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Bevezetes: A mikro-RNS-ek (miRNS) olyan 20-22 bazis
hosszi nukleinsavak, melyek dontéen hozzdjarulnak a fehér-
jeszintézis szabélyozasdhoz: a mRNS 3\ UTR regidjahoz
kapcsolodva legtobb esetben gatoljak a transzlaciot. Kétéhe-
lytikben szdmos esetben polimorfizmusok helyezkednek el
(miR SNP), melyek a miRNS-mRNS kélcsdnhatas megval-
toztatasa révén hatdssal lehetnek a képz6d6 fehérje mennyisé-
gere. A legtébb miRNS célpontjit azonban még csupén in
silico technikakkal feltételezik, de kisérletesen nem bizonyi-
tottak. Laboratériumunk kozelmultban végzett kutatisa
asszocliaciot mutatott ki a WFS1 gén rs1046322 A/G miR
SNP-je valamint az impulzivits jelleg kézott, ennek alapjan
celul tliztiik ki ezen polimorf miRNS-kétéhely funkcionalis
elemzését in vitro rendszerben. y

Modszerek: A WFS1 gén 3\" UTR régio6jat luciferaz ripor-
ter gén mogeé klonoztuk. A kiilonbozd allélvaridnsokat vala-
mint a kontrollként hasznalt, elrontott felismerd hellyel ren-
delkezé un. seed mutdnst Quick Change iranyitott muta-
genezissel hoztuk létre. A megfelelé konstrukciokkal illetve
miRNS 668-cal HEK293 sejteket transzfektaltunk, és megha-
taroztuk a képzdédott luciferdaz mennyiségét. A miRNS 668
hatasmechanizmusat a transzkripciot gatlo actinomycin-D al-
kalmazasédval elemeztiik.

Eredmények: A kidolgozott sejtes rendszerrel vegzett ki-
serleteink alatdmasztottdk az in silico szekvencia-analizis
eredmenyét. Igazoltuk, hogy a miRNS 668 kétédik a WES
gen 3\ UTR régiojahoz, és befolyédsolja a kepz6do fehérje
mennyiseget. Kimutattuk tovébba, hogy az rs1046322 A/G
polimorfizmus modulélé hatést gyakorol a miRNS 668 beks-
todesere: a tokéletes kotShelyet 1étrehozd G allél esetében az
In vitro rendszerben szignifikdnsan alacsonyabb luciferdz
szint mérhet6. A miRNS 668 hatdsmechanizmusét elemzé
elOkiserletek alapjan feltételezhetd, hogy a szabalyozas rész-
ben a WFS1 mRNS stabilitdsidnak befolyasoladsa révén valo-
sul meg.

Kovetkeztetések: Régota ismert a WFS1 gén mutdcidinak
szerepe a monogénesen Orokl6dd Wolfram-szindroma
(diabetes insipidus, diabetes mellitus, optikus atréfia, siiket-
s€g) kialakitasaban. Ujabb vizsgélatok alapjan ugyanakkor a
gen SNP-i komplex 6roklédésti korképek rizikofaktoraiként
1s azonosithatok. Ezek kézé tartozik a 3\’ UTR-ben elhelyez-
kedod rs1046322 A/G SNP, mely kisérleteink alapjan feltéte-
lezhetéen a miRNS 668 bekotédésének megvaltoztatasa ré-
ven fejti ki bioldgiai hatdsat. I
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Ez a kozlemény a jelenlegi munkank kiindulé pontiaként szolgalo
asszociacio eredményeket tartalmazza, amit in silico és open ar-
ray modszerekkel sikeriilt kimutatnunt.
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A human von Willebrand-faktort (vWF) hasité proteaz
(ADAMTS13) miikédése soran a vWF-multimereket hasitja
erett struktaraju formakra. Amennyiben ez nem megy végbe
megfeleléen, a vWF-multimerek kitapadnak az endothel-
sejtek felszinére, amely a thrombocytak folyamatos aktivalo-
dasat, aggregalodasat és elfogyasat eredmeényezi, ami klinika-
ilag a trombotikus thrombocytopenids purpura (TTP) megje-
lenésével jar. A csokkent ADAMTS 13 enzimaktivitds multi-
faktoridlis betegségekre, Ugymint a HELLP (hemolysis,
elevated liver enzymes, and low platelets) szindréméaban vagy
a kronikus szivelégtelenségben (CHF), szintén jellemzd, ki-
alakulasukban szerepet jatszhat. Az ADAMTS13 gyakori ge-
netikai polimorfizmusai okozhatjik a multifaktorilis beteg-
segekben tapasztalhatd enzimaktivitdis csokkenést. Az
ADAMTS13 t6bb SNP-jét (single nucleotide polymorphism)
haplotipizaltuk azzal a céllal, hogy az SNP-k és a proteo-
litikus aktivitds kapcsolatat feltarjuk.

A publikus SNP adatbézisok eredményeit egyesitettiik és
in silico kapcsoltsagi térképet készitettiink. A kapcsoltsagi
terkép alapjan 112 egészséges, magyar alany ADAMTSI13
genjére kétiranyu allél-specifikus amplifikaciot (ASA) és
restrikcios fragmentum hossz analizist (RFLP) allitottunk be.
Az ADAMTSI13 enzim aktivitiast a FRETS-VWE73 fluoro-
genikus szubsztrattal hatdroztuk meg a gyari protokoll aprobb
modositasai mellett.

Az 1n silico vizsgalat szerint az ADAMTS13 gén harom,
atfedd kapcsoltsagi csoportot tartalmaz kaukazusiakban, A
ketiranytu ASA-RFLP alapt haplotipizalas nagyobb optima-
lizacios eréfeszitéseket igényelt, mint a genotipizalo techni-
kak, de alapvetSen érzékenyebbnek és alkalmazhatonak bizo-
nyult. A vizsgalt SNP-k allelgyakorisdga és a kapcsoltsagi
csoportok jelenléte nem tér el 1ényegesen az altalanos kauka-
zusl €s a magyar populacié kozétt, tehat az in silico nyert
eredmeények interpretalhatok a magyar populaciora. Az
rs2301612 szama SNP reprezentélja a kozeépso kapesoltsagi
csoportot. Az SNP genotipusai linedris Osszeftiggést mutattak
enzim aktivitdsokkal 6sszevetve, az atlagos aktivitas 89+4,3,
9243,5 €s 105+4,5% (SEM) a CC, CG és GG genotipus cso-
portokban (p=0,029 for trend).

Modszereinkkel a jévében tanulmanyozni szeretnénk a
haplotipusok és az ADAMTS 3 proteolitikus aktivitas kézot-
t1 0sszefliggést, amivel a TTP és mas multifaktorialis betegsé-
gek (HELLP szindréma és CHF) patogenezisének eddig is-
meretlen aspektusait vizsgalhatjuk.

Gombos T, Mako V, Cervenak L, Papassotiriou J, Kunde J, Harsfalvi
J, Forhecz Z, Pozsonyi Z, Borgulya G, Janoskuti L. Prohaszka 7-
Levels of von Willebrand factor antigen and von Willebrand fac-
tor cleaving protease (ADAMTS13) activity predict clinical
events in chronic heart failure. Thromb Haemost 2009:
102(3):573-80.

A cikk az ADAMTS13 enzimaktivitds szintek és a CHF siil vossaganak
osszefiiggéseit targyalja, nem tartalmaz genetikai adatokat
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