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I. Bevezetés

A kébitészer-fiiggéség  vilagszerte  sulyos
tarsadalmi és egészségiigyi probléma. Annak ellenére,
hogy az utobbi években mind Magyarorszagon mind
Europan beliil csokkent azok szama, akik elsé izben
probaltak ki a heroint, a fiiggdség tovabbra is komoly
problémat jelent, melyet tovabb sdlyosbit mas intravénas
drogok eldtérbe keriilése. A kabitdszer-fiiggdség, mint
pszichiatriai  rendellenesség bizonyitottan ~komplex
oroklodést jelleg, igy a genetikai tényezokon kiviil a
kornyezeti  tényezOk, valamint a  gén-kOrnyezet
interakcidk is fontos szerepet jatszanak a fliggdség
kialakulasdban. Az utdbbi évtizedek kutatasabol
egyértelmiinek latszik, hogy a fiiggdség kialakuldsanak
vizsgalata soran nem néhany nagyhatasi gént Kkell
keresnlink, hanem sokkal inkabb tébb, énmagaban kis
hatassal bird polimorfizmus allhat a hattérben, amelyek
egyuttesen hozhatjak létre a becsilt 30-70%-0s
orokolhetdségi aranyt. A drogfliggdség kialakulasanak
genetikai vizsgélataiban elsdsorban az agyi jutalmazo
rendszer, és a drogok patomechanizmusdban résztvevd

utvonalak kandidans genjeit vizsgaljak.
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A bemutatasra keriil6 munkaban a dopaminerg
rendszer polimorfizmusainak ¢és a heroinfiiggdség
genetikai rizikdjanak kapcsolatat vizsgéltam.

Hasonl6 megkdzelitési modot alkalmaztam a
heroinfliggdség  kezelésére hasznalt szubsztiticios
metadon terapia hatdsossaganak vizsgalataban is. Mivel a
kezelésbe bevont betegek terapias valaszai kiilonbozéek
lehetnek, igy a kezelés hatékonysagat befolyasolo
tényezOk keresése ¢és a kezelés koltséghatékonyabba
tétele igen fontos reszét képezi a kabitoszer-fiiggdséggel
kapcsolatos genetikai kutatasoknak.

A genetikai megkozelités mellett manapsag egyre
elterjedtebb a primer sejtkultardk modellrendszereinek
alkalmazésa a komplex jellegek molekuléaris héatterének
feltdrdsdra.  Kulfoldi  tanulmanyutam  alkalméaval
lehetdségem nyilt egy ilyen modellrendszer beallitasara,
melyben a metabolikus stressz altal kivaltott mRNS és
mikroRNS  expressziés  véltozasokat  vizsgaltuk
fibroblaszt modellen. Eredményeink alapjan ugy tiinik,
hogy a modell biztatd6 eredményekkel szolgal és
esetlegesen  alkalmazhatd lenne a  pszichiatriai

rendellenességek molekularis hatterének vizsgalataban is.
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II. Célkituzések

Doktori munkam f6 iranyvonalat a heroinfiiggdség ¢€s a
dopaminerg gének asszociacid vizsgalata alkotja. Négy
dopaminerg gén 0Osszesen 11 polimorfizmusanak
vizsgalatat thztik ki célul. A vizsgalni kivant
génvaridnsok koziil egyes allélek drogfiiggdséggel valod
kapcsolatdt mar korabban is vizsgéltdk, azonban
ellentmondd eredmények szilettek. A hazai mintan
elvégzett vizsgalataink célja az volt, hogy allast

foglaljunk a kdvetkezd kérdésekben:

1. Relevans tényezOk-e a dopaminerg rendszer génjei a

heroinfiiggdség kialakuldsanak genetikai hatterében?

2. Az irodalomban oly széles korben vizsgélt TaglA
polimorfizmus valoban elsddleges tényezd-e a fliggdség

kialakulasanak oroklott hatterében?

3. A konvenciondlis statisztikai szamitasok eredményein
tal milyen 0j informaciok nyerheték az alkalmazott

Bayes-i bioinformatikai elemzéssel (BN-BMLA -



Bayesian network based Bayesian Multilevel Analysis of

relevance)?

A heroinfiiggdség kezelésében szerepet jatszd metadon
szubsztituciés kezelés hatékonysdga ambivalens képet
mutat a kezelések kimenetele szempontjabdl. A
helyettesitd terdpidban résztvevd betegek mintdit
felhasznalva szerettik volna kideriteni, hogy mely
genetikai varidnsok jatszhatnak szerepet a kezelések
hatékonysagaban. Az ilyen jellegli vizsgalatok személyre
szabott terdpia kialakitasat tehetik lehetdévé a jovoben,

ezért a kovetkez6 kérdésre fokuszaltunk:

4. Az altalunk vizsgalt dopaminerg  gének
polimorfizmusai szerepet jatszhatnak-e a kezelési

hatékonysag megjdsolasaban?

Doktori munkam részét képezi egy olyan bioldgiai
modell bedllitdsa is, mely esetleg alkalmas lehet a
pszichiatriai rendellenességek molekularis hatterének
kutatasdhoz. A modell alapvetd hipotézise az, hogy
egészséges ¢€s beteg (pl. drogfiiggd) személyekbdl
szarmazd fibroblaszt sejtkultirdk eltéré expresszios
valaszt adnak metabolikus stressz hatasara, és ezen
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eltérések  markerei  lehetnek az  idegrendszeri
valtozasoknak. Elsé 1épésként egészséges személyekbdl
szarmazo fibroblaszt modellen kivantuk megvizsgalni a
metabolikus stressz hatasara kialakul6 mRNS és miRNS
expresszi0  valtozasokat a kovetkezd kérdésekre

koncentralva:

1. Kétféle metabolikus stressz kezelést (glukdz, illetve
koleszterin megvonés) alkalmazva mennyiben hasonldak
a stressz hatésara kialakuld6 mRNS és miRNS expresszios

valtozasok?

2. Kimutathaté-e kapcsolat az mRNS és miRNS

expresszids mintazatok valtozéasa kdzott?

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

Utvonalakat érinti a valtozas?



III. Modszerek

Vizsgélt személyek és minték elokészitése

A heroinfliggdség genetikdjanak vizsgéalataba 303
heroinfiiggé beteg - ebbdl 173 metadon kezelt - és 555
egészséges kontroll személyt valogattunk be, télik a
részletes tajékoztatds és beleegyezé nyilatkozat utan
vattapalcaval szajnyalkahartya mintat —gyijtottiink.
Laborunkban ezutan tértént meg a DNS-ek izolalasa.

A fibroblaszt sejttenyészetek vizsgalata sordn 17
egészséges személy kriobankos fibroblaszt mintain
vegeztik el a kiilonbozoé stresszkezeléseket, majd a
begytijtott sejtekbdl RNS izolalast végeztem.
Genotipizéalas

A hosszUség polimorfizmusok  genotipusénak
meghatarozasa PCR-t kovetd gélelektroforézissel, mig az
egypontos variacibk PCR-RFLP és allél-specifikus
amplifikacié modszerekkel torténtek.

Asszociacio vizsgalat

A heroinfliggdség vizsgalataban az eset és kontroll
csoportok 0sszehasonlitasat hagyomanyos khi-négyzet
proba mellett egy tobbszintli relevanciaelemzéses

statisztikai modszerrel is kiegészitettik (BN-BMLA).
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Expresszio vizsgalat

A fibroblasztokbol izolalt RNS-ek mindség-ellenbrzésére
Agilent 2100 Bioanalyzert hasznaltam, majd az Enzo
Life Sciences’ 100-Reaction Single-Round RNA
Amplification and Biotin Labeling System kittel cDNS
szintézist, amplifikaciot és biotinos jel6lést végeztem az
Affymetrix® protokoll alapjan. 5 pg biotinnal jeldlt,
fragmentalt aRNS kerult hibridizalasra a GeneChip HT
HG-U133+ PM Array Plate chipre, amely folyamatot —
beleértve a hibridizaciot, a tisztitasi Iépéseket, a festést, a
képgeneralast, szegmentaciot és a minéségi analizist — a
Vanderbilt microarray kozpont munkatarsai, mig a
miRNS-ekkel kapcsolatos vizsgalatokat a Mirnics Labor
munkatarsai végezték.

Az expresszids adatok kiertékelését Microsoft Excelben
végeztem, tovabba hierarchikus klaszterezéssel, Gtvonal
analizissel is Kkiegészitettem a vizsgalatot. Az
expressziomerés eredmenyeit RT-PCR  mddszerrel

validaltam.



IV. Eredmények

Heroinfiiggdség és a dopaminerg gének

asszoclacioja

1. A genetikai asszociacié analizis els6é 1épésben
konvencionalis (frekventista) statisztikai modszerekkel
tortént, ahol az eset (heroinfiiggék) és a kontroll
csoport genotipus gyakorisag értékeit hasonlitottuk
0ssze (eset-kontroll modell). Ezen eredmények alapjan
az altalunk vizsgalt egyes DRD2 és DRD4
génpolimorfizmusok szignifikans asszociaciot mutatnak
a heroinfiiggdség kialakulasaval. —Ugyanakkor a
tobbszoros tesztelés miatt sziikségessé valt Bonferroni
korrekciot kovetéen csupan a DRD2 TaqlB
polimorfizmus gyakorisag értékei adtak szignifikans
eltérést a kontroll és a heroin fiiggé csoportok kozott.
A Kkiértékelés soran a frekventista statisztikai modszer
mellett alkalmaztuk a Bayes halé alapu bayesi
tobbszintii relevancia elemzést (Bayesian network
based Bayesian Multilevel Analysis of relevance, BN-
BMLA) is, mely a hagyomanyos eset-kontroll
elemzésiinkkel dsszhangban megerdsitette a TaqlB

relevancidjat a heroinfliggés vonatkozasaban.
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2. A szakirodalomban a heroinfiiggéséggel kapcsolatban
elsésorban a TaglA szerepét irtdk le, igy vizsgélatunkba
mi is belevettik ezen rs1800497-es varidnst, &m a
tobbszoros  tesztelés  el6tt  mutatott  nominalis
szignifikancia a Bonferroni korrekcié utan eltlnt,
szemben a TaqlB hatdsdval, ami vizsgalatunk

legerésebb és legrelevansabb eredménye.

3. Munkank soran el0szor hasznaltuk a BN-BMLA
modszert, ezért Kkivancsiak voltunk ra, hogy a
hagyomanyos  eset-kontroll ~ elemzés  eredményei
mennyire egyeznek a hal6zatos mddszer eredményeivel.
Orémmel tapasztaltuk, hogy a kétféle modszerrel kapott
eredmények 0Osszecsengenek. A mindkét maddszerrel
azonositott direkt hatasokon kivil azonban a BN-
BMLA képes volt egy indirekt hatas kimutatasara is,
a DRD4 -521 C/T és a DRD4 -615 A/G
polimorfizmusok interakciojara. Ezt az interakciot -
utdlag - hagyomanyos statisztikai modszereket

alkalmazva is sikerilt alatdmasztanunk.

4. A heroinfiiggdk metadon szubsztiticids terapidra adott

valaszanak genetikai faktorait vizsgalva azt kaptuk, hogy
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a dopaminerg rendszer, azon belil pedig a DRD4
genetikai variansai szerepet jatszhatnak a terdpia
sikerességében. Eredményeink kapcsolatot mutattak a
metadon kezelésben részesiilok terapias valaszaval a
DAT (SLC6A3) intron 8-as eés a DRD4 120 bp
duplikécidja, mint lehetséges rizikdfaktorok esetében,

mely eredmények tovabbi megerdsitésre varnak.

A metabolikus stressz indukcié hatasa human
fibroblasztok mMRNS és mikroRNS profiljara

A fibroblaszt modell kialakitasanak els¢ fazisaban
17 egészséges személy bdrbiopszids mintaibol eldallitott
primer sejtvonalak parallel mintain mértiik a kiilonb6zd
metabolikus stresszorok (glikdézmentes, galaktdzzal
dusitott médium (GAL), illetve lipidcsokkentett,
koleszterinmentes (RL) médium kezelés) altal indukalt
expressziés  profilvaltozasokat.  Eredményeink a

kovetkezOkben foglalhatok Ossze:

1. A fibroblaszt modellt alkalmazva jol mérhetd
stresszvalaszt kaptunk az mRNS és a miRNS expresszids
mintazatban. A kétféle metabolikus stressz a teljes

MIRNS expresszidos mintazat vonatkozasaban jelentos
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hasonlosagot mutatott: a glikdézmentes, galaktozzal
dusitott meédium (GAL) kezelésben megvaltozott
expressziot ~ mutatd  miRNS-ek  azonos  irdnyu
expresszidvaltozast  mutattak a  lipidcsokkentett,
koleszterinmentes (RL) meédiummal valo kezelésben is
(szignifikans korreléacio: r=0,71; p<0,001). Hasonlo
helyzet mutatkozott a lipidcsokkentett, koleszterinmentes
(RL) médiummal valé kezelés soran is, ahol a
glukézmentes, galaktézzal dusitott médium (GAL)
kezelés expresszios értékei mutattak erés korrelaciot a
masik stresszor expresszidés valtozasaival (r=0,65;
p<0,005).

2. Az individudlis miRNS expresszids értékek kozul
négy miRNS (miR-129-3p, miR-146b-5p, miR-543 és a
miR-550a) mutatott szignifikans és azonos iranyu

valtozast mindkét kezelés hatasara.

3. A 2. pontban emlitett 4 miRNS miRDB adatbazissal
kapott, potencialis target mRNS-einek expresszios
szintjeiben is jelentds eltéréseket kaptunk (a négy
miRNS 6sszesen 1504 db potencialis target mRNS-e
kozil 140 db, azaz kozel 10% mutatott szignifikans

valtozast a metabolikus stressz kezelés hatasara).
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Utvonalelemzésiink alapjan a fenti négy (miR-129-3p,
miR-146b-5p, miR-543 és a miR-550a) miRNS targetjei
biologiailag relevansnak tiiné utvonalakban vesznek
részt, ugymint: sejtciklus, apoptozis, gyulladasos valasz

és mMRNS termelés, metabolikus adaptacio.
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Kovetkeztetések

A munka els§ részében a heroinfiiggdség
kialakulasaban  esetlegesen  résztvevé  genetikai
polimorfizmusok asszociacié elemzését vegeztik el,
amelynek eredményeképp a DRD2 TaqlB varians
mutatott szignifikans asszociéciot a tobbszoros tesztelés
miatt szilkségessé valo Bonferroni korrekcio utan is. Ez
az eredmény az adott varidns heroinfliggdségben betdltott
relevans szerepére utal, mely szerepet a BN-BMLA
elemzés is megerdsitett. A szakirodalomban korabban a
heroinfiiggdség és a DRD2 gén asszociacié analizisével
kapcsolatosan els6sorban a TaglA polimorfizmusra
koncentraltak, annak ellenére, hogy kider(lt, hogy ez a
polimorfizmus val6jdban nem is a DRD2-es génben,
hanem a vele szomszédos ANKKI nevii génben
helyezkedik el. Ugyanakkor sajat eredményeink azt
mutattdk, hogy a DRD2/ANKK1 gén TaglA
polimorfizmusa nem, mig a DRD2 TaqlB
polimorfizmus megtartotta a heroinflggéssel adott
szignifikans asszociacios hatasat végso
relevanciaelemzésink soran is. A konvencionalis

(frekventista) kiértékelést kovetdé Bonferroni korrekcio
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utdn a TaqlA nem maradt szignifikans tényezd, bar
nominalis szignifikanciaja mind frekventista, mind pedig
a BN-BMLA modszerrel kimutathato volt. A BN-BMLA
maddszerrel végzett relevanciaelemzés azt is kimutatta,
hogy a TaglA és TaqlB egyiittes el6fordulasa a
modellben jelentdsen kisebb valdszintiséggel kovetkezik
be, mint a variansok 6nmagukban torténd eléfordulésa.
lgy a TaqlA TaglB-hez mért elhanyagolhat6
relevancidja a  két  polimorfizmus  kozotti
redundancianak Kkoszonheté. Az elemzések soran
felhasznalt BN-BMLA statisztikai modszer azon kiviil,
hogy alatamasztotta a hagyomanyos statisztikaval kapott
eredményeinket, tovabbi hatds kimutatasara s
lehetéséget adott a -615 A/G SNP indirekt hatdsanak
formjaban, igy elmondhatd, hogy az alkalmazott BN-
BMLA analizis az interakciok és redundanciak modellbe
foglalasaval szélesebb korti és  szubjektivitastol
mentesebb ~ formaban  képes az  eredmények
kiértékelésére.

A dopaminerg rendszer szerepét a kezelési
hatékonysag tekintetében is feltételeztik.
Vizsgalatunkban a dopamin transzporter intron 8-as és
a DRD4 120 bp duplikaciojanak hatasa mutatott
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trendszeri hatast, azonban az alacsony mintaclemszam
tovabbi vizsgalatokat tesz szikségessé. Mindenesetre
elmondhato, hogy gy tinik, a fliggdség kialakulasaért és
a kezelés hatékonysagaert (terminalasaért) nem

feltétlendil ugyanazon génvariansok felel6sek.

A munka masodik részében a fibroblaszt modell
rendszer vizsgalatat végeztem. A glikoz-hianyos,
galaktozzal kezelt és a lipidcsokkentett, Kkoleszterin-
hianyos médiummal vald kezelés er6s mRNS és miRNS
valtozasokat okozott a kezelt human fibroblaszt
sejttenyészetekben. A mMIRNS expresszié valtozasok
kiértékelésekor nagyfokd hasonlésagot figyelhettilk meg
a két metabolikus stresszkezelés soran, tovabba az
eredményekbdl ugy tiinik, hogy ezen miRNS expresszid
valtozasok jelentésen hozzajarulnak a megvaltozott
MRNS expresszios képhez mind a galaktozzal kezelt,
mind a lipidcsokkentett bedllitasban. A két stresszor
kivaltotta hasonlo hatds azt engedi feltételezni, hogy a
megvaltozott homeosztazisra a fibroblaszt sejtek egy
altalanos védelmi véalaszt adnak. Eredményeink tovabba
azt is sugalljgdk, hogy a miRNS-ek jelentdsen

hozzdjarulnak az  mRNS-ek  szabalyozasahoz
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metabolikus stressz  fellépése esetén. Osszegezve
elmondhat6, hogy a fibroblaszt kultirak jol ellenérzott
vizsgalatok Kivitelezésére alkalmasak és konnyen
hozzaférhetéek. Ez kiilonosen fontos poligénes
pszichiatriai betegségek vizsgalatakor, amikor limitalt az
agyszovet direkt vizsgalati hozzaférhet6sége és az allati
modellek nem képesek az emberi betegség megfeleld

modellezésére.
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