerint ez a varinas elrontja a miR-96 kotddését. A
munkacsoport pszichogenetika eset-kontroll vizsgalattal is igazolta az eredmény
fontossagat, kimutattdk az asszocidciot a polimorfizmus és az agressziv viselkedés
kozott (Jensen és mtsai 2008). A WFS1 funkcionalis miRSNP-inek vizsgalata az

irodalomban 4j iranyvonalnak tekinthetd.

5.2.2.2 A wolframin fehérjeszint transzldacios szabadlyozasanak feltételezett funkcidja

A wolframin az endoplazmas retikulum transzmembran fehérjéje és az eddigi
kozlemények alapjan fontos szerepet tolt be az ER stressz szabdlyozdsaban. A
kialakitadsa. Amennyiben a folding megfeleld miikodéséhez sziikséges ER kornyezetet
barmely hatds megvaltoztatja, az ER-ben megemelkedik a nem vagy hibésan
feltekeredett fehérjék mennyisége, ami ER stresszt okoz. Ilyen hatasok lehetnek virus
infekciok, toxinok, gyulladdsos citokinek, chaperon fehérjék hidnya, fehérje szallitasi
hiba, mutans fehérje, vagy az ER fehérje-tultoltése (pl. étkezés utani inzulin termelés)
(Fonseca és mtsai 2009). Ezen allapot helyreéllitasara az organellum a selejtfehérje-
valasszal (UPR) reagdl, ami az ER stressz megsziintetése révén megvédi a sejtet az
apoptdzistol, vagy ha erre nem képes, akkor elinditja a sejthaldl felé¢ vezetd utvonalat.

Az UPR héarom f6 modon szabélyozza az ER stresszt, az IRE1, PERK és ATF6 ER
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transzmembran fehérjékrdl elnevezett Gtvonalakon. Ezek 1ényege, hogy transzkripcios
faktorok révén az ER stresszt csokkentd fehérjék, chaperonok atirodasat segitsék. A
képz6dé fehérjék a transzlacid gatlasa révén az ER taltoltését is megelézik és a
selejtfehérjék lebontasat segitik, ugyanakkor ha a funkciok széles korben karosodtak,
akkor apoptozist inditanak el. Amennyiben az UPR megfeleld egyenstlyban van,
csokkenteni tudja az ER stresszt és képes fenntartani a sejt fehérje homeosztazisat. De
ha az UPR karosodott és tartdsan fennall az ER stressz, akkor irreverzibilis kdrosodasok
¢érik a sejtet €s a folyamat a sejt halalahoz vezet.

A wolframin vizsgalata soran kimutattdk, hogy a fehérje mindharom UPR
utvonalban szerepet jatszik (Fonseca €s mtsai 2005, Fonseca és mtsai 2010). ER stressz
indukald agensek hatdsara a WFS1 mRNS szintje megemelkedik a sejtben, és negativ
visszacsatolassal csokkenti az ER stresszt. Ezt igazolja, hogy amennyiben a wolframin
nincs vagy csak csokkent mennyiségben van jelen a sejtben, akkor az ER stressz gatlasa
is csokken és megemelkedik az ER stressz markerek koncentracidja (pl: BiP, Erola,
hasitott XBP-1, Chop) (Fonseca és mtsai 2005). Ez a modell megfelel a Wolfram-
szindroménak, aminek hatterében a WFS1 gén fehérje-vesztdé mutacioi allnak. A
Wolfram-szindroma els6 korai tiinete a nem inzulin fliggé diabetes mellitus (Rigoli és
mtsai 2011). Mivel a pancreas fS-sejtjei igen nagy mennyiségben termelik az inzulint,
nagyon fontos a megfeleld0 ER miikddés a sejt funkcidja szempontjabol. A diabetes
mellitus ezen csoportjanak jellemzéje az inzulinrezisztencia utan kialakulo f-sejt
diszfunkciéo és mennyiségi csokkenés. Ez a jelenség azzal magyarazhatd, hogy az
inzulin iranti megemelkedett igényt a f-sejtek egy 1d6 utan nem tudjék fedezni. A
folymatosan emelkedett mennyiségben termelt fehérje kronikus ER stresszt valt ki a f-
sejtekben, amit az UPR nem tud kezelni, és ezért sejthalalhoz vezet a folyamat. A
diabetes mellitus hatterében tehat az ER stressz valosziniisithetd. Feltételezhetd, hogy a
wolframin ezen folyamatokban is szerepet jatszik. A diabetes ob/ob egér modelljében
megfigyelték, hogy a szigetsejtek glilkoz hatdsra torténd WFS1 mRNS indukcidja
szignifikansan alulmarad a kontroll egyedekhez képest. Ez azt sugallja, hogy a beteg /-
sejtek mar kronikus ER stressz allapotdban vannak (Fonseca és mtsai 2005). Szintén
egérkisérletekkel bizonyitottak a WFS1 hiany és ER stressz kapcsolatat in vivo. WFS1
hidnyos mutans egerek szigetsejtjeiben az ER stressz megemelkedett €s ezzel egyiitt a

sejtek apoptozisa is (Yamada, et al., 2006). A fenti példak jol szemléltetik a wolframin
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fontossagat az ER stressz szabdlyozasadban. Egy sejt talélésének szempontjabdl fontos,
hogy az ER stressz valasz jol szabalyozott legyen, ha sziikség van ra, akkor hatékonyan
kikiiszobolje a koros fehérje tultoltést, de idovel le is kell csengenie, kiilonben a sejt
halaldhoz vezet a folyamat. Ebben a finom szabalyozdsban a wolframin feltehetdleg
fontos szerepet tolt be az ER homeosztazis helyreallitasdban (Oslowski €s Urano 2011).
Mennyisége az ER stressz valasz sordn transzkripcios szinten szabalyozodik, az mRNS
szintje 3-5-szorosére emelkedik (Fonseca és mtsai 2005). Ezutdn hatasa az id6
fliggvényében folyamatosan lecseng. ER stresszt kivalto DTT kezelésre a wolframin
disszocial az ATF6a-16l, de par ora elteltével elkezd helyreallni az alapallapot (Fonseca
¢s mtsai 2010). Ha tal sok wolframin van jelen a sejtben, akkor ez a lecsengés
elnyljtottabb lehet, ami a sejt koros allapotdhoz vezethet. Valdsziniisithetd, hogy a
fehérje mennyisége nem csak transzkripcids, hanem transzlacids szinten is
befolyasolhato6 és ennek a szabalyozasnak is fontos szerepe lehet a megfeleld ER stressz
valaszban. A miRNS-ek transzlacids szintii szabalyozd szerepét még keveset vizsaltak
ER stresszben. Dai munkacsoportja hepatocellularis carcinoma sejtvonalon bizonyitotta,
hogy miR-221/222 mimetikumok hatasira az ER stressz indukalta apoptozis
megemelkedik (Dai és mtsai 2010). A wolframin esetében ez 1ddig nem vizsgaltdk a
MIRNS-ek szerepét, ezért legjobb tudomasunk szerint munkacsoportunk az elso, aki a
WFS1 gén feltételezett miRSNP-jérol funkcionalis vizsgalatokkal bebizonyitotta,
hogy valoban megvaltoztatja egy miRNS kotédését. Tovabbi kérdés, hogy ez a hatas
a szervezetben is megfigyelhet6-e és szerepe van-e a wolframin ER stresszben betoltott

szerepében.
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6 Kovetkeztetések

Multifaktorialis betegségek hatterében a kornyezeti tényezok mellett a genetikai
faktorok is jelentds szerepet jatszanak. Ezek a genom 0,5%-t ad6 polimorfizmusok
kozott keresendok, melyek oOnmagukban nem okoznak betegséget, de a korkép
kialakuldsanak rizikofaktorai lehetnek.

Az elmult évtizedben kezdték el behatobban tanulmanyozni a mar régdta
vizsgalt egypontos polimorfizmusok csoportjaba tartozo uj funkcionalis SNP tipust, a
mikroRNS-ek kotédését befolyasoldo SNP-ket (miRSNP), mert hatassal lehetnek a
keletkezett fehérjék mennyiségére. Mivel a fehérjét kddold gének 60%-arol kideriilt,
hogy transzlaciojuk miRNS szabdlyozas alatt 4ll, ez az SNP csalad jelentdsen
hozzajarulhat a fenotipusos kiilonbségek kialakitasahoz. Szintén az utobbi években
iranyult figyelem egy masik polimorfizmus-csalad, a tobb szazezer bazispart, és ezaltal
akar tobb gént érinté kopiaszam variaciok (CNV) felé. Ezek a varidnsok nagy
valtozatossagot mutatnak, hatarvonalaik nem egyértelmiiek, ezért sok esetben nehéz
vizsgalni Oket.

Munkacsoportunk ezt a két, 0j tipusti polimorfizmust tanulményozta behatobban
a pszichogenetika teriiletén. Harom kandidans gén miRSNP-it és CNV-jét vizsgaltuk
egészséges, illetve major depresszioban szenvedd populaciokban. A GSK3B irodalmi
adatok alapjan a major és/vagy a bipolaris depresziéo kandidans génje. Tobb SNP-je
mutatott szignifikdns asszociaciot a rendellenességgel, azonban a gént érintd6 CNV
esetében eltérd eredmények sziilettek. Az eddigi tanulmdnyok a CNV hatarvonalainak
vizsgélata nélkiil kutattdk a kapcsolatot a kopiaszam és fenotipus kozott. Ezért
munkacsoportunk az asszociaci0 vizsgalatan talmendéen a CNV genomi
kiterjedését is kutatta. Ezzel a modszerrel harom uj GSK3B CNV varianst sikeriilt
azonositanunk, melyek el6forduldasa tobb, mint nyolcszorosara emelte a bipolaris
depresszio rizikojat. Erdekes modon, a GSK3B 5” végének delécioja a legtobb esetben
kopiaszamot is elért. Ennek az érdekes kombinacionak egy lehetséges magyarazata a
delécido miatt csokkent GSK3B génexpresszié kompenzalasa a mikroRNS-sel torténd
gatlas csokkentése altal az amplifikalt ktéhelyen keresztiil.

A SNAP-25 és WFS1 gének esetében miRSNP-ket vizsgaltunk. In silico
elovizsgalatokkal mindkét génben két miRSNP-t azonositottunk. A SNAP-25
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esetében ez a két polimorfizmus (rs3746544 ¢és rs1051312) két miRNS kotddését is
érinti és minddssze harom bazisra talalhatok egymastol. Kozelséglik miatt a miR-641
Lokalizacidjuk miatt genotipizalasukon tilmenden a haplotipus meghatdrozasa ad
érdemi informaciét funkcidjukat tekintve. Ezért kidolgoztunk egy koltséghatékony
valos ideji PCR-en alapulo haplotipizalo modszert, mellyel tobb, mint 1000 6
haplotipusat hataroztuk meg, és megallapitottuk, hogy a magyar polpuliciéban a
G-C haplotipus nem létezik.

A WFS1 gén mutacioirdl ismert, hogy nagy részilk monogénes homozigdta
formaban sulyos neurodegenerativ betegséghez vezet, melyet gyakran kisérnek
pszichiatriai rendellenességek. A betegséget nem mutatd hordozok kozott szintén
gyakori a pszichiatriai korképek megjelenése, és 26-Szor nagyobb valdszinliséggel
szorulnak pszichiatriai kezelésre, mint a nem-hordozok (Swift és Swift 2000). Epp ezért
valdszintsithetd, hogy a WFS1 gén polimorfizmusai szerepelhetnek a hangulati és az
agresszidval, impulzivitassal kapcsolatos pszichologiai jellegek hatterében is, azonban
idaig nem sziilettek egyértelmii adatok ezen a teriileten. A dolgozatban bemutatott
eredmények igazoljak a WFS1 gén mikroRNS kot régiéjaban azonositott SNP
(rs1046322) és az agresszié kozotti osszefiiggést, mely a tobbszoros tesztelésre torténd
(Bonferroni) korrekcié utan is statisztikailag szignifikans hatasnak bizonyult. Ezen
tulmenden, molekularis vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a WFS1 gén 3’ UTR-jében
lévo rs1046322 hatassal van a miR-668 kotodésére, azaz megfelel a miRSNP
Kritériumanak.

A betegségekkel asszociaciot mutatd polimorfizmusok funkcionalis hatasainak
vizsgélata fontos az adott korkép patomechanizmusanak feltérképezése szempontjabol.
Amennyiben sikeriil pontositani a genetikai variansok biologiai és orvosi vonatkozasu

hatasait, ezek az ismeretek eldsegitik a hatékony prevencid és terdpia kialakitasat.
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7 Osszefoglalas

A genetikai faktorok — a kornyezeti hatasokkal egyiitt — jelentGs szerepet jatszanak a
multifaktorialis jellegek ¢€s rendellenességek kialakuldsaban. Az elmult évtizedben
kezdték el behatobban tanulméanyozni a mar régdta vizsgalt egypontos polimorfizmusok
csoportjaba tartozé 0j funkciondlis SNP tipust, a mikroRNS-ek kotddését befolydsolo
SNP-ket (miRSNP). Szintén az utobbi iddszakban iranyult a figyelem egy masik
polimorfizmus-csalad, a tobb ezer bazispartél akar tobb gént is magaban foglald
kopiaszam variaciok (CNV) felé.

Jelen munkaban harom kandidans gén miRSNP-it és CNV-jét vizsgaltuk
egészséges, illetve major vagy bipolaris depresszidban szenvedd betegcsoportokban. A
GSK3B gént is magaba foglaldo CNV irodalmi adatok alapjan Osszefiigghet a major
depreszio, illetve a bipolaris depresszid rizikojaval, azonban az eredmények
ellentmondasosak. Vizsgalatainkban szignifikans asszociaciot (p = 0,00001) mutattunk
ki a GSK3B kopiaszam variansai és a bipolaris depresszid kozott. Kimutattuk tovabba,
parosul. A SNAP-25 és WFS1 gének esetében miRSNP-ket vizsgaltunk. In silico
elévizsgalatokkal mindkét génben két-két feltételezett mIRSNP-t azonositottunk. A
SNAP-25 miRSNP-k (rs3746544 ¢és rs1051312) két miRNS kotddését is érintik, és
minddssze harom bazisra talalhatok egymastdl. Ezért kidolgoztunk egy PCR alapu
haplotipizaldé moédszert, mellyel tobb, mint 1000 f6 haplotipusat hataroztuk meg, és
megallapitottuk, hogy a vizsgalt polulaciobol a G—C haplotipus hianyzik. A WFS1 gén
egyik feltételezett MiRSNP-jér6l (rs1046322) in vitro riporter rendszerben igazoltuk,
hogy befolydsolja a riporter fehérje képzddését miR-668 kotranszfekcio mellett.
Emellett statisztikailag szignifikans (p = 0,0005) osszefiiggést talaltunk az rs1046322
genotipus €s az agresszio kérddives modszerrel meghatarozott mértéke kozott.

A bemutatott eredmények multifaktoridlis jellegekkel és rendellenességekkel
asszociaciot mutatd polimorfizmusok molekuldris vizsgélatara vonatkoznak. A kapott
eredmények fontosak lehetnek egyes korképek molekularis pathomechanizmusanak

tisztazasaban.
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8 Summary

Both genetic factors as well as enviromental effects play a significant role in the
developement of multifactorial traits and disorders. More and more studies have been
focused on a new functional SNP-variant, the miR-SNPs in the last decade. These
polymorphisms might influence the binding efficiency of miRNAs to their target
sequences in the 3> UTR of protein coding genes. Much attention has also been payed
recently to another type of genetic variants, called copy number variations (CNV).
These polymorphisms can expand to several thousand kilobasepairs and thus can
include several genes.

In this study the miR-SNPs and CNVs of three candidant genes have been
investigated in healthy subjects and patients with major or bipolar depression. Based on
data from the litrature the CNV containing the GSK3B gene might be in connection with
an increased risk to major depression or bipolar disease, but results are conflicting. In
our study we found a significant association between the copy number variants of the
GSK3B gene and the bipolar depression (p = 0.00001). Furthermore we found, that in
most cases the amplification of the 3” end of the GSK3B gene was interestingly coupled
to a deletion in the 5’ region.

MiR-SNPs were investigated in the SNAP-25 and the WFS1 genes. Based on our
in silico analysis we identified two putative miR-SNPs in both genes, respectively. The
miR-SNPs of the SNAP-25 gene (rs3746544 and rs1051312) are only three bases apart
from each other, and they influence the binding efficiency of two miRNAs. Therefore
we invented a PCR-based haplotyping method and determined the haplotypes of more
than 1000 subjects. It was demonstrated that the G-C haplotype was absent in our
population.

We also proved from one of the putative miR-SNPs (rs1042322) of the WSF1
gene in an in vitro reporter system, that the polymorphism influences the production of
the reporter protein when cotransfected with miR-668. Moreover, a statistically
significant association (p = 0.0005) was found between this polymorphism and

agression phenotype, measured by a quastionnaire-based protocol.
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