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Bevezetés

A komplex jellegek, mint példaul a kulonkbdaganatos megbe-
tegedések, a cukorbetegség vagy a kilonféle paniehikorkeé-
pek esetén ismert, hogy kialakulasukban mind akl@ttd mind a
kornyezeti tényaik fontos szerepet jatszanak, jollehet ezek egy-
mashoz viszonyitott szerepe az egyes betegsegeh edecs. A
tlinetek megjelenése ezen etioldgiai faktorok bamy&blcsénha-
tasanak kovetkezménye, amelyben egy-egy komponssrepe
sok esetben csekély és nehezen kimutathatd. Egpesz komp-
likaltta a komplex korképek genetikai hatterénelkef&épezeset,
ami azonban meégis nagy fontossagu, hiszen a bgegseneti-
kai és molekularis hatterének megismerése az akelé&s vala-
mint a megeizes szempontjabol kulcskérdes.

A bemutatott kutatdomunka@NAP-25 gén izoformait €s genetikai
variansait vizsgalta. A gén altal kddolt fehérjptek a SNARE
komplex alkotdsadban vesz részt, igy — mas fehearjédgyitt —
szerepet jatszik az intracellularis vezikulak ekmasaban. A
INAP-25 genbl ket elté transzkripcids varians és ennek megfe-
leloen két kilonbo& fehérjetermék keletkezik. A két mMRNS-
izoforma 5. exonja nem azonos, ami 9 aminosav kidégben
nyilvanul meg a fehérjék szintjén. A kulonldoézoformak meny-
nyiségének illetve egymashoz viszonyitott aranyanagvaltoza-
sa nem csak az egyedtgles sajatos velejardja, de megfigyethet
egyes korképek soran is, igy ezek gyors és ponemhatarozasa
mind elméleti, mind gyakorlati szempontbdl naggnsedi.

A SNAP-25 géen egypontos nukleotid variacioi (SNP) szamos
pszichiatriai asszociaciovizsgalat kandidans 16&usaz SNP-k
kozul kilonods érdekbdésre tarthatnak szamot azok a polimorfiz-
musok, amelyek a gének nem kodold, szabalyozo ikEgio
(promoter és UTR) helyezkednek el, s igy hatassadthek a



kepzdo fehérje mennyisegére. Régota ismert, hogy a premot
SNP-k transzkripcios faktorok bekdtesének megvaltozasa revén
hatassal lehetnek a transzkripcié aktivitasara.uabbi idbben
ugyanakkor egyre tobb figyelem fordul a miRNS-ekere megva-
l0sulé szabéalyozo folyamatokra. Ma mar tobb, miBO@ eérett
mMIiR ismert, és ezek jelgigegét az is mutatja, hogy jelenleqi
becslések alapjan a human transzkriptom t6bb, aniake all mik-
ro-RNS-ek szabalyozasa alatt. A rendszer kompkaitpedig jol
jellemzi az a tény, hogy a legtdbb mMRNS 3’ UTR-h#zb kilon-
b6z MIRNS is bekdtdhet, illetve egy miRNS t6bb kulonb®z
fehérje kifejepdéseére is hatassal van. A rendszert tovabb szinesit
az a megfigyelés, hogy bar RNS—RNS kolcstnhatasmil szo,
meégis a MiIRNS-ek ill. az mRNS-ek egyszsrekvencia analizi-
sével (komplementaritasanak vizsgalataval) az akt@ok nem
josolhatok meg pontosan. Ennek a komplex szabaljalyamat-
nak tovabbi modulaléi a — munkank sulypontjat igda®d —
MIRSNP-k: olyan polimorfizmusok, amelyek az mRNS-8k
UTR-ében miRNS kéhelyen helyezkednek el, s igy azok dot
dési hatekonysagat befolyasolhatjak. Egy ilyen Shémzese
szamos szempontbol megvalosithatd. A komplex jeKduattere-
nek elemzése soran gyakran alkalmazott eljarasetigai asszo-
ciacio-vizsgalat, amelynek soran azt elemzik, hegy adott ge-
netikai konstellacié (allél, genotipus, haplotipggakrabban tar-
sul-e valamilyen fenotipusos jegyhez. Ennek sti#teizbizonyi-
tasa ugyanakkor természetesen meg nem jelent elwirbizo-
nyitékot arra, hogy a genotipus és a fenotipustkokdkapcsolat

is fennall. Azin vitro funkcionalis elemzések (pl. riporter konst-
rukciok alkalmazasaval sejtes rendszerben) segéhkdeltarni az
adott polimorfizmus szerepét a biologiai szabalgoz@ran, s igy
az asszociacio-elemzés eredményeit alatamaszthafjakkank
soran &8BNAP-25 gén néhany SNP-jét ilyen elvek alapjan kivantuk
vizsgalni.



Célkitizések

Munkank soran &NAP-25gén izoformait és genetikai varian-
sait vizsgaltuk A bemutatasra kerdiimunka konkrét célkiizései
a kovetkedk voltak:

1. A humanSNAP-25gén két expresszios izoformajanak speci-
fikus meéréese kulonb6d human szovetekben. Az izoformak
mennyiségi meghatarozasahokét, egymastol fluggetlen
amplifikacids modszet kivantunk kidolgozni a megbizhatdsag
novelése érdekéeben. A modszerek beallitasahozliéslaaahoz
sajat készitésexpresszios vektorokat terveztink felhasznalni.

2. Pszichogenetikai asszociaciovizsgalakeretében kivantuk
elemezni, hogy kimutathato-e asszociacteNAP-25gén 3’ és 5
szabalyoz6 régidiban talalhatd egypontos nuklepttimorfiz-
musok (SNP-k) és ampulzivitas személyisegjegy kozott egész-
séges személyekben.

3. Molekularis biolégiai technikakkal kivantuk vgani, hogy a
bp tavolsagban}alalhaté két SNP (rs3746544, rs1051312) a
mikro-RNS bekdidés befolyasolasa revéatassal van-e a kép-
z6do fehérje mennyiségére



Modszerek

1. A SNAP-25gén transzkripcios izoformainak vizsgalata
Kilonb6 human szovetekdb szarmazo RNS kivonatokbdl
CDNS-t szintetizaltunk, a SNAP-25 fehérjét kodatalsaszt PCR-
rel amplifikaltuk. Az inzertet standard protokollkdvetve
PcDNA3.1() expresszios vektorba kldnozva, hoztuk Iétre a
INAP-25 géna ésb izoformajat kifejed expresszidos konstrukcio-
kat. Az elkészitett konstrukcidok bazissorrendjéekli szekvena-
lassal elledriztik.

A SNAP-25 gén izoformainak specifikus detektalasara egy PCR-
RFLP-n és egy valds idejPCR-en alapulé modszert dolgoztunk
ki, majd ezeket DNS-konstrukcioink segitségevelidéuk. A
PCR-RFLP moddszer soran a mennyiségi meghatarozgél- a
elektroforézist koveét denzitometrias meresen alapult. A hatéko-
nyabb és pontosabb elemzés érdekében ezt a maggsinanyos
horizontalis elektroforézis mellett kapillariselekbrézissel is el-
végeztuk.

2. A SNAP-25gén polimorfizmusainak pszichogenetikai asz-
szociaciovizsgalata

901 egeészseges fiatal féthvett részt a pszichogenetikai asszoci-
acio vizsgalatban, melyet az ELTE Pszichogenetikankacso-
portjaval egyuttmikodésben végeztink el. A résztéket a vizs-
galat modjardl és céljarol tajékoztattuk, ezt kéeat beleegydy
nyilatkozatot irtak ala, és a genetikai vizsgalatemajnyalkahar-
tya mintat adtak. A kutatas protokolljat az Egégrsgi Tudoma-
nyos Tanacs Tudomanyos és Kutatasetikai BizottS&gar -
TUKEB) jovahagyta. Az impulzivitAs mérése az onbi&san
alapuld Barratt Impulzivitas Kéédv kitoltésével tortént.

A genetikai vizsgalatokhoz irodalmi @s silico adatok alapjan a
NAP-25 négy — az 5’ (rs6077690 A/T, rs6039769 A/C) il
3’ (rs1051312 C/T, rs3746544 G/T) szabalyozo régadk elhe-
lyezked — SNP-jét valasztottuk ki. A szajnyalkahartya rakitol



DNS-t izolaltunk, a genotipus meghatarozasa PCRHR¢4 valos
ideji PCR technikak segitségevel tortent. A 3' UTR-bdmee
lyezked két SNP esetében — azok kozeli elhelyezkedése miat
real-time PCR alapu eljarassal a ket polimorfiziaplotipusat is
meghataroztuk. A lokuszok kozotti kapcsoltsagat aplelView
4.2 program alkalmazasaval hataroztuk meg.

A genotipus ill. a hapltipus eredmények illetve immpulzivitas
kozotti 6sszefliggést ANOVA statisztikai modszealeimeztik.

3. A SNAP-25variansok szabalyozo szerepének vitro funk-
cionalis elemzése

Az asszociaciovizsgalatunk eredményei alapjan dTR két po-
limorfizmusat (rs1051312, rs3746544) vontuk be dekdaris
biologiai funkcionalis vizsgalatokba. ANAP-25 teljes 3' UTR
szakaszat pMIR Report vektorokba klonoztuk, a 2neaghoz
igen kozel elhelyezkédpolimorfizmus 4 elméletileg lehetséges
haplotipusat iranyitott mutagenezissel hoztuk létkeriporter
konstrukciokat a miR-641 mikroRNS-essel kotranstia
HEK293T sejtvonalakba juttattuk, kontrollképtgalaktozidazt
kddold konstrukciot alkalmaztunk. A sejteket 24 rorat
inkubaltuk, majd begjjtéstk utan feltartuk, és a sejtkivonatokbol
luminometrias illetve fotometrias modszerrel mérdikiciferaz és
béta-galaktozidaz enzimek aktivitasat. A relatoifleraz szinteket
a két enzimaktivitas érték hanyadosanak kiszamwaddsdlapitot-
tuk meg.

Roviditések

GAPDH: glicerinaldehid-3foszfat dehidrogenaz, miRRkroRNS,
MIRSNP: mikroRNS-ek kdtéséet befolydsolo SNP, PCR:
polimeraz lancreakcid, RFLP: restrikcios fragmenthasszusag
polimorfizmus, SNAP-25: synaptosomal-associatedteme25,
SNP: egypontos nukleotid variacio: UTR: nem traalezlo regio



Eredmeények

1. A SNAP-25 transzkripcids izoformainak vizsgalata

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a SNAP-25 ikéformaja
egymastol mindossze az 6todik exonjaban kilonbdaik, a ke-
letkez fehérjek szintjen 9 aminosav kilonbséget jeleninkénk
elsy részéberkét, egymastol figgetlen modszert dolgoztunk ki
a SNAP-25ezenkét mRNS izoformajanak mennyisegi megha-
tarozasara A két modszer befskontrolljaként eléként a SNAP-
25 a és b variansanak cDNS-ét pcDNA3.1(-) expresszios
plazmidba klonoztuk, ezen konstrukciokat alkalmizwkidolgo-
zott modszerek optimalizalasahoz.

Az el eljarasPCR-en, aza izoforma szelektiv hasitaan és
elektoforetikus mennyiségi meghatarozam alapult. EI& Iépés-
kent az 5. exon megfeteregiojat PCR-rel felsokszoroztuk, kilo-
nds gondot kellett forditani a ciklusszam pontoéllitésara, mi-
vel a SNAP-25 izoformak mennyisége az idegrendszeilet
valamint az egyéb sztvetekben tbbb nagysagrenddeltar. A
Dde | restrikcios endonukledz szelektiven hasitotta az
izoformatdl képadé amplikonokat, igy az emeésztést kdvet
elektroforézis soran leh@até valt a két transzkripcios varians
mennyiségének meghatarozasa.

A SNAP-25két mRNS izoformajanak szelektivmeghataroza-
sara valos idefi PCR technikan alapulo eljarast is beallitottunk.
Ehhez ebben az esetben a két izoformara specifikusereket
terveztiink. Bels kontrollként TagMan GAPDH kitet alkalmaz-
tunk, és az izoformak egymashoz viszonyitott mesggetAC;-
modszerrel szamitottuk ki. Ottagu felezési higisastal bizonyi-
tottunk, hogy a kidolgozott rendszerrel a trangakds variansok
mennyiségi meghatarozasa megbizhatéan elvégezhet

A modszereink optimalizalasat kodgen a két izoforma mennyi-
ségetés egymashoz viszonyitott aranyhit kilonboz (4 ideg-
rendszeri eredétés 6 idegrendszeren kivili) humanbvetben
mertik meg. A valds idefi PCR-rel meghatarozott értékek és a



PCR-RFLP utani denzitometria szemikvantitativ erédyei
megfeleb egyezést mutattak. Mindereuralis eredel szdvetben

a b izoforma mennyiségevolt magasabh a legmagasabb értéke-
ket mindkét izoforma esetében a frontalis lebenyimeéntiik. Er-
dekes modora SNAP-25két transzkripcios variansanak ara-
nya az idegrendszeren kiviilszévetekben egységestnditott
volt a neurondlis szdvetekéhez képestalagzolit mennyiségik
pedig altalanosan két nagysagrendalelcsonyablmak mutatko-
zott.

2. A SNAP-25 szabalyozo polimorfizmusainak vizsgéia

Munkank soran a transzkripciés variansok elemzésiéetha gén
néhany kivalasztott SNP-jének elemzésére is saitk€&enetikai
asszociaciovizsgalat soran elemeztik, hogy kimatéath dssze-
fliggés aSNAP-25polimorfizmusok és az impulizivitasendofe-
notipuskozott.

Els6 lépésbenn silico vizsgaltuk aSNAP-25 gén 5’ és 3’ szaba-
lyozé regioiban talalhato polimorfizmusokat. Mindkszakaszon
két SNP-t (5 régi6: rs6077690, rs6039769; 3' UTRL051312,
rs3746544) valasztottunk ki, amelyek esetéiveslico mdédsze-
rekkel funkcionalis hatast lehetett feltételezni.

Vizsgalatainkba 901 egészséges személyt vontunkezsn vi-
szonylag nagy populacido elemzése alapjan megfigyelhogy
mind a négy varians genotipus eloszlasa megfelelt Hardy-
Weinberg egyensulyalapjan szamitott varhato éertéknek, a ritka
allél frekvenciak (MAF) 0,255 és 0,417 kdzott moadg

Az 5’ szabalyozo regioban |&polimorfizmusok egymastdl fizi-
kailag tavol helyezkedtek el, igy ezek haplotipekv¥enciait ,ha-
gyomanyos modon”, szamitassal hataroztuk meg8. BTR-ben
levé két polimorfizmus ugyanakkor minddssze 4 bazidpaol-
sagban helyezkedik el egymastol, ezért az alkalthazzsgald
modszer a két SNP genotipus elemzése mellett dizekt, mo-
lekularis haplotipus meghatarozaat is lehetvé tette.



Munkacsoportunk korabbi eredményét alatamasztva katatas
keretében is megallapitottuk, hogy a 3 UTR régmbaz
rs1051312 és rs3746544 SNR5kC haplotipusa egyaltalamem
fordul elé az altalunk vizsgalt populacioban. Erdekes médan h
sonlé eredményt kaptunk az 5’ szabalyozé régiodigplsainak
meghatarozasakor is. Bar az 5° UTR régidé SNP-imse&(077690,
rs6039769) mind a 4 haplotipuséferdult, mégis a T-A valtozat
gyakorisaga (0,006) joval alacsonyabb volt az fadikl’/enciak
alapjan szamitott varhato ertekénel (0,161). Eapecialis vi-
szonyt a kapcsoltsag szamszeneghatarozasa soran a magas
Lewontin-féleD’ értékhez tarsuld alacsomy érték is mutatta.

A 3 és az 5 szabalyozo6 régiok két-két polimorfizsa kozott
kapcsoltsag nem volt kimutathato.

Az igy meghatarozott genotipus és haplotipus adatakszocia-
ci0 elemzés soran hasznaltuk fel annak vizsgakiabol, hogy
kimutathato-e asszociacio &NAP-25SNP-k és az impulzivitas
fenotipuskozott, azaz az egyes genotipus ill. haplotipus csopor-
tokba tartozé személyek atlagos impulzivitas pantsz szignifi-
kansan eltér-e.

Az 5’ szabalyozo régigpolimorfizmusai esetébamem talaltunk
Odsszefliggésaz impulzivitas és a genetikai variansok kdzot8' A
szabalyozdegio rs10513125NP nominalis asszociacibmutatott
az impulzivitast mér Barratt-0sszpontszamma € 0,042), ami
azonban nem érte el a Bonferroni korrekcio alkabmsazal meg-
hatarozott statisztikai szignifikancia szintet. ®&z2s a 3’ UTR ré-
gio két-két polimorfizmusanak haplotipus-alapu aaciaanalizise
soran az 5’ régio polimorfizmusaival tovabbra samltunk szig-
nifikans 0Osszefliggést. A3’ UTR-ben 1é¥ rs1051312 és
rs3746544 SNP-kaplotipusa esetéeben ugyanakkor a T-T valto-
zattal rendelkeZ személyekszignifikansan alacsonyabb Barratt-
dsszpontszammal rendelkeztek. Ez a hatas szigm#fikalt abban
az esetben is, ha a 3 haplotipust egyenként hasttuli 6ssze

= 0,009) és akkor is, ha a T-T haplotipust hordazdetettiik
0ssze az azzal nem rendeliiezel (p = 0,003).



3. ASNAP-25gén 3’ regio SNP-k funkcionalis vizsgéalata

Az asszociaciovizsgalat eredményei alapjan a 3’ Ugd§lo két
SNP-jétin vitro funkcionalis elemzéssel kivantuk tovabb vizsgalni.
Az in silico szekvencia elemzések arra engedtek kdvetkeztetni,
hogy mindkét vizsgalt 3' UTR polimorfizmus (rs10903
rs3746544) hatassal lehet a miR-641 és a SNAP-28 3R k-
zOtti kdlcsOnhatasra, mert a vizsgalt SNP-k a miRM&I felis-
mert mMRNS-en aeed régid célszekvenciajaban talalhatoak.

Els6 1épésben arra voltunk kivancsiak, hogy a moddjsek mi-
lyen mennyiségben expresszaljak a SNAP-25 mRNSat @R -
641-et. Az irodalmi adatokat reprodukalni tudtukisrerint a
HEK?293 sejtekben kimutathato aSNAP-25gén kifejepddése. A
mMiR-641-et ugyancsak sikeresen detektaltuk a HEKS&@kben,
azonban a belskontrollként mért miR-196b mennyiseégéhez ke-
pest csak elenyésmértékben.

A tovabbiakban aSNAP-25 geén teljes 3' szabalyozd régigjat
pPMIR-Riport luciferaz vektorba klonoztuk, és a néegy, elméleti-
leg lehetséges haplotipusu konstrukciot iranynaitagenezissel
letrehoztuk. Higitasi sor alkalmazasaval hataromigky az egyes
konstrukcidk optimalis mennyiségét a funkcionaliérések soran.
Ezt kbveben az rs1051312 es az rs3746544 SNP-k feltételezett
szabalyoz6 szerepét ugy vizsgaltuk, hogy Osszeliadtrk a 4
kilonb6z6 haplotipust hordozo riporter konstrukciokkal mérhet
relativ luciferaz értékeket. A legalacsonyabb aktivitast a T-T
haplotipus esetében figyeltilk meg, mely haplotjplenlétekor a
MiR-641 mikro-RNS seed régidjas a 3' UTRben (A SNAP-25
koto szekvencidbkéletesen komplementeegymassal.

A G-T és T-C haplotipusok eseten a relativ lucHeaktivitas
1,8-szoros, illetve 2,1-szeres volt. Amellett, hogykdthely
egyetlen nukleotidjanak megvaltozasa szignifikansaelte a ri-
porter aktivitasat, nem volt szignifikans a kuloéhpsa G-T és a
T—C haplotipusokkal kapott értekek kozott, ami ania@hat, hogy
ebben az esetben k6zombds, hogyeed szekvencia melyik
nukleotidja nem komplementer a 3’ UTR-bendéwtéhellyel.

A G—C haplotipus esetén 2 helyen is ,elromlik” &S kdthe-
lye, ennek megfeléen 4,6-szoros relativ luciferaz aktivitas emel-
kedést figyeltiink meg.



Kdvetkeztetések

A tarsadalmat egyre nagyobb hanyadban @nilglynevezett nép-
betegségek (pl.: magas vernyomasbetegségkadi cukorbeteg-
Ség, szamos pszichiatriai megbetegedés) annakéedlemmogy
gyakran csaladi halmozédast mutatnak, korantsenyanaghato-
ak egyetlen gén megvaltozottikbdésével. Ezen komplex jelle-
gek és megbetegedések szamos, dnalléan csak kiatidsal bi-
ré genetikai varians és a legkulonfélébb kérnyehatasok 6sz-
szessegeének kovetkezményeként alakulnak Kki.

Az altalunk vizsgaltSNAP-25 gén jol példazza azt a nem ritka
esetet, hogy egy gén illetve az altala kodolt fghegariabilitasa
nem csak az adott régioban talalhaté polimorfizrakah hanem

a kiulonbos transzkripcids izoformakkal is magyarazhatd. Az
egyes variansok ill. azok szintjének megvaltozadarnboz kor-
élettani folyamatok biomarkere lehet. A transzkidgcizoformak
illetve egy gén kifeje@désének a részletes meghatarozasa ramu-
tathat arra is, hogy egy fehérje akar tobb funk&ids rendelkezik
a jelenleg ismerteknél, példaul nem zarhat6 kiyrm&GNAP-25 a
kozponti idegrendszeren kivil a hasnyalmirigy seekos funk-
cigjaban is meghatarozo6 szerepet jatszik.

A fehérjék optimalis mennyisége szintén dobmisizerefi: egyre
tobb adat bizonyitja a mikro-RNS-ek altal todészabalyozas
fontossagat, mitbbb, napjainkban mar az is isrhedy a miRNS-
ek egy-egy betegség diagnosztikajaban vagy akaldszoen is
szerepelhetnek. Eredményeink arra engednek kovethezhogy

a mMIRNS-ek altal megvaldsulé szabalyozas illetvee&nSNP-k
réven torteth modulalasa a SNAP-25 fehérje esetében is hozzaja-
rul a transzlacié finomhangolasahoz.

Mindezek tikrében elmondhatd, hogy a monogéenesékaiikel
szemben a genotipus és a fenotipus kozo6tti egyertedpcsolat a
komplex jellegek esetében nem vagy csak joval redfimn hata-
rozhatd meg. A hattérben allo egy-egy komponendefé@kse
ugyanakkor mégis hasznos informéaciokat jelenthet weak el-
meleti, de Kklinikai szempontbdl is a megeds, a diagnosztika és
a hatekony, oki kezelés teren is.
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