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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ANOVA
bp
CNV
CpG
Cy5
dATP
dCTP
dGTP
DMEM
DNS
dTTP
ER
Exo |
FBS
GWAS
kb

kDa
LD
MAF
miR
MRNS
nt
OGTT
ONPG
PBS
PCR
PDK1
RFLP

rpm

varianciaanalizis (analysis of variance)

bazispar

1smétlodési szam polimorfizmus (copy number variation)
citozint illetve guanint tartalmazo6 dinukleotid

cianin-5

dezoxiadenozin-trifoszfat

dezoxicitidin-trifoszfat

dezoxiguanozin-trifoszfat

sejttenyésztd oldat (Dulbecco’s modified Eagle medium)
dezoxiribonukleinsav

dezoxitimidin-trifoszfat

endoplazmas retikulum

E. coli Exonukleaz I

fotalis borju szérum (fetal bovine serum)

genom szintll asszociaciovizsgalat (genome wide association study)
kilobazispar

kildalton

linkage disequilibrium

ritka allél gyakorisag (minor allele frequency)
mikro-RNS

hirvivd (messenger) ribonukleinsav

nukleotid

oralis gliikoz tolerancia teszt
orto-nitrofenil-f-D-galaktopiranozid

foszfat puffer oldat (phosphate buffered saline)
polimeraz lancreakci6 (polymerase chain reaction)
foszfatidil-inozitol fiiggd kinaz-1

restrikciés  fragemntum hossziasdg polimorfizmus  (restriction
fragment length polymorphism)

fordulat / perc (rotation per minute)



rSAP

SDS
SLS
SNP

STR
TAE
T1DM
T2DM
UTR
VNTR
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rekombinans alkalikus foszfatdz (recombinant dhrimp alkaline
phosphatase)

natrium-lauril szulfat (sodium dodecyl sulfate)
mintapuffer kapillaris elektroforézishez (sample loading solution)

egypontos  nukleotid  polimorfizmus  (single  nucleotide
polymorphism)

mikroszatellita (short tandem repeat)

Tris—acetat-EDTA (etiléndiamin-tetraacetat) pufferoldat
1-es tipusu diabétesz mellitusz

2-es tipust diabétesz mellitusz

nem transzlalédo régid (untranslated region)

ismétlédési polimorfizmus (variable number of tandem repeats)
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2. BEVEZETES

2.1. A huméan genom

Egy ¢l6 szervezet genetikai anyagat, illetve az a sejtekben ezt reprezentaldé DNS-
molekuldk 0Osszességét genomnak nevezziik. A humén genetika és genomika
tudomanyagainak [1] alapvet6 mérfoldkove volt az emberi genomot alkoté kb. 3
milliard bazisparnyi DNS-szekvencia megismerése, ez az informécid tobb, mint masfél
¢évtizede Internetes adatbazisokban (www.ncbi.nlm.nih.gov, www.ensembl.org)
szabadon hozzaférhetd. Ezen eredmény elérése alapvetéen a Human Genom Projekt
munkajahoz kothetd. Az Egyesiilt Allamokban koordinalt, nemzetkozi osszefogas
keretében végzett munka 1990 6szén kezdddott meg, és — tobbek kozott — {6 célja az
emberi genomot alkotd szekvencia meghatarozasa valamint a human gének azonositasa
volt. Az elsé évek eredményei nem valtottak be maradéktalanul a kittizott célokat:
évente atlagosan kb. 100 000 bp-nyi szekvenciat sikeriilt azonositani, ami alapjan a
teljes genom feltardsa csaknem kilatastalannak tiint. Ekkor a projekt egyik vezetdje,
Craig Venter uj elvi megkdzelitést inditvanyozott. Ennek (,,shotgun sequencing’)
alapgondolata az volt, hogy a rovidebb szakaszok szekvenciajanak meghatarozasa
hatékonyabban kivitelezhetd, igy ez az eljaras a genomi DNS kisebb darabokra torténd
felhasitasat, az egyes fragmentumok megszekvenalasat, majd — az atfedd részek alapjan
— a szekvencia Osszeillesztését javasolta [2]. Bar ezt a megkdzelitést az emberi
genomban vartnal nagyobb szamban eléforduld ismétlddd szakaszok megnehezitettek,
ezzel egylitt a projekt a szazad végére jelentdsen felgyorsult, amiben alapvetd szerepet
jatszott a technika (fluoreszcensen jelolt nukleotidok illetve nagy hatékonysaga
kapillaris elektroforézis berendezések alkalmazédsa) ¢és az informatika ugrdsszerii
fejlodése is. Mindennek koszonhetéen 2003. aprilis 14-én — csaknem napra pontosan 50
évvel a DNS-kettds spiral szerkezetének feltardsa utan — a Humén Genom Projekt
befejez6dott: az emberi 0rokitd anyag kb. 3 millidrd nukleotidbdl 4ll6 szekvenciaja
ismertt¢ valt. Ez azonban kordntsem jelentette a genetikai kutatdsok végét; épp
ellenkezdleg: annak szamos 10j lehet6séget, iranyvonalat kinalt [3].

Az egyik — mind elméleti, mind gyakorlati szempontbol alapvetd jelentéségli —
teriilet a komplex jellegek oOrokletes hatterének kutatdsa, mely mindmaig szdmos

kutatdcsoport 6 érdeklddése. Ezek jellegzetessége, hogy — szemben a monogénesen
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oroklodo tulajdonsagokkal — kialakulasukban szamos kornyezeti és genetikai tényez6
bonyolult kdlcsonhatasa jatszik szerepet: egy-egy orokletes faktor szerepe rendszerint
viszonylag kicsi, és sem nem sziikséges, sem nem elégséges az adott fenotipus
kialakulasdhoz. Ez az oka annak, hogy a genetikai tényezok feltarasa komoly kihivast
jelent, s a human genom szekvencidjanak ismerete — a kezdeti varakozassal ellentétben
»kiolvashatok™ lennének. Szamos, vilagszerte folytonosan ndvekvd gyakorisagot
mutato, és igy alapvetd népegészségiigyi jelentdségii betegség — daganatok, pszichiatriai
rendellenességek, sziv-, és érrendszeri megbetegedések, cukorbetegség stb. — tartozik a
komplex korképek kozé, igy nem meglepd, hogy ezek kutatdsa mind elméleti, mind
klinikai tekintetben dontd fontossdgi. A korképek hatterében meghtiz6dd genetikai
tényezOk megismerése a megeldzés illetve a prognozis josldsa mellett a molekularis
szintli patomechanizmus megértését is segitheti, ami végsé soron Uj gyogyszer-
tamadaspontokat, és igy a célzott és egyénre szabott kezelési stratégiak fejlodését
eredményezheti. Napjainkig még azonban a szamos, tobb ezer beteget vizsgalo,
nemzetkozi egylittmitkddés keretében megvalosuld projektek eredményei sem vezettek
el oda, hogy sikeriiljon valamely komplex korkép genetikai hatterét teljes korlien,

egyértelmiien feltarni [4].

2.2. Genetikai variaciok

Az akar monogénesen, akar komplex moddon 06roklédd tulajdonsdgok genetikai
atlagosan 0,5%-ban tér el egymastol. Ezek a genetikai varidciok tobb szempont szerint
is csoportosithatok. A ritka allél-valtozat el6fordulasi gyakorisaga (MAF — minor allele
frequency) alapjan polimorfizmusokrol (MAF > 1%) és mutaciokrol (MAF < 1%)
beszélhetiink. Szerkezetiik szerint mind a mutaciok, mind a polimorfizmusok két 6
csoportba sorolhatok attol fiiggéen, hogy csupan egyetlen bazispart €rintenek, vagy
hosszabb DNS-szakaszra terjednek ki. Az 1% gyakorisagot elérd, egyetlen nukelotidot
megvaltoztatd variaciokat egypontos nukleotid polimorfizmusnak (SNP — single
nucleotide polymorphism) nevezziikk, az azonos szerkezetli, ritkabb valtozatokat
pontmutacionak hivjuk [1]. A human genomban meglehetésen sok SNP és pontmutacio

fordul el6: az NCBI SNP adatbazisaban (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) jelenleg
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tobb, mint 672 millié varidciot tartanak nyilvan. Kis kiterjedésiik miatt ugyanakkor
mégis az emberek kozotti kiilonbozéség csupan kb. egy oOtddéért (azaz 0,1%-nyi
kiilonbségeért) felelnek ezek a polimorfizmusok €s mutaciok.

A genetikai varidciok masik fo csoportja tobb nukleotid megvaltozasaval jar.
Leggyakrabban egy adott DNS-szakasz hianyat (delécio), vagy szam feletti
el6fordulasat (inzercid és ismétlddési variaciok) jelentik, s bar lényegesen kisebb
szamban fordulnak eld, mint az SNP-k ¢&s pontmuticiok, mégis a genom
variabilitdsanak jelentOs részét adjak. Ennek oka, hogy mind az érintett szakasz hossza,
mind pedig az ismétlédési szam rendkiviil széles hatarok kozott valtozhat: ennek
megfeleléen mig az SNP-k esetén szinte mindig csupan 2 allél fordul eld, addig ez a
szdm az ismétlddési variaciok esetén nem ritkan 10 folott van. Mindezek miatt a
nevezéktan is bonyolultabb, és nem ritkdn némileg atfedé kategéridkat alkalmaz. A
mikroszatellitdk vagy STR-ek (short tandem repeat) jelentik a legrovidebb szakaszra
kiterjed6 variaciokat. Az ismétlodé szakasz hossza rendszerint 2 és 9 nukleotid kdzott
valtozik, az ismétlédési szam ugyanakkor kimagasléoan variabilis lehet kiilondsen
azokban az esetekben, amikor a polimorfizmus nem kodold6 genomi régidban
helyezkedik el.

Az ennél hosszabb szakaszt (kb. 10-100 bp) érintd ismétlddési varidciokat VNTR-
nek (variable number of tandem repeats) vagy miniszatellitinak hivjuk. Itt sem
mondhato ritkasdgnak, hogy az ismétlédési szam széles tartomanyban valtozik még
olyan esetben is, amikor a polimorfizmus fehérjét kodold szakaszon helyezkedik el:
rendkiviil kiterjedt irodalma van a 4-es tipusi dopamin receptor 3. exonjaban
elhelyezked6 48 bp-0s VNTR-nek [5-7], amely a fehérje harmadik citoplazmatikus

crer

szamos pszichologiai jelleggel és pszichiatriai rendellenességgel hoztak Osszefiiggésbe
[8, 9].

Az ismétlddési variaciok sajatos csoportjat képezik azok a polimorfizmusok,
melyek meglehetésen hosszu (akér 10° bp nagysagrendbe esd) szakaszok
ismétlédésével, atrendezddésével, esetenként hianyaval jarnak. Ezeket ismétlddési szdm
polimorfizmusnak (CNV — copy number variation) nevezziik. Emlitésre mélto, hogy
kiterjedésiikbdl adédéan a Human Genom Program soran nem keriiltek felismerésre,

egy évvel késobb jelentek meg az elsé tudomanyos kozlemények melyek beszamoltak
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arrol, hogy ilyen jellegli variaciok az egészséges személyek esetén is meglehetdsen

magas gyakorisaggal fordulnak el6 [10, 11].

2.2.1. Genetikai variaciok vizsgalo modszerei

Az orokletes jellegek (kiilondsen a komplex fenotipusok) genetikai hatterének
tanulmanyozasa soran nagy szamu minta hatékony és gyors genotipizalasa
alapkovetelménynek mondhatd, nem meglepé tehat, hogy mind az SNP-k, mind az
ismétlddési varidciok elemzésére szamos eljarast dolgoztak ki az elmult évek soran.

Ezek zOme a vizsgdlt régidé polimeraz lancreakcioval (PCR) torténd
felsokszorozdsan, és a kapott fragmentumok -elektroforetikus illetve fluoreszcens
detektalasan alapul. A PCR soran a polimorfizmust tartalmaz6 genomi régiorol ciklusos
folyamat soran nagy szamu azonos masolatot allitanak elé. Mivel a DNS-fiiggé DNS-
polimerazok egy lanc szintézisét elkezdeni nem képesek, csupan egy mar meglévo
molekulat tudnak meghosszabbitani, igy mesterséges, egyszalit DNS-molekulakkal, a
primerekkel kijelolhetd az amplifikdlanddo régi6. A huméan genom feltardsa
természetesen jelentOs eldrelépés volt ezen a teriileten is, mivel a vizsgalt szekvencia
ismerete a primerek tervezése soran alapvetd. Egy PCR-hez legaldbb két primer
szlikséges: ezek gy hibridizdlnak a minta-DNS egyik illetve masik szaldhoz, hogy 3’
végeik egymas felé¢ néznek, igy a ciklusos reakcid soran a primerek altal kozrefogott
szakaszrol exponencialisan ndovekvd szdmu masolat keletkezik. A képzdédd DNS-
fragmentumok gélelektroforetikus eljarasokkal vagy real-time PCR esetén a PCR alatt
torténd fluoreszcens technikékkal detektalhatok.

Ez a roviden Osszefoglalt alapkoncepcio a kis kiterjedésti ismétlddési varidciok
(mikroszatellitdk és VNTR-ek) elemzéséhez elegendd, mivel ebben az esetben éppen az
adott régi6 hosszat kell meghatarozni. Ennek megfelelden a polimorf régidt kozrefogd
primerek segitségével elvégezhetd az amplifikdc6, majd a PCR-termékek
gélelektroforetikus elemzésével az ismétlddési szam meghatirozhatd. Technikai
szempontbol kihivast jelentenek azok a varidciok (mikroszatellitdk és rovid inzercidk,
deléciok), melyeknél a varidbilis modul hossza nagyon kicsi, mivel ebben az esetben a
hagyomanyos horizontalis agardz gélelektroforézis felbontoképessége nem mindig
elegendd az egyes allélok megbizhato elkiilonitésére. Ilyen esetekben a kapillaris
elektroforézis [12] vagy a mikrofluidikai eszkozok alkalmazasa [6] jelentheti a

megoldast.
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SNP-k és nagy kiterjedést ismétlddési varidciok (CNV-k) elemzése estén viszont —
kiilonb6zé okokbol — tovabbi illetve eltérd Iépések sziikségesek a genotipus
meghatarozasa soran. SNP-k esetén ennek oka az, hogy a baziscsere a polimorfizmus
koriili DNS-szakasz hosszat nem valtoztatja meg, igy a PCR-t kovet6 elektroforetikus
méret-meghatarozds dnmagaban nem elegendd a genotipus megallapitasdhoz. Szamos
modszer latott napvilagot az elmult évek soran, melyekkel a DNS-szekvencia eltérése
elektroforézissel detektalhatd hosszusagkiilonbséggé vagy meghatarozott szini
fluoreszcens jellé alakithato.

Az RFLP (restrikcios fragmentum hosszisag polimorfizmus) a Il-es tipusu
restrikciés endonukleazok alkalmazéasan alapul. Ezek az enzimek igen specifikusan
adott szekvencianal hasitjak a dupla szali DNS-t. fgy ha az SNP az enzim felismerd
helyén talalhatd, akkor a kiilonb6z6 genotipusok esetén eltérd hasitasi mintdzat jon létre
a PCR-t kovet6 emésztés soran, ami gélelektroforézissel lathatdva teheto.

A ,,Surveyor” nukleaz egy specialis DNS-t hasit6 enzim, ami szintén alkalmazhato
SNP-k kimutatasara. Tulajdonsaga, hogy a DNS-t olyan helyeken hasitja el, ahol hibas
bazispar taldlhato, noha megjegyezendd, hogy az enzim kiilonb6zd szabalytalan
bazisparok iranti affintidsa nem azonos. A technika lényege, hogy a PCR-t kovetden a
mintdkat ismert szekvenciaji fragmentummal hibridizaltatjdk, igy azokon a helyeken,
ahol a vizsgalt minta szekvenciaja ettdl eltér, 1étrejohetnek a hibas bazisparok. Ezt
kovetden a gélelektroforézis sordn a hasitasi mintazat alapjan informacié nyerhetd arrol,
hogy a minta szekvencia a referencia fragmentuméval azonos-e. Az eljaras
jellegzetessége ennek megfelelden, hogy — szemben sok mas technikaval — a vizsgalt
régidban 1évo barmilyen, akar eddig ismeretlen mutacié vagy SNP feltarasara alkalmas,
ugyanakkor annak pontos helye illetve a megjelend 0j szekvencia csak tovabbi
modszerekkel (leggyakrabban DNS-szekvenalassal) azonosithato [13].

Az allélspecifikus amplifikaci6 (ARMS — Amplification-refractory mutation
esik [14]. Ezekkel a primerekkel 3’ exonukleaz aktivitassal nem rendelkezé enzimek
hasznalata esetén csak akkor keletkezik PCR-termék, ha a megfeleld allél jelen van az
SNP helyén. Természetesen Un. kiils6 primerekkel javasolt kontroll fragmentumot
amplifikalni, hogy kizarhato legyen, hogy a termék hianya valamilyen technikai hiba

kovetkezménye.
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A DNS-polimeraz, a DNS-ligdizhoz hasonléan egy hidnyz6 foszfodiészter kotés
1étrehozasara (azaz egy ,,nick” megsziintetésére) csak akkor képes, ha a DNS-szalak
tokéletesen komplementerek egymassal. Ennek megfeleléen az enzim az allélspecifikus
probat a kozvetleniil mellé¢ hibridizal6 DNS-molekulaval csak akkor koti Ossze, ha
megfeleld allél van jelen a DNS-mintdban (,,0ligonucleotide ligation assay” -
allélspecifikus oligonukleotid ligalas), és igy a proba minden nukleotidja kotédik ahhoz
hidrogénkotésekkel. Ezt koveti a képzodd termék végére hibridizald primerekkel
végzett PCR, ami — értelemszerlien — csak akkor képez terméket, ha a ligalas
végbement. Az eljaras kapillaris elektroforézis ¢és eltérd hosszusagi probak
alkalmazéasaval hatékonyan multiplexalhat6: ez a technika az MLPA (,,multiplex
ligation-dependent probe amplification” — multiplex ligalas-fiiggd proba amplifikacio),
mely az SNP-k és pontmutaciok genotipizalasa mellett kisebb és nagyobb kiterjedésii
inzerciok, deléciok ¢és kopia szdm polimorfizmusok (CNV-k) vizsgalatira is
alkalmazhato6 [15-19].

DNS-lancok hibridizaciojan alapul a rendkiviil nagy atereszté képességii ,,DNS-
chip” technologia is. Szdmos 1 platform az SNP-k és CNV-k elemzését parhuzamosan
kinalja, a technika fejlddésének kdszonhetden ma mar elérhetéek olyan nagy siirliségii
microarray-ek, melyek segitségével tobb, mint 1,8 milli6 16kusz (SNP illetve CNV)
vizsgalhato egyidejilleg [20]. Az eljaras lényege roviden, hogy a feldarabolt,
fluoreszcens festékkel jelolt, egyszali vizsgaland6 DNS-molekuldk a chip felszinére
rogzitett probakhoz kotddnek szekvencidjuk komplementartidsa alapjan. A detektalo
rendszer ezt kdovetden leolvassa az egyes poziciokban mérhetd fluoreszcens jelet: ennek
alapjan nem csak az adott szekvencia jelenléte vagy hidnya, hanem annak relativ
mennyisége is meghatarozhat6 [21].

A primerextenzid nevli modszert egyes forrasok miniszekvenalasként is emlitik,
mivel a technika — kémiai szempontbol — a Sanger-szekvenalassal rokon. Ennél az
eljarasnal — szemben az allélspecifikus PCR-rel — a primer 3’ végével éppen a vizsgalt
l6kusz melletti nukleotidhoz kotddik, s a reakcioelegy a négyféle lanctermindtor
(leggyakrabban didezoxi- vagy aciklo-) nukleotidot tartalmazza négy kiillonb6z6 szini
fluoreszcens festékkel megjelolve. A reakcid sordn a primer csupdn egyetlen
nukleotiddal hosszabbodik meg, mivel a DNS-szintézis természetes szubsztratjai
(dATP, dCTP, dGTP és dTTP) nincsenek jelen az oldatban. Azt pedig, hogy melyik
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nukleotid épiil be, vagyis milyen szinti lesz a képzddd termék, a minta genotipusa
hatdrozza meg. A képz0dd fragmentumok azonositdsa erre alkalmas kapillaris
elektroforézis berendezéssel torténik, ami a négy szin detektaldsa, tehat a genotipus
meghatarozasa mellett a multiplexalds lehetdségét is kinalja. Eltérd hosszisagu
extenzids primerek alkalmazasaval ugyanis az egyes polimorfizmusokhoz tartozé
kiilonb6z6 szinii jelek az elektroferogram eltérd pozicidiban jelennek meg, igy egy
reakcioban — a koriilményekt6l fliggden — akar 6-8 SNP parhuzamos clemzése is
megvalosithatd [22]. Ugyanezen az elven alapul a SNPstream nevi, rendkiviil nagy
ateresztoképességli eljaras. A primer extenziés reakciok egy 384-es talca
mintahelyeiben elhelyezett apré ,microarray”’-ekhez rdgzitve mennek végbe, igy
egyetlen mérés soran tobb ezer genotipus hatarozhaté meg [23].

A valos idejli (real-time) PCR 1ényege, hogy a keletkez6 termékeket nem a reakciot
kovetden, hanem azzal parhuzamosan, folyamatosan detektaljak. Erre két f6 technikai
lehetdség kinalkozik: az aspecifikus, DNS-interkaldtor festékek (pl. SYBR Green, Eva
Green, SYTO-csalad stb.) alkalmazasa, illetve a szekvencia specifikus fluoreszcens
probak hasznalata [24]. A ciklusrdl ciklusra torténé detektalas nem csupan a teljes
munkafolyamat lerdviditését, igy a hatékonysag novelését szolgalja, hanem a
mennyiségi meérések lehetdségét is kindlja. Lehetévé valik wugyanis annak
meghatarozasa, hogy a reakcié mely szakasza tekinthetd a hatékony fazisnak, amikor a
termékek mennyisége valoban jO kozelitéssel ciklusrol ciklusra megkétszerezodik.
Ebben a szakaszban a kiinduldsi minta mennyisége pontosan, megbizhatéan
kiszamolhato, s a mddszer nagy elénye sok mas technikahoz képest, hogy rendkiviil tag,
kb. 4 nagysagrendnyi az a koncentraciotartomany, ami egy mérésben feldlelhet6 [25].

A valds idejii PCR alapu technikdk az SNP-genotipizalds soran kedvelt eljarassa
valtak. Bar itt nincs sziikség mennyiségi meghatarozésra, de a rendszer hatékonysaga,
gyorsasaga ¢€s az eredmények kiértékelését is magaban foglald automatizalhatosag igen
elényos szempontok. Az eljaras 1ényege az, hogy a reakcidelegyben — a PCR-elegy
szokasos Osszetevoi mellett — jelen van két proba, melyek az egyik illetve masik alléllal
komplementerek és eltérd szinli fluoreszcens festékkel vannak megjeldlve. Tobbféle
technika ismert: az egyik leggyakrabban alkalmazott eljards a ,,molecular beacon”
(molekularis jelz6fény) nevii probak hasznalatan alapul, szintén széleskortien elterjedtek

a TagMan probak is [26]. Mindkét megkozelités alapja, hogy az intakt probak
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alapallapotban nem bocsatanak ki fluoreszcens jelet, mert egy csillapitd (,,quencher”)
molekula a préban 1évo fluoreszcens festék altal kibocsatott fényt elnyeli. A ,,molecular
beacon” esetén ezt a molekula hajtli szerli szerkezete biztositja, a hurok-rész azonban —
a megfelel6 allél jelenléte esetén — a minta DNS-sel stabilabb kettds lanct szerkezetet
képez, igy a molekula ,,szétnyilik”, a fluoreszcens festék a csillapitotol eltavolodik, és a
proba jelet bocsat ki [27]. Bar a TagMan-probak nem képeznek ilyen jellegli sajatos
masodlagos szerkezetet, az alapelv hasonld. A DNS-polimeraz a PCR sordan 5’
exonukleaz aktivitdsaval a mintahoz hibridizalé probat lebontja, igy a quencher és a
fluoreszcens festék eltavolodik egymastol [28]. Mindkét esetben tervezhet6k olyan
probak, melyek egyetlen nukleotidnyi szekvencia-kiilonbségre érzékenyek, igy az egyes
mintak esetén a két kiilonb6zd szinli fluoreszcens szigndl ardnya alapjan a genotipus
leolvashat6. A TagqMan OpenArray rendszer a technika rendkiviil nagy
ateresztoképességli  valfaja. Egy mikroszkopos targylemezhez hasonld méretii
acéllemezen 1évé lyukakban, 33 nl térfogatii reakcidelegyekben végezhetok el az
amplifikacids reakciok, egy lemezen 48 db 64 mintahelyet tartalmazé régid talalhato,
igy egy mérés soran tobb, mint 3000 genotipus meghatarozasa valosithaté meg [29]. A
technika SNP genotipizalas mellett kvantitativ real-time PCR-ek kivitelezésére is
alkalmas [30].

SNP-k kimutatasa olvadaspont analizissel is elvégezhetd. Ez a real-time PCR-alapu
modszer az eddig bemutatottaktol lényegesen eltér: szekvencia specifikus probak
helyett DNS-interkalator festékek képezik miikodésének elméleti hatterét. A technika
elve az, hogy ezek a festékek csak a dupla szalit DNS-hez kotddnek, egy szalu DNS-sel
viszont nem adnak jelet. [ly modon meghatarozhat6 a DNS olvadaspontja, vagyis az a
hémeérséklet, ahol a molekula két lanca elvalik egymastol, mivel ez a folyamat a
fluoreszcens jel lecsokkenésével nyomon kovethetd. Megfeleld érzékenységii detektald
rendszert alkalmazva akar egyetlen nukleotidnyi szekvencia eltérés, azaz egy SNP is
kimutathat6 [31]. Megjegyzendd, hogy az olvadaspont megvaltozasanak hatterében az
adott fragmentumban 1évé barmilyen szekvencia eltérés allhat, igy a moddszer
Onmagaban nem nyujt biztos informaciot egy adott SNP genotipusarol, ugyanakkor
éppen emiatt alkalmas 1j, eddig még ismeretlen polimorfizmusok felderitésére is [32].

A denaturdlo gradiens gél elektroforézis (DGGE) és az egyszalu konformacio

polimorfizmus (SSCP — single-strand conformation polymorphism) szamos tekintetben
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rokon az olvadaspont méréssel. Az alapelv ennél a két eljarasnal is az, hogy a DNS
térszerkezetét illetve a hidrogén-hidak kialakuldsat a szekvencia befolyasolja, igy a
vizsgalt szakaszon beliil elhelyezkedd barmely — akar korabban még nem azonositott —
variacio feltarhat6. A denaturdld gradiens gélelektroforézis sordn olyan gélt
alkalmaznak, ami a molekuldk vandorlasi irdnyaval parhuzamosan egyre ndévekvod
mennyiségben tartalmazza a denaturalé agenst (ureat vagy formamidot). Ennek
megfelelden a kiilonb6zé molekulak (szekvencidjuktol, azaz 1ényegében a H-kotések
szamatol fliggden) a gél adott pontjan denaturdlodnak, elektroforetikus mobilitasuk itt
jelentésen lecsokken, igy a kapott mintazat alapjan a szekvenciabeli kiilonbségek
azonosithatok. A PCR amplifikécio sordn az alkalmazott egyik primer 5’ végén egy
GC-gazdag régio talalhato (,,GC-horgony”), ez megakadalyozza, hogy a két DNS-lanc
teljesen elvaljon az elvalasztas alatt [33]. A mddszer specialis valtozata a hémérséklet
gradiens gél elektroforézis (TGGE — temperature gradient gelelectrophoresis), itt az
elébb bemutatott eljarashoz hasonléan a vizsgalt DNS-ek olvadaspontja kozotti
kiilonbség mutathatdo ki [34]. SSCP soran az egyszaluva tett DNS-t denaturald
kortilmények kozott analizaljak a gélelektroforézis soran. Optimalis esetben egyetlen
nukleotidnyi eltérés is megvaltoztatja a nukleinsav lanc feltekeredését, és a létrejott
térszerkezetbeli modosulas eltérd elektroforetikus mobilitast eredményez [35].

Noha a CNV-k nagy kiterjedésii ismétlédési variacioknak is tekintheték, elemzésiik
mégsem mindig egyszerti feladat. Ez éppen méretiikkkel magyardzhato: a varidbilis régid
rendszerint lényegesen nagyobb, mint amekkora DNS-szakasz a PCR soran
amplifikalhato, igy a VNTR-eknél vazolt PCR és azt kovetd gélelektroforézis
genotipizalasukra nem alkalmas. Vizsgélatuk ezzel szemben kvantitativ mérésként
foghat6 fel: azt hatarozzdk meg, hogy egy adott szekvencia a szokasos kett6tdl eltérd
szamban van-e jelen a genomban. Ennek megfelelden tobb — mennyiségi elemzésre
alkalmas — technika hasznalhaté vizsgalatukra. Egyik legelterjedtebb, nagy
hatékonysagu eljaras az aCGH (array based comparative genome hybridization). Ennek
alapelve 1ényegében a DNS-chip technologidval azonos. A lapka felszinére rogzitetten
talalhatok a teljes genomot reprezentdld probak (rovid egyszala DNS-molekuldk), ezzel
hibridizaltatjak a vizsgalt genomot megfelelden fragmentalt formaban egy tn. referencia
genommal egyiitt. A két minta (vizsgalt és referencia) DNS-molekulai eltérd szinl

fluoreszcens festékkel jeloltek. A kiilonbozd szinli molekuldk kompetitiv. mdédon
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kotddnek a chipen 1évo probakhoz, eltérd génszam (1:1-nél nagyobb vagy kisebb arany)
esetén a megfeleld poziciok szine megvaltozik, ami alapjan a kopiaszam leolvashato
[36].

Célzott, egy vagy néhany régidra iranyuld vizsgalat esetén a real-time PCR alapt
eljarasok rendkiviill pontos és megbizhatd eredményt adnak. A mérés mind DNS-
interkalator, mind specifikus probak alkalmazasaval kivitelezhetd, a relativ kvantifikélas
soran belsé kontrollként olyan genomi régiot alkalmaznak, melyet egyetlen CNV sem
érint, igy kopiaszama minden esetben 2-nek tekinthet6 [37].

A DNS vizsgalatara, a genetikai variaciok azonositdsdra természetesen a DNS-
szekvenalasi technikdk alapveté lehetdségként kindlkoznak. A ma mar
hagyomanyosnak mondhaté Sanger-szekvenalas mellett egyre inkabb tért hoditanak az
Uj generacios eljarasok (NGS — next generation sequencing), ez utobbiak a mennyiségi
meghatarozas (CNV-analizis) lehetdségét is kinaljak, mivel a vizsgalt szekvenciat
rendkivill sok példanyban, atfedd szakaszok Osszeillesztése révén hatarozzak meg [38].
Ezen technikdk részletes bemutatisa azonban meghaladnd e dolgozat terjedelmi

korlatait.

2.3. WFS1 gén wolframin fehérje

crer

benne 8 exon talalhatd (/. dbra A rész) [39]. A génrdl 6 kiilonb6z6 transzkriptum
irodhat at, amelybdl 3 kodol fehérjét. A 890 aminosavbol allo, 100 kDa tomegii
wolframin fehérje az endoplazmatikus retikulum transzmembran glikoproteinje. A
wolframin fontossaga fOleg intracellularis lokalizaciojabol adodik. A fehérjének 9
transzmembran hidrofob tetramer régidja van, hidrofil N-termindlisa a citoplazma
iranyaba, C-terminalisa pedig az ER lumene felé néz (1. dbra B rész). A human WFS1
ortologjat 174 kiilonb6zo fajban mutattak ki, 87%-0s aminosav egyezést mutat az
egérben kifejez0d0 homolog fehérjével. A wolframin szinte az 6sszes eddig vizsgalt
szovetben expresszalodik, de a legmagasabb értékeket szivben, agyban [40],
hasnyalmirigyben ¢és inzulinoma f-sejtvonalakon mérték [41, 42]. Northern blottal
vizsgalva a WFS1 joval magasabb expressziot mutatott a hasnyalmirigy sziget
sejtjeiben, mint az a-sejtekben vagy az exokrin pankreaszban. Mivel a WFS1 csak a S-

sejtekben expresszalodik a hasnyalmirigyen beliil, valamint inzulin szekrécid soran
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expresszidja novekszik, feltételezik, hogy a wolframin szerepet jatszik az inzulin nativ
térszerkezetének kialakulasaban a pf-sejtek endoplazmatikus retikulumaban [43]. A
wolframin egy 400 kDa-os komlexet képez az ER membranjaban, N-glikozilacidja
alapvetden fontos a fehérje érése illetve stabilizacidja szempontjabol [42]. A Wolfram-
szindroma modell allataként létrehozott, WFS1 mutins egerekben gliikkoz hatasara
csokkent inzulin szekréciot figyeltek meg. Immunhisztokémiai vizsgalattal ezekben az
egerekben csokkent S-sejtszamot detektaltak, mig a WFS1-et csak alig kifejez6 a-sejtek
szama nem valtozott. Izolalt szigetsejtek magas gliikoz koncentraciora illetve ER stressz
induktorokra megndvekedett apoptdzist mutattak. Az eredmények alapjan a wolframin
fontos szerepet jatszhat mind a f-sejtszam fenntartdsdban, mind pedig a gliikoz
indukalta inzulin exocitozisaban [44]. Az ER stressz hatasara mind a WFS1 mRNS,
mind pedig a wolframin fehérje mennyisége megnd. Az expresszid szabalyozasat az
UPR (unfolded protein response) soran az Irela és a Perk szabalyozzdk. Egér
hasnyalmirigy sziget sejtekben gliikkdz indukalta inzulin szekrécid esetén megndétt a
WFS1 expresszidja. Bizonyitottak, hogy S-sejtekben a gén fontos szerepet jatszik az ER
homeosztazisanak fenntartdsiban. Normal inzulin szekrécio soran is megemelkedik a
WFS1 expresszidja. f-sejtekben a WFS1 inaktivalasa ER stresszt, és a sejtek
diszfunkcidjat okozza. Wolfram-szindroma patogenezise soran a wolframin fehérje
funkciojanak kiesése kronikus ER stresszt okoz a hasnyalmirigy f-sejtjeiben [43].
WFS1-hianyos egerekben progressziv inzulin hidnyt és diabéteszt mutattak ki. Ezekbol
az egerekbdl szarmazo hasnyadlmirigyek transzkriptomat illetve az inzulin szekréciot
vizsgalva azt figyelték meg, hogy a szigetsejtek mennyisége joval kevesebb volt, mint a
heterozigota és vad tipusu egerekben, illetve gliikéz indukcié hatasara joval
alacsonyabb szintli inzulin szekrécié volt kimutathatd. A proinzulin mennyiségében
ugyanakkor nem volt szignifikans eltérés [45]. Immunfluoreszcens elemzéssel és
elektronmikroszkoppal vizsgalva azt talaltak, hogy a wolframin nem csak a S-sejtek ER-
aban lokalizalodik, hanem a szekretdlt granulumok membranjaban is jelen van. A
wolframin azaltal, hogy szabéalyozza az inzulin tartalmi granulumok kémbhatasat, fontos
szerepet jatszik a proinzulin—inzulin atalakulasban és az exocitozisban [46]. A
wolframin egy kalmodulin ko6td fehérje, ami szamos cellularis fehérjével
kolcsonhatasban befolyasolja a sejt kiilonbozo Ca2+-jelétviteli utvonalait, valamint

fontos szerepet jatszik a sejten beliili Ca?*-homeosztazis szabalyozasaban [47].
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A
4pl6.1
exon 1 2 3 4 5 6 7 8
bp I I I I II I -
165 234 83 145 17181 149 1812
B
citoplazma

1. abra. A WFS1 gén és a wolframin szerkezete. A rész: A WFS1 a 4.
kromoszoma rovid karjan helyezkedik el, 8 exonbdl all és 33,4 kb
hosszusdgu. B rész: A génrdl expresszalodo, 100 KDa témegii wolframin
fehérje az ER membrdanjaban lokalizalodik, 9 transzmembran régiot
tartalmaz. N-termindlisa a citoplazma, C-terminadlisa az ER lumene felé néz.

1938-ban Wolfram és Wagener 4 érintett testvért vizsgalva irta le el0szor a réla
elnevezett betegséget, a Wolfram-szindromat (WFS; OMIM 222300). A DIDMOAD-
ként is nevezett korkép egy ritka autoszoémadlis, neurodegenerativ betegség, ami
diabétesz inszipidusszal, diebétesz mellitusszal, optikus atrofiaval és siketséggel jar
egyliitt, amely gyakran tarsul kiilonb6z6 mentalis zavarokkal is. A klinikai
manifesztaciok sokszinlisége miatt meglehetdsen nehéz a diagnozis feléllitasa, ami az
inzulin fliggd diabétesz mellitusz és a kétoldali optikus atrofia alapjan torténik.
Legtobbszor a fiatalkori (15 év alatt) nem autoimmun inzulin fiiggd diabétesz jelenik
meg el6szor. A betegség prevalencidja 0,013% [48] és 0,18% [49] kozott valtozhat a
kiilonb6z6 populaciokban [50, 51]. A szindroma igen magas mortalitassal tarsul, a
betegek 30 éves koruk koriil leggyakrabban centralis 1égzési elégtelenség kovetkeztében
halnak meg [39, 52]. A betegség leggyakrabban nem autoimmun, nem HLA-kapcsolt
inzulin-fiiggd diabétesszel kezdédik 6 éves kor koriil, és szinte minden betegnek
szlikséges inzulin terdpia. A Wolfram-szindromas betegeknél megjelend inzulin-fiiggd
diabétesz klinikai tulajdonsagai eltérnek az egyes tipusu diabéteszes betegekétdl [53]. A
diabeteszes betegek kozott ugyanakkor joval gyakoribb a Wolfram-szindréma

eléfordulasa 0,57-4,8% [48, 50]. Gyerekkori egyes tipust cukorbetegeket vizsgalva azt
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talaltak, hogy koztiik atlagosan 7 évvel késébb diagnosztizaltak csak a Wolfram-
szindromat a kezdeti téves T1DM diagnozis miatt [54]. A betegséggel szamos
neurologiai tiinet tarsulhat (hallas kéarosodas, ataxia, periféridlis neuropatia, mentalis
retarddcid, demencia, pszichiatriai korképek). Wolfram-szindrémas betegek 60%-anak
volt mar valamilyen depresszids epizodja, ongyilkossagi kisérlete vagy pszichozisa
[55]. Egy 1% gyakorisagt WFS1 mutaciot heterozigota formaban hordozo, korhazi
apolasra szoruld betegek kozott nyolcszor gyakrabban fordult elé valamilyen
pszichiatriai korkép illetve 6ngyilkossag [56]. Egy legtijabb kutatas szerint a Wolfram-
szindromat okoz6 WFS1 mutaciok dominansan és recessziven is oroklodhetnek, illetve
nagy varianciat mutatnak a betegség kezdetét illetve a korkép lefolyasat illetden is [57].

Mindezen klinikai megfigyelések vetették fel annak gondolatat, hogy a gén —
nagyobb gyakorisdgl — polimorfizmusai pszichiatriai betegségek és diabétesz mellitusz
riziké faktorai lehetnek. Az rs4689388 SNP és a kettes tipusu cukorbetegség kapcsolatat
elészor 2009-ben mutattak ki egy GWAS vizsgalat soran [58]. T6bb asszociacid
vizsgalat metaanalizise bizonyitotta, hogy az rs1046320 és az rs10010131 SNP-k riziko
faktorai a kettes tipusu diabétesznek [59]. A két SNP szorosan kapcsolt, az rs10010131
a gén 4. intronjaban, az rs1046320 pedig a 3° UTR-ben helyezkedik el. Az elmult
években az SNP-k illetve a DNS-szekvencia meghatarozasat célzd technikak
robbanasszeriien fejlédtek, az egyes polimorfizmusok bioldgiai hatasdnak idd- és
munkaigényes elemzése ugyanakkor ezzel legtobbszor nem tud 1€pést tartani. Ez lehet
az oka annak, hogy a fenti SNP-k molekularis funkcidjanak felderitése még varat
magara, ami ebben az esetben azért is kiilondsen jelentds, mivel két szorosan kapcsolt,
de eltérdé génszakaszon elhelyezkedd polimorfizmusrdl van sz6. Ez ugyanakkor nem
szamit kivételnek: altalanossdgban elmondhatd, hogy a genom szintli asszocidcid
elemzések soran felderitett kandidans gének legtobbjének valodi, molekularis biologiai

funkciéjat mindmaig sem sikeriilt azonositani.

2.4. A génexpreszio szabalyozasa

Az 1Un. konstitutiv, vagy haztartasi gének kivételével egy sejtben a génexpresszid
folyamatos, és Osszetett szabalyozas alatt all, mely mind a transzkripcid, mind pedig a
transzlacidé szintjén megvaldsulhat. A folyamat Osszetettségét bizonyitja, hogy ezen

szabalyozasi szintek kozott is gyakori a kapcsolat: pl. egy miRNS egy transzkripcids
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faktor atirasat is gatolhatja. Eukariotak esetén ez idoben é€s térben egymastol elvalasztva
zajlik. Folyamatosan valtozik, hogy egy adott pillanatban és szovetben melyik
fehérjékre van éppen sziikség, erre pedig a szervezetnek minél gyorsabban és
gazdasagosabban reagalnia kell. A mai kutatasok egyik f6 irdnyelve ennek a
differencidlt génexpresszionak, illetve annak molekularis hatterének pontos megértése.
Az atiras végtermékeként megjelend fehérje mennyisége (eldallitas €s lebontas szintjén
1s) és mindsége (kiilonb6zo izoformak, poszttranszlaciés modositasok) is szabalyozhato.
Az alternativ splicing, RNS-interferencia ¢és RNS-szerkesztés esetén pedig
poszttranszkripcidsan, de még a transzlacidé megkezdése elott zajlik a szabalyozas.

Szamos transzkripcids faktort ismeriink, amelyek a DNS RNS-re torténd atirasat
szabalyozzak. Azonositasukat, és vizsgalatukat azonban nagyban megneheziti, hogy az
adott géntdl viszonylag nagy tavolsagokban 1évé DNS-szakaszhoz is kotddhetnek,
valamint egy gén atirdsat egyszerre tobb transzkripcios faktor illetve koaktivator
kiilonb6z6 kombindcidkban szabalyozhatja. A DNS-kotd fehérjék szerepe viszonylag
régota ismert, az viszont, hogy egy adott betegség kandiddns génjeit hogyan
szabalyozzak a kiilonbozd transzkripcios faktorok, mindmaig kutatott. Hasnyalmirigyre
specifikus transzkripcids faktorok segitségével a STAT3 jelpalyan keresztiil S-sejt
képzddést (neogenezis) sikeriilt indukalni [60]. Az un. CpG-SNP-k kiilonb6z6 alléljaik
réveén létrehozhatnak, vagy torolhetnek egy lehetséges metilacios helyet a genomban,
ezaltal szabalyozva az adott gén expresszidjat. Diabétesz kandidans SNP-ket vizsgélva,
pankreasz szigetsejtek piroszekvenalasaval kimutattak, hogy a WFS1 promoterében 1évo
rs1801214 CpG-SNP kiilonb6z6 alléjainak hatdsara megvaltozik a szigetsejtek
metilaciés mintazata. gy a genetikai és epigenetikai tényezék kolcsonhatésa
befolyasolhatja a S-sejtek funkciojat, ami hatassal lehet a cukorbetegség kialakulasara is
[61].

A génkifejezddés szabalyozasa a miRNS-ek segitségével is végbe mehet, melyek
kotddhetnek az mRNS 5° UTR-€hez, kodolo régidjahoz, illetve legtobbszor a 3° UTR-
hez [62]. Ha Iétrejon az mRNS és a miRNS kapcsolodasa, akkor rendszerint az adott
fehérje expresszidjanak csokkenése tapasztalhato. A miRNS-ek tobb modon fejthetik ki
hatasukat: gatolhatjak a transzlacid iniciaciojat, lassithatjdk vagy akar meg is allithatjak
az elongéciot, okozhatnak korai riboszoma levalast, fehérje degradaciot, valamint az

mRNS deadenilacidjat is. A fehérje mennyisége altalaban csokken, viszont ez
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bekovetkezhet gy is, hogy kozben az mRNS szintje valtozatlan. A szabélyozas
rendkiviil Osszetett, bioinformatikai adatok alapjan egy génhez tobb szdz miRNS is
kotddhet, illetve egy miRNS-nek szamos célgénje lehet [63]. Az érett miRNS-ek kb. 22
nukleotidbdl allnak, az mRNS-miRNS kapcsolddasat dontden, viszont csak a miRNS 5’
veégétdl szamitott 2—8. nukleotid kdzotti szakasz, az Un. seed régié hatdrozza meg. Az
interakciot ugyanakkor a molekula tovabbi komplementaritisa is szabdlyozza. Epp
ezért, a miRWALK2.0 adatbazisban talalhatd, kizardlag szekvencia adatok alapjan
josolt 127 216 865 interakcid csupan toredékét sikertilt sejtes rendszerben is validalni.
Ezek az in vitro mérések sem jelentenek azonban biztositékot az in vivo fiziologias
jelentéségre, mivel ezekben a kisérletekben az adott szoveti expresszids mintdzattol
joval eltérve, magasabb koncentracidban vizsgaljak az mRNS—miRNS kolcsonhatast. A
mMIRNS-ek illetve az altaluk szabalyozott célgének szama folyamatosan n6, mara tobb
szabalyozzak. A miRNS-ek kétféle mechanizmussal képzddhetnek. Ha az adott miRNS-
nek sajat génje van, akkor az az RNS-polimeraz II segitségével irodik at az Gn. pri-
MIRNS (primer-miRNS), amely akar 3000 nukleotid hosszisagu is lehet, és tobb
miRNS hurokszerii prekurzorat is kodolhatja. Az érési folyamat soran 5° végére 7-metil-
guanozin sapka (cap), 3 végére pedig poli-A-farok szintetizalodik. A DGCRS8
(DiGeorge Syndrome Critical Region 8) fehérje felismeri a hajti szerkezeteket, ami a
Drosha-val komplexet képezve vagja ki az adott pre-miRNS szekvenciat. Ha a miRNS-
nek nincs sajat génje, akkor a pre-miRNS egy Uin. host gén splicingja soran, a kivagodo
intronokbol jon 1étre. Ebben az esetben azonban nem képzddik ra sapka és poli-A-farok.
A pre-miRNS a sejtmagbdl az exportin-5 transzporteren keresztiil, energiaigényes
folyamattal jut a citoplazmaba, ahol tovabbi érési folyamatokon megy keresztiil. Egy
RN4z III csaladba tartd endonukledz, a Dicer hasitja ki azt a hurok szerli szakaszt, ami a
két dupla szala részt 0sszekoti. A molekula mindkét szalabol képzddhet érett miRNS,
azonban altalaban az egyik lebomlik, €és csak a masik vesz részt a szabalyozasban. Ha
foleg az egyik szal expresszalodik, akkor ezt miR-ként azonositjuk, a masik szl pedig
miR* jelolést kap. Mas esetben, amikor mindkét szal hasonlé mértékben fejezdédik ki, a
miR-5p és miR-3p elnevezés alkalmazhatd. Az érett miRNS fehérjékkel kapcsolodva
hozza 1étre az RNS indukalta csendesité komplexet (RISC: RNA-induced scilencing

crer
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miRNS expresszidjdnak megvaltozdsa szertedgazd valtozasokat eredményezhet. A
folyamatosan atir6do, tgynevezett haztartasi gének szekvenciajaban kevesebb miRNS
kotodési hely talalhatd. A miRNS altali szabalyozas fontossagara utalhat az a tény is,
hogy a pre-miRNS szekvencidk csupan 10%-aban dokumentaltak SNP-ket, a seed
régiok érintettsége pedig minddssze 1% [65]. Tobbek kozott ez lehet az oka annak,
hogy ezeket a polimorfizmusokat mindeziddig nem vizsgaltdk a GWAS tanulmanyok.
Ha azonban mégis eléfordul egy polimorfizmus a miRNS szekvenciajaban, az nagy
hatassal lehet a target gének expressziojara, ezaltal szamos biologiai folyamaton
keresztiil a kiillonboz6 betegségekre vald hajlamra is. Az adott szdvet expresszios
mintazata is alapvetden meghatarozza a potencialisan, csupan szekvencia adatok alapjan
miRNS érést és target felismerést, ezaltal autoszomalis domindns modon 6roklédd
siketséget okoz [66]. Kimutattak, hogy a pri-miR-124a-t érint6 rs531564 SNP G allélja
gyakrabban fordul el6 T2DM betegek korében, illetve emelkedett miR-124a
expresszioval jar [67]. Egy masik tanulmanyban a pre-miR-34a-ben 1évé SNP ritka
allélja magasabb érett miR-34a szintet okoz a pankreasz fS-sejtekben, ami egyben a j-
sejtek apoptozisaval jar egyiitt [68]. Az IGF2R (insulin-like growth factor Il receptor) 3’
UTR-ében 1évé T2DM-mel asszociaciot mutatd ACAA inszerci6 / delécié [69] a miR-
kotéhelyének megfeleld delécios allél esetén csokkent fehérje expresszids szintet
mértek [70]. Annak ellenére, hogy az mar széles korben elfogadott, hogy miRNS-eket
érint6 SNP-k rizikofaktorai lehetnek a T2DM-nek, a hattérben htzddod pontos
molekularis mechanizmusok felderitése mindmaig véarat magara.

Az elmult par év kutatdsai vilagitottak ra, hogy az tigynevezett UTR SNP-knek
szintén fontos szerepiik van a fehérjetermelés szabalyozasaban. Ebben az esetben nem a
mikroRNS, hanem éppen a kotOhely szekvencidja valtozik meg, ami természetesen
ugyanugy befolyasolja a két RNS kapcsolddasat és ennek megfelelden valtozhat a
szabdlyozd folyamat hatékonysaga. Ezzel egyiitt a gének 3° UTR szakaszaiban
lényegesen gyakrabban talalunk polimorfizmusokat feltehetéen azért, mert ebben az
esetben rendszerint csak egyetlen mMRNS-miRNS kapcsolat modosul, ami legtobbszor
enyhébb kovetkezményekkel jar. Ugyanakkor mégis valosziniisithetd, hogy ez a

hatdsmechanizmus is hozzajarulhat betegségek genetikai hatterének meghatarozasahoz.
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Munkacsoportunk koradbban egy pszichogenetikai vizsgalat soran Kimutatta, hogy az
rs1046322 A alléljat hordozok magasabb pontszamot értek el az agressziot,
impulzivitast, szorongast, valamint depressziot vizsgaldé kérdéiveken. Ez a
polimorfizmus egy miR-SNP, ami a miR-668 kotédését valtoztathatja meg. Riporter
rendszerben vizsgalva sikeriilt kimutatnunk, hogy a miR-SNP kiilonb6z6 allélja
megvaltoztatja az adott mikro-RNS kotddésének hatékonysagat, igy befolyasolja a
keletkez6 fehérje mennyiségét [71]. A HNF1B (Hepatocyte nuclear factor 1-beta) 3’
amely tobb mikro-RNS felismerési helyét is megvaltoztathatja. A gén terméke egy
transzkripcids faktor, amely a hasnyalmirigyben szabalyozza a novekedést és fejlodést.
Kimutattak emellett, hogy in vivo szerepe van a majban az inzulin hatasanak
szabalyozasaban ¢és a gliikoz anyagcserében. Az SNP A allélja védd szerepet jatszhat a
T2DM kialakulasa soran. In vitro sejtes rendszerben luciferaz konstrukciokkal
vizsgaltdk a lehetséges mikro-RNS-ek illetve a 3 UTR kapcsolodésat, tehat az
expresszi0 szabdlyozasat. Két SNP (rs2229295 ¢és rs1800929) helyezkedik el
érinti. Igazoltak, hogy az rs2229295 SNP A allélje esetén mind a miR-214-5p, mind
pedig a miR-550a-5p hatasara csokkent az expresszid. Két tovabbi mikro-RNS esetén
viszont nem sikeriilt hasonld eredményeket kapni. Az rs1800929 szintén miR-SNP,
kozvetleniil az rs2229295 mellet helyezkedik el, ugyancsak a vizsgalt 4 mikro-RNS
expresszi6 szabalyozasara: nem sikeriilt szignifikans kiilonbséget kimutatni a
fehérjeszintekben a kiilonbozé allélok jelenléte esetén [72]. Ezen eredményekbdl is
latszik annak a fontossaga, hogy az in silico adatok alapjan josolt kotédéseket minden

esetben egyesével igazolni kell kisérletes uton is.
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3. CELKITUZESEK

A kutatas 6 célja a WFS1 gén szabalyozé régidiban elhelyezkedd néhany, kivalasztott

genetikai polimorfizmus funkcionalis és asszociacio vizsgalata volt. A tervezett munka

16 feladatai kozé tartozott:

a vizsgalni kivant polimorfizmusok in silico modszerekkel torténd kivalasztasa,
hatékony genotipizal6 rendszer kidolgozasa, mely alkalmas az rs148797429 6 bp-0s
inzerci6 / delécio6 varians vizsgalatara,

olyan eljaras beallitdsa, melynek segitségével a szabalyozo régio SNP-i multiplex
rendszerben, egy reakcidoban elemezhetdk,

a vizsgalt SNP-k kozotti LD és az altaluk alkotott haplotipus blokkok meghatarozasa,
genetikai asszocidcid vizsgalat elvégzése annak elemzésére, hogy a kivélasztott
polimorfizmusok bizonyos allélvariansai gyakrabban fordulnak-e el6 1-es illetve 2-es
tipust diabétesz mellituszban szenvedd betegekben,

in vitro sejtes rendszer beallitasa és alkalmazéasa a promoterben illetve 3 UTR-ben
elhelyezkedd SNP-k biologiai hatdsdnak (transzkripcio illetve miRNS kotddés)

vizsgalatara.
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4. MODSZEREK

4.1. A vizsgalatban résztvevo személyek

Az asszociacié vizsgalat soran 900 cukorbeteg ill. 892 egészséges személy DNS-
mintdjat vizsgaltuk. Mind a beteg, mind a kontroll személyek etnikailag homogén
(kaukazusi) csoportot alkottak, egymassal rokonsagi kapcsolatban nem alltak. A
kisérleteket az Egészségligyi Tudomanyos Tandcs Tudoményos ¢s Kutatasetikai
Bizottsaga (ETT-TUKEB) jovahagyta (4514-0/2010-1018EKU), a DNS-mintavétel
illetve a kisérletek megkezdése elott minden résztvevd részletes tajékoztatdt kapott
(mely Osszefoglalta a tanulmany céljat és menetét), majd irdsos beleegyezd
nyilatkozatot toltott ki. A szdmozéassal kodolt mintdkat anonim modon kezeltiik. A
kontroll csoportba tartozd egészséges személyek oOnkéntes alapon jarultak hozzd a
kutatashoz.

A betegek a Semmelweis Egyetem Il. Belgyogyaszati Klinika jarobeteg-
ambulancidjan és fekvobeteg-részlegén alltak illetve allnak kezelés alatt. A diabetes
diagnodzisanak felallitdsa éhomi vércukorértékek illetve 75 gramm oralis gliikozterhelés

kiértekelése (OGTT) alapjan tortént a WHO kritériumainak megfelelden.

4.2. Mintavétel és DNS izolalas

A DNS-mintavétel a laboratoriumunkban kidolgozott nem-invaziv mddon tortént. A
kollaborald6 munkatarsak segitségével maguk a vizsgalati személyek vattapalcaval 15—
20 masodperces dorzsoléssel az iny és a bucca teriiletér6l szajnyalkahartya-sejteket
gytjtottek. Ez elegendd mennyiségli DNS-t biztositott a genotipizalashoz. Egy
személytdl egyidejlileg két mintat (,,A” és ,,B”) vettiink, majd feldolgozasig —20 °C-on
taroltuk. A parhuzamos minték feldolgozasat — az eseteleges technikai hibak elkertilése,
valamint a megbizhatosag fokozasa céljabol — a DNS-tisztitastol a genotipus
meghatarozasaig végig egymastol elkiilonitve végeztiik el. Az izoldlashoz a mintat 450
ul 6ssztérfogatth mintavevo pufferbe helyeztiik, amelynek dsszetétele: 0,1 M NacCl, 0,01
M Tris-HCI (pH = 8), 0,5% SDS, 0,2 mg/ml proteinaz K (Sigma-Aldrich). A DNS-
izolalast egy éjszakan at tartd6 56 °C-os inkubalas eldézte meg, amely alatt a sejtek
lizaltak, az SDS denaturalta, a proteinaz K pedig megemésztette a fehérjéket. Masnap,

az ¢jszakai inkubaciot kdvetden a fiiltorld palcikdkat tartalmazo mintavevo csoveket 10
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percig centrifugaltuk (3000 rpm), és a nyers kivonatbol 400 ul-t Eppendorf csdvekbe
mértiink at. Az RNS emésztését RNaz A-val végeztiikk, amit a fehérjék denaturalasa
kovetett telitett NaCl oldattal. A DNS kicsapasa izopropanollal és etanollal tortént, majd
a DNS csapadékot 100 ul 0,5x TE pufferben (5 mM Tris pH = 8, 0,5 mM EDTA)

reszuszpendaltuk. Egy éjszakan at torténd 4 °C-os inkubaciot kovetden minden egyes

c sy

4.3. Insilico modszerek

Munkank sordn szamos online adatbazist hasznaltunk. A WFS1 gén szekvencidjat,
illetve polimorfizmusainak adatait az NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene), és az
Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html) génbankjabol toltottiik le. A mikro-RNS
kotédést befolyasold polimorfizmusok (miR-SNP-k) azonositasara a Patrocles [73], a
PolymiRTS [74] és a miRWalk 2.0 [75] adatbazisok alltak rendelkezésiinkre. A vizsgalt
mikro-RNS-ek szekvenciait a miRBase (http://www.mirbase.org/) adatbazis tartalmazta.
A transzkripcios faktorok bekotddésének vizsgdlatdra az AliBaba 2.1 (http://gene-
regulation.com/pub/programs/alibaba2/index.html) programot hasznaltuk. A PCR soran
hasznalt primerek tervezését az NCBI Primer Blast programjaval (https:/www.
ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) végeztiik. A kiilonb6z6 luciferaz kostrukciokat
iranyitott mutagenezissel hoztuk létre, az ehhez hasznalt primereket a kitet forgalmazé
cég QuikChange Primer Design programjaval terveztik (http:/www.genomics.
agilent.com/primerDesignProgram.jsp). A primerek ellenérzését, olvadaspontjuk
szamitasat az Oligo Calc: Oligonucleotide Properties Calculator [76] programmal
végeztiik. Az 1000Genomes projekt adatait a http://browser.1000genomes.org/
index.html oldalrol toltottiik le. Restrikcids enzim hasité helyeket NEBcutter v2.0

(http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) segitségével kerestiink.

4.4. SNP genotipizalasi modszerek

4.4.1. Real-time PCR

A WFS1 gén 7 SNP-jének genotipizalasa Applied Biosystem 7300 real-time PCR
késziilek segitségével, a ThermoFisher cégtél rendelt TagMan kitekkel tortént
(rs6824720: C__30903802_10; rs10010131: C__30473796_10; rs13147655:
C__ 22272143 10; rs1801208: C__ 2401737_10; rs1046320: C__ 2873369_10;
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rs1046322: C__ 8841086 _1 ; rs9457: C__ 2873371 _10). Ezek a kitek tartalmaztak a

két primert, illetve az allélspecifikus, fluoreszcensen jelolt probakat. A reakcioelegy kb.

crer

crer

dNTP, ROX referencia festék, TagMan PCR puffer és MgCl,) tartalmazott 6 pl
végtérfogatban. A 95 °C-on torténd 10 perces elddenaturalast 40 kétlépcsods ciklus
kovette (95 °C 15 sec és 60 °C kozOs annedlas és extenzid 1 perc). A képzodod
fluoreszcens jelet a berendezés minden ciklusban a 60 °C-0s szakasz alatt detektalta. Az
amplifikalas utdn még egy 1 percig tartdé 60 °C-on torténd detektalast végeztiink (allelic
discrimination — végpont analizis). Az ebbdl nyert adatokat a 7300 System Software
segitségével elemeztiik. Egy reakcid a két allélnak megfeleléen két probat tartalmazott,
a probak specifitasa akkor a legnagyobb, ha az SNP pozicid az oligonukleotid kdzépsd
harmadaban helyezkedik el. A probak 5° végiikon fluoreszcens festékkel jeloltek: az
egyik allélra specifikus proban FAM, a masikon VIC riporter talalhatd; 3’ véglikre
pedig MGB (,,minor groove binding”) quencher (ThermoFisher) van kotve. A riporter
molekula altal kibocsatott jel csak akkor detektalhatd, ha a proba a minta DNS-hez
kotodik (azaz a probanak megfeleld allél jelen van a vizsgalt mintdban), és a DNS-
polimeraz 5° exonukleaz aktivitasa révén az extenzid soran elhasitja azt. igy a riporter
(FAM ill. VIC) fluoreszcens jele felszabadul a 3° végen 1évé quencher (csillapitd)
molekula gatld hatasa alol, ennek megfelelden a mért fluoreszcencia (FAM- és VIC-)

jelek alapjan az egyes mintak genotipusa megallapithato.

4.4.2. Allélspecifikus amplifikdcio

Az 154273545 (T/G) SNP esetén egyiranyu allélspecifikus amplifikdcio segitségével
végeztiik a genotipizalast. Ennél a modszernél két, azonos iranyu, allélspecifikus (a 3’
végén a polimorfizmus egyik alléljara komplementer bazist tartalmazo), valamint két
kiils6 primert alkalmazunk. Egy minta elemzése két reakcidelegyben torténik, melyek a
két kiils6 primer mellett az egyik illetve a masik allélspecifikus oligonukleotidot
tartalmazzak. A specifikus primer csak a megfeleld allél jelenléte esetén kotddik be, igy
err6l csak abban az esetben keletkezik termék, ha az adott allél jelen van a vizsgalt
SNP-l16kuszon. Két kiilonb6zd hosszusaghi termék keletkezhet ennek megfelelden: a
kiilsé primerek 4altal meghatidrozott hosszabb, valamint a specifikus primernek

megfeleld allél jelenléte esetén egy rovidebb fragmentum. A kiils6 primerek
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segitségével keletkezd hosszabb termék jelenléte utal arra, hogy a reakcié megfeleléen
miikodik, a genotipus meghatarozasa pedig a rovidebb, allélspecifikus fragmentumok
két parhuzamos reakcioban megjelené mintazata alapjan olvashato le. A primerek
szekvenciait (SigmaAldrich) és a keletkez6 termékek méretét az 1. tabldzat tartalmazza.
A 10 pl-es reakcidelegy kb. 4 ng genomi DNS-t, 200 uM dATP-t, dCTP-t, dGTP-t és
dTTP-t; 1x puffer oldatot, 1x Q-oldatot, 1-1 uM kiilsé szenz és antiszenz primert, 0,25
U HotStarTaq DNS polimeraz enzimet (BioMarker) illetve 1 uM allélspecifikus primert
tartalmazott. A PCR elédenaturacioval kezd6dott 95 °C-on 15 percig, majd 40 ciklus
kovetkezett: 1 perc denaturalas 94 °C-on, 30 sec annealds 67 °C-on, és 1 perc extenzid
72 °C-on. A reakcid végén 10 perc végso extenzid tortént 72 °C-on, majd a mintakat 8
°C-on tartotta a gep.

A PCR termékeket 1,5% agarozt és 2% metaphor agarozt (Biocenter) tartalmazo
gélben valasztottuk el egymastél 1,5 oran at 110 V fesziltségen futtatva.
Molekulatomeg markerként 100 bp-os 1étrat hasznaltunk. Az elektroforézist 10 perces
etidium-bromidos (0,5 pg/ml 1x TAE oldatban) festés kovette, majd UV-fény
segitségével detektaltuk a képz6dott termékeket.

1. tdblazat.  Allélspecifikus  amplifikacio Az  rs4273545 SNP

rrrrr

tulajdonsdgai.
T Keletkezett
Név Szekvencia (5°— 3°) R g) termék
hossza (bp)
WFS1 p45 1 TCT TGC AGC GCC GGA ATA GGC 58,3 368
WFS1 p45 2 CTG AGT GGC CGG TGT AGC CG 60,0
WFS1 p45 T2 |AGC TGC GGC CCG GCA CTA 57,2 206
WFS1 p45 G2 |AGC TGC GGC CCG GCACTC 59,4

44.3. PCR-RFLP

A PCR-RFLP modszere abban az esetben alkalmazhatd, ha a vizsgalt SNP egy
restrikcios endonukleaz felismerési szekvencidjaban helyezkedik el. A genotipizalas
elsé 1épésben PCR segitségével felsokszorositjuk a vizsgalandd polimorfizmus koriili

régiot. Ezutdn a PCR-terméket megemésztjiik egy adott restrikcidos endonukleédzzal,
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majd hagyomanyos elektroforézissel tessziik lathatova az eredményt. A primereket gy
terveztiik meg, hogy a keletkez6 termékben legyen egy kontroll hasit6 hely is, amivel a
restrikcios endonukleaz megfelel6 miikodését ellendrizziik. Az rs4689388 esetén a PCR
reakcidelegye kb. 4 ng genomi DNS-t, 1 uM sense (5 CTC TGT CTT GCC ACA GTG
GAT 3’), 1 uM antisense (5 CCC TTT GCA GGG GCT CAT TA 3’) primert, 200 uM
dATP-t, dCTP-t, dGTP-t és dTTP-t, 0,25 U HotStarTaq DNS polimerazt (BioMarker),
valamint 1x puffert és 1x Q-oldatot tartalmazott. A PCR elegy végtérfogata 10 pl volt.
A termociklus elején 95 °C-on 15 percig zajlott az elddenaturalés illetve a polimeraz
aktivalasa, ezt 35 haromlépéses ciklus kovette (denaturalds: 94 °C 1 perc, annealas: 57
°C 30 sec, extenzio 72 °C 1 perc), majd egy végsé extenzido (72 °C, 10 perc)
kovetkezett. Igy egy 618 bp hosszii terméket kaptunk, amelyet az Nco | enzimmel
(Biocenter) emésztettiik, melynek felismerési helye (C*"CATGG) A allél esetén kétszer,
mig G allél esetén csak egyszer szerepelt a PCR-amplikonban. Az emésztés utan kapott
termékek hossza igy A allél esetén 62 bp, 153 bp és 403 bp, mig G allél esetén 62 bp és
556 bp. Az emésztés 37 °C-on 4 oran at tartott, amely soran 0,05 U/ul Nco | enzimet és
1x CutSmart puffert alkalmaztunk, a reakcidelegy végtérfogata 20 pl volt. A PCR
termékeket ezutan 2,5%-os agardz gélen tettiik lathatova. A futtatds idétartama 60 perc,
az alkalmazott fesziiltség 110 V volt. Az elvalasztast 10 perces etidium-bromidos (0,5
pg/ml 1x TAE oldatban) festés kovette, majd a fényképezés UV fény alkalmazéasaval
tortént, GelDoc 1000 gél dokumentacids berendezéssel (Biorad, Hercules, CA, USA).

4.4.4. Primer extenzio

Az 1s4689388, 1rs4273545, rs1064320, rs1046322 és az rs9457 SNP-k esetén a
genotipust primer extenzids modszerrel is meghataroztuk. A modszer elsd 1épésében
egy hagyomanyos PCR soran sokszorositottuk fel az adott SNP koriili régiot. Minden
PCR elegy 200 uM dATP-t, dCTP-t, dGTP-t és dTTP-t, 1x puffer oldatot, 1x Q oldatot,
1-1 uM primert, 0,25 U HotStarTaq DNS polimeraz enzimet (BioScience) és kb. 4 ng
DNS-mintat tartalmazott. Az elegyek végtérfogata 10 pl volt. A PCR 15 perc
elddenaturalassal kezdddott 95 °C-on, majd 35 ciklus kovetkezett: 94 °C — 1 perc
denaturacio, 63 °C — 30 sec annealas, 72 °C — 1 perc extenzid, majd az utolsé ciklus
utan 72 °C — 10 perc extenzio. Az egyes SNP-k esetén alkalmazott primerek
tulajdonsagait a 2. tabldzat tartalmazza. Mivel az ezt kovetd primer extenzid soran az

oldatban feleslegben maradt egyszala primerek illetve PCR reagensek aspecifikus jelet

27



DOI:10.14753/SE.2020.2325

eredményeznének, a PCR terméket enzimes emésztéssel ,,megtisztitottuk”. A be nem
kotodott primereket a rekombinans E. coli exonukleaz I enzimmel (Exo 1) emésztettiik,
ami 3’5’ exonukledz aktivitassal rendelkezik egyszali DNS-molekulan. A feleslegben
maradt dNTP-k hidrolizisét rekombinans alkalikus foszfatazzal (Shrimp Alkaline
Phosphatase — rSAP) végeztiik. A kétféle enzimmel torténd emésztést egy 1épésben
végeztikk, 7 ul PCR termékhez 5 pul enzimkeverék oldatot adtunk, ami 3,6 U rSAP
(Kvalitex) illetve szintén 3,6 U Exo | (Kvalitex) enzimet tartalmazott. Ezt az elegyet

inkubaltuk 37 °C-on 1 6ran at, majd az enzim inaktivalasa 75 °C-on 15 percen at tortént.

2. tablazat. Primer extenzié. Az PCR amplifikacio sordan hasznalt primerek
illetve a keletkezé termékek tulajdonsdgai

PCR
. N R Tm | termék
SNP Név Szekvencia (5’ — 3?) ©C) | mérete
(bp)
Wp88 1 |GCTCACCTCTGTTTCCCCTCCAGCTCT| 64,3
rs4689388 392
Wp88 2 |GCACTTCCCAAACCCTTTGCAGGGGC | 64,3
Wp45 1 |GGGGACGCTGAGGCCGGAGTGG 66,0
rs4273545 441
Wp45 2 |CTGCGGCCGCGGGGGAGCAATC 66,0
rs1046320 (W3u_1 |GAGCACGACTGGCGCAGCACCG 64,2
rs1046322 776
rs9457 W3u_2 |CCCACAGCCGCCCCCACAGGGT 66,0

A modszer kovetkezd 1épése a primer extenzidval torténd genotipus meghatarozas
volt. Az ennek soran alkalmazott SNPStart® MasterMix oldat tartalmazta a reakcidhoz
sziikséges DNS polimerdz enzimet, a puffer oldatot és a négyféle fluoreszcens festékkel
jelolt aciklo-, terminator nukleotidot. A reakcio 10 ul végtérfogatu elegyben zajlott, ami
1x SNPStart® MasterMix oldatot (BioScience), az egyes SNP-knek megfelelden
beallitott kiilonb6zé mennyiségli primert és 1 pl emésztett PCR terméket tartalmazott.
Az SNP-kre specifikus primerek mennyiségét, illetve szekvenciajat a 3. tablazat
tartalmazza. Az extenzios reakcio 30 ciklusbol (90 °C — 10 sec, 55 °C — 20 sec, 72 °C —
1 perc) allt. Azért, hogy az elektroforézis sordn ne adjanak felesleges zavard jelet, a
reakcioelegyben feleslegben maradt fluoreszcens nukleotidok foszfatcsoportjait szintén
enzimes emésztéssel tavolitottuk el. 10 pul PCR termékhez 5 pl enzim mixet adtunk, ami

0,6 U rSAP enzimet és 1x CutSmart puffert (Kvalitex) tartalmazott. A reakcioelegyet
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30 percig 37 °C-on inkubaltuk, majd az enzimet 15 percig 65 °C-on inaktivaltuk. A
nukleotidok igy elvesztették negativ toltésiiket, €s a gélben nem vandoroltak: nem adtak

zavar¢ jelet az elektroforézis soran.

3. tablazat. Primer extenzio. A primer extenzié sordn alkalmazott primerek
és tulajdonsagaik. pA: kiilonbozo hosszusagu poli-A farkat tartalmazo

primer
T Kon- Hossz
SNP Név Szekvencia (5° — 3°) R én) centracio6 (bp)
(uM)

TGCCTGTTGCTTTTTC

rs4689388 | Wp88E1 AGTCTCTTAGCTCC 61,6 0,80 30
CTCGGGCCCAACCAC

rs4273545 | Wp45E1 GCAGGGG 66,0 0,80 22
(A);CAGAGACCTTGCG

rs1046320 | Wu20E1pA ACCATGTGTAGATTGC 63,3 1,18 36
(A);sTCTCCACCCTGAG

rs1046322 | Wu22E1pA CCTGACCTTTCTGA 63,5 1,10 42
(A)1oCTTCACACATTCA

rs9457 WU57E2pA CCCACTACCTGCTGGA 63,7 1,18 48

Az elvalasztés elokészitése soran 0,5 pl termékhez 0,5 pl markert és 39 ul Sample
Loading Solutiont (SLS) (BioScience) adtunk. Kapillaris elektroforézis soran
alkalmazott Beckman ,,GenomeLab™ GeXP Genetic Analysis System” berendezésben
8 parhuzamos, 75 um belsd atmeérdjli kapillarisban egyidejlileg zajlott az analizis. Az
alkalmazott marker egy 13 és egy 80 nukleotid hosszsagh jelolt DNS-molekulat
tartalmazott, ezek segitségével a 8 kapillarisban parhuzamosan lezajlo elvalasztas
pontosan egymdashoz illeszthetd, és a mintdkban 1év6 DNS-molekuldk mérete
meghatarozhat6. A mintak gélbe torténd injektalasa elektrokinetikusan tortént (2000 V,
30 sec). A kapillaris rendkiviil nagy felszin—térfogat aranya miatt az elvalasztas soran
lényegesen nagyobb fesziiltség alkalmazhato (6000 V, 16 perc) a hagyomanyos,
horizontalis, alameriilé gélelektroforézishez képest. Ebben a rendszerben a mintdk
analizise a cég altal forgalmazott elvalaszt6 matrixban, 50 °C-on, denaturald
kornyezetben zajlott (90 °C, 1 perc), tehat az elektroforézis soran egyszali DNS-eket
analizaltunk. A berendezés a DNS-molekuldkat a detektor ablaknal lézer fény
segitségével gerjeszti, és a kiilonbozo fluoreszcens festékek altal kibocsatott fényt az

optikai rendszer ¢érzékeli. A detektdlds idOben torténik, ami a hagyomanyos
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elektroforézishez képest joval magasabb érzékenységet eredményez: a mérés
lényegében annak meghatarozasan alapul, hogy a kapillaris effektiv hosszat (I = 30 cm
— a kapillaris elejétdl a detektor ablakig mért tavolsagot) egy adott molekula mennyi 1d6
alatt teszi meg. Az eredmények kiértékelése soran az SNP ver2 korrekciot alkalmaztuk,

ami a kiilonbo6zd festékek eltérd mobilitasaval is szamol.

4.5. Hosszusag polimorfizmus vizsgalata

Az rs148797429 (GGGGCG / — inszercio / delécid) hosszsag polimorfizmus esetén azt
vizsgaltuk, hogy az adott mintaban ez a 6 bazispar hosszisagu szekvencia szerepel
(hosszu allél) vagy hianyzik (rovid allél). Ennek megbizhaté genotipizalashoz harom
kiilonbozo, egymastol fiiggetlen modszert is bedllitottunk. Mindhdrom eljaras elsd
lépéseként a polimorfizmus koriili régiot PCR segitségével felsokszorositottuk. A
reakcidelegy végtérfogata 10 pl volt, ami 1 uM sense (5° TGT TAC AGG AGA AGG
CGA GC 3’), I uM antisense (5° CGA AAG TTT CCG AGC GGA CT 3’) primert, 200
uM dATP-t, dCTP-t, dGTP-t és dTTP-t, 0,25 U HotStarTag DNS polimerazt
(BioMarker), 1x puffert, 1x Q oldatot és kb 4 ng genomi DNS-t tartalmazott. Az
elédenaturalas 95 °C-on 15 percig zajlott, amit 35 haromlépéses ciklus kovetett
(denaturalas: 94 °C 1 perc, annealas: 58 °C 30 sec, extenzid 72 °C 1 perc), majd egy
végsd extenzio (72 °C, 10 perc) zarta a reakciot, ami utan a gép 8 °C-on tartotta a
mintdkat a tovabbi felhasznaldsig. InsSzercidé esetén 97 bp, mig delécional 91 bp
hosszusagu DNS szakasz keletkezett. Mivel a kiilonboz6 allélok kozott csupan 6 bp a

kiilonbség, ezért a termékeket kiilonboz6 modszerekkel vizsgaltuk.

4.5.1. Hagyomdanyos, horizontdlis gélelelektroforézis

Az elvalasztas soran 1% agaroz és 3% metaphort (Biocenter) tartalmazo gélt és 100 bp-
0os molekulatomeg markert hasznaltunk. A futtatds 2 o6ran at (8 V/cm) tartott, majd
etidium-bromidos festést kovetéen (0,5 ug/ml 1x TAE oldatban) GelDoc 1000
berendezés segitségével UV fénnyel megvilagitva tettiik lathatova és fényképeztiik le a

mintakat.
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4.5.2. Olvadaspont analizis

Az olvadaspont analizishez a PCR-t kovetden a reakcidelegyet optikai plate-be mértiik
at, majd hozzaadtunk 1x SYBR Green (ThermoFisher) interkalalodd festéket. A
detektalast 7300 Real Time PCR (ThermoFisher) berendezés segitségével végeztikk. A
berendezés a termékeket felmelegitést majd lehiitést kovetden lassan ismét
felmelegitette, és ekozben a fluoreszcens jelet folyamatosan detektalta. Az olvadaspont
elérésekor a dupla szalit DNS-molekulak denaturalddnak (a két lanc elvalik egymastol),

ami jel hirtelen lecsokkenését eredményezi.

4.5.3. Kapillaris elektroforézis

A kapillaris elektrofretikus analizishez a PCR protokolljat kissé modositottuk. A
reakcidelegy 1 puM 5° végén Cy5 fluoreszcens festékkel jelolt sense primert
(WFS1 148 1 Cy5: 5’ Cy5-TGT TAC AGG AGA AGG CGA GC 3°), 1 uM jeloletlen
antisense primert (WFS1 148 2: 5 CGA AAG TTT CCG AGC GGA CT 37), 200 uM
dATP-t, dCTP-t, dGTP-t és dTTP-t, 1x iProof GC puffert, 0,2 U iProof DNS polimerazt
(Biocenter) és kb. 50 ng genomi DNS-t tartalmazott. Az enzim protokolljanak
megfelelden a termociklust is megvaltoztattuk: 98 °C 30 sec, majd 40 ciklus: 98 °C — 10
sec, 60 °C — 30 sec, 72 °C — 90 sec, vegiil 72 °C — 7 perc. 0,5 pl PCR termékhez 0,5 pl
600 bp-os markert és 39 pl SLS-t (BioScience) adtunk. A denaturalast (90 °C, 2 perc)
az injektalas (5000 V, 5 sec), majd az elvalasztas (6000 V, 35 perc) kovette.

4.6. In vitro funkcionalis vizsgalatok soran alkalmazott modszerek

4.6.1. Riporter konstrukciok létrehozdsa

crer

kiilonboz6 riporter vektort — pGL3B (Promega) és pMIR-REPORT (Ambion) —
hasznaltunk. Mindkét vektor tartalmazza a szentjdnosbogar luciferaz enzimének génjét,
valamint a konnyebb szelektalas érdekében egy ampicillin-rezisztencia gént is. A
pGL3B vektort a gének expresszigjat szabalyozo promoter illetve enhanszer
szekvenciak vizsgalatara tervezték, ennek megfelelden a 4818 bp hosszisagl vektorban
a multiklonozo hely a luciferaz gén el6tt helyezkedik el. A promoter vizsgalatahoz
kiilonboz6 hosszusagu konstrukciokat hoztunk létre: egy rovidebb (358 bp) illetve egy
hosszabb (576 bp) szakaszt is klonoztunk a vektorba. A 6470 bp hosszusagi pMIR-
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REPORT vektorban a multiklonozo6 hely a luciferaz gén mogott helyezkedik el, igy a
vektor optimalis a mikro-RNS-¢ek célszekvenciainak klonozasara, tehat a mikro-RNS-ek
szabalyozo tulajdonsagainak elemzésére. A WFS1 gén teljes, 797 bp hosszusagu 3’
szabalyoz6 régiojat (UTR-ét) vizsgaltuk. Els6 1épésben PCR  segitségével
sokszorositottunk fel egy ismert genotipusi genomi DNS-t. A PCR sordn hasznalt
primereket ugy terveztiilk meg, hogy mindegyik tartalmazza egy olyan restrikcios enzim
felismerési helyét, ami az adott vektor multiklonozd helyén is megtalalhato. A
kloénozashoz hasznalt primereket a 4. tabldazat tartalmazza. Emésztést kovetéen mind a
plazmid, mind a PCR termék ragadds végekkel rendelkezett, ami lehet6vé tette a
rekombinans DNS keletkezését. Fontos szempont volt tovabba, hogy a multiklonozo

helyeken vagd enzimek koziil olyat valasszunk, ami a PCR terméket csak a végén (a

primer szekvencidjaval bevitt felismerési helyen) emészti.

4. tablazat. A klonozds sordn haszndlt primerek és tulajdonsdgaik. A
szekvenciaban aldhuzas jeloli az adott restrikcios enzimek felismerési
szekvencidit, ™ mutatja a hasitas helyét.

Restrikciés enzim
Vizsgalt régio Név Szekvencia 5°— 3’ (felismerési
helye)

WFS1_P8_1 GCAGCTCGAGGTCCGCT Xho | (CATCGAG)

CGGAAACTTTCGCTGTGG

WFSL 3U 2 | AAAGGAAAGCTTGCGCTG | .. A
CAGGTTCCACCAGAGG | Hind Il (A"AGCTT)

A PCR soran HotStarTaq polimerazt (Biomarker), és 57 °C-0s annealasi
homérsekletet alkalmaztunk, a termociklus tobbi 1épése a mar kordbban bemutatott
PCR-ekhez teljesen hasonlo volt. Az igy keletkezett inszertet és az adott {ires vektort 3
oran at 37 °C-on emésztettiik a megfeleld restrikcidos endonukleazokkal. Ezt kovetden a
vektort tovabbi 1 oran at CIAP foszfatazzal (Biocenter) emésztettilk, hogy
megakadalyozzuk annak spontan zarodasat. Mindkét emésztett terméket 1%-0s

Seakem® GTG® Agarose (Lonza, Rockland ME, USA) gélen valasztottuk el, vagtuk ki,
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majd tisztitottuk meg (Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega). Az igy
1étrehozott ragados végl inszertet és vektort szobahdmérsékleten 3 oran at ligaltuk T4
ligdz enzim (ThermoFisher) segitségével. A ligatumokat XL10-Gold® ultrakompetens
sejtekbe (Stratagene) transzformaltuk, majd a masnapra felnovo telepek koziil egyet
leoltva novesztettiik fel a sejteket, amikbdl PureYield™ Midiprep Sytem (Promega)
kittel tisztitottuk meg a kész konstrukcidkat. A inszert megfeleld beépiilését eldszor
emésztést kovetd elvalasztassal, majd a megfeleld bazissorendet Sanger-szekvenalassal

is ellenoriztuk.

5. tablazat. A kiilonbozo konstrukciok eloallitasanal hasznalt mutagenezis

primerei
Név Szekvencia 5°— 3’ ;I'm Mutag enezis
°O) célja
WFS1 45 T 1 |CCACGCAGGGGGAGTGCCGGGCC Lo | 14273545
WFS1 45 T 2 |GGCCCGGCACTCCCCCTGCGTGG TG
WFSL hr 1 | TTCCGCGGGCGGGGCGGGGC rs148797429
68 hossza —
WFSL hr 2 |GCCCCGCCCCGCCCGCGGAA révid
WFS157_G_1 |CCTCATGACCCTCCTGTCCAGCAGGTAG | | 159457 C
WFS1 57 G 2 |CTACCTGCTGGACAGGAGGGTCATGAGG | G
WESL 57 s 1 | CAGGCTGCCTCATGACCCTCGAGAGGTG MiR185 seed
== | CAGGTAGTGGGTGAATGTG réoididnak
75 | I°810)
WESL 57 s 2 |CACATTCACCCACTACCTGCACCTCTCGA komplement
T 77 |GGGTCATGAGGCAGCCTG ere

Az igy létrehozott konstrukciokbdl iranyitott mutagenezissel hoztuk létre a
vizsgélatok soran hasznalt tovabbi variansokat. A seed mutans esetében a miR-185 7
bazispar hosszi seed szekvenciajanak komplementereire cseréltiik a konstrukcioban
szerepld bazisokat. Ehhez a QuikChange® Lightning Site-Directed Mutagenesis Kitet
(Stratagene) hasznaltuk. A kétszalu cirkularis plazmid mindkét szdlara olyan —
ellenkez6 iranyt — mutagén primereket terveztiink, amelyek kézepén a Iétrehozni kivant
bazisok szerepelnek. Az alkalmazott mutagenizald primerek szekvenciait az 5. tablazat
tartalmazza. fgy a PCR soran létrejottek a modositott szekvenciaji konstrukciok. A
keletkez6 PCR terméket Dpn | enzimmel (Biocenter) emésztettiik, igy az eredeti

metildlt DNS lebomlik, ¢és csak az uUjonnan keletkezett, mutdciot tartalmazo
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konstrukciok maradnak meg. Ezekkel ismét XL10-Gold® ultrakompetens sejteket
transzformaltunk, majd a leoltast kdvetéen PureYield™ Midiprep Sytem (Promega)
kittel tisztitottuk meg a kész konstrukciokat, és Sanger-szekvenalassal ellendriztiik a
mutagenezis sikerességét. A WFS1 génben elhelyezkedd variansok vizsgalatara ezzel az
eljarassal 0sszesen 11 kiilonb6z6 konstrukciot hoztunk létre, melyekkel lehetdvé valt a
két promoter polimorfizmus (rs148797429 inszercid / delécid és rs4273545 SNP) és a
3> UTR-ben celhelyezked6 159457 SNP esetleges szabalyozd szerepének

tanulmanyozasa.

4.6.2. Trangiens transzfekcio

A polimorfizmusok luciferaz rendszerrel torténé elemzése soran HEK293T (human
embrionalis vese) sejtvonalat hasznaltunk. A sejteket termosztatban (37 °C, 5% CO»)
novesztettik, 10% FBS (Lonza) illetve 1% Penicillin—Streptomicin antibiotikumot
tartalmaz6 DMEM médiumban (Invitrogen Gibco). A transzfekcios kisérletekhez a
sejteket 24 lyukt plate-be, 500 pl médiumba tettiik ki, majd 24 ora elteltével
Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) segitségével végeztiik a transzfektalast. A promoter
régi6 vizsgalata esetén a kiillonbozo allél variansokat tartalmazo pGL3B konstrukcidkat
»PMIR-REPORT p-galaktozidaz” vektorral kotranszfektaltuk. A 3° UTR régid
vizsgélatakor a pMIR-REPORT konstrukciokat ,,pMIR-REPORT f-galaktozid4dzzal”
valamint a 185-6s prekurzor mikro-RNS-sel egyiitt transzfektaltunk. A transzfekciot
0,125 pg pGL3B konstrukciét, 0,2 ug ,,pMIR-REPORT p-galaktozidazt”, és Opti-
MEM-et tartalmazo, 62,5 pl végtérfogata elegy, valamint 2,5 pl 1 mg/ml
Lipfectamine™ 2000 és 60 ul Opti-MEM segitségével végeztik. A miR-SNP
vizsgalatakor az el6zéekhez képest 0,05 pg pMIR-REPORT konstrukciét illetve 5 pmol
miR-185-t is alkalmaztunk. A liposzomak kialakulasahoz sziikséges 20 perces
inkubaciot kovetben a sejtekhez 125 ul reakcidelegyet adtunk. Minden kisérlet soran

harom parhuzamos mérést végeztiink.

4.6.3. Sejtek begyiijtése, feltardsa

A transzfekciot kovetden a sejteket 24 oran at 37 °C-on inkubaltuk. Ezutan a lyukakbol
a médiumot leszivtuk, a sejteket PBS-ben mostuk, majd 500 npl PBS-ben
felszuszpendaltuk, és Eppendorf csdovekbe gytjtottiik. Centrifugélast (3000 rpm, 4 °C, 3
perc) kovetden a feliiliszot eltavolitottuk, majd a sejteket 100 pl 250 mM-o0s Tris-HCI

34



DOI:10.14753/SE.2020.2325

pH = 8,0 pufferben vettiik fel. A sejtek feltarasat harom egymast kovetd fagyasztasos—
olvasztasos 1épéssel végeztiik 37 °C-os vizfiirdd illetve folyékony nitrogén segitségével.
Centrifugalas (13000 rpm, 4 °C, 15 perc) utan az enzimeket tartalmazé feliiluszot Uj

Eppendorf csovekbe pipettaztuk.

4.6.4. Enzimaktivitds mérése

Az enzimaktivitas méréséhez a Varioskan Flash miszert hasznaltuk, ami alkalmas mind
luminometriai, mind fotometriai mérések elvégzésére. A luciferaz aktivitas
meghatarozasa soran 12 pl mintdhoz 60 upl luciferin reagenst (a reagens 30 ml
torzsoldata 5 mg Beetle Luciferin, kalium sét (Promega), 1 ml 0,6 M Tricint, 1 ml
0,0321 M (MgCOs3),4 - Mg(OH); - 5 H,0-t, 0,08 ml 1 M 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) adtunk. A f-galaktozidaz aktivitasanak méréséhez annak mesterséges
szubsztratjat, az ONPG-t (orto-nitrofenil-4-D-galaktopiranozid) hasznaltuk. 20 pl
sejtkivonathoz 130 ul ONPG oldatot (ONPG és NaH,PO, / Na;HPO, puffer pH = 7,5 és
Mg®* puffer) adtunk.

4.6.5. RNS izolalas és mikro-RNS mérés

Az érett mikro-RNS szintek méréséhez elsé 1épésben a HEK293T sejtekbél RNS-t
tisztitottunk. A sejteket TRI reagensben (ThermoFisher) gyjtottiik be, ami meggatolta
az RNS-ek lebomléasat. Az RNS-t kloroformos extrakciot kovetden izopropanol és
illetve hagyomanyos 1%-o0s agardz gélelektroforézis segitségével ellendriztiik.

A mikro-RNS méréshez egy mikro-RNS-detektalo kitet hasznaltunk (miRNA 1st-
Strand cDNA Synthesis Kit és High Specificity miRNA QPCR kit, Stratagene). Mivel a
mikro-RNS-ek tal rovidek ahhoz, hogy két primert tervezziink rajuk, elsé 1épésben egy
mesterséges poli-A szekvenciat szintetizaltunk azok végére. A cDNS szintézis soran ez
szolgalt templatként a primernek, ami az 5’ végén egy univerzalis adapter szekvenciat is
tartalmazott. Ez meghosszabbitotta a CDNS-t, igy az mar real-time PCR segitségével
detektalhatdé méretlivé valt. A mérés sordn az adapter szekvenciaval komplementer
univerzalis primert, illetve a mIiR-185-re specifikus sajat tervezésli primereket
hasznaltunk. A nem processzalt, pre-miR-185 szintjét az 5> TCC TGA TGG TCC CCT
CC 3’ primerrel, mig az érett miR-185 mennyiségét az 5 TGG AGA GAA AGG CAG
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TTC CTG A 3’ primerrel mértilk. A miR-185 relativ mennyiségét a belsé kontrollként

hasznalt miR-196b segitségével hataroztuk meg.

4.7. Statisztikai modszerek

A mintavétel valamint az alkalmazott genotipizal6 eljarasok megbizhatosagat a Hardy—
Weinberg egyensuly tesztelésével ellendriztiik. A mért illetve a szamitott, varhatd
genotipus gyakorisag értékek kozott egyik polimorfizmus esetében sem mutatkozott
szignifikans eltérés. A Hardy—Weinberg egyenstlytol valo esetleges eltérést, valamint
az eset—kontroll analiziseket *-probaval értékeltik ki az SPSS v17.0 program
segitségével. Egyik esetben sem kaptunk szignifikans eltérést a Hardy—Weinberg
egyensulytol, ami a genotipus adatok megbizhatdsagat és a populacidé homogenitasat
mutatja. Mivel tobb polimorfizmust elemeztiink egyidejiileg, a tobbszords tesztelésre
Bonferroni-korrekciot végeztiink, és a p < 0,005 értékeket fogadtuk el statisztikailag
szignifikans eredmények.

A mért luciferaz enzim aktivitasi adatokat minden esetben a f-galaktozidaz
értékekkel normalizaltuk, az egyszempontos ANOVA elemzést szintén az SPSS v17.0
segitségével végeztiik el. A kapcsoltsagi vizsgalat soran a Lewinton-féle D’ illetve az R?

értékeket HaploView 4.2 software segitségével hataroztuk meg [77].
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5. EREDMENYEK

5.1. Vizsgalt polimorfizmusok kivalasztasa

A polimorfizmusok kivélasztdsanal tobb szempontot is figyelembe vettiink. Az altalunk
elemzett populaci6 mérete miatt a ritka variansok tanulmanyozasa nem igérkezett
célravezetonek, ezért csak az 5%-nal magasabb MAF értékkel rendelkezd
polimorfizmusokat valogattuk be a vizsgalatunkba. A szelekcional figyelembe vettiik
tovabba az addig megjelent irodalmi adatokat, valamint egy laborunkban elvégzett
korabbi kisérlet eredményeit is, amiben 17 WFS1 SNP-t vizsgaltunk [71]. Ezen sajat,
illetve az irodalomban elérhetd kapcsoltsagi eredmények alapjan tigy valasztottunk ki a
gén teljes szakaszabol polimorfizmusokat, hogy minden haploblokkbol legaldbb egyet
vizsgalva a teljes gént lefedjiik. Szerettiink volna tovabba azokra az SNP-kre fokuszalni,
amelyeknek valddi molekularis bioldgiai hatasa lehet, igy ténylegesen befolyasolhatjak
a keletkez0 wolframin fehérje mennyiségét. A promoter régid vizsgalatakor a
transzkripcids start helytdl 2000 bp-nél kozelebbi szakaszt elemeztiik. Az AliBaba 2.1
(http://gene-regulation.com/pub/programs/alibaba2/index.html) program segitségével
olyan polimorfizmusokat kerestiink, amelynek kiilonb6zé alléljai a predikcid alapjan
valamely transzkripcios faktor eltéré hatékonysagli bekotédését eredményezik, ezaltal
hatassal lehetnek a keletkezd fehérje mennyiségére. A 3’ nem transzlal6do régio esetén
pedig olyan SNP-kre koncentraltunk, amelyek egy mikro-RNS kotédési helyén
talalhatok. Ezen miR-SNP-k azonositasat a Patrocles [73], a PolymiRTS [74] és a
miRWalk 2.0 [75] adatbazisok segitségével végeztiik. A genotipizalashoz kivalasztott
polimorfizmusokat illetve azok tulajdonsagait a 6. tabldzat tartalmazza.

Az rs4689388 ¢és a kettes tipusu diabetesz kapcsolatat mar bizonyitottak [78], ezért
mindenképp szerettiik volna ezt mi is a sajat populacionkon bemutatni. Az rs148797429
(— / GGGGCG) hosszusag polimorfizmusra az rs4273545 SNP genotipizalasa soran
figyeltiink fel. Ezt a VNTR-t annak ellenére nem vizsgaltak eddig, hogy in silico adatok
alapjan transzkripcios faktorok (SP1, AP22«) kotdhelyét érinti, €s csupan 259 bp
tavolsagra van a transzkripcios start helytél. Az rs10010131 illetve az rs1046320 SNP-
ket mar tobb kozlemény is Osszefiiggésbe hozta a cukorbetegséggel [59, 79, 80],

azonban egyik sem tudta azok valddi, bioldgiai funkcidjat megmagyarazni. Az
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rs1046322 miR-SNP szabalyzo hatasat korabban mar igazoltuk laborunkban in vitro

sejtes rendszerben [71], azonban diabétesszel kapcsolatban még nem vizsgaltuk.

6. tablazat. A genotipizdlashoz kivalasztott 10 WFS1 polimorfizmus. A
tablazat a genomi illetve génen beliili elhelyezkedést, az egymdstol szamitott
tavolsagot, valamint a ritka allélok gyakorisagat mutatja az irodalmi (1000
Genomes Project, EUR) adatok alapjan

Genomi pozicid i
(GRCh38.p7 | Elhelyezkedés | . SN K MAF (rtika
. tavolsaga (bp) allél)
alapjan)
rs4689388 4:6268329 promoter 0,38 (G)
4:6269591— .
rs148797429 6269596 promoter 1262 0,32 (hosszt)
rs4273545 4:6269689 promoter 98 0,39 (G)
rs6824720 4:6276920 1. intron 7231 0,14 (A)
rs10010131 4:6291188 4. intron 14268 0,37 (A)
rs13147655 4:6291747 5. intron 559 0,37 (A)
rs1801208 4:6301162 8. exon 9415 0,05 (A)
rs1046320 4:6302617 3’ UTR 1455 0,38 (G)
rs1046322 4:6302721 3’ UTR 104 0,10 (A)
rs9457 4:6303072 3’ UTR 351 0,41 (G)

5.2. Genotipizalasi modszerek

5.2.1. rs148797429 VNTR genotipizaldisa

A minddssze 6 bp hosszu régiot (— / GGGGCQG) érintd polimorfizmus megbizhatd
genotipizalasara harom kiilonb6z6 modszert is bedllitottunk. Mindharom madszer els6
1épéseként egy PCR soran a révid (,,R”, delécio) illetve a hosszu (,H”, GGGGCG
inszercio) allélnak megfeleléen egy 91, illetve egy 97 bp hosszi termék keletkezett.
Ezen fragmentumok elvalasztasat aztan (1) hagyomanyos horizontalis elektroforézis
segitségével végeztik egyedi gél dsszetételt alkalmazva. A gélképen latott heteroduplex
segitségével egyértelmiien azonosithatdak voltak a heterozigotak. A heteroduplex olyan
kettds szali DNS, melynek két ldnca nem tokéletesen komplementer egymassal. Ezen

molekula elektroforetikus mobilitdisa — a nem komplementer szakaszon Ilétrejovo
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,»szabalytalan” szerkezet miatt — mindig nagyobb, mint az azonos molekulatomegi, de

szabalyos szerkezetli DNS-¢€.

A RR HH RH RH M

Heteroduplex — 2 —_— e -
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2. abra. Az rs148797429 hosszusdag polimorfizmus genotipizaldasa. RR:
homozigota a révid allélra. HH: homozigota a hosszu allélra. RH:
heterozigota. A: A PCR termék elvalasztasa hagyomdnyos horizontalis gél
elektroforézis segitségével. B: A harom genotipus azonositasa olvadaspont
analizis segitségével. C: Fluoreszcensen jelolt PCR termékek elvalasztasa
multikapillaris gélelektroforézissel.

Munkacsoportunk korabban — egy masik VNTR genotipizalasa kapcsan — egy egyszeri
kisér-lettel bizonyitotta, hogy a gélelektroforézis soran lathatd legkisebb mobilitast
termék valoban heteroduplex. Egy homozigoéta ,,rovid/rovid” és egy szintén homozigota
,»hosszi/hossz” ge-notipust DNS-16l készitett PCR-terméket Osszekevertiink, és azt
gélelektroforézissel vizsgal-tuk. A vartnak megfeleléen az elvalasztas soran a két
kiilonb6zé méretli amplikon volt lathatdo. Ezt kovetden az oldatot egyszer
felmelegitettiik 94 ©°C-ra, majd lassan lehlitottiik, aminek eredményeképp az
elektroforézisen megjelent a — legalacsonyabb mobilitasi, a heterozigdta mintdk

genotipizalasa sordn lathatoval azonos — harmadik termék. Ez egyértelmiien bizonyitja,
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hogy valoban heteroduplex kialakulasarél, s nem pl. aspecifikus PCR-termék
képzodésérdl van sz6. Emellett szl az az — indirekt — bizonyiték is, hogy a termék
homozigéta genotipusu mintdk vizsgalata soran sosem lathaté. A megfeleld hossza
futtatasi id6 segitségével a rovid és a hosszu allélok is megbizhatoan elvaltak egymastol
(2. dbra A része). Az olvadaspont analizis (2) gyors és egyszerli genotipizalast tett
lehetdvé. A rovid illetve a hossza allélt tartalmazd homozigotdk esetén egyetlen
keskeny cstucsot kaptunk, koztik mindossze 1 °C-os olvadaspont kiilonbséggel. A
heterozigotak viszont egy szélesebb, gyakran két kisebb csticsot mutatod képet adtak (2.
abra B része). A megbizhatd genotipizalast azonban nehezitette az a tény, hogy az
amplifikalt régié mas részein 1évo ismeretlen szekvencia variaciok is befolyasolhatjak
az olvadaspontot. Ha a PCR sordn az egyik primert Cy5 fluoreszcens festékkel jeloltiik,
az lehetdvé tette, hogy a fragmentumok elvélasztasat multikapillaris gélelektroforézis
segitségével (3) végezziik el. A berendezés nagy felbontoképességének segitségével
egyértelmiien elkiilonitheték egymastol a kiilonb6zé hosszsaga termékek (2. dbra C

része) [1].

5.2.2. A szabadlyozo régio SNP-inek multiplex genotipizildsa

A szabalyoz6 régiokban 1évé 5 SNP egyidejii genotipizaldsara egy multikapillaris
elektroforézisen alapulé modszert is bedllitottunk. A moddszer elsé 1épésben egy
hagyoményos PCR segitségével amplifikaltuk a polimorfizmusok régioit. Mivel a két
promoter SNP (rs4689388 ¢€s rs4273545) egymastol 1360 bp tavolsagra helyezkedik el,
ezért két kiilon reakcioban tortént a sokszorositas. A 3 UTR-ben 1évé SNP-k esetén
(rs1046320, rs1046322, rs9457) viszont egyetlen, 776 bp hosszusagh termék tartalmazta
mindharom polimorfizmust. A terméket minden esetben enzimesen (rSAP és Exo I)
tisztitottuk meg a foloslegben maradd dNTP-ktdl, illetve a be nem kotddott primerektol.
Az ezt kdvetd extenzios PCR soran olyan jeloletlen primert alkalmaztunk, melynek 3’
vége az SNP-vel szomszédos nukleotidhoz hibiridizal, ezt a primert a polimeraz csupan
egyetlen lanctermindtor, aciklo-nukleotiddal hosszabbitja meg. A lancterminator
nukleotidok kiilonb6zd fluoreszcencidju festékkel vannak megjeldlve, igy a kapott
termék szine alapjan a genotipus leolvashatd. Az 6t SNP egyidejii detektalasat az
extenzios primerek 5’ végén 1évd kiilonboz6é hosszusagh poli-A szekvencia tette
lehetévé: igy az egyes SNP-khez tartozd jelolt termék mérete eltérd volt, igy volt

megvalosithatd a multiplex elemzés, mivel a kiilonb6zd nagysagli fragmentumok az
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elvalasztas soran egymastol jol elkiilonithetok. Egy reprezentativ eredményt mutat be a
3. abra. A termékek hosszabdl az adott SNP-re, mig a cstucsok szinébdl a genotipusra

kovetkeztethetiink [1].

rs4273545 rs4689388 151046320 rs1046322 rs9457
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3. dbra. A szabdlyozo régio SNP-inek multiplex elvdlasztiasa kapillaris
elektroforézis segitségével. M: egy 18 és egy 80 nukleotid hosszusagu
marker. RFU: realtiv fluoreszcenes egység

5.3. Kapcsoltsag- és haplotipuselemzés

Az SNP-k kapcsoltsaganak megallapitasa tobb okbodl is jelentds. Egyfel6l olyan
régiokon beliil, ahol szoros LD (linkage disequilibrium) figyelhetd meg, tehat nem
létezik az Gsszes elméletileg lehetséges haplotipus, elegendd egy vagy néhany SNP
elemzése, mivel a tobbiek genotipusat ezek egyértelmiien megmutatjak. Ezeket az SNP-
ket szokas tag-SNP-nek is nevezni. A masik fontos szempont az, hogy a genetikai
asszociacio vizsgalatok soran nem ritka, hogy a jelleggel asszociaciot mutatd
polimorfizmusnak biologiai hatdsa nincs, csupan ,kapcsolt” a tényleges fizioldgiai
funkcioval rendelkezd SNP-vel. Amennyiben azonban a ,,funkcionalis” SNP (tehat a
biologiai hatassal rendelkezd SNP) megtaldldsa is célunk (ami a molekularis hattér
megismerése, illetve egy esetleges 0j gydgyszer célpont azonositasa stb. szempontjabol

jelentds), akkor az SNP-k kozotti LD meghatdrozasa alapvetd fontossagu.
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A kivalasztott WFS1 polimorfizmusok kapcsoltsagat a Haploview 4.2 program
segitségével elemeztiik. A 4. dbra mutatja az altalunk vizsgalt teljes populacio (beteg és
kontroll mintak 1is) kapcsoltsagi térképét. Az dabra fels6 részén az egyes
polimorfizmusok kromoszomalis pozicidja, mig az alsdé részen az egyes lokuszok
paronkénti LD értékei lathatdak. Az egyes négyzetekbe irt szamok tehat LD koefficienst
jelentenek, melyek a négyzet két fels6 oldala irdnydban 1évé polimorfizmusok
kapcsoltsagara vonatkoznak. A program kétféle LD értéket is szamol, a Lewontin féle
D’ (sztenderdizalt kapcsoltsagi egyiitthatd — piros szinnel jelolve) illetve R? (korrelacios
koefficiens — fekete szinnel jeldlve) értékeket. Mindkét érték 0 és 1 kozotti értéket vehet
fel. A 0 jelenti azt, hogy a két allél fiiggetleniil 6roklédik egymastol, haplotipusuk
frekvencidja megegyezik a kiilon-kiilon vett gyakorisaguk szorzataval, tehat egymassal
egyensulyban (,,linkage equilibrium”) vannak. Ellenben ha ez az érték nagyobb (ennek
megfeleléen a négyzet sotétebb szinii), akkor a megfelel6 polimorfizmusok adott
allélvaltozatai nagyobb valoszintiséggel fordulnak el6 egyiitt, mig 1 esetén az elméleti 4
helyett csupan kett6 allél-kombinacio fordul elé az adott populacidban. Bar a két mutatd
egymastol nem fiiggetlen, és a szélsé értékeik is megegyeznek, mégsem teljesen
ugyanugy ertelmezenddk. A D’ leginkdbb a kapcsoltsagi egyensuly fennallasat
megbont6 hatasokat jelzi, mig az R? az allélok fiiggetlenségét, a 16kuszok asszociacios
jeleinek kiilonbozoségét vizsgalja [81]. A program rajzolja meg azt a feketével
bekeretezett teriiletet, azaz haploblokkot, amelyen beliil a polimorfizmusok kozott
magas LD allapithatdo meg. Esetiinkben a harom, promoter régioban 1év6 polimorfizmus
alkotott egy haploblokkot. Ezt az erds kapcsoltsagot mutatja az a megfigyelés is, hogy
az elméletileg lehetséges nyolctéle haplotipus koziil tobb mint 90%-ban csupan két
forma fordult elé (AHT: 62,9%, GHG: 28,5%). Ezeken kiviil csupan masik két, joval
kisebb gyakorisagi haplotipust figyeltink meg (GRG: 7%, ARG: 1,6%). A
1000Genomes adatbazis szabadon hozzaférhet6 adatait is letoltottiik, kivalasztottuk
azokat a polimorfizmusokat, amelyeket mi is vizsgéltunk, és a kapcsoltsagi elemzést
ezen adatsor alkalmazasaval is elvégeztik (4. dbra). Fontos megjegyezni, hogy az
rs148797429 hosszusag polimorfizmus nem szerepelt a 1000Genomes adatai kozott.
Lathato, hogy az altalunk vizsgalt populacié nagy hasonlosagot mutat a 1000Genomes
eurdpai csoportjaival (FIN, IBS, GBR, TSI, CEU), azonban természetesen nem teljesen

egyezik meg azzal. Altalanosan magas kapcsoltsagi értékek jellemzik ezt a régiot, mely
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alél csupan az aminosav cserét okozd rs1801208, illetve a gén 3> UTR-¢ében
elhelyezkedd rs1046322 miR-SNP jelent kivételt. A magas D’ érték mellett megfigyelt
viszonylag alacsony R? érték részleges kapcsoltsagra utal, tehat a lehetséges négyféle
haplotipus koziil egy hianyzik [l].

A Sajat mintak B

/|
/

rs148797429
rs4273545

o0
o0
o
(=)
-]
=
=t

o

-

15148797429

154273545

oo
el
o
)
=l
o
<

[4

+ 156824720
w o rs10010131
o 1513147655
= rs1801208
o 151046320
© 151046322
+ 156824720
w 1510010131
o 1513147655
~ 151801208
% 151046320
© 151046322

D’ 0 0 K
0 0
20 20
40 40
60 60
80 80
100 100
C 1000 Genomes Project D

|I I |\ - T ‘[ | |\ I i}
— s — wy
o0 v < o el o0 < (o] o0 el o o vy o0 o o~
o0 <t ol — =) [==) ol ol (=] =t [ — =] o (ol ol
o vy ~ < —~ (o] o o o vy -~ () ~~ (o8] (32 o
[=)) o <t — =t — \N=] o ~ [« o =t — =t — D o —~
o0 ~ (o] < — () =t =t Ul [} L ol (=] — o -t =t W
o) ol fo’s] < (2} [ea] < () <t =] ol 2] [=] o o0 o < =t
Y % 2 7z v ? 7% Y T 2 72 7 7 7 7%

» 2
D 1 2 3 4 5|6 7 8 9 1 2 3 4 5 ]6 7 8 9 R
0 0

20 20
40 40
60 60
80 80
100 100

4. dbra. WFS1 polimorfizmusainak kapcsoltsagi dbrdja. Az dbra felsé
részen a polimorfizmusok kromoszomalis elhelyezkedése lathato, mig alul az
egyes kapcsoltsagi értékek. A Lewontin féle D” (A és C rész) és az R?
kapcsoltsagi értékek (B és D rész)a sajat genotipus adataink (A és B rész)
illetve a 1000 Genom Projekt adatai (C és D rész) alapjan.
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5.4. Asszociacio vizsgalatok

A cukorbetegség hatterében allo genetikai tényezdk azonositasa érdekében asszocidcid
vizsgalatot végeztiink. Mivel egy komplex korkép genetikai hatterét vizsgaltuk, eset—
kontroll modellt alkalmaztunk, amely sordn &sszehasonlitottuk a kivalasztott
polimorfizmusok alléljainak gyakorisagat a beteg és az egészséges csoportban. Az
asszociacio vizsgalatokban ma az allél alapt elemzés a leggyakoribb, amely esetén a
mintaszam megkett6z6dik, mivel minden embernek egy apai és egy anyai allélja is van.
A Kkettes tipust diabétesz allél szerinti elemzésének eredményeit a 7. tdbldzat

tartalmazza.

7. tablazat. WESI polimorfizmusok és a kettes tipusu diabétesz kozotti
allél szerinti asszocidcio vizsgdlat. p: a ;(Z-préba szignifikancia értéke. OR:
esélyhanyados (Odds ratio). Esetszamok kontroll: 2N = 1784, T2DM: 2N =

986.
Riziké Gyakorisag OR 95%-0s
Polimorfizmus = 1" | Kontroll  T2DM p OR konfidencia
intervalluma
rs4689388 A 0,58 067 4,62:10° 147 122 176
rs148797429 0,66 0,74 1,5510° 145 1,20 1,76

rs4273545 0,58 066 53410° 146 121 1,75
rs6824720 0,875 0,824 0,004 1,505 1,137 1,990
rs10010131 0,689 0,609 2510° 1,425 1,178 1,722

R
T
G
G
rs13147655 G 0,689 0,606 4510° 1444 1176 1,774
G
A
A
C

rs1801208 0,956 0,950 0,550 1,151 0,725 1,828
rs1046320 0,674 0,592 L,1110° 1429 1,191 1,714
rs1046322 0,139 0,094 0,001 1,555 1,191 2,032

rs9457 0,631 0,546 8110~ 1421 1,193 1,698

Mivel tobb polimorfizmust vizsgaltunk egyszerre, a statisztikai szignifikancia
szintjét ennek megfelelden korrigalni kellett (tobbszords tesztelésre torténd korrekcid).
A meglehetdsen konzervativ Bonferroni korrekciot alkalmaztuk, mely jelentésen
lecsokkenti a statisztikai hipotézis-vizsgalatok elsd faju hibajabol eredd alpozitiv

eredmények valoszinliségét. A korrekcidt alkalmazva a statisztikai szignifikancia szintje
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10 polimorfizmussal szamolva p < 0,005 volt. A Bonferroni korrekcio elvégzése utan is
szignifikans eredményeket a tablazatokban kiemeléssel jeldltiik. A viszonylag alacsony
esélyhanyados értékek a cukorbetegség bonyolult genetikai hatteréb6l fakadnak. Ezek
az értékek magas szignifikancia szinttel parosulva ugyanakkor azt bizonyitjak, hogy az
altalunk vizsgalt WFS1 polimorfizmusok egyenként kicsi, viszont egyértelmii szerepet
jatszanak a kettes tipusu diabétesz genetikai hatterében. Noha nem egyediilallo, mégis
talan érdekes, hogy az rs1046322 SNP kivételével a gyakori allél jelenti a rizikdfaktort.
Az egyes tipust diabétesz vizsgalatakor (8. tabldazat) az rs1046322 SNP kiemelked6en
magas szignifikancia ¢és esélyhanyados értéket mutatott, ami a polimorfizmus

meghataroz6 szerepére utal.

8. tablazat. WFS1 polimorfizmusok és az egyes tipusu diabétesz kozotti
allél szerinti asszocidcio vizsgdlat. p: a ;(Z-préba szignifikancia értéke. OR:
eselyhanyados (Odds ratio). ESetszamok kontroll: 2N = 1634, TIDM: 2N =

814.

Riziké Gyakorisag OR 95%-0s

Polimorfizmus allel | Kontroll  T1DM p OR konfidencia

intervalluma
rs6824720 G 0,671 0,726 0,104 1,297 0,947 1,775
rs10010131 G 0,366 0,430 0,046 1,305 1,004 1,696
rs13147655 G 0,377 0,450 0,043 1,354 1,009 1,817
rs1801208 G 0,919 0,919 0,988 1,004 0,597 1,688
rs1046320 A 0,352 0,388 0,224 1,169 0,909 1,503
rs1046322 A 0,012 008  7010° 7641 3,608 16,186
rs9457 C 0,303 0,375 0,013 1,377 1,068 1,776

A 3> UTR-ben 1évé SNP-k (rs1046320, rs1046322 ¢és rs9457) esetén haplotipus
elemzést is végeztiink, melynek eredményei a 9. és a 10. tablazatban lathatdoak. Az
adatok azt sugalljak, hogy egyes tipusu diabétesz esetén az rs1046322 SNP hatasa a
legjelentdsebb. Azok a haplotipusok esetében figyelhetd meg legnagyobb eltérés a beteg
¢s a kontroll csoport gyakorisdg értékei kozott, melyek tartalmazzak ezen

polimorfizmus ,,A” (rizikd) alléljat. A kapott alacsony p értékek raadasul kimagaslo
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es¢élyhanyadossal is jarnak, ami megerdsiti az SNP kiemelkedd szerepét a betegség
genetikai hatterében. A kettes tipusu diabétesz esetén ez a hatds nem volt

megfigyelhetd.

9. tablazat. A WFS1 gén 3’ UTR-ében lévo SNP-k és az egyes tipusu
diabétesz kizitti haplotipus elemzés. p: a y*-proba szignifikancia értéke.
OR: esélyhanyados (Odds ratio). Esetszamok kontroll: 2N = 1634, T2DM =

814.
] L Gyakorisag OR 95%-0s
Haplotipus, riziko allél Kontroll T1DM p OR _konfidencia
intervalluma
rs1046322-rs9457, AC 0,042 0,124 3410 3262 2369 4,492
rs1046320-rs9457, AC 0,542 0548 0,790 1,023 0,864 1,211

rs1046320-rs1046322, AA 0,043 0,124 1,110° 3,165 2,304 4,347

rs1046320-rs1046322-rs9457, | 0042 0,120 2810 3,152 2,285 4,348
AAC

10. tablazat. A WFS1 gén promoterében illetve 3> UTR-ében lévd SNP-K
és a kettes tipusu diabétesz kozotti haplotipus elemzés. p: a }(z-pro'ba
szignifikancia értéke. OR: esélyhanyados (odds-ratio). Esetszamok
kontroll: 2N = 1784, T2DM: 2N = 986.

Gyakorisag OR 95%-0s
Haplotipus, riziké allél  |kontroll T2DM =~ P OR konfidencia
intervalluma

rs148797429-rs4273545,RT | 0,580 0,660 0,004 1,405 0,792 2,494

rs4689388-rs148797429, AR | 0,586 0,671 0,002 1,441 1,201 1,729

rs4689388- rs4273545, AT 0,573 0657 0,003 1427 1,191 1,711

rs4689388-rs148797429—
rs4273545, ART

0,573 0,656 0,003 1,421 1,186 1,703

rs1046322-rs9457, AC 0,067 0,038 0,001 1,843 1,267 2,681

rs1046320-rs9457, AC 0,626 0,555 0,000 1,341 1,127 1,596

rs1046320-rs1046322, AA 0,070 0,040 0,001 1,809 1,254 2,609

rs1046320-rs1046322—-rs9457, 0,066 0,038 0002 1,805 1238 2,630
AAC
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Napjainkban a szakirodalomban a genetikai polimorfizmusok asszociacié elemzése
soran leggyakrabban az allél szerinti 6sszehasonlitéssal taldlkozunk, ennek megfelelden
munkank soran — alapesetben — mi is ezt a megkozelitést alkalmaztuk. Bizonyos
szemszogbdl mégis szemléletesebb, €s a heterozigdtakrdl valamint az 6roklésmenetrdl
tobb informacidt nyljt az az elemzési mod, ha a hdrom genotipus csoportot kiilon-kiilon
vizsgaljuk. Ezért az eset—kontroll elemzést minden polimorfizmus esetében ezen
csoportositas szerint is elvégeztiik. Ennek egyik szemléletes példajat az 5. abra mutatja,

ahol a késObbiekben tovabb vizsgalt miR-SNP genotipus eloszlasai lathatoak.

60

W Kontroll

m12DM
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5. dbra. Az rs9457 SNP genotipusainak eloszlisa a kettes tipusu
diabéteszben szenvedd betegekben illetve a kontroll csoportban. Az eset—
kontroll vizsgalat soran a ;{2 -préba szignifikins (p = 2,7 - 10™) eltérést
mutatott a beteg és a kontroll csoport kozott.

;{z-pr(')ba segitségével teszteltik a harom genotipus csoport eléforduldsanak
gyakorisagat a kettes tipusu diabéteszes betegek illetve a kontroll személyek korében.
Az 4bra jol szemlélteti, hogy CC genotipus lényegesen gyakrabban fordult el6 a betegek
korében (42%, mig ez az érték a kontroll csoportban csupan 30%-nak bizonyult), ezzel
szemben a heterozigota GC csoport a GG homozigotadkhoz hasonldan az egészségesek
kozott volt gyakoribb. A zz-préba eredménye alapjan a genotipus gyakorisagok
megoszlasaban megfigyelheté kiilonbség statisztikailag szignifikans (p = 2,7 - 10™).
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Ennek megfeleléen a WFS1 rs9457 C allélja a kettes tipusu diabétesznek egyeik
lehetséges genetikai rizikofaktoranak tekintheto [II].

5.5. Szabalyozo régiok polimorfizmusainak funkcionalis vizsgalata

Munkéank tovabbi f6 célkitiizése volt annak elemzése, hogy a vizsgalt valamint
cukorbetegséggel asszocidciot mutatd polimorfizmusokhoz biolodgiai hatas rendelheto-e.
Mivel ezek az SNP-k a gén promoterében illetve 3° UTR-ében helyezkednek el,
lokalizacidjuknak megfelelen elsdsorban szabalyozo hatas: a transzkripcié vagy a mikro-
RNS kotodés befolyasoldsa révén a transzlacio aktivitasanak megvaltozasa varhat6. Ezen
funkciok elemzését in vitro sejtes rendszerben riporter konstrukciok alkalmazasaval
végeztik el. Elsd lépésként olyan rendszer kialakitasa volt feladatunk, melynek
alkalmazasaval a mérések hatékonyan €s megbizhatéan elvégezhetdk, vagyis jol mérhetd,
kelléen magas jelet kapunk anélkiil, hogy az egyes fehérjéket a sejtekben a sziikségesnél
nagyobb mértékben taltermeltetnénk a transzfekcids kisérletek soran. Eldkisérleteink
soran ennek megfeleléen meghataroztuk a transzfektaland6 konstrukcidk legoptimalisabb
mennyiségét. A belsé kontrollként hasznalt S-galaktozidazt tartalmazo konstrukcidobol
higitasi sort készitettiink, majd ezekkel transzfektaltunk, és ONPG szubsztrat
alkalmazéséaval, fotométerrel enzimaktivitds mérést végeztiink (6. dbra A része). A
pGL3B (6. dbra B része) illetve a pMIR (6. abra C része) konstrukcidk esetén is hasonld

higitasi sor elemzését végeztiik el luminometrias elemzéssel.

A

R*=10,9995

p-gal aktivitas

o b O

0 0.2 0,4 0.6 0,8 1

>
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6. abra. A transzfekcional hasznalt konstrukciok optimalis mennyiségének
meghatarozdsa. A megfelelo konstrukciobol (A: pMIR-REPORT p-
galaktozidaz, B: pGL3B, C: pMIR-REPORT) higitdsi sort készitettiink, és
fotometrias ill. luminometrids modszerrel hataroztuk meg az enzimaktivitast
(ami a képzodo fehérje mennyiségével aranyos). A linerdis regresszio soran
kapott magas determindcios egyiitthato értékek (RZ) azt mutatjak, hogy a
rendszer az alkalmazott koncentrdcio tartomanyban megbizhatoan miikodik.

A végso kisérletekhez a f-galaktozidaz esetén a 0,2 pug, a pGL3B esetén 0,125 g,
mig a pMIR konstrukcioknal a 0,05 ng mennyiségeket valasztottuk. Mindig probaltunk

olyan koncentraciot valasztani, ahol a mért luciferaz aktivitas értékek mar elég magasak

49



DOI:10.14753/SE.2020.2325

ahhoz, hogy megbizhatd méréseket végezziink, viszont ezzel egyiitt szerettiink volna
még abban a dinamikus tartomanyban maradni, ahol a valtozasokat legnagyobb

megbizhatdsaggal ki lehet mutatni.

5.5.1. Promoter régio

crer

helyezkednek el, ezek expressziora gyakorolt hatasat in vitro sejtes rendszerben vizsgaltuk.
Ricketts ¢és mtsali [82] eredményei alapjan a WFS1 minimal promotere a
—233. és a +104. nukleotid kozott helyezkedik el, az 5° szekvencia hosszdnak tovabbi
ndvelése a promoter aktivitiasban szignifikdns emelkedését nem eredményezi. Ezt szem
el6tt tartva egy rovidebb (338 bp, ,,A”) és egy hosszabb (554 bp, ,,B”) konstrukciot hoztunk
1étre a polimorfizmusok biologiai hatasdnak elemzéséhez. A ,,minimal promotert” magaban
foglalo rovidebb konstrukcid csupan az rs4273545 SNP-t tartalmazta. Szerettiik volna
azonban a kordbban masok 4ltal még nem vizsgalt hosszlsag polimorfizmus (rs148797429)
hatasat is tanulméanyozni. Ezért hoztuk létre a hosszabb (,,B”-vel jelolt) konstrukciot, ami a
15148797429, mind pedig az rs4273545 polimorfizmus megtalalhato. A kiilonb6zd allélokat
tartalmaz6 konstrukciokat (Gsszesen 6 varianst) irdnyitott mutagenezissel hoztuk létre. Egy
HEK?293T sejtvonalon végzett reprezentativ luciferaz mérés eredményét mutatja be a 7.
dbra. Kontroll vektorként egy iires pGL3Basic vektort hasznaltunk, amihez képest mind a
rovidebb (,,A”’), mind pedig a hosszabb (,,B”) konstrukcid szignifikansan magasabb relativ
luciferaz enzim aktivitas értékeket mutatott. Ezek az eredmények alatamasztjak, hogy mind
a rovidebb, mind a hosszabb régid promoter aktivitassal rendelkezik. Ha a rovidebb (,,A”),
csupan az rs4273545 SNP-t tartalmazd konstrukciot alkalmaztuk, nem mutatkozott
szignifikans kiilonbség a ,,G” illetve a ,,T” allélt tartalmazd promoter szakasz expresszidra
kifejtett hatasa kozott. A hosszabb (,,B”), rs148797429 hosszisag polimorfizmust is
tartalmaz6 konstrukciok vizsgalata azonban tobb érdekes megfigyelést is eredményezett. A
rs148797429 — (R) / GGGGCG (H) polimorfizmus onmagaban nem befolyasolja a
transzkripcid aktivitasat, tehat ha az SNP ugyanazon allélja mellett a konstrukcio kiilonb6z6
hosszusag format tartalmaz (H/G illetve R/G, vagy H/T illetve H/G), hasonld relativ
luciferaz aktivitasok figyelhetk meg. Ugyanakkor mégis igy tlinik, hogy ezen varidns —
illetve a polimorfizmust tartalmazé génszakasz — hozzajarul a promoter aktivitasanak

szabalyozasahoz. Ha ugyanis ez a régio is jelen van a konstrukcidban, az rs4273545 SNP G
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illetve T allélja eltérd transzkripcids aktivitdshoz vezet. T varians jelenléte esetén a relativ
luciferaz aktivitas kb. 2,5-szer akkora, mint a G allél jelenléte esetén, tekintet nélkiil arra,

hogy mellette az rs148797429 polimorfizmus hosszabb vagy a révidebb allélja all [I].
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7. abra. Kiilonbozo hosszusagu (,A” és ,,B”) promoter régiok, illetve az
azokban lévo  polimorfizmusok expressziora gyakorolt hatdisanak
vizsgalata in vitro sejtes rendszerben. Az ,,A” 338 bp hosszusagu
konstrukcio csak az rs4273545 SNP-t tartalmazza. A ,B” 554 bp
hosszusagu konstrukcio, mind az rs148797429 VNTR-t, mind pedig az
rs4273545 SNP-t tartalmazza. Kontroll: iires pGL3Basic vektor. A relativ
szorasok harom fiiggetlen kisérlet eredményeit mutatjak (*** p < 0,001)

5.5.2. 3’ nem transzlalodo régio

A 3> UTR vizsgalatakor a kiilonbozé konstrukciok és a p-galaktoziddz mellet
egyidejlileg pre-miR-185-tel is transzfektaltuk a sejteket. Ezért el@szor arra voltunk
kivancsiak, hogy az altalunk alkalmazott sejtes rendszerben rendelkezésre all-e az
Osszes feltétel ahhoz, hogy a pre-mikro-RNS-bdl elkésziiljon az érett mikro-RNS.
Ehhez a sejteket novekvé mennyiségii pre-mikro-RNS-sel transzfektaltuk, majd real-
time PCR segitségével mértiik mind a prekurzor, mind pedig az érett mikro-RNS
szintjét. Az 8. dbran lathato, hogy a kisérlet soran a pre-mikro-RNS szintje nem

valtozott, végig a nullahoz kozel maradt, mig az érett mikro-RNS mennyisége
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folyamatosan nétt. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az Osszes prekurzor atalakult
érett mikro-RNS-sé. Ezen eredmények illetve irodalmi adatok alapjan a tovabbi

kisérletek soran 5 pmol mikro-RNS-t hasznaltunk.
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8. abra. A miR-185 érésének vigsgdalata. HEK293T sejtek transzfektaltunk
kiilonb6zé  mennyiségii  pre-mikro-RNS-sel, majd real-time PCR
alkalmazasaval hataroztuk meg az érett illetve a pre-mikro-RNS szintjét.

Az rs9457 mikro-RNS kotddését befolyasold szerepét in vitro sejtes rendszerben
luciferaz konstrukcio alkalmazasaval vizsgaltuk. A PolymiRTS [74] adatbazis szerint ez
az SNP a miR-185-6s mikro-RNS seed régiojaban helyezkedik el. Ezt az in silico,
csupan szekvencia adatokon alapuld feltételezést bioldgiai rendszerben eddig nem
bizonyitottak: erre a mikro-RNS-re vonatkoz6 adat sem az irodalmi adatok kozott, sem
a miRTarBase [83] valamint a Mirwalk [75] adatbazisban nem szerepelt. A fehérje
expressziora kifejtett hatds elemzéséhez a WFS1 gén ismert genotipusi (AA), teljes 3°
hoztuk létre a masik allélvaltozatot tartalmazo konstrukciot, valamint a seed mutanst.
Ezen utobbi konstrukcioban a miR-185 seed szekvencidjanak mind a hét bazisat
kicseréltiik az eredeti komplementerére, tehat ekkor a seed régioban egyaltalan nem
torténik bazisparosodas a mRNS és a mikro-RNS kozott. Létrehoztunk tovabba egy
olyan kontroll konstrukciét is, amelyben az inzert a WFS1 gén 3° UTR-ével megegyez6
hosszusagu, de attdl kiilonbozd szekvencidji, valamint a miR-185 felismerési

szekvenciajat nem hordoz6 DNS-fragmentum volt. A tovabbi méréseket ezen 4
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konstrukcio alkalmazasaval végeztiik el. A mért luciferaz enzim szinteket minden

esetben f-galaktozidaz aktivitas értékekkel korrigaltuk.
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9. dbra. A WFS1 rs9457 miR-SNP miR-185 kétédésére gyakorolt
hatasanak vizsgalata luciferaz riporter konstrukcio segitségével. A WFS1

az rs9457 C alléljat, a ,,G” konstrukcio pedig annak G alléljat tartalmazta.
A ,,Seed” konstrukcio a miR-185 seed szekvencidjanak komplementerét
tartalmazta. Kontrollként a WFSI1 3’ UTR-ével megegyezo hosszusagu, de
attol eltéro szekvencidju konstrukciot hasznaltunk. A relativ szorasok harom
fiiggetlen kisérlet eredményeit mutatjak (*** p < 0,001) Az dbra B részén a
miR-185 és a gén 3° UTR-ének szekvencidi, illetve a lehetséges
bazisparosodasok lathatoak, sotét hattér: rs9457 SNP.

A legalacsonyabb relativ luciferaz aktivitast az rs9457 SNP C alléljanak esetében
mértlink, ami csupan 35%-a volt a kontroll plazmid aktivitasnak (9. dbra). Az ettdl
csupan egy bazisban eltérd G allél 1,7-szeres enzimaktivitds ndvekedést mutatott, ami
gyakorlatilag megegyezett a seed mutans aktivitas értékeivel. A szekvencia adatok
alapjan C allél esetén a miR-185 7 bazis hosszu ,,seed” régi6jabol csupan 6 komplementer
a WFS1 mRNS 3” UTR régidjaval. A G allél igy mar csak 5 komplementer bazist jelent,
ami még tovabb gyengiti a miR-185 bekdtédésének hatékonysagat [I1].
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6. MEGBESZELES

6.1. A wolframin szerepe a cukorbetegségben

Az elmult par évtizedben vilagszerte megnégyszerez6dott a cukorbetegek szama. A
koérkép tobb, mint 425 millié diabéteszes embert érint, és évente 1,6 millid6 ember
halalat okozza kozvetleniil, és tovabbi 2,2 millidan a magas vércukorszint valamilyen
kovetkezményeként vesztik életiiket. Az egészségiigyre forditott kiadasok 12%-at a
cukorbetegek kezelése teszi ki (https://www.who.int/diabetes/en/). Egészséges
étkezéssel, rendszeres sportolassal, dohanyzasmentes élettel azonban nagymértékben
megeldzhetd illetve késleltethetd a kettes tipusti diabétesz kialakuldsa. A késoi
diagnézis megnoveli a szovédmények kialakuldsdnak kockdzatat. Noha szamos
lehetséges genetikai rizikdtényez6t azonositottak mar a betegség hatterében, a pontos
patomechanizmus mindmaig ismeretlen. Tobb diabétesz vizsgalatban vetédott fol a
WFS1 gént a lehetséges kandidans gének korében [59, 78-80, 84-86], ugyanakkor a
pontos molekuldris magyardzat — azaz a gén termékének funkcidja és a cukorbetegség
kozotti egyértelmii molekuldris szintli kapcsolat — még nem teljesen tisztazott.
Eredményeinkkel magyar populacion is igazoltuk, hogy a gén tobb SNP-je asszociaciot
mutat a cukorbetegséggel. A polimorfizmusok molekularis szerepét tovabb kutatva, in
vitro vizsgalatokkal elemeztiik, hogy hogyan befolyasolhatjak a kiilonb6z6 polimorf
variansok a keletkezd fehérje mennyiségét. Eredményeink alapjan a gén 3° UTR
szakaszaban 1év6 mMIR-SNP-k valamint a transzkripcios faktor kotOhelyeket érintd
polimorfizmusok sejtes rendszerben jelentésen megvaltoztatjak a gén kifejez6désének
mértékét, ami egy lehetséges molekularis mechanizmust jelenthet arra vonatkozoan,
hogy hogyan befolyasolhatja egy SNP a fenotipust. A hasnyalmirigyben megjelend
megvaltozott wolframin szintje az ER diszfunkcidjat okozhatja, ami az
inzulinszekrécion keresztiil fontos szerepet jatszhat a betegség patomechanizmusaban.
Egy masik vizsgélatban a WFS1-hidnyos f-sejtekben szintén megnovekedett ER stresszt
illetve csokkent inzulin mennyiséget figyeltek meg. ER stressz indukcid hatasara
ezekben a S-sejtekben sériilt az inzulin feldolgozasa, valamint a gliik6z indukalta inzulin
szekrécio [87, 88]. WFS1-hianyos egerekben megndvekedett inzulin igény hatdsara
fokozodott a f-sejtek apoptozisa [89]. A WFS1 gatolja az ATF6a-t, igy gyengiti az

ERSE (ER stress response element) promoterének aktivitdsat, tehat az ER stressz
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jelatviteli tutvonalait [41]. Tobb kutatds bizonyitotta, hogy ER-stressz hatasara
fokozoédik a WFS1 expresszidja. Az ER-stresszt kivaltd thapsigargin illetve
dithiothreitol kezelés hatasara a szigetsejtekben megnovekedett WFS1 mRNS illetve
wolframin expresszidt mutattak ki. Tunikamicin hatdsara az mRNS szintje szintén
megnétt, viszont a fehérje mennyisége ezzel nem korrelalt, mivel a tunikamcin N-
glikozilacio gatlasa révén a wolframin stabilitasanak csokkenését okozta[90]. MING
sejtvonalat a WFS1 promoterét tartalmazé konstrukciokkal, illetve tapsigarginnal vagy
tunikamicinnel egyiitt transzfektalva azt tapasztaltak, hogy ezen ER-stressz induktorok
fokoztak a WFS1 promoterének aktivitasat [91]. Az ER-stressz soran fontos szereppel
bir6 XBP1 hatasara kozel 10000 gént vizsgalva, leginkabb a WFS1 expresszidja
fokozoédott. A WFS1 promoter régioja tartalmaz egy ERSE (ER-stress response
element) szekvenciat, ¢s noha az XBP1 nem k&t kozvetleniil ehhez a régidhoz, mégis

alapvet6 fontossagi a WFS1 XBP1 altal torténd szabalyozasa soran [92].

6.2. A szabalyz6 régiok szerepe

crer

konstrukciok alkalmazasan alapuld eljarasokat alkalmaztak. A tanulmany eredményei
alapjan a ,,minimal promoter” régi6 a —49. és a +104. bp kozott talalhatd, —49 és —233
kozott egy fontos aktivalo régié helyezkedik el, mig a —233. és a —327. nukleotid kozotti
szakaszon egy negativ szabalyoz6 szekvencia van. In vitro EMSA (electrophoretic
mobility band shift assay) valamint in vivo ChIP (Chromatin Immuno Precipitation)
modszerek segitségével igazoltdk, hogy mind az Spl, mind pedig az Sp3 transzkripcios
konstrukciok mutagenezisével bizonyitottdk, hogy a WFS1 megfeleld expresszidjahoz
ugyanakkor nem csak ezek a minimal promoter régioban 1évé GC boxok, hanem az
aktivalo régio CCAT boxai is sziikségesek [82]. Sajat eredményeink azt sugalljak, hogy
bar a rovidebb régid is rendelkezik promoter aktivitassal, a teljes transzkripcios
mechanizmushoz sziikség van tovabbi az 5’ régid hosszabb szakaszéara, és a minimal
promoter szekvencia nem mindig elégséges a teljes szabdlyozé mechanizmus
megvaldsulasahoz. Egy masik tanulmany szintén luciferdz rendszerben vizsgalta a
WFS1 promoterében 1évé 5 SNP (rs4689388, 154320200, rs13107806, rs13127445,
rs4273545) expressziora gyakorolt hatasat. Ezek az SNP-k egy haploblokkot alkotnak,
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és szekvencia adatok alapjan kiilonb6z6 alléljaik megvaltoztatjadk transzkripcids
faktorok kotOhelyének szekvencidjat. Ezen munka eredményei aldtdmasztjadk az
rs4273545 SNP altalunk is megfigyelt fontos szerepét, amely szorosan kapcsolt a
GWAS vizsgalatokbol ismert kandidans rs4689388 SNP-vel. Az eredmények alapjan
azonban ugy tlinik, hogy az rs4689388 SNP-nek nincs szignifikdns hatdsa az
expressziora, ez a polimorfizmus tehat — a magas kapcsoltsag révén — a tényeleges
biologiai funkcidval rendelkez6 varians illetve a betegség ,,genetikai markere”. Szamos
mas kutatashoz hasonléan ez a munka is csupan SNP-k elemzését tlizte ki célul, igy az
irodalomban a — technikailag nehezebben genotipizalhato — rs148797429 inzercié /
delécio tipust variaciorol lényegesen kevesebb adat all rendelkezésre [93]. Egy
hosszabb génszakaszt érintd polimorfizmus — éppen kiterjedésébdl adoddan —
ugyanakkor valamilyen szabalyozoé faktor bekotddésére sok esetben jelentdsebb hatdssal
van, mint az egyetlen nukleotidot érinté SNP, munkénk sordn ezért fektettiink nagy
hangsulyt ezen polimorfizmus vizsgalatara.

Csak az elmult évtizedben — az intergénikus régiok vizsgalata soran — deriilt ki,
hogy a mikro-RNS-eknek is épp oly fontos szerepe van a gének szabalyozasaban, mint
a korabban mar jol ismert fehérjéknek, a transzkripcids faktoroknak. Tobb tanulméany
igazolta, hogy a miRNS-ek szerepet jatszanak mind a T1DM mind pedig a T2DM
patogenezisében. A megvaltozott miRNS szintek markerként szolgalhatnak a diagndzis,
illetve a progndzis sordn. A diabétesz vizsgalatok sordn a miRNS-ek illetve célgénjeik
azonositasa 0j terapias célpontokat jelenthetnek. Kimutattak, hogy a T1DM-ben
kialakulo autoimmunitasban és f-sejt diszfunkcidban is szerepet jatszhatnak ezek a
szabalyoz6 molekulak. A miR-150, miR-146a és a miR-424 T1DM betegek
vérmintaiban csokkent expressziot mutatott mind a T2DM, mind pedig az egészséges
mintakhoz képest. A glutaminsav dekarboxildz elleni antitestek (glutamic acid
decarboxylase antibodies, GADA) kimutatasa segithet az autoimmun eredeti T1DM
diagnozisa soran, valamint a csaladi ¢érintetség felderitésében. GADA pozitiv
személyeket a GADA negativakkal Osszehasonlitva, szintén az emlitett miRNS-ek
szintjének szignifikans csokkenést tapasztaltak, ami a vizsgalt miRNS-ek autoimmun
folyamatokban valo részvételét veti fel. Ez alapjan ez a harom miRNS a T1DM
biomarkerének tekinthetd, valamint segitségiikkel 0j bepillantast nyerhetiink a betegség

hatterében allé6 molekularis folyamatokba [94]. A pankreasz szigetsejtekben legnagyobb
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mennyiségben a miR-375 expresszalodik [95]. A vérbdl izolalt miR-375 megnovekedett
mennyisége a f-sejtek pusztuldsara utal, igy ez a miRNS is az egyes tipusu
cukorbetegség potencialis biomarkere lehet [96]. A miR-375 gatolja a gliikoz stimulalta
inzulin szekrécidt. Az endogén miR-375 funkcidjanak gatlasa novelte az inzulin
felszabadulasat, mig taltermeltetése célgénje, a MTPN (myotrophin) expresszidjanak
inozitol-3 kinaz Gtvonalaban szereplé PDK1 (foszfatidil-inozitol fiiggé kinaz-1) szintén
a MiR-375 egyik célgénje. Inzulinoma sejtvonalon és patkany modellen a miR-375
hatdsara csokkent PDK1 expressziot és glikéz szekréciot figyeltek meg. Glikoz
hatasara pedig csokkent a miR-375 prekurzoranak szintje, ezaltal nétt a PDKI
expresszidja [98]. A T2DM-ben kimutatott miRNS mintazat megvaltozasaval
kapcsolatos széleskorli irodalmi adatokat az in silico elemzésekkel egybevetve kideriilt,
hogy a mikro-RNS-seknek fontos szerepiik van mind a szénhidrat-, mind pedig a
lipidanyagcserében, valamint részt vesznek az inzulin jelpalyaban is [99]. T2DM
betegek plazmajanak miRNS mintazatat vizsgalva csokkent miR-126 mutattak ki [100].
T2DM patkdnymodellen vizsgalva a betegség kialakuldsat, a kiilonbozd stddiumokra
eltér6 miRNS mintdzat volt jellemzd. Ezeknek a miRNS-eknek a segitségével a
betegség progresszidja, a kezelés hatasossaga josolhaté lehet [101].

A miR-185, illetve szabalyozd szerepének fontossaga akkor keriilt kézéppontba,
amikor felismerték, hogy expresszidjanak szintje fontos szerepet jatszik az onkogenezis
sordan [102]. Igy a miR-185-tel kapcsolatos korai vizsgilatok foként a kiilonbozo
tumoros betegségekre koncentraltak [103-105]. Az igy szerzett ismeretek mind azt
bizonyitottak, hogy a miR-185 hozzajarulhat a sejtproliferacio illetve az apoptozis
szabalyozasahoz. Az Gjabb kutatasok ugyanakkor ravilagitottak arra, hogy a miR-185-
nek a S-sejtek fejlodésében is szerepe lehet. Kettes tipust cukorbetegek plazmajaban,
illetve diabéteszes egerek sziget sejtjeiben szignifikansan alacsonyabb miR-185 szintet
mutattak ki. Sejtvonalakon a miR-185 gatlasaval csokkent gliik6z indukalta inzulin
szekréciot figyeltek meg. Alacsony miR-185 szint mellett magasabb apoptdzist
tapasztaltak. A miR-185 egyik célgénje a SOCS3 (suppressor of cytokine signaling 3).
Cukorbetegekben az alacsonyabb miR-185 szint magasabb SOCS3 expresszioval tarsult
[106], ami tobbféle hatasmechanizmussal szintén hozzajarulhat az inzulin jelatviteli ut

befolyasolasdhoz. Magas zsirtartalmu taplalékkal etetett egerekben emelkedett miR-
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185- illetve koleszterinszintet mértek. Magas koleszterin szinttel rendelkez6é betegek
szérum mintajaban Otszords mennyiségli miR-185 expresszidt mértek a kontroll
személyekhez képest [107]. Noha igazoltdk a miR-185 szabalyozo szerepét a
koleszterin szintézisében, a kulcsgének szabalyozasaban betoltott szerepe, a kiilonb6z6
jelatviteli utvonalakon keresztiil a diabétesz hatterében all6 pontos bioldgiai szerepe
mindmaig tisztazatlan. Az eddig megjelent irodalmi eredmények, és a sajat funkcionalis
vizsgalataink alapjan a miR-185, illetve annak k&tOhelyét érinté rs9457 miR-SNP egy

lehetséges diagnosztikus, prognosztikus biomarkere, €s terapias célpontja lehet a

cukorbetegségnek.

¥ A CAG,UCCUG > _.
UGGAGAGAA%Ga U A  miR-185
ACCU&UCCUCCCAGUACUCCGU WFS1 3° UTR
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10. dabra. A miR-185 és a WFS1 3’ UTR-ének szekvencidja, illetve a
lehetséges bazisparosoddasok. A szekvenciaban sziirkével kiemelve a 6 bazis

hosszusagu, komplementer seed szekvencia, illetve az dltalunk vizsgalt
rs9457-es miR-SNP lathato.

Bar szamos adatbazis tantisaga szerint a miR-185 kotédik a WFS1 gén 3° UTR-
¢hez, a gén illetve a miRNS szekvencidjanak elemzése alapjan lathat6, hogy a
komplementaritds még a miRNS 5° 2-8. nukleotidnyi szakaszédban sem tokéletes (10.
abra). Nem ismeretlen ugyanakkor, hogy a rovidebb (jelen esetben 6 nukleotid
hosszlisagu) vagy tokéletlentil bazisparosodo seed szakasz ellenére a két RNS kozott
stabil kapcsolat alakul ki, ehhez hozzédjarulhat az, hogy a miRNS 3’ régidja is H-
kotéseket képez a szabalyozott mRNS-sel. A rovidebb seed régio kozepén elhelyezkedd
SNP (70. abra) ugyanakkor mégis varhatdan nagyobb mértékben befolyasolja a két
molekula kapcsolodasanak hatékonysagat: ez allhat a hatterében annak, hogy a luciferaz
mérések soran az rs9457 G allél a seed mutanshoz hasonlé magas expressziot mutatott,
azaz a miRNS bekotddése feltételezhetden jelentésen csokkent [108]. Kimutattak, hogy
a mikro-RNS kotédése 8 nukleotid hossziisagh seed szekvencia esetén a
leghatékonyabb, ami — a fentiekben megfeleléen — az mMRNS és a mikro-RNS tovabbi

szakaszinak komplementaritasa jelentdsen befolyasolhat. A két nukleinsav kozotti
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kapcsolodas hatékonysagat emellett jelentésen novelheti az, ha a miRNS kotohelye tobb
kopiaban jelen van a célgén 3’ UTR-ében [109]. Noha az mRNS-mikro-RNS
kapcsolddas mechanizmusat régota kutatjak, a kotddés minimalis feltételei mindmaig
tisztazatlanok. Kiderilt, hogy csupan a seed szekvencia tokéletes bazisparosodasa sem
jar mindig egylitt az expresszid csokkenésével. In vitro eredmények alapjan a 3> UTR-
ben 1évé AU gazdag régio jelenléte, a felismerési hely 3° UTR-en beliili lokalizacidja
szintén hozzajarulhat a mikro-RNS ko6tédésének befolyasolasahoz, ezaltal hatassal lehet
a génkifejez0dés szabalyozasara [110]. Ezek a szempontok allnak annak hatterében,
hogy a tobb adatbazisban csupan szekvencia analizis alapjan josolt mRNS—-miRNS
interakcioknak csupan toredékét sikeriilt eddig in vitro vagy in vivo rendszerben

bizonyitani.

6.3. Hidnyz6 orokletesség

Az emberi genomot alkot6 DNS-molekuldk bazissorrendje 2003 ota ismert, és barki
szdmara elérhetd: alapvetd kiindulasi pontot jelent ez mind az orvosi genetikai teriiletén
mind elméleti (kutatas), mind gyakorlati (diagnosztika) szempontbdl. Ugyanakkor az
elmult kb. 1,5 évtized eredményei €s kutatasi iranyvonalai egyértelmiien bizonyitjak,
hogy a genom ismerete csupan kiindulopontnak tekinthetd: ezen informacidé megértése,
alkalmazésa szdmos teriileten a mai napig komoly kihivast jelent. Ennek egyik példdja a
komplex jellegek és korképek genetikai hatterének kutatdsa, mely napjainkban is
szdmos — sok esetben nemzetkdzi kollaboracion alapuld — projekt célkitlizése. Az
intenziv kutatisok ellenére a mar feltart O6rokletes komponensekkel a kiilonbozo
korképek heritabilitasanak csupan 6-50%-a magyarazhat6é [111, 112]: a fennmarado,
még azonositatlan genetikai tényezOk Osszességét hidnyzo orokletességnek (,,missing
heritability”) nevezziik [113]. Ennek hatterében tobb tényez6 is allhat, ugyanakkor
valdszinlinek tlinik hogy a még nem ismert genetikai faktorok azonositasa elsdsorban
nem ,technikai” feladat. A kulcs nem a DNS-szekvenciat vizsgald eljarasok tovabbi
fejlesztésében rejlik, hanem a megoldast a koncepcid Ujragondoldsa és a kiilonbozd
szakteriiletek  (klinkkum, molekularis  bioldgia,  bioinformatika)  hatékony
egylittmiikodése jelentheti.

A komplex korképek hatterében allo genetikai variaciok feltarasat elsésorban a

genom szintli asszociacio analizisek (GWAS — genome-wide association analysis)
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eredményeitél vartdk. Ezek az elemzések hipotézis-mentes modon az Gsszes
kromoszoéma szakaszt lefedve vizsgalnak nagy szamu SNP-t. A GWAS-K a 2-es tipusu
diabétesz mellitusz esetén tébb, mint 80 polimorfizmust valdszinisitettek genetikai
rizikofaktorként, melyek egyenként 5-40%-kal emelték a korkép kialakulasanak
kockazatat [114]. A 115 T2DM-szal foglalkozd6 GWAS tanulmanybodl 8 mutatta ki a
WFS1-t, mint kandidans gént, illetve annak 4 SNP-jét (rs4458523, rs1801214,
rs4234733, rs4689388) [58, 59, 79]. A GWAS elemzések soran a kiilonb6z6
esik [115]. Ez nem meglepd annak ismeretében, hogy a teljes genom csupan kb. 1,1%-a
felel a fehérjék aminosavsorrendjének meghatarozasaért, és a fehérjék primer
szerkezetének (jelentds) megvaltozasa sok esetben stlyos funkciovesztéssel jar, igy az
ezen szakaszokon 1évd genetikai variaciok ritkabban vetddnek fel a gyakori betegségek
orokletes rizikofaktoraként. A nem kodold szakaszokon 1évé SNP-k a fehérje
felépitésének illetve mikodésének megvaltoztatdsa helyett annak mennyiségét
befolyasolhatjak, ami ugyanakkor szintén alapvet6 fontossagu lehet az adott betegség
patomechanizmusaban. A korabbi, GWAS eredményekbdl szarmazo, a betegséggel
asszociaciot mutatd6 WFS1 SNP-k szoros kapcsoltsdgot mutatnak az altalunk
funkcionalisan is vizsgalt polimofizmusokkal. Mivel azok molekularis biologiai szerepe
mindmaig tisztazatlan, feltételezhetjiik, hogy csupan markerei a betegségnek, és a
hattérben huz6édé molekularis patomechanizmust tobbek kozott az altalunk vizsgalt,
tényleges funkcioval bird polimorfizmusok okozzak.

Bar mai tudasunkat az igy kapott eredmények alapoztidk meg, a GWAS-k mégsem
valtottak be maradéktalanul a hozzajuk fiizott reményeket. Ennek egyik oka éppen ezen
vizsgalatok alaptulajdonsagabol fakad. Bar a teljes genomra kiterjedd, akar tobb 100000
SNP-t magéban foglalo elemzés rendkiviil atfogd és nagy mennyiségili eredményt kinal,
ennek elemzése ugyanakkor buktatokat is rejt magaban. Az eredmények értékelése
soran a tobbszoros tesztelésre korrigalni kell, emiatt a statisztikai szignifikancia szintje a
megszokott 0,05-nal lényegesen alacsonyabb: rendszerint a 10 °-os nagysagrendbe esik
[116]. Annak ellenére, hogy napjainkban meta- és mega-analizisek soran rendkiviil nagy
szamu minta elemzésére is lehetds€g van, mégis az ilyen ,,szigora” statisztikai korrekcio
al-negativ eredményhez vezethet: a kis hatdst és/vagy ritka variaciok kimutatasa

meghiusul.
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A GWAS-k masik jellegzetessége, hogy — csaknem mindig — kizardlag SNP-k
elemzését foglaljadk magukban. Bar ezen polimorfizmusok szdma lényegesen magasabb,
mint az ismétlédési variacioké, ugyanakkor — nagyobb kiterjedésiik és variabilitasuk
miatt — mégis az SNP-knél nagyobb mértékben jarulnak hozza az emberek kozotti
genetikai kiilonbozdséghez. Két nem rokon személy DNS-e kozott atlagosan 0,5%
kiilonbség van, ennek csupan egy 6tdde (azaz 0,1%) szdrmazik az SNP-kbdl, a maradék
0,4%-ot az ismétlédési variaciok okozzak. Erthetd emiatt, hogy ezen polimorfizmus
csalad nem hanyagolhaté el. Az ismétlédési variaciok Kkiterjedésiiket tekintve is
rendkiviil kiilénbozéek. Az 2-9 bazisparos mikroszatellitdk (vagy STR-ek, azaz ,,short
tandem repeat”-ek) valamint a valamivel hosszabb (10-100 bp nagysagrend)
miniszatellitak [1] mellett sajatos csoportot képviselnek a CNV-k (copy number
variation) melyek igen hossza (10*-10° bp-0s) DNS-szakaszok ismétlddését jelentik.
Kimutattak, hogy ezen variaciok gyakran megtalalhatok egészséges személyekben is
[10, 11], mégis valdszinisithet6, hogy a CNV-k hozzajarulnak a komplex jellegek
genetikai hatterének meghatarozasahoz. Noha ismertek és elérhetdk modszerek a
CNV-k genom-szint{i elemzésére [36], ezek nagy populaciokra vonatkozo elemzése az
SNP-kéhez képest joval kevésbé elterjedt.

Tovabbi lényeges szempont, hogy a komplex jellegek hatterében allo genetikai
tényezOk hatasa nem egyszerlien additiv, az Ordkletes (és kornyezeti) faktorok
egymassal — haldézatot alkotva — bonyolult kolcsonhatasban, interakcidban allnak
(episztazis) [117]. Ezen Osszefiiggések feltarasa komoly nehézséget jelent, mivel
GWAS szintli vizsgalat esetén a lehetséges kombinacidk szama csaknem végtelen, ami
a tobbszoros tesztelésre vald korrekcid miatt a kis hatasti variaciok kimutatdsanak
esélyét tovabb rontja; célzott elemzések (pl. kandiddns gén vizsgélat) esetén pedig
lehetséges, hogy a kutatasban az egyes varidciok lényeges interakcids partnere nem is
szerepel. Fontos mindezek mellett megemliteni, hogy a genetikai variaciok nem csak
egymassal, hanem a kornyezeti tényezdkkel is kdlcsonhatasban allnak, az adott jelleg
szempontjabol relevans kornyezeti hatdsoknak pedig kell legyen molekularis szintii
kovetkezménye. A teljes kép tehat csak ugy tarhatd fel, ha a DNS-szekvencidjanak
vizsgélata (polimorfizmusok genotipizalasa) mellett epigenetikai elemzéseket is
végziink, ami a hiszton moédosuldsok valamint a CG-dinukleotidok metilacios

mintazatanak meghatarozasat jelenti elsé sorban. Ismert, hogy a két szint egymadssal is
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szoros 0sszefliggésben all: a polimorfizmusok tobb ponton hatassal lehetnek a kromatin
szerkezet vagy a metilaciés mintazat kialakulasara, illetve modosithatjadk a génmuikodést
befolyasold tovabbi tényezOket: pl. a transzkripcids faktorok vagy mikroRNS-ek
kotédésének hatékonysagat [118].

A hianyz6 6rokolhetéséggel kapcsolatban felmeriilé tovabbi szempont az, hogy a
napjainkban alkalmazott klinikai diagnézisok kategorizalasa gyakran nem a kivaltd
okok, hanem els6sorban a tiinetek szerint torténik. A molekularis bioldgiai alapok
megismerése illetve az ezen alapuld diagnosztikai kategoriak definiadlasa viszont nem
elméleti, nevezéktani kérdés csupan: a betegségek molekuldris hatterének ismerete és
ennek megfeleld besoroldsa a célzott, oki illetve egyénre szabott terapids stratégiak
kidolgozasanak lehetdségét kinalja. A génmiikodés befolyasolasa egyes betegségek
kezelése soran napjainkban mar nem ismeretlen: a leggyakrabban miRNS-ekkel vagy
SiIRNS-ekkel torténd géncsendesités tobb rosszindulati megbetegedés esetében

eredményesen alkalmazhat6 [119].
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7. KOVETKEZTETESEK

A technika, ezen belill az informatika néhany évtized 6ta tapasztalhaté nagy litemil
fejlodése jelentdsen hozzajarul a természettudomanyi kutatasok fellendiiléséhez is. Ez a
hatds mar a Human Genom Program soran is megfigyelhetd volt. Néhany évvel a
munka megkezdése utan — 1992-ben — az addig elért eredmények lehangolo képet
mutattak: az évente kb. szazezer bazispar hosszusagi szekvencia meghatarozasanak
tilkkrében a 3 millidrd nukleotidbol all6 teljes genom bazissorrendjének feltarasa
belathatatlan feladatnak tiint. Bar a projekt soran — éppen emiatt — elvi Gjitasok is
bevezetésre keriiltek, a munka sikeréhez mégis jelentésen hozzajarult a fluoreszcens
festékekkel jelolt didezoxi-nukleotidok valamint a 96 kapillarisos gélelektroforézis
berendezések megjelenése, ami a Sanger-szekvenalds 0j tavlatait nyitotta meg. A
fejlodés az ezt kovetd évtizedekben napjainkig toretlen: felsorolni sem lehet az elméleti
genetikai és molekularis bioldgiai valamint a gyakorlati klinikai tudomanyéagak azon
tertileteit a kutatdé munkatdl a diagnosztikan at a kezelésig, ahol a mind modernebb
technikai eszk6z6k eddig elképzelhetetlen 0j lehetdségeket kinalnak.

Ezen a moddszerek segitségével egyre tobb esetben megvaldsithatdo a betegségek
hatterében meghtiz6do hibas molekularis szintli folyamatok kimutatdsa, ami a korképek
diagnosztizalasdnak és kezelésének 1j szintjét jelenti. Mig régebben a gydgyitas sok
esetben a tlinetek enyhitését célozta, ma mar sokkal inkabb a kivaltoé ok feltarasa és —
lehetdség szerint — ezen koros mechanizmusok javitasa a terapia feladata. Ezek tiikrében
nem meglepd, hogy a cukorbetegséggel kapcsolatban egy az endoplazmas retikulmban
elhelyezkedo, a Ca**-homeosztazisban szerepet jatsz6 fehérje, a wolframin szerepe
valoszintlisithetd, és — sajat eredményeink illetve mas kutatdcsoportok munkdja alapjan
— felmertil, hogy a koros folyamatok kialakuldsdban a génkifejez6dés miRNS-ek altal
torténd szabalyozasanak megvaltozasa all. Kétségtelen ugyanakkor az is, hogy egy-egy
ilyen jelenség az adott komplex jelleg hatterében alld6 bonyolult folyamatrendszer
csupan egy-egy apré elemét jelenti. Mégis az ehhez hasonld kutatdsi eredmények
apranként a jovoben kiadjak a teljes képet, s a genetikai faktorok, a molekularis szintii
patomechanizmus ismerete a diagnosztika mellett a primer és szekunder prevencio

valamint a célzott, egyénre szabott kezelés alapjaul szolgalhat.
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8. OSSZEFOGLALAS

A széles korli nemzetkozi Osszefogas keretében megvalosuldo Huméan Genom Projekt
eredményeként 2003. aprilisa ota ismert az emberi genomot alkotdé DNS-molekulak
bazissorrendje. Ez az eredmény a genetikai kutatasok 1ényegi kiindulopontjat jelenti, ezek
koziil az egyik legtobbet vizsgalt teriilet a komplex jellegek — daganatok, pszichiatriai
rendellenességek, sziv-, és érrendszeri megbetegedések, cukorbetegség stb. — hatterében
allo genetikai faktorok, megvaltozott molekularis folyamatok azonositasa.

Tobb kutatocsoport vizsgalta mar a WFS1 gén polimorfizmusait az 1-es illetve 2-es
tipusu cukorbetegség feltételezett rizikofaktoraként tobbek kozott azért, mert a génben
1évo funkcidveszté mutaciok felelnek a DIDMOAD-ként is ismert ritka betegség
kialakulasaért, amely neurodegenerativ folyamatok mellett diabétesz mellitusszal is jar. A
gén terméke, a wolframin, — mas sejttipusok mellett — a f-sejtekben is jelentds expressziot
mutat6 glikoprotein, feltételezetten szerepe van a Ca?*-homeosztazis fenntartasaban, és
mennyisége endoplazmas retikulum stressz esetén megemelkedik.

Munkank soran a WFS1 gén 5’ illetve 3’ szabalyozo régidiban elhelyezkedd néhany
kivalasztott genetikai polimorfizmus funkciondlis és asszocidcid elemzését végeztiik el.
Hatékony, olvadaspont mérésen valamint kapillaris gélelektroforézisen alapuld eljarast
allitottunk be a promoterben 1év6 6 bp-os inzerci6 / delécid (rs148797429) elemzésére.
Kidolgoztunk tovabba egy olyan, primer extenzié alapu eljarast, amely alkalmas 5 SNP
egyidejli, multiplex genotipizaldsara. Az ezen moddszerek alkalmazasaval végzett eset—
kontroll vizsgalat eredményei alapjan a 3’ UTR-ben 1évd rs1046322 SNP az 1-es tipusu
cukorbetegség rizikofaktoranak tekinthetd, s a gén tobb polimorfizmusa (az 5’ régid
haplotipus blokkot alkot6 varidnsai, az irodalombol ismert rs10010131 SNP, az rs9457
SNP) mutatott asszociaciot a 2-es tipusu diabétesz mellitusszal. Az in vitro luciferaz
rendszerrel végzett funkciondlis elemzések eredményei alapjan a promoter régiod
rs4273545 SNP-je, valamint — valosziniisithetéen a miR-185 kotddési hatékonysaganak
megvaltozasa révén — az 159457 polimorfizmus hozzajarul a génkifejezédés
szabalyozasahoz. Feltételezhetd tehat, hogy a polimorfizmusok nem genetikai markerek
csupan, hanem tényleges szerepet jatszanak a korkép patomechanizmusdban. A
molekularis hattér, a betegségek genetikai rizikofaktorainak ismerete a prevencid, a
betegségek biologiai alapon nyugvo kategorizalasa, valamint hatékony, célzott, egyénre

szabott kezelés szempontjabdl is jelentds.
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9. SUMMARY

DNA-sequence of the whole human genome has been known since 2003 April, it was one
of the major achievements of a worldwide scientific collaboration, referred to as Human
Genome Project. These data provide fundamental base for genetic research. One of the
most thoroughly investigated fields is the identification of genetic risk factors and
molecular dysfunctions in the background of complex phenotypes, such as tumors,
psychiatric disorders, cardiovascular diseases and diabetes.

Several research groups have studied the polymorphisms of the WFS1 gene as
putative genetic risk factors of type 1 and 2 diabetes mellitus because of the observation,
that loss-of-function mutations of the gene are responsible for a rare disease, called
DIDMOAD-syndrome including neurodegenerative symptoms and diabetes. The gene
codes for the glycoprotein “wolframin”, and shows a high expression level in S-cells as
well is in numerous other tissues. Wolframin was suggested to play a role in the
maintenance of Ca**-homeostasis, the gene was demonstrated to be induced in ER-stress.

The major goal of our project was the functional and association analyses of selected
polymorphisms in the 5” and 3’ regulatory regions of the WFS1 gene. Robust and reliable
techniques were elaborated for the analysis of a 6 bp insertion / deletion in the promoter
region, based on melting point analysis and capillary gel electrophoresis, respectively.
Furthermore a multiplex, SNP analysis protocol, based on primer extension, was also
designed for the simultaneous genotype determination of 5 loci. These techniques were
used in a downstream case—control study, and it was observed, that the rs1046322 SNP
localized in the 3 UTR can be considered as the genetic risk factor of type 1 diabetes
mellitus. Moreover several polymorphisms in the gene (variants forming haploblock in
the 5’ region, the already well characterized rs10010131 and the rs9457 SNPs) showed an
association with type 2 diabetes. In vitro functional studies employing luciferase system
suggested that the rs4273545 SNP in the promoter region as well as the rs9457
polymorphism — the latter one putatively by influencing the binding affinity of miR-185 —
might contribute to the regulation of gene expression. Consequently it can be proposed
that these polymorphisms are not genetic markers, instead they functionally contribute to
the patomechanism of the disease. Discovery of the genetic risk factors and molecular
background of diseases is crucial for prevention, for the definition of biologically relevant
diagnostic categories, as well as for efficient, targeted and individualized therapy.
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