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Bevezetés

Komplex oroklddesti tulajdonsag vagy rendellenesség kialakula-
saban az oroklott és kornyezeti tényezOk egyarant szerepet jatsza-
nak. Az oroklott tényezok kutatasanal kiilonb6zé polimorfizmu-
sok, mint példaul az egypontos nukleotid variaciok (SNP) és a
fenotipusos jelleg Osszefiiggését szokas vizsgalni. Az SNP-k Kko-
zil a molekularis funkcid6 szempontjabdl igen érdekesek a
mikroRNS-ek kotodését befolyasolo SNP-k (MiRSNP), melyek a
kandians gén 3’ nem kodol6 szakaszaban (3’ UTR) talalhatok. Az
utobbi 1dészak masik, gyakran vizsgalt polimorfizmus tipusa egy
nagyobb kiterjedésti ismétlodési polimorfizmus, a kdpiaszam va-
riacio (copy number variations, CNV).

Mivel mind a CNV-k, mind a miRSNP-k vizsgalata viszonylag 1j,
mérésiikkel kapcsolatban szamos technikai probléma mertl fel. A
bemutatott PhD munka egyik f6 célja ennek megfelelden két
miRSNP ¢és egy CNV vizsgalataval kapcsolatban felmeriil6 mod-
szertani kérdések megoldasa. A beallitott eljarasokat a wolframin
(WFS1) és a SNAP-25 gén feltételezett miRSNP-inek valamint a
glikogén szintetaz kinaz B (GSKB) CNV-jének molekularis gene-
tikai és pszichologiai-pszichiatriai asszociacid elemzésére alkal-
maztuk.

A dolgozat alapjat egy interdiszciplinaris kollaboracios tevekeny-
ség képezi, melyben a pszichologiai és pszichiatriai fenotipusok
jellemzését pszichiater és pszichologus kollégaink végezték. Dok-
tori disszertaciomban az altalam végzett molekularis genetikali
munka kapja a hangsulyt, a vizsgalt fenotipusokkal kapcsolatos
ismereteket csupan roviden kivanom 0sszefoglalni.

Célkitiizés
Két, viszonylag 0j polimorfizmus-tipust vizsgaltunk: a néhany €éve
felfedezett kopiaszam variacid csoportjaba tartozd6 GSK3B gén

CNV-t, valamint a funkcionalis szempontbo6l 01j csoportnak szami-
t0, a SNAP-25 és WFS1 gének kifejezddését feltételezhetéen befo-



lyasol6 miRSNP-ket. A bemutatasra keriilé6 munka konkrét célki-
tlizései a kovetkezOk voltak:

1. A 3-as kromoszoman talalhato, az Nrll2 és GSK3B gént maga-
ban foglalo CNV-t osszefiiggésbe hoztak a major depresszio eld-
fordulasaval, azonban ezzel ellentétes eredmények is sziilettek.
Ezért célul tiiztiik ki a GSK3B gént érinté CNV-k elofordulasi
gyakorisaganak és Kkiterjedésének vizsgalatat kontroll cso-
portban és major illetve bipolaris depresszioval diagnosztizalt
betegek korében.

2. A SNAP-25 fehérje exocitozisban betoltott szerepe felvetette a
SNAP-25 polimorfizmusok lehetséges szerepét kiilonbozo népbe-
tegségekben. Ezért in silico mddszerekkel mikroRNS kotéhely
polimorfizmusokat kivantunk azonositani a SNAP-25 génben,
tovabba célul tiiztiikk ki olyan molekularis genetikai modsze-
rek kidolgozasat, melyek felhasznalhatok a SNAP-25 miRSNP
variansok gyors ¢és megbizhato meghatarozasara.

3. Bar a WFS1 gén mutécioi altal okozott betegség jol ismert
(Wolfram szindroma), a gén polimorfizmusaival viszonylag még
kevesen foglalkoztak. Ezért célul tiztiik ki a WFS1 gén esetle-
ges mikroRNS kotohely polimorfizmusainak in silico azonosi-
tasat, molekularis—funkcionalis vizsgalatat, valamint a kollabo-
racidban vizsgalt pszichologiai jellegekkel (agresszio, impulzivi-
tas, szorongas, depresszid) valo esetleges kapcsolatanak elemzé-
sét.

Modszerek

A vizsgalatokban 432 depresszidban szenvedo, valamint 801
kontroll személy vett részt. A major €és a bipolaris depresszio di-
agnozisa a DSM (Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders) IV. kritériumai alapjan tortént a Semmelweis Egyetem
Pszichiatriai €s Pszichoterapias Klinikajan és a Kuatvolgyi Klinikai
Tomb Klinikai és Kutatasi Mentalhigiénés Osztalyan. A vizsgala-
tokat ¢€s az alairt beleegyezési nyilatkozatokat az Egeszségligyi



Tudomanyos Tandcs Tudomanyos ¢s Kutatdsetikai Bizottsag
(ETT-TUKEB) hagyta jova. A pszichologiai vizsgalatok soran
felhasznalt kérdoivek: Hospital Anxiety and Depression Scale
(HADS), Buss-Perry Agresszié Kérdbiv, Barratt Impulzivitas
Skala.

A DNS mintakat szajnyalkahartya-sejtek dorzsolésével nyertiik, a
DNS izolalasa a feheérjek kisdzasaval illetve a DNS izopropanollal
¢s etanollal torténd kicsapasaval hagyomanyos protokoll szerint
tortént. A CNV ¢és a miRSNP-k genotipusanak meghatarozasahoz
szekvencia specifikus, fluoreszcensen jelolt TagMan probakat al-
kalmaztunk, a detektalas valos idejii PCR-rel tortént. Egyes kisér-
letekben az azonos elven miik6do, miniatiirizalt, nagy hatékony-
sagu OpenArray genotipizald rendszert hasznaltuk. A mikroRNS
kotdhely vizsgalatok pGL3 és pMIR Report vektorok segitsegé-
torténtek. A genetikai variansokat irdnyitott mutagenezissel hoz-
tuk 1étre, a tranziens transzfekciohoz HEK293T sejtvonalat hasz-
naltunk. A relativ luciferaz aktivitas mérés soran a
luminometriaval kapott adatokat fgalaktoziddz transzfekcios
kontrollhoz viszonyitottuk.

Roviditések

SNP: egypontos nukleotid variaciok, mMiRSNP: mikroRNS-ek ko-
todését befolyasoldo SNP-k, CNV: kopiaszam variacié (copy
number variation), GSK3B: glikogén szintetaz kinaz 3B, SNAP-
25: synaptosomal-associated protein, 25kDa WFS1: wolframin
gen



Eredmények

A GSK3B kdpiaszam polimorfizmusa és a depresszio eset-
kontroll vizsgdlata

Irodalmi adatok szerint a GSK3B gént is magaba foglalo CNV a
major depresszio, illetve a bipolaris depresszié rizikofaktora lehet,
azonban az eredmények ellentmondasosak. 410 depresszidoban
szenvedod, valamint 410 kontroll személy vizsgalataval szignifi-
kans asszociaciot (p = 0,00001) mutattunk ki a GSK3B kopia-
szam variansai és a bipolaris depresszio eléfordulasa kozott.
Kimutattuk tovabba, hogy a GSK3B gén 3° végének

~revrs

sul.

MIRSNP-k genotipizdlisa a SNAP-25 génben

A SNAP-25 gén in silico vizsgalataval két olyan SNP-t azonosi-
tottunk (rs3746544 és rs1051312), melyek hatassal lehetnek
MikroRNS-ek kotodésére. Ezen SNP-k genotipus és haplotipus
meghatarozasahoz megbizhato modszereket fejlesztettiink Kki.
Tobb mint 1000 {6 haplotipusat hataroztuk meg, ¢s megallapitot-
tuk, hogy a vizsgalt populaciobol a G—C haplotipus hianyzik.

MIRSNP-k genotipizdalasa a WFS1 génben

In silico vizsgalatokkal két, feltételezett mikroRNS kotéhely po-
limorfizmust azonositottunk a WFS1 génben (rs1046322 és
rs9457). Ezen mIRSNP-k vizsgalatara kétféle genotipizalo
rendszert dolgoztunk ki (PCR-RFLP és valos ideji PCR), me-
lyekkel meghataroztuk a genotipus gyakorisagokat kontroll popu-
lacioban.

Az agresszio és a WSF1 gén miRSNP variansai

801 személy DNS mintain a WFS1 gén 6sszesen 17 db SNP-jét
vizsgaltuk, mely 2 db miRSNP-t foglalt magaba. Valamennyi ge-
notipus eloszlas megfelelt a Hardy—Weinberg-egyensulynak. A
szemelyek pszicholdgiai jellemzésére 3 féle kerdoiv 4 skalajat
hasznaltuk (impulzivitas, agresszid, szorongds, depresszid). A
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meért fenotipusos jellegek ¢€s SNP-k kozti asszociacio analizis
szignifikans (p = 0,0005) osszefiiggést mutatott a kérdoives el-
jarassal mért agresszio mértéke és az egyik miRSNP
(rs1046322) kozott. Ez az eredmény a tObbszoros tesztelésre vald
korrekcid (17 x 4 teszt) utdn is szignifikans maradt.

A WFES1 gén miRSNP-jének funkciondlis vizsgalata

Az 151046322 polimorfizmus in silico adatok szerint megvaltoz-
tatja a miR-668 kotodését: G allél esetében tokéletes a komple-
mentaritas a miRNS ,,seed” szekvencidja ¢s a WFS1 mRNS ko-
zOtt, mig A allél esetén a kotodés varhatoan gyengébb. Ezt a felté-
telezést kivantuk alatamasztani molekularis modszerekkel,
luciferaz riportergén rendszer hasznalataval. Ezért a WFS1 gén 3’
UTR szakaszat (vagy egy kontroll szekvenciat) a luciferaz gén
mogé klonoztuk, majd iranyitott mutagenezissel 1étrenoztuk a ma-
sik all¢lvarianst tartalmazo rekombinans DNS-t. A konstrukcidkat
HEK?293T sejtekbe transzfektaltuk miR-668-cal egyiitt. Eredmé-
nyeink alapjan a WFS1 gén 3’ UTR szakaszahoz kotodoé miR-
668 gatolja a riporter gén transzlaciojat. Bizonyitottuk tovab-
ba, hogy az A varians galto hatasa kisebb, mint a G valtozaté.
Eredményeink igazoljak az rs1046322 SNP funkcionalis szerepét
a WFS1 gén mitkodesében.

Kovetkeztetések

Kiilonb6zo kandidans gének miRSNP-it és CNV-jét vizsgaltuk
egeszséges, illetve major vagy bipolaris depresszioban szenvedd
populaciokban. A GSK3B — irodalmi adatok alapjan — a major
¢s/vagy a bipolaris depreszido kandidans génje, azonban a gént
erintd CNV eseteben eltérd eredmeények sziilettek. Munkdnk soran

szignifikans Osszefiiggést mutattunk ki a BP el6fordulasa és a
GSK3B CNYV variansai kozott. Erdekes modon, a GSK3B 5 végé-

amely esetenként igen magas kopiaszamot is elert. Ennek az érde-
kes kombinacionak egy lehetséges magyarazata a deléci6 miatt
csOkkent GSK3B génexpresszio kompenzaldsa a mikroRNS-sel



torténo gatlas csokkentésével, mely az amplifikalt kotohely miatt
alakulhat ki.

A SNAP-25 és WFS1 gének esetében miRSNP-ket vizsgal-
tunk. In silico elemzésekkel mindkét génben két miRSNP-t azo-
nositottunk. A SNAP-25 esetében ez a két polimorfizmus
(rs3746544 és rs1051312) két miRNS kotddését is érinti €S mind-
0ssze harom bazispar tavolsagban talalhaté egymastol. Ezért ki-
dolgoztunk egy hatékony, valos ideji PCR-en alapulé haplo-
tipizal6 modszert, mellyel tobb, mint 1000 f6 haplotipusat hata-
roztuk meg, és megallapitottuk, hogy a vizsgalt polpulacidébol hi-
anyzik a G—C haplotipus.

A WFS1 gén mutacioirél ismert, hogy nagy részik
monogénes homozigota formaban stlyos neurodegenerativ beteg-
séghez vezet, melyet gyakran kisérnek pszichiatriai rendellenes-
ségek. A betegséget nem mutatd hordozok kozott szintén gyakori
a pszichiatriai korképek megjelenése. Eppen ezért valoszintisithe-
t0, hogy a WFS1 gén polimorfizmusai szerepelhetnek a hangulati
¢s az agresszioval valamint impulzivitassal kapcsolatos pszicho-
logiai jellegek hatterében is, azonban idaig nem sziilettek egyeér-
telml adatok ezen a teriileten. A dolgozatban bemutatott eredmé-
SNP (rs1046322) ¢s az agresszido kozotti Osszefliggést, mely a
tobbszoros tesztelésre tortend (Bonferroni) korrekcid utdn is sta-
tisztikailag szignifikans hatasnak bizonyult. Ezen tilmenden, mo-
lekularis vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a WFS1 gén 3° UTR sza-
kaszaban elhelyezkedd rs1046322 hatassal van a miR-668 kotodé-
sére, azaz molekularis—funkcionalis szempontbol megfelel a
miRSNP kritériumanak.

A betegségekkel asszociaciot mutatd polimorfizmusok funk-
cionalis hatdsainak vizsgalata fontos az adott korkep
pathomechanizmusanak feltérképezése szempontjabol. Amennyi-
ben sikeriil pontositani a genetikai variansok biologiai €s orvosi
vonatkozasu hatasait, ezek az ismeretek elOsegitik a hatékony
prevencio €s terapia kialakitasat.
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