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2  BEVEZETES

A kabitoszer-fliggdség vilagszerte sulyos tarsadalmi €s egészségiigyi probléma. Annak
ellenére, hogy az utébbi években mind Magyarorszagon mind Eurdpan beliil csokkent azok
szama, akik elsO izben probaltak ki a heroint, a fliggdség tovabbra is komoly problémat jelent,
melyet tovabb stlyosbit mas intravénas drogok eldtérbe keriilése. A kabitoszer-fiiggdseég,
mint pszichiatriai rendellenesség bizonyitottan komplex Oroklodési jelleg, igy a genetikai
tényezOkon kiviil a kornyezeti tényezOk, valamint a gén-kornyezet interakciok is fontos
szerepet jatszanak a fliggdség kialakuldsdban. Az utdbbi évtizedek kutatdsabol egyértelmiinek
latszik, hogy a fliggdség kialakuldsanak vizsgélata sordn nem néhany nagyhatasa gént kell
keresniink, hanem sokkal inkdbb tobb, dnmagaban kis hatassal bird polimorfizmus allhat a
hattérben, amelyek egyiittesen hozhatjak 1étre a becsiilt 30-70%-os 6rokolhetdségi aranyt [1].
A drogfiiggdség kialakuldsanak genetikai vizsgalataiban elsdsorban az agyi jutalmazé
rendszer, és a drogok patomechanizmusdban résztvevd utvonalak kandidéns génjeit vizsgaljak
legelterjedtebben. A bemutatdsra  keriild munkdban a dopaminerg rendszer
polimorfizmusainak és a heroinfliggdség genetikai rizikdjanak kapcsolatat vizsgaltam.

Hasonlé megkozelitési médot alkalmaztam a heroinfliggdség kezelésére hasznalt
szubsztiticidos metadon terdpia hatdsossaganak vizsgéalatdban is. Mivel a kezelésbe bevont
betegek terdpias valaszai kiilonbozdek lehetnek, igy a kezelés hatékonysdgat befolyasold
tényezOk keresése és a kezelés koltséghatékonyabba tétele igen fontos részét képezi a
kabitoszer-fiiggdséggel kapcsolatos genetikai kutatasoknak.

A genetikai megkozelités mellett manapsag egyre elterjedtebb a primer sejtkulturak
modellrendszereinek alkalmazasa a komplex jellegek molekularis hatterének feltarasara.
Kiilfoldi tanulmanyutam alkalmaval lehetdségem nyilt egy ilyen modellrendszer beallitasara,
melyben a metabolikus stressz altal kivaltott mRNS és mikroRNS expresszios valtozasokat
vizsgaltuk fibroblaszt modellen. Eredményeink alapjan tgy tiinik, hogy a modell biztato
eredményekkel szolgal és esetlegesen alkalmazhatd lenne a pszichiatriai rendellenességek

molekularis hatterének vizsgalataban is.



DOI:10.14753/SE.2015.1810

2.1. A HEROINFUGGOSEG ES RIZIKOFAKTORALI

., Le kell mondaniok, hogy jol lassanak és jol halljanak. Az
érzékeket és a szerveket megrontjia a gyonyor rettento és aldott
kozvetitdje, az Spium. Etvagy és polgdri jo firadtsdgérzés -
ezekrol is le kell mondani. A szemek gyakorta konnyeznek, a fiil
zug. A targyak, az emberek, a betiik elmosodnak. A szavak, a
hangok  kaotikus  zavarban  bolyonganak a  halloszerv

)

géprészecskéiben.’

Csadth Géza: Opium, 1911.

Vilagszerte emberek millidi élnek valamilyen kéabitoszerrel nap mint nap és sajnos a
problémas kabitdszer-fogyasztas Eurdpaban egyre inkabb elterjedtebb jelenség. A problémas
szerhasznalat az EMCDDA' (European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction,
Kabitoszer ¢és Kabitoszer-fiiggéség Europai Megfigyeldkdzpontja) definicidja szerint
intravénas (i.v.) kabitoszer-hasznalatot vagy az opioidok, kokain és/vagy amfetamin
tartos/rendszeres hasznalatat jelenti. Europaban ez foként az i.v. kabitészer-hasznalatban és
opioidok hasznéalatdban mutatkozik meg. Gondot jelent, hogy a problémas kabitoszer-
hasznalok jelentds hényada politoxikoman (tobbféle drogot egyiittesen hasznald) és
tarsadalombol kirekesztett statuszi. Emiatt a tényleges fogyasztdoi szam becslése
nehézségekbe litkozik. A problémas kabitoszer-hasznalat Eurdpaban jelentések szerint 2-10
esetet jelent 1000 fére vonatkoztatva a 15-64 éves népesség korében’.

A heroin az 6piatok népes csoportjaba tartozik. Az Opiatok csoportjat azon anyagok
alkotjak, amelyeket a makbol (Papaver somniferum) vonnak ki. Ide tartozik tobbek kozott a
kodein, a heroin és a morfium. A morfiumot €s a kodeint a mak szaritott levébdl nyerik, a
heroint viszont mar a morfiumbol szintetizaljak, ezért ez utdbbit fél-szintetikus drogként
tartjadk szamon. Fajdalomcsokkentd hatdsuk miatt egy ideig hasznélatosak voltak a
gydgyaszatban, manapsag azonban jo résziik tiltott szernek szamit, elsdsorban fliggdséget
okoz6 hatasuk miatt.

Az EMCDDA jelentése’ szerint a heroinhasznalatban az utobbi években altalanos

csokkenés mutatkozott Eurdépaban, ennek ellenére Magyarorszagon az injektalas viszonylag

! Honlap: http://www.emcdda.europa.eu/

2 EMCDDA éves jelentés 2011: A kabitoszer-probléma Eurépaban.
http://www.emcdda.europa.eu/publications/annual-report/201 1

> EMCDDA, 2010.
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stabil szinten maradt és tovabbra is szocidlis és kozegészségiigyi problémakat okoz. Az
Europai Unidban még a mai napig ez a szer tehetd feleldssé a kabitoszer-hasznalattal
Osszefliggd megbetegedések és haldlozasok legnagyobb részéért. Kiilon prevalencia becslések
vannak a problémas opioid hasznalatra. Az Europara vonatkoztatott becslések szerint 1000
fore 1-8 eset jut a 15-64 éves népesség korében, ez Magyarorszag esetében kevesebb mint egy
fot jelent. Atlagos prevalencia az Eurépai Unidban és Norvégiaban 3,6-4,4 eset 1000 fére
vonatkoztatva, ami 2009-ben mintegy 1,3-1,4 millié problémdés opioid hasznélot jelentett.
Altalanossagban elmondhaté, hogy az eurdpai opioid-probléma atalakuloban van: a kezelt
opioid hasznalok atlagéletkora nétt, csokkent azonban az intravénas hasznalok aranya. A
herointol eltérd opioidokat hasznaldk és a polidroghasznalok aranya azonban szintén ndvekvo

tendenciat mutat.

2.1.1. A heroinfiiggdség tiinetei és neurobioldgiaja

2.1.1.1. A heroinfiiggéség fizikai és pszichikai tiinetei*

A heroin rendszeres hasznalata fliggdség kialakulasdhoz vezethet. A heroin
(C21H23NOs, diacetil-morfin) egy félszintetikus morfinszdrmazék, amely a szervezetbe
keriilve morfinna alakul. Ez tehet6 feleldssé a kialakult hatasokért, viselkedésekért. A heroint
szintetikus uton — acetildlassal - morfinbol allitjak el6, amelyet 6piumbol vagy makszalmébol
vonnak ki. A morfinnal szemben a heroin hatdsa gyorsabban ¢és erdteljesebben alakul ki
els6sorban a szervezetbe juttatast kovetd gyors periférids metabolizmusa miatt. Felszivas
esetén 1-2 perc elteltével, intravénasan adva azonnal hat. Hatdsara megszlinik a belsd
fesziiltség, a hasznald dnbizalma megnd ¢és elonti az euforikus érzés. Ebben megegyezik a
morfium és a kodein hatdsdval. A hatas idétartama azonban joval rovidebb. Mig az 6pium
vagy a morfium hatisa akar tiz o6ran at is tarthat, addig a heroiné mindossze harom o6ran
keresztiil. A legtragikusabb kiilonbség azonban abban mutatkozik meg, hogy valamennyi
opiumszarmazék koziil a heroinnak van a legerdsebb fliggdséget okozd hatdsa, amely a
folyamatos heroin utani vagyban nyilvanul meg mind fizikai mind pszichikai tlineteket
tekintve.’

A rovidtava alkalmazas sordn a betegek euforikus, nyugtatd hatasrél szamoltak be,
hosszi tdvon alkalmazva gyorsan kialakulod fizikai fliggdség volt a jellemzd tolerancia
kalakuldsa mellett. Azonnali hatdsok kozott emlitendd a lassuld 1€gzés és keringés, a gatlodo

kohogesi reflex, a beszlikiild pupilla, a csokkend latasélesség, viszketés, kitaguld bor alatti

* NIDA (National Institute on Drug Abuse) honlaprol: http://www.drugabuse.gov/publications/drugfacts/heroin;
http://www.drugabuse.gov/sites/default/files/rrheroin.pdf
3 Forras: http://www.tamaszpont.net/index.php/ode/drogenciklopedia/69-drogenciklopedia
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vérerek, ennek kovetkezményeként a felmelegedd bor, a lassuldo emésztérendszeri miikodeés,
mely gyakran székrekedéssel parosul, idonként felléphet rosszullét, hanyas. Magas dézisoknal
el6fordulhat eszméletvesztés, tiladagolds esetén koma, végso esetben 1€gzésbénulds és halal
[2].

Az emocionalis hatdsok sokrétiiek lehetnek. Rendszeres fogyasztok melegségérzetrol,
jO kozérzetrdl, békés érzésrol és megelégedettségrdl szamolnak be. Gyakran tesznek emlitést
mind pozitiv, mind negativ élményekrdl, mint euforia, rosszullét, faradtsag, szédiilés,
koncentraloképesség hidnya, apatia és letargia. Gyakori a magukkal szembeni undor vagy
bliindsség érzete. Egyes személyek ezzel szemben energiaval és erdvel toltddnek fel, foként ha
a szerhaszndlatot megel6zden ki voltak faradva. Gyakori tiinet a lebegésérzés, egyfajta allapot

alom és ébrenlét hataran.

2.1.1.2. A heroinfliggdség neurobiologidja

A szerhaszndlat soran bekovetkezd mezokortiko/mezolimbikus és nigrostriatalis
dopaminerg rendszerek direkt vagy indirekt aktivacidja ugy tiinik, hogy egy daltalanos
neurobiolégiai kovetkezmény [3-5]. A kezdeti dopaminerg rendszerre kifejtett hatasokon tul
rovid-, illetve hosszu tavu szabalyozésbeli valtozasok torténnek az mRNS és fehérje szintjén a
fobb neurotranszmitter rendszerekben [6-10]. Ezek a hosszii tava valtozasok hosszabb
drogmentes iddszak utan is megmaradhatnak, feltételezhetéen szerepet jatszva a kronikus
fliggdségbe vald visszaesésben.

Onadagoldsos és helypreferencids kisérleteket végeztek kiilonbdzd viselkedési
allatmodellekben az euforia és a jutalmazd hatds jobb megértése érdekében [11].
Helypreferencias kisérletekben megfigyelhetd, hogy hozzaszoktatas utan az allat szivesebben
tolti idejét a droghoz kapcsolhaté kornyezetben. Molekularis bioldgiai tanulmanyok
kiilonb6zd szabalyozd mechanizmusokat irtak le, amelyek a szerhasznalat utan a receptorok,
membran transzporterek és a velilk kapcsolatos fehérjék szintjén voltak megfigyelhetdek.
Génmodositassal  létrehozott  egértorzseket tenyésztve  (receptorok, transzporterek
modositasa/kilitése), ezen genetikai modositasok genetikailag ugyan kodoltak lesznek, am a
kutatott fenotipus hianya esetén az alkalmazott drog hatdsa mas neurobioldgiai rendszerek
kompenzalé hatésait tiikrozhetné [12,13]. Emiatt szovet-specifikus KO (knock out,
génkilitott) allatokat tenyésztettek ki [14].
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A heroinfliggdség neuronalis utvonalai a mezokortikolimbikus dopaminrendszer részét
képezik és a ventralis tegmentélis area neuronjaibol eredeztethetéek®. Minden szerfiiggdség
végsO soron ezen a rendszeren, annak kiilonb6zd pontjain hat. A mezolimbikus halézat a
ventralis tegmentalis areabol projekcidkat kiild limbikus struktirdkhoz, mint pl. a nucleus
accumbens, az amygdala vagy a hippocampus. Tovabbi projekciok futnak a prefrontalis,
orbitofrontdlis ¢és anterioir cingularis kéregbe. A mezolimbikus ¢és a mezokortikalis
dopaminhaldzat parhuzamosan miikddik egymassal és mas teriiletekkel interakcioban, egy
ugynevezett tdgabb amygdalat alkot. Ez kiegészil GABAerg neuronokkal a nucleus
accumbensbdl a VTA-ba és a prefrontdlis kéregbe, illetve glutamaterg projekciokkal a
prefrontalis kéregbdl a nucleus accumbensbe és a VT A-ba futdan [15,16].

Az elfogadott drog- és alkoholfiiggdségben alkalmazott farmakoterapias szerek
(metadon, buprenorfin, naltrexon) is opioid receptor ligandok. Az opioid receptor
mechanizmusok az alkohol jutalmazé hatdsaban is szerepet jatszanak, bar direkt
farmakologiai célpont még egyértelmiien nem azonosithat6. Pl. p-opioid receptor génkitiitott
egereknél az alkohol csokkent jutalmazd hatast fejt ki [17]. Stressz-érzékeny agytertiletek,
mint a hypothalamus-hypophysis-mellékvese tengely (HPA — hypothalamo-pituitary-adrenal)
szintén szerepet jatszanak a fliggdség kialakuldsaban és az esetleges gydgyulasban is [18-21].

A heroin aktiv metabolitjai els6sorban a p-opioid (u, d és k) receptorok agonistaiként
hatnak. Habar a heroin lipofil természeténél fogva konnyebben jut at a vér-agy gaton, mint a
morfin [22], szervezetbe keriilése utan gyorsan metabolizalodik eldszér 6-monoacetil-
morfinnd (6-MAM), majd tovabb morfinnd. Ezen farmakoldgiai tulajdonsagok alapjan
elmondhat6, hogy a heroin hatdsa elsOsorban metabolitjai altal manifesztalodik [23].
Altalanossagban a morfint tartjak a heroin hatés kifejez6déséért felelds metabolitnak, azonban
a 6-MAM joval korabban jelenik meg a heroin metabolikus Utjaban ¢és nagyobb
hatékonysaggal stimuldlja a p-opioid receptorokat [24]. A heroin és metabolitjai szerepének
tisztazasara egér vérben, illetve agyszovetben elvégezték a koncentraciok felmérését
szubkutan heroin adagolasa utan [25]. Alacsony heroin és magas 6-MAM szinteket figyeltek
meg mind vérben, mind az agyban, felthetden a heroin magas vérbeli metabolikus ratajanak
koszonhetden. A heroin agyi metabolizmusa joval lassabb és feltételezhetden nem ez okozza
az alacsony agyi heroin €s magas 6-MAM szintet. A metabolizmus hatterében igy feltehetéen

a heroin magas vérbeli metabolikus ratdja all, amely magas 6-MAM koncentracidohoz vezet. A

% Neuropsychopharmacology: The Fifth Generation of Progress. Edited by Kenneth L. Davis, Dennis Charney,
Joseph T. Coyle, and Charles Nemeroff. American College of Neuropsychopharmacology 2002
http://www.acnp.org/Docs/GS5/CH95_1357-1366.pdf
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6-MAM relativ magas vér-agy permeabilitdssal rendelkezik, amely igy magas agyi
koncentracidja révén kozvetiti a szervezetbe juttatott heroin hatasat.

Az aktiv metabolitok az agyi p-opioid receptorokhoz kapcsolodva (pl. substantia
nigra, nucleus accumbens ¢és ventralis tegmentalis area interneuronjai) csokkentik a GABAerg
gatlast a dopaminerg idegsejteken [26]. Ennek eredményeképp dopamin szabadul fel és jut a
szinaptikus résbe [3,27], ahol pre- és posztszinaptikus dopaminerg receptorokkal 1ép
kapcsolatba. Emberek esetében a stressz is fontos tényezének szamit a drogfiiggdség terén,
hiszen fokozza a drog utdni vagyat. Egy tanulmanyban a stressz-indukalta HPA tengely
aktivitas képes volt a visszaesés elorejelzésére, igy a stressz nem csak a szer utani sovargast
ndveli, hanem fiiggetlen modon a visszaesés elérejelzésére is szolgal [28].

A szer hatasara kialakul6 euforikus érzés nagymértékben hasonlit a természetes bels6
euforidhoz, mely a mindennapos cselekvések sordan alakul ki (pl. sport, taplalkozés). A
folyamat lényege, hogy a taplalkozasra vagy a szexudlis aktivitdsra ismételten vagyakozzunk,
s igy a lét-, illetve a szaporodason keresztiil a fajfenntartds biztositva legyen. Rhesus
majmoknal végeztek el egy kisérletet, melynek soran a nucleus accumbens agyi teriiletére
elektrodat iiltettek [29], melyet az allat egy pedal segitségével miikkodésbe hozhatott, s a
hasznalt impulzus hatdsdra olyan érzelmi allapot alakult ki, mely feliilirta a 1étfontossagi
folyamataikat is, mint pl. a taplalkozas, s ez a fajta ,,6romszerzés” valt els6dlegessé, mely
egyes esetekben az allat éhhaldl tutjan bekdvetkezett pusztuldsdhoz vezetett. Sajnos
heroinfiiggdk esetében hasonld probléma alakul ki, hisz a szer utani vagy valik elsédlegessé
¢s minden egyéb csak masodlagos.

Nemcsak a létfenntartast szolgaldo belsé ingerek, mint pl. a taplalkozads, hanem
kutatasok szerint a kiilonb6z0 illatok is a limbikus rendszerben fejtik ki hatasukat. A bulbus
olfactoriusban szintén dopamin szabadul fel elektromos ingerlés és kabitdszer, példaul az

ecstasy hatéasara [30].
2.1.2. A heroinfiiggoseég pszichiatriai vonatkozasai

A heroinfliggéség is egy komplex betegség, hiszen a genetikai tényezOkon kiviil a
kornyezeti faktorok is befolyasold erdvel birnak. A kutatds soran alkalmazott diagndzis
felallitdisa a Mentalis zavarok diagnosztikai és statisztikai kézikonyvének negyedik kiadasa
(DSM-IV - Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders [Vth Edition, American
Psychiatric Association, 1994) szerint tortént, amely kézikonyv alapjan a fliggdség a
rendellenes viselkedést kiilonitettek el: a szertilhasznalatot, azaz abuzust (Substance Abuse)

¢és a szerfiiggdséget (Substance Dependence), melyek kozott a fokozati kiilonbségek miatt
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nehéz a megkiilonboztetés. A szerhasznalati zavarokban szerepet jatszo anyagok kozé tartozik

az alkohol, a kokain, a marihudna, a heroin, az ecstasy, a crack, a ketamin, tovabba a koffein

crer

jelenléte sziikséges. A DSM-IV fliggéségre vonatkozd kritériumai az 1. tablazatban

olvashatoak.

1. tablazat - A pszichoaktiv szerfiiggéség kritériumai a DSM-IV alapjan.

A szer hasznalatanak maladaptiv mddja, mely klinikailag jelentés karosodashoz vagy

zavarhoz vezet, ami a kovetkezo tiinetek formajaban jelentkezhet és koziiliikk ugyanabban a
12 hénapos idészakban legalabb 3 jelen van:

a szer jelentésen fokozott mennyiségeinek az igénye a kivant hatas elérése

| Tl | ERE vy

a szer azonos adagjanak folyamatos hasznalata esetén jelentdsen csokken a
hatas

a szerrel kapcsolatban jellegzetes megvonasos szindroma

vagy

ugyanolyan (vagy hasonlo) szer bevétele a megvonasi tlinetek csokkentésére
vagy elkertilésére

2. Megvonas

3. A szert gyakran nagyobb adagokban vagy hosszabb ideig szedik, mint eredetileg szandékoztak

4. Allando kivansag vagy sikertelen kisérletek a szerhasznalat abbahagyasara vagy
kontrollalaséara

5. Jelent6s 1d6 és aktivitas iranyul a szer megszerzésére, a szer hasznalatara vagy hatasaitol valo
megszabadulasra

6. Fontos szocialis, foglalkozasi vagy rekreacios tevékenységek feladasa, vagy csokkentése a
szerhasznalat miatt

7. A szerhasznalat folytatasa olyan alland6 vagy visszatérd fizikai vagy pszichologiai problémak
megléte ellenére, amirdl tudja, hogy valosziniileg a szerhasznalat okozza vagy sulyosbitja

A DSM 2013-as 1j kiaddsdban (DSM-V) a szertulhasznalat ¢és fliggdség egy kozos
szerhasznalati zavar kategoriat képez, melyben az enyhétdl a sulyos fokozatig pontozhat6 a

betegség, ezaltal a két nehezen elkiilonithetd fenotipus egy k6zos skalara kertilt.
2.1.3. Kornyezeti rizikofaktorok

Az 1960-as évek oOta, habar elszortan, de tobb kutatd is hangstulyozta, hogy fontos
szerepet jatszik a kornyezet, amelyben a drogot kiprobalja valaki. Egy dramai példa erre a
3,4-metiléndioxiamfetamin (MDMA), amelyet foleg klubokban és partikon hasznalnak. Vagy
a kannabisz, ami igen elterjedt, f6leg a fiatalok kdrében.

Mostandig kevés informacionk volt rola, hogy a kornyezet hogyan képes
megvaltoztatni a kabitdszer iranti fogékonysagot. A kornyezet fizikai tulajdonsdgainak

valtozasa (pl. allatkisérletekben a ketrec alakja/mérete, az alom tipusa) ugy latszik erds
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hatdssal van a drognak a viselkedésre kifejtett hatdsara, azonban tovabbi kutatasok
sziikségesek a fliggdséget befolydsold kornyezeti tényezok vizsgalatara.

A kornyezet 3 fobb uton befolyasolhatja a fiiggdséget okozd drogokra adott valaszt
[31]. Egyrészrdl egy rosszabb élettapasztalatokkal rendelkez6 egyén sokkal kénnyebben valik
a drog rabjava vagy esik vissza a fliggdségbe (viszont mas élettapasztalatok pont ellenkezdleg
hatnak). Masrészt az ingerszegény kornyezet is hozzdjarulhat a drog utani vagy
kialakuldsdhoz még hosszl, drogmentes iddszak utan is. A harmadik ut, hogy a kozvetlen
kornyezet 6nmagaban is befolyasolhatja az adott drog altali magatartasbeli, személyes ¢&s

Onjutalmazo hatast, ezaltal pedig a drog 4jboli hasznalatara sarkall.

2.1.4. A heroinfiiggoség és a dopaminerg rendszer

A dopaminerg utvonalak megismerd, avagy kognitiv, illetve végrehajtd, azaz exekutiv
folyamatok széles skalajat befolyasoljak, mint pl. memoria, tervezési, dontési funkciok a
prefrontalis kéreg aktivitasa altal [32], vagy jutalmazd és Onmegerdsité mechanizmus a
limbikus rendszer altal [33]. Az Onmegerdsitd rendszer miikkddéséért a DRDI1, DRD2 és
DRD3 dopamin receptorokat tartjak felelésnek, igy ez a teriilet erdsen kutatottd valt. A
dopamin receptorokat két tipusba soroljdk az adenilat ciklazra gyakorolt hatasuk alapjan. A
D1-szerti receptorok (D1-es €s D5-6s) novelik, mig a D2-szeriiek (D2-es, D3-as és D4-es)
csokkentik az intracelluldris cAMP-szintet. Az emberi dopamin receptorok mindegyikének
szdmos genetikai varidnsa létezik, koziilikk a D4-es receptor (DRD4) rendelkezik a legtobb
valtozattal [34].

A dopaminerg rendszer kulcsszerepet tolt be az agy jutalmazd és Onmegerdsitd
mechanizmusaban [35]. A dopamin kiilonb6zé drogok hasznélata esetén szabadul fel,
ugymint a nikotin, kokain, marihuéna és az Opiatok. A kannabisz mellett a heroint tartjak
felelésnek a mezolimbikus dopamin-tovabbité rendszer aktivaldsaért, amelyet egy p-opioid
receptor mechanizmus vezérel. Miutan a heroin morfinnd alakul a szervezetben, p-opioid
receptor antagonistaként viselkedik. A ligandkotés csokkenti az interneuronokbol
felszabadul6 GABA mennyiségét, igy csokkentve annak dopaminerg neuronokra kifejtett
gatlo hatasat. Az igy létrejovd gatlas gatlasanak eredményeképp megnd a szinaptikus
dopaminszint és bedll az euforikus érzés [36]. A jutalmazasi rendszerben fellelhetd egyedi
kiilonbségek befolyasoljdk a szervezet droghasznélatra adott valaszat, emiatt a jutalmazasi
rendszerben résztvevd neurotranszmitter rendszerek — kiilondsképpen a dopamin — genetikai

variansai a szerfiiggdség kiemelt kandidans génjeinek szamitanak.
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2.1.5. A heroinfiiggoség genetikai rizikofaktorai

Epidemiologiai kutatasok szerint a szerhasznalati zavarok, ugymint heroinfliggdség
vagy stimulansok hasznélata esetén 30-70%-ra becsiilhetd az 6roklstt faktorok ardnya [37,38].
Alkoholfiiggéségnél ez 50-60%-ra becsiilhetd [39] és kb. 50% nikotinfliiggdség [40] és
kannabiszhasznalat [41] esetén. Az 6rokolhetoség, amely adott fenotipus esetén a fellelhetd
variancia genetikai faktorok altal megmagyarazhatdé részére utal, ikervizsgalatokbol
jobb megértését. Ehhez azonban a genetikai tényez6kon kiviil a kornyezeti tényezdk és a gén-
kornyezet interakciok vizsgalata is elengedhetetleniil sziikséges. Az utdbbi évtizedek kutatdsai
alapjan azonban elmondhatjuk, hogy még mindig rengeteg a megoldatlan kérdés ezen a
teriileten [42]. Eppen emiatt a diagnosztikai kritériumok folyamatos pontositasa is nagyobb
figyelmet kapott. A leglijabb trend a klasszikus betegség kategéridk hasznalata helyett a
skalazas fontossagat hangsulyozza, ez megfigyelhet6 a legijabb diagnosztikai kézikonyvek
esetén is, mint pl. a 2013-ban kiadott DSM-V'.

A lehetséges genetikai rizikofaktorok felderitésére manapsdg két 6 modszert
esetlegesen szerepet jatszd fehérjekddold gének variansait fedhetjiik fel. Neurobioldgiai
hipotézisekre hagyatkozva a pszichiatriai betegségek leggyakrabban vizsgalt kandidans génjei
a monoamin (dopamin, noradrenalin, szerotonin) receptor és transzporter gének. A masik
vizsgalati mddszer a teljes genom vizsgélataval, elére felallitott hipotézis nélkiil, specifikus
kromoszoma régiokat derit fel, amelyek kapcsolatba hozhatdak a betegséggel. Kapcsoltsagi
vizsgéalatok marker polimorfizmusokat vizsgalnak az egész genomra kiterjedéen a
betegséghez valodszinliséggel kothetd kromoszoma régiok azonositdsa céljabol. Egy erds
genetikai hatds egy monogénes betegség esetén viszonylag konnyen detektalhatd, azonban
komplex betegségek esetében, ahol tobb, kisebb hatasti gén jatszhat szerepet, kisebb
hatékonysaggal folyik a rizikofaktorok azonositdsa. A genom-szintli asszociacid vizsgalat
(GWAS — Genome-Wide Association Studies) a teljes genom vizsgélatok jelenleg
alkalmazott moddszere. Ez a modszer tobb ezer beteg és kontroll személy mintdinak
segitségével igyekszik felderiteni a lehetséges rizikdfaktorokat [43]. Mindkét modszer
esetében sziikségesnek latszik meta-analizisek alkalmazasa a statisztikai erd noveléséhez,
ugyanis az egyes vizsgalatok alacsony mintaszdmukbdl kovetkezéen Onmagukban nem

képeznek megfeleld bazist egy kisebb hatas kimutatasahoz.

7 Forras: http://www.dsm5.org/Pages/Default.aspx
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Az els6 drog- (polidrog-) fiiggdséget vizsgald GWAS tanulmany kevesebb, mint 1500

SNP polimorfizmust vizsgalt eurdpai-amerikai ¢és afroamerikai drogfiiggd betegek mintait
hasznalva [44]. A kandiddns kromoszéma régiokhoz tartozott a BDNF (brain-derived
neurotrophic factor) és az ADH3 (alkohol-dehidrogendz 3). Ekkora markerszdm
természetesen nem volt elegendd az egyes gének azonositasara, ezért a kutatok kromoszéma
régiokra kovetkeztethettek. Ezen régiok koziil néhany a korabbi kapcsoltsigon alapuld
genomvizsgalatok esetén is eldkeriilt mar [44-48] foként alkoholfliggdségben ¢s
természetesen néhany 1j 16kusz is figyelmet kapott. Ezt a vonalat kovetve szadmos tanulmany
sziiletett a marker SNP szdmot 1500-r61 1 millidra novelve [49-54].

A kiilonbozd fiiggdségek GWAS vizsgalataibol is egyértelmiien latszik, hogy a
genetikai hatterek kozott jelentds az atfedés. Nikotinfiiggdségben végzett GWAS vizsgalat
eredményei [54-56] nagy atfedést mutattak 4 kordbbi drogfiiggdséggel kapcsolatosan végzett
GWAS tanulmany eredményeivel. Metamfetamin fliggdségen végzett GWAS [57] esetén
hasonl6 atfedést figyeltek meg a pozitivan asszocialé gének ¢és egyéb drogfiiggdségben
végzett kutatdsok eredményei kozott. Sejtadhézioban szerepet jatszé molekuldk, enzimek
génjei; transzkripci6 szabalyozasban, sejtszerkezet fenntartasban résztvevd gének; RNS, DNS
¢s fehérje modositd gének feliil reprezentaltattak ezekben a kutatdsokban. A CSMDI1 (CUB
and Sushi multiple domains 1) és a CDH13 (cadherin 13) gének is idetartoznak, amelyek a
leggyakrabban azonositott gének a drogfliiggdség GWAS vizsgalataiban [58]. Ezek az
eredmények a fliggdség kdzos neurobioldgiai hatterének hipotézisét erdsitik, amely a jovobeli
kutatasok egyik irdnyvonalat képezhetné.

Kifejezetten oOpiatfliggdségben is szamos kutatocsoport végzett mar kapcsoltsagi
vizsgélatot. Egy 393 csaladot magaban foglaldo vizsgalatban 5 kromoszoma régiot
azonositottak Opiatfiiggéséggel kapcsolatban [59]. Két régid6 a 17-es kromoszoman
szignifikans kapcsoltsagi eredményt adott. Egy masik, 296 csalddot magaban foglalo
tanulmany a 14q kromoszéma régié €s az Opiatfliggdség kozott mutatott ki kapcsolatot egy
hispan populaciéban [60]. Han kinai populécidban a 4-es és 17-es kromoszomak egyes
régiodival taldltak kapcsolatot [61]. Egy eurdpai-amerikai metadonkezelés alatt 4116, kordbban
heroinfiiggd populacion végzett teljes genom vizsgéalatban a legerdsebb asszociacidt két
intergenikus varians (rs965972, rs1986513) és egy intronikus SNP (rs1714984 a miokardin
génben) esetében figyelték meg [62].

Tovabb sziikitve a kort, a dopaminrendszer és a heroinfiiggdség [63], illetve egyéb
illegélis szerhasznalat [49,50] kozott is végeztek GWAS vizsgélatokat, &m nem talaltak
szignifikans SNP-fenotipus asszociaciot. A dopamin receptor gének, mint genetikai markerek

¢és a szerhaszndlat kozti asszociacio hidnya azonban a GWAS modszer korlatait is jelezheti,
16



DOI:10.14753/SE.2015.1810

hiszen a klasszikus eset-kontroll vizsgalatokban a dopaminerg rendszer génjei a
legjelentdsebb kandidans géneknek szamitanak.

Neurobioldgiai modellek a monoamin rendszeren beliil elsésorban a jutalmazasi
rendszer jelent0ségét hangsulyozzdk a fliggdséggel kapcsolatosan, ahol a mezolimbikus
dopaminerg utvonalak mas stimulalé €és gatld neurotranszmitter rendszerekkel is interakcioba
lépnek [64]. A kiilonb6z6 drogok ezen rendszer kiilonb6zé pontjain hatnak, am
végeredményként ugyanaz az emelkedett dopaminszint figyelheté meg a nucleus
accumbensben [64-66].

A heroinfliggdség kialakulasaval kapcsolatban felmeriild lehetséges rizikofaktorok
kozott tobb géncsalad résztvevoit is megtalaljuk. Az els6 nagyobb csoportba az opioid
rendszer génjei, ezen beliil is elsdsorban az opioid receptorok génjei tartoznak, melyek koziil
talan a legfontosabb a p-opioid receptor. Ez egy G-protein kapcsolt receptor, amely mind a
morfin, a heroin és a metadon molekulédris célpontja, fontos szerepet jatszva az opioid
tolerancia és fliggdség kialakulasaban. Korabbi tanulmanyok pozitiv asszociaciét mutattak ki
a gén l-es exonjaban talalhatdo rs1799971 (Asn40Asp) SNP és az oOpiatfiiggdség kozott
kiilonb6zé populaciokban [67-69], habar mas kutatasokban nem taldltak asszociaciot a
betegséggel [70-74]. Ebbe a csoportba tartozik még a prodinorfin (PDYN) gén. Az altala
kodolt fehérje endogén opioid peptidek (neoendorfin, dinorfin, leu-morfin) prekurzora,
amelyek a kappa-opioid receptorokhoz kotédnek nagy affinitassal. A gén polimorfizmusai
elsdsorban kokainfiiggdséggel mutattak asszocidciot [75,76]. A HPA tengely génjei koziil
kiemelendé a melanokortin receptor 2-es tipusa (MC2R — Melanocortin receptor type 2).
Szamos fizikai és pszichologiai esetben, mint a PTSD (posttraumatic stress disorder,
poszttraumas stressz szindroma) [77], az Alzheimer-kor [78], a major depresszid vagy
kiilonbozd stresszorok [79,80], a HPA tengely nem megfeleld mitkodését figyelték meg.
MC2R SNP-k sorat és haplotipus kombindcidikat vizsgaltak heroinfliggdséggel kapcsolatban
[81], melynek soran az rs2186944 SNP és 4 SNP haplotipus kombinacidja bizonyult
védofaktornak a heroinfliggdség kialakulasaval szemben.

A kovetkezd és szdmunkra legfontosabb géncsoport a dopamin és szerotonin
utvonalak génjei, amelyek koziil az altalunk vizsgalt kandidans gének is kikeriiltek. Az agy
legtobb dopaminerg neuronja a mezenkefalonbol ered é€s fut tovabb az agy kiilonbozo
teriileteire. Ezek a projekciok 3 fO0 tutvonalba rendezddnek [82]: 1) mezostriatalis; 2)
mezolimbikus; 3) mezokortikalis. A mezostriatalis a motoros kontrollért felelds, zavara esetén
a motoros mozgas sériil, pl. Parkinson-kor esetén [83]. A mezolimbikus dopaminerg rendszer
szerepe elsdsorban a motivalt viselkedések szabalyozasdban nyilvanul meg, ide tartozik a

jutalomkeresd viselkedés is. Ezen rendszer zavara tobbek kozott depresszid, skizofrénia és
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szerhasznalati zavar esetén figyelhetd meg [84]. A mezokortikalis dopaminerg idegsejtek
befolyasoljak tobbek kozott a munkamemoriat (rovidtdvi memoridn alapuld tervezési,
céliranyos viselkedések) €és a kognitiv alkalmazkodd-képességet [85,86]. A kortikalis régio
D2-es ¢és D4-es receptorai a kognitiv rugalmassag €s a dontéshozé képesség esetén mertiltek
fel, mint lehetséges szabalyozok [32,86]. Szintén a dopamin-szerotonin utvonalhoz tartozik a
triptofan-hidroxildaz (TPH), melyr6l korabban azt gondoltdk, hogy egyetlen gén kddolja,
azonban 2003-ban leirtak egy izoenzimet (TPH2) kddold gént [87]. Mivel a TPH asszociéciot
mutatott alkoholfiiggéséggel [88], feltételezhetd volt, hogy a TPH2 is asszociaciot mutat
fliggdséggel, amely heroinfiiggéséggel kapcsolatosan be is bizonyosodott [89]. A szerotonin
bioszintézisben vagy neurotranszmisszioban résztvevd gének koziil tovabbi gének is
asszocialtak kiillonbozo fiiggdségekkel. A szerotonin receptorok, mint az 5-HT2A [90-92] ¢és
5-HT1B [93] asszociacidt mutattak szerfliggdséggel. A metabolizaldé enzimek kozé tartozo
monoamino-oxidaz A (MAO-A) drogfliggdséggel [94], mig a szerotonin transzporter (5-
HTR) ismétlédd polimorfizmusa heroinfiiggéséggel [95,96] és alkoholizmussal [97-100]
mutatott szignifikdns asszocidciot.

A kandidans gének vizsgalata soran leggyakrabban kutatott genetikai polimorfizmusok
a valtozd szdmu tandem ismétléddések, avagy VNTR-ek (variable number of tandem repeats)
¢s az egypontos nukleotid varidciok, avagy SNP-k (single nucleotide polymorphisms). Az

altalunk vizsgalt dopaminerg polimorfizmusokat az aldbbiakban ismertetem.

2.1.5.1. A dopamin D2-es receptor

A dopamin receptorok a G-protein kapcsolt receptor csalad tagjai kozé tartozo
makromolekulak. A D2 receptorokat kifejezett figyelem Gvezi, mivel nagy affinitassal és
specificitassal kotik a gyogyaszatban is alkalmazott antipszichotikus drogokat. Az emlds
kozponti idegrendszerben fontos szerepet tolt be a dopamin, mint neurotranszmitter, mivel
olyan folyamatokért felelds, mint a motivacid, az érzelmi stabilitds vagy pl. az agyalapi
peptidszekrécio szabalyozasa. E sokrétii feladatok ellatdsara két dopamin receptor
specializalddott: a D1 és D2, melyek ligandspecificitasuk és a G-protein-medialt masodlagos
hirvivd rendszerekre vald hatdsaik alapjan kiilonitheték el. A DRD2 gént rengeteg
fenotipussal hoztak kapcsolatba, gy mint a skizofrénia, az alkoholizmus, az ADHD, a

depresszio és a heroinfiiggdség.
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A dopaminerg rendszer genetikai polimorfizmusai koz¢ tartoznak tobbek kozott a
nucleotide polymorphism) és hosszisag polimorfizmusai (VNTR — variable number of
tandem repeats). Az egyik legbehatobban vizsgalt kandidans gén a dopamin D2-es receptor
(TaqlA, TaqlB, TaqlID) ezen régid Taql enzimmel torténd restrikcids hasitdsa soran. Az elsd
vizsgalatok a TagqlA polimorfizmus Al (ritka) alléljdnak szerepét hangsulyoztak
szerfliggdségben: alkoholizmusban [101] és heroinfiiggéségben [102]. Az eredmények
replikdldsa nem minden esetben volt sikeres [103,104]. 2004-ben fény deriilt arra, hogy a
TagqlA restrikcios fragmentum hossz polimorfizmus, avagy RFLP (restriction fragment length
polymorphism) valgjaban a DRD2 gén el6tt talalhatd ANKKI1 (ankyrin repeat and kinase
domain containing 1) nevezetli szerin-treonin kinaz gén 8-as exonjaban helyezkedik el 10
kilobazis tavolsigra a DRD2 géntdl [105]. A TaglA SNP az ANKKI-en belill egy
aminosavcserét okoz (Glu713Lys), amely gy tlinik, hogy a szubsztratkotés sajatossagat
szignifikans modon befolyasolja. Az ANKKI1 gén fehérjetermékét, mint az NF-kB (Nuclear
Factor-KappaB) transzkripcidés faktor negativ szabdlyozdjat irtdk le [106]. AZ ANKKI1
fehérjét nemrégiben human asztrocitdkban és egér gliasejtekben is detektaltak, egy tanulmany
a DRD2/ANKKI1 interakciojat és ezeknek agyfejlodésben betdltott esetleges szerepét
hangsulyozta [107].

Az NF-xB éltal szabdlyozott gének expresszido szintjét a TaglA varidnsainak
fliggvényében vizsgaltdk in vitro luciferaz rendszerben, €és Osszefiiggést talaltak a varians
jelenléte és az expresszioszintje kozott [108]. Mivel a DRD2 gén expresszidja is egy NF-xB
altal szabalyozott mechanizmus [109,110], feltételezhetd, hogy az ANKK1 varians indirekt

befolydsolja a DRD2 receptor siiriségét. Fiiggetlen tanulmanyok csdkkent D2 receptor

¥ Forras: SE — Orvosi Vegytani, Molekularis Biologiai és Patobiokémiai Intézet, belsé prezentacios anyag (drd2.ppt)
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stiriséget mutattak ki a ritkédbb allélt hordozok korében [104]. Mindemellett a TaglIA a TagIB

SNP-vel is kapcsoltsagban van, amely szintén a striatalis dopaminreceptor stiriséggel hozhato
kapcsolatba. A TagIB ritkabb allélja (amely a TagqlA ritkdbb alléljaval kapcsolt) ismételt
vizsgalatokban is asszocidciot mutatott alacsony D2 receptordenzitassal [111,112]. Az is
lehetségesnek latszik, hogy maga a TaglA SNP minddssze markere mas, fliggéségben
funkcionalisan haté dopamin D2-es varidnsnak, mint pl. a TaglA-hoz szorosan kapcsolt
TaqIB polimorfizmusnak [113].

Egy masik érdekes hipotézis kifejezetten a dopamin receptorok siiriség csokkenésén
alapszik, mely hipotézis a ,Jutalomhidnyos szindroéma” (Reward Deficiency Syndrome)
leirdsaval egyiitt jelent meg [64]. JOl ismert tény, hogy alapesetben a dopamin
felszabadulasakor a szinaptikus résbe keriil, ott dopamin receptorokhoz kdotodik és
stresszcsokkentd, euforikus hatast valt ki. A “Jutalomhidnyos szindroma” alacsonyabb
nyugalmi dopaminszinttel jellemezhetd az elégtelen receptor siirliségnek, illetve a szignalut
csOkkent érzékenységének koszonhetéen, melynek kovetkeztében az euforikus érzés
kialakulasdhoz adott mennyiségli dopaminra van sziikség. Ez elérheté mind drogok vagy
alkohol fogyasztdsaval, mind egyéb Oromérzetet okozd cselekvésekkel, mint pl. a
szerencsejaték vagy akar a sport. Allatokon végzett kisérletek szintén alatamasztjak a DRD2
drogfiiggdségben betoltott szerepét, mivel a D2-es receptort nélkiiloz6 knock-out (KO)

egerekben elmaradt az dpiatok okozta jutalmazoé hatas [114,115].

2.1.5.2. A dopamin D4-es receptor

A legkutatottabb gének kozé tartozik a dopamin D4-es (DRD4) receptor gén is.
Kabitoszer-fliggdséggel kapcsolatos vizsgalatat indokolja, hogy a DRD4 gén polimorfizmusai
Osszefiiggenek olyan, a kabitoszerfliggdknél gyakran eléforduld és a kabitdszer-fiiggdségre
hajlamositd jelenségekkel, mint az Ujdonsagkeresés vagy a gyermekkori figyelemhidnyos
hiperaktivitasi zavar (Attention-Deficit Hyperactivity Disorder, ADHD). Ezen polimorf
dopamin receptor tobb mint 200 SNP-vel és jonéhany VNTR-rel rendelkezik. A 48 bazisparos
(bp) ismétlédeést tartalmazo hosszusag polimorfizmus egy exonikus varidns, mely a receptor
harmadik intracellularis hurkdnak méretét valtoztatja és ezaltal feltehetden a jelatvitel
hatékonysagat is befolyéasolja [116]. Ezen varians 7-es ismétlédést tartalmazo allélja ugy
tinik, hogy csokkent érzékenységet mutat a dopamin irant a 4-es ismétlddést tartalmazd
allélhoz viszonyitva [117] és Ujabb keletli neurobiologiai eredmények szerint nem képez a

striatumban heteromereket a D2 receptorokkal [118].
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A DRD4 gén tilnyomorészt a prefrontélis kéregben expresszalodik, &m pszichiatriai
genetikaban is a gyakran kutatott gének kozé tartozik. A 48 bp VNTR génexpresszidban
betoltott szerepét feltételezte egy tanulmany, amelyben a 7-es ismétlddés csokkent RNS
stabilitassal jart egyiitt in vitro koriilmények kozott [119].

A DRD4 gén promoterében taladlhatd egy 120 bp hosszu szakasz, amely egyszer vagy
kétszer ismétlédhet. A 120 bp VNTR in vitro vizsgalata azt mutatta ki, hogy a duplikalt forma
alacsonyabb transzkripcios aktivitassal bir az egyszeres ismétlodésti formahoz viszonyitva

[120].

2.1.5.3. A katekol-O-metiltranszferaz

A katekol-O-metiltranszferaz (COMT) gén a 22-es kromoszomén helyezkedik el
(22q11) és a dopamin centralis ¢s periférialis katabolizmusaért felelds, ezaltal fontos szerepet
jatszik a szinaptikus dopaminszint szabéalyozdsaban. A Vall58Met exonikus SNP (rs4680),
amely a 4-es exonban taldlhatdo és egy aminosavcserét okoz, a kutatisok szerint az
enzimaktivitast befolyasolja [121]: a katekolaminok, koztiik a dopamin lebontasa 3-4-szer
gyorsabb a Val allél (nagy aktivitdsu forma) esetében, mint a Met allélnal (alacsony aktivitasu
forma). Ezen polimorfizmus ezaltal lehetséges markere vagy rizikofaktora lehet a fliggdség
kialakulasanak [122].

A COMT enzim kortikdlis eléforduldsa miatt elsészamti kandidans génje a
neuropszichiatriai kutatdsoknak. Két izoforméja 1étezik, egy hosszabb, membrankotott és egy
rovidebb, szolubilis forma, mely 50 tovabbi aminosavat tartalmaz és egy hidrofob,
membranon ativeld régiot képez. A membrankotott forma els6sorban az agyban
expresszalodik [123,124]. Egy humén-specifikus A/G SNP (rs4680) a membrankotott forma
158. kodonjaban egy valin-metionin cserét okoz. A metioninos valtozat (A allél) 37°C-on
gyengébb stabilitast mutat, amely egy 20-25%-0s enzimaktivitds csokkenésben mutatkozik
meg a Val varianshoz viszonyitva (G allél) [125-127]. Szignifikdnsan alacsonyabb
fehérjeszintet és 30-40%-kal alacsonyabb enzimaktivitast figyeltek meg posztmortem
prefrontalis kérgi (PFC) szovetekben €s limfocitdkban a Met/Met homozigotak esetében a
Val/Val genotipushoz viszonyitva, mikozben a heterozigotdk kozepes aktivitdst mutattak
[127]. Mivel a COMT az egyik legmeghatdrozobb dopamin miikddést befolyasold enzim a
prefrontalis kéregben [128], a Vall58Met polimorfizmus szignifikans kiilonbségeket
okozhatna a kortikalis dopaminszintben. A korabbi elméletre tdmaszkodva ez a Met/Met
homozigotak esetében egy magas dopaminszintet jelentene a PFC-ben a masik két

genotipushoz viszonyitva, és ez lenne az optimalis szint a kognitiv funkciok kivitelezéséhez
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normal korilmények kozott [129]. A Met homozigdtak esetében jobb teljesitményt értek el a
PFC funkciokban [130], amfetamin kezelés utin azonban valdszinlileg a til magas
dopaminszint miatt a kognitiv funkciok csokkentek, mig ugyanez a kezelés a Val
homozigotak esetében teljesitmény-noveldként hatott [131], igy feltételezhetd, hogy a
kiilonbozé COMT genotipusok kognitiv funkcioéra kifejtett hatasa az aktudlis dopaminszinttdl

is fiigg a PFC-ben.

2.1.5.4. A dopamin transzporter

A dopamin-transzporter gén (DAT, DATI vagy SCL6A3) az 5-06s kromoszoman
helyezkedik el (5p15.3). A dopamin szinaptikus résbdl vald visszavételéért feleldos a
kozépagyi dopamin neuronokban [132], ezaltal egy homeosztatikus szabalyozast tartva fent a
dopaminerg neurotranszmisszioban. Genetikai varidnsait korabban mar kapcsolatba hoztak
kiilonb6zé human mentalis betegségekkel, gy mint a parkinzonizmus, a Tourette-szindroma
¢és a szerfiiggdség [133]. A DAT gén 8-as intron polimorfizmuséaval kapcsolatban végeztek
asszocidcio vizsgalatot, s eredményként szignifikans kapcsolatot talaltak a kokainfiiggdség és
a DAT polimorfizmusa kozott [134]. A 3° VNTR polimorfizmust tobbek kdzott az ADHD-val
[135] ¢és az alkoholizmussal [136] hoztak kapcsolatba €s szignifikdns Osszefliggést talaltak.
Heroinfiiggdséggel kapcsolatban ez idaig viszonylag kevés esetben vizsgaltak és szignifikdns

eredményt nem kaptak [137].

2.2. A METADON TERAPIA, MINT A HEROINFUGGOSEG LEHETSEGES KEZELESI
MODJA

A metadont (6-dimetilamino-4,4-difenil-heptan-3-on) Max Bockmiihl ¢és Gustav
Ehrhart német kutatok allitottdk eld eldszor 1937-ben. Mivel eredményesen csokkentette a
drogéhséget, a heroin megvonasakor keletkezd stlyos tiineteket az atlagos heroin dozis
euforizalo hatasat blokkolva, ezért elvonokurak soran kezdték alkalmazni (Dole-Nyswander
modszer) [138]. Heroinfiiggdk kezelésére eldszor a 60-as években hasznaltdk a metadont az
Egyesiilt Allamokban, ezt kovetéen valt vilagszerte elterjedtté. Magyarorszagon 1993-ban
engedélyezték hivatalosan is a metadontartalmi gyogyszerek hasznalatat oOpiat-fliggdség
esetén, s azota is évrol-évre nott a kezelésbe vont betegek szama.

A kezelésnek két tipusat kiilonboztetjik meg: a metadon-detoxikaciot és a
szubsztitlicios, fenntartd kezelést. A detoxikacid 1ényege, hogy a beteget eldszor opidtokrol

metadonra allitjuk &t (hosszabb tavu hatas), majd az alkalmazott metadon adagot 1-6 hénapon
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at folyamatosan csokkentjiik, végiil pedig elhagyjuk. A szubsztiticids kezelés évekig is
eltarhat, a terdpiat folytatd intézményben idészakonként absztinenciat célzo kezelést

ajanlanak fel a programban résztvevonek. A programba bekeriilésnek tobb kritériuma is van:

- tobb-éves (legalabb 2 év), igazolt Opiatfiiggdségi mult;
- 18 éven felili életkor;

- sikertelen probalkozas absztinenciat célul kitiz6 kezelési programban.

Terapias alkalmazasa soran 3 kiilonb6z6 kezelési tipust kiilonboztetiink meg:

1) rovid tava detoxikacios kezelés: a kezelés idétartama maximum 30 nap €s célja az
opiatmentesség minél elobbi elérése, a detoxikacio.

2) hosszu tava detoxikacios kezelés: a kezelés idétartama 1-6 honapig terjed, lassabb
litemi, de a cél tovabbra is az opiatmentesség elérése. Fokozatos, lassibb ritmusu
kezelés, altaldban a hosszii Opiat haszndlati multtal rendelkezd betegeknél
hasznaljak.

3) hosszu tava szubsztituciods, fenntartd kezelés: a metadon adag hosszl ideig nem
valtozik a kezelés soran a sorozatos visszaes€sek miatt. A kezelés akar évekig is
eltarthat. Els6sorban olyan betegeknél hasznaljak, akiknél az 6pidtmentesség nem

érhet6 el belathatd idon belil.

A metadon dozis meghatirozasa egyénenként valtozik. A kivant szubsztitiicids hatas
eléréséhez sziikséges ddzistartomany tapasztalatok alapjan 60-120 mg/nap [138,139].

A helyettesito terapidra vonatkozo felmérések szerint 2009-ben 29 eurdpai orszagban a
kezelésre jelentkezd kabitoszer-hasznalok mintegy 51%-a, kb. 216 000 f6 nevezte meg az
opioidokat, f6ként a heroint els6dleges szerként (orszdgonként nagy kiilonbségek vannak:
Horvatorszagban a kezeltek tobb, mint 80%-a; Magyarorszagon kevesebb, mint a kliensek
20%-a opioid hasznalo). Emellett tovabbi 30 000, egyéb kabitoszert fogyasztd szerhasznalo
(drogfogyasztd kliensek 9%-a) jeldlte meg az opioidokat masodlagos szerként’. Néhany
attekintd adat a kezelésbe vonottakrdl: az opioid hasznalo kliensek kozel fele sajat bevallasa
szerint 20 éves kora eldtt hasznalta el@szor a kabitdszert. Az elsd hasznalat és az elsd kezelés
kozott atlagosan 9 év telik el (n6knél valamivel kevesebb, 7 év). Europdban a kezelésre
jelentkezd opioid hasznalok 40%-a nevezte meg az intravénas haszndlatot szokasos
alkalmazéasi modként, a maradék 60% allitdsa szerint szippantja, belélegzi vagy elszivja a
szert. A 2004-2009 kozotti idészakban Osszességében noétt a specidlis kezelésre jelentkezdk

szdma Eurdpéaban (123 000-r6l 143 000-re), &m ez a ndvekedés foként az ismételt kezelésre

?2011. évi statisztikai kozI6ny jarobeteg- és fekvébeteg-ellaté kdzpontokbodl szarmazo adatai alapjan.
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jelentkez6knek kdszonheté'®. A helyettesits kezelés alatt allok szamat Gsszevetve a problémas
opioid hasznalok becsiilt szamaval az is megfigyelhetd, hogy a lefedettség Europan beliil sem
egyenletes, Magyarorszagon 32%.

A heroinfliggd viselkedés jobb megértése dontd fontossagu lehet ennek a mentalis
betegségnek a megeldzésében ¢€s kezelésében is. Az Opiatfiiggdk kezelésére mar mintegy 30
¢éve alkalmazzék a metadont, ami egy teljes p-opioid agonista és egy gyenge NMDA receptor
antagonista, és amelyet heroin és mas Opiatfliggdségek hosszu tava kezelésére alkalmaznak
[140-142]. A farmakogenetika egyik célja egy személyre szabott terapia kialakitasa az
egyének drogvalaszbeli varianciajat is figyelembe véve. Ha meg tudnank josolni az egyéni
metadon-érzékenységet, egy sokkal hatdsosabb metadonddzis Dbedllitdsara nyilna
lehetdséglink. A genetikai faktorok nem csak a drogfiiggdségre vald hajlam becslésére
szolgélnak, hanem az egyénenként valtozé kezelési hatékonysagra is magyarazatot adhatnak,
amely tobbek kozott jelen kutatdsunk célkitiizéseinek egyike is egyben.

A metadon fenntart6 terapia a mai napig a leghatékonyabb kezelés opiatfiiggdségben.
A legtobb kezelésen atesetteken elvégzett vizsgdlat a szerhasznalat csOkkenését €s mas
pszichoszocidlis tényezdk, mint bilindzés, rizikdvallald viselkedés csokkenését mutattak
[143,144]. Ennek ellenére a kezelt betegek korében igen gyakori a perzisztalé droghasznalat.
A kezelés hatékonysaganak folyamatos javitasa ellenére a betegek egy csoportja nem, vagy
gyengén reagal a kezelésre. Ugyan nem sikeriilt a gyenge kezelési kimenetelt befolyasolo
tényezOk azonositasa, viszont néhany tanulmany igéretes valtozokat talalt, amelyek a pozitiv
kimenetelt befolyasolhatjdk. Ide tartozik a magasabb metadondozis esetén megfigyelhetd
tiltott szerhasznalat csokkenése, illetve a kezelésben toltott 1d6 megnyulasa [145,146], de
sajnos dnmagaban a dozis novelése sem garantilja a pozitiv kimenetelt. Jelentds irodalom
mutatja, hogy a polidrog haszndlat stilyosan veszélyezteti a kezelés pozitiv kimenetelét. Pl. a
kokain/crack hasznalata a folytatdlagos heroinhasznalat egyik rizikofaktora [147,148]. Habar
irodalmi adatok azt mutatjdk, hogy azok a betegek, akik fliggdséglik mellett mentalis
betegségben is szenvednek gyengébb kezelési eredményt mutatnak, kevés tanulmany késziilt
a mentalis betegségek opiatfliggdség kezelésére gyakorolt hatasarol [149,150].

Annak ellenére, hogy a heroinfiiggdség és a metadon kezelés hatékonysdganak
vizsgalata tekintetében nincs még standard vizsgalati modszer, az nyilvanvald, hogy a
kezelésre adott valasz egyéni mivolta személyre szabott terapia kidolgozéasat teszi
szlikségessé. Az egyéni variabilitdsba pedig a genetikai faktorok variabilitasa is beletartozik,
hiszen ezen tényezdk nem csak a drogfiiggdségre valo hajlamot, de a kezelés kimenetelét is

befolyasolhatjak. A metadon terapidra adott valaszt befolydsold genetikai tényezOk kutatisa

192011. évi statisztikai kozlony adatai alapjan.
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tobb fronton is zajlik, szdmos gén keriilt azonositasra az elmult években, melyeket az aldbbi

tablazatban foglaltam Ossze.

2. tablazat - Az irodalomban metadonvalasszal kapcsolatba hozott genetikai rizikofaktorok.

Génazonosito

Gén név

ABCBI [151,152]
ARRB2 [153]
BDNF [154]
CYP2B6 [151,155]
CYP2D6 [156]

DRD2/ANKK1 [151,157,158]

GRM6 [159]
KCNJ6 [160]
MYOCD [159]

NGFB [161]
OPRM1 [151]

ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 1
beta-arrestin 2

brain-derived neurotrophic factor

cytochrome P450, family 2, subfamily B, polypeptide 6

cytochrome P450, family 2, subfamily D, polypeptide 6

dopamine receptor D2/ankyrin repeat and kinase domain
containing 1

metabotropic glutamate receptor 6
potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 6
myocardin

nerve growth factor (beta polypeptide)
mu opioid receptor 1

Jelen munkam soran a fiiggdségre hajlamosito tényezok kozott is vizsgalt dopaminerg gének

¢s a metadon kezelésre adott valasz kozti asszociaciot vizsgaltam specifikusan.

2.3. EXPRESSZIOS MINTAZAT-VALTOZASOK VIZSGALATA PSZICHIATRIAI
RENDELLENESSEGEKBEN

2.3.1. Génexpresszios mérések pszichiatriai mintakban: elonyok, hatranyok

A Kklasszikus genetikai asszociacid vizsgalatok mellett az utobbi évtizedben egyre
inkabb elterjedtek a microarray technoldgian alapuld génexpresszios vizsgalatok, amelyek
igéretes mddszernek bizonyultak komplex betegségek vizsgélatanal is, ahol lehetdség nyilt
tobb ezer varians génexpresszios szintjének egyidejii vizsgalatara, ezaltal a komplex hatas
jobb megismerésére €s mindezt akar eldzetes hipotézis nélkiil. Pszichiatriai betegségek esetén
génexpresszios mérések elvégzéséhez a legrelevansabb szovet az agyszovet. Ennek kozvetlen
vizsgalatara azonban csak posztmortem, illetve nagyon ritkan idegsebészeti miitéti anyagbol
van lehetoség. A legtobb, pszichiatriai betegektdl szarmazd posztmortem agyminta
feldolgozasabol szarmazo6 eredmény skizofrénidval [162-167], major depresszioval [168-173]
kapcsolatosan keriilt publikalasra, masok skizofrénia és bipoldris betegséget egyiittesen
vizsgaltdk [174,175], mig néhany tanulmany magdra a bipolaris betegségre fokuszalt

[162,176-180].
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Természetesen a microarray technologianak is megvannak az elényei, hatranyai. Nagy
elénye, hogy kevésbé szubjektiv és hipotézis-iranyitott modszer, mint a kandidans gén
analizis €s egyszerre tobb ezer transzkriptum expresszidjanak vizsgalatara képes. Masrészrol
viszont tobb fontos tényez6 is befolyasolja a vizsgalat kimenetelét, amelyekre szigoruan kell
tigyelni. Posztmortem mintdk esetén ide tartoznak pl. a halal koriilményei (halal oka,
esetlegesen hasznalt drogok, gyogyszerek a szervezetben, elnyujtott haldoklasi id6); a mintak
kezelése (posztmortem intervallum, mintafeldolgozas); minta mindsége (pH, RNS integritas)
¢s az adatok feldolgozasa. Természetesen ezekhez a technologidkhoz hozzatartozik egy
statisztikai modszer is a fals pozitiv és negativ talalatok minimalizalasara, amely a tobbszoros
tesztelésbdl adodik. A legaltalanosabban elfogadott moddszerek a valtozds ardnyanak
szamoléasa (FC — fold change), a p-érték meghatarozas, illetve a hamis taldlati arany (FDR —

false discovery rate) hasznalata.
2.3.2. Fibroblaszt modell hasznalata génexpresszios mérésekhez

2.3.2.1. A fibroblaszt sejtek haszndlatdnak elényei

Human agyszovetekkel dolgozni, elsésorban a szdvetek limitalt hozzaférhetdsége
miatt igen bonyolult modszer. Az expresszid vizsgalatok kivitelezésénél és replikalasanal is
felvetddnek kiilonbozd nehézségek: 1) melyik agyteriiletet lenne legcélszeriibb vizsgélni; 2)
problémat okozhat-e az agyszdveti sejtek heterogenitasa; 3) megbizhatoak-e az eredmények a
relative kis mintaelemszam esetén; 4) milyen hatdsa van a haladlnak és a haladl utani
mintakezelésnek a szdveti expressziora? Hogy ezen problémak egy részét kikoszobdlhessiik,
jonéhany kutatocsoporttal egyetemben [181,182] vizsgéalatunkban bdrbiopszidbdl szarmazéd
fibroblaszt kultarakat hasznaltunk. Ezen kultardk jol haszndlhaté modellnek bizonyultak
szamos humdan betegség esetében, beleértve az affektiv zavarokat is [183,184]. Tovabbi
eldnyiik, hogy a kultirdk viszonylag egyszerlien létrehozhatoak, reprodukalhatoak és
kultiréban tarthatoak ellendrzott koriilmények kozott, kiilsé faktorok kizarasaval.

Pszichiatriai betegeken végzett posztmortem agyi szovettani vizsgalatok esetén mind
az mRNS mind a miRNS transzkriptom valtozasok detektalhatdak [185,186]. Természetesen
ezen valtozasok pontos molekularis hatterét, mikéntjét és kovetkezményeit nem ismerjiik
részleteiben. Mivel sok pszichiatriai betegség esetén egyértelmilien hasznalhato allatmodellek
nem allnak rendelkezésre [187,188], az effajta betegségek eléfordulési aranya és sulyossaga
miatt sziikség van a betegség hatterének alaposabb megértésére, amihez elengedhetetlen a
szOoveti szintll vizsgalat. In vitro modellrdl azonban posztmortem mintdk lévén nem

beszélhetlink. Az agyi mintak nyugvo allapotok mérésére alkalmasak, igy génexpresszids
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vizsgélatok  kivitelezésénél elényds a  hasznédlatuk. A fibroblasztok  azonban
hozzaférhetdségiiknél, nagyfoku proliferacios képességiiknél, idegsejt-szerli receptoraiknal és
fehérje expresszidjuknal fogva in vitro modellként is hasznalhatéak pl. az agyi betegségek

funkcionalis vizsgalatara [168,189,190].
2.3.2.2. A stressz hatasa a fibroblasztok mRNS expressziojara

A stressz a génexpressziot erdsen befolyasold hatasok kozé tartozik. Fibroblaszt
kultardk esetén a gliikoz eltavolitdsa és galaktdéz adasa a sejttenyészté médiumhoz egy
altalanosan alkalmazott gyakorlat oxidativ stressz kivaltasara. Gliikkozt galaktdzzal
helyettesitett médiumban névekedés esetén a sejtek emelkedett oxigénfogyasztasat mutattak
nagyrészt annak koszonhetd, hogy a piruvat szintézise a galaktéz metabolikus utvonalan
keresztiil nem jar ATP termeléssel, igy a galakt6z tartalmi médiumos kezelés a sejtek energia
termelését az oxidativ foszforilacio felé tereli a megfeleld ATP szint fenntartdsa érdekében
[191]. A glikozmentesités noveli a reaktiv oxigénszarmazékok szintjét (ROS - reactive-
oxygen species), amely egy emelkedett, kompenzald glutationtermelésben nyilvanul meg
[190]. A reaktiv oxigéngyokok az emberi szervezetben kiilonb6z6 folyamatok soran
termelddnek, ide tartozik a normél sejtmetabolizmus, els@sorban a mitokondridlis
elektrontranszport rendszer [192]; az UV sugarzds [193] és a hésokk [194] is. A reaktiv
oxigéngyokoktdl az antioxidans védekezés soran szabadulhatunk meg, amelyet tiol-csoportot
tartalmazd vegyiiletek végeznek, amelyek szubsztratként jatszanak szerepet az oxidacids
folyamatokban. Oxidativ karosodas elsésorban akkor 1ép fel, mikor felborul az egyensuly a
keletkez oxigéngyokok és a védelmi funkciot ellatd antioxidansok koncentracioja kozott. fgy
az emelkedett oxigénszint az antioxidans mechanizmusok karosodéasaval is magyarazhato. Az
egyik legnagyobb mennyiségben el6forduld, tiol-csoportot tartalmazd vegyiilet a glutation,
mely fontos védekezd szerepet tolt be az agyban oxidativ stressz esetén [195]. Az oxidalt
glutation redukalt, antioxidans formaba visszajuttatdsaért a glutation reduktdz enzim felel.
Ezen enzim feliilszabalyozottsagat mutattak ki oxidativ stresszvélaszban [196]. Az oxidativ
stressz, a glutation és a glutation reduktdz szerepe mar tobb pszichiatriai és nem-pszichiatriai
betegség esetén is felmertilt, Ggy mint a 2-es tipusu diabetes mellitus [197], a Huntington-kor
[198], a skizofrénia [199], a bipolaris betegség [200], az autizmus és az ADHD [201].

Ezzel szemben az exogén koleszterin megvondsa (lipid-csokkentett médiumos
kezelés) egy mas tipusu, de mégis hasonld metabolikus stresszt valt ki a sejtekbdl. A

fibroblasztok a sajat koleszteriniik megtermelésére kényszeriilnek a membranstruktarak
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felépitéséhez és fenntartasahoz, ezzel pedig az egész metabolikus gépezet stressz ala keriil
[202]. Ez a két metabolikus stresszmodell nagy valdsziniiség szerint hasonl6 jellemzdkkel bir:
névekvd gliikozbeépiilés a lipidekbe lipidesdkkentett médium esetén [203] és C'* galaktéz
beépiilés a galaktolipidekbe [204]. Mindezek alapjan hasonld génexpresszios valtozasokat

varhatunk el mindkét stresszor esetében.

2.3.2.2. A stressz hatasa a fibroblasztok mikroRNS expresszidjara

Az mRNS expresszi6é valtozadsok mellett munkank soran mikroRNS-ek (miRNS-ek)
expresszidjanak valtozasait is detektaltuk. A miRNS-ek olyan 18-22 nukleotid hosszsagu
RNS darabok, amelyek a génexpresszid folyamataban latnak el szabalyozo szerepet [205].
Kulcsszerepet jatszanak alapvetd sejtfolyamatokban, mint pl. hogy hogyan vélaszol a sejt a
kornyezeti valtozasokra, azaz hogyan reagdl a stresszre. A stresszvalaszban torténd
kozremiikodésiiket kutatasok tdmasztjak ala [206]. A miRNS-ek szerepe stressz hatdsa alatt
tobbféle modon érvényesiilhet: egyrészt megvalosulhat a miRNS-ek miikodése révén,
kiilonosen a miRNS-ek mennyiségének szabalyozasa révén; az mRNS célpontok szama révén
vagy a miRNS-fehérje komplexek aktivitasa/mikddése révén. Az emberi genomban tobb
mint ezer ilyen miRNS van kodolva, melyek génjeink kb. 50%-anak szabalyozasaban vesznek
részt. Ezen miRNS-ek expresszidja szovet-, kornyezet- és egyénfliggd [207]. Egyetlen
miRNS képes tobb szdz mRNS expresszidjanak szabalyozasara mialtal azok
degradalodhatnak, destabilizalodhatnak, tarolodhatnak vagy szallitdsra keriilhetnek. Ezen
kiviil becslések szerint az mRNS-ek mintegy 70%-a tobb miRNS kdotohellyel is rendelkezik
[208], ami az sugallja, hogy az mRNS expresszié egy kombinatorikus miRNS szabalyozas
alatt all. A miRNS-ek hasznalatanak tovabbi elénye lehetne, hogy mivel a miRNS-ek tobb
mRNS targettel is rendelkeznek, amelyek gyakran ugyanazon jelatviteli utakhoz
kapcsolddnak [209], igy terapids felhasznalasuk is a jovobeli kutatasok egyik kitiintetett célja.
Vizsgalataink soran tobbek kozott arra is kerestiik a valaszt, hogy milyen miRNS valtozéasok
kovetkezhetnek be metabolikus stressz hatdsara, és hogy ezen miRNS valtozasok
befolyasoljak-e, €s ha igen, hogyan befolyasoljak az mRNS-ek expressziojat.

Osszefoglalasként tehat elmondhatd, hogy a fibroblaszt modellrendszer egy igéretes
lehetdség lehet arra, hogy jobban megértsiik a kiilonb6zd pszichogenetikai korképeket. A
mintdk hozzaférhetdsége, a sejttenyészetek fenntartisanak egyszerlisége kovetkeztében
megvaldsulhat az a szdveti szintli vizsgalat, amely kordbban az agyszoveti mintdk limitaltsaga
miatt nem, vagy csak korlatozott mértékben volt elérhetd. Tovabb noveli ezen sejtek

jelentéségét azon tulajdonsaguk, hogy indukalt pluripotens dssejt (iPSC — induced pluripotent
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stem cell) allapotba programozhatéak vissza [210,211], amely allapotbol a neuronalis
Ossejtallapotba jutva gyakorlatilag korlatlan mennyiségli ¢l neuron allithato eld. Ezen
neuronok olyan genetikai informacioval rendelkeznek, mely egy-egy specifikus pszichiatriai
betegség kialakulasat eredményezték. Az iPSC moddszert mar autizmus [212] és Rett-
szindroma [213] esetén is biztatd eredményekkel alkalmaztdk és lehetdség szerint egyéb
pszichidtriai betegségekre 1is alkalmazhatéva valhat, koztik emlitve a kiillonbozo

szerfliggdségeket is.
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3 CELKITUZESEK

Doktori munkam f6 iranyvonaldt a heroinfiiggdség €s a dopaminerg gének asszociacio
vizsgalata alkotja. Négy dopaminerg gén Osszesen 11 polimorfizmusanak vizsgalatat tliztiik ki
célul. A vizsgalni kivant génvariansok koziil egyes allélek drogfiiggdséggel valo kapcsolatat
mar korabban is vizsgaltdk, azonban ellentmond6 eredmények sziilettek. A hazai mintidn

elvégzett vizsgalataink célja az volt, hogy allast foglaljunk a kdvetkez6 kérdésekben:

1) Relevans tényezOk-e a dopaminerg rendszer génjei a heroinfiiggdség
kialakuldsanak genetikai hatterében?

2) Az irodalomban oly széles korben vizsgalt TaglA polimorfizmus valdéban
elsddleges tényezd-e a fliggdség kialakulasanak 6roklott hatterében?

3) A konvenciondlis statisztikai szamitdsok eredményein til milyen 0j informacidok
nyerhet0k az alkalmazott Bayes-i bioinformatikai elemzéssel (BN-BMLA -

Bayesian network based Bayesian Multilevel Analysis of relevance)?

A heroinfiigg6ség kezelésében szerepet jatszo metadon szubsztitucios kezelés hatékonysaga
ambivalens képet mutat a kezelések kimenetele szempontjabol. A helyettesitd terapiaban
résztvevd betegek mintdit felhasznalva szerettikk volna kideriteni, hogy mely genetikai
variansok jatszhatnak szerepet a kezelések hatékonysagiban. Az ilyen jellegli vizsgalatok
személyre szabott terapia kialakitdsdban jatszhatnak szerepet a jovOben, ezért a kovetkezd

kérdésre fokuszaltunk:

4) Az éaltalunk vizsgalt dopaminerg gének polimorfizmusai szerepet jatszhatnak-e a

kezelési hatékonysag tekintetében?

Doktori munkam részét képezi egy olyan bioldgiai modell beéllitasa is, mely esetleg alkalmas
lehet a pszichiatriai rendellenességek molekularis hatterének kutatdsahoz. A modell alapvetd
hipotézise az, hogy egészséges ¢és beteg (pl. drogfliiggd) személyekbdl szarmazo fibroblaszt
sejtkultirak eltéré expresszids valaszt adnak metabolikus stressz hatasara, és ezen eltérések
markerei lehetnek az idegrendszeri valtozasoknak. Els¢é 1épésként egészséges személyekbol
szarmaz6 fibroblaszt modellen kivantuk megvizsgalni a metabolikus stressz hatdsara

kialakul6 mRNS és miRNS expresszio valtozasokat a kovetkezd kérdésekre koncentralva:
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Kétféle metabolikus stressz kezelést (gliikoz, illetve koleszterin megvonas)
alkalmazva mennyiben hasonloak a stressz hatdsara kialakuld6 mRNS és miRNS
expresszios valtozasok?

Kimutathato-e kapcsolat az mRNS és miRNS expresszios mintazatok valtozasa
kozott?

Kimutathatok-e relevansan valtozd molekularis utvonalak a kontroll és stressz-
kezelt fibroblaszt sejtek expressziés mintdzatai kozott, és ha igen, mely

utvonalakat érinti a valtozas?
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4  MODSZEREK

4.1. A VIZSGALATBAN RESZTVEVO SZEMELYEK

4.1.1. Betegek

A heroinfiiggdség genetikai hatterének kutatasdban a kezdeti betegcsoport 307
heroinfliggd beteget foglalt magaban. Négy esetben az alanyok egyéb pszichiatriai
betegségekben szenvedtek (major depresszio, skizofrénia), amely betegségek az irodalmi
adatok alapjan kapcsolatba hozhatéak az altalunk vizsgalt neurotranszmitter rendszerekkel,
emiatt ezen betegek a vizsgalatbol kizarasra kertiltek.

Az alanyok mind magyar nemzetiséglick és az egyes esetek kozt rokoni kapcsolat nem
allt fent. Az elemzésre keriilt mintaba végiil 303 heroinfiiggd beteg kertilt be: 211 (69,6%)
férfi és 92 (30,4%) nd. A betegek 3 kiilonb6zd kdzpontbdl keriiltek felvételre: az Orszagos
Pszichiatriai és Neuroldgiai Intézetbdl (Budapest), a Dr. Farkasinszky Terézia Ifjusagi

A diagnozis felallitisa a DSM-IV alapjan tortént a kollaborald pszichiater
munkatarsaink altal. A diagnoézis felvételekor a betegek életkora 15-70 év kdzott mozgott
(atlagéletkor = 28,64 + 6,45) atlagosan 7 éves heroinhasznalati multtal (2-22 év). Minden
heroinfiiggd beteg a heroint jelolte meg els6dlegesen hasznalt drogként. A nem-Opiat
szerhasznalat (mint alkohol, kokain, marihudna, amfetamin, LSD, benzodiazepin, stb.) nem
szerepelt kizar6 tényezoként a vizsgélatba vételnél, hiszen a heroinfiiggd betegek korében

igen gyakori mind az alkohol-, a marihuéna- és a kokainhasznalat, mint masodlagos szer.

A metadon terapia (methadone-maintenance therapy — MMT) hatékonysaganak
vizsgalataba 173 metadonkezelt heroinfiiggd beteg keriilt bevonasra. Mindannyian részletes
fenotipussal rendelkeztek altalanos demografiai adatokat (szociodemografiai adatok, csaladi
jellemzdk), illetve drog-karriert, kezeléssel kapcsolatos adatokat és kérddiveket is beleértve:

1) State-Trait Anxiety Inventory (STAI) (Spielberger, 1972)

2) CES-D (Center for Epidemiologic Studies Depression Scale) (Radloff, 1977)

3) Satisfaction With Life Scale (SWLS - Diener et al, 1985; LSS - Campbell et al, 1976)
4) California Personality Inventory (Gough, 1957; Olah, 1984)

5) Psychological Immune System Inventory (PISI) (Oléh, 2000)

6) Rokeach Value Survey (Rokeach, 1973; Szakécs, 1974; Szakacs and Szakécs, 1988)
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A kezeléssel kapcsolatos informacidkat a Methadone Treatment Interview-val

(Demetrovics, 2001) gytijtotték be a kollaborald pszicholégus munkatarsak.

4.1.2. Kontroll személyek

Vizsgalatunkban 555 egészséges, nemre korrigalt magyar kontroll személy vett részt.
386 (69,5%) férfi és 169 (30,5%) nd genotipus adatait hasznaltuk fel egy nagy, normativ
minta megalkotasahoz a genotipus- és allélgyakorisagok meghatarozasa érdekében. Ezek a
személyek pszichiatriai betegségektdl mentes személyek voltak. A dohanyzas nem volt kizard
oka a kontroll csoportba kertilésnek.

A kutatasi tervet mind az Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs (ETT-TUKEB —
Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsag), mind a Semmelweis Egyetem Etikai Bizottsaga,
mind pedig az MTA Pszicholdgiai Intézet jovahagyta. Minden, a vizsgalatban résztvevo
személy betoltotte 18. ¢€letévét a kutatdsba vald bevonds idépontjaban. Minden résztvevo

irdsos beleegyezését adta a vizsgalatban valo részvételhez.

A kiilfoldi tanulmanyutam soran bedllitott kisérletes fibroblaszt modellrendszer
esetében a kutatast jovahagyta a Vanderbilt University testiilete (University Institutional
Review Board - IRB). Minden, a vizsgalatban részt vevd személy irasbeli hozzajarulasat adta

a részvételhez.

A kutatasban felhasznalt fibroblaszt mintdk bdrbiopszids mintavétel utan kertiltek
sejtkulturakba. 17 egészséges személy (4 férfi, 13 nd) kriobankos fibroblaszt mintéit
hasznaltuk fel kiilonbozd beallitasokban. A demografiai adatok a 3. tablazatban lathatoak.
Kizard tényezoként szerepelt mindennemii DSM-IV diagndzis vagy egyéb betegség, amely

kizarja a biopszia lehetdségét.
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3. tablazat - A fibroblaszt mintak demografiai adatai és pool-ozasa a miRNome qPCR
array-ekhez.

Csoport ID Kor Atlagéletkor Nem Rassz BMI
1 34 F AA 23,1
| 2 38 37.50 F W 20,5
3 48 F W n/a
4 30 F W n/a
5 35 N W 27,1
6 40 N \W% 21,2
2 7 27 32,25 N W 21,8
8 27 N AA 34,7
9 51 N AA 26,0
10 49 N W 26,2
3 11 52 49,00 N W 26,3
12 44 N W 25,1
13 20 N W 24,0
14 22 N W 26,8
4 15 22 21,80 N \W% 22,0
16 25 N AA 30,5
17 20 N \W% 24,0

F - férfi, N — n6, AA - afroamerikai, W - fehér, BMI - body mass index

4.2. MINTAVETEL

4.2.1. DNS mintavétel a drogfiiggdség vizsgalatahoz

A heroinfiiggdség rizikofaktorainak és farmakogenetikajanak vizsgalata soran hasznalt
nem-invaziv DNS mintavételi eljarasunk lényege a szdjnyalkahartya felszinérél megfeleld
mennyiségll epithelidlis sejt gylijtése, melyet fiiltorld palcika segitségével maguk a vizsgalati
személyek végeztek a kollaboraldé munkatarsak vezetésével. A pélcika vattds végével 20
masodpercig kellett a sz4j egyik belsd oldalat dorzsolni, majd a miiveletet megismételni a
masik oldallal is. A palcikakat, feliiletiikon a szajnyalkahartya sejtekkel vattas véggel lefelé
mintavételi csovekbe helyezték (,,A”, illetve ,,B” jelzéssel és azonositd szdmmal ellatva),
mely 400 pl lizis oldatot tartalmazott (0,1 M NaCl; 0,01 M Tris-HCI pH 8,0; 0,2 mg/ml
proteinaz-K enzim; 0,5% natrium lauril szulfat (SDS)). A mintavételt minden személlyel még
egyszer megismételték, igy Osszesen mindenkitdl 2 mintavételi csoben, Osszesen 4
vattapalcika levétele tortént meg. A mintdkat ezutan a laborunkba szallitast kdvetden -20 °C-

on taroltuk a feldolgozasig.
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Az ezt kovetd laboratoriumi munkdak, azaz a sejtek lizise és a DNS extrakcio a

Semmelweis Egyetem Orvosi Vegytani Intézetében folytak.
4.2.2. Borbiopszias mintavétel a fibroblaszt kultirak eléallitasahoz

A fibroblaszt modellrendszer beallitdsahoz felhasznalt sejtkulturakhoz bdérbiopszids
modszerrel gylijtotték a mintdkat. A felkar kiilsé részébdl tortént a mintavétel egy 1 x 2 mm-
es teriileten egy kordbban lek6zolt protokoll alapjan [184,214]. A mintdk ezutan altalanos
médiumba keriiltek (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - DMEM, MediaTech, Manassas,
VA, USA) szérumtartalom nélkiil és még aznap feldolgozasra keriiltek a mar korabban is
hivatkozott protokolloknak megfeleloen [184,214]. Médiumcsere heti 3 alkalommal tortént. A
sejtek a konfluenciat 2-3 héten beliil érték el a ndvekedés sebességétdl és a sejtek kiinduldsi
szamatol fiiggéen. 0,5% Trypsin-EDTA-t (Invitrogen) hasznaltam a sejtek kultaraban
tartdsara és a szubkultirdk készitésére egy korabbi protokoll alapjan [215]. A vizsgélatban
felhasznalt mintdkat kriofagyasztobol valogattuk 6ssze (folyékony nitrogén), majd ezt
kovetden 25 mM gliikkozt és 1 mM piroszOldsav natrium sot tartalmazé DMEM médiumban,
37°C-on és 5% CO; koncentraciéo mellett tortént a kulturdk fenntartdsa. A médiumhoz ezen
felil 2 mM L-glutamint (MediaTech), 10% FBS-t (fetal bovine serum, Fisher Scientific
HyClone, Logan, UT, USA) és Penicillin/Streptomycin oldatot (MediaTech) adtunk hozza. A
kultarak 100 mm-es sejttenyészté edényekben (Sarstedt, Newton, NC, USA) ndvekedtek,
kivéve, ha a kriogén fagyasztasbol szarmazé sejtek szama kevesebb volt, mint 10°. Ebben az
esetben 60 mm-es edényekbe helyeztiik a sejteket, hogy megkonnyitsiik azok novekedését. A
novekedést és osztddast rendszeresen ellendriztiik a kisérlet teljes iddtartama alatt. A
konfluencia elérését és a sejtek tripszinezését kovetden megszamoltam a sejteket Bright-Line
Hemacytometer (Hausser Scientific, Horsham, PA, USA) segitségével. Egy sejtvonalat a
megfeleld sejtszam elérésekor 3 kiilonallo plate-be kiilonitettiink a kisérlethez (slirliség
1,2x10° sejt/plate), amely plateken egy éjszakén at tartd sejttapadast kovetéen 3 kiilonbozd
médiumbedllitdst alkalmaztunk. Minden kultira 7 napig novekedett masnaponkénti
médiumcserével 3 kiilonboz6 médiumban: 1) lipid-csokkentett médium (lipid reduced — RL;
DMEM supplemented with lipid reduced FBS (Thermo Scientific HyClone, Logan, UT,
USA)); galaktoz-tartalmi médium (GAL; DMEM deprived of glucose (Mediatech)
supplemented with 10mM galactose); 3) standard, gliikkoz-tartalmt médium (STD). A
sejtnovekedést €s osztddast nem befolyasolta a galaktoz, illetve a lipid-csOkkentett kezelés.
Egy hét és harom médiumcsere utan a sejteket 1x HBSS-ben (Hank’s Balanced Salt Solution)
(MediaTech) mostam, tripszineztem, majd 700g-n 8 percig centrifugaltam, végiil jéghideg
HBSS-sel ujra atmostam. A lehetd legtobb folyadékot igyekeztem a pelletrdl eltavolitani,
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ezutan pedig a csoveket, a pellettel egyiitt szarazjégen gyorsfagyasztottam, majd -80 °C-on

taroltam a felhasznalasig.
4.3. DNS, RNS IZOLALAS

A fliggdség vizsgalatdban felhasznalt mintak izoldldsa a tényleges izolalasi munkat
megeldzd éjszaka 56 °C-on egy 12 6rds, proteinaz-K-t és sejtpermeabilitast ndvelé SDS-t
tartalmaz6 sejtlizis pufferben torténd inkubalassal kezdddott. A szdjnyalkahartya mintakat

tartalmazo fiiltorlo palcikék ebben az oldatban alltak egy ¢jszakan at.

Masnap, az ¢jszakai inkubaciot kovetden a fiiltorld palcikakat tartalmazd mintavevo
csoveket 5 percig centrifugaltuk (3000 rpm), majd a palcikdkat a mintavevd cso felsd részén
rogzitettiik. Ujabb centrifugalassal (3000 rpm, 10 perc) elértiik, hogy a minta a csé aljaban
gytljon Ossze, a palcikdkat ezutdn eltavolitottuk és a nyers kivonatbol 400 pl-t Eppendorf
csovekbe mértiink at. A DNS extrakciohoz TE oldattal (10 mM Tris, pH=8,0; 1mM EDTA)
telitett fenolt, 24:1 aranya TE-vel telitett kloroform-izoamil-alkoholt és TE-vel telitett
kloroformot hasznéltunk. El8sz6r 200 pl fenolt adtunk a mintdhoz, majd egy 30 mésodperces
vortexelés utan 5 percig szobahdn inkubéltuk. A kovetkezd 1épésben minden mintdhoz
hozzéadtunk 200 pl kloroform-izoamil-alkoholt, melyet jabb 30 masodperces keverés ¢és
szobahdn inkubalas kovetett. A fenolos és vizes fazis szétvalasztasara nagy fordulatszamu
(10000 rpm) centrifugdldst alkalmaztunk 1 percen at. A feliilusz6 vizes fazist dvatosan egy
masik Eppendorf csébe pipettaztuk, majd azonos térfogatban kloroform izoamil-alkoholt
adtunk hozza. Alapos keverés utan egy Ujabb centrifugéaldssal ismét elvalaszottuk egymastol a
kiilonb6z6 fazisokat. Az Uj csébe atmért vizes fazishoz (feliiliszd) kloroformot adtunk, majd
ismét keverés €s centrifugalas utani szétvalasztds kovetkezett. A folyamat végén vizes
fazisbol 200 pl-t pipettaztunk az 1 pl 1 mg/ml dextrant tartalmazd eldkészitett Eppendorf
csovekbe, ezutdn még 10 pl ammonium-acetat és 630 pl 96%-os etilalkohol hozziadasa

kovetkezett. Ezt az alkoholos elegyet ezutan egy éjszakan at —20 °C-on taroltuk.

Az 1zolalds harmadik napjan Osszegyljtottiik a 20 perces nagy fordulatszamu (10000
rpm) centrifugalassal kinyert nukleinsav frakciodt, melyet elészor 500 pl, majd 200 pl 75%-os
hideg alkohollal tiszitottunk. A feliilisz6 leszivasa utdn Speed Vac vakuum centrifuga
(Savant Instruments, Farmingdale, NY) segitségével eltavolitottuk a feleslegben maradt

alkoholt. A beszaritott DNS-t kezdetben 20, a késébbiekben 50 ul TE-ben eluéltuk.
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A fibroblaszt mintak el6készitése a microarray vizsgalatra az RNS-ek kivonésaval
kezdddott. A fagyasztott sejtpelletekbdl mirVana™ miRNA Isolation Kit (Ambion, Foster
City, CA, USA) segitségével teljes RNS és mikroRNS (miRNS) izolalast végeztem a gyartod
protokollja alapjan.

4.4, MINTAK ELOKESZITESE AZ mRNS ES miRNS EXPRESSZIOS VIZSGALATOKHOZ

A teljes RNS-ek mindségének ellendrzésére az Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent,
Palo Alto, California, USA) rendszerét hasznaltam a RIN (RNS mindségére vonatkozo
integritasi szam, j6 mindségii RNS esetén RIN > 8.0) értékek meghatdrozasara. A cDNS
szintézis, amplifikacié és jelolés az Enzo Life Sciences’ 100-Reaction Single-Round RNA
Amplification and Biotin Labeling System (Enzo Life Sciences, Famingdale, NY, USA) kittel
tortént az ajanlott Affymetrix® protokoll alapjan. A cDNS készités random priming
modszerrel standard T7-oligo (dT) primer felhasznaldsaval tortént 2 pg RNS-bol. T7
polimerazt hasznaltam az amplifikélt antisense RNS (aRNS) eldallitdsdhoz. 5 pg biotinnal
jelolt, fragmentalt aRNS keriilt hibridizalasra a GeneChip HT HG-U133+ PM Array Plate
(Affymetrix Inc, Santa Clara, CA, USA) chipre, amely folyamatot — beleértve a hibridizaciot,
a tisztitasi 1épéseket, a festést, a képgeneralast, szegmentacidt és a mindségi analizist — a
Vanderbilt microarray kdzpont munkatarsai végezték a gyartd eldirasait kovetve. A miRNS-
ekkel végzett munkat a Mirnics Labor munkatarsai végezték. A miRNS-ek esetében a cDNS a
miScript II RT Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) felhasznalasaval miScript HiSpec Buffer-rel
késziilt. A miRNS-ek mennyiségi ellendrzése a NanoDrop ND-1000 spektrofotométerrel
tortént és 693-839 ng/pl kozotti értékeket eredményezett. A reverz transzkripci6 utan az egyes
mintdkat 4 csoportba csoportositottuk a nemet, a kort és metabolikus stresszkezelés tipusat
figyelembe véve. Igy 4 csoportot alakitottunk ki 4-5 résztvevé mintainak poolozasaval: egy
férfiakbol allo és harom, kiillonb6zd korcsoporti nébdl alld csoportot (3. tablazat). 1008
miRNS relativ mennyiségét mértiik le miRNome miRNA PCR Array-eken miScript SYBR
Green PCR Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) felhasznaldsaval a gyartd protokolljanak

atmutatasa szerint.

4.5. A MICROARRAY ADATOK ELEMZESE

A kisérlet attekintése a 2. abran tekinthetd meg.
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4.5.1. A megvaltozott expressziot mutato gének azonositasa

A szegmentalt képek feldolgozasa sordn a képek normalizélasa és log,
transzformécidja a microarray labor protokolljdnak megfeleléen GC-robust multi-array
analysis (GC-RMA) segitségével tortént. Minden ezt kovetd elemzés ezen normalizalt
expresszios értékekkel tortént. Az adatokat Microsoft Excel-ben (Microsoft, Redmond, WA,
USA) elemeztem. Minden génprébara kiszamoltam az atlagos értékeket. Az atlagértékeket
hasznalva elvégeztem a valtozadsok nagysagrendi értékelését egy atlagos logaritmikus
hanyados kiszdmolasaval (average logarithmic ratio — ALR; ALR=4tlagegyik csoport - atlagmasik
esoport)- Bzutdn egy parositott, kétoldali Student-féle t-tesztet hasznaltam az egyes csoportok
kozti szignifikdns kiilonbségek felderitésére. Egy génvaridnst akkor tekintettem eltérd
expresszidjunak a kisérleti és kontroll csoport kozott, ha az |JALR| > 0,378 (1,3-szeres valtozas
a 2 csoport kozott (30%); logx(1,3)) és ha a p-érték < 0,01. Ezekkel a feltételekkel
igyekeztiink csokkenteni a lehetséges elséfaju (type 1) hibdkat (kis expresszid valtozas,
szignifikans p-érték). A miRNS expresszid elemzésre a laborban a Ct mddszert hasznaltuk a
SNORDG61, SNORD68, SNORD72, SNORD95, SNORD96A ¢és RNU6-2 géneket
housekeeping génekként hasznalva. Egy miRNS-t akkor tekintettiink valtoz6 expressziojunak
ha |AACt| > 0,583 ¢és mind a pairwise, mind a groupwise p-érték < 0,05 a kisérleti és kontroll

csoport 0sszehasonlitasaban.
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2. dbra - A fibroblaszt mintdkon végzett microarray vizsgalatok attekinté folyamata.
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A kovetkezékben a heroinfliggdség vizsgalata sordn alkalmazott genotipizalasi és

kiértékelési modszereket szeretném ismertetni.

4.6. GENOTIPIZALAS

Az Osszegyljtott ¢és megfeleléen tarolt szajnyadlkahartya mintakbol DNS
izolalassal nyertiik ki a genomi DNS-t, melybdl nagysagrendileg 1 ng DNS kertlt
felhasznalasra a vizsgalatba vont polimorfizmusok esetén. A modszerek laborunk és
mas kutatdcsoportok korabbi kozleményeiben részletesen is bemutatdsra keriiltek

(DRD4 gén: -521 C/T SNP [216], 120 bp duplikacié [217], DRD4 VNTR [218]).

4.6.1. Hosszusag polimorfizmusok vizsgalata

Ezen varidnsok vizsgalata esetén az egyes személyek genotipusa konnyen
meghatarozhatd, mivel ezeknek a polimorfizmusoknak a lényege, hogy az egyes
emberekben az adott valtozat egy adott ismétlddésszamban fordul eld, igy a PCR sordn
felsokszorozott termék mérete az ismétlddések szamanak megfelelden kiilonbozd lesz.
A kiilonbozé hosszusagun PCR termékek pedig gélelektroforézissel, illetve a futtatas
soran alkalmazott molekulatomeg markerekkel, vagy Ilétrakkal egyszeriien

elvalaszthatoak.

Ezt a mddszert alkalmaztuk az SLC6A3 (DAT) gén intron 8§ VNTR és 3° UTR
régioban elhelyezked6 40 bp VNTR polimorfizmusanak, a DRD4 gén 48 bp VNTR és
120 bp duplikacid6 polimorfizmusainak genotipusos meghatarozasara. Az egyes
polimorfizmusok esetében hasznalt primerek szekvencidi és olvadaspontjaik (Tm) a 4.

tablazatban lathatoak.

4. tablazat - Hosszisag polimorfizmusok genotipizalasa soran felhasznalt primerek
tulajdonsagai.

Polimorfizmus  Név Szekvencia (5' — 3") Tm (°C)
SLC6A3 intron 8 | datl TGT GGT GTA GGG AAC GGC CTG AG 61,8
SLC6A3 40 bp dat2 CTT CCT GGA GGT CAC GGC TCA AGG 63,8
DRD4 120 bp 120duplc  GTT GGC TGT CTT TTC TCA TTG TTT CCA TTG 63,6
dup 120dup2c  GAA GGA GCA GGC ACC GTG AGC 60,7

48bpl GCG ACT ACG TGG TCT ACT CG 49,9
DRD4 48 bp
48bp2 AGG ACC CTC ATG GCC TTG 51,9
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4.6.2. Egypontos nukleotid variaciok vizsgalata

Az egy bazisnyi kiilonbségek felderitésére RFLP (restriction fragment length
polymorphism — restrikcios fragmentum hossz polimorfizmus) és ASA (allele-specific
amplification — allél-specifikus amplifikacio) modszereket hasznaltunk. A genotipizalasi
folyamatok a DRD2/ANKKI1 TaglA (rs1800497), a DRD2 TagqIB (rs1079597) és
TaqID (rs1800498), valamint a DRD4 -616 C/G (rs747302), -615 A/G (rs936462), -521
C/T (rs1800955) és a COMT Vall58Met (rs4680) polimorfizmusainak esetében
kordbban az irodalomban kozolt protokolloknak megfelelden zajlott [218-224]. Az
SNP-k genotipizalasahoz felhasznalt primereket az 5. tablazatban foglaltam Ossze. A
genotipizalasokat egyes esetekben mindkét modszerrel elvégeztik egyrészt az uj

modszer bedllitdsa, masrészt az eredmények megbizhatdsaganak ellendrzése céljabol.

4.6.2.1. Restrikcids fragmentum hossz polimorfizmus vizsgélata

RFLP kimutatasa soran alap moddszernek szamit a restrikcidos endonukledazok
hasznalata. Ezen enzimek a szekvencia specifikus rovid részleteit ismerik fel és ezen
szekvencian beliil vagy ettdl jol meghatirozott helyen hasitjdk a kettdés lancot. A
modszer els6 1épéseként PCR reakciot végziink a megfeleld szekvenciak felszaporitasa
érdekében, majd a terméket a kivalasztott restrikcids enzimmel hasitjuk. Végiil az
emésztett fragmentumokat gél elektroforézissel tessziik lathatova. A mddszer lényege,
hogy amennyiben a restrikcids felismeréhelyben egy SNP talalhatd, az eltiintetheti vagy
(a modszer megtervezésétdl fliggden) létrehozhatja az adott enzim hasitohelyét, igy az
SNP varianstol fliggen 1étrejohet vagy sem a restrikcios hasitas, ennek megfelelden
pedig a kiilonb6z6 hosszasagn hasitasi termékek. Az ANKK1 TaglA, a DRD2 TaqIB és
TaqlD, a DRD4 -521 C/T és -616 C/G, illetve a COMT Vall58Met polimorfizmusanak
esetében ezt a modszert alkalmaztuk. A felhasznalt restrikciés enzimeket a 6.

tablazatban foglaltam Ossze, feltiintetve az adott enzim felismerdhelyét.
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5. tablazat - Az SNP-genotipizalashoz felhasznalt primerek és tulajdonsagaik.

Polimorfizmus Primer név Primer szekvencia (5' — 3') Tm (°C)

ANKK1 TagIA RFLP

TagA_ls CCG TCG ACG GCT GGC CAA GTT GTC TA 64,3

TagqA las CCG TCG ACC CTT CCT GAG TGT CAT CA 62,2
DRD2 TagIB RFLP

TagB 1s GAT ACC CAC TTC AGG AAG TC 51,8

TagB las GAT GTG TAG GAA TTA GCC AGG 52,4
DRD2 TagID RFLP

TagD_s CCC AGC AGG GAG AGG GAG TA 57,6

TagD as GAC AAG TAC TTG GTA AGC ATG 50,5
COMT Vall58Met RFLP

comt3 CTC ATC ACC ATC GAG ATC AA 61,6

comt2 CCT TTT TCC AGG TCT GAC AA 60,7
COMT Vall58Met ASA

comtagklb TGC TCA CCT CTC CTC CGT 49,9

comtagk2b ACA CCC ATA CAA GCA TTC ATC 48,9

comtale TGG TGG ATT TCG CTG GCA 55,5

comtg2d CACACCTTG TCCTTC AC 39,1
-521 C/T valamint a -616 C/G RFLP primerek illetve -521 C/T ASA kiils6 primerek

521ctkl GGA ATG GAG GAG GGA GCG GG 61,4

521ctk2 CGCTCCACCGTGAGCCCAGTAT 62
-521 C/T ASA allél-specifikus primerek

521cl GGA GCG GGC GTG GAG GGC 62,3

52112 GCC TCG ACC TCG TGC GCA 64,4
-616 C/G ASA primerek

616cgkla GAA CCT ACC CCG GCC TGT CGT 60,9

616cgk2a AGA CGG GAA TGA AGC GAG GTG G 61,1

616c1 TGG TCG CGG GGG CTG AGC 63,8

616g2ag CCC CCCMGC AGCCTCTGG YC 62,5

6. tablazat - A restrikcios fragmentumhossz polimorfizmusok vizsgalatahoz
felhasznalt restrikcios enzimek és felismero helyeik.

Polimorfizmus Felismero hely Restrikcios enzim
-616GC gﬁ%ﬁg Sau 96 (GGNCC)
-521CT GGTGCGCACG Fsp 1 (TGCGCA)

COMT G1947A GGCATGAA Nla 111 (CATG)
TaqlA GCCTCGACCA

TaqIB TATTCAAAAG Tag I (TCGA)
TaqlD GGTTCGACTA
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4.6.2.2. Allél-specifikus amplifikacid

Szintén pontmutacidk azonositasara alkalmazhatjuk az ASA moédszert. Ebben az
esetben a kiilonboz6 allélekre specifikus primereket hasznalunk, melyeket 0gy
terveziink meg, hogy a 3’ végen csak az adott alléllal legyenek komplemeterek. Az
allél-specifikus primerek mellett két kiilsé primert is alkalmazunk, melyek segitségével
a PCR reakciot koveto elektroforézis soran a genotipus meghatarozhatd. Az ASA soran
felhasznalt primereket a 7. tablazatban tlintettem fel. A COMT gén esetén is ezt a tetra-
primer PCR moédszert alkalmaztunk.

A DRD4 -521 C/T SNP polimorfizmus genotipusait szintén ASA modszerrel
hatdroztuk meg. Hasonléo a helyzet a -616 C/G SNP esetén (M=A+C, Y=C+T,
degeneralt nukleotidok). Mivel a szomszédos -615 A/G SNP szintén egy polimorf hely,
ezért degeneralt nukleotidot is tartalmazd primereket terveztink a -616 C/G
genotipizalasara, igy a -615 A/G mindkét primere esetén elindult a reakcid és nem

befolyasolta a -616 C/G genotipizalasi munkajat.

4.6.3. A DRD4 SNP-k haplotipus vizsgalata

A DRD4 két szomszédos variansanak (-615 A/G, -616 C/G) haplotipizalasa
soran egy PCR-RFLP alapt, a laborban rutinszerlien alkalmazott restrikcios emésztési
modszert alkalmaztunk. Mivel mindkét polimorfizmus esetén kettd volt a lehetséges
allélek szdma, igy ezek kombinécidja Osszesen 4 lehetséges haplotipust eredményezett.
Minden egyes kombinaciora kiilon restrikcios emésztést alkalmaztunk. Az alkalmazott

enzimek ¢és felismerd helyeik a kovetkezd tdblazatban lathatdak.

7. tablazat - A DRD4 haplotipus vizsgalatihoz felhasznalt restrikcios
enzimek és felismerd helyeik.

Lehetséges Felismer6 hely restrikcids enzim
kombinacidk
-616 G ~-615 A TGAGGACCA Ava 11 (GGWCC)
-616 C ~-615 A TGAGCACCA BsiHKA T (GWGCWC)
-616 G ~-615 G TGAGGGCCA Hae 111 (GGCC)
-616 C~-615G TGAGCGCCA Hae 11 (RGCGCY)
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A -521 C/T genotipus alapjan szelektalva PCR reakcidt végeztiink. A
homozigodta -521 genotipus esetében egy allélra (-521 C allélra az 521c2; T allélra az
52112 primer) specifikus antisense primert és egy -616-0s pozicidtol 5° iranyban tapado
sense primert (521ctkl) (8. téblazat) tartalmazd reakcidelegyet alkalmaztunk.
Heterozigota -521 genotipus esetén mindkét -521 allélra kiilon-kiilon allélspecifikus
reakcidelegyet készitettliink (kiilon reakcioban ment a C-reakci6 az 521c2 primerrel és
kiilon a T-reakcio az 521t2 primerrel). A PCR termékeket mind a négy endonukleézzal
emésztettiik, s mivel ezen enzimek csak bizonyos haplotipus kombinaciok esetén
hasitanak, igy a -615 ~ -616 haplotipus kombinacidk elektroforetikus elvalasztas utan

egyértelmiien leolvashatoak.

8. tablazat - A DRD4 haplotipus elemzés soran a -521C/T genotipusnak
megfelelden alkalmazott primerek.

Primer név Primer szekvencia (5' — 3") Tm (°C)
521ctkl GGA ATG GAG GAG GGA GCG GG 61,4
521c2 GCC TCG ACC TCG TGC GCG 60,4
521t2 GCC TCG ACC TCG TGC GCA 64,4

4.6.4. A felhasznalt PCR reakcidelegy

Az éltalam végzett PCR reakcidk soran felhasznalt mix dsszetétele: 2mM dNTP
(dezoxiribonukleozid-trifoszfat ~ szubsztratok); 10x  puffer (enzim  optimalis
miitkddéséhez); Q-oldat; viz; 5U/ul HotStarTaq (polimerdz); illetve az adott
polimorfizmusnak megfeleld primerek (sajat tervezés, az egyes polimorfizmusokra
tervezett primerek a korabbiakban keriiltek bemutatasra). 9ul PCR mixhez 1pul higitott
(2x-es vagy 5x-0s higitas a koncentraciotol fliiggéen: <20 ng/ul kezdeti koncentracid
esetén a tomény DNS-t kétszeres higitasban, mig >20 ng/pl DNS koncentracio esetén 5-
sz0ros higitasban alkalmaztuk) DNS-t hasznaltunk fel. A haplotipus meghatarozasanal a
reakciot a 4-féle emésztésnek megfelelden nagyobb térfogatban allitottuk Gssze.

A PCR reakcitelegyekben a kdvetkezd anyagokat hasznaltuk fel:
1x Buffer (1,5 mM Mg2+), mely noveli az enzimspecificitast; Q-oldat (Qiagen), amely a
DNS olvadaspontjat csokkentve noveli az amplifikacid hatékonysagat; 200 uM dATP,
dCTP, dGTP and dTTP; 0.1 U HotStarTaq DNS polimeradz és 5 ng genomikus DNS (10
uL végtérfogat). A termociklus bedllitdsai: 95°C 15 perc denaturéacio, 35-40 ciklus:
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94°C, 1 perc denaturdlas; 30 madasodperc annealas polimorfizmustdl fiiggd
hémérsékleten (65°C: -521 C/T, -616 C/G ¢és a haplotipusaik; 60°C: 48 bp VNTR, DAT
(SLC6A3) 3’'UTR VNTR; 59°C: DAT (SLC6A3) intron 8; 58°C: 120 bp dup; 56°C:
COMT Vall58Met; 52°C: TaqlA, TaqlB, TagqlD) és 72°C, 1 perc extenzio, majd végiil
10 perc polimerizéaci6 72°C-on. A restrikciés emésztés az adott endonukledz és a gyarto
altal az enzimhez ajanlott buffer felhasznéaldsaval tortént.

A Hae 11 és BsiHKA I enzimekhez a leirasuknak megfeleléen 0,1 g/l BSA-t is
adtunk. Az emésztés a BsiHKA I és a Taq 1 enzim esetén 65°C-on, a tobbi enzimnél

37°C-on zajlott 3 6ran keresztiil vagy egész éjszakan at.

4.6.5. Elektroforézis

4.5.4.1. Horizontalis agar6z gél-elektroforézis

A gél-elektroforézis kivaléoan alkalmas a PCR soran felszaporitott DNS
molekuldk méret szerinti elvalasztasara. A PCR reakcid soran keletkezd termék
méretétdl, illetve a varhato allélek méretkiilonbségeitdl fiiggden harom kiillonbozd gélt
vagy azok keverékét alkalmaztuk: 1) a 2,5%-os agardz gélt; 2) 2% metaphor — 1,5%
agaroz keveréket; 3) 4% metaphor gélt. Az agaroz gél tokéletesen alkalmas nagyobb
fragmensek elkiilonitésére (100 bp — 5 kb) és kdnnyen kezelhetd gél onthetd beldle, mig
a metaphor kisebb fragmensek (10-500 bp) specifikusabb elvalasztdsira alkalmas,
viszont a beldle 6ntott gél torékeny és emiatt nehezebben kezelhetd. Igy a par szaz
bazisparos termékek elvalasztisara mi a kevert gélt alkalmaztuk, mely még konnyen
kezelhetd, a metaphornak kdszonhetden pedig érzékenyebb elvalasztast tesz lehetdveé. A
kiilonb6zd polimorfizmusok esetén alkalmazott gélelektroforetikus beallitasokat,

futtatasi idoket a 9. tablazat foglalja 6ssze.

9. tablazat - A Kiilonb6z6é polimorfizmusok esetén alkalmazott elektroforetikus
beallitasok.

PCR termék Gél Futtatas ideje
-616CG- -615AG Hae 111 45 perc
2% metaphor — 1,5% agar6z
-616CG (Sau96 1) RFLP 40 perc
TaqlA 45 perc
TaqlB 2,5% agar6z 45 perc
TaglD 45 perc
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PCR termék Gél Futtatas ideje
DRD4 120 bp dup 1 6ra
DRD4 48 bp VNTR 2 6ra
-616CG ASA 1 ora
-616CG (Ava 1) RFLP 1 ora
-521CT RFLP 1 6ra
-521CT ASA 1 ora
-616CG- -615AG Ava Il 45 perc
-616CG- -615AG Hae 1l 45 perc
-616CG- -615AG BsiHKAI 45 perc
SLC6A3 intron VIII VNTR 2 ora
SLC6A3 3’'UTR VNTR 1,5 ora
COMT Vall58Met ASA 45 perc
COMT Vall158Met RFLP 4% metaphor 45 perc

A futtatas 1x TAE (10 mM Tris-acetat (pH = 8,5) és 2 mM Na,EDTA) pufferben
tortént 100-120 V kozotti fesziiltséggel. A futds utdn a géleket egy 1 pg/ml etidium-
bromidot (EtBr) tartalmaz6 TAE pufferban festettiik 10-12 percen at. A kialakulé EtBr-
DNS komplexek UV fény alatt lathatova tehetdek. A géleket a Bio-Rad Gel-Doc 1000
(Bio-Rad Laboratories, Segrate, Milan, Italy) rendszerrel fényképeztiik és az igy késziilt

digitélis képeket hasznaltuk fel az eredmények kiértékelésénél.

4.7. STATISZTIKAI ELEMZES

4.7.1. Konvencionalis (frekventista) elemzés

Eset-kontroll analizislinkh6z domindns modellt hasznaltunk fel a ritkabb allél
tesztelésére, azaz a genotipusokat csoportositottuk a ritkabb allél jelenléte vagy hianya
szerint. Az igy kapott genotipus csoportok eldfordulasi gyakorisdgat Khi-négyzet
prébaval hasonlitottuk 6ssze az SPSS 17.0 Windows verzidjat felhasznalva (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). A nominalis szignifikancia értéke p < 0,05 volt. A tobbszords
Osszehasonlitds problémajat ellensulyozva szigoru Bonferroni korrekciot alkalmaztunk:
a szignifikancia kiiszobértéke a heroinfliggdség ¢s a dopaminerg gének asszocidciod

vizsgalata sordn p < 0,0045-re médosult, mivel 11 polimorfizmust teszteltiink.
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Az ANKKI ¢és DRD2 egypontos varidciok (TaqlA, TaqlB és TagqlD) kozti
kapcsoltsagot a HaploView 4.2 programmal (Daly Lab, Cambridge, MA, USA)
végeztiik [225]. A haplotipusok elemzéséhez a likelihood- vagy valdsziniiség-alapu
UNPHASED programot hasznaltuk [226].

A szubsztitucids terapia hatékonysaganak vizsgdlata soran a kezelésre adott
valasz szerint elvalasztott genotipus-, illetve allélcsoportokat Khi-négyzet probaval
hasonlitottuk 6ssze p < 0,05 szignifikancia szintet alkalmazva, illetve tobbvaltozos

elemzéshez logisztikus regressziot is alkalmaztunk az SPSS 17.0 program segitségével.
4.7.2. BN-BMLA elemzés

Az aldbbiakban egy olyan modszer elvét ismertetem, amely modszert a
Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem Méréstechnika és Informacios
Rendszerek Tanszékérdl Antal Péter és Sarkozy Péter mutatott be nekiink. Ezen
modszerhez az altaluk fejlesztett grafikus szoftvert hasznaltuk fel az eredmények
atlathatobba tétele érdekében.

A megszokott asszociacio tesztelések mellett egy haldézat-alapu asszociacid
analizis is kivitelezésre kertilt: a Bayes hald alapt bayesi tobbszintii relevancia elemzés
(Bayesian network based Bayesian Multilevel Analysis of relevance, BN-BMLA). A
moddszer egyik kozponti elve az erds relevancia elve. Egy valtozo erdsen relevans,
amennyiben a statisztikai asszocidci6 relevans marad a tobbi valtozé fliggvényében is
(pl. a hatasat mas variansok nem befolyasoljak) [227]. Ez a megkdzelités altalanosithato
tobb valtozo vizsgalatara is. A valtozok egy csoportja megfelel6 magyarazd valtozo
lehet, amennyiben mas valtozok nem mutatnak statisztikai asszocidciot (pl. ha ezek a
valtozok tgymond védik a célvaltozot a tobbi valtozo hatasatol) [228]. A valtozok ezen
csoportjat (X’, ahol X a varidnsok egy alcsoportja) Markov-lancnak nevezik (MBS(Y))
egy Y célvaltozo6 fliggvényében. Amennyiben egy adott X; valtozo/faktor egy Markov-
lanc tagja azt a Markov-takard6 (Markov blanket) tagjdnak (MBM — Markov Blanket
Membership) nevezziik. A BN-BMLA megkozelités lehetdveé teszi ezen tulajdonsagok
haldzati struktirdkat tesztel véletlenszerli moédon Markov-lanc Monte Carlo szimulacid
hasznalataval. Mi egy kordbban publikalt modszert hasznaltunk fel az MBM ¢és MBS

posterior valésziniiségek szamolasara a kovetkezd beallitisokat hasznalva: 8x10°
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MCMC (Markov Chain Monte Carlo) 1épés, 10° burn-in 1épés, 5 maximum parents,
Cooper-Herskovits prior (a folyamat részletes leirdsdhoz lasd: [229]).

A mobdszer lehetdséget biztosit egy valtozohalmaz {X;;, ... , Xi,} interakcidinak
vagy redundanciainak szédmszerisitésére egy D adathalmaz esetén. Az interakcid és

redundancia értékeket (R) X;, X, prediktor parokra az alabbi képlettel szamoltuk:

_— P(X;, X;,cMBS(Y)|D)
Y P(X;,cMBS(Y)|D) * P(X,cMBS(Y)|D)

A modszert alkalmazva az R értékek 1-t0l vald eltérésébol kovetkeztethetiink,
hogy interakcid (R>1) vagy redundancia (R<1) esete all fenn. Az ehhez tartozo
Interakcidos hanyados (IR — Interaction Ratio) az IR=In(R), mig a Redundancia
hanyados (Redundancy Ratio) az RR=-In(R) képlettel szamolhato.

A tovabbiakban a metabolikus stresszkezelés hatdsara bekdvetkezd expresszios

valtozasok elemzéséhez kapcsolodo technikakat ismertetem.

4.8. HIERARCHIKUS KLASZTEREZES

A megvaltozott expressziot mutatd gének egy kétutas hierachikus klaszterezésen
mentek 4t Euklidészi tavolsagot (Euclidean distance) alkalmazva a GenePattern
programmal [230]. Ez a moddszer lehetdveé teszi a gének és mintdk klaszterezését,
csoportositasat annak megfeleléen, hogy mennyire allnak kozel egymashoz, tovabba a
modszerrel lehetdvé valik vizualisan megjeleniteni, amennyiben a mintak az expresszios
valtozas alapjan elkiilonithetdek. Az mRNS esetén az RMA-normalizalt log2-es
expresszios értekeket, mig a miRNS-ek esetében a ACt értékeket hasznaltuk fel az
elemzésekhez. A korrelaciokat Microsoft Excelben, Pearson koefficiens hasznalataval

szamoltuk.
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4.9. IRODALOMKUTATAS

Miutdn azonositottuk a kisérleti és kontroll csoportok kozott szignifikans
génexpresszid valtozast mutatdé géneket, alapos irodalomkutatdsnak vetettiik ala 6ket

kiilonboz6 forrasokat hasznalva, ugy mint: NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), HuGe

Navigator (http://hugenavigator.net/HuGENavigator/home.do), valamint a GeneCards

(http://www.genecards.org/). Mindezek mellett egy informativ 0sszefoglalé megirasara

is sort keritettiink, melyben az egyes génekre vonatkozé legfontosabb informaciokat

gyljtottiik 6ssze, hogy csoportosithassuk dket a biologiai funkcidiknak megfelelden.

4.10. GSEA - GENE SET ENRICHMENT ANALIZIS

Az irodalomkutatés alapjan torténd klasszifikacion tal egy gene set enrichment
elemzést is végeztiink elére meghatarozott génklasszifikdcio alapjan. Habar az
irodalomkutatds egy erds és alapos modszer, hatrdnyai is vannak: a szubjektivitas
befolyasolhatja a csoportkialakitast. Eppen ezért hajtottuk végre a BioCarta adatbazis
adatai alapjan a GSEA elemzést, amely meghatarozza, hogy egy a priori meghatarozott
géncsoport statisztikailag szignifikans kiilonbséget mutat-e el6fordulasat tekintve az
Osszehasonlitando csoportjaink kozott. A gének az expresszid szint szerint vannak
rangsorolva és a program 4 f0 statisztikai modszert alkalmaz GSEA elemzésben:
enrichment score (ES), mely annak mértékét tiikkrozi, hogy egy adott génkészlet
mennyire feliilreprezentalt a mintaban; normalized enrichment score (NES), amely egy
ES a génkészlet méretére normalizalva; nominal p-value, amely az ES statisztikai
szignifikancidjat becsli egy génkészletre; FDR g-value, amely annak a valdsziniiségét
becsli, hogy egy adott génkészlet egy adott NES értékkel fals pozitiv eredményt ad. p <
0,05 és q < 0,25 értékeket hasznaltunk a megvaltozott expressziot mutatd génkészletek

azonositasara csoportjaink kozott.

4.11. AZ mRNS TALALATOK VALIDALASA

Az tutvonalanalizis eredményeire alapozva 10 lipid bioszintézisben résztvevo
gént valasztottunk ki qPCR-es validalas céljabol és ezen ellendrzést minden egyes
személyre elvégeztiik (N=17). A Qiagen RT2 First Strand Kit hasznalataval a teljes

RNS-ek reverz transzkripcidjat végezték el a labor munkatarsai, majd a Qiagen RT2
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Profiler PCR Array-ek hasznélatdval ABI Prism 7300 rendszeren (Applied Biosystems)
ellendrizték a mintdk Ct értékeit a 10 valasztott gén (SCD, FABP3, DHCR7, INSIGI,
QPRT, HMGCR, HMGCSI, LDLR, FADS1, FADS2) és a 2 houskeeping gén (ACTB,
GAPDH) esetében. A Ct értékek kiértékelését a SABiosciences PCR Array Data

Analysis Template Excel szoftver segitségével végezték.
4.12. A miRNS TALALATOK VALIDALASA

22 miRNS-t vélasztottunk ki tovabbi nyomonkovetésre a 17 mintankon: hsa-
miR-146b-5p, hsa-miR-550a, hsa-miR-129-3p, hsa-miR-214, hsa-miR-21, hsa-miR-22,
hsa-miR-132, hsa-miR-376¢, hsa-miR-19a, hsa-miR-195, hsa-miR-181a, hsa-miR-486-
5p, hsa-miR-377, hsa-miR-424, hsa-miR-542-3p, hsa-miR-22, hsa-miR-103a, hsa-miR-
376b, hsa-miR-29b, hsa-miR-185, hsa-miR-564, hsa-miR-34a). Az assay-k azonosak a

mar korabban emlitettekhez, melyeket a pool-ozasnal is alkalmaztunk.
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5 EREDMENYEK

A kovetkezOkben a heroinfliggdség €s a dopaminerg rendszer asszociacid
vizsgalatanak eredményeit szeretném folyamatdban bemutatni, ezek utan térnék ra a

szubsztitlicios terapia hatékonysagat befolyasold genetikai tényezok elemzésére.

5.1. ESET-KONTROLL ELEMZES

303 magyar heroinfiiggd beteg és 555 egészséges magyar kontroll személy
mintdja keriilt végsé elemzésre 7 dopaminerg SNP és 4 VNTR esetében. Az
eredményeket nemre korrigaltuk, igy mind a beteg, mind az egészséges populacidban
70:30 volt a férfiak és ndk aranya. Az altalunk vizsgalt polimorfizmusok legfontosabb
jellemz6i — beleértve a tartalmazd gén nevét, kromoszomalis elhelyezkedését,
genomkoordinatait, a vizsgalt polimorfizmus rs szamat vagy az ismétlédo régi6 hosszat,
a variansok alternativ neveit, génen beliili lokalizaciojukat, illetve a MAF (minor allele
frequency — ritkabb allél eléfordulasa) értékeket — a 10. és 11. tablazatokban lathatdak
SNP és VNTR szerinti bontasban. Az SNP-ket tartalmazd téblazatban a feltlintetett
MAF értékek - azaz a ritkabb allélek eléfordulasi gyakorisdgai - az ALFRED (The
AlLlele FREquency Database) adatbazis adatainak megfelelden lettek feltiintetve,
kiegészitve a jelen vizsgalatunkbol kapott MAF értékekkel. Egyes esetekben csak
magyar allélgyakorisagi értékek voltak elérhetéek az adatbazisban. A VNTR-eket
tartalmazé tablazat hasonld modon foglalja Ossze az adott varidnsok alapvetd

tulajdonsagait, tartalmazva az ismétlddé régid bazispdrban mért hosszat.

51



DOI:10.14753/SE.2015.1810

10. tablazat - A dopaminerg rendszer genetikai variansai — SNP polimorfizmusok és tulajdonsagaik.

Kromoszomalis Alternativ  Génen beliili MAF
Gén szimbo6lum, név elhelyezkedés Genomkoordinata rs SZam név elhelyezkedés MAF sajat adat
Catechol-O- 22:19,929,262 -
COMT methyltransferase 22ql1.21 19.957.497 rs4680 Vall58Met exon 3 0,558 0,470
. 11:113,280,316 - rs1079597 TaqIB intron 1 0,163 0,140
DRD2 Dopamine receptor D2 11423 113,346,000 rs1800498  7aglD ___intron 2 0360 0,400
Ankyrin repeat and kinase 11:113,258,512 -
ANKKI1 domain containing 1 11g923.2 113,271,139 rs1800497 TaqlA exon 8 0,190 0,170
rs1800955 -521 C/T  5' promoter 0,400 0,470
DRD4 Dopamine receptor D4 11pl15.5 11:637,304 - 640,705 1s936462 -615 A/G  5' promoter 0,132% 0,130
rs747302 -616 C/G  5' promoter 0,485I 0,480

* MAF forras: ALFRED adatbazis — kevert eurdpai populacio
**Hivatalos jeldlés a HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC) adatbazisa alapjan
1 Csak magyar adat volt elérhet6 [222]

11. tablazat - A dopaminerg rendszer genetikai variansai — Hosszisag polimorfizmusok és tulajdonsagaik.

Kromoszomalis

Gén szimbélum, név* Alternativ név . Genomkoordinata Ismétlodé régio Génen beliili elhelyezkedés
elhelyezkedés
) 1,2 kb az iniciacios kodon
DRD4 Dopamine receptor D4 11p15.5 ééllb67307§304 i 120 bp dup elétt
’ 48 bp VNTR exon 3
i i 40 bp VNTR 3'UTR

Solute carrer family 6 Dopamine transporter 1 5:1,392,904 - P
SLC6A3 (neurotransmitter transporter, (DAT1) 5p15.33 1.445.542

dopamine), member 3 S intron 8 VNTR intron 8

*Hivatalos jelolés a HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC) adatbazisa alapjan
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Mivel egyazon génen beliil helyenként tobb polimorfizmus is elemzésre keriilt,
ezért indokolt volt ezen polimorfizmusok génenkénti kapcsoltsagi — linkage
disequilibrium (LD) - vizsgélata. Linkage disequilibrium 4&ll fenn két egyazon
kromoszoman 1évé markerpozicid kozott, ha a két pozicion talalhato alléleket tekintve

bizonyos allélkombindciok gyakorisdga eltér az egyes allélek gyakorisaganak

szorzatatol.
[ ] [ !
< = o) e = 5
= = Qo o < O
8 & & e e &5
- [ = © ] o
Block 1 (25 kh) Block 1 (0 kb)
1 2 3

3. abra - A DRD2/ANKKI1 és a DRD4 SNP-k kapcsoltsagi értékei.

A DRD2/ANKKI1 ¢és DRD4 gén polimorfizmusai kozti linkage disequilibrium
tesztelésére a HaploView 4.2 programot hasznaltuk. Az eredmények a DRD2 esetében a
3. abra bal, a DRD4 esetében a jobb oldalon lathatéak. Erds LD-ot talaltunk a TaglA és
TaqlIB esetében (98%). Habar Neville és mtsai. [105] azt mutattak ki, hogy a TagqlA
valojaban az ANKK1-es génben taladlhatd, a két SNP kozott még igy is erds maradt az
asszociacio (98%). Erdekesség, hogy a harmadik vizsgalt SNP (TagID) a két ersen
kapcsolt gén kozott fekszik (lasd kordbban: Taq polimorfizmusok kromoszéma
elhelyezkedése abra), mégis kétértelmi képet mutat: erésen kapcsolt a TagIB SNP-hez
(98%), de a TaglA-hoz nem (67%). A DRD4 gén két szomszédos SNP-je a promoter

régidban 615, illetve 616 bazisparral megeldzve a start kodont szintén erdsen kapcsoltak
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(98%) az elvardsoknak megfeleléen. Masrészrél a -521 C/T SNP csak gyenge
kapcsoltsagot mutat az elézéekkel (47%).

Eset-kontroll elemzésiink Osszefoglaldsa a 12. tablazatban lathato. Mind a
gyakran hasznalt polimorfizmus nevek, mind az rs szamok feltiintetésre keriiltek a
konnyebb megértés érdekében. A tablazat tartalmazza az esetszdmokat (N) és a
vonatkoz6 szdzalékokat (%) is minden kontroll, illetve beteg genotipus kategdria
esetében. A megfigyelt genotipus gyakorisdgok a kontroll csoportban minden SNP
esetében megfelelnek a Hardy-Weinberg egyensulynak (HWE; p-értékek a HWE
oszlopban), mivel a p-értékek minden esetben a p < 0,05 szignifikancia hatar felett
maradtak. Ez jelzi, hogy az adott varidns genotipus gyakorisdgai nem kiilonboztek
szignifikans mértékben a Hardy-Weinberg egyenstlytol. A hosszusag polimorfizmusok
esetében a genotipusok a madasodik leggyakoribb allél jelenléte vagy hidnya szerint
csoportositasra keriiltek ¢s a Hardy-Weinberg egyenstlyt ezekre a kategoridkra
szamolva tiintettiik fel. A VNTR genotipusok teljes listaja, mely tartalmazza az Osszes
lehetséges varianst, a 13. tdblazatban lathato.

Eset-kontroll analizisiink frekventista modszerrel torténd elemzése a ritkabb allél
jelenlétén vagy hidnyan alapult (dominans modell). Minden p-érték, amely nominalis
szignifikanciat mutat (p < 0,05), félkovér formatumban lathatdé a tablazatban. Az
adatokbol lathat6, hogy a ritkabb allélt (T) tartalmazd genotipusok (CT + TT) az
ANKKI1 gén TaqlA polimorfizmusanak (rs1800497) esetében feliilreprezentaltak a
betegek korében (6,1% + 34%) a kontrollokhoz viszonyitva (3,2% + 27,9%), ami a T
allél heroinfliggdségben jatszott lehetséges genetikai szerepére utal (p = 0,009). Hasonlo
hatdsra deriilt fény az erdsen kapcsolt DRD2 TagIB SNP (rs1079597) esetén is: a
ritkdbb A allélt tartalmaz6 genotipusok feliilreprezentaltak a heroinfiiggd betegek
korében (4,6% + 31,3%) a kontrollcsoporthoz viszonyitva (2,3% + 23,5%, p=0,003).
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12. tablazat - Az eset-kontroll elemzés eredményeinek dsszefoglalasa.

Gén Marker Genotipus Kontroll csoport HWE Beteg csoport HWE Eset-kontroll: Dominans modell
P N % p-érték N % p-érték  p-érték OR (95% CI)
GG 125 22,5% 75 24,8%
COMT ;;ZlélgsfMet AG 275 49,6% 0,99 152 50,4% 0,993 0,329 0.8 élz 62)
AA 155 27,9% 75 24,8% ’ ’
TT 17 3,2% 18 6,1%
ANKKI1 Taal o CT 148 27.9% 0912 100  340% 0757 0,009 R B 00)
cC 366 68,9% 176 59,9% ’ ’
AA 12 2,3% 13 4,6%
rTS ‘;‘{)17%597 AG 123 23,5% 0,833 88 31,3% 0,869 0,003+ a lé’flz 21)
DRD2 GG 388 74,2% 180 64,1% ’ ’
cC 78 15,8% 56 19,4%
TagID o o 1,15
1800498 CT 239 48,2% 0,989 138 47,8% 0,898 0,381 (0.84-1.56)
TT 178 36,0% 95 32,8%
cC 111 21,0% 61 20,2%
-21 G CT 278 52,6% 0,989 134 44,4% 0,282 0,007 0,66
1s1800955 (0,48 - 0,89)
TT 140 26,4% 107 35,4% ’ ’
GG 4 0,8% 5 1,7%
;591356‘2‘23 AG 128 24.2% 0,18 80 26,6% 0,731 0,302 © 816’}81 63)
AA 395 75,0% 215 71,7% ’ ’
DRD4 GG 120 22,5% 62 20,5%
;27127%3 CG 271 50,7% 0,927 164 54,3% 0,307 0,610 © 719"_)91 50)
cC 143 26,8% 76 25,2% ’ ’
1-absent 392 70,9% 211 69,6% 1,06
120dup l-present 161 29,1% 0,974 92 30,4% 0,851 0,702 (0,78 - 1,44)
7-absent 337 62,3% 195 64,8% 0,90
48bp VNTR 7-present 204 37,7% 0,219 106 35,2% 0,977 0.472 (0,67 - 1,20)
9-absent 275 51,2% 164 56,2% 0,78
SLC6A3 40bp VNTR 9-present 262 48,8% 0,998 128 43,8% 0,928 0,092 (0,59 - 1,04)
. 2-absent 343 63,3% 195 64,8% 0,94
intron 8 VNTR 2-present 199 36,7% 0,852 106 352% 0,108 0,664 (0,70 - 1,26)

HWE: A Hardy-Weinberg egyensiilytél valo eltérés p-értéke; OR: Odds ratio — esélyhanyados; CI: konfidencia intervallum
*: szignifikans a Bonferroni korrekciot kovetoen: p < 0,0045 (0,05/11) 11 tesztre
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13. tablazat - A hosszusag polimorfizmusok teljes genotipuslistaja csoportositas nélkiil.

Heroinfiiggo
Gén Polimorfizmus  Genotipus Kontroll csoport betegek
N % N %

DRD4 120dup 11 13 2,4% 10 3,3%
12 148 26,8% 82 27,1%

22 391 70,7% 210 69,3%

23 1 0,2% 1 0,3%

48bp VNTR 22 4 0,7% 7 2,3%
23 4 0,7% 2 0,7%

24 69 12,8% 26 8,6%

27 25 4,6% 8 2,7%

28 1 0,2% 0 0,0%

33 2 0,4% 0 0,0%

34 23 4,3% 12 4,0%

37 12 2,.2% 4 1,3%

44 214 39,6% 139 46,2%

45 6 1,1% 4 1,3%

46 3 0,6% 0 0,0%

47 130 24,0% 83 27,6%

48 7 1,3% 3 1,0%

49 2 0,4% 2 0,7%

55 1 0,2% 0 0,0%

57 4 0,7% 0 0,0%

67 0 0,0% 1 0,3%

77 31 5,7% 9 3,0%

78 2 0,4% 0 0,0%

79 0 0,0% 1 0,3%

410 1 0,2% 0 0,0%

SLC6A3 3 U\;Fﬁ,ég bp 79 1 0,2% 1 0,3%
99 43 7,8% 20 6,6%

610 1 0,2% 1 0,3%

810 1 0,2% 2 0,7%
910 219 39,7% 108 35,8%

911 5 0,9% 0 0,0%

915 1 0,2% 0 0,0%
1010 275 49,8% 164  54,3%

1011 4 0,7% 6 2,0%

1013 1 0,2% 0 0,0%

1014 1 0,2% 0 0,0%

intron 8 VNTR 22 20 3,7% 19 6,3%
23 179 33,0% 87 28,9%
33 343 63,3% 195 64,8%
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Mint az a 12. tablazatban is latszik e polimorfizmusok esélyhanyadosai relative
magasak (1,49 és 1,61 a TaqlA és TaqlIB esetén). Mindezeken feliil a DRD4 -521 C/T
polimorfizmusa is nominalis szignifikanciat mutatott a heroinfiiggéséggel (p = 0,007).
Habar a két allél kozel egyenld gyakorisaggal fordul eld, a ritkabb C allél ugy tiinik,
hogy védo szerepet tolt be a heroinfiiggdéséggel szemben, mivel mind a CC, mind a CT
genotipusok alacsonyabb gyakorisaggal fordulnak elé a betegek korében (20,2% +
44,4%), mint a kontrollok esetében (21,0% + 52,6%). Az altalunk vizsgalt egyéb
polimorfizmusok esetében nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget a genotipusok
eloszlasédban a beteg és kontrollcsoportok kozott. A tobbszords Osszehasonlitds miatt a
szigoru Bonferroni korrekciot alkalmaztuk, melynek 1ényege, hogy ha tobb hipotézist
tesztellink egyidejlileg ugyanazon mintdn, akkor a szignifikancia szintet a hipotézisek
szdmaval — jelen esetben az elvégzett Khi-négyzet probak szamaval — kell korriglni (p
< 0,0045 (0,05/11) a 11 tesztre). A szignifikancia szint szigoritdsaval csokkentettiik az
elséfaju (type I vagy fals pozitiv) hibak valosziniiségét, tehat azt, hogy elvetjik a
hipotézisiinket, pedig igaz, ellenben noveltiik a masodfaji (type II, fals negativ) hiba
valoszinliségét. A korrekciot kovetéen mindossze a DRD2 TagIB SNP hatdsa maradt
szignifikans (csillaggal jelolve a 12. tdblazatban), mely azt sugallja, hogy a DRD2
TaqIB ritkabb allélja erdsen relevans tényezo a heroinfiiggdség kialakuldsanak genetikai

hatterében.

5.2. TOBB VARIANS EGYUTTES HATASANAK ELEMZESE

Mivel a Bonferroni korrekcié az egyik legszigorubb modszer tobbszords
Osszehasonlitasos adatok esetében, tobb varidns egyiittes hatdsat is teszteltiik, hogy
kivéd;jiik a fals negativ eredmények eshetdségét, azaz, hogy elfogadjuk a hipotézisiinket,
habar az nem igaz. Els6 1épésben egy haplotipus elemzést végeztiink a DRD2/ANKK1
gének Taql polimorfizmusaira, hogy teszteljiik az egyes polimorfizmusok egyiittes
hatasat. Az eredmények a 14. tablazatban lathatoak. Habar nominalisan szignifikdns
asszociaciot talaltunk a TaqlA-TaqlB, TaqlD-TaqIlB ¢és TaqlA-TaqlD-TaqlB
(p=0,0063; p=0,0136; p=0,028) haplotipusok esetében a heroinfiiggéséggel, ezen
eredmények nagy valoszinliséggel egyszerli kovetkezményei a ritka allélek szoros

kapcsoltsaganak.
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14. tablazat - Az ANKKI1 és DRD2 SNP-k haplotipus elemzésének eredményei.

Polimorfizmusok Haplotipusok Iz;):g)ﬁl clssgz)%t lef;,:i};OOd f & rlz(-ék
TaqlA - TaqID C~C 0,248 0,2382 6,59 30,0860
C~T 0,5694 0,5248
T~C 0,1472 0,1921
T~T 0,03537 0,04486
TaqlA - TaqIB C~A 0,001 0,0037 1235 3 0,0063
C~G 0,8294 0,7579
T~A 0,1382 0,1991
T~G 0,0314 0,03929
TaqID - TaqIB C~A 0,1502 0,2011 10,68 3 00136
C~G 0,2458 02311
T~A 0 0,0046
T~G 0,604 0,5622
TaqlA -TaqID - o 5 0,0011 0,00375 14,14 6 0,0280
TaqlB
C~C~G 0,2435 0,232
C~T~G 0,5762 0,5223
T~C~A 0,147 0,1974
T~C~G 0,0022 0
T~T~A 0 0,004609
T~T~G 0,03 0,03985

A szorosan kapcsolt TaglA és TaglB SNP-k T ~ A ritka allél haplotipusa
feliilreprezentalt a betegek korében (19,9%) a kontrollokhoz viszonyitva (13,8%), amely
azonban jegyezniink, hogy a kapcsolt ritka allélek (T ~ A) és gyakori allélek (C ~ G)
haplotipus gyakorisdga kozel 97% (13,8% ¢és 82,9% a kontrollok esetében), a tobbi
haplotipus rendkiviil ritka. fgy a T ~ A haplotipus és a heroinfiigg6ség kozti asszociacio
direkt kovetkezménye lehet az asszocialo ritka alléleknek. A DRD4 promoter SNP-inek
haplotipus frekvenciait szintén kiszdmoltuk, majd Osszehasonlitottuk a heroinfliggd
csoport ¢€s a kontroll csoport értékeit, de szignifikans hatast nem talaltunk (15. tablazat).

Fiiggetlen elemzésként alkalmaztuk a Bayes halo alapti bayesi tobbszintii
relevancia elemzést annak érdekében, hogy a dopaminerg rizikofaktorok
heroinfliggdségben betdltott szerepét értékelni és validalni tudjuk. Ugyanazon feno- és
genotipus adatokat alkalmazva, mint a korabbi elemzéseknél Osszefoglaltuk a Bayesi

halo eredményeit a 4. abran.
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15. tablazat - A DRD4 SNP-k haplotipus elemzésének eredményei.

Polimorfizmusok  Haplotipusok Kontroll csoport Beteg leehl."md P
csoport ratio értek
C~A 38,2% 31,4%
C~G 8,9% 11,2%
521 C/T-615A/G T A 48.8% 53.6% 7,388 3 0,06
T~G 4,1% 3,8%
C~C 21,9% 17,5%
C~G 25,4% 24,9%
521 C/T-616 C/G T~C 29.7% 34.9% 5,54 3 0,136
T~G 23,0% 22,8%
A~C 52,8% 52,1%
A~G 34,4% 32,9%
615 A/G - 616 C/G e . 00/" ; 30/" 335 3034
~ ,U70 ,J70
G~G 12,9% 14,8%
C~A~C 22,5% 17,5%
C~A~G 15,7% 13,9%
C~G~C 0,0% 0,3%
521 _Cgé gl/éA/G C~G~G 8,9% 11,0% 10,1625 6 0,118
T~A~C 29,7% 34,6%
T~A~G 19,0% 19,0%
T~G~G 4,1% 3,7%
DRD4 -615 .
A/IG /
DR]():‘;l:SZI L @ Heroinfiiggoses Ead ANKK1 TagIA
4 /

DRD2
TaqIB /

4. abra - A BN-BMLA tobbszintii relevancia elemzés 6sszefoglalasa.
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Grafikus moédon megjelenitve eredményeink az ANKKI (7agqlA), a DRD2
(TaqIB) és a DRD4 (-521 C/T) génpolimorfizmusok szignifikdns hatasat mutattak, mely
eredmények Osszecsengenek a tobbszOrds tesztelés nélkiili single marker elemzés
eredményeivel. A halozati képen a nyilak vastagsaga az adott hatds erdsségére utal,
melybdl a TaqIB és a -521 C/T TaqlA-val szembeni kifejezettebb hatdsa tlinik szembe.

Tovabbi érdekes eredményt hozott a BN-BMLA elemzés, miszerint egy masik
DRD4 promoter polimorfizmus (-615 A/G) indirekt hatassal bir a célvaltozonkra, a
heroinfliggdségre. Az eredmények azt mutattak, hogy a -615 A/G polimorfizmus hatasa
egy masik DRD4 polimorfizmus, a -521 C/T-n keresztiil valésul meg, ahogy az az dbran
is lathato. Ezen SNP-k kombinalt hatasat klasszikus statisztikai modszerrel vizsgalva is

ezt az eredményt lathatjuk a 16. tdblazatban.

16. tablazat - DRD4 -615 A/G és -521 C/T SNP-k kombinalt hatasanak elemzése klasszikus
statisztikai modszerrel.

DRD4 -521 C/T Rt
R
rtact
Chidny (T7y Cacleniét  PEC 1 (95%CD
Y (CC,CT)
DRD4  (AA)  poee o1 303% 124 413% (1,25 - 2,50)
-615
A/G G-jelenlét kontroll 23 4,4% 109  20,9% L 0000 0,93
(AG,GO) et 14 47% 71 237% (0,45 -1,93)

*Pearson Khi-négyzet Exact Sig. (2-oldali)

**OR: Odds ratio - esélyhanyados, CI: konfidencia intervallum

A -615 G allél jelenlétében semmiféle kiilonbség nem volt megfigyelhet a
DRD4 -521 C/T genotipus eloszlasdban, a4m ezen allél hidnyaban a -521 C/T
polimorfizmusnak szignifikans hatdsa volt kimutathaté (p = 0,0013). Ezen eredmények
jol oOsszecsengenek a fentebb kimutatott (4. dbra) DRD4 -615 A/G SNP indirekt
hatasaval.

Egy masik érdekes eredménye a BN-BMLA elemzésnek a TaqIB polimorfizmus
kifejezettebb hatdsa a TaqlA-val szemben. A halozat-analizis eredményeinek

megfeleléen erds redundans hatas volt kimutathato a DRD2 ¢és ANKKI
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génpolimorfizmusok kozott (1,201-es redundancia hdnyados). Ez azt jelenti, hogy a
posterior valosziniisége, hogy a TagqlB vagy TaqlA Onmagaban szerepel a
modelliinkben nagyobb, mint annak a valoszinlisége, hogy egyiitt szerepelnek a
modellben. Az alkalmazott modell magasabb posterior valdszintiséget mutat a DRD2
TaqIB (p=0,68) relevancidjara, mint az ANKK1 TaglA esetében (p=0,22), igy a TaqlA
hatasa elhanyagolhatonak tiinik a 7agIB-hez viszonyitva.

Az egyes varidnsok egyiittes, relevans eléfordulasara a BN-BMLA modszerrel
egy szintén grafikusan megjelenithetd, multivaridns modelleket magaban foglald
szamolés végezhetd. Ezen modelleket az 5. abran lehet latni, bal oldalr6l kezdve az tires

modellel.

DRD4 -615 AIG
0.341506
DRD2 TaqlD
0.238061
SLC6A3 intron 8
0.214682
0.852555 DRD4 -616 C/G
’ 0.202562
DRD4 48 bp VNTR
0.203048
ANKK1 TaglA
0.224514

DRD4 -615 A/G:

1.0 _, | DRD448bp VNTR
0.202712
DRD4 615 A/G;
DRD4 616 C/G

0.210298
5. 4bra - BN-BMLA tobbszintii relevancia elemzés modellje a relevancia értékekkel.

/

DRD4 -521 CIT

DRD4 -615 A/G
0.513561

Minden egyes 1épés a dendrogrammon a gyokértdl kezdve egy ujabb varianst ad
hozza a modellhez. A p-érték az egyes csomopontokban taldlhatd génnevek alatt az
adott modell posterior valdszinliségét jelenti. Az altalunk hasznalt Bayesi halo (4. abra)
3 1épésbdl érhetd el a dendrogrammon. A BN-BMLA analizis részletes eredményei a 6.
abran lathatéak az egyes polimorfizmusok kozti relevancidk, redundancidk és

interakciok figyelembevételével.
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6. abra - A BN-BMLA tobbszintii relevancia elemzés eredményeinek dsszefoglalo
kordiagramja az interakciok és redundanciak feltiintetésével.

BN-BMLA mddszer eredményei a belsd sotétsziirke gylirliben lathatoak. A piros
oszlopok magassaga az adott varidns Markov-takaroban valdo jelenlétének
valoszinliségére utal (a Markov-takard olyan valtozok halmaza, amelyek ismeretében a
célvéltozo fiiggetlen az Osszes tobbi valtozotdl). A varidnsok a kiilsd gylirliben
csoportositva is megtalalhatdak a génjeik alapjan. A kozépen lathatd 6sszekotd vonalak
az egyes variansparok interakcios €és redundancia értékeire vonatkoznak, ahol a vonalak
vastagsaga a hatds erdsségére utal, a piros szin az interakciot, a kék pedig a
redundanciat hivatott jelezni. A génpolimorfizmusok neve utdn taldlhatd r betiivel
kezd6do tag az adott polimorfizmus rizikoalléljat jelzi (r — rizikd; kovetkezd betli a

riziko allélnak tartott allél).
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5.3. A SZUBSZTITUCIOS TERAPIA ES A DOPAMINERG GENEK ASSZOCIACIO
ANALIZISE

A metadonkezelés hatékonysagat befolyasold genetikai varidnsok elemzését a
korabbiaknak megfeleléen hagyoméanyos ¢s BN-BMLA statisztikaval is elvégeztiik. A
frekventista modszer Khi-négyzet elemzése nem hozott szignifikans eredményt, ami
valdszinliség szerint az alacsony esetszamnak koOszonhetd (a terdpids valasz
hatékonysaga szerinti felbontasban a jol, illetve gyengén reagalok ardnya viszonylag
magas a kezelésbdl kiesok alacsony szama miatt). Tobbvaltozos elemzés esetén a
logisztikus regresszid sordn azonban ismét a dopaminerg rendszer hatdsa mutatkozott
meg. Ez esetben a dopamin transzporter intron 8-as polimorfizmusa mutatott gyenge, de
szignifikans asszociaciot a kezelésben részesiilok terapias valaszaval (p=0,048; 17.
tablazat). Tobbvaltozos elemzés 1évén ebben az esetben a kor is belép az elemzésbe,

azonban a két valtoz6 kozott nincs kimutathatd interakcid.

17. tablazat - A logisztikus regresszié tobbvaltozos elemzése soran belépé valtozok a 3
honapos kezelési hatékonysag vonatkozasaban.

95% Konf. int.
B SE. Wald df Sig.  Exp(B) o mom.

Also Felso
SLC6A3 IN8 r2 | -,975 ,493 3,910 1 ,048 ,377 ,143 ,991
Kor ,152 ,058 6,966 1 ,008 1,164 1,040 1,304

Konstans -2,058 1,540 1,787 1 ,181 ,128

Az elvégzett BN-BMLA statisztikai elemzés megerdsitette a hagyomanyos
elemzéssel kapott eredményeinket. A modell legnagyobb valdszinliséggel két valtozo
belépését jelzi (7. dbra), ezek a dopamin D4-es receptor 120 bp duplikacidja, valamint a
dopamin transzporter intron 8-as polimorfizmusa. Ures modellbdl kiindulva a két
valtozd egylittes belépése tlinik a legjobb magyarazderének (R=0,73), erdsebb mint

barmely valtozé 6nmagéaban nézve.
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Nem
0.138379

ANKK1 TaglA
0.11721

K
0 1;2r32
DRD4 dupri1; DATin8r2

DAT VNTR
0.7312 0.110152

\‘ p
0.132541

v

DRD4 -521 CIT
0.102861
\‘ ‘ANKK‘I TaqlA; DRD2 TanBJ

0.114912

7. abra - BN-BMLA tobbszintii relevancia elemzés modellje a relevancia értékekkel.

Ezen kiviil bioinformatikus munkatarsaink a BayesEye program segitségével
elvégezték a valtozok kozti lehetséges interakciok és redundancidk elemzését, melynek

Osszefoglalasat 8. abran lehet megtekinteni.

A szirke gyliriben taldlhatd piros oszlopok az adott varidns relevanciajara
utalnak, melybdl rogton lathaté a dopamin transzporter intron 8-as €s a dopamin D4-es
receptorgén 120 bp duplikdciojanak kifejezett hatasa, melyek kozt a piros, vékony
Osszekotd vonal a két varians kozti gyenge interakcidra utal. Ugyanilyen interakcid
figyelheté meg a két dopamin transzporter varians kozott is, &m az interakcidos VNTR
partner nem bizonyult relevans hatasunak a terdpia kimenetelét befolydsold tényezOk
kozott. Az ANKKI1 TaqlA és a DRD2 TagqIB polimorfizmusa kozott nem meglepd
modon egy erds interakcio figyelhetd meg, amely a kapcsoltsdgi adatokat figyelembe
véve kézenfekvOnek tlinik. Tovabbi érdekes interakci6 a DRD4 -521 C/T
polimorfizmusdnak ¢és a Nem valtozonak az interakcidja, amely az alacsony

mintaelemszam miatt tovabbi vizsgalatokat igényel.
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8. abra - A BN-BMLA tobbszintii relevancia elemzés eredményeinek dsszefoglalo
kordiagramja az interakciok és redundanciak feltiintetésével.

Az eredmények bemutatasit a kiilfoldi tanulményutam soran elsajatitott
modszerekkel bedllitott fibroblaszt modellrendszer bemutatdsaval szeretném befejezni.
Elészor a metabolikus stresszkezelés okozta mRNS expresszid valtozasok, illetve a
megvaltozott expressziot mutatd gének utvonalelemzését mutatndm be, majd ratérnék a

miRNS valtozasok, végiil pedig a miRNS és mRNS valtozdsok kozotti korrelaciok

elemzésére.
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5.4. METABOLIKUS STRESSZ-INDUKALTA mRNS VALTOZASOK

Az mRNS génexpressziés chip 2063 megvaltozott expressziot mutato
génvarianst mutatott a gliikoz megvonésos, galaktoz-tartalmii médiummal kezelt
csoportban (GAL) a kontrollokhoz képest. Ezek koziil 1117 (54,1%) feliilszabalyozott,
946 (45,9%) pedig alulszabalyozéast mutatott [231]. Ezen szabalyozott géntermékek
kiilonb6zé utvonalakban vesznek részt, tigymint: sejtciklus, apoptozis, gyulladdsos
valasz ¢s mRNS termelés, metabolikus adaptacid. A lipidcsokkentett, koleszterin-
szegény médiummal torténd kezelés szintén erds hatast gyakorolt a transzkriptomra. A
lipidcsokkentés 984 géntranszkriptum expressziojat érintette, 640 mRNS esetén az

expresszid novekedett (65,0%), 344 transzkript esetében csokkent (35,0%) [231].

A mintak tovabbi elemzésére kétutas hierarchikus klaszterezést alkalmaztunk,
amely elemzés soran a mintdk mind a galakt6z-kezelésben, mind a lipidcsokkentett
médiumos kezelésben szépen elkiiloniiltek a dendrogramm két oldalan a 10%-os,

hagyoményos médiumban novesztett sejtektol.

A megvaltozott génexpressziot mutatd mRNS-ek BioCarta adatbazison alapuld
utvonal-analizise 19 transzkriptcsoport feldusulasat jelezte a galaktoz-kezelt csoportban
(18A. tablazat), mig a lipidcsokkentés 12 utvonalnal jelzett feldtisuldst és 3 esetben
csokkenést (18B. tabldzat) (p < 0,05). Gyakorisag-csokkenés esetén a NES értéke

negativ értékként jelenik meg a tablazatban.
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18. tablazat - A kétféle stresszkezelés soran megvaltozott expressziot mutatd6 mRNS-ek
BioCarta adatbazison alapulé utvonalanalizise soran feldusulast mutat6 utvonalak.

18A. tablazat - Galaktoz médium kezelés 18B. tablazat - Lipidcsokkentett médium kezelés
Név Méret NES p-érték Név Méret NES p-érték
RACCYCD* 26 1,93  0,000000 PPARA* 56 1,80 0,000000
CELLCYCLE 23 1,83 0,000000 P38MAPK 39 1,56 0,009579
SRCRPTP 11 1,70 0,000000 VIP 26 1,60 0,009709
P53 16 1,70 0,002045 BAD 26 1,48 0,015936
TEL 18 1,73 0,010730 CHREBP2* 42 1,64 0,022945
STATHMIN 19 1,57 0,011516 RACCYCD* 26 1,65 0,027559
CFTR 12 1,65 0,012000 GCR 19 1,46 0,038000
CERAMIDE 22 1,67 0,012448 HSP27* 15 1,49 0,040541
ATRBRCA 21 1,60 0,016129 CD40 15 1,58 0,044000
G2 24 1,59 0,026157 LYM 11 1,37 0,047714
HSP27* 15 1,47  0,026639 TNFR2 18 1,53 0,048583
CARM_ER 34 1,61 0,027451 TALLI 15 1,52 0,048638
PLCE 12 1,47 0,030864 IL22BP 16 -1,56  0,020638
CHREBP2* 42 1,61 0,031373 DNAFRAGMENT 10 -1,51 0,030488
AKAPCENTROSOME 15 1,53 0,031809 AHSP 11 -1,59  0,043222
CHEMICAL 22 1,56  0,032520

RB 13 1,53 0,034137 A *-gal jelolt tvonalak mindkét kisérleti

PPARA* 56 1,43 0,036000 beallitasban feldisulast mutattak.

ATM 20 1,58 0,044807

Megjegyzendd, hogy ezen utvonalak koziil 4 mind a galaktoz-kezelt, mind a
lipidcsokkentett kisérletes bedllitasban feliilszabalyozott: peroxisome proliferator-
activated receptor o (PPARA), carbohydrate response element binding protein 2
(CHREBP2), influence of Ras and Rho proteins on G1 to S Transition (RACCYCD) és
a stress induction of HSP regulation (HSP27).

Az mRNS taldlatok validalasara elvégeztiik 10, lipid bioszintézisben szerepet
jatszo gén qPCR-es vizsgalatat, mely validalds eredményeként 10 génbdl 9 esetében a
microarray eredményeinek megfeleld mértekli és irdnyd expresszid valtozast
tapasztaltunk. A HMGCR esetében az irdny ugyan megegyezett a microarray

eredményével, azonban a valtozas nagysaga nem érte el a szignifikancia szintjét.
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5.5. METABOLIKUS STRESSZRE ADOTT miRNS EXPRESSZIOS VALASZ

A miRNome miRNA PCR Array-eken végzett miRNS vizsgalat eredményeképp
a human fibroblasztokban 45 miRNS megvaltozott expresszidjat detektaltuk a galaktoz
médiumos kezelési csoportban (20A. tablazat) (JAACt| > 0,583; p < 0,05), koriilbeliil
ugyanannyi feliilszabalyozott, mint alulszabalyozott miRNS-sel (24 ¢és 21 miRNS). A
tablazatokban mind a kontrollhoz viszonyitott eltérések, mind ezen eltérések groupwise-
¢s pairwise értékei lathatoak. Az adott miRNS-ek esetén pedig a masik kezelési csoport
kontrollhoz képesti eltérései is megfigyelhetoek az expresszid valtozas iranyat ¢€s
nagysagat nyomonkovetendd. A lipidcsokkentés 34 miRNS-t befolyasolt, kifejezettebb
alulszabalyozassal a feliilszabalyozashoz képest (27 kontra 4 miRNS) (20B. tablazat).

A két metabolikus stresszkezelés soran 4 miRNS mutatott atfedéen szignifikans
expresszid valtozast a kontroll csoporthoz viszonyitva (19. tablazat), igy az altaluk
lehetségesen befolyasolt mRNS-ek képezték a keresésiink f6 vonalat. A miRDB online

adatbazist atkutatva allitottunk Ossze egy listat a lehetséges célpontokkal.

19. tablazat - A két metabolikus stresszkezelés soran atfedden szignifikans expresszio
valtozast mutaté miRNS-ek.

GAL-STD RL-STD

miRNS ID ddCt gpval ppval ddCt gpval ppval
hsa-miR-146b-5p | 1,058 0,007 0,011 1,487 0,015 0,005
hsa-miR-129-3p 0,949 0,011 0,050 1,108 0,020 0,050
hsa-miR-543 0,659 0,025 0,020 0,610 0,021 0,035
hsa-miR-550a -1,054 0,031 0,025 | -1,236 0,025 0,039
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20A. tablazat - Galaktéz-indukalta miRNS expresszios valtozasok és expressziojuk
lipidcsokkentett kisérleti beallitasban.

miRNS ID ?ggi-sm) g(t(}t:slf-STD) I?th:slf-sm) (dlgt-tsm ) (clta tLeSStTD ) :)1; EejTD )
hsa-miR-378b -2,065 0,006 0,003 0,512 0,548 0,614
hsa-miR-1183 -1,875 0,023 0,064 0,485 0,557 N/A
hsa-miR-429 -1,801 0,019 0,154 2877 N/A N/A
hsa-miR-3682-3p  -1,704 0,031 0,178 0212 0,659 0,936
hsa-miR-187* -1,683 0,034 0,074 1270 N/A N/A
hsa-miR-4302 -1,604 0,019 0,036 1,038 0,143 0,067
hsa-miR-375 -1,522 0,149 0,041 0,417 0,535 0,862
hsa-miR-3200-5p  -1,283 0,041 0,128 0,338 0,489 0,509
hsa-miR-3161 -1,269 0,017 0,002 0,015 0,982 0,865
hsa-miR-4267 -1,154 0,006 0,015 0,915 0,105 0,085
hsa-miR-378 1,115 0,057 0,040 0,935 0,169 0,183
hsa-miR-3156-5p  -1,055 0,022 0,034 0,148 0,723 0,870
hsa-miR-550a -1,054 0,031 0,025 1236 0,025 0,039
hsa-miR-4257 -1,044 0,020 0,327 0,972 0,227 0,436
hsa-miR-3159 -0,943 0,142 0,037 3222 0,299 0,325
hsa-miR-550a* -0,941 0,042 0,133 1,192 0,130 0,072
hsa-miR-720 -0,903 0,090 0,023 0,236 0,588 0,335
hsa-miR-2278 -0,839 0,287 0,035 1,490 0,155 0,169
hsa-miR-3907 -0,827 0,070 0,013 0,291 0,436 0,343
hsa-miR-3687 0,717 0,042 0,011 0,370 0,567 0,648
hsa-miR-532-3p  -0,709 0,062 0,029 20,069 0,820 0,757
hsa-miR-3190 -0,658 0,430 0,050 0,930 0,242 0,572
hsa-miR-1247 -0,645 0,450 0,022 0,177 0,803 0,800
hsa-miR-3647-3p  -0,590 0,011 0,048 0,017 0,949 0,960
hsa-miR-301a 0,602 0,038 0,025 0,302 0,070 0,060
hsa-miR-369-3p 0,612 0,029 0,030 0,575 0,052 0,025
hsa-miR-874 0,616 0,313 0,002 0,632 0,398 0,277
hsa-miR-486-5p 0,626 0,279 0,029 0,196 0,754 0,680
hsa-miR-543 0,659 0,025 0,020 0,610 0,021 0,035
hsa-miR-1260b 0,660 0,077 0,049 0,290 0,459 0,431
hsa-miR-424 0,698 0,061 0,011 0,919 0,104 0,052
hsa-miR-127-5p 0,713 0,069 0,045 0,696 0,120 0,114
hsa-miR-3913-5p 0,757 0,343 0,031 N/A N/A N/A
hsa-miR-628-5p 0,871 0,020 0,067 0,355 0,440 0,552
hsa-miR-181a* 0,876 0,039 0,014 0,759 0,213 0,146
hsa-miR-129-3p 0,949 0,011 0,053 1,108 0,020 0,051
hsa-miR-146b-5p 1,058 0,007 0,011 1,487 0,015 0,005
hsa-miR-1271 1,227 0,032 0,113 1,338 0,171 0,339
hsa-miR-1285 1,386 0,010 0,037 0,667 0,407 0,517
hsa-miR-337-5p 1,550 0,017 0,103 1,200 0,060 0,061
hsa-miR-217 2,018 0,112 0,013 1,323 0,097 0,223
hsa-miR-3176 2,041 0,018 0,009 0,635 0,373 0,515
hsa-miR-497* 2,313 0,040 0,079 1,803 0,098 0,204
hsa-miR-1227 2,462 0,014 0,113 0,488 0,343 0,172
hsa-miR-146b-3p 3,795 0,046 0,123 3,291 0,216 0,205
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20B. tablazat - A lipidcsokkentés-indukalta miRNS expresszios valtozasok és expressziojuk
a galaktdoz médiumos kisérleti beallitasban.

. ddCt gt-test pt-test ddCt gt-test pt-test
miRNS ID (RL-STD) (RL-STD) (RL-STD)  (GAL-STD) (GAL-STD)  (GAL-STD)
hsa-miR-3154 -1,342 0,039 0,047 2,425 0,161 0,267
hsa-miR-550a -1,236 0,025 0,039 -1,054 0,031 0,025
hsa-miR-16-1% -1,181 0,014 0,063 -0,437 0,347 0,311
hsa-miR-138-1*  -0,924 0,326 0,021 0,219 0,775 0,712
hsa-miR-641 -0,887 0,042 0,253 -0,059 0,875 0,726
hsa-miR-2110 -0,805 0,043 0,031 0,017 0,953 0,965
hsa-miR-320e 0,618 0,032 0,118 0,162 0,384 0.513
hsa-miR-376¢ 0,493 0,039 0,027 0,490 0,114 0,050
hsa-miR-296-5p 0,561 0,011 0,018 0,085 0,736 0,623
hsa-miR-517* 0,595 0,099 0,013 0,245 0,475 0,375
hsa-miR-543 0,610 0,021 0,035 0,659 0,025 0,020
hsa-miR-214 0,636 0,006 0,032 0,703 0,088 0,075
hsa-miR-195 0,689 0,011 0,061 0,163 0,600 0,586
hsa-miR-18a* 0,692 0,057 0,014 -0,504 0,238 0,141
hsa-miR-19a 0,710 0,103 0,035 0,168 0,660 0,323
hsa-miR-212 0,742 0,031 0,032 0,404 0,155 0,078
hsa-miR-132* 0,753 0,120 0,002 0,766 0,122 0,292
hsa-miR-411 0,779 0,016 0,066 0,331 0,391 0,410
hsa-miR-330-5p 0,854 0,117 0,007 0,797 0,261 0,347
hsa-miR-431 0,864 0,023 0,004 0,579 0,063 0,016
hsa-miR-154* 0,891 0,008 0,115 1,052 0,087 0,110
hsa-miR-18a 0,900 0,039 0,029 0,198 0,597 0,375
hsa-miR-29a* 0,912 0,041 0,116 0,801 0,085 0,220
hsa-miR-135b 0,927 0,148 0,037 0,698 0,395 0,249
hsa-miR-22* 1,033 0,049 0,194 0,966 0,083 0,339
hsa-miR-31 1,105 0,004 0,012 0,750 0,065 0,079
hsa-miR-129-3p 1,108 0,020 0,051 0,949 0,011 0,053
hsa-miR-758 1,188 0,042 0,042 0,199 0,672 0,608
hsa-miR-106b* 1,193 0,035 0,229 0,188 0,795 0,918
hsa-miR-299-3p 1,414 0,048 0,109 0,612 0,159 0,243
hsa-miR-146b-5p 1,487 0,015 0,005 1,058 0,007 0,011
hsa-miR-196b* 1,599 0,025 0,034 1,226 0,114 0,289
hsa-miR-21%* 1,647 0,003 0,019 1,102 0,093 0,052
hsa-miR-331-5p 2,660 0,010 0,041 0,058 0,915 0,932
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A teljes kezelésenkénti miRNS expresszios képeket tekintve, azaz az Osszes
megvaltozott expressziot mutatd6 miRNS-t figyelembe véve elmondhatd, hogy a két
stresszkezelés soran az egyes miRNS expresszio valtozasok végig erdsen korrelaltak: a
galaktéz kezelésben megvaltozott expressziot mutatd miRNS-ek a lipidcsokkentett
kezelés expresszios értékeihez hasonlitva erds szignifikans korrelaciot mutattak (r=0,71;
p<0,001) (9A. abra), tehat az expresszid valtozas iranya megegyezett mindkét kezelési

mod esetén.

A 45 galaktoz kezelésben valtozo B 34 lipidesikkentett kezelésben valtozo
. expressziot mutaté miRNS expressziot mutaté miRNS
4
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9. abra - A miRNS expresszid valtozasok korrelacidja a galaktoz-kezelt miRNS-ek (A) és a
lipidcsokkentett kezelésben résztvett sejtek (B) esetén.

Hasonloképp a lipidcsokkentés soran valtozd miRNS expresszios kép erdsen

korrelal a galaktoz kezelés expresszids valtozasaival (r=0,65; p < 0,005) (9B. abra).

A kovetkezd 1épésben az Osszes miRNS expresszio valtozast egy kétutas
hierarchikus klaszterezésnek vetettik ald a GenePattern program hasznalatdval
Euklidészi tavolsagot alkalmazva, melynek soran a kontroll, a galaktéz-kezelt és a
lipidcsokkentett kisérleti beallitds tokéletesen elkiilonitheté volt (10. dbra). Ezen a
hierarchikus klaszterezési dendrogrammon a zold dendrogrammvégek a kontroll, a
citromsargak a galakt6éz-kezelt, mig a narancsssargdk a lipidcsokkentett kisérleti
beallitast jelolik. A kiilonb6z6 bedllitdsok szerint a mintdk a dendrogrammon szépen

elkiiloniiltek. Igy, habar a legnagyobb expresszié valtozast mutatdé miRNS-ek nem
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voltak azonosak a galaktoz kezelési és lipidcsokkentett beallitasnal, az egész mintazat
azt sugallta, hogy a két nagyon kiilonbdz6 metabolikus stresszor hasonlé miRNS valaszt
valt ki a fibroblasztok esetében. Mivel a kezdeti elemzéseket 4 mintapoolon hajtottuk
végre, amely elméletileg befolyasolhatta az adatainkat, ezért validalni kivantuk az
eredményeket mind a 17 mintdn, minden esetben 22 miRNS tesztelésével. Ebben az
utankovetéses vizsgalatban (11A. és 11B. abrak) az eredeti poolozasbdl adodé miRNS
eredményeink (X tengely) egybevagtak az egyes mintakon kiilon-kiilon megfigyelt
expresszios mintazattal (Y tengely) (korrelacid a galakt6z kezelésnél: =0,67; p < 0,01,

korrelacié a lipidcsokkentett kezelésnél: r=0,59; p < 0,01).
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10. abra - A miRNS expresszié valtozasok GenePattern programmal végzett kétutas
hierarchikus klaszterezése soran kapott dendrogram.
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11. abra - Expresszios és qPCR eredmények korrelacidja galaktoz-kezelt (A) és
lipidcsokkentett (B) kisérleti beallitasban.
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5.6. miRNS ES mRNS EXPRESSZIOK KORRELACIOJA

Hogy megvizsgaljuk, hogyan hatnak a metabolikus stressz-indukalta miRNS-ek
az mRNS transzkriptomra, arra a 4 szignifikans expresszid valtozast mutatdé miRNS-re
fokuszaltunk, amelyek mind a galaktdz-kezelt, mind a lipidcsokkentett kezelési
csoportban eredményt adtak (19. tablazat): a miR-129-3p, a miR-146b-5p, a miR-543 ¢és
a miR-550a. Hogy megtaldljuk ezen miRNS-ek mRNS célpontjait, a miRDB online
adatbazist hasznaltuk a lehetséges célpontok azonositdsara. Az adatbaziskeresés 211
veélt célpontot adott a miR-129-3p, 243-at a miR146b-5p, 129-et a miR-550a és 921-et a
miR-543 esetében. Az igy Osszesitett 1504 potencidlis célpontbol 140 mRNS mutatott
szignifikans valtozast vizsgalatunkban a génexpresszio szintjén. Erdemes megjegyezni,
hogy a multiple célpont gének mind a galaktéz-kezelt, mind a lipidcsokkentett
kisérletben szignifikdns expresszi6é valtozast mutattak human fibroblasztokban, amely
eredmény tovabb erdsiti azt a feltételezést, hogy a két kiillonb6zé metabolikus stressz
hasonlo hatast — jelen esetben miRNS expresszio valtozast - eredményez. Az ide

kapcsolodo eredmények részletes bemutatasara a diszkusszidban kertil sor.
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6 MEGBESZELES

6.1. A DOPAMINERG RENDSZER KANDIDANS GENJEI ES A HEROINFUGGOSEG

A heroinfiiggdséggel kapcsolatban a dopaminerg neurotranszmitter rendszer
szerepe mar hosszii id0 ota all a kutatasok kozéppontjdban, am az irodalomban
fellelhetd eredmények ellentmondasos képet mutatnak. Egy genomszintii vizsgalatban a
DRD4 gént is tartalmazéd 11p kromoszoma régiot, mint a szerfiiggdségre valo hajlam
egyik rizikoteriiletét azonositottak [232]. A DRD4 gén polimorfizmusokban gazdag,
egyik legismertebb varidnsa a széles korben kutatott 48 bp VNTR a gén 3-as exonjaban.
Szerfiiggdséggel eloszor Kotler és mtsai. [233] hoztak kapcsolatba, késobb tobben
replikaltdk az eredményiiket [234,235], de tobb ellentmond6 kutatdsi eredmény is
napvildgot latott [236,237]. Jelenlegi vizsgalatunkban kozép-eurdpai, 303 beteg és 555
kontroll személyt magédban foglalé6 mintdnkban nem taldltunk asszocidciot a 48 bp
VNTR és a heroinfliggéség kozott. A DRD4 gén promoter régidja szintén erdsen
polimorf, ebben a régidban taldlhatéak meg az altalunk is vizsgalt -521 C/T, -616 C/G
és -615 A/G SNP-k, ez utobbi leirdsa laborunk egy korabbi kutatdsdnak eredménye
[238]. Egy korabbi, kinai heroinfliggd mintan a -521 C/T polimorfizmussal végzett
asszociaci6 vizsgalat [239] sordn nem talaltak szignifikans eltérést a kontroll
populécidhoz képest, habar egy nem-szignifikans, tendencidzus novekedés volt
megfigyelheté a -521 C allél é CC genotipus gyakorisagdban az injekcios
heroinhasznaldk korében. Ezzel szemben Lai és mtsai. erdteljes asszociaciot mutattak ki
a -521 SNP T allélja és a heroinfliggdség kozott (p = 0,0002), mely azt sugallja, hogy a
DRD4 -521 C/T polimorfizmus TT genotipusaval rendelkez6k nagyobb valoszinliséggel
lesznek heroinhasznalok [240]. Ez az eredmény Osszecseng az altalunk kapott
asszociacio eredményeivel, mely nominalis szignifikanciat mutatott (p = 0,007) a -521
TT genotipus, mint a heroinfiiggdség lehetséges rizikofaktora esetében. Ezen varidns
fliggdség genetikajaban betoltott szerepét laborunk korabbi heroin- [241] ¢és
nikotinfliggdséggel [242] végzett kutatdsai mellett mas csoportok is megerdsitették
[243]. Jelen kutatasban a tobbszords tesztelés miatt alkalmazott Bonferroni korrekciot
kovetden a -521 C/T szignifikans hatdsa eltlint €s a promoter régio haplotipus elemzése

sem hozott eredményt. Masrészrdl viszont a BN-BMLA analizis bevonasaval

------
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A/G indirekt szerepére is fény deriilt. A DRD4 polimorfizmusokkal kapcsolatban
bemutatott eredményekbdl is latszik, hogy az elemzések kiillonbozdségébdl is
adddhatnak ellentmondasok, hiszen a frekventista modell nem képes az interakciok
tesztelésére, mig ugyanezen hatasok a BN-BMLA analizissel kimutathatéva valtak.

A -521 C/T és a drogfliggdség egyik rizikofaktora, az Gjdonsagkeresés kozti
asszocidcioval kapcsolatban is sziilettek mar korabban eredmények [244,245], melyek
kozott laborunk egy korabbi kozleménye is szerepel [244,245]. Ezen asszociacio
analizist masok is elvégezték, de az eredmények nem mutattak egyértelmii képet, mig
egy meta-analizis meg nem erdsitette a -521 C/T ujdonsagkeresésben betoltott szerepét
[246]. Ezen eredmények alatdmasztani latszanak a BN-BMLA analizisiink eredményeit,
habar a tobbszords tesztelés miatti korrekcid utdn negativ eredményt kaptunk a -521
C/T és ujdonsagkeresés kozti asszocidcidra hagyomdanyos statisztika alkalmazasa
mellett.

A DRD4 promoter régié polimorfizmusai a génexpresszidé szabalyozasaban is
szerepet jatszhatnak: a -521 C/T egy in vitro vizsgalatban befolydsolta a promoter
aktivitast [247]. Sajat eredményeink is aldtdmasztani latszanak a 120 bp VNTR
duplikalt forma alacsonyabb transzkripcids aktivitasat [248], am a -521 C/T promoter
aktivitast befolyasold szerepére nem talaltunk bizonyitékot [249].

Pszichologiai kérdéivek bevonasdval a DRD4 48 bp VNTR 7-es ismétlodését
(hosszu allélt) hordozok kdzott magasabb tjdonsagkeresési potencidlt mutattak ki a 7-es
allélt nem hordozokhoz képest [250-253], habar az ezen eredményeket megerdsiteni
kivand tanulmanyok ellentmond6 eredményeket hoztak (review: [254]). A magas
ujdonsagkeresési pontszdmokkal rendelkezdk kutatasok szerint hajlamosabbak a
szerhaszndlatra [255-257]. Mindezek miatt a DRD4 gén 48 bp VNTR hosszl allélja a
kiilonb6zd addiktiv magatartdsformak esetében potencidlis markerré valt. Lehetséges
szerepét megerodsitettek alkoholistak [258], heroinfliggdk [259] és evészavarral kiizdok
esetében [260], de a soron kovetkezd kutatasok ellentmondd eredményei miatt tovabbra
sincs egyetértés a szakirodalomban a DRD4 VNTR szerepét illetéen (review: [261]).

Az eredmények sikertelen reprodukélhatdsdganak egyik oka lehet a DRD4 gén
hatasairol (a 120 bp duplikécio, a —615 A/G, a =616 C/G ¢és a =521 C/T) rengeteg
kutatas késziilt, beleértve laborunk korabbi munkait is [120,217,247,248,262,263]. Ezek
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egyikében tortént a -615 A/G SNP leirdsa, mely a -616 C/G genotipizaldsanak egyik
szerencsés mellékterméke [238].

A szakirodalomban a fiiggdséggel kapcsolatosan a legmeggy6zobb eredmények
a TaqlA polimorfizmussal kapcsolatban sziilettek. Egy kb. 40 tanulmanyt feldolgozo
meta-analizisben megerdsitették a TaqlA ritka alléljdnak és az alkoholizmusnak az
1,31-es esélyhanyados értékekkel [264,265]. Feltételezhetdé volt, hogy mas
szerfliggdségek, mint pl. nikotinfiiggdség, szerencsejaték-fiiggdség is asszocidciot
mutathatnak a TaglA polimorfizmussal, hisz ezen betegségek a jutalomhidnyos
szindroma hipotézise alapjan hasonléan manifesztalodhatnak [64]. Egy dohanyzassal
kapcsolatban késziilt meta-analizis ugyan nem erdsitette meg ezt a hipotézist [266], &m
opiatfiiggdséggel végzett asszociacid vizsgadlatok sordn magasabb heroinfogyasztast
mutattak ki a ritka allélt hordozok esetében kiillonb6z6 nemzetiségi csoportokban [265].
Haplotipus elemzések soran egyes haplotipus kombindciok esetében talaltak még
asszocidciot pl. alkoholizmus [267,268], nikotin- [108] és heroinfliggdség [269]
esetében, ravilagitva a haplotipus elemzések fontossagara.

Sajat eredményeink leginkabb a DRD2 ¢és ANKKI1 gének koré épiilnek, ez
utobbi foglalja magaban a széles korben kutatott TaqlA polimorfizmust, amelyet
korabban a DRD2 gén egyik SNP-jeként tartottak szdmon. Egy spanyol tanulmany
[270] a TaqlA lehetséges szerepét vizsgalta metadonkezelt heroinfiiggd betegek
korében. Egyes betegek mas, nem-opioid jellegli szert is haszndltak, ez a szerhaszndlat
azonban nem jelentette a betegek vizsgalatbol valo kizarasat, 1évén, hogy a dopamin
D2-es receptor valdsziniisithetéen egy nem-specifikus genetikai hajlamositd tényezdje
mind a szerhasznalatnak, mind pedig a szerfiiggdségnek.

Jelen eset-kontroll vizsgalatunk megerdsiti a DRD2/ANKKI1 heroinfiiggdségben
betoltott szerepét. Az eredmények a TaglA A1A1 (ritkdbb) homozigota genotipusa €s a
heroinfliggdség kozott egy nemektdl fiiggetlen asszociacidot mutatnak, habar az A1 allél
onmagaban nézve csak a férfiak esetében mutatott asszocidciot. Egy 2009-es Han kinai
dominans és kodomindns modelleket felhasznald vizsgélat szerint az ANKK1 7aglA
polimorfizmusanak A1l alléljat hordozo6i hajlamosabbak a heroinhasznalati zavar
kialakitasara [102], mely eredmény egybevag a jelen eredményeinkkel. A TaglA

polimorfizmus és a szerhasznalati zavar kozti asszociacio tesztelésére Young és mtsai.
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vallalkoztak egy 55 vizsgalatot feldolgozé meta-analizis keretében [271].
Kovetkeztetéseik kozott szerepelt, hogy a TaglA polimorfizmus Al allélja prediktiv
markere a szerhaszndlati zavarnak ¢és részben markere a sulyos szerhasznalati
betegségeknek. A vizsgalatban megkozelitleg tizezer személy mintait dolgoztak fel,
igy a statisztikai er6t figyelembe véve egy megbizhatd meta-analizisrdl beszélhetiink.

Vizsgalatunkban az  ANKKI1 7aqlA  polimorfizmusdnak  nominalis
szignifikancigjat (p = 0,009) mutattuk ki, mely hatds azonban eltiint a Bonferroni
korrekciot kovetden. Ezt az eredményt a BN-BMLA analizis is megerdsitette, mely a
tobbszoros tesztelésbdl adodo korrekeid fontossdgara is felhivja a figyelmet.

A széles korben vizsgalt TaglA mellett, az azzal szorosan kapcsolt DRD2 intron
l-es régiojaban taldlhatd TaqlB polimorfizmus ¢és szerhaszndlattal Osszefiiggd
betegségek kozott viszonylag kevés asszocidcid vizsgalat tortént. A TaqlB szerepét
korabban nikotinfliggdségben [272], kokainfiiggéségben [273] és pszichostimuldnsok
hasznalata esetén [274] mutattak ki, de tudomasunk szerint ez iddig heroinfliggdségben
betoltott szerepét még senki sem erdsitette meg. A hagyomanyos statisztikai
elemzésiink eredményeképp a TaglIB varidns az egyediili dopaminerg polimorfizmus,
mely a Bonferroni korrekcid utan is szignifikdnsnak mutatkozott (p=0,003). A BN-
BMLA elemzés is hasonld eredményeket mutatott a DRD2 TagIB esetén, ahol ezen
SNP-t, mint a heroinfliggdség genetikai hatterében szerepet betoltd legrelevansabb
faktort hozta ki a vizsgalt polimorfizmusok koziil. Ezzel szemben a szomszédos,
szorosan kapcsolt 7TaqlA-val szemben egy redundans hatds és a TaglA-nak egy
alacsonyabb relevancidja volt megfigyelhetd. Ezen eredmények alapjan azt
feltételeztiik, hogy inkdbb a DRD2, mint az ANKK1 gén az, amely direkt hatassal bir a
heroinfliggdség kialakuldsanak genetikai hatterére. Limitalé tényezé azonban, hogy
vizsgalatunkba mindossze két DRD2 polimorfizmust (7agIB és TaglD) vontunk be, igy
indokoltnak latszik egy kiterjedtebb kapcsoltsagi vizsgalatot végezni ebben a régioban,
bevonva a szintén széles korben vizsgalt Ser311Cys varianst is [275], mely a
szakirodalomban, mint a skizofrénia lehetséges rizikofaktora szerepel.

A dopamin metabolizmusaban (COMT) és transzportjdban (SLC6A3 vagy
DAT) résztvevo gének szintén a heroinfiiggdség lehetséges kandidans génjeinek listajat
gazdagitjdk. A COMT szerepét a pszichiatriai betegségekkel kapcsolatban széles korben

vizsgaltak, de az eredmények a mai napig ellentmondasosak [276]. Skizofrénidban
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szenvedd betegek vizsgalata sordn kapcsolatot taldltak a COMT Vall58Met
polimorfizmusanak Met allélja és az impulziv agresszid [277], illetve a gyilkossagi
hajlam kozott [278]. Kabitdszerrel kapcsolatos vizsgalatokat is végeztek a COMT
genetikai variansaival kapcsolatosan eset-kontroll beallitasban, beteg és egészséges
személyek genotipus-gyakorisadgait 0sszehasonlitva. A korai vizsgalatok soran ugyan
talaltak kapcsolatot, de az eredményeket mas populdciok esetében gyakran nem tudtak
reprodukalni. A Val allél megnovekedett gyakorisagat figyelték meg polidrog és
metamfetamin hasznalok korében [279,280]. Egy kis mintaeclemszamu opiathasznal6d
mintan is kimutattdk ezt az eredményt [281], amelyet azonban egy nagyobb
mintaelemszamu eset-kontroll vizsgalatban mar nem sikeriilt reprodukélni. Tovabbi
munkacsoportok is kapcsolatot talaltak opiatfiiggéséggel [282], de csak ndk esetében és
ez a szignifikancia a tobbszords statisztikai tesztelés utan eltiint. Ezek az eredmények
valdszintsitik a Val allél (nagy aktivitdsu forma, amely alacsony szinaptikus dopamin-
koncentracidoban mutatkozik meg) kabitoszer-fliggéségben betoltott lehetséges szerepét,
egyetértésben a jutalomhidnyos szindroméval. Ezzel szemben mésok megnovekedett
Met allél gyakorisagot talaltak kokainhasznalok esetében [283].

Az DAT (SLC6A3) két hosszusag polimorfizmusanak, az intron 8 VNTR-nek és
a 3> UTR régidoban elhelyezked6 40 bp VNTR-nek a szerepe mar kordbban is
felvetodott fiiggdségekkel kapcsolatban. Pozitiv asszociaciot talaltak a 40 bp VNTR és
a kokainfliggéség [134], az ADHD [135] és az alkoholizmus [136] kozott. Jelen
vizsgalatunkban nem talaltunk asszociaciot sem a 40 bp VNTR, sem az intron 8§ VNTR
esetében statisztikai modszertdl fliggetleniil.

A COMT gén exonikus Vall58Met variansat korabban kiilonb6zd pszichiatriai
betegségekkel hoztdk kapcsolatba (attekintd review: Hosak, 2007 [276]), am jelen
kutatasunk nem hozott asszocidciot egyik statisztikai modszer esetében sem.

Mint minden genetikai vizsgalatnak, a jelen vizsgalatnak is megvannak a maga
korlatai. A viszonylag alacsony mintaelemszam €s a populacido heterogenitasa miatt
fennall az els6faju hiba (fals pozitiv, type I) lehetdsége. A kutatdsban szereplé magyar
minta homogénnek tlinik, a genotipus gyakorisdgok pedig a kontroll csoportban
megfelelnek a Hardy-Weinberg egyenstlynak. Habar a populacios sztratifikacio
elkeriilése végett a csalad-alapu analizisek keriilnek mindinkabb el6térbe, de ez a

modszer szerfliggdséggel kiizdd betegek esetében nehezen kivitelezhetd, hiszen a
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betegek jelentds része nem tartja a kapcsolatot a csaldddal. Ha viszont szigorubb
feltételekkel (pl. egylittmiikddd, tdmogatd csalad) vennénk be betegeket a vizsgalatba,
nagy volna az esélye, hogy a legstlyosabb esetek egyszeriien nem keriilnének bele a
mintaba €s igy befolyasolndk a vizsgélat kimenetelét [284]. Tovabbi limitaciot jelent,
hogy a droghasznalati mult megallapitasa Onbevallas utjan tortént vizeletteszt nélkiil.
Annak ellenére, hogy az ANKKI1 TaglA polimorfizmusdnak Al allélja asszociaciot
mutat a dohanyzassal [285,286], a dohanyzds nem szerepelt kizard tényezoként a
vizsgalatba vonasnal, hiszen a heroinfogyasztok jelentds hanyada ¢l ezzel a
szenvedéllyel. Mindezen tények figyelembe vételével tovabbi, magasabb esetszdmmal
¢s homogénebb populacioval dolgozd kutatdsra volna sziikség a -521 C/T, a TaqlA és a
TaqIB  polimorfizmusok heroinfiiggdség genetikdjdban  betoltdtt  szerepének
tisztazasahoz.

A dopaminerg gének egyedi hatasait széleskoriien, sok kutatdcsoport vizsgalta
mar, de a variansok kozotti interakciok tesztelésére kevés példat lathattunk.
Vizsgalatunk nagy erdsségének tartjuk, hogy a frekventista statisztikai moédszer
alkalmazdsa mellett a BN-BMLA statisztikai modszerrel lehetdségiink volt az egyes
variansok kozotti kapcsolatok, igy az interakciok és redundanciak heroinfiiggdség
kialakuldsaban betoltott szerepének tisztazasara. A BN-BMLA modszer megerdsitette a
hagyoményos statisztika eredményeként kapott DRD2 TagIB relevans hatasat, tovabba
felfedte a DRD4 -615 A/G, mint 0 interakcios partner -521 C/T SNP-n keresztiil

megvalosuld indirekt hatasat is.

6.2. A METADON TERAPIA FARMAKOGENETIKAI VONATKOZASAI

A metadonkezelés kimenetelét befolydsold genetikai tényezok vizsgalatanal az
elso feladat a terapias valasz (methadone response) meghatarozasa volt. Irodalmi adatok
alapjan elmondhatd, hogy nincs egy egzakt kezelési idOtartam, amely elvalasztana a
kezelésre jol reagdlokat a nem, vagy rosszul reagdld betegektdl. Klinikusok
tapasztalatdra hagyatkozva mi ezt a hatart 3 honapnal allapitottuk meg: jol reagald az,
aki a 3 honap letelte utan is a kezelésben marad és a methadon-terapia a rendes iitemben
zajlik, mig gyengén reagal a kezelésre az, aki 3 honapon beliil kiesik a kezelésbdl és
felfiiggeszti a terapiat. A legtobb kezelésbdl kiesd beteg mar az elsé 1 hénapban — azon

beliil is a legtdbben az els¢ héten — abbahagyja a kezelést. Jelen kutatasunkban 3
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hoénapos hatért szabtunk meg a kezelési hatékonysag megallapitasahoz és igy végeztiik
el a betegek csoportositdsat jol reagald (good responder) és gyengén reagald (low

responder) szempontok szerint.

A metadonkezelés kimenetelét befolyasolod genetikai tényezok koziil elsdsorban
a dopamin rendszer szerepét emelhetjik ki. A dopamin D2-es receptorgén
polimorfizmusai a legszélesebb korben vizsgalt varidnsok a kezelési hatékonysag
tekintetében. A korabban dopamin D2-es polimorfizmusnak tartott 7aglA asszociaciot
mutatott a metadon terdpia hatékonysagaval egy ausztral populaciéban [158]. Ebben a
vizsgélatban 95 opioidfiiggd beteg metadonkezelését kdvették nyomon tobb mint egy
évig. A gyenge kezelési hatékonysag, amely a populacio 20%-at jellemezte, a végleges
kezelésbdl kilépést vagy legalabb heti rendszerességli heroinhasznalatot jelentett a
terapia helyett. Az Al allél frekvencidja jelentésen magasabb volt a gyenge kezelési
hatékonysagot mutaté betegeknél és szignifikans asszociaciot mutatott a kezelésre jol
reagalokkal szemben (42,1% vs. 9,3%; p = 0,00002). Egy masik tanulményban 238
metadonnal kezelt beteg bevonasdval nem taldltak asszocidciét az Al allél és a
metadonvalasz kozott [287]. Azonban egy masik polimorfizmus, a TaglA-val kapcsolt
957 C>T [288] esetén a CC genotipus nagyobb gyakorisaggal fordult el6 a nem
reagalok kozott a jol reagalokhoz viszonyitva (p = 0,02). Nem reagalok azok, akik
rendszeresen hasznaltak heroint a kezelés alatt és 2 naponta legalabb egy pozitiv

vizelettesztjiik volt. Egy 85 f6s metadonkezelt populacion DRD2/ANKKI1 haplotipusok

------

crer

transzporthoz vezet és az apomorfinra, mint dopaminerg-agonistara [289] adott valaszt
befolyasolhatja, ezaltal feltételezve egy lehetséges haplotipus-szintli funkcionalis

interakciot a DRD2 és az ANKK 1 kozott.

Jelen kutatasunkban ujfent a dopamin rendszer szerepe mutatkozott meg a
dopamin D4-es receptor €s a dopamin transzporter kezelési hatékonysaggal asszocialo
polimorfizmusai révén. A D4-es receptor 120 bp duplikécidja és a dopamin transzporter
intron 8-as polimorfizmusa mutatkozott a legrelevansabb tényezOnek a statisztikai

elemzés soran, habar a hagyomanyos statisztika mindossze egy tendenciadt mutatott az
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intron 8 esetében, marginalisan szignifikdns nominalis p-értékkel (p = 0,048). A gyenge
asszociacid az alacsony mintaclemszam egyenes kovetkezménye is lehet, mivel a
csoportositasbol addédoan az Osszehasonlitandd csoportok esetszamainak ardnya igen

magas lett a jol reagalok magas ardnya miatt.

A statisztikai elemzés sordn a fent emlitett két polimorfizmuson kiviil a BN-
BMLA elemzés a két dopamin transzporter polimorfizmus kozott egy interakciot is
jelzett, am az 1j interakcids partner alacsony relevanciat mutatott a metadonkezelést
illetéen. Mindazonaltal a dopamin transzporter polimorfizmusainak szerepe a jovobeli
kutatads szempontjabol legalabb annyira fontosnak tlinik, mint az elemzés soran kapott
DRD4 -521 C/T SNP ¢és a nem kozotti erds interakcid természetének felderitése és

tovabbi kutatasa.

6.3. EXPRESSZIOS MINTAZATOK VIZSGALATA FIBROBLASZT MODELLBEN

A heroinfliggdség és metadonkezelés kutatasa sordn alkalmazott eset-kontroll
vizsgalatok mellett lehetdségem volt egy olyan bioldgiai modell beéllitasara is, mely
esetleg alkalmas lehet a pszichidtriai rendellenességek molekularis hatterének
kutatasahoz, ezaltal pedig szoOveti szinten is mérhetové valhatnanak az adott gének
expresszios értékei. Alapvetd hipotézisiink, hogy egészséges és beteg (pl. drogfiiggd)
személyekbOdl szarmazo6 fibroblaszt sejtkultirak eltérd expresszids mintazatot adnak
metabolikus stressz hatasara, és ezen eltérések markerei lehetnek az idegrendszeri
valtozasoknak. Microarray  technoldgia  segitségével  hibridizaciés  technika
felhasznalasaval képesek  voltunk egyidében tobb ezer géntranszkriptum
expresszidjanak megfigyelésére.

Kutatdsunk sordn egészséges személyektdl szarmazd fibroblaszt sejtkultirdkban
azonositottunk két kiilonbozd taplalék-alapt metabolikus stresszkezelés altal kivaltott
mRNS és miRNS expresszios valtozasokat. FO konkluzioink kozott szerepel, hogy a
gliikoz-hianyos, galaktozzal kezelt és a lipidcsokkentett, koleszterin-hidnyos
médiummal vald kezelés er6s mRNS és miRNS véltozasokat okozott a kezelt humén
fibroblaszt sejttenyészetekben. Habar a legszignifikansabban valtoz6 miRNS-ek
valtozatossagot mutattak a két kezelés kozott, az atfogd miRNS expresszio valtozasok

nagyfokt hasonlosagat figyelhettik meg a két metabolikus stresszkezelés soran. Az
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eredményekbdl 1gy tlnik, hogy a miRNS expresszi6 valtozasok jelentdsen
hozzajarulnak a megvaltozott mRNS expresszios képhez mind a galaktézzal kezelt,
mind a lipidesokkentett beallitasban. Négy szignifikdns valtozast mutatdo miRNS-t
azonositottunk (miR-129-3p, miR-146b-5p, miR-543 ¢és miR-550a), amelyek mindkét
kisérleti beallitasban szignifikdns mértékli valtozast mutattak, és amelyek lehetséges

mediatorai lehetnek a kiillonb6zo tipusu metabolikus stresszeknek.

A két kezelésben megfigyelheté miRNS valtozasok atfogd képe nagyfoku
hasonlosdgot mutatott. Ezen feliill négy metabolikus stresszel kapcsolatos utvonal
(PPARA, CHREBP2, RACCYCD ¢s HSP27) is feliilszabalyozast mutatott mind a
galaktozzal kezelt, mind a lipidcsokkentett médiumnak kitett sejtkultira esetében, mely
azt sugallja, hogy ez a mintdzat mind miRNS, mind pedig mRNS szinten
megfigyelhetd. Meglep6 moédon gy tlnik, hogy a két stresszor kiilonbdzo
mechanizmusokkal miikodik, s mig a galaktozkezelés elsdsorban éhezés utjan
bekovetkezd oxidativ gyokok képzddéséhez vezet [190], addig a lipidesokkentett
beallitaisban a sejtek egy metabolikus tGlhasznaltsdgi allapotot [202] mutatnak.
Mindezen eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a hatastol fiiggetleniil a
metabolikus stressz hasonlo6 hatast fejt ki mind a miRNS, mind pedig az mRNS szintjén
¢és ez a k6z0s mintazat egy olyan nem-specifikus adaptacios véalasz, mely eldsegiti a sejt
tulélését. A két stresszor kivaltotta hasonld hatas azt engedi feltételezni, hogy a
megvaltozott homeosztazisra a fibroblaszt sejtek egy altalanos védelmi vélaszt adnak.
Eredményeink tovabba azt is sugalljak, hogy a miRNS-ek jelentdsen hozzédjarulnak az
mRNS-ek szabdlyozdsdhoz metabolikus stressz fellépése esetén. A metabolikus
stresszre adott valaszok alapjan 4 miRNS-t azonositottunk (miR-129-3p, miR-146b-5p,
miR-543 ¢és a miR-550a), melyek mRNS targetjei biologiailag relevansnak tind
utvonalakban vesznek részt, ugymint: sejtciklus, apoptozis, gyulladdsos valasz és
mRNS termelés, metabolikus adaptacid. Ezen eredményeink reményeink szerint alapot
szolgaltatnak a stressz-indukalta fibroblaszt valasz tovabbi kutatdsaban pszichiatriai

betegségek esetében is, ugymint a major depresszio vagy éppen a heroinfiiggdseég.

Eredményeink azt mutatjak, hogy harom megvaltozott expressziot mutatd
miRNS Onmagédban képes 52 gén mRNS expresszidjanak szabalyozasara, mely azt

sugallja, hogy a miRNS szabdlyozas jelentdsen hozzajarul a stressz-indukalta
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sejtvalaszhoz. A miR-543 és miR-550a esetében kevés kisérletes eredmény all
rendelkezésre, igy az altaluk okozott hatdsr6l még nincsenek ismereteink. Ezzel
szemben a miR-129-2 ¢és a miR-146b-5p esetében tobb adat is a rendelkezéstlinkre all: a
miR-129-2 egy CpG sziget mellett helyezkedik el és expresszidja demetilacidt okozo
szerekkel epigenetikailag helyreallithato [290]. Ezen feliil ez a miRNS gerincesekben
konzervalt és a sejt aktin dinamikdjat befolyasolja olyan gének expresszidjanak
szabalyozasa altal, mint a CP110, az ARP2, a TOCAI1, az ABLIMI1 ¢és az ABLIM3
[291]. A legfontosabb eredményiinknek azonban a miR-146b-5p tlinik, mivel
expresszidja gyulladaskeltd citokinek altal jelentdsen indukalhato, kiemelendéen az
IFN-y altal a JAK/STAT utvonalon keresztiil [292,293]. Expressziojanak csokkenését
elhizasban monocita sejtekben figyelték meg ¢és a gyulladascsokkenté funkcid
csokkenésével hoztdk kapcsolatba [294]. Ezen feliil a miR-146b-5p a TGF- B jelatvitelt
fontos szerepet jatszik [296,297]. Ezen adatok alapjan ugy tlinik, hogy a metabolikus
stressz epigenetikai valtozasokon keresztiil szabalyozza a miRNS-ek expressziojat és
hogy a két metabolikus stresszor egy gyulladasszer(i valaszt valt ki a stressz-kezelt
sejtekben. Természetesen ez a feltevés tovabbi kutatdsok sziikségességére hivja fel a

figyelmet.

A periférias markerekkel végzett kutatdsok természetesen elengedhetetlenek a
biomarkerek segithetnek a pszichiatriai betegségek diagnozisdnak feldllitasdban és egy
hatékonyabb kezelés megvalasztasaban [298]. Nehézséget jelent a periférids szovetek
begyljtése, illetve, hogy a sejtek nyugalmi allapotban vizsgalva talan nem megfeleléek
a betegség egyes fontos aspektusainak vizsgalatara, emiatt bizonyos foku kezelés
bevonasara van sziikség [190,299]. Az emberi bérmintabol szarmazd fibroblasztok,
mint lehetséges modellrendszer megfelelonek tlinnek az ilyen tipust vizsgalatokhoz,
mivel a periférids vérsejtek funkcionalis vizsgalatdhoz képest szamos eldnnyel
rendelkeznek: 1) egyszerlien szaporithatok a sejtek korlatlan szaporodoképességének
visszaallitasa nélkiil; 2) nagyobb hasonldésagot mutatnak az agysejtek expresszidjaval,
mint a periférids vérsejtek; 3) homogének ¢és kiilonb6zoé kezelésekre igen jol
valaszolnak; 4) epigenetikai valtozasok altal minimalisan befolyasoltak, amelyek az 5.

passzazs utan altalaban el is tlinnek. Mindezek alapjan ugy tlinik, hogy a kdnnyen
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hozzaférhetd borfibroblaszt kultirak jol ellendrzott, reprodukélhatdé funkcionalis
vizsgélatok kivitelezésére alkalmasak. Ez kiillondsen fontos poligénes pszichiatriai
betegségek vizsgalatakor, amikor limitalt a posztmortem szovetek hozzaférhetdsége és
az allati modellek nem képesek az emberi betegség megfeleld modellezésére. Jelen
vizsgalatunkban egészséges emberek fibroblaszt mintait felhasznalva igyekeztiink
meghatdrozni a miRNS és mRNS szinten adott sejtvalaszokat metabolikus stressz
hatdsara. Természetesen hasonld  vizsgalatokra lesz sziikség betegmintak
felhasznalasaval, ahol a metabolikus stresszre adott valasz tobbet elarul majd az adott
betegség patofiziologidjardl, mint egy nyugalmi allapota sejt, egészséges eset-kontroll

beallitasban.
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KOVETKEZTETESEK

. A heroinfiiggdség ¢és a dopaminerg gének asszociacio analizisének eredményei
azt mutattak, hogy az altalunk vizsgalt dopaminerg gének relevans genetikai
tényez6i a heroinfiiggéség kialakulasanak, mivel mind a DRD2, mind a
DRD4 gének polimorfizmusai szignifikdns asszociaciot mutattak a
heroinfiiggdség eléfordulasaval. A tobbszords tesztelés miatt sziikségessé valt
Bonferroni korrekciot kovetéen csupan a DRD2 TaqIB polimorfizmus
gyakorisag értékei mutattak szignifikans eltérést a kontroll és a heroinfiiggé

csoportok kozott.

. A szakirodalomban a heroinfliggdség ¢s a DRD2 gén asszocidci6 analizisében
els6sorban a TaglA polimorfizmusra koncentraltak és mutattak ki asszociaciot,
ugyanakkor sajat eredményeink azt mutattdk, hogy a DRD2 gén TaglA
polimorfizmusa nem, mig a DRD2 TagIB polimorfizmusa a tobbszoros tesztelés
utdn is szignifikdns eredményt adott, igy tehat vizsgalatunkban a T7aqIB

relevancidja a kiemelendd.

. Munkank soran eldszor hasznaltuk a BN-BMLA statisztikai analizist és

orommel tapasztaltuk, hogy a kétféle modszerrel kapott eredmények
Osszecsengenek. A mindkét modszerrel azonositott direkt hatasokon Kkiviil
azonban a BN-BMLA képes volt egy indirekt hatas kimutatasara is, a DRD4
-521 C/T és a DRD4 -615 A/G polimorfizmusok interakcidjara. Ezt az
interakcidt - utdlag - hagyomanyos statisztikai modszereket alkalmazva is

sikerult alatamasztanunk.

. A heroinfiiggék metadon szubsztitucids terapiara adott valaszanak genetikai
faktorait vizsgalva azt kaptuk, hogy a dopaminerg rendszer, azon beliil pedig a
dopamin transzporter és a dopamin D4-es receptor gén genetikai variansai
szerepet jatszhatnak a terdpia sikerességében. Eredményeink kapcsolatot
mutattak a metadon kezelésben részesiillok terapias valaszaval a DAT
(SLC6A3) intron 8-as és a DRD4 120 bp duplikaciéja, mint lehetséges

rizikofaktorok esetében, mely eredmények tovabbi megerdsitésre varnak.
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5. A metabolikus stressz vizsgdlatdban a fibroblaszt modellt alkalmazva jol
mérhetd stresszvalaszt kaptunk a mRNS és a miRNS expresszids mintdzatokban.
A Kkétféle metabolikus stressz a teljes miRNS expresszios mintazat
vonatkozasaban jelentos hasonléosagot mutatott: a glilkkézmentes, galaktdzzal
dusitott médium kezelésben megvaltozott expressziot mutatdé miRNS-ek azonos
iranytl expresszidvaltozast mutattak a lipidcsokkentett, koleszterinmentes
médiummal val6é kezelésben is. Hasonlo helyzet mutatkozott a lipidcsokkentett,
koleszterinmentes médiummal vald kezelés soran is, ahol a gliilkdzmentes,
galaktozzal dusitott médium kezelés expresszios értékei mutattak erds

korrelacidt a masik stresszor expresszios valtozasaival.

6. Az individualis miRNS expresszios értékek koziil négy miRNS (miR-129-3p,
miR-146b-5p, miR-543 és a miR-550a) mutatott szignifikans és azonos iranyu

valtozast mindkét kezelés hatasara.

7. Ezen miRNS-ek miRDB adatbézissal kapott, potencialis target mRNS-einek
expresszios szintjeiben is jelentés eltéréseket kaptunk (a négy miRNS
Osszesen 1504 db potencialis target mRNS-e koziil 140 db, azaz kdzel 10%
mutatott szignifikdans valtozadst a metabolikus stressz kezelés hatdsara).
Utvonalelemzésiink alapjan a fenti négy (miR-129-3p, miR-146b-5p, miR-543
¢s a miR-550a) miRNS targetjei biologiailag relevansnak tiiné itvonalakban
vesznek részt, ugymint: sejtciklus, apoptdzis, gyulladisos vélasz és mRNS

termelés, metabolikus adaptacio.
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8  OSSZEFOGLALAS

A heroinfiiggdség korunk jelentds tarsadalmi problémai kozé tartozik. Irodalmi
adatok a genetikai hattér fontossagat hangsulyozzak, ezért kutatdsunk célja a lehetséges
genetikai hattértényezok felderitése volt. Ezen beliil is az egyik legrelevansabb tényezot,
az agy jutalmazd mechanizmusdban szerepet jatszd dopaminerg neurotranszmitter
rendszert vizsgaltuk eset-kontroll beallitdsban. 303 heroinfliggd beteg és 555 kontroll
személy bevonasaval végeztiik el kandidans gén analizisiinket, melynek keretében 11
polimorfizmus kertiilt elemzésre: az ANKK1 gén TaglA polimorfizmusa, a dopamin D2-
es receptorgén TaqIB és TaglD polimorfizmusai, a dopamin D4-es receptorgén 3. exon
hosszlisag polimorfizmusa, 120 bp duplikécioja és a promoter régié -521 C/T, -615
A/G, -616 C/G polimorfizmusai, a dopamin transzporter 3° UTR ¢s intron 8 hosszusag
polimorfizmusa, illetve a katekol-o-metiltranszferaz Vall58Met polimorfizmusa. A
statisztikai elemzés hagyomanyos és Bayes halo alapu bayesi tobbszintli relevancia
elemzéssel tortént. Eredményként az ANKK1 TaglA polimorfizmusa, a D2-es
receptorgén TagIB polimorfizmusa és a D4-es receptorgén -521 C/T polimorfizmusa
mutatott nominalisan szignifikdns asszociaciot a heroinfiiggdséggel, melyek kozil a
TaqIB a Bonferroni korrekciot kovetden is szignifikansnak mutatkozott. A Bayes-i
elemzés megerdsitette ezen hagyomdanyos statisztika eredményeit, tovabba feltarta a D4-
es receptorgén -615 A/G polimorfizmusanak -521 C/T-n keresztiil megvalosul6 indirekt
hatdsat. A heroinfiiggdség kialakuldsaban esetlegesen szerepet jatszo genetikai
tényezOkon kiviil a betegség kezelésében alkalmazott metadon terdpia hatékonysagaban
szerepet jatszO tényezOket 1is igyekeztlink tesztelni. Az eredmények gyenge
szignifikancia mellett a dopamin transzporter intron 8-as €s a D4-es receptorgén 120 bp
duplikaciojanak szerepére utaltak, am a relative alacsony esetszamok miatt ezen
vizsgélatunk tovabbi kutatdst igényel. Munkam kiegészitéseképpen egy fibroblaszt
modellrendszert is beallitottam egészséges személyek fibroblaszt sejtjeit hasznélva,
amelyeken kiilonb6z6 metabolikus stresszkezelést alkalmazva igyekeztem meghatarozni
a valtozo expressziot mutatd miRNS és mRNS valtozasokat. Az eredmények a
kiilonbozd stresszkezelések esetén hasonld stresszvalaszra utalnak, amely eredmény a
fibroblaszt sejtek stresszorra adott altalanos valaszat feltételezi, mely valasz soran a
miRNS-ek nagymértékben szerepet jatszanak az mRNS-ek expressziojanak

szabalyozasaban.
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9 SUMMARY

Nowadays heroin dependence is still a leading social problem. Literature data
underscores the role of the genetic background, thus the goal of our research was to try
discover possible genetic factors. Since the dopaminergic system is one of the most
important neurotransmitter systems in the mechanism of the brain reward mechanism, it
is thought to be one of the most relevant factors in the pathomechanism of addiction. In
our study we used a case-control design involving 303 heroin dependent patients and
555 healthy controls. Our analysis was carried out on 11 dopaminerg or dopaminerg-
related gene polymorphisms: the ANKKI1 TaglA polymorphism, the dopamine D2
TaqIB and TaqID polymorphisms, the dopamine D4 3. exon length polymorphism, 120
bp duplication and the -521 C/T, -615 A/G, -616 C/G polymorphisms in the promoter
region, the dopamine transporter 3> UTR and intron 8 length polymorphism and the
catechol-o-metiltransferase Vall58Met length polymorphism. Two kinds of statistical
analyses were carried out: a frequentist and a Bayesian network based Bayesian
Multilevel Analysis of relevance. The regular analysis showed a nominal significance of
the ANKK1 TaglA polymorphism, the DRD4 -521 C/T polymorphism and the DRD2
TaqIB polymorphism in heroin dependence. After the Bonferroni correction only the
TaqIB remained significant. The additional Bayes analysis validated the results of the
Khi-square analysis, furthermore it revealed an indirect effect of the -615 A/G through
the -521 C/T polymorphism. Along the genetic components of the heroin dependence
we tried to seek for genetic factors playing role in the pathomechanism of the
methadone subtitution therapy of heroin dependence, as well. The results showed a
weak significance and tendency of the involvement of the dopamine D4 receptor gene
120 bp duplication and the dopamine trasporter intron 8 polymorphisms. Since the
sample sizes were relatively low, further studies are needed to validate these results. As
an additional work I set up a possible model system of healthy fibroblast cells as an
appropriate model for testing psychiatric diseases. Different metabolic stressors were
applied to determine mRNA and miRNA expression changes in the altered conditions.
The results showed a similar metabolic stress response, which suggest a common
response to stress of the fibroblast cells. Along this response miRNAs played a major

role in the regulation of the expression of mRNAs.
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