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es az erre alapozott racionalis terdpia kialakitasat.
A theranosticus megkdzelitésnek mar ma is vannak
kézzelfoghato eredményei, és remélhetbleg a jovOben
a klinikai gyakorlatban is alkalmazhat6 megolddsokat
fog nyujtani a pszichiatria tertiletén is.

Adenozin-inozin RNS editing vizsgalata
a zebrahal CAPS1 génjének két izoformajaban

Brauswetter Didna, Elizabeth Ferrick,
Randi Ulbricht, Ronald B. Emeson

Center for Molecular Neuroscience, Vanderbilt University,
Nashville

Bevezetés: Az RNS editing egyik formaja az RNS
molekula poszttranszkripcids adenozin-inozin kon-
verzidja, melyet az ADAR (adenosine deaminases
that act on RNA ) enzimcsaldd katalizal. Ez az enzim
hidrolitikus deaminacio6 soran alakitja at a duplasza-
la prekurzor vagy érett mRNS molekulak adenozin
bazisait inozinna. A legtobb editing site nem-kddolé
szekvenciakban taldlhatd, mint az 5 és 3> UTR ré-
gi0 vagy intron szakaszok, és valdszintileg szerepiik
van az alternativ splicing, nuklearis retencid, RNS
interferencia folyamataban illetve a miRNS-ekkel
vald interakcidban. Ritkabban eléfordulhat a kédo-
16 régioban is. Mivel az inozin az RNS molekuldban
guanozinként viselkedik, igy citozinnal képez bézis-
part. Amennyiben ez a baziscsere az RNS molekula
kodonjdban taldlhato, megvéltoztathatja a képz6d6
fehérje aminosavait, igy véltozast idézve el6 a fehérje
funkcidjaban, mddositva miikodését.

Célkitlizés: Munkdnk soran célul tiiztik ki a CAPS1
(Ca2+-dependent activator of protein secretion)
ismert editing' site-janak vizsgalatat. A CAPS] fe-
herjének kulcsszerepe van a ,large dense core”
vezikulumok:és szinaptikus vezikulumok dokkold-
saban. Kapcsolatot teremt a szinaptikus vezikulum és
a sejtmembran kozott, eldsegitve Ca-dependens fizio-
jukat a neuroendokrin- és az idegsejtekben. A CAPS1
mRNS-e egy ismert editing site-tal (siteA) rendelkezik
a C-termindlis doménben, melynek kritikus szerepe
van a vezikulum membranjaval tértén6 kapcsolatban.
Ez a kodolo régioban taldlhaté konverzié a fehérje
glutamat (GAG) aminosavat glicinre (GIG) valtoz-
tatja, valtozast idézhet el a CAPSI1 funkcidjaban,
a neuroendokrin sejtek miikodésében.

Modszerek: A fehérje ismert editing helyét egy 1j bio-
kémiai modszerrel, az ICE (inosine chemical erasing)
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modszerrel vizsgaltuk zebrahalakban, mely segit
elkiiloniteni a valés adenozin-inozin konverziot a
szekvenalasi hibaktdl vagy SNP-ktdl. Az ICE-modszer
kombindlja az inozin-specifikus cianoetilaciot,
reverz transzkripciot, és a direkt szekvenalas folya-
matat az adenozin-inozin konverzié dektdldsara.
A valés editing site-tal rendelkezd RNS-ek cDNS
amplikonjanak szekvenciaanalizise sordn egy kett0s
adenozin-guanozin csucsot lathatunk a konverzios
helynek megteleléen. 15, 30 és 60 perc akrilonitril
kezelés utan az inozin molekulak specifikus kovalens
modositason esnek at, mely blokkolja az ezt kovetd
reverz transzkripcié folyamatat. A kezelt RT-PCR
amplikonok szekvenciaanalizise soran redukciot ta-
pasztalunk a konverzios hely guanozin csucsaban,
mely az inozint tartalmazo RNS molekula cDNS szin-
tézisében tortént gatlasara utal. Az editinget ADAR2
transzgenikus zebrahalakon is vizsgaltuk.

Eredmények: Munkdnk soran a zebrahal CAPS1 fe-
hérjéjének 11-es és 6-0s kromoszéman (izoforma 1
es izoforma 2) taldlhatd izoformait vizsgaltuk. A vizs-
galat 50 és 77 szazalékos editinget igazolt az izoforma
1 és izoforma 2 esetében. ICE-modszerrel validaltuk
a mar ismert konverzios site-ot, és az izoforma 1
esetében egy Uj lehetséges editing site-ot (siteB) ta-
laltunk (30 szazalékos editing ardnnyal), melynek
létezését a vizsgalt cDNS szakasz klonozasaval és
szekvenciaanalizisével igazoltuk.

Kovetkeztetés: Az altalunk alkalmazott modszer
optimalizalaldsa uj iranyt jelent az editing site-ok
vizsgalataban. A két izoforma eltérd aranyu adenozin-
inozin konverziodja a szekvenciak kiilonbozoségével
magyarazhaté. Bar a két izoforma editing site-ja igen
konzervativ (mindossze egyetlen bazisban kiilonboz-
nek), csak az izoforma 2 esetén talaltunk két editalan-
do helyet. Ezek az eredmények hozzasegithetnek az
ADAR enzim targetjeinek pontosabb azonositasdban.
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