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A WF51 gén polimorf miRNS kétéhelyének
funkcionalis vizsgalata
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Bevezetés: A mikro-RNS-ek (miRNS) olyan 20-22 bazis
hosszii nukleinsavak, melyek dontSen hozzéjarulnak a fehér-
jeszintézis szabéalyozasdhoz: a mRNS 3\’ UTR regidjahoz
kapcsolodva legtobb esetben gatoljak a transzlaciét. Kotdhe-
lyiikben szdmos esetben polimorfizmusok helyezkednek el
(miR SNP), melyek a miRNS-mRNS kolcsdnhatas megval-
toztatasa révén hatéssal lehetnek a képz6d6 fehérje mennyisé-
gere. A legtébb miRNS célpontjat azonban még csupén in
silico technikéakkal feltételezik, de kisérletesen nem bizonyi-
tottak. Laboratériumunk kozelmultban végzett kutatésa
asszociaciot mutatott ki a WFS1 gén rs1046322 A/G miR
SNP-je valamint az impulzivités jelleg kézott, ennek alapjan
celul thiztiik ki ezen polimorf miRN S-kotohely funkcionalis
elemzését in vitro rendszerben. 3

Modszerek: A WFS1 gén 3\" UTR régiojét luciferaz ripor-
ter gen moge klonoztuk. A kiilénbozé allélvariansokat vala-
mint a kontrollként haszn4lt, elrontott felismerd hellyel ren-
delkez6 un. seed muténst Quick Change iranyitott muta-
genezissel hoztuk létre. A megfelel konstrukcidkkal illetve
miRNS 668-cal HEK293 sejteket transzfektaltunk, és megha-
taroztuk a képzddott luciferaz mennyiségét. A miRNS 668
hatasmechanizmusat a transzkripciot gatlo actinomycin-D al-
kalmazasaval elemeztiik.

Eredmeények: A kidolgozott sejtes rendszerrel vegzett ki-
serleteink alatdmasztottidk az in silico szekvencia-analizis
eredmenyét. Igazoltuk, hogy a miRNS 668 kotédik a WFST
gen 3\ UTR régiojahoz, és befolyédsolja a képz6dé tehérje
mennyiseget. Kimutattuk tovdbba, hogy az rs1046322 A/G
polimorfizmus moduldl6 hatast gyakorol a miRNS 668 beké-
todésere: a tokéletes kotShelyet létrehozd G allél esetében az
in vitro rendszerben szignifikdnsan alacsonyabb luciferaz
szint mérheté. A miRNS 668 hatdsmechanizmusat elemzé
elokisérletek alapjan feltételezhetd, hogy a szabalyozas rész-
ben a WFS1 mRNS stabilitasanak befolyasoladsa révén valo-
sul meg.

Kovetkeztetések: Régota ismert a WFS1 gén muticidinak
szerepe a monogénesen Oroklédd Wolfram-szindroma
(diabetes insipidus, diabetes mellitus, optikus atréfia, siiket-
s€g) kialakitdsdban. Ujabb vizsgalatok alapjan ugyanakkor a
gen SNP-i komplex 6rokl6désti korképek rizikdfaktoraiként
is azonosithatok. Ezek kozé tartozik a 3\ UTR-ben elhelyez-
ked0 rs1046322 A/G SNP, mely kisérleteink alapjan feltéte-
lezhetOen a miRNS 668 bekotddésének megvaltoztatisa ré-
ven fejti ki bioldgiai hatdsat.

Elek. Zs, Brauswetter D, Kovacs-Nagy R, Nagy G, Székely, A,
Somogyi A, Rénai Zs, Sasvari-Székely M. Mikro-RNS-kotohelyek
genetikai variabilitasa és a diabetes mellitus. Magyar Belorvosi
Archivum 2010;63(2):99-103

Ez a kozlemény a jelenlegi munkdnk kiinduld pontjakent szolgalo
asszociacio eredményeket tartalmazza, amit in silico és open ar-
ray modszerekkel sikeriilt kimutatnuni.
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ADAMTS13 gén genetikai polimorfizmus
vizsgalata haplotipizalé technikaval
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A human von Willebrand-faktort (vWF) hasité proteaz
(ADAMTS13) miik6dése sordn a vWF-multimereket hasitja
erett struktiraji formakra. Amennyiben ez nem megy végbe
megfelelden, a vWF-multimerek kitapadnak az endothel-
sejtek felszinére, amely a thrombocytak folyamatos aktivalo-
dasat, aggregalddasat és elfogyasat eredményezi, ami klinika-
ilag a trombotikus thrombocytopeniés purpura (TTP) megje-
lenéseével jar. A csokkent ADAMTS13 enzimaktivitds multi-
faktorialis betegségekre, tigymint a HELLP (hemolysis,
elevated liver enzymes, and low platelets) szindroméban vagy
a kronikus szivelégtelenségben (CHF), szintén jellemzd, ki-
alakulasukban szerepet jatszhat. Az ADAMTS 13 gyakori ge-
netikai polimorfizmusai okozhatjak a multifaktoridlis beteg-
segekben tapasztalhatd enzimaktivitis csokkenést. Az
ADAMTSI3 t6bb SNP-jét (single nucleotide polymorphism)
haplotipizaltuk azzal a céllal, hogy az SNP-k és a proteo-
litikus aktivitas kapcsolatat feltarjuk.

A publikus SNP adatbazisok 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 aktivitdst a FRETS-VWE73 fluoro-
genikus szubsztrattal hatiroztuk meg a gyar1 protokoll aprobb
modositasai mellett.

Az 1n silico vizsgélat szerint az ADAMTS 3 gen harom,
atfedo kapcsoltsdgi csoportot tartalmaz kaukizusiakban. A
ketiranya ASA-RFLP alapu haplotipizalds nagyobb optima-
lizacios erbfeszitéseket igényelt, mint a genotipizalo techni-
kak, de alapvetéen érzékenyebbnek és alkalmazhaténak bizo-
nyult. A vizsgalt SNP-k allelgyakorisdga és a kapcsoltsagi
csoportok jelenléte nem tér el lényegesen az 4ltalanos kauka-
zusi €s a magyar populdcid kozott, tehat az in silico nyert
eredmeények interpretdlhatok a magyar populaciora. Az
rs2301612 szamu SNP reprezentalja a k6zEépso kapcesoltsagi
csoportot. Az SNP genotipusai linedris §sszefiiggést mutattak
enzim aktivitasokkal 8sszevetve, az atlagos aktivitas 89+4,3,
92+3,5 es 105+4,5% (SEM) a CC, CG és GG genotipus cso-
portokban (p=0,029 for trend).

Modszereinkkel a jov6ben tanulmanyozni szeretnénk a
haplotipusok és az ADAMTS 3 proteolitikus aktivitas kézot-
t1 6sszefliggést, 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 sulyossaganak
osszefiiggéseit targyalja, nem tartalmaz genetikai adatokat
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