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Roviditések jegyzéke

3’ UTR: a gén 3’ nem kddol6 szakasza (untransleggibn)

5 UTR: a gén 5" nem kddol6 szakasza (untransleggibn)

AAA: ATPases associated with diverse cellularevatatis

ACPA: citrullinalt fehérjék elleni antitest (antitallinated protein antibody)
ADHD: figyelemhianyos hiperaktivitas (attention obéf hyperactivity disorder)
ALG-1: Argonaute-szérgén (argonaute like genes)

AMPA: alfa-amino-3-hidroxi-5-methyl-4-isoxazolprapisav

AMPA receptor: AMPA-val gatolhaté glutamét receptor

ANOVA: varianciaanalizis (analysis of variance)

bp: bazispar

C. elegansCaenorhabditis elegans

cDNS: complementary DNS

ce-RNA: competing endogenous RNA

CPMA: Cross phenotype meta-analizis program

D. melanogasteiDrosophila melanogaster

dATP: deoxiadenozintrifoszfat

dCTP: deoxicitozintrifoszfat

dGTP: deoxiguanozintrifoszfat

DHPLC: denaturald, nagy nyomasu folyékony kromaibfigr(denaturing high pressure
liquid chromatography)

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium

DNS: deoxiribonukleinsav

dTTP: deoxitimidintrifoszfat

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

GAPDH: glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz

H. saimiri: Herpesvirus saimiri

HEK293T: human embrionalis vesesejtvonal (humanramiz kidney)

HIV: human immundeficiencia virus (human immunodieincy virus)
HPLC: nagy nyomasu folyadékkromatografia (high pues liquid chromatography)
IKK komplex: IkB kindz komplex

kDA: kilo Dalton




LB: lysogeny broth

LTP: long term potentiation

MIRISC: mikro-RNS indukalta csenddéskomplex

NSF: N-ethilmaleimid-szenzitiv faktor

ONPG: orto-nitrofenilg-D-galaktopiranozid

PBS: Phosphate Buffered Saline

PC12 sejtvonal: phaeochromocytoma sejtvonal

PCR: polimeraz lancreakcio (polymerase chain reati

Q-SNARE: katalitikus centrumaban glutamint tartabd&NARE fehérje
RBP: RNS-t kat fehérje (RNA bindig protein)

RFLP: restrikcios fragmentumhossz polimorfizmus sifietion fragment Ilength
polymorphism)

RNS: ribonukleinsav

R-SNARE: katalitikus centrumaban arginint tartald&NARE fehérje
SNAP-23/25/29/47: synaptosomal-associated prot8ias229/47
SNARE komplex: soluble NSF attachment protein

SNP: egypontos nukleotid polimorfizmus (single matide polymorphism)
TAE: Tris-acetat-EDTA puffer

TAT fehérje: a HIV virus transzkripcio transzaktivafehérjéje

TDT: transmission disequilibrium test

TE: Tris EDTA

TMMP: target-mediated miRNA protection

Tris: Tris(hidroxymethyl)-aminomethan

t-SNARE: célmembranhoz tartoz6 SNARE (target SNARE)

TUKEB: Tudomanyos és kutatasetikai bizottsag

VEGF: vascular endothelial growth factor

v-SNARE: vezikulahoz tartoz6 SNARE (vesicule SNARE)




1 Bevezetés

2013-ban az orvosi Nobel-dijatharom kutatonak, James E. Rothmannak, Randy W.
Schekman-nak és Thomas C. Sudhofnak itélték oddoldel-dijakrol dont bizottsag
indoklasa alapjan kutatdsaiknak és felfedezéseiknettményeként ismerhetjik ma mar
a sejtek kozotti vezikularis transzport mechanizmuét, amely a sejtek egyik legfon-
tosabb kommunikacios letisege, igy feléls példaul az idegrendszeri szinapszisokban
ért. Ezen folyamatok egyik alapwetomponense az altalunk is vizsgalt és a jelen dol-
gozatban bemutatdBNAP-25

2003-ban, 50 évvel a DNS szerkezetének felfedenése, megfejtették az emberi
genom teljes szekvencigjat. Ezen Ujabb mértblelkenére a remélt tovabbi felismereé-
sek, sarkalatos eredmények még varatnak magukrapdiglaul a népbetegségek iker-
vizsgélatok alapjan mar igazolt genetikai hattenéig sem sikerilt pontosan meghata-
rozni. Masfebl a genomszekvencia megfejtésekor az is kideragyha vartnél joval
kevesebb gént kdédol a human genom, a Mammalian Geliection projekt alapjan a
jelenlegi szamitasok szerint 18877 génlunk vanAMiszonylag kis szamu génkészlet a
fehérjék szintjén ugyanakkor jéval nagyobb divégiteredményez, melynek hatterében
egyebek mellett az azonos gértirodo kilonboé izoformak jelensége alllelen dol-
gozatban a SNAP-25 két izoformajanak mennyiségi@brdulasat vizsgaltuk 10 ki-
l6nb6z6 human szdvetben, amelyhez két, egymastol fliggetlerddszert dolgoztunk

ki. A SNAP-25 izoformak vizsgalatanak jelésége abban is megnyilvanul, hogy sza-
mos kisérleti eredmény mutatja a transzkripciogamaok mennyiségének megvaltoza-
sat kilonboé neuropszichiatriai megbetegedések kapcsan.

Az asszociacidvizsgalatok gyakori nehézsége azy laoglinikumban hasznalt diag-
nosztikus kategoriak tul tagak és igy nem alkotgaketikailag homogén csoportot.
Ezen nehézség kikliszobolésére terjedt elemadofenotipusok vizsgalata amelyek
olyan, a pszichogenetikai kutatasok esetében ad&ymdget meghatarozé jelletig
amelyek genetikai meghatarozottsagot mutatnalyed kevéssé valtoznak, standardi-
zalhatoak és objektiv modszerekkel méatbkt Tovabbi enyik, hogy olyan, egészsé-
gesekben is jelenléviellemzikrél van sz6, amelyeknek normal értékei egy skéla men-
tén elhelyezhéek és a hipotézis szerint ezen skéla extremitasaajnak egyitt kéros




allapototok kialakulasaval. Az altalunk vizsgalt és dolgozatban bemutatott
endofenotipus ammpulzivitds. Mivel vizsgalatunk ezen része egyerdiszciplinaris,
pszichogenetikai vizsgalawolt, jelen dolgozatban munkacsoportunk illetve altalam
végzett genetikai munkat szeretnémbetsban bemutatni. Az endofenotipusos jellem-
zés csak rovidebben keril ismertetésre, mivelSaakely Anna és munkatérsai, az
ELTE Pszichogenetikai munkacsoportjanaktagjai végeztek.

A mikro-RNS-ek az elmult két évtized egyik legbehatébban \atsmolekulai, jelen

A mikro-RNS-ek 21-24 nukleotidbdl felé@limolekuldk, amelyek a sejtmagban és a
citoplazmaban torténtobb lépéses érési folyamaton esnek at, majd Angienfehér-
jékhez kapcsolodva fejtik ki hatasukat. Kulonosetdekes a mikro-RNS-eket kodold
génekben vagy az altaluk felismert célszekvencidhkthatégenetikai variansok je-
lentbségének, lehetséges hatasainak a vizsgalata.malgkabann vitro funkcionalis
vizsgalatokkal elemeztilk &NAP-25gén 3’ nem transzlalédé régidjaban talalhaté ge-
netikai variansok hatasat, melyeksilico kutatas alapjan mikro-RNS felismerési szek-

venciakat érintenek.

1.1 A SNAP-25

1.1.1 ASNAP-25 gén és fehérjetermekei
A SNAP-25 fehérje génje emberben a 20. kromoszdivia karjan talalhatol( abrg).

A geén két izoformat kdédol, amelyek mindbssze azdiitexonjukban kilonb6znek
egymastol és ez az eltérés a fehérjek szintjéndkideninosav kulonbségében mutatko-
zik meg. A fehérje teljes neve szinaptoszéma-aséitofehérje-25 (synaptosomal-
associated protein-25), utalva a fehérje alapeeerepére a szinapszisokban, valamint
molekulasulyara, amely 25 kDa. 1989-ben azonodkattszor és irtak le a SNAP-25
kodolo szekvenciajat [2]. Ekkoriban azonban médk exgy izoformat ismertek, egy fe-
hérjét kodold szakaszt azonositottak, amely egy @@ osavbol allé proteint koédol.
Leirtak tovadbba 4 egyméashoz kozel elhelyeskeidzteint a fehérje szerkezetén beldl,
ennek alapjan ed&eént arra gondoltak, hogy a metalloproteazokhobptiasn koordina-

tiv kétéssel talan fémiont tud megkotni a SNAP-25.




20. kromoszoma p12-11.2

[ 9518037 10330287]
| |
PAK7 SNAP25-AS1 HIGD1AP15
— SNAP-25
ANKEF1 .- —_—

1. 4bra: A SNAP-25 gén kornyezete és felépités@ gének két végen fekete szin-
nel a 3' és 5’ szabalyozo régio lathatd, a szukéh az intronokat, a fehér csikok
az exonokat jeldli, mig a két fekete csik az aliikn5a és 5b exonokat mutatja.

1992-ben publikaltak azt a cikket, amely beszanyyl elyan kisérletesen létrehozott

egérbl, acolobomaegértl, amely a kettes kromoszomajan heterozigota foeméayy

is [3]. A deléciora homozig6ta egerek nem voltatli@pesek, altalaban még a 6. emb-
rionalis nap €itt elhalaloztak. A heterozigota egerek életben dtakaés a SNAP-25
MRNS és -fehérje termelésik fele volt a kontrokregének, ami azt mutatja, hogy a
megmaradt eg$NAP-25gén nem volt elégséges, hogy kompenzalja a hiaggnta-
tasét. A heterozigéteolobomaegerek fenotipusos jellemzése azt mutatta, hogiynek

az allatoknak a spontan lokomotoros aktivitasa i&emmrosa volt a normal egerekéhez
képest. A motoros fikddés mennyiségi mérésére egy olyan rendszerbeiit lear,
amelyben az &llatokat 24 éran keresztil figyelt@gnMind acoloboma mind a kont-
roll allatok atlagosan 150 perc alatt szoktak megljakornyezetiiket. Aolobomaege-
rek cirkadian ritmusa is azonos volt a kontrollatdkéval, azonban éjszaka valamint
napkézben az evésekhez kothiekbszakokban joval nagyobb aktivitast mutattak.

A SNAP-25 két izoformajanak jelefgégét szadmos vizsgélat tamasztja ala.o8&jl
egérembriok és fiatal egerek agyat vizsgalva maptdttak, hogy mig a prenatalis
korban aza izoforma a dominans, ez a sziletésik utani 7. mapesen megvaltozik, és
a SNAP-2% véltozat mennyisége jeldéisten megemelkedik [4].

Johansson és munkatéarsai olyan egereket vizsgahaddyekben hidnyzott a SNAP-25
b izoform4ja, azonban azizoforma kétszeres mennyiségben forduit &zek az alla-
tok fejlodéstkben elmaradtak, spontan gorcseik voltak ékkesd volt a rovid tavu

szinaptikus plaszticitasuk. A fditt egerek agyaban tovabba morfologiai elvaltozasok




voltak észlelhétek a hippokampusz tertletén, és a térbeli mozdigazedas tanulaséa-
ban is komolyan elmaradtak egészséges tarsailtol [5

Ugyancsak egerek agyabdl szarmazé mintakon viZdgalt SNAP csalad kulonb®z
tagjainak eloszlasat. Specifikus antitesteket kégek a SNAP-2% illetve b izoformai,
valamint a SNAP-23 fehérjék ellen. Megéallapitottdhogy mig a SNAP-25b
izoform4janak expresszidj@ként az agy egész terllletén a szinapszisokban gagea
gidkban volt magas, addig a SNAP-35varians és a SNAP-23 egymast kiegészitve
fordult elb az agyban, mégpedig a rostalis régiokban a SNAR-26forma dominalt,
mig a kaudalis régidban, vagyis a kisagyban, azdszgben és a gerincéélen a
SNAP-23. Ezeken a mintdkon vizsgaltdk az izoforsékbcelluléris elhelyezkedését is.
Mig a SNAP-25b izoform4ja és a SNAP-23 a membranfrakciékban gyadatt fel,
addig a SNAP-2% izoformaja a szolubilis frakcidban volt jelen nagh mennyiségben.
Az egéraggyal ellentétben PC12 sejtekben (phaepwugtoma sejtvonal) a SNAP-25
a ésb izoformdja kdzel azonos mennyiségben volt kima#tha lokalizacié ugyanak-
kor hasonl6 volt: mig & izoforma a plazmamembranban helyezkedett el, adda
izoforma a SNAP-23-mal egyitt a citoplamaban fareidl foként [6].

A SNAP-25 szinapszisban betdltott szerepét és agze§NARE komplex (soluble N-
ethilmaleimid-sensitive factor (NSF) attachmentteio — oldékony N-ethilmaleimid-
szenzitiv faktorhoz (NSF-hez) kapcsoldédd fehérgliéfelezett mikodését elsként
Soyler és munkatarsai irtak le 1993-ban {(¥§.azonositottak azt a harom fehérjét, ame-
lyek egységesen NSF-re érzékenyek és kozosen a EMBRplex képzésében vesznek
részt. Az NSF egy olyan enzim, amelynek a génjeezbhdn a 17. kromoszoman talél-
hatd, a fehérje maga pedig egy homohexamer forrmdajéddalhatd meg a sejtek citop-
lazmajaban. Az NSF enzim az ugynevezett AAA felkeggaladjaba tartozik, melyek
kozos jellemdje, hogy ATPazhoz kapcsoldédva kulonboZunkciokat latnak el
(ATPases ssociated with diverse cellularetaities). Ezen enzimek kdzos szerkezeti
eleme egy 230 aminosav hosszusagu konzervalt mderitételezések szerint az
exocitdzis lezajlasa utdn az NSF enzim segitsédporalik fel a SNARE komplex ATP
terhére. Soyler és munkatarsai megallapitottaky leagenzim mkodése gatolhatd N-
etilmaleimiddel, ami egy maleinsav szarmazék, beemeimid funkciés csoporttal, de
legfébb tulajdonséaga, hogy alkénként reagéal a tiololdsligy gyakran alkalmazzak

ciszteineket tartalmazo fehérjék modositasabaosophilakban az NSF gatlasa




komatbzus magatartast okozott, feltételeGdeta neuronalis funkciok blokkolasa révén
[8]. Hasonloképpen Bictyosteliumamdbaban az azonos funkcidvesztést okozé muta-
ciok az andba mozgasanak teljes metiseséhez vezetettek, ami pedig arra utal, hogy
az intracellularis membrantranszportnak szerepet lelmigracidban is [9].

A SNARE komplex & feladata a vezikuldk exocitozisdnak mediald®adprg. A
SNARE komplexben résztvévmolekulak kozos jellentge, hogy rendelkeznek leg-
alabb egy 60-70 aminosavbdl all6 SNARE-motivumnialek a SNARE-alegységek
allnak dssze egy ugynevezett transz-SNARE komptéx-amit 4 SNARE motivum al-
kot.

Két kuldnbod tipusi SNARE-t kilonboztetiink meg, a v- és a t-BEA, melyek az
angol vesicle és target sz6 kébdiii alapjan a vezikularis oldalon és a célmembran
oldalan elhelyezked fehérjéket jelentik. A vezikularis oldalon helyezkk el a

szinaptobrevin, mig a célmembran oldalon a SNARL& szintaxin 1.

kikot 6dés

dokkolas
‘ 3 priming fzi6
LY == ! jﬁl

A szinaptikus vezikula fuziojanak Iépései
— SNAP-25
= Syntaxin = Synaptobrevin
= MUNC18 & Complexin

2. abra: A SNARE komplex mikddése a szinaptikus vezikula fuziéjakor.A
szinaptikus vezikula membranja 6sszeolvad a sejtin@nmal. Ezek az események a
v-SNARE és a t-SNARE fehérjék kozotti magas-aféisit interakciok révén kovet-
keznek be, amit a kalcium szintje és a kalciuntkfighérjék szabalyoznak, a

SNARE-komplex-szel valo interakcidik alt&redetil®l magyarra forditva: [10]

A legfrissebb nomenklatira azonban mar egy Uj asopitast vesz figyelembe, amely-
nél az a meghatarozo, hogy a fehérjeikddés szempontjabdl kitlintetett helyén mi-
lyen aminosav-oldallancot tartalmaz: arginint (RAFRE) vagy glutamint (Q-SNARE).
Eszerint a csoportositas szerint a szinaptobre¥BNRRE, a szintaxin és a SNAP-25
pedig Q-SNARE.
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A SNAP-25-6t két tulajdonsaga kilonbozteti meg gtdbb SNARE fehérjét. Egy-
részt két SNARE motivummal is rendelkezik, mésrészdnban nem rendelkezik
transzmembran doménnel, hanem csupan egy palmwoldallanccal kapcsolodik a
membranhoz.

A Clostridium baktériumoknak mindezidaig 36 kulonkobotulinum neurotoxinjat
azonositottak, amelyek 7 szerotipusba csoportadékaezeket A-t6l G-ig jeldlik. Ezek
kozul a rendkivil veszélyes neurotoxinok kozil gzaAC és az E szerotipusuakéels
sorban ugy fejtik ki a hatasukat, hogy széthasiy&&NAP-25 fehérjét, igy a SNARE
komplex felbomlik és lehetetlenné valik a neuros@nisszié (a C szerotipustak a

szintaxint is bontjak) [11].

1.1.2 A SNAP fehérjecsalad tovabbi tagjai

A SNAP-23 60%-ban azonos a SNAP{2&oformajaval és testszerte igen nagy meny-
nyiségben fordul él ennek megfeléen szamos élettani folyamatban mutattak ki sze

repét. Jelerségét bizonyitja az is, hogy a gén kiltésekor ddpere az embrié méar a
preimplantaciés koraban, a 3. embrionalis napoal@&ibzik [12].

Suh és munkatéarsai azt talaltdk, hogy a SNAP-23ngisége magasabb a dendritikus
tuskékben valamint posztszinaptikusan is felhalrdo#d mig a SNAP-25 csak az
axonokban volt megtalalhaté. Megéllapitasuk szeairBNAP-23-nak fontos szerepe
lehet a glutamat receptorok posztszinaptikus regijiban [13].

A SNAP-23 szerepét kimutattak makrofagokban isgp$aoma kialakitasa soran és an-
nak érésében is [14]. Ennek bizonyitasarékéist egy olyan makrofag vonalat hasznal-
tak, amely talzott mennyiségben volt képesa#itani a monomer formatuma, Venus-
jeloléssel ellatott SNAP-23-at. Ezek a sejtek azdeeptor altal medialt fagocitézis fo-
kozott mennyiségét mutattak, valamint kovetkézpésként a SNAP-23 gén kittésekor
ennek ellenkedét, vagyis a fagoszoémak késleltetett kialakulé#&san fagocitdzis csok-
kent aktivitasat tapasztaltak.

A cukorbetegséggel hoztak 6sszefiiggésbe a SNAR-BB8sarom és munkatarsai, miu-
tan azt figyelték meg, hogy kettes tipusu cukonpetgben megbetegedett személyek
vazizmabdl mintat véve a szovetiikben szignifikameagasabb volt a SNAP-23 szintje

egészséges kontroll személyek mintéival 0sszehiasanlLeirtak tovabba, hogy a
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SNAP-23 sejten bellli elhelyezkedése is megvaltoakorbetegek vazizomszovetében:
a fehérje a plazmamembranbdl a mikroszémakba #esz@lba teddik at [15].
Hizésejtekben megallapitottak, hogy a SNAP-23 fasiAsa az IKK komplex @B
kinaz komplex) IKK2 alegysége altal indukalja ak lgedialta degranulaciot [16].
Tovabbi érdekesség, hogy Uriarte és munkatarsaioggn fehérjét tudtak &llitani,
amely tartalmazta a SNAP-23 N-etilmaleimid-szenZaiktor kotifehérje domeénjét és a
HIV virus TAT-fehérjéjét (a transzkripcid transziaitora) [17], majd ugyanez a mun-
kacsoport miutan megallapitotta, hogy a neutrafiingilocitdk exocitdézisa szerepet jat-
szik tobbek kozott az akut 1eégzési elégtelenség gmepszis kaszkadmechanizmusaban
is, bizonyitotta, hogy ez a folyamat a TAT-SNAP{2Bérjével megakadalyozhato és
ezt mindin vitro, mindin vivo modelliikben is aldtAmasztottak [18].

A SNAP-29 egyenletesen expresszalodik az embetiki@dnféle szbveteiben [19].
Saito és munkatarsai asszociaciovizsgalat keretéleemezte a gén polimorf variansait,
melynek soran szkizofrén és bipolaris depressziGdrmanved betegek DNS-mintait
hasonlitottak egészséges kontroll személyek minzaiA SNAP-29én kodold régidjat
vizsgélva nem talaltak aminosavcserét okozo6 polinvaridnst, azonban az 5 nem
transzlalodo régidban és a promoterben 3 SNP-tasftmitak, amelyek koézil egy — 849
nukleotidnyi tavolsagban 5’ irAnyban a transzkigscstarttol elhelyezkéd- A/G poli-
morfizmus szignifikans 6sszefliggést mutatott azdkénia ebforduldsaval. Wonodi és
munkatarsai ugyancsak ezen utébbi polimorfizmugsgaltdk a SNAP-29 promoter
kaiak korében mutathaté ki, ezzel ellentétben akaafszarmazasu amerikai személyek
vizsgalata sordn nem volt szignifikans kilonbséggaszséges és a szkizofrén szemé-
lyek genotipuseloszlasaban [20].

A SNAP-47-et 2006-ban azonositottak és leirtakyreogulonbosd szovetekben egyen-
letesen oszlik el, de kiulonésen magas a mennyiségeegszovetekben [21]6leg az
intracellularis membranok mentén és a szinaptilaskulaknal talalhat6 meg nagyobb
mennyiségben. Ha a SNARE komplexben a SNAP-25-AFSN7-re cserélték ki, ak-
kor bar a SNARE komplex kialakult ésikodott, mégis kevéssé hatékonyan. Megalla-
pitottak, hogy az aktivitas-fugg AMPA receptorok exocitdzisdhoz a szinapszis-
hatékonysag hosszutavu noveléséhez (LTP — long petentiation) specialis SNARE
komplexre van sziikség, amelyben a SNAP-47 talalinaig [22].
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1.2 Komplex jellegek, betegségek genetikai hatterék a vizsgalata

1.2.1 Komplex jellegek, betegségek

A manapsag legtobb embert ééind kbznyelvben népbetegségeknek hivott megbetege-
dések tipikusan Osszetett hafek, ilyenek példaul a cukorbetegség, a
magasvérnyomas-betegseg, szamos daganatos meglésteggy a kiulénbézpszichi-
atriai korképek. Jellenéen nem kovetik a Mendeli-orddést, azonban a csaldd- és
ikervizsgalatok arra utalnak, hogy hatteriikben aetikai komponens mégis jelést

Erre példa a kilonbézpszichiatriai megbetegedésekferdulasanak konkordancia ér-
tékei egypetdj illetve kétpetdj ikrek kozott [23] [24], melyek minden vizsgalt kép
esetében joval magasabbak az egyfiekérparok csoportjaban. Ezen megbetegedések
hatterében azonban hasonl6 fontossaguak a kilérddiinyezeti tényeaik is, példaul
cukorbetegség esetén a mozgas hianya, a nem mégégkilkozas, vagy a pszichiatri-

ai megbetegedések esetén az érintett egyén kaeangkkori élményei vagy szocialis
héloja. Fontos azonban, hogy ezek a kulodhgenetikai és kdrnyezeti ténydenem
izolaltan hatnak egy-egy jelleg, megbetegedés Wkiddsdra, hanem egymassal

kolcsbnhatva, kdzésen alakitjak ki a2t &brg.

T
G
— e ] —

AN /

3. abra: A komplex jellegek kialakulasanak multifakiorialis hattere. Az egyes

gének egymassal is kblcsdnhatva, valamint a koetiezegyutt kozdsen alakitjak

ki az adott jelleget

1.2.2 Asszociacidvizsgalatok

A népbetegségek hatterébendéyenetikai komponensek azonositdsa a kutatas jelen
korszakanak egyik nagy kihivasa. Jelenleg &étdnyban szokas elindulni, az egyik az

elézetes hipotézist nem igéwyleljes genom analizis. Ennek soran a legfejlettebb-
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nikdk alkalmazasaval akar kozel két milli6 SNPHde megvizsgalni [25] és példaul
eset-kontroll vizsgalattal megnézni, hogy bizony®N¥P-k ebtfordulasa gyakoribb-e
vagy éppen ritkabb-e egy adott betegcsoportbann&rddb mintahoz képest. A masik
lehett'ség a kandidans gének illetve az azokban talalpat@tikai variansok célzott
vizsgalata. Kandidans géneknek hivjuk azokat alginamelyek olyan fehérjéket ko-
dolnak, amelyek részt vesznek abban a biokémianaitban, amelyet az adott betegség
éerint. llyenek példaul a cukorbetegség genetikdienének vizsgalatakor a szénhidrat-
anyagcsere génjei, vagy a pszichiatriai megbetesgédél a kiulénbdz neurotransz-
mitterek vagy azok receptorainak vizsgalata.

Az asszociaciovizsalatokat egy masik szempont sizesoportositva megkilénboz-
tethetlink eset-kontroll vizsgalatokat és varianwadiaist. Ebbbinél két csoportot ha-
sonlitanak 6ssze és ez a két csoport egy kivathdetwtipus szempontjabdl teljesen
elkilénil egymastol, példaul magas vérnyomasbetegsétén az egészséges kontroll-
csoport vérnyomasa 140/90 Hgmm alatti, mig a betgmart vérnyomas értéke 140/90
Hgmm feletti. A masik megkozelitési mod, a variaagializis esetében ugyanezen pél-
dan a két csoport nem kulénul el, hanem egy nagyarsot alkot, ahol az egyes szeme-
lyek vérnyomésa egy skalan helyezkedik el és aagdijuk, hogy a skalan valé elhe-
lyezkedésiik 6sszefligg-e a vizsgalt genetikai vasidn

1.2.3 Fenotipus, endofenotipus, impulzivitas

A fenotipus az embernek azon megfigyathbetve mérhet jellege, biokémiai, élettani
tulajdonsaga, amely a kifejgdo gének és a kdrnyezeti hatasok 6sszeségeként &lakul
Douglas Falconer 1965-ban irta le multifaktoridisszobmodelljét a cukorbetegségre
és mas gyakori, nem-mendeli 6ro#€st mutatdé megbetegedésre. Az elméletet 1967-
ben adaptaltak a szkizofrénia kialakulasanak magyaéra [26]. Ebben azdblen valt
egyertelnivé, hogy a pszichiatriai megbetegedések klinikagdozisok (szindromak,
tinetegylttesek) szerinti osztalyozasa nem optimgdinetikai, élettani, molekularis
szempontbdl, mivel ezen megbetegedések hatter@eankomplex genetikai struktira
és bioldgiai folyamatok 6sszessége feltételgézhedntos figyelembe venni azt a tényt is,
hogy a kilonbd& neuropszichiatriai diagnozisok kdzétt nem huzheles hatar, vala-
mint a tinetek sok esetben hasonldak is lehetdelalfrg. Az érvelések hatterében

egyik okként az emberi agy kilonlegesen bonyolulkddését emelik ki, ami megku-
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l6nbozteti ezt a szervezet mas szebBleih maj esetében példaul szinte minden sejt
identikus a fenotipus tekintetében, ezért hasonlam@szkriptomja és a proteomja is,
valamint mindezek mellett az interakcioi is homaogjénEzzel éles ellentétben az agy
egyes sejtjei egymastol Iényegesen kulonboznekd mitnanszkriptom, mint a proteom,
mind a morfologiai fenotipusuk szerint, arr6l nesnbeszélve, milyen sokigtszerte-
adgazo a kapcsolati rendszerik a tobbi idegsegtal giasejtekkel, amelyek az optimalis
miikodésukhoz elengedhetetlenek. A kulonféle eseméaysijtek életében biokémiai,
epigenetikai szintekerbrzédnek meg, igy a sejt memorigja a fehérjemodositasok
morfometriai valtozasok, epigenetikai valtozasdalaégyedulallova teszi az agyat az

ember szervei kdzott [27].

hangulat kognitiv folyamatok
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4. abra: A neuropszichiatriai betegségek atfedéseh genetikai hajlam a kilonbo-
z6 pszichiatriai megbetegedésekre az egészségesapajykellems faktorok ki-
lengései mentén helyezkednek el. Az 4bran a kikinlp8zichiatriai kérképek a
hangulat, a szorongas, a kognitiv folyamatok éaskarat személyiségjegyek mentén

helyezkedik el dimenzionalisan. Az eredeti abr&].[2

Gottesman és Shields 40 évvel é#telirasukban foglaltak 6ssze a legfontosabb adato-

kat a szkizofrénia genetikai hatteféa tudomany akkori ismeretei alapjak vezették
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be a pszichiatriai genetikai kutatdsok teriletépearlofenotipus” fogalmét, mint koztes,
bels fenotipust, amit biokémiai, mikroszkopos vizsgallehet karakterizalni [29].

Az endofenotipusok szamos jelletnel rendelkeznek. 1. A kivalasztott endofenotipus
0sszefluiggésben all a vizsgalni kivant megbetegedé@sspopulacion belll. 2. Az
endofenotipus bizonyitottan 6réklik. 3. Az endofenotipus allandé, statikus jellémz
mely manifesztalddik a betegben, akar aktiv a tsgtgg, akar nem. 4. Csaladon belil az
endofenotipus és a betegség egyittesen kilénbl Az endofenotipus az érintett csa-
ladon belll a nem-érintett személyekben is a papulid@tlaganal magasabb szazalékban
nyilvanul meg [27].

Az altalunk kivalasztott és vizsgalt endofenotipasmpulzivitds, melyet a reakcidkban,
dontéshozatalokban valo hirtelenség jellemez. Aeksedetek kevéssé atgondoltak,
amelyek igy gyakran nem kivant kdovetkezményekkelglk. Az impulzivitas koros
megnyilvanulasait szdmos neuropszichiatriai betpgsé hoztak oOsszefliiggésbe, igy
ADHD-val [30], szerhasznalati zavarokkal (substanse disorder) [31], bipolaris meg-
betegedéssel [32], borderline személyiségzavad®]l pntiszocialis személyiségzavar-
ral [33].

1.3 Mikro-RNS-ek

A molekularos bioldgia elmult évtizedeinek az eglgigfontosabb ékelépése volt an-
nak felismerése, hogy a mikro-RNS-ek (miR) a legké#lébb bioldgiai utvonalak sza-
balyozasaban esszencialis szereppel birnak. 18&0n&hr ismert volt ugyan, hogy |é-
teznek rovidebb, nem kédol6 RNS molekulak, azommem nyilvanitottak nekik kilo-
ndsebb jeleriiséget egészen mindaddig, amig Lee és munkata@aitith le nem irtak

a lin-4 és a lin-14 gének termékei kozotti kdlcsatastC. elegansbaf34]. Megallapi-
tottdk, hogy a lin-4 maga nem fehérjét, hanem egyn6kleotid hosszusagu RNS-
terméket kddol, ami érett formdjaban 21 nukleotddzisagl marad. Ez az RNS mole-
kula negativan befolydsolja a lin-14 fehérje tesdékét és ez a szabalyozas esszencia-
lis aC. elegangosztembrionalis fejldése soran. 7 éven keresztil ezt egy anomaliaként
tartottak szamon, amig fel nem fedezték a masodikorRNS-t aC. elegansan, a let-
7-et, ami represszalta a lin-41, a lin-14, a lin-28in-42 és a daf-12 expresszidjat is a

fejlédés soran [35].
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maton mennek keresztil, midl kifejthetnék hatdsukat a célszekvenciakon. Arorik
RNS-ek transzkripciojat a Ill-es tipusu RNS-polinzer&égzi. Az elédleges
transzkriptumot pri-mikro-RNS-eknek hivjak, ezt aoBha-komplex alakitja at még a
sejtmagban, és igy alakul ki a pre-mikro-RNS, anaglyexportin-5 molekulahoz kiit-

ve jut ki a citoplazméba. A citoplazmaban ezutadbDieer-komplex levagja az ekkor
meég hajti form&ju molekulardl a hurkot, és igy egy kétszébivid molekula marad. Ez
kettévalik, az egyik szal maga az érett mikro-RBi®ely az Argonauta fehérjéhez ko-
todve kialakitja a miRISC komplexet (mikro-RNS inditkécsendesétkomplex), mig a
masik szal a legtobb esetben egyserarlebomlik [36]. Az utdbbi i6kben ugyanakkor
megfigyelték, hogy gyakran ez a masik szal is kaldcthat az Argonauta fehérjéhez, és
leirtak, hogy a szenz és antiszenz szalak relatfhtje a kilénbo& szévetekben eltér
lehet [37].

A mikro-RNS-ek jeleniségét mutatja, hogy a jelenlegi becslések alapjdruraan
transzkriptom t6bb, mint a fele all mikro-RNS-elabalyozasa alatt [36]. Ezek a rovid,
egyszall, nem kodolé RNS molekulak, az mRNS-ef t&lszekvenciaikhoz kaédnek,
amelyek leggyakrabban az mRNS-ek 3’ nem transzfalédiojaban taldlhatéak, és a
legtobb esetben az érintett gének expresszibjasiakkenését okozzak. Szamos kilén-
b6z6 mddon fejthetik ki ezen hatdsukat, érinthetik &2Ni$ élettartamat vagy példaul
represszalhatjak a transzlacié folyamatat [38]. 8&aktben az érett mikro-RNS kapcso-
l6dik a célszekvencidhoz, ennek hatasara az Ardan@hérje endonukleazkéntiim
kodve hasitja az mRNS-t. Ez a folyamat ndvényekden elterjedt, allatokban azonban
ritkabban fordul & [39]. Allatokban gyakrabban tapasztalhaté az mRIESabilizalasa

a mikro-RNS bekddésének hatasara [40]. A miRISC komplex tartalmapeétdaul
egy GW182 nelr fehérjét, amely az mRNS-hez val6 békiiisekor dezadenilaciés fak-
torokat tud maga koré §jteni, igy eltavolittatia az mRNS poli-A farkat,reek hatdsara
az mRNS lebomlik [41, 42].

A mikro-RNS hatasanak kifejtése szempontjabdl feriiefolyasolo tényéz hogy mi-
lyen tavol helyezkedik el seedszekvencia az mRNS-en a stop kodontol, mivel p sto
kodon utani el 15 nukleotid még a riboszomalis komplex ,arnyéRaesik, igy a
miRISC komplex ide nem tud hatékonyan békidi. Leirtdk emellett, hogy az AU
bazisparokban gazdag régiok gyakran tartalmaznkkorRRNS ko6helyeket [43].
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Ugyancsak medfigyelték, hogy sok esetbeseadszekvencia komplementaritasa az 5’
irAnyban nem teljes, de ezt a 3’ irAnyban egy jitikebb interakcié kompenzalja, erre
példaC. elegangan a lin-41 3’ szabalyozo régidja és a let-7 oHRNS kozotti kap-
csolat [44]. Ismert tovabba olyan kélcsonhatasimsikor a mikro-RNS kdzépsszaka-
szan talalhaté6 ,centralis szakaszok” voltak kompdatarek a célszekvenciaval [45].
Erdekes, hogy az mRNS is visszahathat a mikro-RNSttagdamara. D.
melanogasterbegs human sejteken is kimutattak, hogy a mikro-Rf$S cél-mRNS
0sszeparosodasa kovetkeztében a mikro-RNS 3’ végiglia nukleotidok kdidhetnek.
Ennek a mechanizmusnak az enzime dggehem ismert, azonban tény, hogy az
uridinek hozzdadasa a legtobb esetben a mikro-Ral#lisassdnak csokkenését okozza
[46, 47].

Az Argonauta fehérjék mennyisége dnmagaban is dihiténye#d a mikro-RNS-ek
élettartamat tekintve, mivel a négy Argonauta fEhékdzil barmelyiknek a
megndvekedett mennyisége a sejtben megemeli azndikeb-RNS-ek dsszes mennyi-
ségét is [48]. Ezzel ellentétes€n elegansan az ALG-1, Argonauta fehérjét kédolo
gén kiutése a mikro-RNS szintjének csokkenésevel4&], amit azzal magyaraztak,
hogy az Argonauta fehérje kotésekor a mikro-RNSettédz XRN-1 és XRN-2
exonukledzok hasitdsaval szemben és ez a védelmik sreg a gén kitutésével [50, 51].
A miRISC komplex tagjaként az Argonauta fehérjpamtos szabalyozas alatt all. Eb-
ben jatszik szerepet a TRIM-NHL csalad szamos tagyeelyek kézvetlenll kapcsolod-
nak az Argonauta fehérjéhez, ezaltal befolyasolfidgy a miRISC komplex milyen
mértékben tudja kifejteni génexpressziét modositidsat a célmolekuldkon. Erre példa
egérben a LIN41 fehérje, amely az Argonauta fehéjkvitinacidjat és proteoszomalis
lebontasat okozza [52]. Az ubikvitinacio mellettbaban az Argonauta fehérje egyéb
maodon is szabalyozhatd.iWodését a prolil-4-hidroxilaz is befolyasolhatjaichuman
sejtekben — tobbek kdzott — az AGO2 fehérjén madexgy prolint a 700. pozicidban
[53]. Hipoxias korulmények kozott ezen hidroxildazan expresszidja megnovekszik,
amelynek kovetkezményeként az AGO2 stabilizalo8#.[

Ismert, hogy bizonyos RNS-kifehérjék (RBP) mintegy ,versenyezhetnek” a miRISC
komplexszel az mRNS-ért és igy védhetik a mikro-R&l&l szabalyozni kivant
MRNS-t a lebontédastdl, erre példa a HuR, vagy émésm ELAV1, amely igen

széleskorben expresszalodik a szervezet kild@nls@bveteiben [55]. Hasonloképp a
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DNDL1 is egy olyan RNS-kétfehérje, amely a 430-as mikro-RNS szomszédsagéaban
ismeri fel a célszekvencigjat és segiti az mRN&rfearadaséat azaltal, hogy megnehezi-
ti a miRISC komplex bekdtését [56].

A mikro-RNS-ek szintjére a rendelkezésikre all&zékvenciak mennyisége is hatassal
van. Ezt ugyancsak. elegansan bizonyitottak oly médon, hogy olyan riportdeek
lattak el a sejtet, amelyek a normalis esetbersatacexpresszidju mikro-RNS-ek cél-
szekvenciagjat tartalmaztak, és ennek kdovetkezmé&mygklentsen meghtt a mikro-
RNS mennyisége a sejtben [51]. Ennek a mechanizkuanmegnevezése TMMP
(target-mediated miRNA protection), azaz célmolakmledialta mikro-RNS védelem,
ami annyit jelent, hogy egyes mikro-RNS-ek menrgésé befolyassal van az eléhet
célmolekulak szama.

A mikro-RNS-ek és mRNS-ek kdzotti kdlcsonhatastgpagelly ugy fogalmazza meg,
hogy az mRNS-ek egymassal ,versengenek” az egyks+RINS-ekért, igy befolya-
solhatjdk egymas expresszios szintjét. Az ilyen rBRiket ce-RNS-nek is hivjak, va-
gyis competing endogenous RNS-ek (versemmgdogén RNS) [40]. Egy évvel korabban
Salmena és munkatarsai vezették be ezt a kifejézdspotézisik szerint a ce-RNS-ek,
az atirt pszeudogének, az mRNS-ek a mikro-RNSnfielishelylikkel mind ,egy kdzo6s
nyelvet beszélnek”, vagyis a kulonBORNS-RNS interakciok egy szabalyozo6 hal6zatot
alkotnak egymassal, ami igen fontos lehet a sajtgtkmalis niikodése szempontjabol
[57].

Szamos modszert dolgoztak ki a mikro-RNS-el6kétyeinek meghatarozasara. Fontos
hangsulyozni, hogy bar két nukleinsav kblcsdnhafhséan szd, mégis a szekvenciak
komplementaritdsa mellett a mikro-RNS bekliisét szamos tovabbi téngeis befo-
lyasolja.

A kilonboz predikcios szoftverek a szekvenciak hasonldsagstik alapul, ami ter-
mészetesen helyes kiindulopont, hiszen a mikro-Rd¢Bagyobb valésziiséggel ott
fog bekd6dni, ahol az MRNS-en felismeri a sajaegd szekvencigjaval komplementer
szakaszt [58, 59]. Mindazonaltal a kulonféle pretfik programok a részleges komple-
mentaritas alapjan eli@reredményeket adnak, ezért igen sok alpozitiv ésgativ
eredménnyel kell szdmolni [60]. A tapasztalat axtatja, hogy egy mikro-RNS-nek
szamos mMRNS lehet a célmolekuldja, de ugyanezt¥ard$ elmondhatd: egy mRNS-
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hez tdbb miRNS is bekédhet, mégis nem minden komplementer szakasz |leskra-
RNS célszekvencidja [40].

Erdekes jelenséget irtak le Cazalla és munkatarsszerint aH. saimiri herpesvirus 7
darab fehérjét nem kddolod, uridinban gazdag RN&ezf ki a genomjaban. Ezeket a
molekuldkat HSUR-eknek nevezik és képesek a gaedaszet T sejtjeiben kilonbéz
mikro-RNS-ekhez kdtdni. Medfigyelték, hogy a miR-27a-hoz kapcsolodoUHRShata-
sara csokkent ezen mikro-RNS stabilitdsa és endektkezményeként meg tobb
miR-27a-célmolekula mennyisége. Egyrel nem teljesen egyértelinhogy ez a virus
szamara miért éhyos [61].

Az mRNS-ek és miRNS-ek kdlcsbnhatasanak molekuiemzése megvaldsithaté az
immunprecipitacié és az egyre inkabb eltefjgeh 1€ Uj generaciés szekvenalasi elja-
rasok otvozésével. Ennek soran UV-fénnyel vilagitjgeg a vizsgalandoé mintat, igy a
fehérje és az RNS molekula kézott kovalens kerészsiek alakulnak ki, abban az eset-
ben, ha ezek ezt megeben direkt kapcsolatban voltak egymassal (~ 1 Als#gban)

a sejten belll. A miRISC komplex tagjaként az Argaia fehérje igy kovalensen két
dik mind a mikro-RNS-hez, mind az mMRNS célszekv@noz. Ezeket az
immunprecipitacéval izolalt RNS-eket Gjgenerécigskvenatorral elemezve két adat-
halmaz adodik, melyek kombinaciojaval meghatarariata mikro-RNS-mRNS kol-
csonhatasok. Chi és munkatarsai ezzel a funkcenalbdszerrel egér agymintan
genom-szinten hatarozta meg a miR-124 interakéidgpét [62].

Intenziv kutatas targyat képezi a mikro-RNS-ek dasztikus és terapias felhasznalasi
lehetiségeinek feltardsa. Mar 2002-ben, nem sokkal azbtigy embsodkben is leirtak
a mikro-RNS-ek |étezését és szerepét, Calin és atardai asszociaciot mutattak ki a
mikro-RNS-ek mennyiségi csokkenése €s human begelgs@®zott: megfigyelték, hogy
a miR-15 és miR-16 dihése Osszefligghet a B-sejtes leukémia kialakulb$&8h
Manapséag pedig egyre tobben foglalkoznak a szésipia@ma mikro-RNS mennyisé-
gek meghatarozaséaval abbdl a célbdl, hogy diagikasmarkerekként alkalmazhatéak-
e, mivel az eddigi tapasztalatok alapjan a mikroSRigintek stabilak, reprodukalhatéak
és kevéssé variabilisak azonos faj egyedei kogdft PJi és munkatarsai 2009-ben ki-
mutattak példaul, hogy a miR-208 mennyisége jékamt megh patkanyokban
isoproterenol-indukélta miokardialis infarktus €setés ennek az dbeli lefolyasa ha-
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sonld a sziv-specifikus troponin | plazmaszintjeiani a szivinfarktus egyik klasszi-
kus biomarkere [65].

A diagnosztikai felhasznalas mellett intenzivenakott téma a mikro-RNS-ek mennyi-
ségének befolyasolasa terapias céllal. Az anti-eliftvezés gyogyszeres terapiara
kifejlesztett molekulak specifikusan gatoljak mikRINS célmolekulajukat, ezaltal koz-
vetett médon a mikro-RNS altal szabalyozand6é mRK®xpresszidjat képesek befo-
lyasolni. Az anti-miR-ek felépitésiiket tekintve @by moddositott antiszenz
oligonukleotidok, amelyek teljesen vagy részben jlementerek a befolyasolni kivant
mikro-RNS szekvenciajaval [66]. Ezeknek a moleknkik azonban szamos tovabbi
kovetelménynek kell megfelelnitik, ahhoz hdgyivo rendszerben is ki tudjak fejteni
hatasukat. Az anti-miR molekuldknak at kell jutniaksejtmembranokon, lassan kell
kivalasztdédniuk a keringééh stabilnak kell maradniukn vivo korilmények kozott is,
valamint a kivalasztott cél-mikro-RNS-hez nagy sfigtassal és nagy affinitassal kell
kotédnidk [67]. Ezek kivanalmak miatt szamos kémiai ogithssal prébalkoznak mind
a mai napig. Erre egy példa az oligonukleotidokO2metil csoport modifikacioja, ami-
nek kovetkezményeként a molekula stabil a nukleiéaodzemben, és azt is megfigyel-
ték, hogy ezek a médositott oligonukleotidok érdek@don stabilabban kKiitnek az
RNS-hez is [66]. Az eddigi eredmények alapjan ddsra a kilonbdk anti-miR-ek
hatdsosak lehetnek a kardidlis diszfunkcio javitgsaetasztdzisok méretének csokken-
tésére rakos elvaltozasok esetén vagy csimpanzlimexa virusmennyiség csokkeneé-
sét figyeltek meg hepatitis C férbtt allatokban [68-70].
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2 Célkitiizések

Laboratériumunk az ELTE Pedagdgiai és Pszicholog¢iaranak Pszichogenetikai
munkacsoportjaval szoros egydtikddésben hosszabb ideje vizsgalja a human jellem-
zéket orokit kandidans gének hatasait. Vizsgélataink a dop&mia szerotonin rend-
szer, valamint kilénb@zneuroprotektiv faktorok, sejtadhéziés molekulalaészinap-
szis képzésében fontos fehérjék polimorf régiégszontositanak.

A jelen dolgozatbara SNAP-25 gén molekularis biologiai és genetikai aspektusai
kerlilnek ismertetésre, melyben a pszichogenetikszariacio analizis mellett fontos
szerepet kapott a polimorfizmusok funkcionalis etése, valamint a SNAP-25 kulon-
b6z izoformainak részletes vizsgéalata is. A munka kénkeélkitizései a kdvetkeik

voltak:

1. A huméan SNAP-25 expresszid izoforma specifikusérése

A SNAP-25 gén két izoformajanak mérésére keét, egymastol fugtjen amplifikacios
maodszert kivantunk kidolgozni a megbizhatésag novelésekétoen.Az amplifikaciod
izoforma specifitasat az izoformak részlegesemnr@léekvencija biztositotta, a mad-
szerek bedllitAsdhoz és validalasdhoz sajat késaipresszios vektorokat kivantunk
felhasznalni.

A validalt modszerekesa SNAP-25 géna ésb izoformainak mennyiségi meghatéaro-

zaséara kivantuk alkalmaztuk huméan szévetekben

2. Pszichogenetikai asszociaciovizsgalatSNAP-25 gén 3’ és 5’ szabalyozo régioi-
ban talalhaté fontosabb polimorfizmusok és az impulivitas személyiségjegy kozott
egészséges mintan.

A SNAP-25gén 5’ szabalyozo régidjabdl az rs6077690 és BBEB SNP-ket kivantuk
részletesebben vizsgalni, de mindkét esetben sgé&seolt megfelé genotipizalod
modszer bedllithsara. BNAP-25gén 3’ szabalyozo régiojaban talalhato rs374644 é
rs1051312 SNP-k vizsgalatdhoz rendelkezésre d@lfaboratériumban korabban kidol-
Ezt kdvetoen 901 személy genotipus és haplotipus adatait matdrozva kivantunk
valaszt adni arra a kérdésre, hogy kimutathatGgmsikans asszociacié az egyes geno-

tipusok és haplotipusaik, valamaz impulzivitds endofenotipusekozott.
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3. ASNAP-25 gén 3’ szabalyoz6 régidjaban talalhato rs3746544 és1051312 SNP
haplotipusainak molekuléris-funkciononalis vizsgéal#a.

A két, egymastdl mindéssze 4 bazisparnyira taléliplimorfizmus egy feltételezett
mikroRNS ko&6helyen talalhato. Molekularis biologiai eljarasokk#orter konstrukci-
ok felhasznaldsaval kivantuk elemzni, hogy a kéP 383746544 és rs1051314a)vit-
ro sejtes rendszerben hatassal van-e a mikro-RN@H&stbefolyasolasa révén a képz

do fehérje mennyiségeére.
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3 Modszerek

3.1 Az izoformak vizsgalata

3.1.1 cDNS szintézis

A megvizsgalni kivant 10 kulonbézhuméan szovet teljes RNS kivonatait az Agilent
Technologies (Santa Cara CA, USA) éégtasaroltuk. 4 idegrendszeri ereilszdvetet
(frontalis kéreg, okcipitalis kéreg, parietalis &grés teljes agy), €s 6 idegrendszeren
kivali szovetet (Iép, vese, maj, sziv, siichasnyalmirigy) kivantunk megvizsgalni.
EzeklHl cDNS-t irtunk a High Capacity cDNA Archieve Kitkalmazaséval. A reak-
cidelegy a reverz transzkriptaz enzim mellett tarézott 0,2 mM dNTP-t, 1x reverz
transzkriptdz puffert, és ugyancsak 1x végkonceittbéan 6 nukleotid hosszusagu
random primereket. A termociklus két lépé&sallt: 25 °C 10 percen at, majd 37 °C 120
percen at. Az elkészilt cDNS-ek rigegét hagyomanyos gélelektroforézissel élien

tik, az egyes mintdk DNS-koncentraciojat NanoDrégzkilékkel mértik: az érteékek 25

és 40 ngil k6zott mozogtak.

3.1.2 DNS-konstrukciok edallitasa

Az izoformak detektaldsara kidolgozott moédszerewrdtidaldsahoz elkészitettik a
SNAP-25a ésb izoformait kddolo expresszids konstrukciokat.

Ehhez el§ Iépésben a human prefrontalis kortex telies RN@-8d cDNS-6l
amplifikaltuk a vizsgalni kivant szakaszt. A priraket a fehérjét kddold régidé két vege-
re terveztik 1. tablaza}, a primerek tartalmaztak egy-egy restrikcids enfglismes-
helyet is, a szenz primer &ho I-ét, mig az antiszenz primerBanH I-ét, melyek se-
gitségével az inzert a pcDNA3.1(-) expresszidsorekibonozé helyébe illeszthiet A
pPcDNA3.1(-) 5427 bp hosszUsagu plazmid, amely bttt tartalmaz egy és
(CMV) promotert, ami a fehérjetermék nagy mennyliségpressziojat teszi leliste,
valamint egy BGH-poliadenilacios szignalt, amely kaudta sejtekben a
fehérjeexpressziot termindlja. Tovabba megtalalbattne egy multikibnozoé hely, aho-
v az expresszalni kivant szekvenciankat ligalrdjulk, valamint egy ampicillin-
rezisztencia gén, melynek segitségével a DNS-kaksot tartalmazo baktériumok sze-

lektiven szaporithatéak.
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A PCR-hez a HotStarTaq DNA polymerase kitet alkatiula, kovetve a cég altal ajan-
lott protokollt.

A reakcidelegy 1Qul térfogatban zajlott, és az alabbi 6sszéket tartalmazta: 1x PCR
puffer, 1x Q oldat, 20uM dATP, dCTP, dGTP és dTTP, M a szenz és antiszenz
primerekisl, 0,25 U HotStarTag DNS polimeraz és hozzélkgt 10 ng cDNS. A PCR
termociklus el Iépése egy kezdeti denaturacio volt 95 °C-on ¥bqreat, ez a Iépés a
DNS-polimeraz aktivalasa miatt is szikséges. Ezlutaretkezett 40 ciklus, amely 3
lépéslsl allt: 94 °C — 30 sec denaturalasbdl, 60 °C — &0 anneélasbol és 72 °C — 90
sec extenziobol, majd egy 10 perces 72 °C-osdvégtenzids lIépés zarta a reakciot. Az
elkészilt termékeket a PCR-gép 8 °C-on tartottevaltbi felhasznalasaig.

1. tablazat: A SNAP-25 a és b izoformak cDNS-ének pcDNA3.1(-)-ba
klbnoz4sahoz tervezett primerek jellemédi. S: szenz primer AS: antiszenz primer.
A szekvenciakbandgdt betikkel a restrikcidos enzimek altalunk bevitt felisiéteelyei
vannak jelélve Xhol: 5° CA"'TCGAG 3'BanH I: 5 G*"GATCC 3)).

Primerek Szekvencia (5-3’)
snap-25_S TCC CCETC GAGCCA TGG CCG AAG ACG CAG AC
snap-25_AS CAG CATSGA TCCGAG AAC ACG GGT GGG CACACT TA

A PCR-termékeket ezutdn 1%-o0s agardz gélen tedtihiatiova, a futtatas dtartama 45
perc, az alkalmazott fesziltség 110 V volt. Az Esatast 10 perces etidium-bromidos
(0,5pg/ml 1 x TAE oldatban) festés kovette, majd a fé@pdzés UV fény alkalmazasa-
val tortént, GelDoc 1000 gél dokumentacios bereéslezl (Biorad, Hercules, CA,
USA). A specifikus terméket UV fény mellett kivagtia géldl, majd Promega
Wizard® SV Gel and PC Clean-UP System kittel — a cég jltalsolt protokoll alapjan

— megtisztitottuk. Kovetkéz Iépésben mind a klénozni kivant inzertiinket, mand
pcDNA3.1(-) vektort FastDige&anH | ésXhol restrikcios endonukleazokkal emész-
tettiik 37 °C-on 15 percen at. Ezt ket a két reakcidelegyet ismét 1%-0s agaroz geé-
len futtattuk a kordbbival azonos koérilmények koZs# ugyancsak azonos maédon a
termékeket kivagtuk és megtisztitottuk. A ligaléstteNanoDroppal megmértik az in-
zert és a vektor koncentracioit, és ez alapjaramalt a két termék bazisparban mért

hosszai alapjan kiszamitottuk a sziikkséges menrgksédhogy a ligalashoz alkalmazott
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vektor-inzert arany az irodalmi adatok alapjan ljirl : 3 legyen. A ligalas szobéh
mérsékleten tortént egy éjszakan at a T4 ligaznemzl az enzimhez tartozé sajat puf-
ferben. A ligatumot masnap XL-10 Gold kompetensekée transzformaltuk. A transz-
formélas lbsokkal tortént, 42 °C-on fél percent at. Ezutaeakcidelegyhez 250l LB

— 0,4% glukéz oldatot adtunk és 37 °C-on egy orarrdaattuk, majd 50 ngl
ampicillint tartalmazo LB-agar lemezeken kentiikoket, amiket 37 °C-on inkubaltuk
egy éjszakan at. Masnap reggettélutanig a lemezeket 4 °C-on taroltuk, majd thiu

5 ml LB-ben egyenként leoltottukket, a leoltasokat is egy éjszakan at razattuk 37°C
on. A kbvetked napon a telepeldfelnott sejteket Promega PureYield™ Miniprep kit-
tel tisztitottuk, majd megszekvenaltattuk. A szeldlas eredmeényeként kivalasztottunk
egy-egy konstrukciét, amely a SNAP-a5lletve b izoform4janak szekvenciajat tartal-
mazta. Ezek#l nagyobb mennyiségés tisztasagu konstrukciét Gjboli transzformélhssa
50 ml LB-ben egy éjszakan at toréémelndvesztéssel allitottunk éel A baktérium
sejtszuszpenziobdl Promega Pure Yiled™ Midiprefekitsztitottuk meg a konstrukci-
Okat, ezek koncentraciojat NanoDroppal mértik megjd ezeket az oldatokat hasznal-

tuk a tovabbi kisérleteinkhez.

3.1.3 Izoformak detektalasa PCR-RFLP-vel

Az izoformak PCR-RFLP-vel val6é detektalasahozledmt olyan restrikcios enzimet
kerestik, amely szelektiven csak az egyik izoforszgékvencigdjaban rendelkezik
felismehellyel. Enhez a NEBCutter [71] webes alkalmazidasznaltuk és Bdel en-
zimet vélasztottuk, amely restrikcios enzim kizaghhza izoformat hasitja. Kovetkéz
lépésben az Oligo5.0 szoftverrel olyan primerekkdirderveztink, amelyek kozrefog-
tak a felsokszorozni kivant variabilis 6t6dik exsrakaszaty, tablazay.

2. tAblazat: A SNAP-25a ésb izoformak elkulonitéséhez tervezett primerek.

snap-25_ddel: szenz primer, snap-25_dde2: antiggener.

Primerek Szekvencia (5'-3)
snap-25_ddel TGTCTTTCC TTC CCT CCCTGC TC
snap-25_dde2 CATCTGCTCCCGTTCGTCCACT
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Elsdként egy gradiens PCR alkalmazéasaval beallitotib@imalis annealasicmér-
sékletet, amely alapjan a tovabbi kisérletekhe2 4G os annealasiémérséklet bizo-
nyult legmegfelglbbnek. A PCR-hez a HotStarTaq DNA polymerase kileiimaztuk,
azonos modon a 3.1.2-es pontban leirtakhoz.

A restrikciés emésztés soranlxde | enzim koncentracidja 0,5 U/l a hasitast 1x
NEBuffer 3 oldatban, 37 °C-on 3,5 6ran at vége=iik

Az elvalasztas hagyomanyos gélelektroforézisseéndr a gél 2,5%-0s SeaK&nhE
(alacsony elektroozmotikus aramlasu) agar6zbolikEsaz elvalasztas korilményei az
alabbiak voltak: 10 V/cm, 1 6ra. A gélt az elvataszutan etidium-bromidos (O&/ml)
1x TAE oldatban 10 percen at festettik, majd a \g®itfényben tettiik detektalhatova,
amelyhez a GelDoc 1000 berendezést (Biorad, Hesc@A, USA) alkalmaztuk. A ka-
pott termékek szemikvantitativ denzitometrids aisdt a Quantity One szoftvercso-
maggal hajtottuk végre.

A hagyomanyos alameiilagaréz gélelektroforézissel szemben gyorsabbkbay@bb
és pontosabb elvalasztast tett |ékéta kapillaris gélelektroforézis modszer alkalmaza
sa. Munkank soran a Qsep100 DNA-CE (BiOptic, IlNew Taipei City, Taiwan) be-
rendezés miniatlrizalt, egy kapillarisos tipusdtalmhaztuk, az elvalasztas effektiv
hosszd = 11 cm, a kapillaris teljes hosskza 15 cm, bel§ atmébjepedig 75 um volt.

A gél—puffer rendszer tartalmazta az etidium-brarnid, igy valosithatd meg a DNS-
fragmentumok lathatova tétele edyba futtatas soran. A gerjesztés LED-di6dasor
(fényt kibocsato diddasor) segitségével tortént B@ben, az emittalt 590 nm hullam-
hosszusagu jelet a gép a kapillarisorblablaknal detektalta. Az egymast kdyéttta-
tasok pontosabb illesztlistge céljabol minden elvalasztas soran két ilbeserkert —
20 bp (1,442 ngh) és 5000 bp (1,852 ng) — is injektaltunk a vizsgalandé mintak
mellett. Minden futtatas étt a kapillarisba 0 gél—puffer oldatot toltottlirdzt kovette a
két marker (4 kV, 10 sec), majd a mintak injektalés kV, 10 sec). Az elvélasztas szo-
balbmeérseékleten, 8 kV-os elektromos fesziltség melE38 V/cm téref alkalmazasa-
val) tortént. Az adatok kiértékeléséhez a Q-Expauftvercsomagot (BiOptic, Inc.,

New Taipei City, Taiwan) alkalmaztuk.
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3.1.4 Izoformak detektalasa valés idé§ PCR-rel

A SNAP-25a ésb izoformainak szelektiv amplifikadlasahoz szekvespeifikus pri-
mereket terveztink. A transzkripcids variansok mmégbizhatébb elkilonitése célja-
bol a primereket Ugy valasztottuk meg, hogy az8k\eégukon legalabb ket az adott
izoformara specifikus nukleotidot tartalmazzanak. 3A tablazaban a primerek
nukleotidszekvenciajaban alahuzott nukleotidok @attatranszkripciods variansra speci-
fikus pozicidkat jeldlik. A primerek specificitasatSNAP csalad tobbi génjevaNAP-
23, 29és47) szemben az NCBI Human Nucleotide BLAST [72] athakdsaval ellen-

oriztuk.

3. tabl4zat: A valos idefi PCR méréshez tervezett specifikus primerek szekven
cidja. A primerek nevében a SNAP-25 utani a és hiQetdli a mérni kivant
izoformat. Az alahuzott bék jeldlik a primerek szekvenciaspecifikus bazis&i.

szenz primer, AS: antiszenz primer.

Primerek Szekvencia (5'-3’)

SNAP-25a izoforma

snap-25a_S GAA GGBTG AAC CAT ATC AACC
snap-25a A _ GC ACAGCATTT CCC TAAATCTT
SNAP-25b izoforma

snap-25b_S | GAA GGA@TG GAC CAA ATC AAT A
snap-25b_AS CTT GTT ACA GGG ACA CAC AC

Belss kontrollként a GAPDH (glicerinaldehid-3-foszfathd@rogenaz) haztartdsi gént
amplifikaltuk a kilonboé szovetek 6sszehasonlithatésaga céljabdl, melytkereske-
delmi forgalomban kaphatd primer-proba szettet m@sznk (Hs99999905 mi, Life
Technologies, Grand Island, NY, USA). A valos {dBiCR dssztérfogata minden minta
esetében 2Ql volt, amely a kovetkeiket tartalmazta: 1x SybrGreen PCR Master Mix
(AmpliTag Gold® DNA Polymerase, dATP, dCTP, dGTP és dTTP, ROX giasefe-
renciafesték), 1uM primerek és korulbelll 10 ng a vizsgaland6 sz@2NS-ésl. A
termociklusokat egy kezdeti 10 perces denaturdéss vezette be 95 °C-on, melynek
soran a B hatdsara a DNS-polimeraz enzim aktivalédott. Extiklus kovette, amely

két |épésBl allt: 95 °C 15 masodpercig, majd 60 °C 1 percenAaktzos annealas—
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extenzio mellett szintén az utébbi |épésben toréioreszcens intenzitas mérése is az
egyes ciklusok soran, melyhez az Applied BiosystéB8@)-as Real Time PCR rendsze-
rét alkalmaztuk (Grand Island, NY, USA). A rendsbetss normalizacioja és a meny-

nyiségi mérés tovabbi pontositasa érdekében a R@Xiitasértékeket hasznaltuk fel.

3.2 Az asszociacidvizsgalat soran alkalmazott médszek

A genetikai asszociacidvizsgalatok célja konkréiajikai variansok azonositasa olyan
fenotipusos jellemik hatterében, melyeknél a genetikai komponens neég ismert,
de ikervizsgalatok, csaladi halmozddas, klinikaigfigyelések révén valdsaisithe.
Az asszociaciovizsgalatok lehetnek eset—kontrailllimanyok, itt jelleméen egy be-
tegcsoportot hasonlitanak egy egészséges popubacidiasik megkozelitést jelent a
csaladvizsgalat, melynek soran a genotipus—fermiigazefliggést csaladi triokon (két
szub és egy utod) vagy nagyobb csaladfakon probaljuomon kévetni. Ennek az elja-
rasnak az az egyik @lye, hogy elkerilhéek a populacio stratifikacio kdvetkeztében
felléps al-pozitiv eredmények.

Lehetség van arra is, hogy kvantitativ fenotipusokameleziink. llyenkor azt vizsgal-
juk, hogy egy adott populacion belll a genetikad#t@i csoportok fenotipusos jellem-
z6i milyen mértékben térnek el egymastol. Munkankaeoezen utdbbi megkdzelitést
alkalmaztuk, az impulzivitds endofenotipus és a BNA génvariansok feltételezett
0sszefliggésének elemzésére. Az abra attekintést nyujt az EO6tvos Lorand
Tudmanyegyetemmel egyuttikbdésben végzett vizsgalat menétéAz asszociacio-
vizsgélat az ELTE Pedagdgiai és Pszichologiai Kakapszichogenetikai munkacso-
portjaval szoros kollaboraciéban zajlott. A kistirén résztvely személyek kivalasztasa,
fenotipusos jellemzése és az adatok feldolgozdaskulaltortént, mig a genotipusok és

haplotipusok meghatarozasa a mi munkacsoportuaédt volt.
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1. Tajékozott
A‘ beleegyezés

/N

2. Fenotipus 3. Genotipus
jellemzése jellemzése
E6tvds Lorand Tudomanyegyetem Semmelweis Egyetem
Barratt Impulzivitas Teszt Genotipizalas, haplotipizalas

Onbevalldson alapuld kitdltése

N

4. Statisztikai kiértékelés
ANOVA
5. 4bra: Attekinté abra az asszociacidvizsgalat meneir Onkéntes személyek a
tajékoztatott beleegyezés utan az ELTE PPK-n Kiti#lk a Barratt tesztet, mig a
DNS-mintajuk a Semmelweis Egyetem Orvosi Vegytamézetében kertlt feldol-
gozasra, majd a két adatsorbdl ANOVA modszerrdlsgtikai kiértékelést végez-
tunk.

3.2.1 Etikai engedély, résztvaik jellemzése

A dolgozatban bemutatott asszociaciovizsgalatbdne@@szséges, magyar fiatal tatn
vett részt. A vizsgalatbdl kizartuk azokat a szemiétt, akiknél korabban vagy a vizs-
galat ideje alatt — sajat bevallas alapjan — p&ichi jelledi megbetegedés allt fenn. A
genetikai vizsgalathoz szikségesn-invaziv(szajnyalkahartya) mintavétel 6&l a
résztvewk a kutatds menetérrészletesen tajékoztatast kaptak, majd iraseeggesd
nyilatkozatot toltottek ki. A vizsgalat protokoltj@z ETT-TUKEB (Egészségugyi Tu-
doményos Tanacs Tudomanyos és Kutatasetikai Biptisagyta jova. A résztvék
atlag életkora 21,3 év (z 3,3 év), &fferfi arany 54,9%-45,1% volt.

3.2.2 Fenotipusos elemzés

Asszociaciovizsgalatunk célja az impulzivitas géwethatterének a vizsgalata volt. Ha-

rom ikervizsgalat egybehangz6 eredménye nyoman ibeéhed ezen jelleg 6roklott
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komponense [73]. Az impulzivitAs mérésére a Bardmpulzivitas Skala 11. javitott
kiadasdnak magyar verziéjat hasznaltuk. A Bariadtesegy onbevallason alapulé mé-
romodszer, amely széles korben elterjedt mind akdsok, mind a kutatok kdrében. A
kerdsiv els verziojat 1959-ben publikalta Barratt, majd a maasznalt verzidja 1995-
ben jelent meg [74]. A magyar verzio elkészitésaldéiob a forrasszoveget forditottak
le, majd az igy kapott magyar valtozatot visszdfotthk angolra, igy ellémizve a for-
ditas pontossagat [75]. A skala Cronbach-alfa értaknely a teszt bélkonzisztencia-
jat, megbizhatésagat mutatja 0,808 volt. A kérdB0 kérdésdl all, amely a cselekvés-
re és gondolkodasra kérdez ra kilorbézituacidkban. A résztvéknek egy négy fo-
kozatu skalan azt kell megadniuk, hogy az adoitadtbk mennyire (,alkalmanként”,
Lftkan”, ,gyakran” vagy ,mindig”) érvényesek rajuldz impulzivitast a teszt 3 tengely
mentén méri (1. figyelem hianya, kognitiv instagi; 2. motoros impulzivitas mértéke,
motoros aktivitas, kitartas hianya; 3. nem terviegstlekedetek, a cseledeteknél az im-
pulzivitds mértéke, onkontroll hianya), ezek 6sgbdgadodik a végleges pontszam. Az
elméletileg elérhétlegmagasabb pontszam 120, legalacsonyabb 30tiaddnélsan el-

fogadott, hogy az impulzivitas egészségesnek maadaés 71 pont kozott.

3.2.3 DNS izolalasa

A genetikai analizison-invazivmédon nyert szajnyalkahartya mintabdl térténgszt-
vewok sajat maguk vattapélcaval dorzsolték a szajnydikgdjuk kilonbod tertletét
fel-fél percen at, igy 6sszesen négy mintat adkakintakat tovabbi feldolgozaséig —
20 °C-on taroltuk. A DNS izolalasanak @lepéseként a szajnyalkahartya-mintakat egy
éjszakan at 0,2 mg/ml-es proteinadz K oldatban iakuk 56 °C-on. Ezt kbvette a fehér-
jék denaturalasa telitett NaCl-oldattal. Végul a®kicsapasat az altalanos protokoll
szerint izopropanollal és etanollal végeztik, maj@NS csapadékot 1Qd 0,5x TE
pufferben (1x TE: 10 mM Tris pH =8, 1 mM EDTA) oliuk fel. Minden egyes minta
DNS-koncentraciojat Varioscan Flash spectral scannimultimode niszerrel

fluorimetrian alapul6 eljarassal mértik meg.
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A SNAP-25 gén 5 szabdalyoz6 régiojaban talalhat®089769 polimorfizmus
genotipizalasahoz kereskedelmi forgalomban megulisto primerpart és TagMan
prébékat alkalmaztunk (C__ 29497348 10, Life Tecbgi@s). A kisérletet 7300-as ti-
pusu Real Time PCR (Life Technologies) gépen véde valds idej detektalas mel-
lett a gép a kisérlet befejezésekor a végpontbdatektalja az dssz-fluoreszcencia érté-
keket, majd ennek alapjan a mintadkat egy diagrameibalyezi, ahol az tengely a
FAM intenzitasi értékeknek felel meg, migraiengely a VIC festék intenzitasi értékeit
jeleniti meg. Magas FAM jelhez tartozé alacsony \@Cesetén mintaink CC homozi-
gotak voltak, mig a fluoreszcencia értékek fordifptenléte AA genotipusra utalt. Ab-
ban az esetben, ha mindkét fluoreszcencia-értédonigagosan magas volt, akkor a
vizsgélt mintakat heterozigdtaként azonositottuk.

3.2.5 ASNAP-25 gén 5’ szabalyoz6 régiojaban talalhato rs6077690 m&tipizalasa

“ sz

az rs6077690-t PCR-RFLP mddszerrel genotipizaluURCR-hez sziikséges primereket

az Oligo 5.0 nel¥ szoftverrel terveztiukd( tablaza}.

4. tdblazat: A SNAP-25 rs6077690 SNP genotipizaldsdz tervezett primerek.
shap-25_tspl: szenz primer snap-25_tsp2: antigr@ner.

Primerek Szekvencia (5'-3)
snap-25_tspl ATG TCAGTG TGG GGC ATC
snap-25_tsp2 AGG CAT GTT GCT GAAATTTGT T

A PCR amplifikacidohoz a Qiagen HotStarTaq DNS-pelidzat alkalmaztuk, a reakcidok
végtérfogata 1@l volt, ami tartalmazta a szenz és antiszenz peketrluM-os vég-
koncentraciéban, 0,2 mM-t a négyféle deoxiribonakid-trifoszfatbél (dATP, dCTP,
dGTP és dTTP), 0,25 U HotStarTaq DNS-polimerazozezh tartozé 1x pufferrel és 1x
Q-oldattal, valamint reakcionként kordlbelll 4 rgngmi DNS mintat.

A termociklusokat egy 15 perces kezdeti denaturaliste meg 95 °C-on, ekkor akti-

valédott a DNS-polimeraz is. Ezt kovette 40 ciklonelynek el§ Iépése a 94 °C-os egy
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percig tartd denaturacid volt, az annealds 63 °@aént 30 mp-ig, és ezt az extenzid
lépése kdvette 72 °C-on egy percen at. A 40 ciktas egy védgsextenzids Iépés zarta
a folyamatot 72 °C-on 10 percig, majd a mintakgep tovabbi feldolgozasig 8 °C-on
tartotta.

Kdvetked lépésben a PCR-termékeKetp | 509 restrikcidos endonukleadzzal emésztet-
tuk. A tervezett PCR-termékiink két nem polimorfitédeelyet is tartalmazott, amelyek
segitségével az emésztés korilményeit tudtuk miedetben ellgirizni és a teljes ha-
sitast biztonsaggal megallapitani. A reakciéul&égtérfogatban zajlott 65 °C-on 3,5
oran keresztil. A reakcidelegy 1x NEB1 puffert, T&pl 509 restrikcios enzimet, va-
lamint 8 ul PCR-terméket tartalmazott. Az emésztés soran aléh ebfordulasakor
301, 110, 81 és 18 bp hosszlusagu termeékek kelekkexiig a T allél esetén a 301 és
110 bp hosszusagu termékek helyett egy 411 bpagsnigntumot deteltaltunk, mivel a
T allél jelenléte az SNP helyén t&vsp | 509 felismebhelyet elrontotta. A kapott
DNS-molekuldkat hagyomanyos gélelektroforézisselaszottuk el és etidium-
bromiddal tettiik lathova a korabban leirtak szedngenotipizalas hatékonysaga 97 %-

0s volt.

3.2.6 ASNAP-25 gén 3’ szabalyoz6 régiojaban lévrs3756544 és rs1051312 poli-
morfizmusok genotipusainak és haplotipusok kdzvete molekuléris elemzése

Mivel a 3’ szabalyozo régidban vizsgalni kivantipwrfizmusok kdzott mindéssze 3
bézispér van, ezért lehetséges volt a haplotipdsekt azonositasa minden egyes min-
ta esetében, amely modszert Kovacs-Nagy Reéka duigéz és mutatott be PhD-
munkajaban. Roviden, valos ilePCR soran sajat terve#éshaplotipus-specifikus
TagMan probakat alkalmaztunk. Két parhuzamos réaleri két-két kilonbde proba
volt a reakcidelegyekben, igy mind a négy haplatipgyidejleg detektalni tudtuk. A
probakat VIC és FAM festékekkel jeloltik. Az am#ciot és a fluoreszcens jelek de-
tektalasat 7300-as tipusu valds idBCR géppel végeztik (Life Technologies). A min-
tak 98%-a volt kiértékelhét Az rs3746544 és az rs1051312 polimorfizmusok tieno

pusait a haplotipusok ismeretében hataroztuk meg.
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3.2.7 ASNAP-25 gén 5’ szabalyoz6 régiojaban & rs6039769 és rs6077690 poli-

morfizmusok haplotipusainak szamitasa

Az 5’ szabdlyoz6 régidban vélasztott két polimorfis korulbelll 1,5 kb tavolsagban
helyezkedett el egymastdl, ezért a kozos direkekdéris elemzésikre a 3’ szabalyoz6
régional leirt kozvetlen haplotipus meghatarozashazonléan nem volt letietég.

Emiatt az egyes haplotipusokat a genotipus adaltsiziéinitottuk ki. AD’ és R® kap-

csoltsagi értékeket, a HaploView 4.2 program alkelésaval hataroztuk meg. A konk-
rét haplotipusok meghatarozasa csak a dupla hejétak esetében (rs6077690 AT és
rs6039769 AC) nem volt egyértelimmert a haplotipusuk elvben A-A / T-C vagy A-C
| T-A is lehetett. A kapcsoltsagi szamitas azordmtnmutatta, hogy a T-A haplotipus
gyakorisdga mindossze 0,6% volt. A vizsgalt popdlikban 6sszesen 103 dupla
heterozigbtat azonositottunk, igy matematikailagikielil 1 személy hordozta a ritka
T—A haplotipust (vagyis A—C / T-A), igy ezt elhaggéhatonak tartottuk. Ezt az egy-
szefisitést alkalmazva a dupla heterozigotakat is metykuhatarozni a genotipus ada-
tainkbdl, mivel ezeket A—A / T-C haplotiplsnak tekitiilk. Annak érdekében, hogy
eljarasunkat verifikaljuk, a Phase 2.1-es alkalmsah is meghataroztuk a

haplotipusokat, amely szamitassal ugyanazt az émytrkaptuk.

3.2.8 Az impulzivitas €s é&8NAP-25 gén polimorfizmusai k6zotti 6sszefliggés szami-
tasa

A vizsgalatban résztvévszemélyek Barratt-0sszpontszam értekeBNAP-25gén 4
polimorfizmusanak genotipusaival és haplotipusareattiik 6ssze. A statisztikai sza-
mitdsoknal az ANOVA (varianciaanalizis) statisztikaddszert alkalmaztuk, és azt
elemeztik, hogy az egyes genotipus- illetve hgmisttcsoportba tartozdé személyek
impulziviths 6sszpontszam értékeinek atlaga salgmban eltért-e egymastol. Mivel
tobb polimorfizmust elemeztink egyidkg, ezért az al-pozitiv eredmények elkerilése
érdekében a tbbbszoros tesztelésre Bonferronidk@dtevégeztink. Ezen korrekcids
modszer alapjan 4 polimorfizmus elemzése esefg@rdéknek 0,05 / 4 = 0,0125 alatt

kell lennie, csak ekkor fogadtuk el szamitasairdderényét szignifikans eredménynek.
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3.3 Azin vitro funkcionalis vizsgalatokhoz hasznalt médszerek

3.3.1 Plazmidkonstrukciok készitése

A SNAP-25gén teljes 3’ szabalyoz6 régiojat a pMIR-REPORTifarase miRNA ri-
porter vektorba (Life Technologies) a szentjanogibdgciferaz génje mogé klonoztuk,
az alkalmazott primerek szekvenciai@azablazaban lathatéak. A vektor mérete 6470
bp, a luciferdz enzimet kédol6 généttl egy embs promotert, mogott pedig egy
terminacios szignalt tartamaz, emellett a vektezecegy ampicillin-rezisztencia gén is.
A vektor optimalis mikro-RNS-ek célszekvenciaindbriozasara és a mikro-RNS-ek
regulacios tulajdonsagainak elemzésére, minvel Hiki@nozo hely a luciferaz gén
mogott helyezkedik el. A szenz és antiszenz priknemekvenciaiban vastagélt be-
tikkel aMlu | és aHind Il restrikcios endonukleazok felismerési szeloiéit jeldltik
(5. tblaza}.

Az el elkészult plazmidkonstrukcionk szekvenalasa atapj@gallapitottuk, hogy az
altalunk kiindulasként felhasznalt genomi DNS a Thaplotipust hordozta. A masik 3
elméletileg lehetséges haplotipust irdnyitott memagissel hoztuk létre, a
QuickChange Lightning Site-Directed MutagenesigKiilent Technologies) alkalma-
zasaval. Az elkészilt négy plazmidkonstrukciot klikzekvenalassal ellénztik. Bel-
s6 kontrollként egy olyan plazmidot alkalmaztunk, dyreSNAP-25gén 3’ szabalyozé

V4

miR-641 felismerési szekvenciaja.

5. tablazat: A SNAP-25 3 nem transzlalédd régidjaak pMIR vektorba
klbnoz4sahoz tervezett primerek jelleméi. S: szenz primer AS: antiszenz primer.
A szekvenciakban ferde ligkel jelolve az eredeti szekvencidhoz képest aitalu
bevitt restrikciés enzimek felismirelyei Hind Ill: 5° AAAGCTT 3’ Miu I: 5

ANCGCGT 3).
Primerek Szekvencia (5'-3)
snap3'utr_S TGT AATACG CGT CTG GGA AGT GGT TAAGTG T
snap3'utr AS| CCC GAGAG CTT AAA CTA GCT ACA AAATGT CAATCA
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3.3.2 Alkalmazott sejtkultura, a transzfekcio koriiményei

A kereskedelmi forgalomban kaphaté HEK293T (humidubrgonalis vese) tipusu sejt-
vonalat alkalmaztunk kisérleteink kivitelezéséhtzsejteket DMEM médiumban no-
vesztettik, amit 10%-o0s FBS-sel (fetal bovine sgrém1%-os penicillin-streptomycin
antibiotikummal egészitettiink ki. A sejtkultarank&t °C-on, 5% C@ot tartalmazo
paras atmoszférat biztositd inkubatorban tarolglgs 1épésként meghataroztuk azt az
optimalis konstrukcié mennyiséget a transzfekcicaspmely elég magas ahhoz, hogy
megbizhatbéan detektalhatd jelet kapjunk, ugyanakiesn terheli tll a sejteket. Ezen
bedllitas alapjan kisérleteinkhez a tovabbiakb@b (g pMIR riporter konstrukciokat
transzfektéltuk, valamint 5 pmol miR-641-et és Q8 [-galaktozidazt kotransz-
fektaltunk. A reakcidelegy 2,bl Lipofectamint és 60 pl OptiMemet tartalmazott.nMi
den kisérlet soran 3 parhuzamos méreést végezttianazfekcio utan a sejteket 24 éran
at inkubaltuk 37 °C-on.

3.3.3 A sejtek begiijtése és feltarasa

Az inkubacio utan a sejteket bdgipttik, és a luciferaz szintek,fgalaktozidaz akti-
vitas, valamint az mRNS- és mikro-RNS-mérésheztaks feltartuk.

A sejteket a 24 o6ras inkubacio utan 1x PBS oldattztuk, majd 50Q1 1x PBS oldat-
ban felszuszpendaltuk, és Eppendorf csovekligtdaitilk. Ezutan 1300@-vel 15 per-
cen at 4 °C-on centrifugaltuk a mintainkat, majtklélisz6t eltavolitottuk, és a csapa-
dékot a luciferaz és Agalaktozidaz méréshez 100 pul 250 mmol-os Tris-bl@atban
szuszpendaltuk fel. Az mRNS és mikro-RNS mennyiségiéséhez a csapadékot 100
ul trizolban oldottuk fel. A bedjjtott sejtjeinket a tovabbi feldolgozéasig —80°C+dr
roltuk.

A sejtek feltarasa fagyasztasos—olvasztasos teabeild7 °C-os vizfur@illetve folyé-
kony N, segitségével tortént. A mintakat ezt kdest 13000-vel 15 percen &t 4 °C-on

centrifugaltuk, majd a fellluszot Uj Eppendorf-cskive mértik.
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3.3.4 Luciferaz es-galaktozidaz mérés

A luciferaz aktivitas méréséhez a 12 pl mintahozu6Quciferin reagenst adtunk. A lu-
mineszcencia értékeket a Varioscan Flasiszarrel mértik. Ugyanezzel a berendezés-
sel a ntiszert fotométerként hasznalva hataroztuk mgegalaktozidaz aktivitas értéke-
ket is. Ennek soran 10 pl mintahoz 33 pl 40 mg/mNPG oldatot, 1,5 pl 100x M
puffert és 105,5 ul foszfat puffert adtunk.

A nyers luciferdz enzim aktivitasi adatokat mindeimta esetében ggalaktozidaz ér-

tékekkel normalizaltuk.

3.3.5 mMRNS mérés

A feltart és trizolban szuszpendalt sejtkivonatidNA Archive Kit (Life Technologies)
alkalmazasaval cDNS-t irtunk a teljes RNS@-lkzutan valos idéjPCR alkalmazasaval
meghataroztuk a HEK293 sejtek endogen SNAP-25 tésée A méréshez az alkalma-
zott &ltalunk tervezett primerek szekvencidit Gztablazattartalmazza, a detektélas
SYBR Green festékkel tortént. Endogén kontrollkérGBAPDH mennyiségét meértik,
melyhez a Life Technologies TagMan alapu kitjétaatkaztunk. A SNAP-25 relativ

mennyiségét & értékek alapjan a 2T médszerrel hataroztuk.

6. tablazat: A SNAP-25 expresszid merése HEK sejteél. snap-25_x1: szenz

primer snap-25_x2: antiszenz primer.

Primerek Szekvencia (5-3’)

snap-25_x1 AGA TGC TGG TAT CAG GAC TTT GGT TAT

snap-25_x2 TCT CAG CCT CCT TCATGT CTT GG

3.3.6 mikro-RNS mérés

A mikro-RNS szint mérése egy a rovid RNS-ek mértdéfejlesztett kittel tortént
(miRNA 1st-Strand cDNA Synthesis Kit és High Speti§y miRNA QPCR Kkit,
Stratagene). Ezen kit éldépésben egy poli-A szakaszt szintetizal a mikiBSRekre,
igy ez a szakasz szolgal a primer templatjakérstizakoved cDNS irasakor. A primer
tartalmaz tovabba egy specialis adapter szekveaziat végén, ezaltal lefieté téve a
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cDNS meghosszabbitasat, annak érdekében, hogyt &bty valos idefi PCR soran
mar mérhet hosszisagu cDNS-t kapunk. A valds idBCR méréshez az egyik primer
az adapterszekvenciaval komplementer univerzalsgsr mig a masik primer egy sajat
tervezés, a mérni kivant mikro-RNS-re specifikus primer R4l esetén 5 AAA
GAC ATA GGA TAG AGT CAC CTC 3’). A mikro-RNS menngégi méréséhez béls
kontrollként a miR-196b-t alkalmaztunk, majd a telamiR-641 mennyiséget T

modszerrel hataroztuk meg.
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4 Eredmények

4.1 A SNAP-25 izoformainak vizsgalata

A szakirodalmi adatok alapjan (lasd 1. fejezet)NiAB-25 két eltéf izoformaval ren-
delkezik, melyek mMRNS-ében az 6tddik exon élté@zaltal a keletkézfehérjék egy-
mastol dsszesen kilenc aminosavban kilonboznekk&hinel$ részében két, egymas-
tol fuggetlen modszert dolgoztunk ki a SNAP-25 ekénmRNS izoformajanak elkilo-
nitésére és mennyiségi méresére. Bdtentrollkent a két izoformanak megfdiel
expresszios vektort hasznaltunk fel. A kidolgozoftdszerek validalasat koven tizfé-

le huméan szévetben mértik meg az egyes izofornééérdllasi aranyat.

4.1.1 A SNAP-25 illetve b izoformajat kddolo expresszios konstrukciok készitse

Kisérleteink el§ Iépéseként expresszios vektorokat allitotturtk Al SNAP-25a ésb
izoformajanak cDNS-ét pcDNA3.1(-) plazmidokba klatuk, amelyhez az inzerteket
PCR-technika alkalmazasaval a human prefrontaligkexgg cDNS-ébl a célrégio

.....

sal elledriztik.

4.1.2 PCR-RFLP modszer beallitasa a SNAP-25 izofodak szemikvantitativ méré-
séhez

Az el modszer soran a célszekvenciat PCR alkalmazaséakakorositottuk fel, ez-
utdnDde | enzimmel szelektiven emésztettiik, végul eleknetfhusan valasztottuk el a
keletke® termékeket. A6. abrafelss részében a bal oldalon aza jobb oldalon @
izoforma mRNS-e lathato. Az mRNS-ek két széléndearsikokkal jelolve a 3’ és az 5’
nem transzlalodo régié talalhatd. Sotét téglalagoinbolizaljak a kddolo régiot, benne
aza izoforma esetén szlrke hattéren feketéldetl, mig ab izoforma esetén fehér hat-
téren fekete békkel a két izoforma egyetlen eléészakasza, az 5. exon lathatd. A
PCR-hez hasznalt két primert pl és p2 névvel jatolt
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aizoforma b izoforma

PCR
pl p2 pl p2
531 bp 531 bp
Emésztés

Ddel Ddel: Ddel
5. .C'TNAG... 3’ =

l - 3..GANT,C... 5’ L]

371 bp 160 bp tee 531 bp

6. abra: PCR-RFLP mddszer a SNAP-25 izoformak azorsitdsara.Mindkét
amplifikacioja, a kapott 531 bp hosszusagu termké&tinde | enzimmel hasitottuk.
Az a izoforma esetén a hasitas ket egy 371 és egy 160 bp hosszusagu frag-

mentumot kaptunk, miglaizoforma esetén nem tortént hasitas.

A polimeraz lancreakcié optimalis ciklusszamat astesalasztottuk meg, hogy a ke-
letke® termékek mennyisége megbizhatéan detektalhatéetegyzonban az még a
PCR reakcio exponencialisan névélazisaban legyen. A ciklusszam pontos bedllitasa
azért is volt fontos lépése a kisérletnek, mertlad4es fejezetben részletesen bemuta-
tott, kulonbos idegrendszeri eredees a kdzponti idegrendszeren kivili szévebékb
szarmaz6 mintdkban a SNAP-25 izoformak mennyiséfgb nhagysagrenddel is eltér
egymastol. Mindezen szempontokat figyelembe vé8# aiklusbol allé PCR bizonyult
optimalisnak.

A PCR-t kbveben — melynek soran mindkét izoforma esetén egysége3l bp hosz-
szusagu termék keletkezett Bdel enzim csak aa izoforma jelenléte esetén hasitotta
a PCR-termékeket, mivel az enzim felistitealye (5° C*'TNAG 3’) specifikusan csak
aza izoforma szekvenciajaban talalhaté meg. A haséaén az izoforma esetén 371
és 160 bp méréttermékek jottek létre, mig laizoforma jelenlétekor a felismérely

hianyaban az eredeti 531 bp hosszusagu termékakéikk Az emésztést kdven a
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DNS-fragmentumokat hagyomanyos gélelektroforézissghmint kapillaris elektro-
forézissel valasztottuk el.

Modszeriinket az altalunk készitett és szekvendlafieasrzott expresszios konstruk-
ciokkal validaltuk. A DNS-konstrukcidkrél a PCR aora pl primer helyett — az opti-
malis reakciokorulmények érdekében — az 5' TAA TEBC TCA CTA TAG GG 3’
sense primert hasznaltuk. A keletetermék hossza ekkor 447 bp volt, athilaz
emesztés soran azizoforma esetén egy 160 bp és egy 287 bp hossnélkekeletke-
zett, mig & izoforma esetében nem tortént emésztés, igy ekkeredeti 447 bp hosz-
szU terméket detektaltuk. Amennyiben csakaavagy csak ab izoformat kédold
plazmidot tartalmazta a reakcioelegy templatkénGR-RFLP soran egyaltalan nem
keletkezett aspecifikus, tehat a masik izoformaeddutermék, ahogy ez a @braelss
két mintajan lathato. Kovetkéaépésben a két expresszids vektort kilodkarAanyban
adtuk templatként a reakcidelegyhez7 Adbra3-10. mintdi a 100:1-1:100 tartomany-
ban készitett kilonbézkeverékek vizsgalatanak eredményét mutatja a PERRRila-

pu modszerink soran.

aizoforma :bizoforma

L 10 01 1:1 1:3 1:101:100 3:1 10:1100:1

700 bp — :
500 bp — | — 447 bp
400 bp —
300 bp — «~— 287 bp
200 bp — E

| «<— 160 bp
100 bp —

7. abra: A SNAP-25 izoformak aranyanak meérésére kidlgozott PCR-RFLP
mabdszer validalasaA SNAP-25a ésb izoformajat kédolé pcDNA3.1(-) konstruk-
ciokat az abra tetején megadott ardnyokban kevemaid elvégeztiik a kidolgozott
PCR-RFLP technikat. A kép az amplifikacio és arilesibs hasitas utan kéfdott

fragmentumokat mutatja.
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A hagyomanyos gélelektroforézis utan a két izofoarémyat denzitometriaval hataroz-
tuk meg. Ké&bb a két izoforma aranyadnak pontosabb mérésére ll&@pi
gélelektroforézissel valasztottuk el a fragmentuatpknely alkalmazas mar kédn ér-
zékeny, pontos és automatizalhaté fragmentanatitistehetvé, emellett tovabbi &t
nye, hogy nagy hatékonysagu mintaelemzés végexieét. A8. dbrankét reprezenta-
tiv kapillaris elektroforetikus mérés eredménybaddbd.

Ml
Il RFU
371 ,
160 J\
A
=
Ml
531
MZ
MP@LLW
0 1 2 3 min

8. é&bra: SNAP-25 izoformadk azonositdsa miniaturizél kapillaris
elektroforézissel.A fels6 abran aza izoformara karakterisztikus kép lathat6 (160 és
371 bp mérdt termékek), mig az als6 abran csak egy fragmenttekthlhatd (531
bp), ami & izoforma jelenlétekor volt lathatd. M1 és M2: 205000 bp hosszusagu
létra.

Az altalunk tervezett PCR alapDde | emésztéses modszer specificitasat a nagy érze-
kenység kapillaris elektroforézis is alatdmasztotta:aaizoforma esetén az dsszes ter-
mék megemeésétiott; mig ab izoforma kizardlagos jelenléte esetén emésztettétee-

ket egyaltalan nem lehetett detektalni. Minden sgyéntahoz egy 20 és egy 5000 bp
méreti DNS-fragmentumot ko-injektaltunk bélkontrollként, ezek segitségével az el-
valasztasokat megfetedn egymashoz lehetett illeszteni, és a keletkeeatiékek mé-
rete megbizhatéan meghatarozhat6 volt. Maga atasktas kevesebb, mint harom per-
cet vett igénybe, és nem igényelt semmilyen tovddéést (mint példaul a hagyomé-

nyos gélelektroforézist kouwetenzitometra), mivel az egyes fragmentumok me@ayis
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gét a csucsok alatti terllet alapjan a Q-Experganm segitségével automatikusan meg

tudtuk hatarozni.

4.1.3 A SNAP-25 izoformak mérése valos idéPCR maodszerrel

A SNAP-25 két izoformajanak méréséhez egy valogiiBER alapu modszert is bedlli-
tottunk. A méréshez @ abransematikusan abrazolt, a két izoformara speciffirne-
reket terveztiink, minden egyes PCR ciklust valdgiidietektalas kovette, melyhez
interkalal6dé SYBR Green fluoreszcens festéket memk.

SNAP-25aizoforma

SNAP-25h izoforma

% 54 ) mRNS Y/ 50 %
171-300. bp: 171-300. bp:
CGATCGTGTCGAAGAAGGC GGAACGCATTGAGGAAGGG
(00000 0] (00000 0]
ATGAACCATATCAACCAAG ATGGACCAAATCAATAAGG
(0000000000000000 0000000000000000 _
ACATGAAGGAGGCTGAGAA ACATGAAGGAAGCAGAAAA
AAATTTAAAAGATTTAGGEG GAATTTGACGGACCTAGGA
2 0000000000]
AAATGCTGTGRCCTTTTCA AAATTCTGCGGGCTTTCE?
000000000000
TATGTOCTTGTAACAAGCT T

9. 4bra: A SNAP-25 izoformainak detektalasa valésdejii PCR-rel. A fekete
vastag nyilak az izoformakra specifikus primerekzérke pottyok és a vastag et

jeldlik a szekvenciaspecifikus nukleotidokat

A 9. abrafelst része — ebben az esetben is — a két izoforma mérigks-lletve cDNS-
ének vazlatos felépitését mutatja, bal oldalom,gpbb oldalon & varians lathat6. Az
MRNS-ek két végén ferde csikokkal jeloltik a 3’'ags5’ nem transzlalodo régidt. A
sotét szakaszok jeldlik a kédolo tartomanyokat,neeaza izoforma esetében szirke
héttéren fekete bietel, mig ab izoforma esetében fehér hattéren feketéikiet a két
izoforméat egymastdl megkulonbozied. exon figyelhét meg. A9. dbraalso részén a
két izoforma mMRNS-ének 171-300. nukleotidjai lablaikt vastag békkel jel6ltik a
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két izoformara specifikus nukleotidokat. Feketetdrén eltéd szini pottyokkel (szirke
potty — szekvenciaspecifikus; fehér potty — megeigya két izoforma szekvenciajaban)
jeloltuk a két izoformara specifikus primereket.

Els6 1épésként ellefriztik az altalunk tervezett primerparok megbizbagat, kont-
rollként a TagMan GAPDH kitjét hasznéltuk. A méréskninden célgén esetében az
egyesCr értékeket vetettiik 6ssze a kilonbéadndulasi DNS koncentraciokkal. Ottagu
felez higitasi sort készitettiink, majd a kapGit értékeket a koncentracio tizes alapu
logaritmusanak a fliggvényében abrazoltuk, ezt nautat0. abra Az egyes adatpon-
tokra illesztett egyenesek gyakorlatilag parhuzaraksmondhatdék, a meredekségek
értékei megfeld egyezést mutattak, a mérések pontossag#t &xtékek is jelezték,

melyek minden esetben meghaladtak a 0,99-ot.

C,
277 m SNAP-25a
26 - & GAPDH
25 | A SNAP-25b
24 -
23 -
22 -
2_

01 N R2=0,9986
20 R?=0,9987
197 R%=0,9941
18 . .

3,8 4,2 4,6 5 Igc

10. abra: A valo6s ideji PCR soran keletke# termékek kiiszobértekének eléré-
séhez szikséges ciklusszar@) és a kiinduldsi cDNS-koncentracio ) 0ssze-
fliggése A SNAP-25a ésh izoformak és a GAPDH kontrollt értékei a kiindulasi

cDNS-koncentracio tizes alapu logaritmusanak fliggeben.

A mérések megbizhatdésagat a kovetkEpésben az altalunk készitett SNAP&£8-
letve b izoforméak cDNS-ét tartalmaz6 pcDNA3.1(-) expregsaiektorok alkalmazasa-

val ellerbriztiik. Amennyiben csak aa vagy csak @& izoformat kodold vektort tartal-




mazta a reakcidelegy templatként, a masik variaspeaifikus primerpar csak elhanya-
golhaté mértékben, 9 ciklussal k&b képzett detektdlhatd terméket. Ezt mutatjd a
abra, ahol a vizszintes zold nyil a kiiszobértéket jelmit a PCR reakcié exponencialis

szakaszan belll hataroztunk meg.

ARN
10000

1,000

OO0 o>

0,100

0,010

y

14 16 18 20 22 24 26 28 30 32

0,001
ciklus-

szam

11. 4bra: Valés ideji PCR képe a primerpérok specificitdsarol:A zéld gorbék
az a izoformara specifikus detektalast mutatjak, migimsak ab izoformaét. A
minta: a izoformara specifikus primerekarizoformat hordozé pcDNA3(%) konst-
rukci6. B minta: b izoformara specifikus primerek + izoformat hordozo
pcDNA3.1(-) konstrukcié. C mintaa izoformara specifikus primerek -izoforméat
hordoz6 pcDNA3.E) konstrukciéd. D mintab izoformara specifikus primerek &

izoformat hordoz6 pcDNA3(%) konstrukcio.

Kodvetked |épésben a két expresszids vektor kulodbdzanyl keverékeit adtuk
templatként a reakcidéelegyhez. A valds idBCR mérés esetében a linearis regresszios
analizis a vart és a mért mennyiségek szoros lémitgfit mutattaf = 0,987, egyenlet:

y = 0,964% + 0,0792), mely alapjan megallapithatd, hogy alégynnagysagrendbeli
mennyiségi killonbségek is pontosan mérbletezzel a mddszerrel, ezt mutatja He2a

abra
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2—ACT

2 {log 2-4¢r
1000 4
1
100 - 2 1 2 —
1 logc,/c,
10 ‘2

1: 100 1:10 ’—1—‘

1 ‘
% 10: 1 100:1

0,11 aizoforma :b izoforma

0,01"

12. abra: A valods ideji PCR mennyiségi mérésének ellénzése:A SNAP-25a és
b izoformajat kodolé pcDNA3 (&) konstrukcidkat a vizszintes tengelyen megadott

aranyban kevertiik, majd elvégeztiik a kidolgozathvaeji PCR mdédszert.

A két izoforma mennyiségét relativ kvantifikdlas¢dCr-modszer) allapitottuk meg,
belgs kontrollként a haztartdsi génként szamon tartoMPBH mennyiségét mértik,
Amennyiben csak a két varians egymashoz viszomdtanyat kivantuk meghatarozni,
nem volt szikséges a haztartasi gén expresszittgesmk meérése se. Ez a megkozelités
a kulonbosd szovetek 6sszehasonlitdsara nem alkalmas, ezsebraitassal (Z°7)

azonban a két izoforma egymashoz viszonyitottiketaennyiségét kaphatjuk meg.

4.1.4 A SNAP-25 izoformak difordulasi aranya kilénb6zé6 human szdvetekben

A két mérési mbdszer optimalizalasat kdest tiz kilonb6& human szévetben mértik
meg a SNAP-2% ésb izoforméinak mennyiségét és egymashoz viszonydi@ihyait.
Négy minta szarmazott a kozponti idegrendszer Kidahteruleteidl, hat tovabbi min-
ta pedig egyéb, az idegrendszeren kivili szovEst®NS-ét tartalmazta. A mintakrol a
Mobdszerekfejezetben leirt protokoll szerint cDNS-t irtunkajd a mintakat mind a
PCR-RFLP, mind a valés idejPCR maddszerrel megmértik. A valés {d€CR-rel
meghatarozott érékek és a PCR-RFLP utani denzit@retemikvantitativ eredményei

megfeleb egyezést mutattak.
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Minden neurdlis erediétszévet esetébentaizoforma mennyisége meghaladtasava-
ridns szintjét. A legmagasabb értékeket mirg) mind aza forma esetében a frontalis
lebenyben mértiik. Erdekes médon az idegrendszévéii kzovetek esetében minden
esetben a két izoforma kozotti arany ellentéted. \Btekben a szdvetekben a mért
mennyiségek atlagosan két nagysagrenddel alacsbhalatwltak az idegrendszer sz6-
veteihez képest. A legnagyobb mennyiségben a nemélieszovetek kozil a hasnyal-
mirigy tartalmazta a SNAP-25 mindkét izoformajabzkl azonos mennyiségben a ki-
l6nb6 agykérgi terlletekhez képest, azonban érdekes mara izoforma dominan-

cigjaval. A legkisebb mennyiségeket a vazizombartiikél3. abrg.

10 1 [ SNAP-25aizoforma

'ﬁ 1 | I SNAP-25bizoforma

(2]

)]

® 01

X

b

> 0,017

k&

@ 0,001

-l “ " |

0,00001 S PR R
b 0 , < (%) ()
4§ 4@6 & & & P F

P @ X7 X2
R\ (\‘é ,@>\ (@6 \f}\ '\\

Qv
K
Q%‘

13. abra: Human szdvetek SNAP-25 ésb izoformainak expresszidja.

4.2  ASNAP-25 gén szabalyozo variansainak 6sszefliggése az imputas-

sal

4.2.1 ASNAP-25 gén 3’ és 5’ szabalyozo régid polimorfizmusai
Els6 Iépésberin silico vizsgaltuk az asszociacidanalizishez kivalasztétty, aSNAP-
25 gén szabdlyozo régidiban talalhatdé polimorfizmi4g. (Abrg varhato funkcionalis

hatasait.
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20. kromoszéma p12-11.2

[ 9518037 10330287]
| |
PAK7 SNAP25-AS1 HIGD1AP15
- SNAP-25
ANKEF1 - —
....... - —_________————““//—‘ \.\;...._
5" UTR 3'UTR

Kivalasztott polimorfizmusok

-2016: rs6077690(AT) | {TAA +239 bp:rs3746544GIT)!
-523: rs6039769A/C) | TAA +243 bp:rslo51312(C/T),.5

14. abra: A kivalasztott polimorfizmusok elhelyezkelése aSNAP-25 génen.

A két, az 5’ szabalyoz6 régiéban elhelyezk&NP kozll az rs6039769 egy CpG-sziget
ugynevezett CpG-partjan talalhatd, a transzkripatastponttdl 523 bazispéarnyira 5’
irAnyban. Az rs6077690 SNP 2015 bazisparnyira \gyanezen iranybarlp. abrg és

a TransFac webes alkalmazas alapjan mindketfolyassal lehet egyes transzkripcios
faktorok bekdidésének hatékonysagara.

100

GC-sziget
o
o o

40

201

O,

-3000 -2000 -1000 A 1000 2000 3000 bp
transzkripcio
startpontja

Az abra azt mutatja be, hogy az egyes régiok mipénékben felelnek meg a GC-
sziget kritériumanak (G—C-tartalom magasabb 50%-wathatd / tényleges CpG
arany magasabb 60%nal).
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A 3’ szabalyoz6 régiodban talalhaté két kivalaszgmtbetikai varidns, az rs3746544 és az
rs1051312, szamos korabbi pszichiatriai témajucasdeiovizsgélat targya volt [76-79].
In silico szekvenciaanalizisink alapjan mindketten befolj@g@k a miR-641 mikro-
RNS bekobddését az mRNS-hez, mivel azok a mikro-RNS altain&NS-en felismert
seedszekvenciat valtoztatjak me@q. 4brg. Ez a két polimorfizmus mindéssze négy
bazisparnyira helyezkedik el egymastadl, igy a labmiumunkban kordbban kidolgozott
valds idefi PCR alapu modszer [80] lebiegé tette ezen két polimorfizmus genotipus

elemzése melett a haplotipus kozvetlen meghatéabizas

MiR-641
0000000

— OO0 O— 3 UTR
-e000e®e-

— COCCOPOOCEO—
-e%0000-

— COOOCEOCCEO—
—0%00%-

rs3746544—T L rs1051312
16. abra: A miR-641 ké6dése a SNAP-25 mRNS 3’ régidjahoEekete korok jel-
zik a miR-641, mig a fehér kérok a SNAP-25 mRNSkémakleotidjait. A polimor-
fizmusok hatasara a teljes komplamentaritas lyédl@ bazis tekintetében megsz

nik, ezt az egymastol tavolabb elhelyezk&dr-parok szimbolizaljak.

4.2.2 A SNAP-25 gén kivalasztott polimorfizmusainak genotipizalasa és
haplotipizalasa

Az rs6077690 A/T polimorfizmus genotipizdlasa PCRER technikaval tortént. A
PCR soran egy 492 bp hosszusagu terméket kaptomgly & restrikcids emésztés utan
az A allél esetén két termékre, egy 411 és egyBhdsszusagu fragmentumra hasité-
dott, mig a T allél esetén egy tovabbi hasitéhelgtkezett a PCR-termék szekvencia-
jaban, igy a 81 bp hosszusagu DNS mellett egy 8Gdgg 110 bp hosszusagu terméket
kaptunk. A fragmentumok méret szerinti elvalasztéesgyomanyos gélelektroforézissel

tortént, egy ilyen tipikus emésztési képet mutaa b@. abra
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1234567 8 9101112

“ <« 4llbp
| «—301bp

500 bp—»
400 bp—

300 bp—>
200 bp—»

<«— 110 bp
+— 8lbp

100 bp—

17. abra: Az rs6077690 PCR-RFLP gélképé létra (,L") mellett 12 minta geno-
tipus-mintazata lathat6. A keletketermékek A allél esetén 411 és 81 bp, mig T al-
lél esetén 301, 110 és 81 bp. Ennek medfetebz 1., 3., 4., 5. 9. és 12. minta AA, a
2.,7.,8.,10. és 11. AT, mig a 6. TT genotipusu.

Az rs6039769 A/C polimorfizmust valos idePCR technikéaval vizsgaltuk, amelyhez a
primereket és a szekvencia specifikus prébakafeaTeéchnologies cédit vasaroltuk. A
18. abranegy végpontdetektalasi mérés eredménye lathatiiggoleges tengelyen a
FAM festék intenzitasa, mig a vizszintes tengelgeWiC fluoreszcens szignal lathato.
Azon mintak, amelyek magas FAM és alacsony VICnnitéssal voltak jellemezhik,
CC genotipusuak voltak, ha ez az intenzitasarapyfémlitott volt, az AA genotipust
jelentett. Mig ha mind a FAM, mind a VIC érték magalt, akkor a vizsgalt minta

heterozigdta genotipusu volt.

FAM
A CC '
4 AC
o‘ N A‘A add
X: [ °
AA

VIC
18. abra: Az rs6039769 polimorfizmus valos idéj PCR-rel torténé
genotipizalasa.A fuggsleges tengelyen a FAM, a vizszintesen a VIC flumess

festék intenzitasi értékeit abrazoltuk.

A 3’ szabalyoz6 régié két polimorfizmusat (rs3746%% rs1051312) egyutt elemeztik
ugyancsak valés idéjPCR technika alkalmazasaval, a laboratériumunkimabban
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bedllitott an. ,két” illetve ,egy csdves” modszekek [80]. A kapott haplotipusokbal
utélagosan allapitottuk meg a két polimorfizmusajgusait.

A ,két csbves” modszer Iényege, hogy egy minta bifplkzalasa egyszerre két reakcio-
ban folyik parhuzamosan: az &leeakcidelegyben a FAM festékkel jelolt préba a T-T
haplotipusra specifikus, mig a VIC festékkel jefibba a T-C haplotipus jelenléte ese-
tén ad jelet. Hasonloképpen a méasodik reakcidetagpimazta a G—T haplotipusra
specifikus FAM-mal jeldlt valamint a G—C haplotipaspecifikus, VIC-kel jel6lt pré-
bat.

Az egy csdves modszer alapjaul az a felismerégaltgB0], hogy az altalunk vizsgalt
populaciéban a G-C haplotipus teljesen hianyzikdkrkbvetkezményeként a tovabbi-
akban a G—C haplotipusra specifikus probat elh&ggtua maradék harom haplotipus
jelenlétét egyetlen reakcidelegyben, 3 kulortbfiaoreszcens festékkel megjeldlt proba
alkalmazasaval vizsgaltuk. Ennek soran a T-T hgpleta specifikus proba tovabbra is
FAM jeldlést kapott, a T-C haplotipust VIC-kel, mags—T haplotipust NED festékkel
jeldlt probaval detektaltuk.

A 19. dbranaz ezzel a két modszerrel kapott tipikus haplatipredmények képei lat-
hatdak. Mivel ebben az esetben 3 vagy négy jehnit&sanak egyuttes kiértékelése ad-
ja meg a haplotipust, a hagyomanyos végpont dédskié&p (8. abrg nem készithét

el. A probék nikodését ehelyett a valds idajetektalas soran nyert amplifikacios gor-
bék alapjan itéltik meg. Mivel a probak szekvemrciaja haplotipusoknak megféleh

— esetenként csak egyetlen nukleotidban tér el agigh igy a probak minimalis
aspecifikus kdtdése nem zérhato ki. Mégis a kapott gorbék lefuitéetae a jel intenzi-
tasa alapjan a haplotipusok egyérigm megallapithatdk voltak. A9. abra Arészén
példaul a masodik reakcioelegy esetén magas GTFlilspecifikus jel figyelhét meg,

ha ezzel 6sszevetjuk a harmadik reakcidelegynéttlképet, nem kétséges, hogy az ott
lathato & 8 ciklussal késbbi TT-jel (fekete gorbe) nem értékelénealos szignalként.
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19. abra: Az rs3746544 és rs1051312 polimorfizmusdiaplotipusainak valés-
idejii PCR-rel torténé detektalasa.A vizszintes tengelyen a cikluszamokat, mig a
fluggoleges tengelyen az intenzitdsértékeket dbrazokukét csdves modszer. Fe-
kete: FT, kék: G-T, piros: FC, narancssarga:.-&G. B. Egy csdves mddszer. Feke-
te: T-T, kék: G-T, piros: FC

4.2.3 A SNAP-25 3’ és 5’ szabalyozé SNP-k genotipés haplotipus gyakorisaga

901 © vizsgalata alapjan hataroztuk meg a kivalaszdtbkézabalyozé régidban talal-
hatd polimorfizmus (rs6039769 és rs6077690) illedvieét 3’ szakaszon elhelyezked
SNP (rs3746544 és rs1051312) allél- és genotiposzldksat, valamint a kilonb®z

haplotipusok frekvenciait. Mind a négy varians dgene eloszlasa megfelelt a Hardy-

Weinberg egyenslly alapjan szamitott varhat6 éetéKx’-prébap > 0,05, azanincs

szignifikans eltérés), a ritka allél frekvenciak AM) 0,255 és 0,417 k6zott mozogtak.

Mivel a 3’ szabalyozo régié két polimorfizmusa e@grkozvetlen kdzelében volt. (7

tablaza), ezért lehetséges volt minden egyes DNS-mint&esz haplotipusok direkt,

molekularis meghatarozasa. A genotipusokat igyreblessetben a haplotipus eredmé-

nyekksl vezettik le.
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7. tablazat: A vizsgalt polimorfizmusok kromoszomadlis elhelyedése, Hardy-

Weinbergp értékei és minor allélfrekvenciai.

SNP Poziﬁfiigrfgﬁ kro- Hardy-Weinberg Ritksaélsgé(ll\?lx;azl;ori-
rs6077690 AT 1097461 0,8899 A: 0,417
rs6039769 AC 1098954 0,4417 A: 0,276
rs3746544 GT 1287084 0,7394 G: 0,391
rs1051312 CG 1987088 0,1909 C: 0,255

A 3’ szabalyozo regid két kozeli polimorfizmusaedientétben az 5’ szakaszon talalha-
td genetikai variansok egymastdl fizikailag tavdidielyezkedtek el, igy ez nem tette
lehetivé a direkt haplotipus elemzést, ezért a haplofigksencidkat ebben a régidban

szamitassal hatarzotuk meg.

8. tablazat: A SNAP-25 gén vizsgalt genetikai variansainak haplotipus-ekzlasa.

rs6077690 AT —rs6039769 AC (5 UTR)  rs3746544 GB1051312 CG (3' UTR)
Haplotipus Frekvencia Haplotipus Frekvencia
TC 0,579 GT 0,391
AA 0,269 TT 0,354
AC 0,146 TC 0,255
TA 0,006 GC 0

A 3’ szabalyoz0 régio esetén jelen eredményeintaadasztottak korabbi megfigyelé-
stinket, miszerint a G—-C haplotipus egyaltalan nanthul eb az &ltalunk vizsgalt popu-
lacioban. Erdekes modon hasonlé eredményt figykltineg az 5 szabalyozd régio
haplotipusainak szamitasakor is. Annak ellenérgy reo T-A haplotipus nem 100%-
osan hianyzott a vizsgalt populaciénkbdl, mégisyakgrisaga joval alacsonyabb volt
(0,006) az allélfrekvenciak alapjan szamitott véstertéknél (0,161). Ennek kovetkez-
ményeként mindkét esetben a kapcsoltsag egy sigetiid@isat kaptuk, amit a magas
Lewontin-féleD’ érték mellett egy &' értékéhez képest igen alacsoRyérték jelle-
mez. A 3’ és az 5’ szabalyoz6 régié polimorfizmugaa 6tt semmilyen kapcsoltsag nem
volt kimutathaté 20. abrg.
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20. abra: A SNAP-25 génben vizsgalt SNP-k kapcsditgi analizise: A:
Lewontin-féleD’ értékek BR? értékek.

4.2.4 A SNAP-25 SNP-k és az impulzivitas asszocidgzsgalata

Asszociaciovizsgalatunkban éldépésként az egyes genotipus-csoportokba tartozo
személyek atlagos impulzivitas-pontszamait hasathlik 6ssze egyszempontos varian-
ciaanalizis (ANOVA) alkalmazéasaval. A tablazatmutatja, hogy az 5’ szabalyozo6
régio polimorfizmusai esetében nem talaltunk osgygst a vizsgalt jelleg €s a geneti-

kai variaciok kozott.

9. tablazat: A SNAP-25 4 polimorfizmusa és az impaivitas endofenotipusa ko-

zOtti asszociaciovizsgalatN: adott genotipust hordozo személyek szama; STD: sz

ras.
SNP Genotipus N Atlagpontszam STD p
GG 134 59,86 9,4
rs3746544 GT 393 59,30 10,0 0,335
TT 374 58,56 9,1
CcC 49 62,39 9,2
rs1051312 CT 326 59,02 9,6 0,042
TT 526 58,80 9,5
AA 17 63,53 9,0
rs6039769 AC 80 62,89 10,0 0,934
CcC 106 63,38 9,7
AA 38 64,79 8,9
rs6077690 AT 95 62,26 10,3 0,411
TT 69 62,97 9,7
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Ezzel ellentétben a 3’ szabalyoz6 régié rs105131pedimorfizmusa nominalis asszo-
ciaciot mutatott az impulzivitast mgBarratt-6sszpontszammad € 0,042), ami azon-
ban nem érte el a Bonferroni korrekcio alkalmazakameghatarozott statisztikai
szignifikancia szintet (ugyancs&ktablazay.

Asszociaciovizsgalatunk masodik 1épése a haplotaysu, allélok szerinti variancia-
analizis volt. Ennek soran kulon-kulon elemezti® &s az 5 szabalyozo régié poli-
morfizmusait. Az 5’ szabalyozo régidban vizsgalhegikai variansok haplotipusai és a
Barratt-teszten elért pontszamok kozo6tt nem tal@ilseignifikans 6sszefliggést. Fontos
eleme vizsgélatunknak, hogy a 3’ szabalyozo régt@pklimorfizmusanak haplotipusait
nem elméleti szamitas alapjan allapitottuk megehaminden egyes minta esetében

direkt molekularis modszerrel hataroztuk azt meg.
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21. abra: Asszociacidanalizis az impulzivitas és & szabalyozé régié két poli-
morfizmusanak (rs3746544, rs1051312) haplotipusaiokétt: Azon résztvetk
akik rendelkeztek adT haplotipussal szignifikansan alacsonyabb értékek el a
Barrat-skalang = 0,009), 6sszehasonlitva azokkal, akik nem hadékoezt az allél-

kombinaciot
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Az asszociaciészamitasaink szerint azok a szemédik ezen két 3’ szabalyoz6 régio
SNP tekintetében (rs3746544 és rs1051312) a T-Ibtfapssal rendelkeztek, szignifi-
kansan alacsonyabb dsszpontszamot értek el a Beseen (58,24), mint azok a sze-
mélyek, akik ezt a haploitpust nem hordoztak (59,62 a hatas szignifikans volt ab-
ban az esetben is, ha a harom haplotipus csopgyenként hasonlitottuk 6ssze=<
0,009), és akkor is, ha a T-T haplotipust hordozékaazzal nem rendelkigket hason-
litottuk 6sszef = 0,003) 21. 4brg.

4.3 ASNAP-25 gén 3’ régié SNP-k funkcionalis vizsgalata

Az asszociacidvizsgalat eredményei alapjan a 3d&yazo régio két polimorfizmusa-
nak haplotipusai asszociaciot mutattak az impusvendofenotipusaval, ezért ezeket a
tovabbiakbanin vitro funkciondlis vizsgalattal kivantuk elemezni. Am silico
szekvenciaelemzések soran arra a kdvetkeztetédsteupk, hogy mindkét vizsgalt po-
limorfizmus (rs3746544 és rs1051312) varhatéandsatdehet a miR-641 mikro-RNS
és a SNAP25 mRNS-e kozo6tti kdlcsonhatasra, mivakzsgalt két SNP a mikro-RNS
altal felismertseedrégidjanak célszekvenciajaban talalhato.

Az in silico szekvencia dsszehasonlitds eredményének biolfalgaitiségétin vitro

funkcionalis kisérletek alkalmazasaval kivantukredeni. Enhez &NAP-25gén teljes

V4

T re

nyitott mutagenezissel hoztuk létre, az elkészidhskrukciokat minden esetben
szekvenalassal ellénztik. Elkészitettik a G—C haplotipust hordozoé dtarkciét is,
bar ez a haplotipus az altalunk vizsgélt populamolegyéltalan nem fordult &l
kivancsiak voltunk azonban ezen haplotipus molelaitéatasara is.

Méréseinket HEK293 tipusu sejteken végeztik, amkelyekdnnyen tenyésztlietes
transzfektalhatd sejtvonalak kozé tartoznak, egiétes kdrben hasznalt és elfogadott
sejtkultdra sejtbiolégiai vizsgélatokhoz. E&l#pésben arra voltunk kivancsiak, hogy
modellsejtjeink milyen mennyiségben expresszalj@N#AP-25 mMRNS-t és a miR-610
mikroRNS-t. Irodalmi adatok alapjan beszamoltalolaj81], hogy a SNAP-25 kifeje-
z6dik a HEK293 sejtekben, ezt méréseinkkel mi is @dpkalni tudtuk, azonban a

HEK293 sejtek mikroRNS expresszids profiljarol efdem kozoltek részletesebb ada-
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tokat. Megéallapitottuk, hogy a miR-610-es mikroRNf®jezédik a HEK293 sejtvonal-
ban, azonban a bélskontrollként mért miR-196b mennyiségéhez képesisegn ele-
nyés® mertékben.

Kbdvetked lépésben azt kivantuk meghatarozni, hogy milyemnyisédi riporter
konstrukcio transzfektalasa optimdlis a funkcionaliérések soran. Ehhez higitasi sort
készitettink a T-T haplotipust hordozé konstruk@iples azonos mennyisiégs
galaktozidazt kédol6é plazmiddal kotranszfektaltitedményeink alapjan2®. abrg
lathat6, ahogy a novekwlazmidmennyiséget egyre kevéshé koveti linearessaglativ
luciferdz aktivitas, ezzel ellentétben a kisebb ny&egek esetén ez az Osszefiigges
még megfeld aranyossagot mutat. Méréseinkhez ezért a 0,09gzghmennyiséget

valasztottuk.

relativ luciferaz aktivitas

o P N w A~ O O

. |

0025 005 01 02  04[ug]

22. &bra: A transzfektalt riporter konstrukcié és a relativ luciferaz aktivitas
0sszefliggéseA SNAP-25 3’ szabalyozo régiojat hordozéTT haplotipusu konst-
rukciot névekw mennyiségben transzfektaltuk, és meghataroztuhadiv luciferaz

aktivitast.

Az rs3746544 és rs1051312 SNP-k feltételezett ¢gabd szerepét Ugy vizsgaltuk,
hogy 6sszehasonlitottuk a négy kulonbdaplotipust hordoz6 riporter konstrukciokkal
meghataroztt relativ luciferaz aktivitas értékelBalsy kontrollként azonos mennyiség
(0,2 pg)B-galaktozidazt kifeje& konstrukciot alkalmaztunk, valamint minden esetben
pmol miR-641-et kotranszfektaltunk. A legalacsoryaglativ luciferaz aktivitast a T-T
haplotipus esetében figyeltik meg, mely haplotiplenlétekor a miR-64%eedrégidja
és a 3' UTR-ben (riporter konstrukcidékban) talathkdts szekvencia tokéletesen komp-

lementer egymassal3. abrg. A G-T illetve a T-C haplotipus a felismbely egyet-
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V4

illetve 2,1-szeres megndvekedését figyeltiik megekett, hogy a kdthely egyetlen
nukleotidjanak megvaltoztatasa szignifikansan mesna riporter aktivitast, nem volt
a G-T és a T-C haplotipusokkal kapott értékek kézignifikans a kilénbség. Ez arra
utalhat, hogy bar egy nukleotid megvaltozasa isvakgztatjia a miR-641 bekédése-
nek hatékonysagat, k6z6mbos viszont, hogy a nenplanenter nukleotid seedrégiod
mely pozicidjaban helyezkedik el. A G—C haplotipgstén a miR-644eedszekvencia-
janak két nukleotidja nem komplementer a 3’ UTR-t&® kotohellyel, ennek ered-
ményeként a mért relativ luciferaz aktivitas 4,6fssa volt a T-T haplotipus esetén
mért értéknek. Ez arra utalhat, hogy két nukleetidrése még jelebdebben rontja a
mikro-RNS ko6désének hatékonysagat. A mérés soran kontrollkggnobyan riporter
konstrukciot alkalmaztunk, melyben a luciferaz géige egy &NAP-25gén 3’ szaba-
lyozé régidjdval azonos hosszusagu szekvencidbktonk, amelybl a miR-641seed
magasabb relativ luciferaz aktivitast, ami feltékata miR-641 bekétésének teljes

elmaradasaval magyarazha®3(abrg.
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miR-641 [Ala[Gla[c|au] (AN G|A[C[A|U]
Il Il 1l

eI I e
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T-C G-C

miR-641 AlA[c]A[clY U] [ARNG[A[CEYU
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23. abra: A két 3’ szabdlyoz6 régié polimorfizmus atdsa a miR-641 koédésére:

A. Szekvenciak osszeillesztésa:miR-641seedrégioja és a SNAP-25 mRNS-ének

58



komplementer szakasza. Vastagikenutatjak a polimorf helyeket, fekete hattéren
fehér befikkel szimbolizaltuk az SNP miatt nem komplementéropat. B. A
SNAP-25 3’ szabalyozo régidjanak négy kulonb@éz haplotipusat hordozo
konstrukciok valamint a kontroll plazmid relativ lu ciferaz aktivitasai. *** p <

0,01
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5 Megbeszélés

5.1 A fehérjeizoformak meéresének jelertisége

A 2003-ban befejezett és nyilvanossagra hozott Hu@@nom Projekt egyik meglép
eredménye volt, hogy a genom medlep kis hanyada (alig tdbb, mint 1%-a) fékhz
dsszes fehérje aminosavsorrendjének meghatarozasaeertté valt az is, hogy a ku-
l6nb6 emberi fehérjék szama lényegesen nagyobb, mintaynéehérjét kodold gén
talalhaté a genomban, ez — tébbek kdz6tt — ugytdélges, hogy egy gén szamos eset-
ben tobb — valamelyest — kilonlBofehérje 1étrehozasaért felel. A nagy aterée -
pesséf vizsgalatok kimutattak, hogy a tébb exonbdl alEneksl atirodéd elédleges
transzkriptumok mintegy 95%-a alternativ splicingesik at, azaz réla kilénbdzszek-
vencigju mMRNS-ek képgzihetnek [82, 83]. Az igy keletkéz kulénb6d
fehérjeizoformak révén a proteom valtozatossagy magrtékben medh ugyanezen
emlitett vizsgalatok arra is rdmutattak, hogy latib izoforma gyakorisaga a gének kb.
86%-anak esetében 15%-nal magasabb, ami arrehatgt,ezen mechanizmus mennyi-
ségileg is jelerdis mértékben jarul hozza a fehérjék létrejottehezizaformak keletke-
zésenek masik maédja, amikor az atirédas kulodlpipmoterek alkalmazasaval torté-
nik. Mivel a promoterek szévetspecifikusak és sektieen a jelenlévtranszkripcids
faktorok kilonbo# fejlédési stddiumokhoz kothik, a kilonboé szovetek kuldnbdy
izoformakat termelnek ugyanazon génsot ugyanazon szoévet is termelhet kilonkh6z
variansokat élete soran.

Amellett, hogy az izoformak altal biztositott diz#ds nagy evollucios éhyt jelent a
magasabb reriideukariotdk szamara, egyben rizik6faktor is lelespliceoszémahoz
kapcsolddo kiulonbd@RNS kob fehérjek (RBP) kdlcsdnhatnak a komplex-szel és er
sitik vagy gyenagitik példaul az exon-intron hatafolismerését [84], és egyre tobb adat
utal arra, hogy ezen regulacio felbomlasa szoresefgggést mutathat kiilonkiHkoros
allapotok kialakulasaval vagy progresszidjaval.

A csontvazrendszer betegségei hatterében ismehyak oitka mutaciok, amelyek a
splicing felismedhelyeit érintik, erre példa az osteogenezis impeafegyik formajaért
felelés COL1A1 gént érind mutacié. Megfigyelték azonban azt is, hogy a khti#
csontvazrendszert érihbetegségek sordn megvaltozik bizonyos géntermzioérma

aranya. Biomarkerként is lehetséges ezen izofornméhknyiségének kovetése, erre pél-
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da a fibronektin, ¥ EGF és aCD44 gének termékei [85]. A fibronektin esetében meg-
figyelték, hogy mig egészséges esetben a fotalisakomegfigyelhét magas EDA+
tipusu fibronektin-izoforma fetittkorra lecsdkken, addig koros esetekben — jellegze
sen példaul rheumatoid arthritisben [86] — szirgjeét magas lesz.

Magas ateresétképesséfy modszerrel vizsgaltak prosztatarakos férfiak nesgiikus
szoveteit, és tobb, mint 200 gén esetében megfékydhiogy megvaltozott az alternativ
splicing szabalyozasa és igy bizonyos fehérjeizoéraranya [87].

Az idegrendszerben kifejads fesziiltségfiigé) C&*-csatornak gyors, atmeneti kalcium
jelet generalnak a sejtben a sejtmembran depotaditeatasara. Szamos sejtfolyamatot
szabdalyoznak, ezért felmeriilt a szerepiik fontoskélgemb6d neuroldgiai és pszichiat-
riai megbetegedés, példaul epilepszia, Parkinsondakizofrénia, kronikus fajdalom,
bipolaris megbetegedés hatterében [88]. Egermdail&imutattak, hogy amennyiben
a Cacnalbgénben az e37a exont kicserélik egy masik e37b \jéltozatra, akkor
héstimulus esetén a gerincébke adott morfin kevésbé hatékony, mint a vad ti@lsa
tokban.

5.2 A SNAP-25 mennyiségének kapcsolata neuropszichigaiibetegségekkel

A SNAP-25gén fehérjetermékei legnagyobb mennyiségben agreddszeri eredit
szOvetekben fejéznek ki, és ismert, hogy alapdetszerepet jatszanak a neurotransz-
misszidé soran. Megvaltozott mennyiségiknek korakirepe ennek megfeten sza-
mMos neuropszichiatriai korkép hatterében felmeruilt.

A colobomaegerek &SNAP-25gént kodoldé kromoszomaszakasznak csak egy kopigjat
hordozzak. Ezen éllatok esetében megfigyelték, rogjlbdésben 16§ egerek mérsé-
kelt hiperaktivitast mutattak, amely az asszocitaiwlas és memoria deficitjével paro-
sult [89]. Tovabba ezen egerek érzékenyebbek vdatdainat-indukalta gércsokre,
amelyeket azonban az antiepilepszias szerekkdtdragan tudtak kezelni.

A szkizofrénia patkanymodelljén, melynek létreh@dds az &llatokat kronikus
hipoxianak tettek ki a szlletésuk utani 4—8. napokk) négy agyrégiot vizsgalva sza-
mos preszinaptikus fehérjét kodold gén expresdzadjdalaltak eltérést, ezek kozé tar-

tozott a SNAP-25 is. Mig a frontélis kortexben étemporalis kortexben a SNAP-25
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mennyisége medt, addig a putamen kauddlis magjaban a koncendfjedatsokkenést
mutatott [90].

Etain és munkacsoportja testvérparokat vizsgalvemeszinti asszociacié vizsgalat
keretében 6sszefliggést mutatott ki a koran manéesid bipolaris betegség és a 20.
kromoszOma pl2-es szakasza kdzott, anBNAP-25gén is talalhatd. A vizsgalatot a
régio genetikai variansainak elemzésével folytatéék megallapitottdk, hogy a gén
polaris betegség rizikofaktoranak tekintheKimutattak tovabba, hogy a polimorfiz-
musra homozigéta CC személyek prefrontalis korterészignifikansan alacsonyabb
SNAP-25b izoforma expresszié mérliefiol].

Alzheimer-korban szenvédbetegekil post mortemvett agyszovet mintak elemzése
kimutatta, hogy 3 régidban: az enterorhinalis, aditarikus kortexben és a hippo-
kampuszban a SNAP-25 mennyisége szignifikdnsan satgabb, mint
neuropszichiatriai korképekben nem szervedemélyek esetében. Megéllapitottak to-
vabba, hogy &NAP-25gén promoterének metilacidja nem kulonbozott silgmsan,
amikor fiatal, valamint ils egészséges szemeélyek limfocitait hasonlitottakeslzhe-
imeres betegek limfocitaival, igy arra a kovetkeztee jutottak, hogy egyéb mechaniz-
musok lehetnek felések a megfigyelt mennyiségi eltérésben [92]. Ezeamdhapitas
0sszevethétaz altalunk mért eredményekkel, miszerint az imipiths az 5’ régio po-
limorfizmusaival nem mutatott 6sszefliggést, assawi@i csak a 3' szakaszban dév
SNP-kel tudtunk kimutatni. Ez arra utalhat, hogképzdé fehérje mennyiségében a
gén atirddasanak szabalyozasan tulieana poszttranszkripciés mechanizmusok is
hangsulyos szerepet jatszhatnak.

Az a-synuclein génjét éridtmutéciok tehéiek felebssé a Parkinson-kér bizonyos fa-
miliaris forméiért. Kitenyésztettek egy olyan egédullt, ami aza-synuclein trunkalt
fehérje valtozatat termeli: az allatok a Parkinkdn-szamos tlinetét hordozzak. Ezen
egereket vizsgalva megfigyelték, hogy a striatumkarfiigg® modon kimutathaté a
SNARE fehérjék, koztik a SNAP-25 koros eloszlasidopaminerg sejtekben. Mig az
egészséges egerek sejtjeiben a fehérjék homogsriadbomutattak, addig a génmutaci-
Ot hordoz6 allatok idegvéddéseiben kozdsen aggregaldédtak a SNARE fehérjék a k

ros, trunkalta-synucleinnel [93].
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Gray és munkatarsai 1-es tipusu bipolaris betegseghenvedl szkizofrén valamint
pszichiatriai korképekl mentes személyegost mortemagyszeleteit vizsgaltak Wes-
tern-blot technikaval harom kortikalis régidban (BA 40 és 46). A SNAP-25 fehérje
expressziosszintjében eltérést talaltak az 1-egsidipbipolaris személyek parietalis
BA40-es meéjében, ahol szignifikansan megemelkedett a SNARZBtje a kontroll
mintakéhoz képest [94]. Hasonl6 eredményt kaptakrSes munkatarsabk nyolc 1-es
tipusu bipoléaris betegségben elhunyt személy agwpainszkizofrén és kontroll szemeé-
lyek mintaival hasonlitottak 6ssze. Eredményeikiaz@ dorsolateralis Brodmann 9-es
mezben a SNAP-25 mRNS-szintje lecsdkkent, ugyanakkoregle@ maédon kisérle-
teik szerint — ehhez megemelkedett fehérje sziatith

5.3 Az impulzivitas: a pszichiatriai betegségek neurolmilogiai tényedje

Evente majdnem 1 milli6 ember vet véget sajat kelzax életének, de az 6ngyilkossag
prevalenciaja a tarsadalom egyes specifikus cgagmh még dramaibb szamokat mu-
tat [95]. A kéros impulzivitAs a bipolaris betegségyik alapvet Osszetely eleme,
szamos kutatas 0sszefliggésbe hozza az 6ngyilk@sagyvatkins és Meyer sziszte-
matikusan elemezve a vonatkozo irodalmat mégis akavetkeztetésre jutottak, hogy
az eddigi kutatasok eredményei korantsem egységadakrelaciot kimutato cikkekkel
ellentétben tobb olyan kézlemény is olvashatd, sméfolja az dngyilkossagi hajlam
€s az impulzivitas kozo6tti dsszefliggést [96].

Hasonldképpen némiképp ellentétes eredményekiékeahatunk a tudomanyos iroda-
lomban az ADHD és az impulzivitas kozotti 6sszettggel kapcsolatban a funkcionalis
MRI vizsgalatok tikrében [97]. Plichta és Schergskintd munkajaban megallapitja,
hogy mig az egészséges személyek korében végzstjalatok esetében a ventro-
striatalis régio aktivitAsa pozitiv médon korrelalt impulzivitas mértékével, addig
ADHD-s személyeket vizsgalva ez az ¢sszefliggéstéatrdolt. Ezt a meglep ellent-
mondast harom kulonbdzyondolatmenettel is indokoltak. Az élselmélet az impulzi-
vitas és a ventro-striatalis régié aktivitasa koaiy hasonld dsszefliggést tételez fol,
mint a Yerkes-Dodson szabaly, ami az éberség égeaitmeény kozotti kapcsolatot irja
le. Utébbi esetében megallapitottak, hogy sem anidas szirit sem a tul alacsony

éberségi fok nem optimalis a legjobb teljesitméldyése szempontjabdl, az 6sszeflg-
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gés egy konkav gorbével jellemezheEhhez hasonlé lehet az 6sszefliggés az impulzi-
vitas és a ventro-striatalis régié aktivitasa kbzitel$ elmélet alapjan. A masodik el-
mélet a genetikai hatteret hangsulyozza, miszexildapcsolat az impulzivitds és a
ventro-striatalis aktivitas kozo6tt egészseges eglgéen sem homogén, hanem flgg pél-
daul aDAT1 gén genetikai varidnsaitdl is. Ezen modell a gkaetaktorok jelenbségét
hangsulyozza, amely az ADHD hatterében is fontoge®. A harmadik modell alap-
jan felmerdl annak a lehidége, hogy a ventro-striatalis régio aktivitasasABHD egy
masik faktoraval fiigg 6ssze és nem az impulzivaia€ssszefoglalva ez a kbzlemény is
inkabb arra hivja fel a figyelmet, hogy a mar-m&obyosnak vélt dsszefliggés az
ADHD és az impulzivitas ko6zo6tt korantsem olyan atglénii, és hogy a rendelkezésre
allo eredmények jelenleg még nem eledekdaz 6sszefliggés megbizhatd alatamaszta-

sara.

5.4 SNAP-25 polimorfizmusok és pszichiatriai megbegedések

A SNAP-25gén altal kédolt fehérje a neurotranszmissziogaiolat elengedhetetlen tag-
ja, igy a kodolé szekvencia, valamint a kérryszabalyoz6 régido mutacioi, polimor-
fizmusai szamos neuropszichiatriai betegsé@seldan az ADHD genetikai rizikofak-
toraként merultek fel.

2000-ben jelent meg az élasszociacidanalizis, amely a SNAP-25 genetikdamaai

és az ADHD ko6zotti kapcsolatot vizsgalta [76]. Miebben az ilben még nem voltak
teljesen ismertek 8NAP-25gén pontos exon és intron hatarai, ezédkélst a 3’ sza-
balyozo régioé genetikai variansait térképezték Edlhez el§ |épésben SSCP mddszert
alkalmaztak, melynek soran PCR-rel felsokszordsitoa vizsgalni kivant génszakaszt,
majd a PCR termék 2 pl-ét fluoreszcens festékkst@lgeverték, majd 95 °C-on 2 per-
cen at denaturdltak és gyorsanikéiek. A DNS-molekulak igy egyszalu, denaturalt
szerkeziek maradtak, és — bazissorrendfiiktiggéen — killénb6é konforméciét vet-
tek fel. Igy az egyes termékek elektroforetikus fitdsa is eltés, ami elektroforetikus
technikaval lathatova teliet A kulonb6d variansok pontos bazissorrendjét direkt
szekvenalassal hataroztak meg, és négy kil@npolimorf varianst azonositottak. A
tovabbiakban két polimorfizmust vizsgéltak, amelyek a jelleméje, hogy mindketi

létrehoz vagy megsziintet egy restrikcios enzimtblasiyet. A jelen dolgozatban is
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vizsgalt két SNP-t (rs3746544 és rs1051312) szekéd hagyomanyosavinl | ésDde

| polimorfizmusoknak is nevezni. Ebben a munkabag@ kanadai ADHD-s személy
genotipusait és haplotipusait hataroztdk meg. Ad-aladas modszeréen alapuld TDT
elemzéshez 83 csaladnal volt az érintett személietnmindkét szid elérhed, mig 14
esetben csak az anya vagy az apa adatai alltaklkezdsre. A Mendel-szabalyok fi-
gyelembe vételével 66 személy esetén tudtak ediydre@ meghatérozni a haplotipust
is. Eredményeik alapjan a T-C haplotipus szignifien gyakrabban fordult éelaz
ADHD-s személyek mintaiban, valamint a szignifik@nbatart majdnem elérte az a
megfigyelés is, hogy a T-T haplotipus ritkAbbarkkidott az ADHD-s személyek ré-
szére. Ez Osszevethetajat vizsgalatunkkal, miszerint a T-T haplotiposdményeink
szerint szignifikansan alacsonyabb impulzivitastppammal jart [98].

Szamos tovabbi kutatdécsoport vizsgalta ezt a kinpofizmust, az eredmények azon-
ban sok esetben ellentmondoéak. Egy amerikai mint@dolgozé elemzés TDT anali-
zist alkalmazva a T-C haplotipus gyakoribbf@lduldsat figyelte meg az ADHD-s
szemeélyek mintaiban. [99], mig ir mintat vizsgaBephy és munkatarsai csupan az
egyik polimorfizmussal taladltak 0sszefiiggést, azmnba két polimorfizmus
haplotipusaival nem [100].

Mill és munkatarsai 2002-ben egy az 5’ nem tranédt@régio és az 1. exon kodzott el-
helyezked mikroszatellitat vizsgéltak az ADHD feltételezginetikai komponense-
ként. Eset-kontroll vizsgalatukban 318 ADHD-s bedsd354 kontroll személy vett részt.
Megéallapitottak, hogy a 2-es allél szignifikanséakabban fordult ¢ az ADHD-s sze-
mélyek mintai kozo6tt, mig az 5-6s allél gyakrabbatt kimutathatd a betegek kdrében.
A véd hatasu 2-es allél O.R. = 0,54 esélyhanyadossaljeltdmezhat, az 5-0s allél
esélyhanyadosa pedig 1,34 volt mutatva, hogy —napkex jellegeknél megszokott mo-
don ebben az esetben is — egy kis hatasu gené&tltarrdl beszélhettink [Mill, 2002].
Két évvel késbb tovabbi 11 polimorf varianst azonositottak, re&lkozil hatot (azo-
kat, melyek minor allél frekvenciaja meghaladta 5%-ot) elemzett egy kivitett
ADHD-s mintan ugyanez a csoport DHPLC technikavalpolimorfizmusok kdzott
megtalalhato volt a 3’ szabalyozé régioban elhedgdi sokak altal elemzett és a mi
munkank soran is vizsgalt rs3746544 és rs105131R, Slamint az altalunk ugyan-
csak kivalasztott, 5° nem transzlalodd régidbanelgtzked rs6077690 varidns is.

Eredményeik alapjan szignifikans 0sszeflggést téala korabban is vizsgalt
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mikroszatellita polimorfizmussal, csakugy, mint’an@m transzlalodo régio rs1051312
SNP-je valamint az 5" UTR rs6077690 polimorfizmusasszociaciét mutatott a kor-
képpel [77]. Megjegyezedugyanakkor, hogy a 3’ nem transzlalodo régié veswk
haplotipus elemzése a korabbiakhoz képest ellenéddenzést hozott: a T-T haplotipus
az ADHD-s személyek mintaiban gyakrabban forduit el

A témaban publikalt és esetenként ellentmond6 &stdt eredményét 2009-ben egy
meta-analizis kisérelte meg egybefogni. Ez az taglzdéd elemzés az ADHD szamos
kandidans génjével kapcsolatos eredményeket faddedy kimutatta, hogy SNAP-25
gén polimorfizmusai kdzll a két 3' nem transzlalddgidban taldlhato, rs3746544 és
az rs1051312 SNP-k hozhatok kapcsolatba a kérképgetlbbbi SNP esetén szignifi-
kans, az utébbi esetén azonban csak tendencigijelszociacio allapithaté meg. A két
polimorfizmus haplotipusait ugyanakkor ebben agatatban nem elemezték [101].

A komplex jellegek és igy az ADHD hatterében alenetikai komponensek szignifi-
kans, am mégis viszonylag kisméfidkatasat mutatja az is, hogy genom-dzedszo-
ciacidanalizisek soran eddig nem sikerilt olyaninpoifizmust illetve genom régiot
kimutatni, amely az ADHD-val dsszefliggésben lert@{105]. A genom-szifitvizs-
gélatok meta-analizise is negativ eredménnyel ZAd6]. Ezen elemzések a kis hatasu
genetikai faktorok kimutataséra azért kevésbé mlkabk, mert a tobbszoros tesztelés a
statisztikai elemzés megfetekorrekcidjat, szigorubb szignifikancia szint alkalzaséat
teszi szikségesse, ez a kis hatasu polimorfizmusmiiutathatdésagat megneheziti.
Emellett felmertl még az SNP-k melett mas tipustianaok (ismétidési polimorfiz-
musok) szerepe is, amelyre azonban a genomisas¥zociacio vizsgalatok leggyak-
rabban nem terjednek Ki.

A SNAP-25 genetikai variansait egyéb neuropszichiabetegségek hatterében is vizs-
galtak. Etain és munkatarsai bipolaris betegek itielemezve asszociaciot mutattak ki
az altalunk is vizsgalt rs6039769 promoter-polirmonius és a korai kezdebipolaris
betegség kdzott, ami a betegség sulyosabb megnyiBganak egyik ismert rizikéfak-
tora. Vizsgalatukban 197 korai kezdldiipolaris betegségben szenteszemeély, 202
kesi kezdeti beteg és 136 egészséges szemeély mintait hastaMitidsze [91]. Anti-
szocidlis személyiségzavar hatterében is vizsgatakle | ésMnl | polimorfizmusok
szerepét. Bar mindodssze 91 fiinférfi mintait hasonlitottdk 6ssze 38 korbansieett
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kontroll személy mintaival, szignifikans eredménydtak kimutatni, amely szerint a T—
T haplotipus gyakoribb a személyiségzavarral diagtiwalt személyeknél [107].

A SNAP-25gén kddolo régidjaban emberben aminosavcserétookngaciot vagy po-
limorfizmust eddig nem mutattak ki. Egy 2006-bangpe&ent kdzlemény ugyanakkor
beszamol egy egerekben létrehozott autoszomalisindms misszenz variaciorol,
melynek kdvetkeztében a 67-es poziciébai i@vleucin treoninra cseigik. A mutéa-

ciot hordoz6 egerek életképesek voltak, azonbard mimeurotranszmisszid, mind a
hasnyalmirigy5-sejtjeinek exocitdzisa zavart szenvedett, az ddlamellett ataxidsak
voltak és karosodott a szenzoromotoros észlelés{k0i8]. Ez a megfigyelés is alata-
masztja a SNAP-25 megvaltozotiitkbdésének koroki szerepét nem csak pszichiatriai

zavarok, hanem valészinisithen a cukorbetegség hatterében is.

5.5 A mikro-RNS-ek megvaltozott mennyisége és bewgek kapcsolata

A kozelmultban megjelent szamos tanulmany alatatjgadrogy — a korabbi feltétele-
zésekkel és ismeretekkel szemben — a fehérjesandeabalyozasa igen 0sszetett és
sokréti folyamat, és a fehérjék mennyisége tavolrél seak estranszkripcid, azaz az
MRNS-szintézis aktivitasaval all dsszefliggésbefeh&riék szintézisének egyik fontos,
a kézelmultban felfedezett szabalyoz6 mechanizrausakro-RNS-ek halozata, egyes
becslések alapjan a fehérjét kddolo gének legad@8b-ara [109] vannak hatassal, mas
vizsgalatok szerint ez az érték ennek akar a dapkéizel 60% is lehet [110].

A mikro-RNS-ek profiljanak megvéltozasat szamosbgség hatterében vizsgéljak.

A kettes tipusu cukorbetegség hatterében szama®4RiINS mennyiségi eltérése mu-
tathatd ki a betegek szérumaban, valamint egy nadmy szerint egyes mikro-RNS-ek
szintje (miR-192, miR-140-5p és miR-222) korrelAliazulinérzékenységgel [111].

Az immunrendszer egészséges kialakuldsaban elesigtién a mikro-RNS-ek érési
folyamatanak épsége, ezt bizonyitja az a 2014-hdnikalt kisérletsorozat, melynek
soran a csecsdimirigy eredetfi epithelialis sejtekl a DGCR8gént kitorolték, amely-
nek fehérjeterméke elengedhetetlen részijeea mikro-RNS érés kanonikus utvonalé-
nak. A kiltott gén hidnyaban a csecgéemrigy epithelialis sejtjei nem voltak képesek a

thymus szabdlyos szovetstrukturgjanak kialakitasasejtek nagy szazaléka veszitette
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el az autoimmun regulator niegén expresszidjat, aminek hianyaban leall a negat-
lekcio, tehat a sajat antigént felisédr sejtek eliminécidja [112].

Rheumatoid arthritises betegek koérében is végeméico-RNS profil vizsgalatot,
amelynek eredményeként két biomarkert azonositadtakiR-24-et €s a miR-125a-5p-t,
amely mikro-RNS-ek mind az ACPA pozitiv, mind az R& negativ rheumathoid
arthritises betegek széruméaban szignifikansan meljeadtek. Erdemes kiemelni, hogy
ezen mikro-RNS-szint valtozasok a rheumatoid arghspecifikus biomarkerei, ugyan-
ezek a valtozasok ostheoarthritis-ben vagy sziszdopus erythematotus-ban szenve-
dé betegek szérumdban nem mutathatéak ki [113].

A kardiovaszkularis megbetegedések hatterébendim@z vizsgélat iranyult a mikro-
RNS-ek koroki szerepének feltarasara. Corsten eéeskatérsai 2010-ben akut
miokardialis infarktusos, viralis szivizomgyulladés diasztolikus diszfunkcios és akut
szivelégtelenségben szengeszemélyek szérumaban nézték a kulobbézivszovet-
hez kothet, fibrozissal asszocialt és fehérvérsejtekkel asatanikro-RNS-ek szintjét.
Akut miokardialis infarktusban a sziv-asszocialtRad08b és miR-499 szintje 1600-
szorosara, illetve 100-szorosara emelkedett a s##am, valamint szorosan korrelalt a
szérum troponin T szintjével, ami arra utal, hoggkea mikro-RNS-ek a sérilt sziv-
izomsejtekBl &ramoltak ki. Hasonld, bar kisebb mértélolt a két mikro-RNS szintjé-
nek emelkedése viralis szivizomgyulladasban is.tAdaivelégtelenség sordn csak a
miR-499 mennyisége emelkedett meg szignifikansaiy andiasztolés diszfunkcios
mintak esetében nem talaltak szignifikans eltdiéist].

Az abdomindlis aortaaneurizma egy potencialisatvédzélyes megbetegedés, amely
igen sokéig tinetmentes lehet. Biros és munkaté@aimikro-RNS expresszids szintjét
nézték meg 10 beteg szOvetmintaiban, akik aneurfitéden estek at. Vizsgaltak a
dilatalt régid szovetét és az azt korbev@p régiokat is, valamint elemezték a vérsze-
rumot is, melyet egészséges személyek korban ébamekorrigalt csoportjanak széru-
maval hasonlitottak 6ssze. Hat beteg mintait viksgaeredményeik alapjan az
aneurizmatest és az azt korulgesp szovet esetében 7 mikro-RNS mennyisé&ge n
legaladbb kétszeresére, ezek kozil a miR-155 szmtjelkedett legnagyobb — 11-szeres
— mértékben. Ezt az eredményt kvantitativ valofiidRCR-rel validaltak. A megfigye-
|és az egészséges és a beteg személyek szérumgthassmlitva is kimutathaté volt: a

miR-155 itt is emelkedett értéket mutatott, bamdailonbség statisztikailag nem bizo-
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nyult szignifikansnak. Megallapitottdk tovabba, hogz aneurizmés szbvetben a T
limfocitak akkumulalédnak és két olyan, az immumigzer nikddésében fontos miR-
155 ceélgéntCTLA4, SMAD2is kimutattak, amelyek expresszioja jetiesgn csokkent
az aneurizmaszovetben az egészséges aortaszokeépiest [115].

2014 elején jelent meg az &lkdzlemény, amely akut hasnyalmirigygyulladas soran
kovette a mikro-RNS szintek alakulasat, azzal alakGélhogy esetlegesen
biomarkereket sikeriljon azonositani a diagnosktikazlet lbvitéséere, specificitasanak
novelésére. Blenkiron és munkatarsaidelsdrben taurokolattal indukalt heveny
hasnyalmirigygyulladasos patkanyok vérében és niedélis nyirokcsoméiban mérhe-
t6 mikro-RNS szinteket hasonlitottak 6ssze egészsggisnyok mintaival. A 85 de-
tektalhatd mikro-RNS kozul hét szintje szignifikansemelkedett a beteg allatokban, és
figyelemre méltd, hogy a valtozas mérteke aranydlira betegség sulyossagaval. Az
ezt koved klinikai vizsgalatban akut hasnyalmirigygyulladaslszenved betegek szé-
rumat hasonlitottdk dssze egészséges onkénteseknszal €s a patkdnyban kimutatott
hét mikro-RNS kozil egy — a miR-216a — valtozasayfiggelhet) volt, igy ezen
MIRNS elemzése a j6ben Uj diagnosztikai markerként merilhet fel [116].

Tovabbi érdekesség, hogy a miR-122 ellen adotbgégl cstkkentette a hepatitis C
virus-RNS mennyiségét, mig a miR-208 egy modulabtaigkonynakiint a kardialis
hipertrofia ellen [117].

Szamos tanulmany foglalkozik kulonk@braktipusokhoz asszocialhatod specifikus mik-
ro-RNS plazmaszint valtozasokkal, azonban mindézid&ulonbdsd munkacsoportok
eredményei kevés atfedést mutatnak, és a kapofigpelgseket nehezen tudjak repro-
dukalni.

A mellrak esetében azért is sukgetgy megbizhatban mérlietarker megtalalasa,
mert a jelenleg saésre alkalmazott mammografia specificitasa tutsday, igy na-
gyon magas a hamis pozitiv eredmények szama, afmasz szlkségtelen biopsziat
eredményez [118]. Az idealis markernek a korai ktétés mellett €nye lenne, hogy
altala kovetni lehetne a terapidmmenetelét és prognosztikai faktorként is szokyaln
varhato tuléléssel kapcsolatban. 2013 tavaszantjeleg egy attekidtcikk, amely 15
kordbbi tanulmanyt hasonlitott ssze szisztemadikusajd a kutatécsoport mar ezen
ismeretek figyelembevételével tervezte meg kisérlét tanulmanyok 6sszehasonlitdsa

ramutatott arra, hogy a korabbi kisérletek alafmetkilonboztek egymastdl, tdbbek
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kozott a kivalasztott minték tekintetében vagy balanazott technikakat illéen. Ezek

a kutatasok 10 éte kivalasztott kandidans mikro-RNS-t vizsgaltakele kozil ket, a
miR-21 és miR-155 szintjének azonos iranyu valtazakerult legalabb két kutatasnak
egybehangz6an megéallapitania. Ezen kisérletek déggiiagyobb technikai buktatéja az
endogén normalizalas hianya volt egy konstans exzikifejedé mikro-RNS-re (az
MRNS-es mérésnél megszokott ,haztartasi gének” shém hasonléan). Legtdbb
esteben a miR-16-ot alkalmaztak léelontrollként, ami azonban nem tokéletesen al-
kalmas normalizalasra, mivel é&orban vorosvértestebbszarmazik, ezért példaul a
vérmintak ebkészitésekor a vordsvértestek tonkremenetele folgkér 30-szorosara is
megréhet a miR-16 szintje a szérumban [119]. Ot tanulban végeztek hipotézis
mentes teljes genom sZinimikro-RNS méreést, de ezeknek az eredményei isdsgvé
voltak egymassal 6sszehozhatbak, €s nem volt egygeb eredmény a kandidans mik-
ro-RNS-eket vizsgélé tanulmanyok és a genom &zéemzések eredmeényei kozott
sem. A kandidans vizsgalat alapjan igéretesfiek miR-21 és miR-155 szintjeinek
emelkedése a genomsZilemzésekben ellentétes iranyu valtozast mutatott.
Mindezek utan Leidner és munkatarsai 20 mammogafellerrzott egészséges kont-
rollszemély, 20 mellrakos személy, 2GQitéti rezekcioval kezelt mellrdkos személy és
10 egyeéb rakos megbetegedésben szénbedeg vérmintajat hasonlitotta 6ssze. 46
mikro-RNS-t detektaltak, amelyeknek szignifikansargvaltozott az expresszidja az
egészségesekéhez képest, de csak 3 olyan mikrotRINER-708] miR-92H] miR-
568) talaltak, melyek vérplazma-szintje normaligd@ith a rezekciot kovéen, és nem
mutatott emelkedett értéket egyéb rakos megbetsgesiicben — igy alkalmazhat6saga

az embrak specifikus biomarkereként felmertil.

5.6 A mikro-RNS-ek mikddeését érint genetikai variansok

A mikro-RNS-ek altal létrejo¥ transzlacio-szabalyozas egy igen Osszetett rendsze
Nem csupan egy mikro-RNS Kidthet be szamos célgén mRNS-ének 3’ nem
transzlalodo régiojahoz, hanem ugyanahhoz a régihegymassal akar atfedve sza-
mos mikro-RNS kapcsolddhat, tovabba ezen mikro-RKN®3egjelenése &ben is eltér
egy-egy sejt élete soran. Erdekes modon a mikro-Biké$ kddold génekben mindeddig

0sszesen 20 SNP-t irtak le, ugyanakkor a mikro-RKk$élszekvenciaiban tdbb szaz-
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ezer SNP ismert mar, azonban ezen polimorfizmugdokegsesebb, mint 1%-anal bizo-
nyitott kisérletesen, hogy ezek a mikro-RNS bidoddiatasat valoban befolyasoljak
[110].

2014 elején jelent meg az a cikk, amely kilenc olgNP vizsgalatarol szamol be, ame-
lyek a pre- vagy pri-mikro-RNS-ben fef@nek ki. A kutatdcsoport ezeket a polimor-
fizmusokat, a rakos megbetegedések lehetségesifakibraként vizsgalta. Ehhez
nagymeéret eset-kontroll elemzések eredményeit dolgoztak dsl,egy Uj statisztikai
modszert, a Cross phenotype meta-analizis progré@PmMA) hasznaltak, amelynek
alkalmazasaval szamos fenotipus egylttesen elemdezBeedményeik alapjan az
rs2910164, az rs2043556, az rs6505162 és az rs8958IP-k kulonbdd rékos
megbetegségben magasabb gyakorisaggal fordul6gk29].

Munkacsoportunk mas gének 3’ UTR szakaszaban ehlebg SNP-ket is vizsgalt a
jelen dolgozatban bemutatott SNAP-25 variansokenilkiA wolframint kédolOWFS1
gén egészét lefedve 17 polimorfizmust elemeztiike}f¥szséges feéltt ember szemé-
lyiségtesztjeivel 6sszefliggésben. Az rs1046322|djalszignifikdns asszociaciot mu-
tatott az agresszio mértékével, ezen polimorfizaMgFS1gén 3’ UTR régidjaban he-
lyezkedik el és funkcionalis vizsgalataink igazkjthogy befolyasolja a miR-668 kit
désének hatékonysagat, ezaltal befolyassal lekeletkes fehérje mennyiségére [121].
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6 Kovetkeztetések

A mindennapi életben oly gyakori egészsegugyi parlgsmint példaul a magas vér-
nyomas, az idskori cukorbetegség, vagy a jelen kutatashoz isda@do pszichiatriai
megbetegedések annak ellenére, hogy gyakran cswlidozddast mutatnak, mégsem
egyetlen gén megvaltozottikbdésének kdvetkezményeként alakulnak ki, hanem sza
mos, onalléan csak kis hatassal biré genetikaiamariés a legkulonfélébb kérnyezeti
hatasok 0sszességeként. Ezen komplex jellegek gisategedések genetikai hatterének
a felderitése mind a megeks, mind a hatékonyabb — akar személyre szalietbpia
szempontjabol kimagaslé fontossagu.

Az altalunk vizsgalSNAP-25gén j6l példazza azt a nem ritka esetet, hogygegyill.
fehérje variabilitasa nem csak az adott réegiébkaih@o polimorfizmusokkal (rendsze-
rint SNP-kel), hanem a kulonb&zranszkripcios izoformakkal is magyarazhaté. Ezek
analizise akér a diagnosztikdban is alkalmazhatégges varidnsok ill. azok szintjének
megvaltozasa kulonbézpatofizioldgiai folyamatok biomarkere lehet. Arszkripcios
izoformak illetve egy gén kifejézlésének meghatarozasa ramutathat arra is, hogy egy
fehérje tobb funkcidval rendelkezik, mint azt kdvah gondoltuk: nem zarhat6 ki, hogy
a SNAP-25 a kozponti idegrendszeren kivil a hasmyi@ly szekretoros funkciéjaban
is dont szerepet jatszik. A fehérje optimalis mennyiségatén dénb szerefi: egyre
tébb adat bizonyitja a mikro-RNS-ek altal todésrzabalyozas fontossagat, ami — méré-
seink alapjan — a SNAP-25 fehérje esetében is gzt transzlacio finomhangolaséa-
hoz. Mindezek tiikrében elmondhaté, hogy a monogkéd®pekhez hasonlé médon a
genotipus és a fenotipus kozotti egyértekapcsolat a komplex jellegek esetében ko-
rantsem hatarozhaté6 meg, meégis a hattérben alkeggykomponens felderitése hasz-
nos tudast jelenthet nem csak elméleti, hanemkadirszempontbdl is a medeks, a
diagnosztika és a hatékony, oki kezelés terén.
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7 Osszefoglalas

A SNAP-25 a kozponti idegrendszer egyik kulcsfosdggl molekulaja, alapweszerepet
jatszik a neuronok kozott létre@kommunikacioban. A gén polimorf variansai igy seédm
neuropszichiatriai korkép genetikai rizik6faktorakenerultek fel az elmult évek soran.

A SNAP-25 két transzkripcios varianssal rendelkeaik izoformak mennyiségi vizsga-
latara két, egymastol fliggetlen modszert dolgozkinlz egyik eljaras hagyomanyos
PCR és izoforma specifikus restrikciés endonukleéaalmazasan alapult. A masik
mobdszer soran az egyes variansokat szelektiveniféa@ldl primerparokat alkalmaz-
tunk valés iddj PCR-rel kombinalva. Ezen technikak alkalmazas@@ahtuman szovet-
ben mértilk meg a transzkripcids variansok szimgeegymashoz viszonyitott aranyat.
Megallapitottuk, hogy a SNAP-25 mindkét izoformépand a 10 human szévetben ki-
mutathatd, bar mennyiségik az idegrendszeri diesigtvetekben és a hasnyalmirigy-
ben atlagosan két nagysagrenddel magasabb. Mitpgrendszeri eredeszévetekben
ab izoforma volt a dominans, addig az idegrendszkreilli terileteken aa izoforma
fordult elb nagyobb mennyiségben.

Bar a SNAP-25 gén polimorfizmusait szamos pszidhidtendellenesség genetikai ri-
zikéfaktoraként elemezték, nem vizsgaltdk még emaiansok 0sszefliggését egészsé-
ges személyek pszichologiai és kognitiv funkcidivasszociacido elemzéseinkhez a
SNAP-25gén szabalyozo régiodiban talalhatdo 4 SNP-t vatdisit ki. Ezek genotipusait
valamint haplotipusait elemeztiik egészséges papbkat (N = 910) PCR technikak
segitségével. Eredményeink alapjan szignifikAngeigggéest mutattunk ki a 3’ szaba-
lyozo régidban elhelyezkédkeét SNP (rs3746544-rs1051312) haplotipusai észave:
vok impulzivitds endofenotipusa kozott: a T-T haplosisal rendelkéz személyek
szignifikansan alacsonyabb 6sszpontszamot értek Barratt-féle impulzivitds skalan
az ezen haplotipussal nem rendetkezemélyekhez képest. Vizsgaltuk a két SNP funk-
cionalis hatasat is, mivéh silico elemzések ramutattak arra, hogy a két polimorfemu
a miR-668 feltételezett kéthelyében helyezkedik el. Luciferaz riporter rendsa&al-
mazasaval megallapitottuk, hogy a miR-668 valébakdotidik a SNAP-25 3’ nem
konyabbnak, mig a kéhelyben az SNP-k kovetkeztében kialakulo 1 illet2e

nukleotidot érind valtozas a gatlé hatas csokkentését eredményezte.
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8 Summary

SNAP-25 is an essential molecule of the centrabaies system, it plays a crucial role
in the communication of neural cells. Consequeptilymorphic variants of the gene
have recently been suggested as putative genesk factors of different
neuropsychiatric disorders.

SNAP-25 possesses two transcriptional variants. wlependent methods have been
elaborated for the quantitative analysis of theséorms. One employs traditional PCR
together with restriction endonucleases specific tlee two isoforms. The other
approach is based on the application of primerspthat amplify the two variants
specifically in combination with real-time PCR. Hee techniques were used to
determine the level and ratio of the transcriptioraiants in 10 human tissues. It was
observed that both isoforms of SNAP-25 can be tiedein each tissue, however their
level was higher about two orders of magnitudéharieural tissues and in the pancreas.
Moreover theb isoform was dominant in the central nervous systednereas the
concentration of tha variant was higher in peripheral tissues.

Although polymorphisms of th&NAP-25gene have been analyzed as putative risk
factors of numerous psychiatric disorders, conpectiof these variants with
psychological and cognitive functions in healthpjsgts has not yet been investigated.
4 SNPs have been selected for association analydise regulatory regions of the
SNAP-25gene. Genotype and haplotype analysis was caotieth a healthy population
(N = 910) using PCR-based techniques. Significanb@ason was demonstrated
between the haplotypes of the SNPs rs3746544—r81@5bcated in the 3’ regulatory
region and impulsivity endophenotype: participaptsssessing the T-T haplotype
obtained significantly lower scores at the Barhapulsivity Scale compared to subjects
lacking this haplotype. In silico analyses dematstit that the two SNPs are located in
the putative binding site of miR-668, thus funcabeffect of the polymorphisms have
also been studied. Luciferase reporter assay wagedpmnd it was shown that miR-668
can bind to the 3’ untranslated region of SNAP-Phis interaction was most efficient
in the presence of the T-T haplotype, whereasi@aNariants causing 1 or 2 nucleotide

changes in the binding site resulted in a decreeebitory effect.
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