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1. Bevezeto

1.1. A pszichiatriai genetika altalanos kérdései

A pszchiatriai  betegségek genetikai alapjaival foglalkkoz6 tudomanyag a
pszichiatriai genetika. Régi megfigyelés, hogy egyes személyiségjellemzok, vagy akar
egyes pszichiatriai betegségek gyakrabban fordulnak el6 vérrokonok kozott. A csaladi
halmozodas  mértéke, pszchiatriai  zavarok oroklésmenetének — felderitése  allt
hagyomanyosan a pszichidtriai genetikai vizsgalatok kozéppontjaban. A csalad- és
ikervizsgalatok a pszchiatriai betegségek mennyiségi-poligénes jellegét igazoltak, és
tobb zavar (pl szkizofrénia, bipolaris zavar, autizmus) esetében magas Orokolhetséget
(heritabilitas, H?) jeleztek. A heritabilitds és oroklésmenet megismerésével a pszichidtriai
genetikai vizsgalatok fokuszaba a genom esetleges koroki, vagy biomarkerként
hasznalhato variacidinak feltarasa keriil.

A pszchidtriai betegségek komplex fenotipusok, melyek diagnozisa viselkedési
tlinetcsoportok fennallasan alapul. A komplex fenotipusokra jellemzéen a viselkedési
tinetek hatterében kvantitativ vonasok allnak, amelyeket konvencionalis kiiszobok
szerint valasztunk szét egészségesre vagy korosra. A kozelmaltban bevezetett j
klasszifikacios rendszerek, a DSM-5 és a Research Domain Criteria (RDoC) k6z6s célja
volt az onkényes konvenciok helyett, az idegtudomanyi, genetikai és neurobiold giai
ismeretekre és biomarkerekre alapozott nozologia és diagnosztika kidolgozasa. A
tudomany mai allasa alapjan azonban erre még nincs lehet6ség, igy az 0 diagnosztikai
rendszer sem eszerint épiil még fel.

A pszichiatriai diagnozisok elemi alapjaul szolgalo viselkedési tiinetek is
bonyolult neuroimmunoendokrin halozatok mikodésének megvaltozasat jelentik, de még
ezen folyamatok is magasan a genetikai hatasok szintje felett vannak (1. abra). A sok
kozbeesd Iépcsonek koszonhetden, a tiinetekbdl nagyon nehéz az egyedi genetikai
variansok hatdsara pontosan kovetkeztetni. Az azonositott asszociaciok értelmezésekor
figyelembe kell venniink a koztes szintek szabalyozd, modositd hatasat, a gén-gén és a

gén-kornyezeti kolcsonhatasok lehetdségét.
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pszichiatriai genetikai vzsgéﬁ

genetikai neuronok és agyi halézatok: magatartasbeli killonbségek,
polimorfizmusok neuronhalézatok: magasabb szinti érzelmi és kognitiv folyamatok,
kis foku struktualis és informacidfeldolgozas pszichiatriai betegségek
molekularis valtozasok tinetei

1. abra. Az asszociacios vizsgalatok problémaja a pszchiatriai genetikaban.
(Réthelyi, 2015 [1] a szerz6 engedélyével)

A fenotipus és genotipus kozotti nagy tavolsag mellett a genetikai faktorok
azonositasat a poligénes, kvantitativ  6roklodésre jellemzd, nagyfoki genetikai
heterogenitas ¢s pleiotrépia is neheziti. A genetikai heterogenitas fennallasakor egy
adott fenotipus hatterében tobb, kiilonb6z6 genotipus is allhat, mig a pleiotrépiarol akkor
beszelink, ha egy adott genotipus tobb fenotipushoz is tarsulhat. Mindkét jelenség a
pszichiatriai zavarok poligénes jellegén alapul, vagyis egy-egy varians Onmagaban
nagyon Kis hatasa, a fenotipus Sok allél Gsszeadodo hatasabol ered, vagyis sokféle
kombinaci6 eredményezheti ugyanazt a fenotipust. Ennek koszonheté a fent emlitett
folyamatos atmenet az egészséges ¢€s patologias viselkedés kozott, és a hattérben allo
genetikai sokféleség, ami megneheziti a felfedezett egyedi asszociaciok validalasat.

Jelen dolgozatban két pszchidtriai fenotipust, a szuicid magatartast ¢és a
szkizofréniat vizsgaljuk, melyek klinikkai szempontbo1l nagy népegészségiigyi jelentéségii
betegségek. Arra tesziink kisérletet, hogy a bioinformatika fejlédésének koszonhetd, 1
tipusu multilokusz elemzésekkel atfogobban ragadjuk meg ezen komplex fenotipusok
genetikai hatterét
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1.2. Multilokusz vizsgalati médszerek a pszichiatriai genetikaban

A pszichidtriai zavarok genetikai hatterét vizsgaldo modszerek fejlodését az
elérhetd genotipizalasi eljdrasok és az eldz0 fejezetben ismertetett, Osszetett etiologiajuk
egyarant meghataroztdk. A teljes genom analizisét lehetévé tévo technologidk
megjelenése eldtti, un. ,pregenomikus” korszakot, a genotipizalasi eljarasok (polimerédz
lancreakcid (plomerase chain reaction, PCR) alapu technologidk, restrikcios fragment
hossziisag polimorfizmus (RFLP), kapillaris szekvenalas stb.) magas iddigénye és
alacsony koltséghatékonysaga miatt, elsdsorban genetikai epidemioldgiai vizsgalatok ¢és
hipotézis alapti, kandidans gén vizsgalatok jellemezték. Ez utdbbi vizsgalatok fokuszaban
a rendelkezésre allo bioldgiai, klinikai ismeretek, vagy korabban kozOlt eredmények
szerint valogatott, korlatozott szami marker (SNP, mikroszatellita vagy variable number
of tandem repeats, VNTR) asszociacidjanak, transzmisszidjanak vagy transzkripcidjanak
elemzése allt. Az eredmények tobbsége a késdbbiekben nem volt replikalhatd, amely a
pszichiatriai zavarokat jellemz6 lokusz- és fenotipus heterogenitas, valamint poligénes
oroklésmenet ismeretében nem meglepd. A Dbiologiailag plauzbilis, funkcionalis
variaciok konzisztens replikdlhatosdga ugyanis alacsony genetikai heterogenitast
feltételez, amely a mendeli 6roklésmenetli, mono- vagy oligogénes etiologia jellemzdje.

A genetikai vizsgalatok korszakvaltdsa, a genomika koranak kezdete, 2003. 4prilis
14-re, az National Human Genome Research Institute (NHGRI) Human Genome
(HUGO) Projektének [2] hivatalos lezarasara, és az elsé teljes emberi referenciagenom
kozzétételére datalando. A kovetkezd mérfoldkOnek a szintén az NHGRI altal elinditott,
International HapMap Project [3] tekinthetd, amely 2005-ben, majd 2007-ben az emberi
alapitopopulaciok haplotipus ¢és kapcsoltsagi térképeit [4,5] publikalta. A valtas
legfontosabb facilitalo tényezdjének az egyszerre tobb szazezer, késébbiekben akar 2
millié, gyakori (MAF>0.01) nukleotid polimorfizmus gyors és viszonylag olcsé
genotipizalasara, vagy a génexpresszid vizsgalatdra alkalmas DNS-chip technologia
megjelenése tekinthetd. Elterjedésének koszonhetéen megindult a pszichiatriai zavarok
teljes-genom asszociacidos térképezése, emellett a sztenderd genotipizalo platform
jelentésen javitotta a publikdlt eredmények Osszehasonlithatosagat is. A teljes-genom
adatok maximalis kiaknazasdnak eldsegitése érdekében amerikai részr6l az NHGRI
Genetic Association and Information Network (GAIN) [6] és a National Center for
Biotechnology Information (NCBI) altal fenntartott database of Genotypes and
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Phenotypes (dbGaP) [7,8], eurdpai részrdl pedig a European Bioinformatics Institute,
European Geno-phenome Archive (EGA) [9] biztositja a vizsgalatok adatainak
archivalasat ¢és hozzaférését. Az archivalt teljes-genom asszociaciés vizsgalatok
(genome-wide association study, GWAS) vizsgalatok elérhetdsége mellett a biologiai
mformaciok genomikus annotacidit biztositd adatbazisok is egyre részletesebbé valtak,
lehetdvé téve az ismeretanyag szintézisét. Elindult a HapMap Project kiildetését folytato
és kibovité6 1000 Genomes Project [10] is, amely a kontinentalis populaciok mellett
atkevert populaciokbol is szarmazo, 1094 emberi referenciagenom és kapcsoldédod gyakori
¢és ritka variaciok lefrasat tiizte ki célul

A pszichiatriai zavarok GWAS vizsgalatok els6 hullimat [11-14] azonban
kezdetben csalodas fogadta. A nagyszami marker tesztelése ugyan biztositotta a
hipotézismentességet, ugyanakkor a tobbszords tesztelésbdl eredd alpozitiv asszociacidok
kiszlirésére végzett, genomikus p-érték korrekcid utan csak kevés asszociacid maradt
szignifikdns. A szgnifikdns vagy szuggesztiv asszociaciok pedig jellemzoen nem
replikalodtak a késobbi GWAS vizsgalatokban [15]. Emellett a publikalt asszociaciok a
pszichidtriai zavarok ikervizsgalatokban becsiilt, jelentds heritabilitisinak csupan
elhanyagolhatd toredékszazalékat fejezték Ki, ez a ,hianyzo heritabilitas” (missing
heritability) [16] néven elhiresiilt probléma inspiralta a poligénes modszerek fejlesztését
[17-21]. A GWAS chipek a gyakori, sok mas szomszédos nukleotiddal erés genetikai
korrelaciét mutato, tn. jelold (tagging) SNP markereket tartalmaztdk, a ritka varidnsokrol
legfeljebb kozvetett mformacidt hordoztak. A nagy teljesitményli, telies genom, vagy
exom gyors szekvendlasara képes, 0 generacids szekvendlasi technologia olcsobba
valasaval, a ritka variansok ¢és esetleges de novo mutaciok felfedezése érdekében[22]
elindult, és jelenleg is boviill a szekvenalt és a NCBI dbGaP-en keresztiil hozzaférheté
pszichidtriai mintdk szama. A telies genom és exom szekvenaldis modszere tovabb
bévitette az annotacios és referencia adatbazisokat is (pl., NCBI dbSNP, dbVar, ClinVar,
1000 Genomes Phase3, GENCODE [23,24]). Végil, a genom funkcionalis elemeit
feltérképez6 ENCODE Projekt [25] és a human génexpresszios adatbazisok (NCBI eQTL
Browser, GTEX, Geuvadis, GeneVar [26-29]) megnyitottak az utat a genom és
transzkriptom mtegralasa elott.

A ritka variansok keresése mellett a GWAS tovabbra sem keriilt ki a képbdl,

hiszen a technologia alapjaul szolgalo ,.gyakori betegség — gyakori marker” elv [30] altal
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definialt, részleges penetranciaju, a fenotipushoz  Onmagukban nagyon  kis
hataserdsséggel asszocialodd varidnsok jolilleszkednek a pszichiatriai zavarok poligénes,
nagy lokusz heterogenitdssal ¢€s pleoitropiaval jellemzett genetikai modelljéhez. A
GWAS vizsgalatok fejlesztésének egykk irdnya az extrém gyenge hataserdsség
észlelésére is képes statisztikai erd elérése, a minta novelésével [31]. A Psychiatric
Genomics Consortium altal képviselt megkozelités egyik kritikaja, hogy az igy letrejovo
,mega-analizisek” paradox médon tovabb fokozhatjdk a lokusz heterogenitast, és a
multicentrikus gylijtés sziikségessége miatt, a populacios felrétegzodést is.

A GWAS elemzések masik lehetséges ranya az egyedi SNP asszociaciok minél
pontosabb észlelése helyett az 0sszeadddd hatdsokkal szamolo, és a nukleotidok lokusz
heterogenitasat megengedd, multilbkusz elemzések alkalmazasa. A nagyszamu
multilokusz elemzés kozos jellemzoje, hogy az egyedi markereket valamilyen szempont
szerint csoportositja, és azigy képzett Osszetett ,markereket” teszteli az adott modszernek
megfeleld  statisztikai eljarassal[32-37]. Ennek hatdsara egyrészt nagymértékben
csokkenhet a tesztek szdma és a kovetkezményes p-érték korrekcio mértéke, masrészt a
csoportositd  elv  biologiai  informaciot is integral (pl haplotipus  blokk —
kapcsoltsag/diverzitas, régio-alapti tesztek — gén, transzkript, génszett), utalva a
funkcionalitdsra. Végil, de nem utolsésorban, az utobbi évek gyarapodd szamu
multilbkusz  vizsgalatai megerdsitették Ayalew ¢és munkatarsai eredményeit [38],
miszerint a valid, funkciondlis a priori ismeretek alapjan meghatarozott multilokusz
,Jmarkerek” részleges megoldast jelenthetnek az SNP heterogenitdsbol eredd replikacios
nehézségekre. A szovetspecifikus transzkriptom térképet integralni képes modszerekkel
[39,40] pedig a funkcionalis priorizalas a gyakorlatban is egyszerien megvalosithato.

A publikalt moddszerek szama az utdbbi években ugrasszertien ndvekedett, a
fejezetben a vizsgalataink szempontjabdl iS relevans haplotipus-, régio-, és génszett-¢és
génhalozat alapu asszociacios elemzéseket, valamint a genomikus heritabilitas ¢és a

poligénes additiv rizikd6 becslésén alapuld modszereket mutatjuk be.
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1.2.1. Haplotipus alapi elemzések

A haplotipusok nagy jelent6séggel birnak a genetikai vizsgalatokban.
Felhasznalhatok  jelold (tagging) markerek meghatarozasdra, vagy multilokusz
markerként asszociacios vagy populaciogenetikai vizsgalatokban, a Kiterjesztett
haplotipusok pedig jelentésen gyorsithatjak a hiinyz6 markereket potld imputaciot, vagy
kapcsoltsagi  referenciaként  szolgalhatnak  régio-alapti  tesztekben. A haplotipus
elemzések két legfontosabb szempontja a vizsgalt haplotipus (blokk) hatarainak és

alléljainak meghatarozasa.

1.2.1.1. Haplotipus allélok rekonstrukcidja: gamétafazis-elemzés

A haplotipus a lokuszok (nukleotidok, strukturalis variansok) alléljainak sorrendje
az adott sziloi kromoszoman, mérete két nukleotidtol akéar a teljes kromoszoma
szekvenciajaig terjedhet. A human kromoszomakészlet diploid, vagyis a vizsgalt
lokuszok haplotipusai tekintetében két homolog alléllal rendelkeziink (ez alol csak a
ferfiak haploid nemi kromoszomai jelentenek kivételt). Egyes kisérleti jellegli eljarasokat
[41-43] leszamitva, a genotipizalas az allélok sziléi eredettél fliggetlen, diploid
genotipusat adja meg, a haplotipusra pedig csak kovetkeztetni tudunk bizonyos
algoritmusokkal a megfigyelhetd genotipusokbol. A haplotipus rekonstrukcido, masnéven
az allélok gamétikus fazisanak meghatarozasa (phasing) [44,45], alapvetéen harom
modon  torténhet:  molekularis, transzmissziés  (csaladi), valamint populacids
faziselemzéssel.

Molekularis faziselemzés: a metafazisban ledllitott sejtekbdl, vagy fluoreszcens
fosmid konyvtarakkal végzett 1 generacidos szekvenalassal [41] akar teljes-genom
haplotipus is genotipizdlhatd, de til draga ¢és lassu ahhoz, hogy széles korben
alkalmazhatd legyen. Ugyanakkor az 1 generdcios szekvenalds ,paired-end read”
technologidju valtozataindl a leolvasasi szakasz (read) informativ a fizisra, bar
Onmagaban tul rovid a haplotipus allél rekonstrukcidjahoz, apopulacios frekvencian vagy
leszarmazasi  azonossagon (identity by descent, IBD) alapuld algoritmusokkal

kombinalva azok pontossagat jelentésen noveli (pl SHAPEIT2, [46]).
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Transzmisszios (csaladi) faziselemzés: triok vagy Osszetett csaladi minta esetén,
a komplett, nformativ sziléi genotipusok birtokdban a gaméta fizis a transzmissziobodl
konnyen megallapithatd, a nem-informativ transzmisszido (mindkét szild heterozigdta)
esetén pedig a fazis valdszinlsitésére a populaciés frekvencidn vagy IBD szamitason
alapuld algoritmusok hasznalhatok. Elonye, hogy ritka varidnsok haplotipusa is
kiszamithato, ésa populacié stratifikacid nem torztja. Hatranya, hogy 50%-kal magasabb
genotipizalasi koltséget jelent, valamint a sziiléi minta nem mindig elérheté [45].

Populiciés faziselemzés: rokonsdgban nem all6 egyéneket feltételezve, a lokusz
alklok frekvenciajat és genetikai kapcsoltsagat (kapcsoltsagi egyensulytalansag, linkage
disequilbrium, LD), kiterjesztett haplotipus (pl telijes kromoszoma) esetén pedig
referencia rekombinacidés térképet is alapul véve becsiilk meg a legvaldosziniibb
gamétikus fazist. A populacios faziselemzés a legolcsobb ¢€s leggyorsabb a harom
faziselemz6 eljarads kozott, ugyanakkor csak valdszintisiteni képes a fazist, pontossiga a
mintanagysagtol és az alllfrekvencidktol fligg, emiatt érzékeny a populacid
stratifikkaciéra is. A fazis valoszinlsitésére szamos algoritmust fejlesztettek. A korai
modellek, pl a kombinatorikai parszimonia elvet kovetd Clark-algoritmus [47], és az
Expectation-Maximisation (E-M) iterativ, maximalis-valoszinliség alapt faziselemzések
[48], a rekombinaci® hianyat feltételezve, szorosan kapcsolt, maximum néhany tiz
varidnst tartalmazd haplotipus allélok fazisanak kiszdmitasara alkalmasak. A
rekombinaciot vagy mutaciot a koaleszcens priori eloszlassal modellezd PHASE [49], a
minta lehetséges haplotipusaibdl  visszavezetheté ancesztralis allélok  poszteriori
valoszinlisé gével szamitja a fazist. A kalkulacidhoz hasznalt MCMC modell miatt pontos,
de kb. 100 l6kusznal hosszabb haplotipusoknal mar tilsagosan lassi. A modernebb, fazis
szamitashoz rejtett Markov modellt (Hidden Markov Model, HMM) és E-M algoritm ust
hasznald fastPHASE [50], MACH, IMPUTE2 [51], SHAPEIT1-2 [52,53] és az IBD
kalkulaciot BEAGLE [54] mar teljes kromoszoma haplotipusok fazisszamitasara is
alkalmasak, a rekombinaci® modellezés¢hez az International HapMap Project altal

publikalt human haplotipustérkép [5] rekombinacids valdszintiségeit veszk alapul
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1.2.1.2. Haplotipus blokkszerkezet, kapcsoltsdg, rekombinacio

A gamétafazis rekonstrukcids problémajan tl, a haplotipus vizsgdlatok masik
fontos kérdése a haplotipus blokkok feltérképezése. Haplotipus blokknak egymassal
szoros kapcsoltsagban allo  16kuszok csoportjat nevezzik, ahol a rekombindcid
valoszinlisége alacsony [4,55,56]. A genetikai kapcsoltsigot a populacidgenetika
terminolo giajabol szarmazd kapcsoltsagi egyensullyal (linkage equilibrium), vagy annak
hidnyaval (linkage disequilibrium, LD) jellemezziik. A genetikai kapcsoltsig mérésére az
alabbi két mutatd hasznalata terjedt el [4,57].

A sztenderdizalt kapcsoltsagi egyiitthato (D') értcke 0 és 1 kozott valtozhat,
Aa és Bb 1okuszok esetén Das = pas*pab - papb*pas  és D' = Das /Dmax,
ahol pas, pab, Pab, Pae a haplotipus allélok frekvenciait jelolik. D' = 0 esetén a vizsgalt
két allél haplotipusanak frekvencidja megegyezik a gyakorisdguk szorzatdval,
figgetlenek egymastol, D' = 1 esetén a két allél kozott tokéletes a kapcsoltsag, a
lehetséges 4 haplotipusbdl csak maximum 3 észlelhetd.

A masik, ujabban gyakrabban hasznalt valtozo, a Pearson -féle korrelacios
egyiitthaté négyzete (r?). E mutatd levezethetd a sztenderdizalt kapcsoltsagi mutatobol:
r2 = D? | pa*pa*pe*po, a fenti két lokusz példaja alapjan. Tokéletes kapcsoltsag 12 = 1
esetén all fent, a lokuszok alléljai ekkor mindig ugyanabban a fazisban vannak, mig
r? = 0 esetén az allélok fliggetlenek egymastol.

A két mutatd bar egymasbol levezethetok ¢€s a szEIsé értékeik is megegyeznek,
mégsem teljesen ugyanugy értelmezenddk. A D'az allok frekvenciatol fliggetleniil méri
a koztik 1évé kapcsoltsagot, ¢és elsésorban a kapcsoltsagi egyensulyt megvaltoztatd
folyamatokat jelzi: rekombinacio hidnya, szelekcio, sodrddas, palacknyak (bottleneck)
allélok kolcsonds predikcios erejét mutatja, vagyis, hogy mennyire fliggetlenek, egyediek
a lokuszok asszociacios jelei A D' biologiailag nformativ, ugyanakkor alacsony
mintanagysdgnal értéke pontatlan, inflalt, és csak az adott vizsgilat markereire
értelmezhetd. Ezzel szemben az r? a markerek korrelacidja szempontjabol, vagyis
statisztikailag informativ, ismeretében meghatarozhatok a fliggetlen asszociacios jelek,
vizsgalatok adatait Osszevetve is értelmezhetd, viszont érvényessége megkérddjelezhetd,

ha a két allél frekvenciaja nagymértékben kiilonbozik egymastol [58].
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A rekombinacids valdszinliség ¢és haplotipus blokkok particiondlasara tobbfele
modszer is ismert [45,55-57,59-61]. A kapcsoltsag alapt definiciok a rekombinacio
minimalizalasaval ésa D' maximalizalasaval hatarozzak meg a blokkhatarokat. Példaként
a Gabriel-fle algoritmus [55] emlitend6, amely ablokkhatarokat képez6 markerek kozott
D' konfidenciahatairok minimalis értékével, és a blokk ld6kuszai kozotti rekombinacid
maximalis aranyaval definidlja (min. D’ Claiso: >0,7 — Clteiss >0,95, rekombinacio < 0,05).
A kapcsoltsag mérésén kiviil a blokkhatarok meghatarozhatok a haplotipus allélok
csokkent diverzitisa alapjan [59], vagy informacio elméleten alapuldé modszerek [62]
alapjan is. A blokkok jelent6ségét els6sorban a blokkok haplotipus alléljainak
varianciajat leképez6, Un. haplotipus jeloldé SNP (htSNP) szett meghatirozisa adta,
amelyt61 jelentés dimenzioredukcidé volt remélhetd az asszociacios vizsgalatokban [56].
Szimuldcids vizsgalatok alapjan, a kiilonb6zo modszerekkel definidlt blokkok szamuk és
pozicidik alapjan nem voltak erds konszenzusban, a blokkhatarok pedig nagymértékben
figgtek a markerek denztasatol és frekvencidjatol, ugyanakkor a lefedett régiok
tekintetében nagy atfedést mutattak [56,63]. A klasszikus particionaldo algoritmusok
tovabbi hatuliitéje, hogy uniformiziljak az LD felmérését, mikozben szamos genomikus
régidban az algoritmusok merev paramétereivel, pl az 500 kb tavolsag betartdsaval
informaciot veszitenek. Hosszabb szakaszok, vagy stirtin genotipizalt, ritka variansokat
is tartalmazo adatok elemzésére nem alkalmasak, szamitasigénylik az elemzett markerek

szamanak négyzetével novekszk [57].
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1.2.1.3. Haplotipus elemzések jellemzdi: asszociacios tesztek, imputacio

A haplotipus  blokk-alapti asszociacios  vizsgalatok - a blokkszerkezet
particionalas korlatai miatt — Kizarolag a kandidans gén vizsgalatok eszkoztarat
gazdagitottak, a GWAS vizsgalatok a haplotipus blokkokat elsésorban a paros ¢és
multiallélikus jelolést biztositd SNP szett kivalasztasara hasznaltdk. A szamitasigény
négyzetes novekedése mellett az eltérd lefedettségi GWAS adatok particionalasa
gyakorlatilag Osszehasonlithatatlan szerkezetli blokkokat eredményezne [64]. Egyediil a
rogzitett ~ hosszisdgli,  Un.  csGszoablak  moddszer  vezetne  Osszehasonlithato
haplotipusokhoz, de szamitdsi igénye miatt, még a cstszoablak modszerrel is csak az
Alzheimer-kor esetében végeztek teljes-genom haplotipus asszociaciés vizsgalatot a
neuropszichiatriai fenotipusok kozil [65]. A teljes genom szignifikanciaval asszocialdédo
haplotipus a FRMD4A génrégioban helyezkedett el Az asszociacid validitasat a
replikaciok mellett késObbi transzkriptom elemzés is megerdsitette, amely egyéb gének
mellett a FRMD4A gén differencialt expresszidjat is meghatarozo fontossagunak talalta
az Alzheimer-kor egyik 6 patomechanizmusaban, a neurofibrillum képzédésben [66].

A nehézségek ellenére, a particiondlt blokkok bioldgiai nformaciot is hordoznak
a weletlenszertien kivalasztott lokuszok, vagy csuszoablak haplotipusok elemzéséhez
képest, vagyis jo eséllyel jelolnek funkciondlis - akdr nem is genotipizalt — varianst. Az
asszociacios tesztek a haplotipus markereket multiallélikusként kezelik, ahol az n allél
biallélikus statisztikdjanak kiszdmitdsa mellett multiallélikus omnibusz khi-négyzet
statisztika is generalhatd n-1 szabadsagfokkal [34,36,60]. A blokkokat jellemz6 fokozott
kapcsoltsag ¢és csokkent alléldiverzitds miatt e markereknél kevesebb allél varhatd, amely
Kisebb szabadsagfokot, tehat nagyobb statisztikai erét jelenthet, mint példaul a
csuszoablak protokoll esetén.

A haplotipusok azonban nemcsak asszociaciés markerként, hanem kapcsoltsagi
referenciaként is hasznalatosak, tobbnyire a genotipus imputaciohoz [67], vagy a
multilokusz asszociaciot aggregalt eredményfajlbol szamitd tesztekhez sziikségesek [68—
71]. Mind az imputacibhoz, mind egyes régid-alapii asszociacids szamitasok
paraméterezéséhez jellemzOen a kromoszoma telies szekvencidjara rekonstrudlt
haplotipusok  hasznalatosak. Az imputaci®6 soran a nagy markerlefedettségi

referenciaminta  haplotipus alléjainak illesztése torténk az imputdlni kivant minta
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genotipusabol rekonstrualt haplotipus allélokhoz. Az illeszkedé referencia haplotipus
aliélok alapjan szamithaté a mintdban nem szerepld lokuszok alléljainak valosziniisé ge,
amely tiikr6zi a haplotipus faziselemzeésbdl és az illesztés mndségebdl eredd mputdcios
bizonytalansagot. Az imputdcid szamitas- ¢&s iddigényes Iépéseit jelentdsen felgyorsitja,
ha faziselemzett genotipust, azaz rekonstrudlt haplotipust mintat imputa lunk [72]. A fent
emlitett multilokusz tesztek pedig, SNP asszociacios —statisztikak és referencia
haplotipusokb6l szamitott LD alapjan, genotipus hidnyaban is képesek multilokusz
asszociacid  statisztikdt szamitani, ami kiilonosen hasznos publikdlt asszocidcids
vizsgalatok metaanalizise esetén.

Osszefoglalva, a haplotipus, azaz a gamétafizis-informalt genotipus, a linkage-
vizsgalatok mellett a legkorabbi multilokusz vizsgalatnak tekinthetd. Az altalinosan
elterjedt genotipizald eljarasokkal a fazis nem figyelhetdé meg kozvetleniil, hanem vagy a
sziilé1 genotipusbdl, vagy hidnyos adatok kiegészitésére alkalmas valoszinliségszamitési
algoritmusokkal kovetkeztethetd ki. A HapMap projekt haplotipus térképeibdl ismert,
hogy az egymashoz kozel elhelyezked6 markerek nagy valoszinliséggel Szorosan
kapcsoltak, tehat a kromoszomalis haplotipus egymastél nagy rekombinacids
valoszintiségli régiokkal elvalasztott blokkokbdl épiil fel, amelyek a rekombmnacid mellett
egyéb populaciogenetikai jelenségekre (palacknyak-hatas, sodrodas, szelekcids soprés) is
mformativak. A blokkokat leképezd algoritmusok azonban nem alkalmasak telies genom
minta elemzésére, ezért GWAS vizsgalatokban a legkisebb szami, htSNP és tSNP jel616
markerkészlet meghatarozasdhoz hasznaltdk, a tesztekben részt vevd markerek szamat
csokkentve. Mindemellett, a teljes kromoszoma haplotipus allélok felgyorsithatjadk az
imputdciot, és LD referenciaként hasznalva, Ilehetové tehetik bizonyos multilokusz

asszociaciok szamitdsat genotipus hidnyaban is.
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1.2.2. Régié-alapu asszociacios vizsgalatok

A haplotipusok mellett egyéb multilokusz markerek meghatarozasanak egyszert,
de érvényes modja az egyedi polimorfizmusok valamilyen régié szerinti csoportositasa,
¢s a régid kozods asszociacidjanak szamitdsa. A haplotipusokkal szemben azonban e
modszerek nem igényelnek fazisinformaciot, gyakran genotipust sem, csak Osszesitett
SNP asszociacios statisztikat [32,35,68,69,71,73,74]. Kézenfekvé csoportositd régid a
gén, hiszen az SNP alapu asszociaciok elemzésekor is az asszocialt markert tartalmazo
(esetleg a kozelében talalhatd) gén(ek) alapjan keriilt sor a szgnifikdns eredmények
értelmezésére  [32,33,35,75]. A régid hatarai ugyanakkor konnyedén leszikithetok a
transzkript hatarokra, szabalyozd régidkra, vagy kiterjeszthetok a kodolt fehérjével
azonos molekuldris finkciot betoltd fehérjék génjeire is, utdbbi mar egylépcsds, 6nallo
génitvonal elemzésnek is tekinthetd. A régiok definidlhatok pusztan genomikus
koordinatakkal, vagy génhataroktol fliggetlen bioldgiai annotaciokkal is (pl. az ENCODE
projekt altal leirt promoterek, a transzkripcié fokozott valdszintiségére utaldé DNAse
hiperszenzitiv helyek (DHS), vagy kromatinallapotok, hiszton markerek [25]). A régio
sokrétli értelmezése ellenére, a legtobb régid-alapti asszociacios vizsgdlat praktikus
szempontokbol vezérelve a génekre fokuszal A gének funkcid és koordinatdk szerint is
részletesen katalogizaltak, rdaddsul a meta-analizisik modszertana is részletesen
kidolgozott [33,76]. A tovabbiakban ezért a gén-alapi vizsgalatokkal foglalkozunk, a

részben szintén régio-alapu génutvonal elemzéseket a kovetkezd szekcidban targyaljuk.

1.2.2.1. A gén-alapti asszocidcios vizsgdlatok altalinos szempontjai

A gén-alapli asszociacid szamitidsa a gén markereinek genotipusos variancidjanak
egyesitett tesztelésével vagy a markerek egyedi asszociacidnak kombinalasaval torténhet.
A tobbi multilokusz elemzéshez hasonloan, a teljes-genom génkészleten alapuld teszt
egyrészt a jelentds dimenzidredukcid révén, a tobbszords tesztelés korrekcidjat
mérsékelve (pain < 1E-06 ¢és psne < 5E-08), masrészt az alkalmazott statisztikai
modszertdl fliggben, az Osszevont markerek kis hataser0sségli asszociaciot erdsitve
novelheti a statisztikai er6t. Emellett, az SNP-k asszocidcidinak vagy genetikai
variacidinak egyesitése a mintdk kozti heterogenitdst csokkenti, vagyis a replkacid

valoszintiségét is megnovelheti [33,38]. Azonban éppen a megnovekedett komplexitasuk
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miatt a gén-alapt tesztek eredményeinek Osszevethet6sége nem olyan egyértelmii, mint
az SNP asszocidcioké. Az OsszemérhetOséget és a replikdciot tobbnyire az eltérd
annotacio, genotipizalas, tovabba a populacios felrétegzodés eltéré kezelése neheziti meg.
[35]

Annotacios bizonytalansagok: A génrégidonak a transzkripcidt szabalyozo,

kozeli szekvenciak variaciot is javasolt lefednie, ezért a vizsgdlatokban a génhatarok S5,
10 vagy 50 kilobazis méretli kiterjesztése a gyakorlat, aranystandard érték nincs. A
kiterjesztés miatt nagyobb az atfedések €s tobbszords SNP annotaciok szama, fokozva a
gének kozotti korrelaciot, és megnehezitve a késdbbi géniitvonal elemzések értelmezé sét.
Tovabba a génhatarok és annotaciok mar tobb forrasbol is nyerhetdk, ezek kozott jelentds
eltérések lehetnek (pl. NCBI refSeq vagy EMBL-EBI GENCODE [24,77]) és a genom
Osszeallitdsi (build) verzid (plhgl9, GRCh37, GRCh38) jelolésének elmaradésa is gatolja
az Osszevethetdséget.
a gének asszociaciojat és esetleges rangsorolasat jelentdsen befolyasolhatja, ha az egyedi
markerek eloszlasa nem egyenletes. A GWAS chipek esetében ez gyakori probléma,
kiilondsen, ha tobb, kiilonbozd platformokon genotipizalt minta vesz részt az elemzésben.
Ilyenkor megoldas lehet egy nagy markerstiriségii, referencia populacioval (pl. 1000
Genomes Project) végzett imputdcio, viszont ebben az esetben, a megndvekedett idd- és
er6forrasigény mellett szdmolni kell az imputdciés bizonytalansagb6l eredd
miitermékekkel is [67].

Populaciés struktura korrekcidja: a vizsgalt populaciok eltéré foldrajzi
eredetébdl, vagy arejtett rokonsagi fokbol ered6 alélfrekvencia kiilonbségek a gén-alapu
asszociacid szamitasat is torzithatjak, erre az SNP statisztikat kombinald, a kapcsoltsag
hatasat nem permutacidval korrigald modszerek [68,69] kiilonosen érzékenyek, mivel a
kombmnaland6 SNP asszociaciok inflilodasa mellett, a fliggetlen asszociaciok azonositasa
is hibas lehet az LD torzuldsa miatt. Esetikben az LD szamitasat célszerli a vizsgalt
mintdhoz legjobban illeszked6 referencia populacion végezni, pl. 1000 Genomes vagy
HapMap populaciok [10,58].
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1.2.2.2. Gén-alapu asszociaciés elemzések modszerspecifikus jellemzdi

A jelenleg elérhetd asszocidcios tesztek, a régio-alapu statisztika szamitdsi modja
szerint alapvetden két nagy csoportba sorolhatok: megkiilonboztetiink a genotipusos
varianciat  transzformald, valamint az SNP asszocidcios  statisztikat kombinald
modszereket. [35] A két kategoria alapjaiban tér el egymastol a bemeneti adatok és
optimalis alkalmazhatosag tekintetében, ezért az aldbbiakban mindkettét részletesen
bemutatjuk.

1.2.2.2.1. A genotipusos varianciat transzformald eljarasok

E modszerek a vizsgalt régi6 egyedi nukleotidainak genotipusat, a minor allélok
szamat tikr6z0 pontozissal folyamatos valtozokka alakitjdk, majd kiszamitjak a
transzformalt genotipus fokomponenseit. Az els6 néhany fokomponenssel a régid
genetikai variancidjanak 80-90%-a leképezhetd, beleértve az LD mintdzatot ¢és a
populacios rétegeket is. A legkorabbi eljaras, a fokomponens-alapt regresszios teszt [78]
ezeket a fokomponenseket logisztikus regresszid prediktoraiként egylittesen hasznalva, a
modell omnibusz valoszintiségi hanyados tesztjével (likelihood ratio test) fejezi ki a gén
asszociacidjat. A modszer hatranya, hogy az asszociaciéért feleléos SNP-k hozzajarulésa
nem kovethetd vissza. A moddositott valtozata, a fOkomponens-alapti genotipus
klaszterezés [79,80] ezt a hianyossagot potolta. Modositasa, hogy fokomponensek helyett
a fokomponensek rotalasaval Kklaszterekbe rendezett, SNP genotipus-klaszterek a
prediktorok. A logisztikus kernel gép regressziot alkalmazo Sequence Kernel Association
Test, SKAT [81,82], sokoldali, Kkiilonbozd  peremfeliételeknek  megfeleléen
parametrizalhatd modszer. Kevert modellként, kiilonb6z6 eloszlasu, akar egymassal
Osszetett mterakcioban is 1év0 prediktorok egyesitett eloszlasanak tobbvaltozos
asszociacidja is kiszamithatdo Emiatt a SKAT-teszt alkalmazhaté ritka variansok és
gyakori polimorfizmusok egyiittes eloszlasanak érvényes tesztelésére is, amely az
generacios szekvenaldas novekvo elterjedése miatt egyre hangsulyosabb szempont. Ide
tartoznak még a fenotipusokat egyiittesen elemzd, és ezzel az elvégzett tesztek szamat
csokkentd regresszios modellek. A tobbvaltozos, tobbszords linearis regresszid [83], és a

ritka variansokra optimalizalt, adaptiv stlyozast, reverz regresszié [84] emlitendo.
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A csoport utolso tagja a gén-alapu tesztek Uj iranyat jelentd PrediXcan [39],
Ujdonsdga a genotipus variancia altal meghatdrozott transzkriptom ,jimputdlasan” és
tesztelésén alapul. A vizsgalt gén asszocidciojat a gén markereinek poligénes varianciaja
altal determindlt, expresszidos valtozas (GReX) és a fenotipus korrelaciojaval fejezi ki,
amely a hataser0sség mellett az asszociacid iranyat is jelz. A GReX poligénes
predikcidjat elasztikus haloval, vagy LASSO regresszioval szamitja a GEUVADIS [85],
a Depression Genes and Network (DGN, Battle et al. 2014) és a Genotype-Tissue
Expression (GTEx, Melé et al. 2015; Ardlie et al. 2015) és a Braineac [87] projektek
expresszios adatai alapjan. A SKAT-teszthez hasonloan, mind a ritka, mind a gyakori
variansokat képes hasznalni, ugyanakkor a fenotipussal a genotipus helyett, a genotipus

altal determinalt transzkripcids varianciat korrelaltatja, egyediilalldé modon, egyszerre

......

1.2.2.2.2. Asszociacios statisztika kombinalasan alapuld modszerek

A masodik kategoridba tartozd tesztek a gén-alapti asszocidciot az SNP
asszociaciok p-értékeibdl, vagy egyéb statisztikajabol szamoljak [35]. Elonyiik, hogy az
SNP asszociacios értékeken kivill csak valid LD referenciat igényelnek, a minta
genotipusara nincs szikség. Az SNP asszociaciok gén-alaptiva alakitdsa szerint a tesztek
tovabbi két csoportra oszthatok: a ,legjobb SNP” algoritmusokra, valamint az ,,SNP
kombinal6o” modszerekre [68,73,74].

A ,legjobb SNP” csoportba tartozd tesztek a gén legkisebb SNP p-értékét
korrigaljadk a gén méretébdl, azaz a fliggetlen SNP tesztek szabadsagfokabol eredd fals
pozittv asszociaciok ellensulyozasara. A korrekci6 torténhet permuticioval pl. PLINK set
teszt [88], SIMES-teszt, [89], VEGAS2 Best SNP teszt [71], vagy areferencia LD adatok
alapjan, a fliggetlen markerek azonositasaval, akiterjesztett SIMES- teszt (GATES-teszt,
Li etal. 2011). Elonyiik, hogy robusztusak kapcsoltsag mértékére, és a nem asszocialodo,
neutralis markerek oOkozta asszociacidos zajra. Hatranyuk a markerek statisztikajat
kombindld modszerekhez képest els6sorban a kozepes méretli, és aranyaiban tobb
fliggetlen, asszocidciot tartalmazd gének esetében észlehetd.

Az ,SNP kombinilo” moddszerek a gén-alapi asszocidciot a lehetd legtobb

figgetlen marker Fisher-kombinaciojan [90], vagy annak modositott Kiterjesztésein
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alapulnak: pl. Rank Truncated Product (TP) kombinacio [91], VEGAS2 Sum teszt [71],
Skalazott Khi-négyzet Szummacio [92,93], és a génszettek régio-alapt asszociacidjanak
elemzésére is alkalmas Hybrid Set-Based Test (HYST, Li et al. 2012). A Fisher-
kombinaci®6 Inyege, hogy a gén p-értékének szamitasdhoz a régi® markereinek p-
értekébOl szamitott  Khi-négyzet statisztikajat Osszegzi, amely szintén khi-négyzet
eloszlast mutat. A tesztek kozotti dependencia, vagyis a kapcsoltsdg, ismerten torzitja az
igy szamitott p-értéket, ezért az LD kezelésére alapvetden két stratégiat alkalmaznak. Az
egylkk megoldas, a markerek kozotti LD ismeretében az 0Osszegzendd statisztikak
skalazasa (HYST, Skalazott Khi-négyzet Szummacid), vagy a statisztika Osszegzését
kovetden, a multivarians normal disztribucio szimulacidjaval empirikus p-érték szamitasa
(VEGAS2 Sum teszt). A kombinacion alapuld mobdszerek elénye a tobb, fliggetlen,
kozepes erdsségli, de a genomikus korrekcidhoz gyenge SNP asszociaciot tartalmazo
gének tesztelésekor érvényesiil, amely nagyfoku lokusz heterogenitas esetén gyakori
szcenario. Hatranyuk azonban, hogy nagyszamu, fliggetlen neutralis markert tartalmazo
gének esetén, a neutralis markerek statisztikai csokkentik a gén-alapu asszocidcios
szignalt, tovabba -apermutaciot alkalmazo tesztek kivételével - érzékenyek a kapcsoltsag
hibas paraméterezésére.

Osszefoglalva, a régid-alapn asszocidcid szimitdsara méar szamos modszer all
rendelkezésre, kiilonbozé eldnyokkel éshatranyokkal A genotipust transzformald tesztek
populacios felrétegzOdésre robosztusak, de - a SKAT és a PredXcan kivétével — csak
populdciés adaton alkalmazhatok, emellett genotipus adatokat igényelnek a
szamitisokhoz. Az SNP statisztikat hasznalé modszerek rugalmasabbak, tobb vizsgalat
metaanaliziséhez egyszerlibben hasznalhatok, mivel nem igénylik az elemzett mintdk
genotipusat, részletes LD referencia pedig a 1000 Genomes Project publikus adataib6l
rendelkezésre 4all. A pszchidtriai zavarokat jellemzd magas lokusz heterogenitas ¢€s
poligénes 6roklésmenet modellj¢hez legjobban az ,,.SNP kombinalo” asszociacios tesztek
illeszkednek, azonban alacsony statisztikai erdvel bird6 GWAS mintak elemzéséhez, a gén
asszociaciojat a ,Jegjobb SNP” algoritmussal szamitd tesztek alkalmasak. A SKAT és a
PrediXcan segitségével pedig maximalizalhatd az () generacidés szekvenalasbol nyert
mformacid, valamint a transzkriptom integraciéjaval az asszocidciok funkcionalitdsa is

vizsgalhato.

21



DOI:10.14753/SE.2017.2044

1.2.3. Génszett- és génhalozat-alapti vizsgalatok

A gén-alapu statisztikdhoz hasonldan, a génszett elemzés koncepcidja is az
expresszios  vizsgalatokbol eredeztetheté [94,95]. A gének csoportjainak —egyiittes
tesztelese  egyrészt segithet a gén-alapli asszocidcids mintazat értelmezésben,
finomitdsdban, masrészt a komplexitds ndvelésével tovabb csokkenthetd a tobbszords
Osszehasonlitas mértéke. Gének csoportositasa €s elemzése tobbfele modon torténhet:
priori hipotézisek alapjan, feltételezett élettani vagy korélettani folyamatokban betoltott
szerepiket tikrozve, vagy timaszkodhat empirikus adatokra, lehet mellérendeld, vagy
leképezhet egymas kozti viszonylatokat, hierarchidkat, rdaddsul az alkalmazott
statisztikai modszer tekintetében is jelentds kiilonbségek lehetnek. Emiatt téves a sokszor
gyljtéfogalomként hasznalt ,utvonal (pathway) elemzés” elnevezés, mivel ez csak a
molekularis vagy sejtfunkcid, patomechanizmus, esetleg kisérleti beavatkozasokra adott
valasz priori hipotézise alapjan csoportositd elemzéseket jelenti. A génhaldzat-elemzések
pedig hipotézisek helyett, mért kolcsonhatds adatok alapjan, a grafelméleten alapulo

modszerekkel az utvonal- vagy ontologiai vizsgalatok 1j generaciojat képviselik [94].

1.2.3.1. Altalanos szempontok

A génszett-alapu elemzések felfoghatok a régio-alapu tesztek kiterjesztésének, az
egy-lEpcsds elemzések kivételével, a legtobb moddszer a gének asszocidcidira, esetleg
rangsorara tamaszkodik[96]. Tehat itt is érvényesek a régid-alapu teszteknél targyalt
szempontok: az annotaciok forrasanak ¢és verzionak pontos rogzitése, a genomikus
lefedettség (halozatoknal az Osszkonnektivitds) egyenetlenségeinek kezelése ¢és a
korrelalo annotaciok korrekcioja. Ugyanakkor e szempontok fokozottan érvényesek, az
annotacios forrdsok vagy a markersiiris€g eltérései €s a listak korrelacidja mar nemcsak
ameta-analizisekben valo Osszevethetdséget akaddlyozzak, hanem a génszett-asszocidcid

értékeét is torzithatjak [94,95].
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Annotacios forrasok jelentésége: a génszett-alapti vizsgdlatokban hasznalt
annotaciés adatbazisok tobb mdédon is befolyasolhatjadk a génszett asszociaciod
eredményét. Egyrészt az adatbazisokban szerepld annotaciok ¢és az altaluk lefedett gének
szama jelentdsen kiilonbozhet, Mooney és munkatarsai elemzése [94] alapjan a Pathway
Commons adatbazisaban [97] a kanonikus Gtvonalak mintegy 7000-8000 gént fedtek le,
szemben a STRING protein-protein interakciés (PPI) halézat [98] 20000 vagy a
génontologiai (GO) [99,100] annotaciok ,biologiai folyamatok™ kategériaja altal lefed ett
15000 génnel. Tovabba, a hasonld funkcidora utald annoticiok sokszor eltérd génlistat
jelolnek. Emellett az annotaciok mformaciotartalma is eltérd, példaul a GO az altalanos
felol az egyre specifikusabb terminologia felé 4agazo, hierarchikusan rétegzett
adatstruktirdja egészen mas elemzést tesz lehetdvé, mint a topologiai informacidkat
grafokkal integrald PPI adatbazisok. Az elemzések Osszehasonlithatosagat tovabb
neheziti, hogy a génutvonal listak meghatarozasara nincs sztenderd eljaras, csak ajanlas
(Biopax, Demir et al. 2010).

Genomikus lefedettség hatisa: az SNP markerek szdma, slirlisége az
asszociacids teszt sajatossaganak fliggvényében tobbfele torzitast is eredményezhet. A
gének nem egyenletes lefedettségére kiilondsen a kompetitiv tesztek érzékenyek, de az
onalld asszociacids teszteket is torzitja. A kétlépcsds analizisekben, pusztan az elsd
lépcsében alkalmazott, gén-alapti teszt tipusa alapjdn rovid vagy hosszii gének
feldusulasa 1s eléfordulhat. A markerstiriiség  kiegyenlitésében hasznalt imputaciod
ugyanakkor jellemzéen a rovid, neutralis SNP-ket tartalmazd gének feldusulasat okozza.
A vizsgalt génszett mérete is meghatdrozo lehet, az extrém kevés vagy éppen sok gént
lefedd génszettek egyarant nagyobb eséllyel lesznek szignifikansak, ezért kizirasuk
bevett gyakorlat, ugyanakkor nincsenek evidencia alapu sztenderdek a kiiszobértékek
megallapitasara [94,95,102].

Korrelalé annotaciok (geneset crosstalk): a génszettek kozotti korrelacio
nemcsak az eredmény értelmezésekor okoz problémat, hanem kozvetleniil torzitja is a
kompetitiv tipusti tesztek statisztikait. A korrelacid nagyobb részt az atfedé géneknek,
kisebb részben az egymashoz kozeli gének kozott esetleges Szoros genetikai
kapcsoltsagnak koszonheté [103]. Mivel szinte az Osszes adatbazist érinti, érdemes az

atfedé géneket kizarni, vagy a kompetitiv mellett 6nallo teszteket i hasznalni.
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1.2.3.2. A génszett- és haldzat alapt vizsgalatok {0 tipusai

Biologiai utvonal (pathway) elemzések:biologiai utvonalaknak azon génszettek
tekinthet6k, amelyek a géneket a priori molekularis, metabolikus vagy sejtfunkcios
modellek, vagy kiilonféle betegségekben feltételezett patomechanizmus modellek,
esetleg gyogyszerre, vagy mas intervenciora adott valasz feltételezett modellie alapjan
listazzak. Elonyiik, hogy jelentdsen segitik a fenotipussal kapcsolatos patomechanizmus
megértését, hatranyuk, hogy az ismert gének kis részét fedik csak le, és megalkotasuk
Oonkényes, manualis, a priori modell érvényessége meghatarozza az asszocidciok
validitasat is. Szamos adatbazis definial tutvonalakat: Pathway Commons [97], Kyoto
Encyclopaedia of Genes and Genomes (KEGG, Kanehisa & Goto 2000; Kanehisa et al.
2012), Reactome Pathways [106], Molecular Signature Database (MSigDB, Subramanian
et al. 2005).

Génontologia elemzések (GO): a génontoldgia egyfajta annotacios ,szotarként”
értelmezhetd, ahol a terminoldgiak hierarchikusan, altalanostdl az egyre specifikusabb
jelentés szintjei felé ledgazodva rendezodnek, harom ontologiai osztaly szerint: Biologiai
Folyamatok (Biological Process, BP), Molekularis Funkci6 (Molecular Function, MF) és
a Sejtkomponens (Cell Component, CC). Az utvonalakkal szemben, a GO annotaciok
nem probaljdk modellezni az egy annotaciéval jelolt gének kapcsolatat. Elonye, hogy a
gének nagy részét lefedi, és nem fligg a priori modell érvényességétol. Hatranya az
egymasra ¢épild, inkluziv szintekbdl eredd, informaciés redundancia, amely
klaszterelemzést vagy a til altalanos szintli terminologidk kisziirését teheti sziikségessé.
A GO adatbazis egységes [99,100], és webes feliileten elérhetd, de egyéb annotacios
adatbazs (pl. MSiGDB, NCBI DAVID, Huang et al. 2008; Huang et al. 2009) biztosit
szlirt GO adatokat.

Fenotipus korrelacion alapulé génszett elemzések: szakirodalmi publikédciok
adatbanyaszata  segitségével,  kiilonb6zd  betegségekkel valdo asszociaciok  vagy
expresszios adatok alapjan katalogizalt gének. A patomechanizmus szerint tervezett
utvonal elemzést6l, a hipotézis hidnya kiilonbozteti meg. [94].

Genomikai jellemzon alapulo génszett elemzések: ebbe a kategoriaba tartdzo
elemzések a géneket kozos genomikai jellemzoik mentén, pl azonos, evolicidosan

konzervalt, vagy szabalyoz6 szereppel bird nukleotid motivumaik szerint (pl. ENCODE
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promoter, exonatlépést eredményez0 alternativ splicingra wutald szakasz, miRNS
kotohely, stb), illetve kromoszoman vald pozicidjuk szerint csoportositjak.
Adatbazisok. MSIGDB C1, C3, NCBI DAVID

Génhalozat-alapu elemzések: a génhalozat-alapu elemzések jellemzdje, hogy
nem biologiai funkcidk és folyamatok hipotézis alapti modellezésével, hanem kisérleti
eredményekbdl, vagy ezek alapjan josolt, PPIl, szigndl transzdukciés, valamint
metabolikus génhaldzati adatbazisok alapjan alltanak Ossze és tesztelnek génszetteket,
vagy a modernebb topologiai modszerek a grafok elemzésével a gének kozotti
kapcsolatokat is modellezik [94,96,102,110-112]. Szamos PPI adatbazis elérhetd,
legismertebbek a STRING [98], a MINT [113] és a BioGRID [114].

Funkcionalis annotaciés klaszterelemzések: tobb adatbazis kombinacidjakor,
de mar 6nmagaban a GO elemzésekor egyre fokozodd annotacios redundancia keletkezik.
Az annotaciok klaszterezésével maximalizalhatdo a génszettekkel és halozatokkal
nyerhetd informacid ¢és kezelhetd a korrelaci6 [108,109]. Az NCBI DAVID egy
paraméterezhetd, heurisztikus algoritmus  segitségével, a vizsgalati génlista és
hattérgének megoszlasa alapjan klaszterekbe rendezi akozos gének altal feliilreprezentalt
annotaciokat. Az egyes klasztereket jellemz6 feldusulasi pont (Enrichment Score, ES) az
adott klaszterbe tartozd annotaciok p-értékeinek negativ logaritmikus skalan kifejezett
mértani  kozepe. Vagyils a nominalisan szignifikans 0=0,05 kiiszobértéknek ES= -
log10(0,05)=1,3 feldtsulasi pont feleltetheté meg.

1.2.3.3. A génszett- €s haldzat-alapti asszociacios tesztek tipusai

A génszetteket csoportositd jellemzon kiviil, a génszett- és haldzat alapu tesztek
kategorizalhatok az alkalmazott statisztikai elemzés alapjan is. Az elemzés Iehet
egylépcsds, ha az SNP asszociaciokat kozvetleniil génszett-asszociaciova kombinalja, de
tobbnyire kétlépcsds, vagyis a génszett-asszociacio az elsé lépésben szamitott, gén-alapt
asszociacios statisztikakon alapul [94,96].

A masodik pésben hasznalt tesztek szerint a génszett-asszocidcié lehet onallé
(self-contained), amelyek a vizsgalt génszett sajat asszociacidjat kizardlag a listazott gén
statisztikak kombinaciojaval (pl. HYST), vagy genotipus adat birtokaban, permuticioval
szamitjak. Elonyiik, hogy robusztusak az egyenetlen lefedettség ¢és a génszettek kozti

25



DOI:10.14753/SE.2017.2044

korrelaciok torzitd hatasara. Hatrdnyuk, hogy érzékenyek a populacios felrétegzOdés
vagy rejtett rokonsag torzitd hatasara. [102].

A masodik csoportot a kompetitiv tesztek alkotjak, amelyek kozos jellemzoje,
hogy a génszetten belilli, gén-alapi asszociaciokat génszetten Kkiviili asszociaciokhoz
viszonyitjak, ezaltal kevésbé érzékenyek a populacids struktirabdl eredd torzitdsra. A
kompetitiv  tesztek legkorabbi tipusa, a génszett-alapu tesztek ,elsé generacids”
valtozataként is ismert, feliilreprezentacios elemzés (overrepresentation analysis, ORA).
Az ORA teszt a paraméterként megadott p-érték kiiszob alapjan szignifikins és nem
szignifikans csoportba rendezi a géneket, majd a hipergeometrikus eloszlas segitségével
meghatdrozza, hogy a génszetten belilli szignifikdns gének ardnya, a génszetten kiviili
szignifikdns gének aranya ismeretében, mekkora eséllyel lehet a véletlen miive. Az ORA
teszt elénye az egyszerli kivitelezhetdsége, hatranya viszont, hogy Onkényesen
megvalasztott szignifikancia kiiszobot hasznal [102].

A ,masodik generaciés” kompetitiv tesztek, génszett funkcionalis pontozasan
alapulnak, ide tartozik az expressziés vizsgalatok koordmnalt feldisulas-elemzésébdl
(Gene Set Enrischment Analysis, GSEA) derivalt génszett-alapt teszt (Gene Set based
Association, GSA), az SNP arany teszt (SNP ratio test, SRT). A funkcionalis pontozas
lényege, hogy az expresszio ,,fold change” mutatjahoz hasonloan, a gének asszociacidjat
stlyponttd transzformalja, és a génszett pontjainak eloszlasat vagy a sajat permutalt
eloszlasaval szemben (6nalld teszt), vagy a listan kiviili pontok eloszlasaval szemben
(kompetitiv teszt) teszteli (pl. Wilcoxon eldjeles rangtsszeg teszttel, vagy a Kolgomorov-
Smirnov teszttel). Elonye az ORA tesztekhez képest, hogy nincs Onkényesen megszabott
kiiszob, az 0sszes gén asszocidciojat figyelembe veszi, és nem feltételezi a gének azonos
hatasat sem [95,96,102,115].
gének egymas kozotti kolcsonhatasait, a biologiai kontextus szerint grafokkal
reprezentald haldzati elemzések is tartoznak. A gének sulypontjai az asszociacid vagy az
expresszios ,fold change” mellett a strukturalis, sejtfunkcionak megfeleld kontextust is
tartalmazzak. Elonyiik a lehetd legnagyobb informaciés komplexitds integralasa,
ugyanakkor hatranyuk is pontosan ebbdl eredeztethetd: nagyon érzékenyek az annotacids

pontatlansagra. [96,110,111]
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Megemlitendok még a multivarians, regresszion alapuld tesztek, amelyek a gén-alapu
asszociacidés valtozataik szerves kiterjesztése. Ide tartozik a fOkomponens regresszids
elemzés és a SKAT génszett elemzésre modositott valtozata [96,116,117]. E modszerek
elénye, hogy a populaciés felrétegzodésbdl eredd torzitdst egyszerlien korrigaljdk, ¢és
lehetoséget adnak a gyakori és ritka variansok egyiittes elemzésére is.

Osszefoglalva, azeredetileg expresszios adatok feldolgozisira tervezett, génszett-
alapu tesztek, bizonyos megkotésekkel ¢€s megfeleld  értelmezéssel, a GWAS
vizsgalatokban is hasznilhatok. A tobbfele annotaciobol kivalaszthatd a vizsgédlat
hipotéziséhez legkozelebb allo, tobb annoticios adatbazis vagy ontologia elemzes esetén
dimenzidredukcid sziikségessé¢ valhat. A statisztikai mddszer kivalasztasaban a
genomikus lefedettség és az annotdciés adatok tipusa és a rendelkezésre 4all6 bemeneti
adat egyarant szamit: a genotipusb6l szamitott, Onalld asszociaciok erdsebbek, a
kétlépcsds, genotipust nem igénylok viszont rugalmasabban hasznilhaté tobb minta
kombinaldsara. Az egyenetlen genomlefedettség ¢és a nem kezelt génszett korrelacido a
kompetitiv teszteket torzitja, ugyanakkor az onalld asszociacios tesztekkel szemben, nem
érzékenyek a populacios felrétegzodésbdl eredd torzitasra. Mivel a génszett-asszociaciok
eredményét az annotacid tipusa, a gén- illetve génszett-alapt statisztika szamitasa, és a
korrelacio kezelése is nagymértékben befolyasolja, ezért a PGC Network and Pathway
Analysis Group ajanlasa [95] szerint érdemes tobb, kiilonbdzo génszett elemzési modszer

eredményeit kombinaIni.
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1.2.4. A genomikus heritabilitast és poligénes additiv hatast vizsgalé modszerek

A pszichiatriai zavarok multifaktorialis, poligénes oroklésmenetét és viszonylag
magas Orokolhetdségét a fenotipus szegregacidjan alapuld, csaladfa- és kervizsgilatok
mar kozel 50 éve valoszintsitették [118]. Azonban eldszor csak a GWAS vizsgalatok
tették lehetévé a genomikus heritabilitds szamitdsat, ¢és a genomikus rizikd profil
meghatarozasat (genomic profiling, Khoury et al. 2004). A pszchidtriai GWAS
vizsgalatok elsd hullima [11-14] azonban nem hozta meg a vart eredményeket. A
»Zyakori betegség — gyakori varians” elv alapjan, az OR >= 1,5 és MAF >= 0,2 SNP
asszociaciok észlelésére tervezett vizsgalatok csak néhany, teljes-genom szignifikancia
szintet elérd asszociaciot talaltak, amelyek a csaladfa- és ikervizsgalatokban becsiilt
heritabilitas toredékét fejezték csak ki A probléma kés6bb ,hidnyzo heritabilitas”
(missing heritability) néven valt ismertt¢ [16]. Az ellentmondasos eredmény alapvetden
két okra vezethetd vissza. Egyrészt a GWAS elemzések statisztikai erejét a mendeli
betegségek alapjan, vagyis az inkdbb ritka variansokra jellemzO hatdserdsség alapjan
becsiiték (OR: 1,5-3,0), szemben a gyakori polimorfizmusokra valoban jellemzd
értekekkel (OR: 1,05-1,2), azaz a valodi asszociaciok dontd tobbségét nem tudtdk
statisztikailag szignifikansként azonositani[19]. Masfelol, a DNS chipeket a gyakori
polimorfizmusok genotipizalasara tervezték, ezért az altaluk kifejezett genomikus
heritabilitdas (h?) — amelyet ,,SNP heritabilitisnak™ vagy ,chip heritabilitisnak” neveziink
— még optimalis statisztikai erd mellett sem fejezi ki a szegregicids vizsgalatokban
mérhetd, teljes additiv genetikai heritabilitast (H?).

A pszichidtriai zavarok genetikai architektirajat jellemzo, poligénes additiv hatds
kimutatdsa, ¢€s prediktorként haszndlo statisztikai eljards, a genomikus rizikbpontozas
(genomic profile risk scoring, GPRS) kidolgozasa Purcell és munkatarsai vizsgalatahoz
kothetd [18]. A szkizofiénia és bipolaris zavar multicentrikus, GWAS mintainak
elemzésekor, a teszt statisztika infliciojat mutattdk ki, amely a populacios struktira
torzitd hatasanak korrekcidja ellenére is fennallt. A genomikus inflicid hatterében a
gyenge (OR < 1,05-1,1) SNP asszociaciok feliilreprezentaciojat észlelték, amely
megfelelt a poligénes oroklédésnek. Az SNP p-értékek szerint genomikus profilokat
definidltak, majd egy fliggetlen mintdn az egyes profilokhoz tartozo, Osszesitett
genomikus rizikopontok predikciojat vizsgaltak. A késObb GPRS-teszt néven ismert
moédszerrel igazoltak, hogy legtobb SNP-t tartalmaz6 genomikus profil (pt < 0,5)
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predikcios modellle fejezi ki a legmagasabb fenotipusos variancidt, bizonyitva a
tobbségében nominalisan sem szignifikdns markerek poligénes hatdsban betoltott
szerepét.

A GPRS-teszt egyszerisége ¢és flexibilitaisa miatt széles korben elterjedt,
érvényességét és a genomikus heritabilitassal vald kapcsolatat késébbi vizsgalatok [120]
is igazoltak. Mindazondltal, diszkrét fenotipusok (pl diagndzisok) esetén, a GPRS altal
szamitott kifejezett fenotipusos variancia jelentdsen eltér a betegségre vald fogékonysag
genomikus heritabilitdsatol. Az eltérés oka a regresszios modellek mutatoiban keresendd:
mig a linedris regresszid determinicids egyiitthatoja, az R? valoban a modell altal
kifejezett informaciot jelenti, a logisztikus regresszio esetében nincs valodi nformacios
mutatd. A jobb hijan hasznalt ,pszeudoR?” mutatd, pl. a Nagelkerke R?, kozos jellemzdje,
hogy csak a mért adatban értelmezhetd, relativ informaciot adjak meg, vagyis két
kiilonbozd vizsgalat Nagelkerke R? értékét nem lehet érvényesen Osszehasonlitani. Ezért
a genomikus heritabilitdas mérésére, a linearis kevert modellek ko6z¢ tartozo, genetikus
kapcsolati matrixra korlatozott maximalis valoszinliség (genetic-relationship-matrix
restricted maximal likelihood, GREML), illetve az LD pont regresszion alapuld
modszerek keriiltek el6térbe [17,19]. Mindharom poligénes elemzé moddszerben ko6zos,
hogy a genetikai variansok egyedi asszociacidoi helyett, azokat valamely mdédon Osszesitd,
mennyiségi valtozokat definidlnak ¢és tesztelnek. A GPRS teszt soran a poligénes
rizikopontok, a GREML esetén a genotipusbol szamitott genetikai tavolsag, az LD pont
regresszi6 esetén pedig az LD pontok és a fenotipus regresszioja képezi a teszt alapjat.

Az alabbiakban roviden ismertetjiik a tesztek sajatossagait ¢és alkalmazhatosagukat.

1.2.4.1. Genomikus profil rizképontozas (GPRS)

A GPRS-teszt Iényege, hogy amennyiben a vizsgalt fenotipus poligénes oOroklése
feltételezhetdé, akkor egy adott célminta (target sample) genomjaiban egy adott
genomikus profilba tartozo allélok shlyozott Osszegzésével kiszamithatd a genomikus
profil rizképontja (GPRS), amellyel a fenotipus predikcidja regresszios modellben
tesztelhetd. A torzitds elkeriilése érdekében a fliggetlen rizikdallélokat és sulyként
hasznalt, genetikai hatdsukat, a célmintaval nem atfedd fejlesztémintan (traming sample)

hatarozzuk meg. EIs6 1pésként a fejleszAémintan kiszirjik az informacioét duplikalo,
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kapcsolt (r? > 0,2 500 kb régioban) markereket, majd az alélikus p-értékek alapjan
genomikus profilokba rendezzik (pl pt<0,5, pt <04, pt<0,3, pt < 0,2, pt < 0,1, pt <
0,05), ¢és megallapitjuk a markerek rizikdalléljaihoz tartoz6 sulyok értékét. A suly
leggyakrabban regresszios egyiitthatd, vagy sulyozatlan analizis esetén, az asszociacid
ranyat kifejez6 +1 ¢és -1 értékeivel definidlt. A masodik Iépcsdben a célmintan
kiszamitjuk a genomokhoz tartozd GPRS pontot, a vizsgalt genomikus profilhoz tartozo
rizikdallélok stlyozott szamanak Osszegzésével vagy atlagaval. Végezetiil a kimeneti
fenotipus fliggvényében, linearis vagy logisztikus regresszid prediktoraként teszteljik a
GPRS pontokat, a szignifikins predikcid bizonyitja a vizsgalt markerek altal kozvetitett
poligénes hatast. A modell determindcios egyiitthatdja (R? vagy Nagelkerke pszeudo R?)
vagy egyéb illeszkedési paraméterek segitségével pedig kivalaszthato a legnagyobb
fenotipusos varianciat kifejezd genomikus profil.

A GPRS-teszt szamos elénnyel bir: egyszeriien és gyorsan kiszamolhato, valamint
a fejleszt6- és célminta fenotipusa, illetve a vizsgalt markerek alapjan tobbféle tipusu
elemzésre is alkalmazhatd. A fejleszt6- ¢és célminta megegyezd fenotipusa esetén a
vizsgalt markerek poligénes hatasa validalhato, kiilonbozd fenotipusokkal pedig a
transzdiagnosztikus  genetikai atfedés tesztelhet6. GPRS predikcioval egyszeriien
vizsgalhatd  kiilonbozo pszichiatriai  diagnozisok (pl. SzKizofrénia-autizmus, MDD-
bipolaris zavar), diagndzisok és altipusok (pl. szkizofrénia-bipolaris spektrum zavarok),
vagy (neuro)pszichologiai jellemzok ¢és diagnozisok (neuroticizmus-MDD, ADHD-
figyelemzavar altalinos populacion) kozotti etiologiai kapcsolat.

A mobdszer hatranya, hogy legalabb két, nem atfedd mintat igényel Emellett
fenotipusként  diagndzisokat elemz6 modellek esetén, a modell determinans
egyltthatojaval kifejezett fenotipusos variancia, az un. megfigyelhetd heritabilitast
(observed heritability) jelenti. A megfigyelhetd heritabilitdas értéke fligg a minta eset-
kontroll aranyatol €s a populacioban mért prevalenciatdél, vagyis még azonos fenotipus
esetén is csak korlatozottan vethetd Ossze mas mintdk eredményeivel. Tovabba, a jel-
duplikéci6 elkeriilése érdekében, kisziirésre keriilnek mar a mérsékelten kapcsolt
markerek is, tehat elkeriilhetetlenill is informaciovesztés p fel. Ez utdbbi problémara
megoldast jelenthet Vilhjalmsson ¢és mtsai modszere, az LDpred, amely kapcsolt
markerek kisziirése helyett a stlyokat modositja a kapcsoltsagi szerkezetnek megfele16en

[70]. A modszeriik lényege, hogy a fejlesztdminta kapcsoltsagi szerkezetének és a GPRS
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pt értékeihez hasonld, Un. kauzalis markerek ardnydnak ismeretében, kiszamitja a
markerek hataserdsségéhez tartozd poszterior PRS értéket. A jelduplikdlas elkeriilésére
nem ritkitja a markereket, hanem az mmnta markerszZimabol szamitott LD-radiusz
(Nsnp/3000) érték alapjan sulyozza, tehat valamilyen mértékben minden SNP részt vesz
a tesztben. A modszer tovabbi eldonye, hogy a konkrét predikci6 elott kivalaszthatdé a
legjobb kalibraciot biztositd kauzilis frakcio, tehat nem kell az Osszes teszet elvégezni,
vagyils minimalizalhat6 a tobszords Osszehasonlitds korrekcidja. Hasonloan az LD-pont
regressziohoz, ez a médszer is elsésorban nagy elemszimu mintdkon eldnydsebb a tobbi

poligénes tesztnél.

1.2.4.2. Genetikai-kapcsolati- matrixra korlatozott maximalis valosziniiségen (GREML)
alapuld tesztek

A linearis kevert modellek kozé tartozO GREML tesztek Iényege, hogy a minta
alanyai kozott fennalld fenotipusos hasonlosag mennyire josolia be az SNP eloszlasbol
szamitott genetikai hasonlosagukat, tehat kozvetlenil mérik a genomikus heritabilitast.
Elsé Iépésként a teszt az Osszes SNP egyiittes illesztésével meghatarozza a genomok
kozotti paronkénti genetikai tavolsagot, létrehozva a minta genetikai kapcsolati matrixat.
Ezt kovetden a genetikai kapcsolati matrix alapjan, korlatozott maximalis valosziniiség
(REML) analizissel, random hatasként szamithatd az SNP variancia altal kifejezett
fenotipusos variancia, a genomikus heritabilitas. Eset-kontroll vizsgalatok elemzésekor,
a diagnozis kategorikus fenotipusa helyett, a prevalencia alapjan szamitott, zavarra valo
fogékonysdg (liability) mennyiségi fenotipusa segitségével szamolhaté a genomikus
heritabilitas.

A GREML analizis elénye, hogy GPRS-teszttel szemben egy mintat is képes
elemezni és robosztus a kapcsoltsagra, a genomikus heritabilitas torzitatlan becslését
végzi, valamint képes a genom egy részére particiondlt heritabilitds szamitasara is.
Kétvaltozos modellle két minta elemzésével, azonos fenotipusok esetén az SNP
korrelacio, kiilonboz6  fenotipusok esetén pedig a koheritabilitas becslésére is
hasznalhato.

A GREML analizis hatranya, hogy er6forrasigényes, ¢€s viszonylag magas

elemszamot igényel a heritabilitas pontos becsléséhez (N > 3000). Emellett a populacios
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dizdjn miatt érzé¢keny a rejtett rokonsag, illetve apopulacids stratifikdcid torzitd hatdsara,

rrrrr

1.2.4.3. Kapcsoltsagi egyensulytalansag pontozasan alapuld regresszi6 (LD pont

regresszio)

A poliggnes  statisztikai modszerek  harmadik  tipusat a  kapcsoltsagi
egyensulytalansdg pontozason alapuld regresszid6 (LD-pont regresszio) képviseli A
modszer alapja, hogy minél tobb mas varidnssal kapcsolt egy nukleotid, annal nagyobb
eséllyel van a kapcsolt varidnsok kozott kauzalis polimorfizmus is, tehat a magasabb LD-
ponttal bird6 SNP erdsebb asszociacioval bir, mig a zavar6 tényezokbdl eredo, fals pozitiv
asszociciok nem jarnak magas LD ponttal. Az SNP asszocidcids teszt statisztika (X2) az
SNP kapcsoltsag alapjan szamitott LD-ponttal szembeni regresszios egyiitthatoja (),
vagyis a fliggvény meredeksége a genomikus heritabilitds, az intercept pedig a zavard
tényezOk torzitd hatdsdt mutatja (pl populacios stratifikdcid, rejtett rokonsag). Az LD-
pont regresszioval tehat egyszerre lehet mérni a genomikus heritabilitast és a populacid
stratifikdcio hatasat.

Az LD-pont regresszid elonye, hogy genotipus hidnyaban is hasznalhaté
eredményfijlok  elemzésére, amennyiben a vizsgdlt populacionak megfeleld
referenciagenom (pl 1000 Genomes Project) is a rendelkezésiinkre all az LD-pontok
szamitdsahoz. Hasonloan a GREML ¢és GPRS moddszerekhez, kiilonboz6 fenotipusokat
elemezve, kiszamithaté a két fenotipus kozti genetikai korrelacio is, raadasul tesztelés
kozben a populacios stratifikdcid hatasa is egyszertien korrigdlhat6. Hatranya, hogy még
a GREML elemzéseknél is nagyobb mintaszamot igényel (N > 5000) a poligénes hatas
pontos észleléséhez.

Osszefoglalva, a poligénes additfv hatas és a genomikus heritabilitis statisztikai
vizsgalatara alkalmas modszerek az allélok Osszeadddd hatasat és az altaluk kifejezett
mennyiségi jelleget elemzik, amely jol illeszkedik a pszichidtriai zavarok
oroklésmenetéhez. E modszerekkel konnyen és gyorsan becsiilhetd a vizsgalt fenotipus
genetikai meghatarozottsdga, illetve lehetdvé teszik kiilonbozé fenotipusok kozos
genetikai rizikdjanak felmérését, emiatt jOl hasznalhatok a pszchiatriai zavarok

transzdiagnosztikai vizsgalataban. Hatranyuk, hogy viszonylag nagy mintat igényelnek,
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¢és - a particiondlt elemzéseken kivill - nem mformativak a genetikai rizkdé genomikus
eloszlasara, az egyes gének, régiok, utvonalak szerepére. A kozos jelemzékon
tulmenden, a tesztek moddszerspecifikus elonyei ¢€s hatranyai figyelembevételével
megvalaszthatok a vizsgilat mintdinak ¢és hipotézisének leginkabb megfeleld teszt. A
GPRS alacsonyabb elemszamot, viszont legalabb két mintat igényel, amely idedlissa teszi
a komparativ vagy transzdiagnosztikai vizsgalatokhoz. Az LD-pont regresszid
multicentrikus ~ vizsgalatok nagy elemszami, de nagymértékben heterogén mintai
elemzéséhez kiilonosen elényds, mivel a populacios felrétegzodést a poligénes hatas
torzitasa nékkiil is képes kontrolalni. A GREML/REML elemzések pedig jol hasznalhatdok
genomikus régid szerint particiondlt heritabilitds vizsgalataban, akar nagyfoku

kapcsoltsagban allo régidk esetén is.
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1.3. A szkizofrénia és a szuicid magatartas teljes-genom vizsgalatai
1.3.1. Teljes-genom asszociaciés és multilokusz vizsgalatok szkizofréniaban

A szkizofrénia egy viszonylag gyakori, komplex neuropszichidtriai zavar, amelyet
fiatal felndttkorban induld, és tobbnyire visszatérd, pszichotikus epizodok jellemeznek, a
pszichés funkciok és az életmindség jelentds, gyakran progressziv karosodasat vonva
maguk utdn. Valtozatos tilineti képe ellenére prevalencidja vilagszerte 0,5-1,2% kozott
mérhetd, amely dontéen kulturdlis hatasoktol fliggetlen, biologiai eredetre utal. Ezzel
egybecsengtek a szegregacios vizsgalatok kozel 50 éve ismert eredményei [118], amelyek
a szkizofrénia magas heritabilitisat (H? ~ 0,8) és a pszchiatriai zavarokra altalinosan
jellemzd, poligénes jellegét valosziniisitették.

Er6s genetikai meghatarozottsaga és népegészségiigyi jelentdsége miatt a
szkizofrénia a pszichiatriai  genetikai vizsgalatok egyk legintenzivebben kutatott
fenotipusava valt. Mar a GWAS vizsgalatok részletes bemutatasa iS meghaladna jelen
értekezés kereteit, ezért az alabbiakban csak a legkorszeriibb és legszélesebb konszenzust

¢lvezd eredményeket foglaljuk 0Ossze.

1.3.1.1. Gyakori SNP és ritka SNV/indel teljes-genom asszociaciok szkizofrénidban

A kezdeti, alultervezett eclemszama GWAS vizsgalatokat kovetben, a
Schizophrenia  Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium korabbi
vizsgalatokat is inkorporald szkizofrénia mega-analizise (Nscz = 36.989, Nkont =
113.075) rendelkezett megfeleld statisztikai erdvel a kis hataserdsségii (OR < 1,2),
gyakori SNP asszociaciok megbizhatdo ¢észleléséhez [121]. A szamos kutatocsoport
mintaib6él Osszedllitott, nemzetk6zi projekt 128 fliggetlen SNP asszociaciot észlelt
genomikus  szignifikanciaval (p < 5E-08). Az SNP-k 108, javarészt fehérjekddold génen
helyezkedtek el, de csak 10, exonikus SNP kodolt aminosaveserét. Mindazonaltal, a nem
kodolo SNP-k pozicioi is ideg- vagy immunsejtek eQTL régidinak szignifikans
feldusulasat mutattdk. Az azonositott lokuszok és kapcsolt markerek replikaltdk 25, az
NHGRI GWAS catalog adatbazisaban szkizofréniahoz kapcsolt SNP asszociaciojat, a
fennmaradd 83 lokusz kozil pedig szamos a szkizofrénia feltételezett etiologiajdhoz

kapcsolhato.  Elsdsorban  megemlitendd  az antipszichotikumok  legfontosabb
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célmolekulaja, a dopamin 2 receptor gén (DRD2), vagy a szmtén lehetséges terapids
célmolekulaként vizsgalt, metabotroép glutamat receptorok génjei (GRM2, GRM3). A 83
azonositott 10kusz kozé tartoznak példaul glitamat-jelatvitelhez kothetd gének (GRINZ2a,
GRIA1, SRR, CLCN3, SLC38A7), neuronalis kalcium-jeltavitelhez kapcsolt gének
(CACNALIL RIMS1), szinaptikus plaszticitdishoz kothetd gének (KCDT13, NLGN4X,
PTN, IGSF9B,CNTN4, MEF2C, PAK6, SNAP91), nikotinos acetil-kolin receptorgének
(CHRNA3, CHRNAS, CHRNB4), idegfejlodésben szerepet jatszo gének (FXRI,
SATB2, PODXL, BCL11B, FAM5B, TLE1, TLE3) [121].

A ritka egyedi nukleotid illetve indel variansok (MAF < 0,001) egyedi
asszociacibi még a szkizofrénia eddigi  legnagyobb  elemszama  teljes-exom
szekvenalasban (Nscz = (2536, Nkont = 2543 Purcell et al. 2014) sem bizonyultak
szignifikansnak. Ugyanakkor, terhelés (burden) analizisiik 2546 génben, koztik az idegi
aktivitas-szabalyozott  sejtvazhoz ~ kapcsolt — fehérjekomplex  (activity-regulated
cytoskeleton-associated protein complex, ARC) csoportban, a fragilis X mentalis
retardacio fehérje (fragile X mental retardation protein, FMRP) RNS-kotése altal
szabalyozott gének csoportjaban és az N-metil-D-aszpartat receptor (NMDAR) rendszer
génjeiben szignifikans SNV/indel terhelést/feliilreprezentaltsagot mutatott ki [123].

1.3.1.2. Multilokusz teljes-genom asszociacios vizsgalatok szkizofrénidban

Az SNP/SNV asszocidciok felderitése mellett szdmos teljes-genom asszociacios
¢€s expresszids vizsgalat végzett génszett-elemzéseket, vagy poligénes predikcios tesztet
szkizofrénidban. A génszett-asszociacios elemzések a sznaptikus plaszticitasban
szerepet jatszd neurondlis kalcum-jelatvitel, glutamat-transzmisszid, miR-137 célgének,
az ARC és FMRP-hez kapcsolt gének, az asztrocita €s oligodendroglia transzkripcié ho z,
sejtciklus-szabalyozashoz,  kromatin-atrendez6déshez,  valamint  idegfejlodéshez,
axonnovekedéshez, neurondlis migracibhoz ¢és immunfunkcidkhoz kothetd gének
feldusulasat illetve asszociaciojat észlelték [121,124,125]. Az elemszam novelése a
polignes predikci6 hatékonysagat is megndvelte, debiitalaisakor a GPRS 0,032
Nagelkerke R? értéket mért szkizofiéniadban [18], ezzel szemben a mega-analizis 0,18
Nagelkerke R? értékével [121]. A transzdiagnosztikus elemzések jelentds atfedést

mutattak a szkizofrénia ¢és a bipolaris zavar gyakori SNP markerei 4ltal kifejezett
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fenotipusos variancia kozott, és kevesebbet a szkizofrénia és depresszio, illetve
szkizofrénia és ADHD kozott. Az autizmus spektrum zavarral (ASD) érdekes modon
egyediil a szkizofrénia mutatott, jollehet nem tdl jelentds poligénes atfedést a vizsgalt 5
pszichiatriai korkép kozil [17,19,126].

1.3.2. Teljes-genom asszociaciés vizsgalatok szuicid magatartasban

Az Ongyilkossag a pszichiatriai zavarok lehetséges legpusztitobb kimenetele. A
WHO 2000-2012-es kiadasu Global Health Estimates jelentésében ez a masodik vezetd
halalok a 15-29 éves korosztalyban, ¢€s az els6 20 halalok kozott szerepel vildgszerte. Az
ongyilkossag és a mentalis zavarok kozott szoros kapcsolat all fonn, az ongyilkossagi
kisérletek koriilbeliill 90%-a pszichiatriai betegségben szenveddk korében fordul eld.

A WHO World Mental Health Survey Initiative cimii, Nock és munkatarsai [127]
altal késztett 4atfogd tanulmanya feltarta, hogy a hangulatzavarok kiilondsen erds,
figgetlen elbrejelz6i mind az Ongyilkossagi kisérletnek (OR: 4,7-5,9), mind az
ongyilkossagi gondolatoknak (szuicid ideacid) (OR: 3,4-4,7), még akkor is, ha a
szociodemografiai valtozokat figyelembe vették. Bar az ongyilkossagi gondolatok és
tervek gyakoribbak, mint a kisérletek (egész élettartam alatti eldfordulasa 9,2%, a
kisérletek 2,7%-aval szemben), azt taldltdk, hogy a valaszadok kozil az ongyilkosséagi
gondolatokkal foglalkozok 29%-a és a hatarozott ongyilkosagi terveket szovok 59%-a
meg is kisérlete az ongyilkossagot. Ezen kivill a szerzok leirtak, hogy a pszchiatriai
betegségek ¢és az Ongyilkossagi kisérletek kozotti erds korrelacio eltiint, miutan az
ongyilkossagi gondolatokra kontrolldltak regresszios modellekben. Ezek az eredmények
azt is jelzk, hogy Onmagukban a pszchiatriai betegségeken Kivil mas faktorok is
kozvetithetik az dtmenetet az Ongyilkossagi gondolatoktol a kisérletig.

Mas pszichiatriai  betegségekhez hasonléan, a szuicid viselkedésnek is
feltételezhetéen komplex, soktényezos etiologiaja van. Bar genetikai epidemiold giai
tanulmanyok [128-130] arra utalnak, hogy a genetikai faktorok bizonyosan szerepet
jatszanak a szuicid magatartdsban, az ongyilkossdg genetikai hattere még tisztdzasra var.

A kozponti idegrendszer szerotonerg deficitie ¢€s az ongyilkossag kozott észlelt
Osszefliggésekre ¢épitd, koral, kandidans-gén tanulmanyok a szerotoninerg rendszert

vették célba, kiilonésen a TPH2 és a SLC6A4 géneket [131]. A késObbi kandidans- gén,
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GWAS vizsgalatok ¢és szisztematikus metaanalizisek [132]azonban nem erésitették meg
a kezdeti asszocidciokat.

A hipotézis-vezérelt kutatdsok fokusza fokozatosan eltolodott mas neurokémiai
rendszerek génjeire, mint a dopaminerg transzmisszid6 (DRD2, COMT, MAOA) [133], a
poliaminok (SATL1) [134], stressz-valasz (FKBP5, HPA tengely gének) [133,135], az
eimilt években pedig a neurotrofinok, fdleg a BDNF-NTRK2-CREB utvonal génjeire
(Dwivedi 2010; Dwivedi et al. 2003; Dwivedi et al. 2009; Kohli et al. 2010; Kim et al.
2008; Juhasz et al. 2011; Ernst et al. 2009). Ezen kiviil, az ongyilkossagi gondolatok és
kisérletek soran tapasztalhatd, ezen allapotokhoz tartozd, a végrehajtd funkciok allapot
jellegli karosodéasa miatt a génexpresszios tanulmanyokat végeztek azokon a teriileteken,
amelyek felelosek ezekért a kognitiv doménekeért, példaul a prefrontalis kortexben. Ezek
avizsgalatok a microRNS (miRNS) rendszer lehetséges szerepét vetették fel az ongyilkos
viselkedésben [144,145].

Kiilonésen a hsa-miR-491-3p, hsa-miR-185, hsa-miR-195 és hsa-mir30a szerepét
kell kiemelniink, mivel a hsa-miR-491-3p ¢s hsa-miR-185 emelkedett kifejezodését
talaltak Ongyilkossag aldozatainak prefrontalis kortexében [144], ezen kivill a hsa-miR-
185, hsa-miR-195 és hsa-mir30a fontos szabalyozo szerepet jatszk a BDNF szignal
utvonalban (Serafini et al. 2014; Maussion et al. 2012) [144,146].

Sajnos a GWAS tanumanyok [147-155], amelyek az Ongyilkos viselkedést
kutattak, napjainkig nem tisztaztak a fent emlitett Osszetettséget. Az egyetlen ACP1 gén
kozeli intergenikus SNP kivételével, melyet Willour és munkatarsai irtak le [155], a
tanulmanyok legjobb esetben is csak szuggesztiv, tendencia értékti eredményeket hoztak.
Tovabba ezen asszociaciok génjeinek legtobbjét nem sikeriit replkalni két fliggetlen
GWAS clemzésben. A szignifikans asszociaciok ¢és replikaciok hidnya legnagyobb
valoszintiséggel elsésorban a nem megfeleld statisztikai er6nek [147,148,153], és a
fenotipusos heterogenitasnak koszonhetd.

Harom tanulmany [147,148,153] vizsgalta az Ongyilkossagi gondolatok
megjelenését vagy rosszabbodasat antidepresszans kezelést kovetden, négy tanulmany
[149,150,154,155]az ongyilkossagi kisérletet, mint kimeneti valtozot hasznalta, mig egy
tanuimany, Galfalvy ¢és munkatarsai tollabol, befejezett Ongyilkossag aldozatainak
mintait elemezte [152]. Tovabba a fenti okokon kivill a genetikai heterogenitds és a
feltételezett poligenikus Oroklodés is hozzijarulhatott ahhoz, hogy az eredmények
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megismétlése sikertelen maradt. Mint Ayalew ¢és munkatdrsai lefrtak, a heterogenitas
kiilondsen az SNP szinten erds, de az adatbazisok kozotti atfedést jelentdsen meg lehetne
novelni, ha Osszetettebb genetikai ,markereket” is figyelembe vennénk, mint példaul gén-
régiok, kanonikus Utvonalak vagy génhalozatok [38]. A szuicid magatartas teljes-genom
asszociacids ¢€s expresszios vizsgalataiban szuggesztiv p-értékit SNP-t tartalmazo vagy

szuggesztiv expresszios p-értékli géneket az 1. tablazat mutatja be.

38



DOI:10.14753/SE.2017.2044

1. tablazat. A szuicid magatartas kandidans génjei a teljes-genom asszociacios ¢és
expresszios vizsgalatok alapjan.

Gén

Vizsgalat (szerzo, név)

Biologiai szerep

ACP1

ANK3

BDNF

CACNAIC

CD44

CYTH3 (GRP1)

Willour et al. 2012

Perroud et al 2012

Dwivedi et al. 2003
Kim et al. 2008

Ferrerra et al. 2008
Lett etal. 2011

Galfalvy et al 2011

Perroud et al 2012

A kodolt fehérje egy tirozin
foszfataz, amely gatolja a
neurogenezist a sejtplazma
B-catenin koncentracidja
csokkentésével.

A sejthartya ésa
citoszkeleton integrans
fehérje, szerepe van az
idegfejlodésben, axon
novekedésben, szignal
transzdukcidban és akcios
potencidlban.

Neurotr6f faktor, alapvetd
fontossagu a kérgi és
striatalis idegsejtek
tulélésében, stressre adott
valaszban ¢€s
hangulatzavarokban
implikalt

Fesziiltsé gfliggd kalcium
csatorna, az axon
novekedéshez, szmaptikus
transzmisszidhoz, és
kalcumfiiggd jelatvitelhez
kapcsolhato

Sejtfelszini glikoproteint
kodol, amely
sejtadhézidban, lLimfocita
aktivacioban és
mmunszabalyozasban is
szerepet jatszik

A Golgi szerv

szerkezetének és
funkciojanak
szabalyozasahoz, valamint
a fehérjecsomagolashoz és -
transzporthoz is
kapcsolhato
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Gén

Vizsgalat (szerzo, név)

Biologiai szerep

DICERI

DSC2

FKBP5

FOXN3

GDA

GFRA1

GRIA3

GRIK2

Smalheiser et al. 2012

Galfalvy et al 2011

Roy etal 2012
Schosser etal. 2011
Menke et al. 2012

Galfalvy et al 2011

Perroud et al 2012
Menke et al 2012

Schosser et al 2011

Laje et al. 2009;
Laje et al. 2007

Laje et al 2007
Laje et al 2009

A miRNS turnover egyik
legfontosabb enzime,
onkogén szerepe mellett az
idegfejlédéshez, végrehajto
funkciok hoz,
munkamemoriahoz,
stresszre adott valaszhoz
kapcsolhato.

Cadherin szupercsaladba
tartozd6 membranfehérje,
sejtadhézidban,
dezmoszoma képzddésben
jatszik szerepet.

Fontos szereppel bir a
fehérjetranszportban, -
csomagolasban,
immunszabalyozéasban,
stresszre adott valaszhoz
kapcsolhatd. Az
intracellularis
glukokortikoid valaszt
moduldlja.

Mitozis ellenérz0 pontokon
szupresszorként hat, fontos
szerepet jatszk a DNS
javitasban
Guanin-deaminaz enzimet
koédolja, az idegrendszer
fejlodéséhez kothetd

Glia sejtvonal eredetii
neurotr6f faktor, szerepe
van a neuronok tilélésében,
differencialodasaban és
fejlodésében

AMPA3 glutamat receptor,
neurpszichidtriai zavarok
sz¢les skalajahoz
kapcsolhato

Kainat2 glitamat receptor,
neurpszichidtriai zavarok
sz€les skalajahoz
kapcsolhato
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Gén

Vizsgalat (szerzo, név)

Biologiai szerep

hsa-miR-185

hsa-miR-195

hsa-miR-30a

hsa-miR-491

IFNLRI1

KIAA1244

MARCHI1

MBNL2

Maussion et al. 2012

Mellios et al. 2008

Mellios et al 2008

Maussion et al. 2012

Laje et al 2009

Schosser et al 2011

Galfalvy et al 2011

Galfalvy et al 2011

A tropomiozin receptor
kindz B enzzim
expressziodjat szabalyozza,
idegfejlodésben, neuron
kézddésben ¢és szinaptikus
plaszticitasban implikalt

A BDNF és HTR2A gének
expresszidjat szabalyozza,
idegfejlodésben és
szinaptikus plaszticitdsban
is implikalt

BDNF expresszidjat
szabalyozza,
idegfejlodésben és
szinaptikus plaszticitisban
is implikalt

Transzkripcids szabalyozo,
szuicid magatartdsban
szignifikdnsan
megndvekedett
expressziojat észlelték

Interleukin 10B receptor,
amely azIL-28A, IL-28B és
IL-29 nterleukinokkal is
kolcsonhatasban van, az
immunszabalyozasban
jatszik szerepet

A transzGolgi halézat és
sejtmembran komponens,
funkcidja a vezkularis
transzporthoz kapcsolodik
Membran ubikvitin E3 ligdz
enzim, fontos szereppel bir

az iImmunvalaszban és az
MHC fehérje kotésben

Izomkapcsolt splicing
regulator 2 gén az alternativ
splicing szabalyozisaval az
agyfejlddésben és
myotonids

zomdisztré fiaban mmplikalt
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Gén

Vizsgalat (szerzo, név)

Biologiai szerep

NTRK2

NXPHI1

PAPLN

PRKCE

RGS18

RGS2

SAT1

SLC4A4

SPTLC1

SRSF11

Perroud et al 2012
Schosser et al 2011
Kohli et al 2010

Perroud et al 2012

Laje et al 2009

Schosser et al 2011
Dwivedi et al 2003

Schosser et al 2011

Schosser et al 2011

Fiori et al. 2010

Schosser et al 2011

Galfalvy et al 2011

Galfalvy et al 2011

Neurotrof tirozin kinaz 2, a
BDNF nagy affinitast
receptora,
hangulatzavarokhoz és
szuicid magatartdshoz
asszocialt

Szoros komplexet képez a
neurexinekkel, meghatarozo
szerepll a dendrit-axon
adhézioban és szinapszis
képzésben
Metallopeptidaz, amely az
SSRI kezeléshez kapcsolt
szuicid ideédcidhoz
asszocialt

Szignal transzdukcios
fehérje, amelyet a DAG ¢és
kalcum aktival, szerepe
van a neuroncsatornak

aktivalasdban és a stresszre
adott valaszban

GTPaz aktivator, G-protein
receptorok aktivalasdban
van szerepe

GTPaz aktivator, G-protein
receptorok
szabaélyozasaban ¢és a
szorongas kialakulasaban
van szerepe

Poliaminok lebontasi
sebességét meghatirozo
enzimet kodolo gén
Natrium bikarbonat
kotranszporter, az

mtracellularis pH
szabalyozasaban vesz részt

A szfingolipid bioszintézis
egylk kulcsfontossagu
enzimét kodolja

Splicing faktor, mRNS
szabalyozasaban implikalt
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Gén Vizsgalat (szerzo, név) Biologiai szerep

Transzmembran protein
foszfataz fehérje, amely a

TMEM132C Willour et al. 2012. - ’
szuicid magatartdshoz
asszocialt
gamma tubulin asszocialt

TUBGCP3 Galfalvy et al 2011 proteint kodol, fontos

szereppel bir a mitotikus
G2/M fazis atmenetben

Zink-ujj fehérje,
transzkripcid szabalyozod,
ZNF804A Lett etal 2011 mplikalt, szkizofréniaban,
bipolaris zavarban és
ongyilkossagi kisérletben
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2. Célkitiizések

Vizsgalataink altalanos célkitlizése volt, hogy az altalanosan hasznalt statisztikai
modszerek helyett, avizsgalt markerek egyiittes hatasat elemz6, multilokusz asszociacios
modellekkel térképezziik fel a pszichiatriai zavarok genetikai szerkezetét. A funkcionalis
annotacié alapjan meghatdrozott, multilokusz asszocidcidos modellekkel a biologiai
mformaciot is integralo, komplex genetikai struktirak (gén, tutvonal, funkciondlis
génklaszter, stb) asszociaciojat vizsgaltuk kiilonboz0 pszichiatriai fenotipusokkal, illetve
replikaciojuk  valoszinliségét elemeztik azonos fenotipusi mintdk esetén. Elso
vizsgalatunkban Ongyilkossagi viselkedés transzdiagnosztikai jellegli, régio-alapu
asszociacios, és poligénes predikcios (GPRS), kandidans-gén elemzését végeztik, DSM-
IV major depresszioval, illetve DSM-IV bipolaris zavarral diagnosztizalt betegek teljes-
genom mintiin. Masodik vizsgalatunkban pedig kiilonboz6 komplexitasu, multilokusz
asszociacids modszerekkel a DSM-IV szkizofrénia genetikajanak hipotézismentes
feltarasat, tovabba a replikaciés valoszinliségre gyakorolt hatasuk felmérését thztik ki

célul, ezuttal két azonos fenotipust, de egymastol jelentdésen eltérd mintdt hasznalva.

2.1. Az elso vizsgalat célkitiizései és hipotézisei

Els6 vizsgalatunkban az Ongyilkossagi  viselkedés  transzdiagnosztikus,
kandidans-gén elemzését végeztik, két mintank a National Center of Biotechnology
Information (NCBI) database of Genotypes and Phenotypes (dbGaP) kutathatod
adatbazisabol DSM-IV major depressziv zavarral diagnosztizalt betegek, valamint DSM-
IV bipolaris zavarral diagnosztizalt betegek telies-genom asszociacios vizsgalatabol
szarmazott. Ahogyan a bevezetOben részletesen kifejtettiik, a pszichiatriai zavarokra vald
hajlam mennyiségi jellegként 6roklodik, tehat a génhatast sok allél 6sszeadodo, poligénes
hatasa hozza IKtre, az egyes allélok sajat hatdsa gyenge. Ennek megfelelden, az
ongyilkossagi viselkedés SNP alapti, teljes-genom asszociacios vizsgalatai nem talaltak
teljes-genom szignifikanciaval birdé nukleotid asszociaciot. Ugyanakkor, a poligénes
modell érvényessége ellenére, viszonylag kevés multilokusz vizsgalati adat allt
rendelkezésre. Elsddleges célunk ezért a szuicid magatartas genetikai faktorainak
multilokusz asszociacios elemzése volt, neuropszichologiai, génexpresszidos ¢és SNP

asszociaciés  vizsgalatok  priori ismereteit integrald, kandidans génszettekkel.
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Feltételezéstink szerint, anukleotidok funkcionalis informaciot integralo prioritizalasa, és
csoportositott  elemzése — az alllikus asszocidciok varhato feldisulasa és
kombinacidjukbol eredd felersodése miatt - azonosithat az SNP alapu tesztekben a zajtol
nem elkiilonithetd asszociaciokat. Hipotézisiink érvényességét Kiilonbozo megkozelitésii
elemzésekkel és kandidans génszettekkel is teszteltik a két GWAS mintan. Az elsé
elemzésben vizsgalt génszettet rodalomkutatds segitségével allitottuk Ossze, a teljes-
genom asszociacios és expresszids vizsgalatok publikacidiban legjobbnak bizonyult SNP
asszociaciok alapjan. A korrelaciés génszettet a masodik elemzésben kiegészite ttiik
tovabbi két kandidans génlistaval, ezittal a géneket szuicid viselkedésben mmplikalt
biologiai finkciok szerint valasztottuk. A harom kandidans génszett nem kapcsolt
markereibdl poligénes rizkopontot szamitottunk a depresszios GWAS mmtan, és
predikciés erejét teszteltik a bipolaris mintan. Fent emlitett hipotézisiink mellett
vizsgalatunk mindkét elemzése egyuttal a bipolaris zavar és a depresszio kozos genetikai

faktorait is elemezte, a szuicid magatartas transzdiagnosztikai fenotipusan keresztiil

2.2. A masodik vizsgalat célkitiizése és hipotézisei

Masodik vizsgalatunkban a multilbkusz asszociacios teszteket a DSM-IV
szkizofrénia genetikai hatterének feltérképezésére hasznaltuk, alapvetéen két cél
elérésére  torekedve. Vizsgalatunk elsédleges célia a szkizofrénia  genetikai
rizikd faktorainak hipotézismentes exploracidja volt, a komplex fenotipusok poligénes
oroklodéséhez legjobban illeszkedd, és biologiai funkciot is integrald, multilokusz
statisztikai modszerekkel. Ennek érdekében gén-, transzkript-, kanonikus utvonal- és
poziciondlis génszett-alapu asszociaciojat, valamint kanonikus utvonalak, poziciondlis
génszettek és prioritizalt génekhez kapcsolt annotacios klaszterek feldusulasat teszteltiik.
Statisztikai elemzésiinket két Iépcsds szerkezetben, egy hipotézisgenerald exploracios, és
egy hipotézisteszteld replikacios Iépcsében végeztik. Az exploraciés Kpésben a
SCHIZOBANK projekt [159] eset-tri6 mintajan lefuttattuk a teljes-exom elemzéseket,
majd a legalabb szuggesztiv p-értékkel generalt hipotéziseket a két szkizofrénia GWAS
adatbazisbol Osszevont replikacids mintdn teszteltik. A vizsgdlatunk kétlépcsds
szerkezetéhez kapcsolodik masodlagos célkitlizésiink, a multilokusz elemzési modszerek

replikaciés valoszinliségre gyakorolt hatdsanak felmérése eltérd szerkezetli mintdk
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kozott. A funkcionalis informaciot is integrald, gén- €s utvonal-alapu GWAS elemzEések
SNP-alapu teszteknél joval magasabb aranyt replikacios valoszinlisége ismert tény [38],
de egymastdl eltérd szerkezeti mintak kozotti replikacid aranyarodl nincs szakirodalmi
adat. E hianyt poétoltuk a SCHIZOBANK kis elemszami, exomszekvenalt, csaladi
mintdjan generalt hipotéziseinek nagy elemszamu, imputalt populacios GWAS mintan
tesztelésével, és a novekvd komplexitdst, multilokusz tesztek replikdciés aranyanak

Osszehasonlitasaval.
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3. Modszerek

3.1. Az els6 vizsgalat modszerei

3.1.1 Minta, fenotipus

Az els6 vizsgalatunk mintai az National Center for Biotechnology Information
(NCBI) ¢és a Genetic Association and Information Network (GAIN) altal fenntartott
database of Genotypes and Phenotypes (dbGaP) adatbazisdbdl szarmaznak, a vizsgdlat a
munkacsoportunk a GAIN ¢és a Joint Addiction, Aging, and Mental Health (JAAMH)
Data Access Committee (DAC) altal elfogadott, ,Project#2862: Endophenotypes in
affective and psychotic disorder spectra: a cross-disorder analysis” kutatasi projektje
részeként valosult meg. Vizsgalatunkban két teljes-genom asszociacios vizsgalati mintat
elemeztink: a GAIN Whole Genome Association Study of Bipolar Disorder
adatbazisdnak eurdpai-amerikai szdrmazasu bipolaris zavar mintajat (nsip = 1044, nkont
= 1068, elérési azonositd: phs000017.v3.pl; [160-162], valamint a Major Depression:
Stage 1 Genomewide Association in Population-Based Samples eurdpai szarmazasnu,
major depressziv zavar (MDD) mintdjat (nmpop = 1821, nkont = 1822, elérési azonosito:
phs000020.v2.p1; [163,164]. A teljes statisztikai elemzést mindkét mintdban az
esetcsoportra korlatoztuk, de az mputaciot, ¢és a nomindlisan szignifikans asszocidciok
specificitasanak validalasat a teljes mintan (eset + kontroll) végeztik el A két
vizsgalatunk mintait a 2. tablazat mutatja be.

A bipolaris zavar mintajat a Bipolar Consortium kapcsoltsagi vizsgalatainak 1-4.
hullamaban gyiijtott csaladi mintaibol, az 5. hulldm populaciés mintdjanak a DSM-IV
bipolaris 1, II zavarral vagy szkizoaffektiv zavar bipolaris tipusaval diagnosztizalt,
egymassal rokonsdgban nem allo, eurdpai szirmazasu alanyai alkottdk. A diagnozist a
vizsgalatot vezetd pszichiater, afelvett Diagnostic Interview for Genetic Studies (DIGS)
¢és Family Instrument for Genetic Studies (FIGS) interjik manias, hipomanias, depressziv
¢és kevert hangulati epizodjaira, szerhaszndlattal vagy pszichdzissal vald kapcsolatukra,
az epizdd bizonyossdgara, illetve csaladi anamnézisre vonatkoz6 adatai alapjan, a
legvaloszintibb diagnozis elve szerint allapitotta meg. Az egészséges kontrolicsoport
telefonos interju alapjan keriilt kivalasztdsra, kizarva a major depressziv zavarral,

bipolaris 1 vagy Il zavarral, illetve pszichotikus zavarral valaha diagnosztizalhat6
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jelentkezoket. Az eset és kontrollcsoport eurdpai szarmazasat Onbevallds alapjan, négy
eurdpai szarmazasu nagysziilovel definialtak [165].

Vizsgalatunkba a bipolaris GWAS adatbazisbol, az egészséges kontroll
személyek, szkizoaffektiv zavarral diagnosztizalt alanyok, duplikalt vagy alacsony
minéséggel genotipizalt mintak kizarasat kovetéen, 999 mintat vontunk be. A szuicid
magatartast legalabb egy, ambivalens vagy komoly ongyilkossdgi szandékkal elkovetett,
ongyilkossagi kisérlet meglétével definialtuk a DIGS interju alapjan. (Kérdéiv: ,Have
you ever tried to kill yourself?” +  Interviewer: rate the intent of the most serious
attempt”; valtozok: DIGS2: 114670 > 0 + 114750 > 1, DIGS3: Suicide Attempt > 0,
Intent_of Attempt 1 > 1, DIGS4: V1822 > 0, V1860 > 1). Fenti definicionk alapjan a
bipolaris mintan 358 szuicid, 616 nem szuicid ¢és 25 hidnyzo fenotipusu alanyt
azoonositottunk.

A major depressziv zavar GWAS adatbazisa a holland Netherlands Study on
Depression and Anxiety (NESDA) és Netherlands Twin Registry (NTR) vizsgalatokbo1
szarmazott. Az esetcsoport bevdlasztasi kritérumai a kovetkezok voltak: 1, DSM-IV
MDD élettartam diagndzisa a Composite International Diagnostic Interview (CIDI)
szerint, 2, 18 és 65 év kozotti életkor, 3, a holland nyelv megfeleld szintli ismerete, 4,
észak-eurépai  leszarmazds. Az esetcsoportbol kizardst a pszichotikus  zavar,
kényszerbetegség, bipolaris zavar vagy stlyos szerhaszndlati zavar elsédleges diagnozisa,
vagy a holland nyelv elégtelen ismerete jelentett, A vizsgalat egészséges kontrolljai kozé
az N'TR adatbézisdban 1, kor és nem szerint illesztett, 2, alacsony szorongasos-depressziv
faktor ponttal ( < 0,65) rendelkezok, 3, korelozményben major depressziv epizodtol
mentes, 4, 18 és 65 év kozotti, 5, észak-eurdpai szarmazast alanyok keriitek [163,164].

Vizsgalatunkba az MDD GWAS adatbazisbol, az egészséges kontrollok ¢€s a
duplikalt, illetve alacsony mindséggel genotipizalt mintdk kizardsat kovetden, 1753
alanyt vontunk be. Mivel a CIDI valtozoiban nem alt rendelkezésre Kifejezetten
ongyilkossagi kisérletet mérd valtozd, ezért a szuicid magatartdst a legalabb hetente
tobbszori ongyilkossagi gondolat, konkrét terv, esetleg kisérlet, vagy az ongyilkossagi
szandék elismerésével hataroztuk meg, a rendelkezésre allo Inventory of Depressive
Symptomatology (IDS) és a roviditett Beck Depression Inventory (BDI) alapjan.
(Kérd6iv: ISD item 16:,az ,,| think of suicide or death several times a week for several

minutes”, vagy a,,l think of suicide or death several times a day in some detail, or | have
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made specific plans for suicide or have actually tried to take my life” valaszok; BDI item
7 (9): az,,l have definite plans about committing suicide” vagy a ,,| would Kill myself if
| had the chance” valaszok). E meghatarozas alapjan az 1753 MDD esetb6l 245 szuicid,

1360 nem szuicid és 150 hidnyz6 fenotipussal volt jellemezhetd.

3.1.2. Genotipizalas, imputicio

A Dbipolaris minta genotipizalasat az amerikai Broad Institute Center for
Genotyping and Analysis végezte, vérbol izolalt, 50 ng/ul koncentrdciojit DNS mintakon,
az Affymetrix Genome-Wide Human SNP Array 6.0 1 millio SNP-thibridizalo> DNS chip
segitségével. A DNS mennyiségét PicoGreen fluorometridval, a mintdk mindségét pedig
és az alany nemét 24 SNP-t hibridizalo, Sequenom iPLEX platform segitségével
ellendrizték. Az allélok mérését az Affymetrix Power Tools BirdSeed algoritmusaval
végezték. A mindségellen6rzé panel 85%-nal alacsonyabb mérési aranyt mutatd mintakat
Ujra genotipizaltak.

A genotipizalast kovetdé mindségellendrzésen kisziirésre keriilt minden minta,
amelynél 1, a sikeresen mért SNP-k ardnya 98,5% alatt volt, 2, a heterozigdta lokuszok
aranya extrém alacsony vagy magas aranyt ért el ( < 0,344 vagy 0,363 <), 3, az IBD
analizis rejtett rokonsagon, vagy azonossagot mutatott valamelyik masik mintaval, illetve
4, a genotipizalt nem eltért a minta rogzitett nemétél. A mintdk szirését kovetden
kisziirésre kerliltek azon markerek, 1, amelyek mérési aranya 95%-ot nem érte el, 2, a tul
ritka markerek (MAF < 0,01), 3, a haromnal t6bb mendeli hibaval bird6 markerek, 4, a
kontroll mintdkon a Hardy-Weinberg egyensilytol szignifikdnsan deviald (pH-w < 1076)
markerek, és 5, a szignifikans lemez-specifikus hatast (barmelyik két lemez kozott p <
106 vagy tobb, p < 10*) mutat6 markerek is. A mindség-ellendrzés kritériumainak végiil
729.087 SNP felelt meg.

Az MDD GWAS minta genotipizalasa is vérbol izolalt DNS mintakon tortént, az
izolaciot Qiagen FlexiGene® DNA AGF3000 Kit, GENTRA Puregene® Kit és
AutoGenFlex 3000 izolacios munkaallomas segitségével végezték. A genotipizalast
Perlegen 600K DNS chippel végezték, a genotipizalast kovetd mindségellendrzés soran
eltavolitasra keriilt minden: 1, a 85% alatti sikeres SNP mérési arannyal bir6 minta, 2, az

extrém alacsony vagy magas aranyi heterozigota lokusszal birdé minta (<0,325 vagy
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0.363<). 3, sz€ls6séges IBS vagy IBD mutatokkal birdé minta (eltér6 foldrajzi eredet, vagy
rejtett rokonsag, duplikatum), 4, a tal ritka SNP-k (MAF < 0,01), 5, a 95% alatti mérési
rataval bird markerek, és 6, a kontroll mintakon a Hardy-Weinberg egyenstlytol tilzottan
eltérd eloszlast markerek (pH-w < 10°). A mindségellendrzési kritériumoknak 1753 eset
and 1800 kontroll és 437.114 marker felelt meg.

A sziirést kovetden a két genotipizalt minta 175.373 kozos markerrel rendelkezett,
a két mmta 24% illetve 40%-os atfedését jelentve, amely a tervezett Osszehasonlitd
elemzésben rendszerszintli torzitashoz vezetett volna. Az atfedd markerek aranyanak
novelése érdekében ezért mindkét mintdnkat azonos referenciagenom, a 1000 Genomes
[10] Phaselversion3 kiadasa alapjan imputaltuk. Mintaink GRCH36/hgl8 genom szerinti
bazispozicioit a liftOver program segitségével Kkonvertaltuk a referenciagenom
GRCH37/hgl9 pozcioira, majd a SHAPEIT [52,166] programmal tUn. ,best guess”
faziselemzést végeztink. Az imputaciot az IMPUTE2 [67] program segitségével
hajtottuk végre mintdink haplotipus alléljain. Az imputacid elvét és Iépéseit részletesen
ismertettiik a modszertani bevezetd haplotipus fejezetében.

Az imputdcidés bizonytalansdg okozta torztasok csokkentése érdekében
konzervativ sziirést végeztiink, imputacid elott kisziirve atil ritka és problémas eloszlast
mutatd markereket (MAF < 0,01, pH-w < 10°9), imputaciot kdvetden pedig a bizonytalan
valoszintiségli, alacsony informaciés mutatoval bird, vagy tdl ritka imputdlt markereket
(imputaciés valdszintiség < 0,9, informacios mutatdé < 0,9, MAF < 0,01). Imputaciot
kovetden mindkét mintdban 6.706.910 kozos biallélikus marker (SNP és indel) képezte

az Osszehasonlitd elemzés késdbbi Iépéseinek alapjat.
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2. tablazat. Vizsgalatainkban elemzett mintak jellemzoi.

GAIN? GAIN GAIN MGSb
Jellemzo SCHIZOBANK
MDD BIP SCZ SCZ
elérési kod phs000020.v2.pl phs000017.v3.p1 - phs000021.v3.p2 phs000167.v1
telies minta N = 3643 N = 2112 _ N = 2787 N = 2935
N = 16 (trio)
(eset:kontroll:hiany) (1753:1822:68) (999:1068:45) (1318:1469) (1405:1530)
elemzett minta n=1753 n =999 16 n =5337
n=
(eset:kontroll:hiany) (245:1360:150) (358:616:25) (2632:2705)
teljes-exom
genotipizalas GWAS 600K GWAS 1M GWAS 1M
szekvenalas
genotipizalt
SNV/SNP szama 437.114 729.087 120.719 716.923
QC sziirés utan
SNP szama
) L 6.706.910 6.706.910 - 7.942.021
mputacio utan
a GAIN: Genetics Information and Association Network

b: MGS: Molecular Genetics of Schizophrenia
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3.1.3. Génszelekcio, statisztikai elemzés

Vizsgalatunkban harom kandidans génlistat elemeztiink, amelyek eltérd
hipotézisek szerint alltottunk Ossze. Az elsé listit (Génlistal) irodalomkutatassal,
legnagyobb részben az ongyilkossagi viselkedés (szuicid idedcid vagy kisérlet) vizsgalati
mintdinkkal legfeljebb csak részlegesen atfedo, teljes-genom asszociacios ¢€s expresszios
profil vizsgalatok eredménye alapjan allitottuk Ossze. A publikaciokban legalabb
szuggesztiv asszociaciot, vagy expresszidos valtozast elérdé SNP-t tartalmazd géneket,
valamint a mintdnkkal nem atfedd vizsgalatok szuggesztiv gén-alapt asszocidcidt mutatod
génjeit gyljtottik Ossze. A 32 gént tartalmazd listat masodik Iépésben kiegészitettik a
bipolaris zavar GWAS vizsgalataiban szignifikdns SNP asszocidciot mutaté 3 génnel
(CACNALC, ANKS3, and ZFN804A) [156,157], a bipolaris zavar és szuicid viselkedés
klinikai ¢és epidemiologiai vizsgilatokbdl ismert erds Osszefliggése miatt (Génlistal,
gének szama: 35). Masodik kandidans génlistank (Génlista2), a végrehajtd funkciok
zavarat a szuicid magatartas endofenotipusaként [167] kezeld, a végrehajtd finkciokhoz
feltételezetten kapcsolhatdo miRNS géneket tartalmazta. E Lstat a végrehajtdo funkcidok
szervezésében meghatarozd neurobiologiai rendszer, a dorsolateralis és az orbitofrontalis
prefrontalis korok régidiban (prefrontalis kéreg, cingularis kéreg, nucleus caudatus,
putamen, corpus striatum, globus pallidus, substantia nigra, thalamus, nucleus
subthalamicus) expresszalodd miRNS  génekbdl allitottuk  Gssze, az European
Bioinformatics Institute Gene Expression Atlas [27] segitségével. Az expresszido szerint
meghatarozott miRNS géneket kiegészitettiik a bioszintézisiikben, és a transzlaciot gatlo
hatasukban kulcsfontossagt, RNA-induced-silencing-complex (RISC) génekkel, azaz a
DICER1, DROSHA, DGCRS8, EIF2C2, TARBP, TRNC6A, és XPOS5 génjeivel
(Génlista2, gének szama: 68). A harmadik kandidans génlista (Génlista3) a Genelist2
gének mellett a fent emlitett anatomiai régidkban is expresszalodd célgénjeiket is
tartalmazta (Génlista3, gének szama: 11259). Az miRNS-ek josolt célgénjeit a miRanda
¢s amrSVR magas predikcios ponttal bird adatbazisabol hataroztuk meg.

Vizsgalatunkban két statisztikai elemzést végeztiink kandidans génlistinkkal. Az
elsd elemzésben a szuicid viselkedés ¢és a Génlistal 35 géniének régid-alapt,
betegségspecifikus ¢€s transzdiagnosztikus asszocidciojat vizsgaltuk abipolaris, és a major

depresszi6 mintain. A gén-alaptl asszociaciokat kétlépcsoben, a varians asszociaciok khi-
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négyzet ¢értékét kombindld teszttel szamitottuk, ezért elsé Iépésben a varidns
asszociaciokat hataroztuk meg. A refSeq génhatdrait mindkét wranyban 5 kilobazissal
kiterjesztve, a Génlistal génjei 17010 varianst tartalmaztak. Bar érdemi populacios
stratifikaciéra egylk minta genomikus inflicios faktora (L), illetve becsiilt populacios
rétegszama (K) sem utalt (MDD: genotipizalt A =1, mputalt A =1,013, K= 1; bipolaris:
genotipizalt A = 1,006, imputdlt A =1,001, K = 1), de a mintak kozti heterogenitds miatt
a kombinacidt egyszerii Osszevonas helyett metaanalizisben végeztik el. A genomikus
inflicios  faktort az R statisztikai programhoz it GENAbel kiegészitovel [168]
szamitottuk, a populacios rétegszerkezetet pedig az ADMIXTURE programmal [169],
100.000 nem kapcsolt SNP segitségével kalkuldltuk. A két minta varidns alapt
asszociaciojat a PLINK[88] program ,dosage data analysis” funkciéjaval szamitottuk ki,
a p-értékeket a METASOFT program binaris-hatas metanaalizisével [170] kombinaltuk,
amely a random-hatids metaanalizis egy nagyobb statisztikai er6vel bird valtozata.

A gén-alapu asszociaciokat a varidns statisztikakbol az ,,SNP kombindlé” HYST
[69] modszerrel kalkulaltuk, amelyet a KGG [171] program implementalt, és amelyet
részletesen ismertettiink a modszertani bevezetében. Az asszociaciok hataserdsségének
becslésére, a génrégiokra particionalt, fogékonysagi skalan kifejezett, genomikus
heritabilitast is kiszamitottuk a GCTA [20,172] algoritmusaval. Az eredmények jobb
értelmezése  érdekében, a mintdinkon elemzett gén-alapti asszociaciok —poszteriori
statisztikai erejének hatarértékeit iS megbecsiiltik a KGG programmal, a HYST teszt
tekintetében optimalis és szuboptimdlis hipotetikus génszerkezettel, valamint a BDNF
gén valos genotipusa alapjan.

A vizsgalatunk masodik elemzése a harom kandidéns lista klasszikus GPRS, és
egy bayesi megkozelitésti poligénes predikcids modszer Gsszehasonlitasa volt, a nagyobb
elemszami MDD mintat fejlesztd, és a kisebb bipolaris mintdt validalo mintaként
hasznalva. A klasszikus GPRS elemzést a PRSice program [173] alapbeallitisanak
paramétereivel: 250 kilobazis csuszo ablakkal és 2 < 0,1 kapcsoltsaggal futtattuk, az
optimalis pt kiiszobértéket a PRSice algoritmusa hatdrozta meg, a modell illeszked ési
mutatdi szerint. Ezzel hasonlitottuk 0ssze az LDpred program [70] bayesi statisztikan
alapulo predikciojat, amelynek alapjait részletesen ismertettlink a moddszertani
bevezetOben. Az LDpred elemzés elsé Epésében, a fejlesztd ¢és validalo mintak

koordinacidja soran, kizirtuk a nem egyértelmii aléllal biré markereket, ezzel 13313,

53



DOI:10.14753/SE.2017.2044

1953, ¢és 973758 markerre csokkentve a harom Génlista méretét, amely 1, 4 és 324 LD-
radiusznak felelt meg az N/3000 formula alapjan. Az LD-radiuszok ismeretében, az MDD
mintin meghataroztuk a kauzalis frakciok egyenletesen eloszlo kiiszobértékeihez (P <
0,001, <0,003, <0,005,<0,01, <0,03,<0,05,<0,1,<0,3,<0,5, P<1) tartozd poszterior
PRS értékeket, majd a bipolaris mintdn a legjobb kalibracioju és pontossaga modellt
validaltuk.

3.2. A masodik vizsgilat médszerei

3.2.1. Minta, fenotipus

Masodik vizsgalatunkba harom fliggetlen mintdt vontunk be, amelyeket
kétlépcsos (feltird6 minta— validaldé minta) szerkezetben elemeztiink. Kutatdsunk feltard
mintajat a SCHIZOBANK vizsgalat 16 eset - tridja alkotta, a triokat egy-egy DSM-IV
szkizofréniaval diagnosztizalt utéd és a szkizofréniaval nem diagnosztizalt sziilok
alkottdk. A SCHIZOBANK vizsgalat 18 és 60 év kozotti, szkizofréniaval diagnosztizalt
beteg €s egészséges kontroll személyek mintdjanak biobankolasara jott létre, a kizarast
sulyos komorbid neurologiai  betegség, mentdlis retardacid, koponyatrauma,
bevalasztaskor fennallo, aktiv droghasznalat és alkoholabuizus ¢és alkoholfliggdség
jelentette. A SCHIZOBANK teliles mintdjanak vizsgalati alanyai 0t centrumb6l
(Debreceni Egyetem Pszchiatriai Klinka, Szegedi Tudomanyegyetem Pszichidtria
Klinka, a Semmelweis Egyetem Pszichidtriai és Pszchoterapias Klnika, a budapesti
Nyird Gyula Koérhaz 1. Pszchiatriai Osztalya és a miskolci Borsod-Abatj-Zemplén
Megyei Korhaz és Egyetemi Oktatokorhdz Pszichidtriai Osztalya) kertiltek bevondsra,
vizsgalatunkban elemzett 16 tri6 dont6 tobbsége (N = 12) azonban a SE Pszichiatriai és
Pszichoterapias Klinika szkizofrénia miatt gondozott paciensei és szilei kozil keriilt ki
A DSM-1V szkizofrénia diagnézisat a Structured Clinical Interview for DSM-1V Axis |
Disorders (SCID-I) strukturalt diagnosztikus interju  segitségével allitottuk  fel,
leggyakoribb diagnozis a nem differencialhatd szkizofrénia volt (N = 10). A vizsgalati
személyek teljeskorli tajékoztatds utan, frasos beleegyezést kovetden vettek részt a
vizsgalatokban. A vizsgdlatok az Egészségiigyi Tudomanyos Tandcs Tudomanyos €s

Kutatasetikai Bizottsag (ETT TUKEB) ¢és a Semmelweis Egyetem Etkai Bizottsagdnak
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jovahagyasaval torténtek. A kutatast az Egészségtudomanyi Tanics Tudomanyos &s
Kutatasetikai Bizottsaga engedélyezte.

Vizsgalatunk replikacios mintaja, az NCBI dbGaP két szkizofrénia eset-kontroll,
telles-genom  asszociaciés  vizsgalatabol — szarmazott. A mintdk  bevondsa a
munkacsoportunk  GAIN ¢és JAAMH DAC altal jovahagyott, ,Project#2862:
Endophenotypes in affective and psychotic disorder spectra: a cross-disorder analysis”
kutatasi projektje részeként valosult meg. A GAIN Genome-Wide Association Study on
Schizophrenia (GAIN SCZ, azonosito: phs000021.v3.p2, N = 2787) és a Molecular
Genetics of Schizophrenia (MGS SCZ, azonositd: phs000167.v1.pl, N = 2935) [6,174—
176] eurdpai szarmazasu résztvevoibél vontuk Ossze a teljes replikacios mintat (N =5722,
Nscz = 2723, Nkont = 2725, és 274 ismeretlen fenotipusi egyén). A szkizofrénia
diagnézisanak felallitisara, mindkét mintaban, legalabb két gyakorlott klinikus
egybehangzo vizsgalati lelete alapjan keriilt sor. A bevalasztasi és kizarasi kritériumok
mindkét vizsgalatban megegyeztek. Bevalasztdsra azon 18. életévikket Dbetoltott,
szkizofrénia vagy szkizoaffektiv zavar DSM-IV kritériumait teljesitd alanyok kertiltek,
akiket a vizsgalat szervezoi legalabb 2 éve ismertek. Kizarasi kritériumok kozé az angol
nyelv nem elégséges ismerete, EEG abnormalitasok, sulyos mentalis retardacio, illetve
ha a pszichotikus tiinetek kizardlag szerhasznalat vagy neurologiai betegség
kovetkeztében éptek fel.

3.2.2. Genotipizalas, exom szekvenalds, imputacio

Az exploracios mintank genomjain teljes-exom szekvenalast (whole-exome
sequencing, WES) hajtottunk végre, 0j generaciés szekvenalast biztostd lllumina
HiScanSQ platformon, a hidamplifikacibhoz NimbleGen SeqCap EZ Human Exome
Library v3.0 konyvtarakat hasznaltunk. A szekvenalas soran 100 bazispar hosszi,
parositott végli adaptereket hasznaltunk, az olvasasi szakaszokat a Q30 sztenderdek
szerint szlirtik, és a hgl9 referencia human genomhoz illesztettik. A 48 minta olvasasi
szakaszait a Burrows-Wheeler Aligner szoftver [177] segitségével épitettikk Ossze. A
variansok méréséhez és Ujrakalibralasahoz a Samtools szoftvert [178] hasznaltuk, a
variansok annotaciojat az ANNOVAR[179] és a KGGseq [180], min6ségkontrolljat
pedig a KGGseq programmal végeztik. Az exomok atlagos lefedettsége 27 és 46 kozott
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valtozott, a teljes mintdn 246.245 varianst mértiink. A mindségellendrzés Iépései soran
Kisziirtik: 1. a 20 alatti genotipus Phred-ponttal, vagy 5 alatti lefedettséggel bird
genotipusokat, 2. a mendeli hibat jelenté genotipusokat, 3. a 20 alatti varians Phred-
ponttal, vagy 40 alatti mapping minéségponttal bird variansokat, 4. a singleton
variansokat ¢€s a csak szil61 genotipussal rendelkezd variansokat, 5. a kettonél tobb
aléllal rendelkezd varidnsokat, 6. a varidnsok atlagdnal 2 sztenderd deviacioval tobb
hidnyz6 genotipustt variansokat, 7. a minta atlaginal 2 sztenderd deviacioval tSbb
hidnyzd genotipust alanyokat. A mindség-ellendrzés kritériumait 120.719 SNV vagy
indel varians teljesitette.

A vizsgalatunk replikaciés mintajat alkotd szkizofiénia GWAS mintdk (GAIN és
MGS SCZ) gylijtése és genotipizalasa azonos modszerekkel tortént, ezért a tovabbiakban
Osszevontan targyaljuk Oket. Az izolalt DNS mintat Affymetrics Genome-Wide 6 chippel
genotipizaltdk, amely megkdzelitdleg 1 millid markert hibridizdl. Az SNP mérést az
Affymetrix Power Tools Birdseed algoritmusaval végezték el A genotipizalast kovetd
mindségellendrzEs soran kisziirésre keriiltek: 1. az extrém alacsony vagy magas ardnyban
heterozigdta lokuszt hordozo mintak ( <0,26, vagy 0,285<), 2. 97% alatti mérési arannyal
bird mintak, 3. tdl ritka markerek (MAF <0,01), 4. 95% alatti mérési aranyt mutato SNP-
k, 5. a kontroll mintakon a Hardy-Weinberg egyensulytol tulzottan deviald markerek (p
< 10°%), 6. szignifikdns lemezhatast mutatd6 SNP-k (egy lemez esetén p < 108, vagy tobb
lemez esetén p < 104), 7. duplikalt mintak kozott kettdnél tobb eltérést mutatd6 SNP-k. A
sziirési feltételeknek a GAIN és MGS SCZ adatbazisban 5722 minta és 729454 SNP felelt
meg.

Az adattisztitds Iépései soran kizartuk: 1. a 98% alatti mérési ardnyt mutatd
markereket, 2. a 98% alatti mérési arannyal bir6 mintakat, 3. a hianyzo fenotipust
mintadkat, 4. az ADMIXTURE populaciés szerkezet-elemzésével nem eurdpai
szarmazasuként azonositott mintakat, ¢és 5. a PLINK IBD analizis szerint rejtett
rokonsagban allo egyéneket. Az adattisztitas kritériumainak 5337 minta (Nscz = 2632,
NkonT =2705) és 716.923 SNP felelt meg.

Az exploracios minta és a replikdciéos minta jelentdsen kiilonb6z6 genotipizalasa
miatt kevés kozos markerrel rendelkeztek (9366 SNP), ezért tervezett Osszehasonlitd
elemzésiik érvényességét biztositandd, a GWAS mintdk imputicidjaval emeltik meg a
mintak  kozotti atfedést. Mintdinkat az IMPUTE2 programmal imputiltuk, a 1000
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Genomes Phaselv3 referenciagenom alapjan. Az imputaciohoz mmtdink genomikus
koordinatait a genotipizdlt hgl8-r6l hgl9-re konvertaltuk a lftOver program
alkalmazasaval, ¢s a SHAPEIT szoftver segitségével meghataroztuk kromoszomalis
haplotipusalléljaikat. Az imputaciot kovetden csak a legjobb mindségili, biallélik us
variansokat tartottuk meg (imputdcios valoszintiség > 0,9, mformaciomutato > 0,9,
MAF > 0,01). A mindség kritériumoknak 7.942.021 SNV vagy indel varidns felelt meg,
amellyel a mintdk kozti lefedettség 22.279 markerre boviilt.

3.2.3. Statisztikai elemzés, annotacid, varians- €s génprioritizacio

Kétlépcsds szerkezetii (exploracios ¢€s replikacios) vizsgalatunk exploracios
Iépcséjében, a teljes-genom hipotézismentes tesztelésével meghataroztuk a replikalando,
legalabb szuggesztiv p-értéket (p<0,1) elér6 géneket ¢és génszetteket. A masodik
Iépcsében mar csak a replikaciora jelolt géneket és génszetteket teszteltiik, korrigalva p-
értékeiket az adott hipotéziscsoport Osszes elvégzett exploracids és replikacios tesztjének
szamara. A vizsgalatunk harom, részben egymasra ¢Epiild elemzésre tagozodott:
1. a multilokusz tesztekhez sziikséges teljes-genom varidns asszociaciok kiszamitasa
mindkét tesztmintan az additiv modell szerint, exploraciés Iépésben transzmisszids
elemzEést, a replikacios lépcsdben a fo zavard hatasokra kontrollalt logisztikus regressziot
alkalmaztunk.

2. a varians asszociaciok kombinaciojabol, teljes-genom, gén- és génszett-alapu
asszociaciok ¢és feldusuldsok elemzése az exploracios mintan, €s a szuggesztiv
asszociaciok  hipotéziscsoportra  korrigdlt  validdldsa a  replikdciés  mintdn,
3. predikcios algoritmusokkal prioritizalt variansok és génjeik meghatarozasa, és
funkcionalis annotacidik klaszterezése mindkét mintdn. Tekintettel az exploracios minta
alacsony elemszamara, a kétlépcsds vizsgalatokban jellemzd nomindlis o = 0,05 helyett,
az elsé Iépcsében mar o = 0,1 kiiszobértéket elérd asszociaciok is a replikacidés lépcsébe
keriiltek. A tObbszordés Osszehasonlitds korrekciojat minden esetben a replikacidos
Iépésben végeztik, az egyes multilokusz modszerek szerinti hipotéziscsoportok nak
megfelelden, a csoportba tartozd exploracidos és replikacids tesztek Osszesitett szdma

szerinti Bonferroni-korrekcioval. A gén-alapi hipotéziscsoport 17.600, a génszett-

57



DOI:10.14753/SE.2017.2044

asszociaciok 1107, a génszett-feldtsulas 1107, a funkciondlis annotacios klaszterelemzés
pedig 927 tesztelt hipotézist tartalmazott.

A variansok asszociacidos elemzését mindkét mntan additiv  6roklési modell
szerint végeztik. Az exploracids, eset-trid alapti mintdban, a minta alacsony elemszdmara
tekintettel, az inkomplett genotipusu triokat is hasznalni képes, Family-Based
Association Test (FBAT, Laird et al. 2000) elemzést végeztink. Az alacsony elemszam
miatt, az FBAT statisztika szamitisdhoz minimalisan sziikséges, informativ triok szamat
a javasolt 10-r6l 4-re csokkentettiik, a teszt érvényességét maximalisan 100.000 ciklusu,
adaptiv permutacioval biztositottuk. A minta 120.719 biallélikus SNV vagy indel
variansabol 66.737 mutatott additiv transzmissziot minimalisan 1 informativ csaladban,
legalabb 4 informativ csaladban pedig csak 29.821 varians fordult eld.

A minta megfeleld nagysaga miatt, a validalis soran a bemeneti SNP
asszociacibkat a PLINK szoftver additiv oroklésmenetet modellez6, logisztik us
regressziojaval szamitottuk, kovariansokkal kontrolldlva anem, az életkor és a populacids
stratifikaci6 zavard hatasat. A populacios szerkezet torzitdé hatasit a GWAS minta
genetikai variancidgjanak fokomponenseivel Kkorrigaltuk. A fOkomponens elemzést a
FlashPCA [182] szoftverrel, a populaciotdl szElséségesen devialdo mintak kizarasaval, a
genotipizalt, fliggetlen (r?<0,2) markerek variancidjabol szamitott genetikai tavolsagi
matrixon végeztik. A sajatértékfliggvény ¢és a kumulativ kifejezett varianciafiiggvény
mnflexidos pontja alapjan valasztottuk ki a populaciés kovariansként haszndlando
fokomponenseket, e modszer az elsé 5 fokomponenst azonositotta. A replikacios minta
SNV-alapt asszociacioit a PLINK szoftverrel szamitottuk.

A gén- és génszett-alapt analiziseket a KGG program 3.5 verzidjaval végeztiik,
amely a variansok egyedi asszociacids statisztikait a kapcsoltsagi mutatok alapjan
kombinalva szamitja a régi6-alapi asszociaciot és a feldisuldsi teszteket. A gén-alapt
asszociaciokat a KGG GATES tesztjével elemeztiik, amelyet részletesen ismertettiink a
modszertani bevezetOben. A vizsgalt gének hatarait a GENCODEv19 kiaddsaban
rogzitett koordindtdkhoz képest, mindkét ranyban 5 kilobazis méretben kiterjesztve
hataroztuk meg. A GENCODE annotaciok az exploracios mintdn 15.795, a replikacios
mintan pedig 51.366 gént és transzkriptet azonositottak.

A kanonikus utvonalak ¢és a pozicionalis génszettek asszocidciojat é€s feldisulasat

az MSIGDB V5.2 [107] c2.cp illetve cl adatbazisai alapjan elemeztik. Az tutvonalak
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méretébdl eredd torzitds minimalizalasa céljabol az elemzést 10-500 gén méretli
utvonalakra korlatoztuk. A tesztekhez szikkséges kapcsoltsagi paramétereket a 1000
Genomes Phaselv3 kiadasanak europai leszarmazasu (N = 379) haplotipusaibol
szamitottuk. Az MSIGDB V5.2 cl pozcionalis adatbazis 326 nem atfedd génszettjébdl
248 felelt meg a méretbeli kritériumoknak. A kanonikus utvonalak jelent6s mértéki
atfedései miatt, a redundanciat a ReCiPa [183] algoritmusaval kontrollaltuk, 0,85
maximalis és 0,1 minimalis atfedési paraméterekkel Az MSIGDB 1329 kanonikus
utvonalabol a ReCiPa algoritmusa 541 nem atfedé kanonikus utvonalat, és az atfedok
kombmacidjaval 122 Un. ,szuperttvonalat” (Superpathway), vagyis Osszesen 663
utvonalat defimialt. A génszett-elemzés metodologiai ajanlasait kovetve, két kiilonbdzo
statisztikai modszert alkalmaztunk: a KGG o6nalld (nem-kompetitiv), régid-alapu
asszociacios HYST tesztjét, valamint a kompetitiv jellegli Wilcoxon eldjeles
rangszamOsszeg  feldusuldsi tesztet. Mindkét tesztet részleteiben ismertettik a
modszertani bevezetdben.

A funkcionalis annotacios klaszterek meghatarozasat az online elérhetd Database for
Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) 6.8 verzidjaval [109]
végeztik, az informacidé maximilasa érdekében az alapbeallitas annotdcios forrdsait
kiegészitettiik: 1. az ontologiai kategériabdl ,Jeggyakrabban hasznalt terminol6 gia”
(Frequently Accessed Terms: GOTERM_FAT) adataival, 2. az altalinos annotacios
csoportbol a kromoszoma, a citogenetikai sav ¢és a hivatalos gén szimbdlum
annotacioival, 3.az Utvonalak kategdriabol pedig a REACTOME kanonikus utvonalaival.
Az annotacids klaszterelemzés alapjat jelentd feliilreprezentacios (ORA) teszt bemeneti
génlistajat, mindkét mmntdban azonos algoritmus szerint prioritizalt rizikdgének”
alkottdk, az ORA teszt hattereként pedig a mintdkban lefedett gének szolgaltak.
Rizkdgénként a KGGseq mendeli [184], illetve regulatoros [185] predikcidja alapjan
patogén, vagy az EIGEN [186] spektralis algoritmusaval funkcionalis (EIGEN-pont >
1,25) , illetve a KGGseq alternativ splicing annotacidja alapjan splicing modositast
valoszintisitd, emellett legalabb szuggesztiv p-értékkel asszocialodd (exploracios minta:
p < 0,1, replikidciés minta: p < 0,05) variansok génjeit defnidltuk. Az exploracids
mintdban, a kombmalt predikcidos algoritmussal 441 valosziniisithetden funkcionédlis
varianst és 402 gént valasztottunk ki, mig a replikacios GAIN-MGS mintdban 3941

potenciondlisan funkciondlis varidnst, ¢és ezeket tartalmazo1785 prioritizalt gént
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hataroztunk meg. A prioritizalt variansok és gének tekintetében egyarant alacsony volt a
mintak kozti atfedés (kozos ,rizikovarians™: 23, ,rizikdgén75), amely az exploracios
minta prioritizalt varidnsainak 5,21%-4t és génjeinek 18,66%-4t jelentette. Az ORA teszt
hattere az exploracidos mintdban 14.618 gént tartalmazott, a replikacios mintaban pedig
38.940 gént. A DAVID klaszterez0 algoritmusat az alapértelmezett (kozepes) szigorusagi
fokon hasznaltuk. A klaszterek nominalisan szignifikans kiiszobértékét a ES = 1,3 (-logio
0,05) pontban hataroztuk meg, de a szerz6 ajanlasait [108] kovetve, a kis elemszamu
exploracios mintdnkon az ES > 1,2 értékkel rendelkezd klasztereket is exploraltuk.
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4. Eredmények
4.1. Az elsd6 vizsgalat eredményei
4.1.1. Régio-alapu statisztikai erd

Vizsgalatunk régio-alapti szimuldlt statisztikai ereje, a HYST-teszt szempontjabdl
optimalis (n =12 DSL Iokusz, MAF>0,05, LD-blokk 1> =0,8) és kedvezbtlen (n =1 DSL
lokusz, MAF < 0,01, LD-blokk 12 = 0,25) paraméterek fliggvényében, széles skalan
mozgott. A statisztikai erd szimulalt hatarértékei OR = 1,2 DSL Iokuszt tartalmazd gének
esetében 0,05-0,70 kozott valtozott a GAIN bipolaris mintan, 0,08-0,74 kozott a GAIN
MDD mmntdn ¢és 0,06-0,94 kozott a metaanalizisben kombmalt mintin. A BDNF gén
nominalis asszocidcidjanak kimutatdsdnak megfeleld poszterior statisztikai erd, DSL OR
= 1,2 kauzativ lokuszt feltételezve 0,16-0,29 kozott valtozott a GAIN bipolaris mintdn
(2A. abra) ¢és 0,22-0,29 kozott a GAIN MDD mmntan (2B. abra) a DSL l6kuszok

szamatol fliggben (n = 1-3).
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2. abra. A BDNF gén nominalis régio-alapii asszociacidojanak megfeleld szimulalt
poszterior statisztikai er6 a GAIN bipolaris (A) és major depressziv zavar (B) mintakban
a feltételezett DSL l0kuszok szama, esélyhanyada, ¢és a statisztikai teszt fliggvényében.
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4.1.2. Gén-alapt asszociaciok ¢€s a gén-régiokhoz tartoz6 genomikus heritabilitas

A korrelacios génlista (Génlistal) régid-alapu asszociacioi és a gének szerint
particiondlt genomikus heritabilitas (h?) értékei a 3. tablazatban lathatok. A GAIN MDD
mintdn az NTRK2 gén asszociacidja volt a legerésebb (p =0,0002, h*=0,01), ezt kovette
az NXPH1 (p=0,012, b = 0,014), a GRIA3 (p=0,017, h*=0,016), a DICERI (p=0,032,
h?=0,006) és az SPTLC1 (p=0,041, h?=0,006) gének asszociacidi.

A GAIN bipolaris mintdban nomindlisan szignifikdns asszociacidokat észleltiink a
hsa-miR-195 (p=0,017, h*=0,003), a CD44 (p=0,019, h*=0,009) és a DICERI (p=0,034,
’=0,004) gének esetében. Ugyanakkor a kombindlt elemzésben ismét az NTRK2
(p=0,002), a GRIA3 (p=0,011) és a DICERI (p=0,046) gének p-értekei Ilépték at a
nominalis kiiszobot (0=0,05). A tobbszords 0sszeghasonlitds korrekcidja utan egylk gén
asszociacidja sem maradt szgnifikans, kivéve az NTRK2 gént az MDD mintdban
(Peorr=0,014).

Mivel a szuicid magatartas a GWAS mintak f0 fenotipusanak részhalmazat képezi,
ezért az szignifikans asszociaciok validitasanak bizonyitdsa is szikségesé valt. Ennek
érdekében, a nomindlisan szgnifikdns gének, és a mintdk fO fenotipusai kozotti
asszociacioit is teszteltik, az egészséges kontrollokat is tartalmazo, telies GWAS mintan.
Feltételeztik, hogy ha a gének valdjaban a szuicid magatartist is tartalmazo
hangulatzavarral korreldlnak, akkor a minta megnovelésével felerdsodnek az
asszociaciok. Ezzel szemben, a mintak {0 fenotipusaival egylk gén sem mutatott
szignifikdns asszociaciot az MDD és az NTRK2 gén asszociacidjan kivii, azonban itt is
az asszociacid jelentds gyengiilését tapasztaltuk (pmpp=0,04 vs pszic=0,0002), amely az
eredmények érvényességét igazolja

A DICERI1 ¢és az NTRK2 SNP markereinek funkciondlis annoticija a 4-5.
tablazatban lathatd. Bar a nomindlisan szignifikans markerek kozott egylkk sem
fehérjekodold, szdmos SNP esetében valoszintisithetd szabéalyozd funkcid. Az ENCODE
projekt [187] 6 immortalizalt sejtvonalanak, konzisztens kromatin szegmentacioja, illetve
DNasel Hiperszenzitivitdas (DHS) csucsai [188], és a human asztrocita kromatin allapota
alapjan promoter, enhanszer vagy DHS Iokuszként annotalhatok. A 6 sejtvonal
konzisztens jelei a szovetektdl fliggetlen, transzkripciot szabalyozd elemek, mig a humén

asztrocita kromatin-allapota a neuron-specikfikus szabdlyozo I6kuszok azonositasaban

mformativ. A DICERI gén markerei koziil, két, egymassal szorosan kapcsolt DHS SNP
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(rs1209904 ¢s rs1187655) mindkét mintdban azonos irany, nomindlisan szignifikans
asszociacidjat észleltiik, mikdzben rs1187646, rs11851369 és rs7157322 SNP-k csak az
egylk mintdban bizonyultak szignifikdnsnak, dea masik mintaban is hasonlo OR értékkel
birtak. Az NTRK2 szignifikans markerei tobbnyire mintaspecifikusak voltak, egy kozos
szignifikdns varidns-alapi asszociacidt sem észleltiink, ugyanakkor a nominalisan
szignifikdns markerek kozel negyede (35/149 = 23%) epigenetikai szabalyozd funkcidval
rendelkezhet.
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3. tablazat. A szuicid magatartashoz kapcsolhatd gének régio-alapu asszociacidja ¢€s
fogékonysagi skalan kifejezett genomikus heritabilitisa a bipolaris (BIP), major

depressziv (MDD), és a kombinalt mintan.

. R BIP MDD Kombinalt
Gén Lokalizacio | #SNP p-érték (h?) p-érték (h?) p-érték
ACP1 2p25 431 0,319 (0,002) 0,713 (0,000) 0,483
ANK3 10g21 | 2040 | 1,000 (0,000) 0,687 (0,000) 0,981
BDNF 11p13 107 | 0,850 (0,000) 0,907 (0,000) 0,957
CACNAIC 12p13.3 | 1228 | 0,796 (0,000) 0,689 (0,003) 0,711
CD44 11p13 269 | 0,019 (0,008) 0,749 (0,000) 0,137
CYTH3 Tp22.1 199 | 0,725 (0,001) 0,925 (0,000) 0,919
DICER1 14g32.13 88| 0,035 (0,004) 0,032 (0,006) 0,025
DSC2 18q12.1 46 | 0,488 (0,001) 0,604 (0,000) 0,570
FKBP5 6p21.31 289 | 0,992 (0,000) 0,158 (0,002) 0,930
FOXN3 14g31.3 961 | 0,643 (0,000) 0,998 (0,000) 1,000
GDA 9g21.13 395 | 0,082 (0,009)* 0,958 (0,000) 0,239
GFRAI 10g26.11 532 0,353 (0,001) 0,625 (0,000) 0,502
GRIA3 Xq25 387 | 0,883 (0,000) 0,017 (0,016) 0,015
GRIK?2 6ql16.3 | 1736 | 0,061 (0,024)* 0,663 (0,000) 0,164
hsa-miR-185 22q11.21 24| 0,814 (0,000) 0,852 (0,000) 1,000
hsa-miR-195 17p13.1 14| 0,017 (0,003) 0,999 (0,000) 0,054
hsa-miR-30a 6pl3 22 | 0,534 (0,000) 0,305 (0,000) 0,158
hsa-miR-491 9p21.3 17 | 0,986 (0,000) 0,336 (0,002) 0,597
IFNLR1 1p36.11 74| 0,813 (0,000) 0,707 (0,000) 0,965
KIAA1244 6q23.3 446 | 0,300 (0,001) 0,320 (0,004) 0,348
MARCHI1 4q32.2 | 1532 0,766 (0,000) 0,971 (0,000) 0,965
MBNL?2 13g32.1 324 | 0,158 (0,002) 0,779 (0,000) 0,576
NTRK?2 9q22.1 838 | 0,963 (0,000) | 0,0002* (0,01)* 0,002
NXPHI 7p22 | 1032 | 0,959 (0,000) 0,012 (0,014)* 0,192
PAPLN 14q24.2 129 | 0,911 (0,000) 0,763 (0,000) 0,981
PRKCE 2p21 | 1527 0961 (0,000) 0,241 (0,018) 0,694
RGS18 1g31.2 44 1 0,437 (0,001) 0,546 (0,000) 0,801
RGS2 131 14 | 0,332 (0,002) 0,163 (0,000) 0,351
SATI Xp22.1 29 | 0,420 (0,000) 0,196 (0,000) 0,275
SLC4A4 4921 540 | 0,707 (0,000) 0,930 (0,000) 0,901
SPTLCI 9q22.2 296 | 0,503 (0,000) 0,041 (0,005) 0,106
SRSF11 1p31 67 | 0,912 (0,000) 0,484 (0,000) 0,650
TMEM132C 12q24.32 | 1089 | 0,287 (0,000) 0,807 (0,001) 0,829
TUBGCP3 13q34 284 | 0,876 (0,000) 0,974 (0,000) 0,968
ZNF804A 2q32.1 | 1027 | 0,897 (0,000) 0,944 (0,000) 1,000

* p-érték szignifikdns hipotéziscsoport szerinti korrekci6 utan
a a génhez tartozd genomikus heritabilitds szignifikinsan nagyobb nullinal (h? > 0)

jegyzet: h?2 = (V(G)/Vp_L : a fogékonysag (liability) skalan kifejezett genomikus heritabilitas
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4. tablazat. A DICER1 gén nominalisan szignifikans markereinek epigenetikai funkcionalis annotacidja a GAIN major depressziv zavar
(MDD) és bipolaris zavar (BIP) mintakon.

99

BIP | BIP | BIP | MDD | MDD | MDD | KonzsztensDHS |\ hoin slapot
SNP BP MAF | OR | pérték | MAF | OR | pértek | CSucs eskromatin (asatrocita)
sze gmentacio
rs12882291 95626054 0.223 1108 3.40E-01 0.241 1358  4.83E-03 - Gvenae Enhanszer
rs11851369 95624926 0,205 1,115 3,30E-01 0,224 1,34 9,38E-03 PROMOTER Gyenge Enhanszer
rs74076802 95589285 0,197 1,214 8,65E-02 0,215 1,337  1,07E-02 DHS Gyenge Enhanszer
rs1187655 95565556 0.224 1,282 2,12E-02 0.244 1,306 1,59E-02 DHS Gvenae Enhanszer
rs1209904 95563712 0,224 1,282 2,11E-02 0,244 1,306 1,59E-02 DHS Gyenge Enhanszer
rs7156553 95612231 0,195 1,186 1,33E-01 0,216 1311 1,73E-02 - Gyenge Enhanszer
rs17784006 95561608 0,087 0,868 4,27E-01 0,099 063  187E-02 - -
rs79824073 95576968 0,087 0873 4,46E-01 0,099 0631  1,89E-02 - -
rs34487929 95589261 0,194 1,197 1,12E-01 0,214 1303  1,98E-02 DHS Gyenge Enhanszer
rs2275182 95581899 0,195 1,203 1,03E-01 0,214 1303  1,98E-02 - Er6s Enhanszer
rs77538246 95565200 0,087 0873 4,44E-01 0,099 0,634  1,99E-02 - -
rs12890506 95606785 0,194 1,189 1,27E-01 0,214 1302  2,07E-02 DHS Gyenge Enhanszer
rs12890241 95597540 0,195 1,189 1,27E-01 0,214 1301  2,09E-02 - Er6s Enhanszer
rs6575499 95622200 0,195 1,179 1,46E-01 0,214 1,301  2,11E-02 PROMOTER Inaktiv Promoter
rs11160231 95611297 0,195 1,195 1,16E-01 0,217 1298 2,18E-02 - Gyenge Enhanszer
rs75901131 95626714 0,174 1,111 3,77E-01 0,185 1309 2,45E-02 - Gyenge Enhanszer
rs76051421 95551554 0,198 1,202 1,00E-01 0,22 1282  2,78E-02 PROMOTER Er6s Enhanszer
rs148499550 95623594 0,095 1215 2,25E-01 0,087 0641 296E-02 DHS PROMOTER Aktiv Promoter
rs66633849 95567026 0,089 1,262 155E-01 0,082 064  328E-02 - Gyenge Enhanszer
rs17091818 95567299 0,089 1,262 155E-01 0,082 064  3,28E-02 - Gyenge Enhanszer
rs55819369 95569019 0,09 127 144E-01 0,083 0643  3,29e-02 - Erés Enhanszer
rs10498642 95588539 0,088 1,268 145E-01 0,081 0641  3,34E-02 DHS Gyenge Enhanszer
rs67737119 95591070 0,088 1,257 1,63E-01 0,081 0,643  3,48E-02 - Er6s Enhanszer
rs2282265 95559858 0,089 1264 152E-01 0,081 0642  3,50E-02 - Er6s Enhanszer
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NP ap BIP | BIP | BIP | MDD | MDD | MDD gfl’c‘i'zitlfr”;n?a';ﬁ Kromatin-llapot
MAF OR p-érték | MAF OR p-érték oy (asztrocita)
sze gmentacio
rs1953535 95596279 0,088 1259 161E-01 0,081 0644  3,60E-02 - Er6s Enhanszer
rs7146983 95610878 0,087 126 1,60E-01 0,081 0644  3,60E-02 - Gyenge Enhanszer
rs8006416 95617062 0,087 126 161E-01 0,081 0644  3,62E-02 - Gyenge Enhanszer
rs3742330 95553362 0,09 1,263 1,49E-01 0,082 0647  3,63E-02 PROMOTER Erés Enhanszer
rs55874297 95593957 0,088 1,257 1,63E-01 0,081 0645  3,64E-02 DHS Gyenge Enhanszer
rs11629124 95600072 0,088 1,259 161E-01 0,081 0645  3,65E-02 DHS Gyenge Enhanszer
rs4905282 95598665 0,087 1,258 1,64E-01 0,081 0645  3,66E-02 - Gyenge Enhanszer
rs2297730 95578675 0,09 1,301 1,05E-01 0,083 0,654  3,84E-02 - Erés Enhanszer
rs17091810 95564538 0,09 1,302 1,05E-01 0,083 0,654  3,84E-02 - Gyenge Enhanszer
rs67981103 95549402 0,091 1,285 1,20E-01 0,082 0,652  3,88E-02 - Gyenge Enhanszer
rs67822993 95587355 0,089 1277 1,34E-01 0,083 0,655 3,91E-02 - Gyenge Enhanszer
rs66707045 95548066 0,09 1,265 145E-01 0,083 0,653  3,95E-02 - Gyenge Enhanszer
rs17091808 95564233 0,09 1,264 152E-01 0,082 0,654  4,06E-02 - Gyenge Enhanszer
rs17091855 95619101 0,09 1,305 1,05E-01 0,083 066  4,32E-02 - Gyenge Enhanszer
rs55758041 95594818 0,088 1,278 1,35E-01 0,083 066  4,33E-02 DHS Gyenge Enhanszer
rs66997818 95566108 0,198 1251 542E-02 0,209 1273  452E-02 - Gyenge Enhanszer
rs1187646 95548723 0,315 1377 1,36E-03 0,328 1114  2,96E-01 DHS Gyenge Enhanszer
rs10131275 95579992 0,31 1,37 1,85E-03 0,321 1119  2,77E-01 - Erés Enhanszer
rs7157322 95582544 0,31 1,37 1,85E-03 0,321 1123  2,63E-01 DHS Erés Enhanszer
rs8007729 95580470 0,31 1,368 1,91E-03 0,321 1123  2,63E-01 - Er6s Enhanszer
rs12892375 95585553 0,309 1,367 1,96E-03 0,321 1119  2,78E-01 - Gyenge Enhanszer
rs201176701 95592420 0,308 1,366 2,05E-03 0,32 1118  2,84E-01 - Gyenge Enhanszer
rs4513027 95575414 0,314 1362 2,08E-03 0,328 1106  3,30E-01 - Erés Enhanszer
rs1187634 95627753 0,391 1,259 1,63E-02 0,385 1152  158E-01 - Gyenge Enhanszer
rs1187633 95627797 0,391 1259 1,63E-02 0,385 1,152 1,58E-01 - Gyenge Enhanszer
rs10139161 95600006 0,283 1,284 1,64E-02 0,297 1,096  3,88E-01 DHS Gyenge Enhanszer
rs1953536 95608450 0,283 1,284 1,65E-02 0,297 1,096  3,86E-01 - Gyenge Enhanszer
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NP ap BIP | BIP | BIP | MDD | MDD | MDD gfl’c‘i'zitlfr”;n?a';ﬁ Kromatin-llapot
MAF OR p-érték | MAF OR p-érték oy (asztrocita)
sze gmentacio
rs7145897 95610324 0,283 1283 1,65E-02 0,297 1,096  3,.86E-01 DHS Gvenae Enhanszer
rs8012909 95602659 0,283 1,283 1,65E-02 0,297 1,093  3,98E-01 PROMOTER Gyenge Enhanszer
rs12434687 95613471 0,283 1,283 1,68E-02 0,297 1,096  3,87E-01 - Gyenge Enhanszer
rs12323635 95625711 0,391 1257 1,71E-02 0,385 1,152 157E-01 PROMOTER Gyenge Enhanszer
rs7157100 95619475 0,282 1,279 1,80E-02 0,297 1,095  3,90E-01 - Gyenge Enhanszer
rs75784129 95621132 0,282 1,279 1,80E-02 0,297 1,095  3,90E-01 - Gyenge Enhanszer
rs10587098 95621926 0,282 1,279 181E-02 0,297 1,095  3,90E-01 - Inaktiv Promoter
rs6575500 95622232 0,282 1,279 1,81E-02 0,297 1,095  3,90E-01 PROMOTER Gyenge Promoter
rs56200135 95594687 0,284 1277 1,84E-02 0,297 1,097  3,82E-01 DHS Gyenge Enhanszer
rs11620843 95595654 0,284 1,274 1,99E-02 0,297 1,096  3,85E-01 DHS Erés Enhanszer
rs28564498 95626503 0,168 1,299 3,86E-02 0,144 0,792 1,25E-01 - Gyenge Enhanszer
rs3742331 95625254 0,17 1,297 3,98E-02 0,146 0,797  1,35E-01 PROMOTER Gyenge Enhanszer

Jegyzet: a két mintaban azonos iranyu, nominalisan szignifikdns asszociaciot mutatd, SNP félkovérrel emeltiik ki
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5. tablazat. Az NTRK?2 gén nomindlisan szignifikdns markereinek epigenetikai funkcionalis annotdcidja a GAIN major depressziv zavar

(MDD) és bipolaris zavar (BIP) mintakon.

BIP BIP BIP MDD | MDD | MDD | KonzsztensDHS o ooin diiapot
SNP BP MAF OR | p-érték | MAF OR | p-érték cs:;:ger;g?érgfg'” (asztrocita)p
rs34756138 87279007 0,034 0,959 8,70E-01 0,026 2528 1,10E-04 - Gyenge Enhanszer
rs13292902 87279230 0,034 0,959 8,70E-01 0,026 2528 1,10E-04 - Gyenge Enhanszer
rs13292909 87279242 0,034 0,96 8,70E-01 0,026 253 1,00E-04 - Gyenge Enhanszer
rs13294053 87279291 0,034 0,959 8,70E-01 0,026 2528 1,10E-04 - Gyenge Enhanszer
rs78109009 87279668 0,034 0,959 8,70E-01 0,026 2529 1,10E-04 - Gyenge Enhanszer
rs13288682 87281538 0,034 0,959 8,70E-01 0,026 253 1,00E-04 PROMOTER Gyenge Enhanszer
rs3758316 87282568 0,034 0,959 8,70E-01 0,026 253 100E-04 DHS_PROMOTER Gyenge Enhanszer
rs3758318 87284998 0,035 0,956 8,60E-01 0,026 2533 1,00E-04 DHS PROMOTER Aktiv Promoter
rs45554739 87285237 0,035 0,997 9,90E-01 0,027 241  2,10E-04 PROMOTER Gyenge Promoter
rs3824517 87287171 0,035 0,949 8,40E-01 0,026 2538 1,00E-04 DHS Gyenge Enhanszer
rs35127806 87288173 0,035 0,94 8,10E-01 0,026 2,545  9,70E-05 - Gyenge Enhanszer
rs35087952 87290058 0,035 0,925 7,60E-01 0,026 2561  9,00E-05 - Gyenge Enhanszer
rs35012916 87291558 0,035 0,908 7,10E-01 0,026 2511  1,20E-04 - Gyenge Enhanszer
rs75654661 87291645 0,035 0,908 7,10E-01 0,026 2511  1,20E-04 - Gyenge Enhanszer
rs55811269 87292328 0,06 0,94 7,60E-01 0,052 1677 8,50E-03 DHS Gyenge Enhanszer
rs55923049 87292690 0,06 0,938 7,60E-01 0,052 1677  850E-03 - Gyenge Enhanszer
rs36004043 87293143 0,034 0,899 6,90E-01 0,026 2513  1,20E-04 - Gyenge Enhanszer
rs67725649 87293781 0,06 0,936 7,50E-01 0,052 1677  850E-03 - Gyenge Enhanszer
rs34572907 87294675 0,034 0,897 6,80E-01 0,026 2513  1,20E-04 - Gyenge Enhanszer
rs34389193 87295257 0,034 0,896 6,80E-01 0,026 2514  1,20E-04 - Gyenge Enhanszer
rs75170711 87296294 0,034 0,899 6,80E-01 0,026 2517 1,10E-04 - Gyenge Enhanszer
rs13293643 87296476 0,034 09 6,90E-01 0,026 2518 1,10E-04 - Gyenge Enhanszer
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NP ap BIP BIP BIP MDD | MDD | MDD ﬁiﬂi'iitﬁpén?aT.ﬁ Kromatin-illapot
MAF OR p-érték MAF OR p-érték (. (asztrocita)
sze gmentacio
rs36118278 87296969 0,035 0,902 6,90E-01 0,026 252 1]10E-04 DHS Gyenge Enhanszer
rs36117205 87297157 0,035 0,903 7,00E-01 0,026 2521  1,10E-04 - Gyenge Enhanszer
rs56134320 87298614 0,035 0,909 7,20E-01 0,026 2528 1,10E-04 - Gyenge Enhanszer
rs56102454 87299187 0,034 0,927 7,70E-01 0,026 2544  1]10E-04 - Gyenge Enhanszer
rs35085611 87299715 0,035 0,914 7,30E-01 0,026 2,532 1,00E-04 - Gyenge Enhanszer
rs13302051 87301865 0,035 0,924 7,60E-01 0,026 254  1,00E-04 - Gyenge Enhanszer
rs67624169 87302115 0,06 0,956 8,20E-01 0,052 1669 9,00E-03 - Gyenge Enhanszer
rs35042863 87304165 0,035 0,932 7,90E-01 0,026 25 150E-04 - Gyenge Enhanszer
rs34698491 87305601 0,035 0,937 8,00E-01 0,025 2552 1,10E-04 - Gyenge Enhanszer
rs113414991 87308053 0,035 0,937 8,00E-01 0,025 2,552  1,10E-04 - Gyenge Enhanszer
rs34712720 87310166 0,035 0,938 8,00E-01 0,025 2551  1,20E-04 - Gyenge Enhanszer
rs13283613 87311038 0,035 0,916 7,30E-01 0,026 2415  2,50E-04 - Gyenge Enhanszer
rs67387913 87311853 0,035 0,916 7,30E-01 0,026 2415  2,50E-04 - Gyenge Enhanszer
rs35725744 87314580 0,039 0,915 7,20E-01 0,03 2,132 150E-03 DHS Gyenge Enhanszer
rs13301519 87315834 0,035 0,934 7,90E-01 0,025 255 120E-04 - Gyenge Enhanszer
rs13283268 87316085 0,035 0,938 8,00E-01 0,025 255 1,20E-04 - Gyenge Enhanszer
rs7041260 87318528 0,036 0,954 8,50E-01 0,025 2483  1,80E-04 - Gyenge Enhanszer
rs34121083 87319018 0,035 0,938 8,00E-01 0,025 2538 1,30E-04 DHS Gyenge Enhanszer
rs13290917 87321367 0,036 0,955 8,60E-01 0,026 2,365 350E-04 - Gyenge Enhanszer
rs13288194 87323985 0,035 0,938 8,00E-01 0,025 2,537  1,30E-04 - Gyenge Enhanszer
rs13293362 87325380 0,035 0,937 8,00E-01 0,025 2537  1,30E-04 - Inaktiv Promoter
rs55881710 87327190 0,035 0,937 8,00E-01 0,025 2,537  1,30E-04 DHS Inaktiv Promoter
rs34978260 87328615 0,035 0,937 8,00E-01 0,025 2,537  1,30E-04 - Gyenge Enhanszer
rs10081630 87328898 0,036 0,955 8,60E-01 0,026 2,365 350E-04 - Gyenge Enhanszer
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NP ap BIP BIP BIP MDD | MDD | MDD ﬁiﬂi'iitﬁpén?aT.ﬁ Kromatin-illapot
MAF OR p-érték MAF OR p-érték (. (asztrocita)
sze gmentacio
rs13292542 87330260 0,035 0,937 8,00E-01 0,025 2525 140E-04 - Gyenge Enhanszer
rs55888263 87330966 0,035 0,937 8,00E-01 0,025 2541  1,30E-04 - Gyenge Enhanszer
rs35205599 87331074 0,035 0,937 8,00E-01 0,025 2542  1,20E-04 - Gyenge Enhanszer
rs13293356 87333948 0,035 0,938 8,00E-01 0,025 2548  1,20E-04 DHS Gyenge Enhanszer
rs13284421 87338999 0,035 0,954 8,60E-01 0,026 2478  2,20E-04 - Gyenge Enhanszer
rs71506660 87339760 0,035 0,956 8,60E-01 0,025 2589 1]10E-04 - Gyenge Enhanszer
rs35766327 87340404 0,034 0,957 8,70E-01 0,025 2592  1]10E-04 - Gyenge Enhanszer
rs35147532 87340613 0,034 0,957 8,70E-01 0,025 2593 1,10E-04 - Gyenge Enhanszer
rs200952203 87341411 0,035 0,955 8,60E-01 0,025 2561  140E-04 - Gyenge Enhanszer
rs34926972 87341569 0,035 0,942 8,20E-01 0,025 2573  1,20E-04 - Gyenge Enhanszer
rs67293254 87342041 0,034 0,957 8,70E-01 0,025 2597 110E-04 - Gyenge Enhanszer
rs4877286 87343940 0,034 0,957 8,70E-01 0,025 2,601 1710E-04 - Gyenge Enhanszer
rs4877287 87344022 0,034 0,957 8,70E-01 0,025 2601 1,10E-04 - Gyenge Enhanszer
rs13293214 87345799 0,037 0,935 7,90E-01 0,026 2473  2,20E-04 - Gyenge Enhanszer
rs17379500 87346520 0,034 0,957 8,70E-01 0,025 2,606 1,10E-04 - Gyenge Enhanszer
rs73651112 87347484 0,036 0,948 8,30E-01 0,026 2497  2,00E-04 - Gyenge Enhanszer
rs17087580 87347756 0,039 0,854 5,30E-01 0,026 2476  2,20E-04 - Gyenge Enhanszer
rs71506661 87348062 0,036 0,931 7,80E-01 0,026 2476  2,20E-04 - Gyenge Enhanszer
rs71506662 87348084 0,036 0,931 7,80E-01 0,026 2476  2,20E-04 - Gyenge Enhanszer
rs71506663 87348391 0,034 0,954 8,60E-01 0,025 2,608 1,10E-04 - Gyenge Enhanszer
rs7018602 87350385 0,036 0,916 7,30E-01 0,026 2424  3,00E-04 - Gyenge Enhanszer
rs7039299 87350878 0,036 091 7,10E-01 0,026 2484  2,10E-04 - Gyenge Enhanszer
rs7040077 87351434 0,034 0,93 7,80E-01 0,025 2611 110E-04 - Gyenge Enhanszer
rs71506664 87352027 0,034 0,927 7,70E-01 0,025 2,617  1,00E-04 - Gyenge Enhanszer
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NP ap BIP BIP BIP MDD | MDD | MDD ﬁiﬂi'iitﬁpén?aT.ﬁ Kromatin-illapot
MAF OR p-érték MAF OR p-érték (. (asztrocita)
sze gmentacio
rs17379611 87353874 0,034 0,922 7,60E-01 0,025 2,618  1,00E-04 - Gyenge Enhanszer
rs71506666 87353946 0,036 0,899 6,80E-01 0,026 2488  2,10E-04 - Gyenge Enhanszer
rs17326762 87357451 0,034 0,917 7,40E-01 0,024 2621 1,00E-04 DHS Gyenge Enhanszer
rs75250684 87361440 0,034 0,917 7,40E-01 0,024 2,622  1,00E-04 - Gyenge Enhanszer
rs2889962 87362039 0,036 0,894 6,60E-01 0,026 2492  2,10E-04 - Gyenge Enhanszer
rs1891979 87365866 0,034 0,917 7,40E-01 0,024 2,624  1,00E-04 - Gyenge Enhanszer
rs36060009 87368417 0,036 0,893 6,60E-01 0,026 2465  2,40E-04 - Gyenge Enhanszer
rs57189532 87369508 0,036 0,892 6,60E-01 0,026 2465  2,40E-04 DHS Gyenge Enhanszer
rs71506668 87369568 0,034 0,917 740E-01 0,024 2,625 1,00E-04 DHS Gyenge Enhanszer
rs34847678 87370565 0,034 0,917 7,40E-01 0,024 2,625 1,00E-04 DHS Inaktiv Promoter
rs10512153 87371365 0,034 0,917 7,40E-01 0,024 2,625 1,00E-04 DHS Gyenge Enhanszer
rs11140752 87373318 0,065 1,522 2,20E-02 0,054 1,235 3,00E-01 - Gyenge Enhanszer
rs34632776 87373375 0,034 0,917 7,40E-01 0,024 2,627  1,00E-04 - Gyenge Enhanszer
rs17379953 87376728 0,034 0,917 7,40E-01 0,024 2,627  1,00E-04 - Gyenge Enhanszer
rs17327132 87383571 0,034 0,917 740E-01 0,024 2,633  9,90E-05 - Gyenge Enhanszer
rs12555679 87384174 0,036 0,889 6,50E-01 0,026 2,537  1,60E-04 - Gyenge Enhanszer
rs201701210 87384507 0,033 0,968 9,00E-01 0,024 2,706  8,10E-05 - Gyenge Enhanszer
rs71506670 87385603 0,034 0,905 7,00E-01 0,025 2,653  8,70E-05 DHS Gyenge Enhanszer
rs17087628 87386499 0,036 0,888 6,40E-01 0,026 2539 1,60E-04 - Gyenge Enhanszer
rs34811816 87387192 0,034 0,917 7,40E-01 0,024 2,635 9,80E-05 - Gyenge Enhanszer
rs34184820 87390378 0,036 0,887 6,40E-01 0,026 2543  1,60E-04 DHS Gyenge Enhanszer
rs17327368 87390418 0,034 0,917 7,40E-01 0,024 2,636  9,80E-05 DHS Gyenge Enhanszer
rs71506671 87390805 0,036 0,887 6,40E-01 0,026 2543  1,60E-04 - Gyenge Enhanszer
rs34199097 87391272 0,036 0,887 6,40E-01 0,026 2543  1,60E-04 - Gyenge Enhanszer
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NP ap BIP BIP BIP MDD | MDD | MDD ﬁiﬂi'iitﬁpén?aT.ﬁ Kromatin-illapot
MAF OR p-érték MAF OR p-érték (. (asztrocita)
sze gmentacio
rs34995551 87391445 0,036 0,887 6,40E-01 0,026 2543  1,60E-04 - Gyenge Enhanszer
rs56284394 87391777 0,036 0,887 6,40E-01 0,026 2543  1,60E-04 - Gyenge Enhanszer
rs56355720 87391887 0,034 0,917 7,40E-01 0,024 2,636  9,80E-05 - Gyenge Enhanszer
rs12555159 87394832 0,036 0,895 6,70E-01 0,026 2442  3,00E-04 DHS Gyenge Enhanszer
rs12555182 87395111 0,036 0,895 6,70E-01 0,025 2522  190E-04 DHS Gyenge Enhanszer
rs13287600 87395778 0,036 0,895 6,70E-01 0,025 2522  190E-04 - Gyenge Enhanszer
rs61468746 87395919 0,036 0,895 6,70E-01 0,025 2,522  190E-04 - Gyenge Enhanszer
rs13287010 87396208 0,036 0,894 6,60E-01 0,025 2522  190E-04 - Gyenge Enhanszer
rs10649715 87396326 0,036 0,903 6,90E-01 0,026 2456  2,70E-04 - Gyenge Enhanszer
rs7020597 87396407 0,036 0,893 6,60E-01 0,026 2443  3,00E-04 DHS Gyenge Enhanszer
rs13292400 87397008 0,036 0,893 6,60E-01 0,026 2443  3,00E-04 DHS Inaktiv Promoter
rs17080621 87398104 0,036 0,893 6,60E-01 0,026 2443  3,00E-04 - Gyenge Enhanszer
rs35092125 87398796 0,036 0,893 6,60E-01 0,025 2523  190E-04 - Gyenge Enhanszer
rs17327806 87398906 0,034 0,917 7,40E-01 0,024 2,639  9,80E-05 - Gyenge Enhanszer
rs67208166 87399760 0,034 0,917 740E-01 0,024 2,639 9,80E-05 - Gyenge Enhanszer
rs13289538 87400217 0,036 0,893 6,60E-01 0,025 2,523  190E-04 - Gyenge Enhanszer
rs12552902 87401314 0,036 0,873 6,00E-01 0,026 2443  3,00E-04 - Gyenge Enhanszer
rs35138510 87401351 0,034 0,917 7,40E-01 0,024 2,639  9,80E-05 - Gyenge Enhanszer
rs13301912 87401977 0,036 0,893 6,60E-01 0,026 2443  3,00E-04 - Gyenge Enhanszer
rs13302094 87402136 0,034 0,917 7,40E-01 0,024 2,639  9,80E-05 - Gyenge Enhanszer
rs12552381 87402990 0,036 0,893 6,60E-01 0,026 2443  3,00E-04 - Gyenge Enhanszer
rs12552425 87403399 0,036 0,893 6,60E-01 0,026 2443  3,00E-04 - Gyenge Enhanszer
rs13292008 87404070 0,034 0,917 7,40E-01 0,024 2,64  9,80E-05 DHS Gyenge Enhanszer
rs35565890 87404815 0,034 0,917 7,40E-01 0,025 2556  1,60E-04 - Gyenge Enhanszer
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NP ap BIP BIP BIP MDD | MDD | MDD ﬁiﬂi'iitﬁpén?aT.ﬁ Kromatin-illapot
MAF OR p-érték MAF OR p-érték (. (asztrocita)
sze gmentacio
rs111529362 87408037 0,073 0,99 9,60E-01 0,067 1,719  1,20E-03 - Gyenge Enhanszer
rs78459715 87408053 0,034 0,934 8,00E-01 0,024 2,655  9,70E-05 - Gyenge Enhanszer
rs58425616 87409314 0,077 0,895 5,50E-01 0,069 1,722  1,40E-03 - Gyenge Enhanszer
rs112857149 87409715 0,034 0,97 9,10E-01 0,024 2,765  5/,10E-05 - Gyenge Enhanszer
rs79903316 87420415 0,036 1,093 7,20E-01 0,027 2,67  4,90E-05 DHS -
rs112837959 87423279 0,036 1,091 7,20E-01 0,027 2,664  5,00E-05 DHS -
rs201203220 87426282 0,035 1,085 7,40E-01 0,027 2,657  5,30E-05 - -
rs45596934 87428619 0,038 1,123 6,30E-01 0,029 2481  140E-04 - -
rs138535351 87428807 0,035 1,091 7,20E-01 0,027 2,646  5,20E-05 - Gyenge Enhanszer
rs74356179 87428808 0,035 1,091 7,20E-01 0,027 2,646  5,20E-05 DHS Gyenge Enhanszer
rs76133834 87432137 0,035 1,089 7,30E-01 0,027 2,637  520E-05 - Gyenge Enhanszer
rs55769032 87432715 0,035 1,088 7,30E-01 0,027 2,636  5,20E-05 - Gyenge Enhanszer
rs41511747 87434256 0,035 1,064 8,00E-01 0,027 2,636  5,30E-05 DHS Gyenge Enhanszer
rs17087726 87434460 0,038 1,01 9,70E-01 0,028 2508 1,10E-04 DHS Gyenge Enhanszer
rs77956199 87434782 0,037 1,016 9,50E-01 0,028 2509 1,10E-04 DHS Gyenge Enhanszer
rs78343279 87436081 0,037 1,015 9,50E-01 0,028 2508 1,10E-04 - Gyenge Enhanszer
rs17087734 87437055 0,037 1,014 9,50E-01 0,028 2504  1,20E-04 - Gyenge Enhanszer
rs11140768 87437451 0,037 1,013 9,60E-01 0,028 2503 1,20E-04 DHS Gyenge Enhanszer
rs7049053 87438018 0,037 1,012 9,60E-01 0,028 2508 1,10E-04 - Gyenge Enhanszer
rs112151991 87438199 0,035 1,089 7,30E-01 0,027 2,634  5,30E-05 - Gyenge Enhanszer
rs4877882 87439911 0,037 1,032 9,00E-01 0,028 2,604  5,60E-05 - Gyenge Enhanszer
rs10125445 87441607 0,037 1,025 9,20E-01 0,028 2564  6,50E-05 - Gyenge Enhanszer
rs141337456 87442000 0,037 1,026 9,20E-01 0,028 2561  6,50E-05 - Gyenge Enhanszer
rs77493522 87442207 0,037 1,026 9,20E-01 0,028 2558  6,60E-05 DHS Gyenge Enhanszer
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NP ap BIP BIP BIP MDD | MDD | MDD ﬁiﬂi'iitﬁpén?aT.ﬁ Kromatin-illapot
MAF OR p-érték MAF OR p-érték (. (asztrocita)
sze gmentacio
rs148157946 87442663 0,039 0,987 9,60E-01 0,029 2,533  7,60E-05 - Gyenge Enhanszer
rs10114165 87442791 0,037 1,026 9,20E-01 0,028 2543  7,20E-05 DHS Gyenge Enhanszer
rs10114276 87443187 0,037 1,026 9,20E-01 0,028 2535  750E-05 DHS Gyenge Enhanszer
rs10114941 87443528 0,037 1,026 9,20E-01 0,028 2,537 7,20E-05 - Gyenge Enhanszer
rs200375099 87443908 0,037 1,026 9,20E-01 0,028 2,535  7,30E-05 - Gyenge Enhanszer
rs75619049 87445132 0,037 1,026 9,20E-01 0,028 2532  750E-05 DHS Gyenge Enhanszer
rs4877883 87445806 0,037 1,026 9,20E-01 0,028 2,527  7,70E-05 - Gyenge Enhanszer
rs10512155 87445916 0,037 1,027 9,10E-01 0,028 2527  7,70E-05 - Gyenge Enhanszer
rs60337135 87449367 0,086 1,549 9,50E-03 0,104 1248 140E-01 - Gyenge Enhanszer
rs58748420 87449747 0,087 1,537 1,10E-02 0,106 1,233  1,60E-01 - Gyenge Enhanszer
rs17087753 87450180 0,086 1,554 8,90E-03 0,104 1258 1,30E-01 - Gyenge Enhanszer
rs149120026 87450451 0,086 1,537 1,10E-02 0,104 126 130E-01 - Gyenge Enhanszer
rs11140780 87452780 0,085 1,525 1,20E-02 0,104 1256  1,30E-01 - Gyenge Enhanszer
rs11140783 87454817 0,083 1,486 2,00E-02 0,101 1256 140E-01 DHS Gyenge Enhanszer
rs74899846 87515998 0,077 1435 4,40E-02 0,088 1311 1,00E-01 - Gyenge Enhanszer
rs920776 87538336 0,145 0,722 2,10E-02 0,136 0,963  8,00E-01 - Gyenge Enhanszer
rs7023976 87544689 0,142 0,714 1,80E-02 0,132 0931 6,20E-01 - Gyenge Enhanszer
rs12238534 87547350 0,14 0,719 2,10E-02 0,13 0,924  590E-01 - Gyenge Enhanszer
rs12340212 87551964 0,141 0,716 1,90E-02 0,132 0,929 6,20E-01 DHS Gyenge Enhanszer
rs6559838 87553563 0,214 0,789 4,80E-02 0,216 0877 280E-01 - Gyenge Enhanszer
rs12342902 87554440 0,14 0,718 1,90E-02 0,133 0921 5,70E-01 - Gyenge Enhanszer
rs12348710 87554605 0,14 0,721 2,10E-02 0,131 0,914 5,40E-01 - Gyenge Enhanszer
rs2586567 87561978 0,22 0,776 3,40E-02 0,22 0,89 330E-01 - Gyenge Enhanszer
rs1078947 87563252 0,146 0,709 1,40E-02 0,138 0941 6,70E-01 - Gyenge Enhanszer
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NP ap BIP BIP BIP MDD | MDD | MDD fs‘;’g'ztﬁpjn?a';'lﬁ Kromatin-illapot
MAF OR p-érték MAF OR p-érték (. (asztrocita)
sze gmentacio
rs2808713 87564451 0,221 0,773 3,10E-02 0,221 0,897 3,60E-01 - Gyenge Enhanszer
rs200629680 87565508 0,147 0,705 1,20E-02 0,138 094 6,60E-01 - Gyenge Enhanszer
rs1006446 87566393 0,147 0,702 1,10E-02 0,138 094 6,60E-01 - Gyenge Enhanszer
rs2808706 87567365 0,152 0,713 1,40E-02 0,143 0975 8,60E-01 DHS Gyenge Enhanszer
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4.1.3. Poligénes rizikopont predikcio (PRS)

A harom kandidéans génlista LDpred bayesi PRS elemzésének eredményét az 6.
tablazat foglalja Ossze, mig a PRSice altal a kandidans génlistdk markerkészletére
optimalizalt PRS értékek predikcios elemzésének eredményei a 3-5. abrakon lathatok.

Az irodalomkutatdson alapuld korrelaciés génlista (Génlistal) esetében a bayesi
pontossagi ¢s kalibraciés mutatok az infinitezimalis modell stlypontjait indikaltdk, amely
az Osszes markert a kauzilis frakcidba sorolja (p < 1). A modell a bipolaris mintan
Nagelkerke R?=0,0028 varianciat fejez ki p < 0,156 szignifikancia mellett. A PRSice is
hasonld, nem szgnifikans (p < 0,106 ) predikciot jelzett a Génlistal p¢< 0,17 kiiszobbel
definialt, 232 markere altal kifejezett variancidval (Nagelkerke R? = 0,0036, 3. dbra).

Az mIRNS expresszios génlista (Génlista2) p < 0,01 kauzalis frakcido szerint
megallapitott poszterior PRS pontjai biztositottdk a legjobb kalibraciot és pontossagot,
amellyel a bipolaris mintdban p = 0,019 szignifikancidval josoltdk be az ongyilkossagi
viselkedést (Nagelkerke R?> = 0,0076 and beta=-1,52). PRSice elemzés ismét nagyon
hasonld modellt eredményezett, az optimalis PRS pontot pt<0,03 kiiszobbel definialt 21
markerrel érte el, a bipolaris mintdban p < 0,007 szgnifikancia mellett a szuicid
viselkedés variancidjanak 1%-at kifejezve (Nagelkerke R>= 0,01, 4. abra).

Az mRNS célgéneket is tartalmazo Génlista3 esetében egylkk modszer sem jelzett
szignifikans predikcidt, az LDpred pontossagi €s kalibracios mutatoi a p < 0,003 kauzalis
frakciot indikaltdk, azonban ez sem josolta be szgnifikdnsan a szuicid magatartdst a
bipolaris mintan (Nagelkerke R?=0,0012, beta = -1.14 és p < 0,357). A PRSice megint
nagyon hasonld6 optimumot taldlt (5. abra), a pt < 0,02 kiiszobbel definidlt, 2444
figgetlen PRS marker, majdnem megegyez0 értékekkel jellemzett, nem szignifikdns

predikciot mutatott (Nagelkerke R%=0,0016 és p < 0,262).
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3. abra. A szuicid magatartas PRS predikcioja a korrelacios génszett (Génlistal)
poligénes rizikd profiljai szerint.
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4. abra. A szuicid magatartds PRS predikcidja a prefrontdlis palydkon kifejez6d6
miRNS gének (Génlista2) poligénes rizikd profiljai szerint.
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5. abra. A szuicid magatartas PRS predikcioja a prefrontalis palyakon kifejez6do
MIRNS-ek és célgénjeik (Génlista3) poligénes riziké profiljai szerint.
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6. tablazat. A szuicid magatartas poligénes predikciojanak vizsgalata a GAIN bipolaris mintan az LDpred bayesi megkozelitésii,
informaciot maximalizalé modellje szerint.

Vizsgalt kandidans génlistak: Génlistal: szuicid magatartds korrelacios génszettje, Génlista2: a prefrontalis palyakon expresszalodo
miRNS gének, ¢s Génlista3: prefronatlis palyakon expresszalodd miRNS gének ¢és feltételezett célgénjeik.

Génlistal Génlista2 Génlista3

Kauzalis Joslasi Josolt Joslasi Josolt Joslasi Josolt
markerek

frakcioja | POnt Kalib. Var. Hatss Pont.s Kalib. Var. Hatés Pont. Kalib.  Var. Hatés

R? Slope R? B (p-érték) R? Slope R2 B (p-érték) R? Slope R? B (p-érték)

p<0,001 0,0001 0,0001 0,0003 0,271 0,0004 0,0036
p<0,003 0,0001 <0,0001 0,0005 0,317 0,0009 05751 0,0012 -1,14 (0,357)
p<0,005 0,0001 0,0006 0,0000 0,004 <0,0001 0,0025
p<0,01 0,0001 <0,0001 0,0015 0,326 0,0076  -1,52(0,019)* 0,0009 0,0681
p<0,03 0,0001 0,0004 0,0022 0,146 0,0002 0,0680
p<0,05 0,0001 <0,0001 0,0048 0,032 0,0009 0,0510
p<0,1 <0,0001 0,0001 0,0002 0,069 0,0006 0,3431
p<0,3 0,0006 0,0004 0,0040 0,017 0,0009 0,0484
p<0,5 <0,0001 0,0010 0,0002 0,547 0,0007 0,0007
p<1,0 0,0008 0,0006 0,0028 -4.58 (0,156) 0,0039 0,016 0,0009 0,0481

Jegyzet: A pontossagot (Pont.) a joslasi R? -vel, a kalibraciot (Kalib.) a meredekséggel (Slope), a josolt varianciat (Var.) a Nagelkerke R? alapjan

szamitjuk.

* p-érték nominalisan szignifikans (p < 0,05)
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4.2. A masodik vizsgalat eredményei

4.2.1. Gén-alapti asszociaciok

A gén-alapi asszociacioS GATES-teszt 1805 gén esetében eredményezett
szuggesztiv p-értéket az exploracidos mintan, koziiliik 145 gén asszocialddott legalabb
nominalisan szignifikans p-értékkel a replikdcios mintdn is. Nem talaltunk atfedést a két
minta els6 10 génje kozott a gének p-értékek szerinti rangsoraban, és az elsé helyen allo
PTPN21 gén p-értéke sem maradt szignifikdns a hipotéziscsoport szerinti korrekcid utdn
(pexp = 0,026, prep = 6,42E-06, pcorr = 0,113). Az els6é 10 replikalt gén asszociaciot az 6.

tablazat mutatja.

4.2.2. Génszett elemzések: kanonikus utvonal és poziciondlis génszett tesztek

A kanonikus utvonalak exploracios lépcsdjében a HYST asszocidcios teszttel 60
utvonalat, a Wilcoxon feldusulasi teszttel pedig tovabbi 44 utvonalat jeloltiink a
replikécios elemzésbe. A replikaciés IEépcsében nem talaltunk nominalisan feldasult
utvonalat, 6 Utvonal ért el nommalis p-értéket a HYST asszociacios tesztben, de egyik
sem maradt szignifikans a hipotéziscsoport korrekcidjat kovetden. A nominalis
szignifikancidval replikalt kanonikus utvonalakat a 7. tdbldzat mutatja be

A pozicionalis génszettek elemzésének exploracios Iépcséje 38 génszettet
azonositott szuggesztiv HYST p-értékkel, és 89 génszettet szuggesztiv Wilcoxon p-
értekkel, Osszesen 91 génszettet .jelolve replikéciora A replikdcids mintdn 5 kromoszoma
szegmens asszociacidjanak, ¢és velik atfedvd 3 szegmens feldusulasanak nomindlisan
szignifikans replikacidjat észleltiik, ebbdl 1 szegmens asszociacidja €s 2 szegmens
feldisulasa a tobbszords Osszehasonlitds korrekciojat kovetden is szignifikdns maradt
(14931: pexp_Hyst =0,098, prep_Hvst = 1,5E-06, prep_HYsT cor =0,002; 5931: Pexp_wilcoxon =
7,2E-04, prep_wilcoxon = 5,6E-06, prep_wilcoxon_cor = 0,0062; Xg13: Pexp_wilcoxon = 0,018,
Prep_wilcoxon = 4,5E-05, Prep_wilcoxon_cor = 0,048). A nominalis szignifikanciaval replikalt

poziciondlis génszettek a 8. tdblazatban lathatok.
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7. tablazat. A p-érték rangsorban elsé 10 gén és transzkript régid-alapu asszocidcidja az exploracids €s a replikacids mintan

Genomikus koordinatak

Exploraciés minta

Replikaciés minta

Gén (HGNC szimbélum) (n=16) (n=5337)
(kromoszéma: bazis par)
P_cATEs* p_cates (korrigalt)

Protein tirozin foszfataz nonreceptor 21 (PTPN21) 14:88932121-89016966 0,0260 6,42E-06 (0,113)
Kromoszoma strukturalis fenntarto 1B (RP1-102D24.5) 22:45831743-45844624 0,0455 2,00E-04 (1,00)
Matrix remodelling asszocialt 5 (MXRAS) X:3226605-3264682 0,0614 5,00E-04 (1,00)
C2H2 tipusu cink ujj (ZFP42) 4:188916924-188926199 0,0325 0,0010 (1,00)
RIB43A coiled-coil domén 2 22:45809571-45828376 0,0455 0,0013 (1,00)
Fesziiltségfliggd Ca?*-csatorna alfa2delta4 alegység (CACNA2D4) 12:1901122-2028002 0,0650 0,0015 (1,00)
BCL2 asszocialt athanogén 6 (BAG6) 6:31606804-31607565 0,0348 0,0017 (1,00)
Szinaptonémas komplex kozponti elem fehérje 2(SYCE?2) 19:13009599-13030090 0,0707 0,0019 (1,00)
XK asszocialt 4 (XKR4) 8:56014948-56454613 0,0252 0,0022 (1,00)
MACC1 antiszenz RNS 1 (MACC1-AS1) 7:20181538-20193154 0,0143 0,0022 (1,00)

pP_caTes: Kiterjesztett Simes’-teszt alapjan szamitott régid-alapti asszociacids p-érték
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8. tablazat. Nominalisan replikalt kanonikus utvonalak és atfedd utvonalakbol Gsszeallitott, szuperitvonalak asszociacios (HYST) illetve
feldusulasi (Wilcoxon) p-értékei az exploracios ¢€s a replikdcids mmntan.

Kanonikus utvonal

Exploraciés minta (n=16)

Replikaciés minta (n = 5337)

P HysT P_wilcoxon Gének szama PwvsT Pwiteoxon Gének szama
(korrigalt) (korrigalt)
Superpathway 75 0,0086 0,0328 57 0,0039 (1.00)  0,5625 (1.00) 121
Superpathway 106 0,0304 0,0030 61 0,0047 (1.00)  0,7163 (1.00) 99
Superpathway 69 0,0329 0,2020 13 0,0071 (1.00)  0,4661 (1.00) 18
PID_HNF3B_PATHWAY 0,0875 0,0928 23 0,0149 (1.00)  0,5711 (1.00) 44
Superpathway 107 0,0292 0,0130 52 0,0166 (1.00) 05723 (1.00) 123
PID_P38 ALPHA_BETA_PATHWAY 0,0769 0,2305 18 0,0168 (1.00)  0,2107 (1.00) 31

HYST: hybrid set-based association test, génszett-alapu asszociacios teszt

Wilcoxon: Wilcoxon rangdsszeg feldusulasi teszt

Superpathway 69: REACTOME PD1 SIGNALING + REACTOME PHOSPHORYLATION OF CD3 AND TCR ZETA CHAINS
Superpathway 75: KEGG CELL CYCLE + BIOCARTA CELLCYCLE PATHWAY + BIOCARTA Gl PATHWAY
Superpathway 107: KEGG OXIDATIVE PHOSPHORYLATION + REACTOME RESPIRATORY ELECTRON TRANSPORT + REACTOME INSULIN

RECEPTOR RECYCLING

Superpathway 106: REACTOME SIGNALING BY INSULIN RECEPTOR + REACTOME INSULIN RECEPTOR RECYCLING + REACTOME INSULIN
RECEPTOR SIGNALLING CASCADE + REACTOME ACTIVATED POINT MUTANTS OF FGFR2 + REACTOME SIGNALING BY ACTIVATED POINT
MUTANTS OF FGFR1 + REACTOME SIGNALING BY FGFR3 MUTANTS + REACTOME REGULATION OF AMPK ACTIVITY VIA LKB1 + REACTOME
SHC MEDIATED CASCADE + REACTOME ENERGY DEPENDENT REGULATION OF MTOR BY LKB1 AMPK + REACTOME REGULATION OF RHEB
GTPASE ACTIVITY BY AMPK + REACTOME PKB MEDIATED EVENTS + REACTOME SIGNAL ATTENUATION + REACTOME SOS MEDIATED
SIGNALLING + REACTOME RAF MAP KINASE CASCADE + REACTOME SHC MEDIATED SIGNALLING + REACTOME MTORC1 MEDIATED
SIGNALLING + REACTOME FGFR LIGAND BINDING AND ACTIVATION + REACTOME FGFR2C LIGAND BINDING AND ACTIVATION +
REACTOME FGFR4 LIGAND BINDING AND ACTIVATION + REACTOME FGFR1 LIGAND BINDING AND ACTIVATION +REACTOME PI3K

CASCADE + REACTOME SHC RELATED EVENTS + REACTOME FRS2 MEDIATED CASCADE
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9. tablazat. Nommalisan replikalt pozicionalis génszettek asszociaciés (HYST) illetve feldusulasi (Wilcoxon) p-értékei az exploracios és a
replikdciés mintan.

Exploraciés minta (n=16) Replikaciés minta (n=5337)
Kromoszomasav P_HysT
P_HvysT P_wilcoxon Gének szama P_wilcoxon (Korrigalt) Gének szama
(korrigalt)

14931 0,0977 0,0374 16 1,54E-06 (0.002)* 0,0436 (1.00) 32
1p22 0,0320 0,0013 50 0,0112 (1.00) 0,1827 (1.00) 81
Xql3 0,0736 0,0181 12 0,0171 (1.00) 4,32E-05 (0,048)* 78
5031 0,4765 7,20E-04 134 0,0302 (1.00) 5,75E-06 (0,006)* 194
10923 0,0123 2,87E-06 55 0,0443 (1.00) 0,4366 (1.00) 91
5q12 0,0751 0,0150 29 0,0453 (1.00) 0,2533 (1.00) 43

*: a p-érték hipotéziscsoportra korrigalva is szignifikdns
HYST: hybrid set-based association test, génszett-alapt asszociacios teszt

Wilcoxon: Wilcoxon rangosszeg feldisulasi teszt
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4.2.3. Funkcionalis annotacios klaszterelemzés

Az exploraciés minta 402 rizikdgénjébdl 386, mig a hattérként meghatirozott
14.618 gén kozil 13.647 rendelkezett DAVID azonositoval. A replikacids mintdban az
1785 rizikdgénbdl 1543, a 38.940 hattér génbol pedig 24.517 szerepelt az adatbazisban.
Az exploracios minta 306 klaszteréb6l 12 annotacios klaszter birt az ES > 1,3 kiiszob
feletti feldisulasi mutatval, tovabbi 2 annotdcios klaszter volt jellemezhetd kozvetleniil
kiiszobérték alatti, de még szuggesztivnek tekinthetd feldusulasi ponttal (ES >1,2).
Azonos annotacids forrasok és szigortisagi kritérium mellett, a replikacios minta
rizikogénjeivel alehetséges 621 klaszterbdl 126 annotacios klasztert azonositottunk ES >
1,3 feldosulassal, amelyek kozil 7 megegyezett az exploracids mmntan ES > 1,2
kiiszobértékkel azonositott klaszterekkel. Legnagyobb feldisulasi mutatoval mindkét
mintdban a splicing és alternativ splicing annotacios terminusok klasztere birt (ESexp:
2,85, ESrep: 23,93). Tovabba, az exploracios mintatol eltérd rangsorban, de a replikacids
mintdban is feldusultak az endoszomalis transzport (ESexp: 1,56, ESrep: 1,90), a neuro- és
axongenezis (ESexp: 1,44, ESrep: 2,25), az izom- ¢és vazrendszer fejlodése (ESexp: 1,40,
ESrep: 1,95), az embriondlis fejlddés (ESexp: 1,34, ESrep: 4,77), a motoros viselkedés
(ESexp: 1,33, ESrep: 2,30) és az agyfejlodés (ESexp: 1,23, ESrep: 4,55) funkcionalis
annotacios terminusaival kapcsolatos klaszterei. Mivel a szuggesztiv klaszterek
szelektiven nem vizsgalhatok, a klaszteranalizis replikaciojat a klaszterek Osszesitett
szamara korrigdltuk (o0 = 0,05/927), ennck megfeleloen a ES > 4,27 feldusulast
klaszterek, azaz a splicing, az agyfejlodés ¢és embrionalis fejlodés klasztere, korrekcid

utan is szignifikdns maradt.
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10. tablazat. Statisztikailag szignifikansan replikalt, finkcionalis annotacios klaszterek feldtsulasi pontjai (ES), és terminusaik feldusulasi

p_EASE ¢értékei az exploracios és replkacios minta prioritizalt génjei szerint.

Exploraciés minta (nge = 386)

Replikaciés minta (Ngen = 1543)

Klaszter/ Terminus ES Gének szama ES Gének szama
FDR FDR
P_ease (%) P_ease (%)

1. Klaszter ES: 2,85 ES: 23,93

splice variant 2,43E-04 0,0041 200 (51,81%) 2,57E-26 4,80E-25 783 (50,75%)
alternative products 0,0016 0,0132 192 (49,74%) 1,53E-25 2,20E-24 1006 (65,2%)
alternative splicing 0,0071 0,0926 248 (64,25%) 4,10E-22 3,29E-21 755 (48,93%)
2. Klaszter ES: 1,34 ES: 4,77

GO:0009790: embryo development 0,0068 0.1209 34 (8,81%) 1,34E-08 2,67E-07 131 (8,49%)
G0:0048598: embryonic morphogenesis 0,0532 0,6445 20 (5,18%) 2,91E-05 5,80E-04 77 (4,99%)
G0:0048568: embryonic organ development 0,0875 0,8230 15 (3,89%) 0,0084 0,1550 51 (3,31%)
3. Klaszter ES: 1,24 ES: 4,55

G0:0007417:central nervous system develop 0,0492 0,6147 29 (7,51%) 2,33E-09 4,64E-08 132 (8,55%)
GO:0007420:brain development 0,0630 0,7080 23 (5,96%) 6,05E-07 1,21E-05 99 (6,41%)
G0:0060322: head development 0,0631 0,7085 24 (6,22%) 9,19E-08 1,83E-06 106 (6,87%)
G0:0030900:forebrain development 0,0828 0,8048 14 (3,63%) 1,09E-06 2,18E-05 61 (3,95%)

p Ease: a terminus feliilreprezentacios elemzésének p-értéke; ES: enrichment score, a klaszter feldtisultsagi mutatdja, ES = -logio(p_ease)

FDR: false discovery rate, Benjamini-Hochberg szerint
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4.2.4. Replikacios valosziniiségelemzés

Vizsgdlatunk masodlagos célkitlizése tekintetében, a gén-alapt tesztek Prep nom g
= 0,008 nominalis replikacios ratat és Prep corr g= 0 tobbszords dsszehasonlitdsra korrigalt
replikaciot eredményeztek. A génszett-tesztek Osszesitett nominalis replikacidja Prep nom s
=0,072, a tobbszords Osszehasonlitasra korrigalt pedig Prep corrs = 0,015. A funkcionalis
annotacios klaszterez€s tehat Prep nom ac = 0,5 nominalis, illetve Prep corr ac = 0,21
tObbszOrés  Osszehasonlitasra  korrigdlt  replikacios — valiiszinliséget eredményezett

(6.abra).

0,6
B Korrigdlt = Nominalis
0,5
0,4
0,3

0,2

0,1

0,0 T
Gén Génszett Funkcionalis annotacios
klaszter

6. abra. A multildkusz elemzések nomindlis, és tobbszords Osszehasonlitdsra korrigalt
replikacios valoszintisége (P_rep) DSM-1V szkizofrénia kétlépcsds elemzésében.
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5. Megbeszélés
5.1. Az eredmények attekintése
Vizsgalati eredményeink a kovetkezo pontokban foglalhatok Ossze:

1. A szucid magatartds transzdiagnosztikus, régid-alapu elemzése  tOobszoros
Osszehasonlitasra korrigalt, statisztikailag szgnifikdns asszociaciot igazolt a szuicid
magatartas és az NTRK2 gén kozott a major depressziv zavar mintajaban.

2. A korrelaciés kandidans gének kozil egyedill a DICER1 gén esetében taldltunk
mindkét mmntdban legaldbb nomindlisan szignifikdns régid-alapti asszociaciot a szuicid
magatartassal.

3. A harom kandidéns génszett koziil, a végrehajtd funkcidk szervezését végzd agyi
régiokban expresszalodd miRNS gének poligénes rizikopontjai josoltdk be legalabb
nominalis szignifikanciaval a szuicid magatartast a validalo mintdn. Ugyanakkor a
bejosolt valtozas mindegyik szignifikdns predikciés modelben ellenkezd irany volt.

4. A szkizofrénia multilokusz elemzésében a 14931, Xql3 és a 5931 kromoszomasa vok
pozicionalis génszettjei és a DSM-1V szkizofrénia kozott tobbszords Osszehasonlitasra
korrigaltan is szignifikdns asszocidciot taldltunk. Ugyanakkor sem a gén-alapt tesztek,
sem a kanonikus utvonalak elemzése nem mutatott ki szignifikans Osszefliggést.

5. A funkciondlis prioritizAicids algoritmusunkkal azonositott gének annoticids
Klaszterelemzése mindkét mintankban a szkizofrénia jelenlegi etiologiai modelljébe
illeszthetd klasztereket eredményezett.

6. A kétlépcsOs szerkezetli elemzéssel igazoltuk, hogy a multilokusz asszociacids
elemzések egyértelmilien javitjdk a replikacid esélyét, akar gyokeresen eltéré mintak

esetén is.
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5.2. Multilokusz asszociaciok szuicid magatartasban

Ebben a vizsgilatunkban a bipolaris zavarhoz és a major depresszidhoz tarsuld
ongyilkossagi viselkedés transzdiagnosztikus, kandidans gén elemezését végeztiik,
multilokusz régid-alapi asszociaciés tesztekkel és poligénes rizikopont predikcios
analizissel. A régio-alapt asszociacios tesztek soran Osszesen 7 gén p-értéke bizonyult
nominalisan szignifikansnak, de a tobbszords Osszehasonlitas hipotéziscsoport Szerinti
korrekcidjat kovetden csak az NTRK2 gén MDD mintaban mért p-értéke maradt
szignifikans. Tovabba, a 35 gén kozil egyediil a DICER1 gén tarsult legaldbb nominélis
szignifikanciaval az Ongyilkos viselkedéshez mindkét vizsgalati mintaban. A
dorzolateralis és orbitofrontalis prefrontalis palyak régidiban expresszalodd MIRNS
gének MDD mintan szamitott, poligénes rizikopontjai, mindkét statisztikai modszer
szerint, szignifikdnsan bejosoltdk a szuicid magatartast a bipolaris mintaban, bar inverz
ranyban, ¢€s csak szerény Kifejezett fenotipusos varianciaval (legjobb Nagelkerke
R?=0,01). Egyik PRS elemzéssel sem talaltunk szgnifikans predikciot sem a korrelacids
kandidans génlistaval, sem az miRNS-ek célgénjeit tartalmazo, Kiterjesztett mMIRNS
készlettel kapcsolatban.

Az NTRK2 gén ¢és az oOngyilkossagi viselkedés vizsgalatunkban észlelt,
statisztikailag szignifikans asszociicidja megfelel a biologiai funkcidjardl szerzett
ismereteinknek ¢és a korabbi vizsgdlatok eredményeinek is. Az NTRK2 gén a BDNF
(brain derived neurotrophic factor) egyik nagy-affinitasu tirozin-kinaz receptorat kodolja
(TrkB). A neurotrofinok — kiilonosen a BDNF — létfontossaguak az idegsejtek
novekedéshez, differencialodashoz, éréshez és tuléléshez, tovabba a szinaptikus
plaszticitas alapvetd modulatorai [189]. A neurotrofinoknak, kiilonésen a CREBI1-
BDNF-NTRK2 tutvonalnak, tobb, fliggetlen asszociacios vizsgalat [140-142,190] és
génexpresszios tanulmany [137-139,191]is kiemelt szerepet tulajdonitott a stresszre és a
terapiara adott vélaszban, a hangulatzavarok patofiziol6gidjaban, és az ongyilkossagi
viselkedésben is. Kohli és munkatarsai, major depresszioban szenvedd vizsgalati alanyok
ongyilkossagi  kisérleteit elemezve, az NTRK2 gén szgnifikans régid-alapt
asszociaciojarol, és négy jelold (tagging) markerének szignifikdns kombindlt
asszociaciojarol szamoltak be [140]. Az er6s, a fogékonysagi skalan 0,01 genomik us
heritabilitast kifejezd, gén-alapi asszocidcio, amelyet az NTRK?2 és a szuicid magatartas

kozott taldltunk az MDD mintaban, egybevag a fenti eredményekkel. Béar nem
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ugyanazokat az SNP asszociaciokat replkaltuk, az MDD mmtdban a legerésebb
asszociacios jeleket a 16. exon kozelében, a gén 3’ végéhez kozel észleltikk, a bipolaris
mintdban pedig kisebb intenzitissal a 20-22. exonokhoz kozel (7. abra). Ebben a
régioban az alternativ splicing a TrkB fehérje csonka, TrkB-Shc és TrkB-T1 izoformait
eredményezi, melyekr6l hidnyzik a tirozin-kindaz domén és a foszfolipaz C kotéhely, sot,
a TrkB-T1 esetében még az Shc kotdhely is [136,139]. A csonkolt TrkB izoformak nak
fontos szabalyozo szerepet tulajdonitanak a neurotrof jelatvitelben [192], ugyanis a
prefrontalis kéregben megvaltozott mRNS koncentraciojukat észlelték szkizofréniaban
[193], hangulatzavarokban [193,194] és befejezett Ongyilkossagokban [143,146]. Az
MDD mintaban emellett szamos, mérsékelt erésségli asszociacios jelet észleltiink a gén
5’ végén is, ahol tobb, alternativ splice varians és alternativ promoter is ismert, tovabb
valoszinlisitve a TrkB izoformak Iehetséges Szerepét a szuicid magatartas kialakulasaban.
Végill a nominalisan asszocialodd markerek nagyaranyu (23%) annotacidja a neuron-
specifikus kromatin allapotokkal, illetve az uniform DHS, promoter és enhanszer
térképpel [188] (4. tablazat), is az NTRK2 asszociacidjanak érvényességét erositi.
Emellett megerésiti a multilokusz tesztek hasznalhatosagat is, hiszen egy SNP alapt
elemzésben. egyik marker sem maradt volna statisztikailag szignifikans. Ugyanakkor az
epigenetikai  annotaciok ismeretében, a zajtol pusztan p-értékikk alapjan nem
ekiilonithetd SNP asszocidciok kiszlirése nem kevés valds asszociacid elvesztésével

jarna.
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Cinkujj és repeat motivumok

7. abra. Az NTRK2 gén SNP asszociacioi, epigenetikai és genomikai funkcionalis
annotacioi az MDD, a bipolaris ¢és a kombinalt mintdkban.

A: SNP asszociaciok -logl0(p-érték), B: 15 szinti kromatin-allapot annotacioja 3
relevans agyi régiobol: 1. n. caudatus anterior, 2. gyrus cingularis, 3. frontalis kéreg,

C: mRNS izoformak, splice variansok és miRNS kotohelyek annotacioja, D: SNP
kapcsoltsagi térkép r? alapjan.
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A bipolaris mintaban viszont még névlegesen szignifikans, gén-alapti asszociaciot
sem tudtunk kimutatni az NTRK2 és a szuicid viselkedés kozott, bar nomindlisan
szignifikdns SNP asszociacidkat ¢észleltlink a fent emlitett alternativ splicing helyek
kozelében. Az asszociacid hidnya feltehetden a mintdk elsdleges vizsgdlatainak
modszertani  kiilonbségére, vagy a jelen vizsgdlatunkban is fennallo, fenotipusos
heterogenitidsra vezethetd vissza. Lehetséges okként még a mintavételt meghatarozo,
elsédleges fenotipusok eltérd etiolgiaja is felmeriil, a kOrnyezeti hatasok valosziniileg
kiilonb6z6 aranyt eléfordulasa, pl. a gyermekkori traumak és az NTRK2 gén-kornyezeti
kolcsonhatasa depresszioban [142]. Végezetiil, a bipolaris minta kisebb elemszama,
kovetkezésképpen kisebb statisztikai ereje is hozzajarult az asszociaciok elmaradasahoz.

A kandidans gének legtobbjénél, példaul a BDNF-nél, mindkét mintaban
tapasztalhatd asszociacid hidnya érdekes, de nem meglepd. Az elemzésiinkben hasznalt
HYST teszt az ,SNP kombindld” jellegének koszonhetéen, a sok nomindlisan
szignifikans, és mérsékelten fliggetlen asszociacios jelet tartalmazd régiok asszociacids
jelét felerdsiti, igy ellenstulyozva a helyi 16kusz heterogenitas hatasat. Ugyanakkor
nagyszamu neutralis varianst és csak kevés DSL lokuszt tartalmazo régiok (pl. BDNF)
esetében a teszttdl csak gyenge régids asszociacid varhato. A BDNF gén kapcsoltsagi
szerkezetén alaptld szimulaicionk mindkét mintdban alacsony statisztikai erét jelzett
(0,16-0,29) 1-3 DSL lokusz esetén. Tehat a szignifikans régio-alapii asszociacid hianya
nem érvényteleniti a korabbi SNP-alapu, vagy ,legjobb SNP” technikdji gén-alapu
vizsgalatok pozitiv eredményét.

A kandidans gének koziil csak a DICERI1 gén tarsult az dngyilkos viselkedéssel
mindkét mintdban, habér egylkk mintdban sem haladta meg az asszocidciok erdssége a
nominalis szintet. A gén altal kodolt dicer fehérje a klasszikus mIRNS bioszintézis
sebességkorlatozd enzime. A miRNS-ek, azaltal, hogy kotddnek a cél mRNS-hez ¢és a
RISC komplexen vagy a transzlacio kozvetlen gatlasan keresztil hozzijarulnak annak
lebomlasahoz, modositjak vagy csokkentik a génexpressziot a transzkripcid utani szinten.
Ezaltal a miRNS-ek kritikus szerepet jatszanak a fejlodési folyamatokban, ide értve az
idegrendszeri fejlodést és a szinaptikus plaszticitast is, €s a dicer fehérjével egyiitt szamos
kiilonb6z6 neuropszichiatriai betegség [144,145,195,196] és prefrontalis kortikalis
funkciok [197-199] patomechenizmusaval hoztak o©ket Osszefliggésbe. A szuicid

viselkedés és végrehajtd funkciok zavara kozotti szoros kapcsolattal egybehangzoan,
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Smalheiser és munkatarsai posztmortem expresszios vizsgalata az miRNS-ek globalisan
csokkent expressziojat mutatta ki depresszos, Ongyilkosagot elkdvetett személyek
pefrontalis agykérgében [200]. A fenotipussal vald asszociacio mellett, Huang és
munkatarsai in vitro vizsgalata [201] egy lehetséges molekuaris patomechanizmust is
felvazolt. Eredményeik szerint, a fehérjeszintézis BDNF-hez kapcsolodo gyors valtozasa,
¢és ennek hatdsa a szinaptikus plaszticitasra a hippokampusz idegsejtjeiben a dicer enzim
poszttranszkripciés  aktivalasahoz és az mMIRNS  biogenesis  kovetkezményes
fokozodasahoz kothetd. Az aktivalk BDNF receptor, TrkB aktivalja a MAPK/ERK
jelatviteli utat is, majd a HIV-1 TAR RNS kot6 fehérje (TARBP) kovetkezményes, Erk-
fligg6 foszforilacioja stabilizalja a dicer komplexet és az RNS-t processzald P-testeket. A
DICERI gén expresszidjanak kiiitése teliesen megsziintette a BDNF altal kivaltott P-test
novekesét, mig a DICERL transzkripci6 gatlasa nem volt hatassal a BDNF valaszra. A
DICER1 altal kozvetitett BDNF valasz, domindnsan poszttranszkripcidosnak t{ind
szabalyozasa fényében érdekes, hogy a leger6sebb SNP asszociacios jeleket mindkét
mintankban az miRNS dokkolo helyeket is magdba fogald haplotipus blokkban
azonositottuk (8. abra). Elképzelhetd, hogy a szignifikans markerek nem genotipizalt
varidnsokat jelolnek, amelyek az miRNS kotOhelyeket, és ezzel a dicer transzlaciojat
megvaltoztatjdk. Tovabba, szdmos nommalisan szignifikdns markert azonositottunk
lehetséges szabalyozo finkcioval az ENCODE annoticiok alapjan is. Am ezeknek a
variansok pontos funkcionalis jelentdsége még mindig nem vildgos, ¢és mivel csak
nominalisan szignifikdnsak, nem vethetd el a véletlen talalat valoszinlisége, ezért tovabbi

vizsgalatok szikségesek, hogy megerdsitsék eredményeinket.
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B Aktiv Transzkripcié Start Szajt (TSS) B Fakultativ heterokromatin
Aktiv TSS-t hatarol6 régio M Inaktiv TSS
5'és 3' transzkripcio [0 Inaktiv TSS-t hatarol6 régio

B Er6s Transzkripcid M Inaktiv enhanszer

B Gyenge Transzkripcio [ Polycomb gatlas
Intragenikus Enhanszer Gyenge polycomb gatlas
Enhanszer [0 Konstitutiv heterokromatin

Cinkujj és repeat motivumok

8. abra. A DICER1 gén SNP asszociacioi, epigenetikai és genomikai funkcionalis
annotacioi az MDD, a bipolaris ¢és a kombinalt mintadkban.

A: SNP asszociaciok -logl0(p-érték), B: 15-szintli kromatin-allapot annotacioja 3
relevans agyi régiobol: 1. n. caudatus anterior, 2. gyrus cingularis, 3. frontalis kéreg,

C: mRNS izoformak, splice variansok és mRNS kdotéhelyek annotacidja, D: SNP
kapcsoltsagi térkép r? alapjan.
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A DICERI gén lehetséges szintetikus asszociacioin kivill, az miRNS rendszer szuicid
magatartasban betoltott szerepét a poligénes profil elemzEs is alitdmaszthatja. Mint az az
5. tablazatban és a 3-5. abrakon lathatd, a bipolaris mintin az MDD mintdbol a
kivalasztott miRNS készletre végzett poligenikus profil elemzés szignifikdnsan josolta az
szuicid magatartast - habar negativ bétakkal. Az miRNS génszettet a végrehajtd
funkcidhoz tartozd neuroanatomiai képletek expresszios profija alapjan vélasztottuk.
Végrehajto-funkcios deficitet mind az dngyilkossagi gondolatok, mind az ongyilkossagi
viselkedés soran kimutattak, ahogy azt is, hogy a deficit fliggetlen a hattérben hizodo
pszichiatriai  betegségtél.  Ujabb  keletli  allatkisérletes  bizonyitékokbol — arra
kovetkeztethetlink, hogy a 0 miRNS processzild enzimek (DGCR8, DROSHA and
DICER1) elégtelensége megvaltoztatja a kognitiv és végrehajtd funkciokat [197,198].
Ezért lehetséges, hogy a vizsgalatunkban azonositott, szignifikdns PRS predikciok, ¢és az
MIRNS-ek  gén-alapti  asszociacioi  valdjaban a végrehajtdé  funkciézavarral —all
kapcsolatban. Mindazonaltal, a szerény hataserdsség ¢s Kifejezettt fenotipusos variancia,
valamint a negativ predikciok utalhatnak, az ongyilkossagi gondolatok és kisérletek
komplex jellegére, azaz a neuropszichologiai és genetikai hattér nagyfoku kiilonbségeire.
A korrelacios ¢és a kiterjesztett mRNS célgén készlet hidnyzo predikcidi, valosziniileg
ebbdl a fenotipikus heterogenitasbol €s a viszonylag kis mmtaszdmbol eredhet.

Vizsgalatunk nem mentes a korlatoktél sem. Elemzésiink talan legfontosabb
gyengesége a viszonylag kis elemszam, kiilonosen a bipolaris mintaban. A régid-alapt
asszociaciok  statisztikai  erejének  poszterior  elemzése  megerdsitette,  hogy
vizsgalatunknak a szuboptimalis paraméterekkel bird géne (pl. BDNF) aszocidcios
elemzésé¢hez nincs elegendd statisztikai ereje. Mindazondltal, az elemzésbdl szintén
kovetkezik, hogy viszonylag fliggetlen kockazati lokuszokkal rendelkezé géneknél az
vizsgalat ereje elfogadhatd volt, még kis hatdserdsségli DSL variansok esetében is.
Mindkét mintdhoz az adatokat visszamendleg gylijtottiik, a paciensek mntait értékelve.
Ez a mintavételi mod elkeriilhetetleniil torzitja az eredményeket, mert igy csak az
ongyilkossagot tulélok keriilnek be a vizsgalatba, és az egyik a legfontosabb populacioba
tartozok, a befejezett ongyilkossagot elkdvetok maradnak ki Sajnos az adatelemzés soran
mar nem lehetséges a szerkezetbdl eredd torzitds kiavitdsa, ezért kiilonds figyelmet kell
szentelniink azon a tanulminyok eredményeinek, amelyek Ongyilkossag kovetkeztében
elhunyt személyekkel foglalkoznak.
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Masik probléma volt a szuicid viselkedés eltérd meghatarozésa, amely fenotipizalasra
hasznalt eszk6zok kiilonbségébdl eredt. Mig a DIGS interju az aktualis Ongyilkossagi
kisérleteket wvette fel és értékelte a bipolaris mintan, az IDS kérddéiv és a BDI skala,
amelyet az MDD adatbazison hasznaltunk, a szuicid ideacid és szandék sulyossagat
becsiite meg, kozottik a konkrét ongyilkossagi terveket és kisérleteket is, melyek a
legstlyosabb forma kritériumai kozott szerepeltek. A fenotipusos definiciok kiilonbsége
miatt a hidnyz6 asszociaciok értelmezése (példaul az NTRK2 gén asszociacidja) igen
problémas. Nagyobb eclemszammal és egységesebb szuicid fenotipussal rendelkezd
tovabbi vizsgdlatok szikségesek, hogy megerdsitsék, vagy elvessék az asszocidcio
betegségspecifikus jellegét.

Osszefoglalva 13 eredményeinket, vizsgilatunk régio-alapu, multilokusz
asszociaciés tesztjei és poligénes rizikopont predikcios elemzései megerdsitették a
neurotrofinok  szerepét a szuicid viselkedés patogenezisében. A neurobiold giai
ismereteken  alapuld, mMIRNS génszett nominalisan szgnifikans, de inverz
transzdiagnosztikus poligenikus predikcioi, és a DICER] mindkét mintdban nominalisan
szignifikans asszocidja azt sugalljak, hogy a végrehajtd funkcidzavar szerepet jatszhat
mind az Ongyilkossagi gondolatok, mind a kisérletek, elofordulasaban. Azonban a
MIRNS rendszer és a szuicid magatartas kapcsolata Osszetett, és valoszintileg a gén-
kornyezet interakciok, a genetikus heterogenitds és a pleiotropia nagyban befolyasolja.
Bar az eredményeink értelmezését a fenti megszoritasok korlatozzak, plauzibilis biologiai
hatteriik tovabbi replikaciot indokol.
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5.3. Multilokusz asszociaciok szKizofréniaban

Masodik vizsgadlatunkban a DSM-IV szkizofrénia multilokusz markereinek,
régio-alapu  asszociaciojat, valamint génszett-alapt feldusulasat, ¢és a feldasult
funkciondlis annotaciok klasztereit elemeztik, a GENCODE annotacio alapjan,
kétlépcsds felepitésben. A SCHIZOBANK eset-tri0 mintdn explorativ  elemzéssel
azonositott gének ¢és kanonikus Utvonalak kozil, szamos asszocidciot, valamint
feldusulast replikaltunk nominalis p-értékkel a GAIN-MGS GWAS mintdn, azonban a
tobbszords Osszehasonlitas korrekcidjat kovetden ezek egyike sem szgnifikans, a
legerésebb korrigalt p-értékkel (p = 0,113) a PTPN21 gén rendelkezett. A pozicionalis
génszettek elemzésekor, az exploraciés mintdn a 10q23 kromoszémasav feldusulasa, a
replkacios mintan pedig a PTPN21 gént is tartalmazo, 14q31 szegmens régio-alapu
asszociacidja, valamint a 5q31 ¢s az Xql3 kromoszomaszegmensek feldusuldsi tesztje
esetében észleltiink - tobbszords Osszehasonlitdsra korrigdltan is - szignifikans p-értéket.
A két mintin azonos paraméterii predikciés algoritmusokkal prioritizalt génlistak
funkcionalis annotacios klaszterelemzése, mindkét mintan a szkizofrénia feltétele zett
neurobiologiai hatterére utalhat, pl. sejtosztddas ¢€s transzkripcid szabalyozasaval,
neuron- ¢és axonfejlddéssel, agy- és embriondlis fejlodéssel, illetve szmnaptikus
plaszticitassal kapcsolatos annotacios klaszterek feldusulasat mutatta. Az exploracios
mintdn azonositott, 14 annotacidos klaszter fele a replikacids mintdn is nominalis
feldasulast mutatott, kozilik harom, a szkizofrénia etiologidjahoz jol illeszkedd
splicing/alternativ  splicing, az agyfejlodés ¢és az embrionalis fejlodés klasztere,
statisztikailag szignifikdns maradt a teljes hipotéziscsoportnak megfeleld p-érték
korrekcid utdn is. A vizsgalt multilokusz ,jmarkerek” komplexitdsanak novekedésével
mind a nomindlis, mind a korrigalt replikacios valdsziniiség névekedését észleltik, amely
megerdsiti a multildkusz asszocidciés modszerek genetikai heterogenitast ellenstilyozo
hatasat.

Az exploracios IEpcsdben szuggesztiv p-értékkel bird gének kozil, a 14931
szakaszon elhelyezkedd PTPN21, protein tirozin foszfatdz gén asszocialodott a
szkizofréniahoz a legalacsonyabb p-értékkel (prep =6,42E-06) a replikacios mintaban. Bar
gén-alapu tesztek hipotéziscsoportjara korrigdlt p-értéke csak szuggesztiv Ovezetbe
sorolhatd (prep_corr= 0,113), az asszociacid érvényessége mellett szol, hogy a gént

tartalmazd 14q31 pozicionalis génszett asszocidcidja a korrekcid utdn is szignifikdns
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maradt (prep_Hyst =1,5E-06, prep_HYST 0or=0,002). APTPN21 és a szkizofrénia kapcsolatat
korabbi kutatasok is felvetették. Chen és mtsai [202] a szkizofrénia és a PTPN21 és a
kozeli EMLS gének, potencidlisan funkcionalis nukleotid polimorfizmusok szignifikans
asszociaciojat kozolték. Jollehet az exploracios mintdjuk részben atfed jelen vizsgalat
replikacios mintaival, a PTPN21 SNP asszocidcioit meta-analizissel 0Osszevont, 13
fliggetlen mintan is sikeresen replikaltak. Bar a PTPN21 gén funkcioja még nem teljesen
tisztazott, a PTPN gének altal kodolt protein tirozin foszfatdzok a T-sejtes immunvalasz,
valamint sejtndvekedés fontos szabalyozd faktorai Tovabba, Plani-Lam ¢és mtsai [203]
szermt a PTPN21 meghatdrozé a neuregulin3 (NRGN3) neurotrof faktor aktivalasaban,
amely meghosszabbitja a kérgi neuronok tlélését, és javitja a szinaptikus plaszticitast is.
Tehat a PTPN21 a szkizofrénia tobb patomechanizmusdban is szerepet jatszhat, pl az
idegfejlodésfejlodés, szinaptikus plaszticitds zavaraban, vagy a neuroinflamméaciéban,
etiologiai plauzibilitasa is tAmogatja.

Az MSIG v5.2 adatbazis fliggetlen kanonikus utvonalai ¢s az atfedokbol
Osszeallitott ,szuperutvonalak™ sem az exploracios Iépésben, sem replikaciokor nem értek
el tobbszords Osszehasonlitdsra korrigalt, statisztikailag szignifikdns asszociaciot vagy
feldasulast, hasonloan a Psychiatric Genomics Consortum Utvonalelemzéséhez. Hat
utvonal esetében taldltunk nommndlisan szignifikdns replikéciot, legalacsonyabb
asszociacios p-értekkel mindkét Iépcsdben a KEGG ¢és BIOCARTA sejtciklus  €s
BIOCARTA Gl utvonalakat tomoritd Superpathway 75 rendelkezett. A sejtciklus, DNS
replkécio és transzkripci®d szabalyozasaval kapcsolatos utvonalak, a sejtszintii
stresszorokra adott valaszhoz, az apoptdzis, novekedés ¢és sejtdifferencialodas
folyamataihoz is szorosan kapcsolodnak, kozOs pontot jelentve a szkizofrénia
idegfejlodési illetve immunologiai eredetelméleteiben [204]. A tovabbi nominalis
utvonalak kozil, a REACTOME programozott sejthalal, CD3 és T-sejtek zeta lanc
foszforilasat tomoritd Superpathway 69, valamint p38a és p38f MAPK szignal-
transzdukcids utvonal asszociacidi szintén az apoptozs, neurondifferencialodas és
gyulladdsos immunvalasz érintettségére utalnak. A HNF3B (FOXA2) utvonal
asszociacidjanak biologiai jelentdségét pedig a FOXA1/A2 transzkripcids faktorok adjék,
amelyek koOzponti szabalyozd szereppel birmak a kozépagyi dopaminerg neuronok

fejlodésének minden fazisaban [205]. Végezetiil, az inzulin szignal-transzdukcio és
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szabalyozas utvonalait aggregald Superpathway 106, illetve a bioenergetikaban
meghatarozo jelentéségli oxidativ foszforilacio és elektron transzport utvonalait sszegzd
Superpathway 107 nominalis asszociacidja Osszhangban van a szkizofrénia ¢és
metabolikus  szindromak,  pl  cukorbetegség  korrelacidjaval — [204,206,207].
Mindazonaltal, a tobbszords Osszehasonlitds korrekcidja utdn, egylk kanonikus utvonal
asszociacidja sem maradt szignifikdns, ezért a plauzibilisnek tiind asszocidciok esetében
is tovabbi replikaciok szikségesek.

A kromoszémaszegmensek altal definidlt pozicionalis génszettek esetében viszont
a 14931 szegmens asszociacidjat, valamint a 5931 és Xql3 szegmensek feldtsulasat
korrekcid utan is szignifikdns p-értékkel replikaltuk. A 14q31 szegmensen, a korabban
targyalt PTPN21 gén mellett, az EMLS5, ZC3H14, SPATA7, TTC8 ¢és SEL1L gének
esetében mértlink nominalisan szignifikans replikaciot. Az SZGR2 adatbazis [208]
szermt, az SEL1L gén kivételével, mindegyik gén esetében publikaltak gyakori SNP
asszociaciot a szkizofréniaval, emellett a ZC3H14 ¢és a SPATA7 géneket differencialt
metildicio, a TTC8 gént pedig differencialt expresszid is a szkizofréniahoz kapcsolja.
Funkciok alapjan, az TTC8, EMLS és a SPATA7 a citoszkeleton megfeleld mikkodésnek
fenntartasdval, TTC8 az axongenesis, a ZC3H14 pedig mRNS stabilizdlé hatasaval
szilkségesek idegrendszer fejlodéshez. A régioban taldlhatd, szkizofréniaval kordbban
Osszefliggésbe hozott, STON2 ¢s NRXN3 gének asszociacidja egylk mintdban sem érte
el ap <0,1 kiiszobot.

A 5931 és Xql3 kromoszomarégiok esetében a feldisuldst mérd Wilcoxon p-
értekiik maradt a korrekcid utdn is szignifikdns. Mivel a feldisulassal a génszetten beliili
¢és kiviili génasszocidciok eloszlasanak kiilonbségét teszteljik, a szisztematikus jellege
miatt nem lehet csak néhany gént kiemelni Ezért az egész génszett korrelaciojat
vizsgaltuk az MSiGDB v5.2 génontologiai (GO) annotacidival. Az 5q31 szegmens génjei
a sejtadhézid, szinapszis szervezOdés, sznaptikus jelatadas, kalcum kotés é€s
kalcumfliggd sejtadhézio GO terminusaival korreldlt FDR<O0,05 korrekcid mellett,
Osszhangban a PGC szkizofrénia mega-analizis eredményeivel. Az Xql3 sav génszettje
pedig az RNS polimerdz II transzkripcid regulicidja és acetil-transzferdz funkciod
terminusaival korrelalt (FDR < 0,05).

A statisztikailag szignifikans replikaciok mellett még a 10g23, 5p12 és 1p22 szegmensek

asszociacidi replikaldodtak nomindlis szignifikancidval. Bar a 10923 és az 1p22
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szegmensek a korabbi, teljes-genom kapcsoltsagi vizsgilatok metaanalizisével kijelolt
régiok kozelében helyezkednek el, sem kiemelkedd asszociaciojii gént, sem szignifikans
ontologiai terminust észleltiink, ezért esetikben a véletlen asszociacid esélye nem
elhanyagolhato.

A funkcionalis annotaciok elemzése elott, a KGGseq program gépi tanulason ¢és
funkcionalisnak josolt kodold (mendeli predikcid [184]), vagy nem-kodold (regulatoros
predikci6 [185]) varidansok alapjan prioritizaltuk a mintdk genomjait. A prioritizalt
génlistakhoz kapcsol6do, funkcionalis annotaciok klaszterelemzésekor, az exploracios
minta nominalis feldusuldst mutatd klaszterei kozil, harom esetében regisztraltunk
tobbszOrés  Osszehasonlitdas  korrekcidjdnak is megfeleld  feldisuldsi  pontot: a
splicing/alternativ splicing, az embrionalis fejlédés ¢és az ideg/agyfejlodés annotacios
klaszternél. Mindharom klaszter feldisuldsa illeszkedik a szkizofrénia neurondlis
fejlodéssel kapcesolatos betegségmodelljébe. A splicing/alternativ splicing a transzkripci6
kromatinstatusztol fliggetlen szabdlyozd mechanizmusa, amely neurondlis fejlédés
mellett a gyulladdsos citokinek szabalyozo faktora is, tehdt a szkizofrénia
neuroinflamacids etiologidjat is erdsitheti. Ugyanakkor, nem zarhatjuk ki, hogy a magas
ES pont ellenére a klaszter csak mitermék, a prioritizacids algoritmusok a regulatoros
szajtok felismeréséhez a splicing szajtok gépi tanulidson alapuld annoticiojat is
tartalmaztak, a mely vezethetett a splicing/alternativ splicing feldusulasdhoz. Végezetiil
megemlitendd, hogy a szkizofrénia etiologidjaban jelen ismereteink szerint kodzponti
szerepet jatszd neurotranszmisszid, sznaptikus funkciok ¢és plaszticitds zavarara utalo
klaszterek csak az exploracios mintabol hidnyoztak, a replikacidos minta 126 nominalis
klasztere kozott jelen voltak, amely foként a két minta kozotti metodologiai
kiilonbségeknek tudhatod be.

Vizsgalatunk masik 0 célja a multilokusz elemzések replikaciés valoszinlisé gre
gyakorolt hatdsdnak felmérése volt, amelyhez mind a nommalis, mind a tobbszords
Osszehasonlitasra korrigalt replikiciok aranyat regisztraltuk. A p-értékek korrekciojatol
figgetleniil, a multilokusz elemzések egyértelmiien novelik a replikdcid valosziniisé gét,
méghozza a definialt ,marker” komplexitdsinak megfeleléen. A replikacid aranya

valosziniileg a genetikai heterogenitds csokkenése miatt novekszik, de nem vethetjiik el
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a lehetdségét, hogy e multilokusz markerek egyszerien csak tobb gént annotalnak
méretiikné] fogva.

Vizsgalatunk nem mentes a korlatoktél sem. A SCHIZOBANK tulsdgosan kis
elemszami és alacsony lefedettségli mintdja exploracios célokra sem idedlis. A
statisztikai er6 novelése érdekében, az exploracid soran szuggesztiv p-értékkel (0=0,1)
biré asszocidciokat is elfogadtunk, a fals pozitiv asszociaciok ellensilyozisidra a masodik
Iépcsében konzervativ p-érték korrekciot végeztiink. A kozos variansok gyarapitasa
érdekében a 1000 Genomes phlv3 mintdja szerint imputdltuk a GWAS mmntat. Az
mputacio az atfedést javitotta, azonban részben torzitja is az adatot: a hosszabb gének
esetében tobb marker akad fenn a mindségkontroll sziirdn, ezért a rovidebb gének
viszonylagos lefedettségét megndveli. A rovidebb gének feldusuldsa torzithatja a
kompetitiv génszett teszteket, pl. Wilcoxon-teszt, felilreprezentacios teszt stb. E torzitast
mérséklendd, a génszettek vizsgdlatakor a kompetitiv feldtsulasi tesztek mellett régio-
alapu, HYST génszett-asszocidcios tesztet is végeztiink. Tovabba, az eset-tri6 minta
elemzésekor nem tudtuk a replikdciés minta kovaridnsait hasznalni, az FBAT nem kezel
kovarianst, regresszios TDT-teszthez pedig til sok a hidnyz6 genotipus. Az eltérd
lefedettség, vagy a génszettek korrelacioja, atfedése, torzithatja a kompetitiv feldasulési
tesztek eredményét, ennek csokkentését célozva elemeztiink a ReCiPa programmal
figgetlenné alakitott kanonikus- és szuperitvonalakat, és pozicionalis génszetteket.

Osszefoglalva vizsgalatunk eredményeit, a biologiai és molekularis finkciok,
jellemzok alapjan definidlt, multildkusz elemzések a szkizofrénia etiologidjaban szerepet
jatszo szinaptikus plaszticitas, neuron- és axon- és agyfejlédés, valamint immunolo giai
¢s transzkripcid szabalyozo annoticioknak megfeleld gének, génszettek asszocidcidjat,
lletve feldusulasat eredményezték. Emellett a replikdcido folyamatat — komplexitasukkal
aranyosan — egyértelmiien eldsegitették, még a vizsgalt, egymastol jelentésen -eltérd

mintaink esetében is.
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6. Kovetkeztetések

A genetikai asszocidciés vizsgalatok altalinos problémaja a valos ¢és véletlen
asszociaciok megkiilonboztetése, ,arany standard” moddszerének jelenleg is a fliggetlen
mintakon t6rténd replikacio tekinthetd. A pszichidtriai fenotipusok elemzésekor azonban
a replikacid kiilonosen problémas, poligénes jellegikbdl eredd nagyfokt genetikai
heterogenitas miatt. A tézisekben ezért nemcsak a multilokusz asszociacios modszerekkel
azonositott rizik6faktorokat, hanem a modszerekhez kothet6 replikacios valoszinlisé get
is feltérképeztik, eltérd fenotipusi GWAS mintak, illetve kiilonb6z6 vizsgalati szerkezet
szerint genotipizalt, de azonos fenotipusti mintak asszociacioit elemezve. A szkizofrénia
etiologiajahoz illeszkedd eredményeink replikacidja, illetve a szuicid magatartas
vizsgalatdban, a statisztikailag is szignifikdns replikaciok ¢és azonos ianyd PRS
predikciok hidnya, a multilokusz elemz6 modszerek differencialt hatékonysagat
tamasztja ald feno- ¢és genotipusos heterogenitdS esetén. Egyuttal eredményeink
ramutattak  az Ongyilkossagi  gondolatok és kisérlet fenotipusainak  alapvetd
kiilonbozéségére is, amely tovabbi vizsgalatok tekintetében megkérddjelezi egyesitett
elemzEsiik érvényess€¢gét. Mindazonaltal, a nomindlisan szignifikans asszociacioju SNP-
K nagyaranyu annotacioja az epigenetikai szabalyozo lokuszokon, e markerek jelentds
hanyadaban is valos asszociaciokat valoszintisit. Tehat az inkonzisztens iranyG PRS
predikciok, és csak nominalis p-értékek ellenére, feltételezhetd a DICER1 gén és a
mIRNS rendszer szerepe is a neurotrofinok mellett, a szuicid magatartas kialakulasaban.
Mindez ujfent megerdsiti, hogy az asszociacidos vizsgalati eredmények értelmezése a
markerek genetikai, epigenctikai, expresszios, vagy egyéb funkcionalis annotacioinak

integracidjara épiljon, a p-értékek mechanikus, matematikai rangsorolasa helyett.
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7. Osszefoglalas

Célkitiizés: Els6 vizsgalatunkban a major depressziohoz, illetve bipolaris zavarhoz
tarsuld  Ongyilkossagi viselkedés kandidans gén alap, multilokusz asszociacioit
elemeztik. Masodik vizsgdlatunkban a szkizofrénia multilokusz asszociacioit ¢és
replikaciora gyakorolt hatdsukat exploraltuk.

Modszerek: elso vizsgalatunkban az NCBI GAIN bipolaris (N=999, szuicid n=358) ¢és
major depressziv (N=1753, szuicid n=245) mintait elemeztik. A régid-alapt
asszociaciokat korrelacios (Génlistal), mig a PRS predikciokat korrelacios, prefrontalis
korokben kifejez6d6 miRNS (Génlista2) gének ¢és célgénjeik (Génlista3) szerint
elemeztik. Masodik, kétlépcsds vizsgalatunk a SCHIZOBANK projekt eset-trioin (n=16)
exploraciokor a szuggesztiv multilokusz asszocidciokat a GAIN szkizofrénia GWAS
mintain (N=5337) validaltuk.

Eredmények: statisztikailag szignifikdns gén-alapti asszociaciot csak az NTRK2 gén
mutatott, az MDD mintan, és csak a DICER1 p-értéke volt legalabb nominalis mindkét
mintdn. A Génlista2 PRS pontjai nommalisan szignifikdns, de negativ korrelacios
egyltthatoval josoltak a szuicid magatartast, legnagyobb varianciat a PRSice pt<0,03
modellje fejezett ki Maésodik vizsgalatunkban a 14q31, 5q31 és Xql3 pozciondlis
génszettek, tovabba a splicing/alternativ splicing, idegfejlodés ¢s embrionalis fejlodés
funkciondlis annotacidos klaszterek asszociacidi maradtak szgnifikdnsnak a korrekcio
utdn is. A szignifikdns replikaciok valoszinlisége a teszt Osszetettségével nott.
Kovetkeztetések: elsé vizsgalatunk igazolta a BDNF-NTRK2-CREB utvonal, és a
miRNS rendszer és végrehajtd funkciok lehetséges medidld szerepét a szuicid idedcidban,
de a szuicid fenotipusok heterogenitasat is. Masodik vizsgalatunk megerdsitette az
idegfejlodés, szinaptikus plaszticitds €s immunrendszer érintettségét szkizofrénidban, és

igazolta a multilokusz elemzések elonyeit nagy genetikai heterogenitas esetén is.
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8. Summary

Objectives: Our first study aimed to explore multilocus candidate-gene associations with
suicidal behavior in major depressive and bipolar disorders. The goals of our second study
were to explore the multilocus associations in schizophrenia and their replication.
Methods: Our first study analyzed samples of the GAIN bipolar disorder (N=999,
suicidal n=358) and the GAIN major depressive disorder (N=1,753, suicidal n=245).
Candidate genes were selected by literature search (Genesetl), gene expression of
microRNA genes (Geneset2) and their targets (Geneset3). Gene-based associations were
analyzed for Genesetl, while PRS score predicitions of suicidal behavior were performed
for all genesets. The second study had a two-staged design, associations with suggestive
p-values at the discovery set of case trios (n=16) from the SCHIZOBANK study were
tested on GAIN schizophrenia GWAS datasets (N=5,337) during the validation step.
Results: Only NTRK2 in the MDD sample associated statistically significantly with
suicidal behavior, whereas only DICERL had at least nominally significant association in
both samples. Nominally significant, but negative predictions of suicidal behavior were
found for Geneset2, with the best model by PRSice with pt<0.03. In the schizophrenia
sample, genesets 14q31, 5931 and Xg13 and functional annotation clusters of splicing,
neurodevelopment and embryonic development had statistically significant p-values.
Replication probabilty increased parallel with test complexity.

Conclusions: Our results supported the involvement of the BDNF-NTRK2-CREB
pathway in suicidal ideation and suggested a potential mediating role of microRNA
system and executive functions. Our second study corroborated the pathogenetic role of
neurodevelopment, synaptic plasticity and immune system functions in schizophrenia and

the utility of multilocus methods in cases of large genetic heterogeneity.
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Despite moderate heritability estimates the genetics of suicidal
behavior remains unclear, genome-wide association and candi-
date gene studies focusing on single nucleotide associations
reported inconsistent findings. Our study explored biologically
informed, multimarker candidate gene associations with sui-
cidal behavior in mood disorders. We analyzed the GAIN Whole
Genome Association Study of Bipolar Disorder version 3
(n=999, suicidal n=358) and the GAIN Major Depression:
Stage 1 Genomewide Association in Population-Based Samples
(n=1,753, suicidal n=245) datasets. Suicidal behavior was
defined as severe suicidal ideation or attempt. Candidate genes
were selected based on literature search (Genesetl, n = 35), gene
expression data of microRNA genes, (Geneset2, n = 68) and their
target genes (Geneset3, n=11,259). Quality control, dosage
analyses were carried out with PLINK. Gene-based associations
of Genesetl were analyzed with KGG. Polygenic profile scores of
suicidal behavior were computed in the major depression data-
set both with PRSice and LDpred and validated in the bipolar
disorder data. Several nominally significant gene-based associ-
ations were detected, but only DICER1 associated with suicidal
behavior in both samples, while only the associations of NTRK2
in the depression sample reached family wise and experiment
wise significance. Polygenic profile scores negatively predicted
suicidal behavior in the bipolar sample for only Geneset2, with
the strongest prediction by PRSice at P, <0.03 (Nagelkerke
R?>=0.01, P < 0.007). Gene-based association results confirmed
the potential involvement of the BDNF-NTRK2-CREB pathway
in the pathogenesis of suicide and the cross-disorder association
of DICERI1. Polygenic risk prediction of the selected miRNA
genes indicates that the miRNA system may play a mediating
role, but with considerable pleiotropy. © 2016 Wiley Periodicals, Inc.

Key words: executive functions; polygenic risk score; suicidal
behavior; Bayesian PRS; region-based heritability

INTRODUCTION

Suicide is the most devastating outcome of psychiatric disorders
and according to the 2000-2012 Global Health Estimates report on
mortality by the World Health Organization (WHO) [Organization,

© 2016 Wiley Periodicals, Inc.
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2014], it is the second leading cause of death among 15-29 year olds
and listed in the top 20 cause of death worldwide. The link between
suicide and mental health problems is strong, approximately 90% of
suicide attempts occur among individuals with psychiatric disor-
ders. Based on the data from the WHO World Mental Health Survey
Initiative, a cross-national study by Nock et al. [2008] revealed that
mood disorders are particularly strong, independent predictors of
both suicide attempts (OR: 4.7-5.9) and ideation (OR: 3.4—4.7) even
if sociodemographic correlates were taken into account. Although
suicidal ideation is arguably more common than suicide attempts
(lifetime prevalence: 9.2% and 2.7%, respectively), they found that
29% of respondents with suicidal ideation and 59% of those who
made definite plans also tried to commit suicide. Moreover, authors
reported that the strong association between psychiatric disorders
and suicide attempts substantially diminished after suicidal ideation
was controlled for in the regression models. These results also
indicate that factors other than the psychiatric disorders per se
also mediate the transition from suicidal ideation to attempt. One of
these potential mediators might be the impairment in executive

Authors have no conflict of interests to declare.

Grant sponsor: Hungarian National Research Fund; Grant sponsor:
Hungarian Brain Research Program; Grant numbers: OTKA-PD 83876,
NAP-B KTIA_NAP_13-2014-0011.

*Correspondence to

Attila J. Pulay, M.D., Department of Psychiatry and Psychotherapy,
Semmelweis University, H-1083 Budapest, Balassa u. 6. Hungary.
E-mail: pulay.attila@med.semmelweis-univ.hu

Article first published online in Wiley Online Library
(wileyonlinelibrary.com): 00 Month 2016

DOI 10.1002/ajmg.b.32433




AMERICAN JOURNAL OF MEDICAL GENETICS PART B

DOI:10.14753/SE.2017.2044

functions, for example, cognitive inflexibility, impaired decision
making, attention and working memory deficits, and weak impulse
control, that have been repeatedly linked to both suicide ideation
and attempt in various psychiatric disorders [Marzuk et al., 2005;
LeGris and van Reekum, 2006; Westheide et al., 2008; Malloy-Diniz
etal.,2009; Keilp et al., 2012; Miranda and Gallagher, 2012; Richard-
Devantoy et al., 2012]. In concert with the neuropsychological
findings, structural and functional imaging studies of suicidal
behavior showed alterations in the volumes and activity of the
non-motor neural networks of the prefrontal cortex and basal
ganglia, particularly the dorsolateral and orbitofrontal circuits
which are responsible for organizing the aforementioned executive
functions [Van Heeringen, 2003].

Similar to other psychiatric conditions, suicidal behavior is
suspected to have a complex, multifactorial etiology. Although
genetic epidemiologic studies [Voracek and Loibl, 2007; Tidemalm
et al., 2011; Petersen et al., 2014] suggest that genetic factors have
definitive role in suicidal behavior, the genetic architecture of
suicide is yet to be clarified. Based on the observed link between
low CNS serotonin level and suicide [Van Heeringen, 2003], the
early candidate gene studies targeted the serotoninergic system,
especially the TPH2 and SLC6A4 genes [Antypa et al., 2013].
However, subsequent candidate and whole-genome association
studies (GWAS), and systematic meta-analyses [Schild et al.,
2013] failed to replicate the initial associations. The focus of the
hypothesis driven studies gradually shifted toward genes from
other neurochemical systems, such as dopaminergic transmission
(DRD2, COMT, MAOA) [Tsai et al., 2011], polyamines (SAT1)
[Fiori et al., 2010], stress response genes (FKBP5, HPA axis genes)
[Tsai et al., 2011; Roy et al., 2012] and recently to neurotrophins,
especially the genes of the BDNF-NTRK2-CREB pathway [ Dwivedi
et al., 2003; Kim et al., 2008; Dwivedi et al., 2009; Ernst et al., 2009;
Dwivedi, 2010; Kohli et al., 2010; Juhasz et al., 2011]. In addition,
because of the apparently state-like impairment of executive
functioning in both suicidal ideation and attempt, gene expression
studies in areas responsible for these cognitive domains, that is, the
prefrontal cortex, also indicated the potential role of the microRNA
(miRNA) system in suicidal behavior [Serafini et al., 2014; Smal-
heiser et al., 2014]. Particularly hsa-miR-491-3p, hsa-miR-185,
hsa-miR-195, and hsa-mir30a should be highlighted, as hsa-miR-
491-3p and hsa-miR-185 were found upregulated in the pre-
frontal cortex of suicide victims [Serafini et al., 2014], furthermore
hsa-miR-185, hsa-miR-195, and hsa-mir30a play important regu-
latory role in the BDNF signaling pathway [Maussion et al., 2012;
Serafini et al., 2014].

Unfortunately, the GWAS studies [Laje et al., 2009; Perlis et al.,
2010; Galfalvy et al., 2011; Schosser et al., 2011; Menke et al., 2012;
Perroud et al., 2012; Willour et al., 2012; Mullins et al., 2014;
Galfalvy et al., 2015] exploring suicidal behavior to date did not
clarify the aforementioned complexity. With the exception of an
intergenic SNP near to the ACP1 gene reported by Willour et al,,
all of these studies resulted in only suggestive findings at best.
Moreover, the genes of these several suggestive associations failed
to replicate in two independent GWAS analyses. Potential reasons
of these inconsistency include most importantly insufficient power
to detect associations with small effect size [Laje et al., 2009; Menke
et al., 2012; Perroud et al., 2012], and phenotypic heterogeneity.

Three studies [Laje et al., 2009; Menke et al., 2012; Perroud et al.,
2012] analyzed suicidal ideation emerging or worsening after
antidepressant treatment, four studies [Perlis et al., 2010; Schosser
et al., 2011; Willour et al., 2012; Mullins et al., 2014] used suicide
attempt as outcome measure, whereas only one study by Galfalvy
et al. [2011] analyzed samples of victims of completed suicide. In
addition, further methodologic issues arose, such as low coverage
of genotype array, lack of control for psychiatric disorders [Galfalvy
et al., 2011].

Besides the aforementioned reasons, the genetic heterogeneity
and the assumed polygenic inheritance might have been likely
to contribute to the missing replications. As Ayalew et al.
[2012] reported, the heterogeneity is particularly strong at the
SNP level, but the overlap between datasets could considerably be
increased by taking into account more complex genetic markers,
such as gene regions, pathways or gene networks. Region-based
tests can amplify individually weak SNP signals that are enriched
in specific locations, for example, in a gene or in the promoter
and have performed well in several psychiatric genetic analyses.
Another multimarker test, the polygenic risk scoring (PRS)
approach proposed by Purcell et al. [2009] also aims to measure
the additive contribution of the genetic markers, however, it differs
from the former tests by requiring at least two independent data-
tsets—a training and a validation sample for a proper, unbiased
analysis. Although these methods fit the hypothesized polygenic
inheritance model of suicidal behavior much more than the SNP-
based analyses, such data—especially from cross-disorder studies
of suicidal behavior—are still far from complete. Therefore, our
study aimed to provide region-based association results in a cross-
disorder fashion, between suicidal behavior and those genes that
showed suggestive SNP associations in GWAS or expression studies
or were clearly implicated by previous candidate gene studies. In
addition, we also conducted targeted PRS analyses to assess the
additive, polygenic contribution of the literature search based
candidate gene set and of those miRNA genes, which might be
relevant in executive functioning by using the Genetic Association
Information Network (GAIN) major depressive disorder dataset as
training sample and the GAIN bipolar disorder dataset as valida-
tion sample.

The two non-overlapping groups examined in this study com-
prised individuals with European ancestry diagnosed with bipolar
affective (BD) and major depressive disorder (MDD). Both study
groups’ data were accessed from the Database of Phenotypes and
Genotypes (dbGaP) [Mailman et al., 2007; Tryka et al., 2014] at the
National Center for Biotechnology Information (NCBI). Subjects
with bipolar disorder were drawn from the GAIN Whole Genome
Association Study of Bipolar Disorder [Dick et al., 2003; McInnis
et al., 2003] (dbGaP accession number: phs000017.v3.p1) whereas
study population with MDD were included from the GAIN Major
Depression: Stage 1 Genomewide Association in Population-Based
Samples, which was derived from the Netherlands Study on
Depression and Anxiety (NESDA) and from the Netherlands
Twin Registry (NTR) [Boomsma et al., 2000, 2008]. In the
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GAIN bipolar sample, 999 European-American individuals were
diagnosed with bipolar I or II disorders by using the Diagnostic
Interview for Genetics Studies (DIGS) versions 2, 3, and 4. One
thousand seven hundred fifty-three patients with MDD were
included from the NESDA-NTR studies, diagnosis of MDD
were given by using the Composite International Diagnostic
Interview (CIDI). Data collection, inclusion, and exclusion criteria
were described in details elsewhere [Boomsma et al., 2000, 2008;
Dick et al., 2003; Mclnnis et al., 2003].

Suicidal behavior was defined as (i) 1 or more suicide attempt rated
with an at least ambiguous reason by the interviewer and (ii) having
severe suicidal ideation (thinking of committing suicide several
times a week, or making definite plans of suicide, or stating that he
or she would commit suicide if it is possible). Suicidal behavior was
assessed among the bipolar cases with the DIGS and with the
Inventory of Depressive Symptoms (IDS) and the short form of
Beck Depression Inventory (BDI) in the MDD sample, resulting
n =245 MDD cases and n = 358 bipolar cases with suicidal behav-
ior,and n = 616 bipolar and n = 1,360 MDD cases without suicidal
behavior, whereas n=25 bipolar and n=150 MDD cases were
excluded from the analysis due to missing phenotypic information.
Except for imputation or cross-validation purposes, control indi-
viduals were dropped from the subsequent analyses in both study
samples. The rationale of this decision was that he complete lack of
assessment for suicidal behavior among the control subjects in the
GAIN bipolar sample, and the low number of control subjects in
the GAIN MDD sample identified with suicidal behavior (n=2),
did not enable the analysis of these subsets without confounding
the associations of suicidal behavior with MDD or bipolar disorder.
Given the important relationship between younger age and suicide,
we assessed the distribution of age and particularly the high-risk
group (15-29 year olds) to detect potential confounding or modi-
fier effects. However, neither the mean of age nor the rate of
the aforementioned high-risk age group differed significantly by
suicidal behavior in both study samples.

Details of GWAS sample collection, processing and quality control
for each study groups have been described elsewhere. The GAIN
bipolar sample was genotyped with an Affymetrix Genomwide 1 M
chip with 729,087 markers that passed the QC filters, whereas the
genotyping of the MDD sample was conducted by using a Perlegen
600K platform with 437,114 SNPs passing the QC criteria. To
prevent a selection bias stemming from the restriction of the
analysis to the shared markers (n=175,373), we imputed both
datasets by using a haplotype-based multipoint imputation
method implemented in IMPUTE2 [Howie et al., 2009]. For the
imputation process both the GAIN bipolar and the MDD datasets
were phased by using SHAPEIT [Delaneau et al., 2013] and
imputed with IMPUTE2 by using the 1000 Genomes Phase 1
version 3 haplotypes (n =1,092) [McVean et al., 2012] as reference
data. Both datasets were lifted to hgl9 positions by using liftOver
[Hinrichs et al., 2006] and strand flips were corrected according to

the reference data. Although unaffected controls were excluded
from the subsequent analyses, they were still phased and imputed
together with the cases to increase phasing and imputation cer-
tainity. To further improve imputation quality, conservative post-
imputation QC filters were set with certainty >0.9 and info metrics
>0.9, MAF > 0.01 and HWE P-value >0.000001. After QC filter-
ing, 6,706,910 shared markers (biallelic SNPs and indels) were
included in the downstream data processing.

We selected 32 candidate genes that had at least one suggestive
SNP-based association with suicidal behavior in published
genomewide association or expression studies, and also included
three more genes (CACNAIC, ANK3, and ZFN804A) due to their
SNP-based association with bipolar disorder [Ferreira et al., 2008;
Lettetal., 2011], based on the strong link between bipolar disorders
and suicidal behavior. This literature search based candidate gene
set (Genesetl, n=35) is shown in details in Table I. To avoid
biasing the P values, the literature searches only covered those
studies, that either did not share any samples with our present
study, or in case of a partial overlap, the gene selection was not
based on reported gene-based associations. In addition, to test the
hypothesis of the potential involvement of the microRNA system to
executive functions and to suicidal behavior, we compiled two sets
of candidate genes that are expressed in the neuroanatomical
regions of the dorsolateral and orbitofrontal prefrontal circuits.
We accessed the gene expression profiles for the prefrontal cortex,
cingulate cortex, caudate nucleus, caudate putamen, corpus stria-
tum, globus pallidus, substantia nigra, thalamus, and the subtha-
lamic nucleus by using the Gene Expression Atlas at the European
Bioinformatics Institute (EBI) [Kapushesky et al., 2009]. The
narrow gene set (Geneset2, n=68) contained the miRNA genes
expressed in the aforementioned brain regions and those genes that
have critical importance in the miRNA biosynthesis and the RNA-
induced silencing complex (RISC) namely, DICER1, DROSHA,
DGCRS, EIF2C2, TARBP, TRNC6A, and XPO5. The extended gene
set also included the predicted target genes expressed in the same
brain regions (Geneset3, n=11,259). The miRNA target predic-
tions were derived from the miRanda and mirSVR high score target
site databases and accessed from the microRNA.org website
(MicroRNA.org—Targets and Expression n.d.).

Gene-based associations with the suicidal phenotype were assessed
for the 35 literature search based candidate genes of suicide
behavior Geneset 1. To minimize the bias due to between-sample
population stratification and the confounding effect of the differ-
ent sampling phenotype, associations of 17,010 markers located
+5 kb up- and downstream of the gene boundaries were analyzed
separately in both study samples and were pooled with a binary
effect meta-analysis method implemented in the METASOFT
software [Han and Eskin, 2012]. Effect of within-sample popula-
tion strata were assessed and corrected for by computing the
genomic inflation factor (\) for each datasets with the GenABEL
package for R [Aulchenko et al., 2007; R Core Team, 2014],



Gene symbol
ACP1

ANK3

BDNF
CACNALC
D44

CYTH3 (GRP1)
DICERL

DSC2

FKBPS5

FOXN3
GDA

GFRA1

GRIA3
GRIK?2
hsa-miR-185

hsa-miR-195
hsa-miR-30a
hsa-miR-491
IFNLR1

KIAA1244
MARCH1
MBNL2
NTRK?2

NXPH1
PAPLN
PRKCE

RGS18
RGS2

SAT1
SLC4A4
SPTLC1
SRSF11
TMEM132C
TUBGCP3
INF804A

Study (author, year)
Willour et al. [2012]

Perroud et al. [2012]

Dwivedi et al. [2003];
Kim et al. [2008]
Ferreira et al. [2008];
Lett et al. [2011]
Galfalvy et al. [2011]

Perroud et al. [2012]
Smalheiser et al. [2012]
Galfalvy et al. [2011]

Roy et al. [2012];
Schosser et al. [2011];
Menke et al. [2012]

Galfalvy et al. [2011]

Perroud et al. [2012];
Menke et al. [2012]

Schosser et al. [2011]

Laje et al. [2007, 2009]
Laje et al. [2007, 2009]
Maussion et al. [2012]

Mellios et al. [2008]
Mellios et al. [2008]
Maussion et al. [2012]
Laje et al. [2009]

Schosser et al. [2011]
Galfalvy et al. [2011]
Galfalvy et al. [2011]
Perroud et al. [2012];

Schosser et al. [2011];

Kohli et al. [2010]
Perroud et al. [2012]
Laje et al. [2009]
Schosser et al. [2011];

Dwivedi et al. [2003]
Schosser et al. [2011]
Schosser et al. [2011]
Fiori et al. [2010]
Schosser et al. [2011]
Galfalvy et al. [2011]
Galfalvy et al. [2011]
Willour et al. [2012]
Galfalvy et al. [2011]
Lett et al. [2011]
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Biological implication

Coded protein is a tyrosine phosphatase that inhibits the neurogenesis by decreasing the
cytoplasmic B-catenin levels

Integral membrane protein to cytoskeleton, plays role in neurodevelopment, axon guidance,
signal transduction and action potential

Neurothrophic factor, essential to the survival of cortical and striatal neurons, implicated in stress
response and mood disorders

Voltage dependent calcium chanel, implicated in axon guidance, synaptic transmission and
calcium mediated signaling

Codes a cell surface glycoprotein that involved in cell adhesion and lymphocyte activation and
immunoregulation

Implicated in the control of Golgi structure and function, as well as in proten folding and
membrane trafficking

Rate limiting enzyme of pre-miRNA processing, implicated in neurodevelopment, working memory
and executive functions

Integral membrane componentm, belongs to the cadherine superfamily, plays role in cell
adhesion and desmosome froming

Plays important role in immunoregulation and protein folding and trafficking and implicated in
stress response

Acts as supressor at mytotic checkpoints, important for repairing DNA damage
Guanine deaminase gene, implicated in nervous system development

Glial cell line derived neurotrophic factor, plays role in neuronal survival, differentation and
development

AMPA 3 glutamate receptor, implicated in wide range of neuropsychiatric disorders

Kainate 2 glutamate receptor, implicated in wide range of neuropsychiatric disorders

Regulates the expression of tropomyosin receptor kinase B, implicated in neurodevelopment,
neurogenesis and synaptic plasticity

Regulates BDNF and HTR2A gene transcription, implicated in neurodevelopment

Regulates BDNF transcription, implicated in neurodevelopment

Transcription regulator, significantly upregulated in suicidal behavior

Interleukine 10B receptor that also interacts with IL-28A, 28B, and 29, involved in
immunoregulation

component of the transGolgi network and cell membrane, implicated in vesicle transport

A membrane ubiquitine E3 ligase, plays role in immunoresponse and MHC protein binding

RNA splicing regulator, implicated in brain development and myotonic dysthrophy

Neurotrophic tyrosine kinase, mhigh affinitiy receptor of BDNF associated with mood disorders
and suicidal behavior

Forms tight complex with neurexines, implicated in dendrite-axon adhesion and synapsis forming

A metallopeptidase, associated with SSRI treatment emerged suicidal ideation

A signal transduction protein, activated by DAG and Ca, plays important role in neuron chanel
activation and stress response

GTPase activator, plays role in G-protein receptor regulation,

GTPase activator, plays role in G-protein receptor regulation, associated with anxiety phenotypes

Gene codes a rate limiting enzyme in polyamine catabolism

A sodium bicarbonate cotransporter, plays role in intracellular pH regulation

Encodes the key enzyme sphingolipid biosynthesis

A splicing factor, plays role in mRNA processing

A transmembrane protein, associated with suicide attempts

Associated with gamma-tubulins in cells and oocytes

A zinc finger protein, transcritpion regulator, implicated in psychosis, schizophrenia, bipolar
disorder and suicide attempts
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including both the genotyped and imputed markers. We also
validated the population substructure of both study samples by
modeling the K number of subpopulations with the lowest cross-
validation error value with the ADMIXTURE software [Alexander
et al., 2009] using a subset of 100,000 genotyped SNPs in low
linkage disequilibrium (LD: r* < 0.2), results are shown in Supple-
mentary Figure S3. Both method suggested that the effect of
population stratification is insignificant both in the GAIN MDD
cases (genotyped A =1.00, imputed A=1.013, K=1) and the
GAIN bipolar dataset (genotyped A =1.006, imputed A =1.001,
K=1; QQ-plots for SNP P values are shown in Supplementary
Fig. SIA-C). The slight increase in \ after the imputation was likely
to be attributable to the strict post-imputation QC criteria that
filtered out those markers that usually contribute to a genomic
deflation because of their low variance

Gene-based P values were calculated by combining the SNP
P values with the hybrid set based test (HYST) with the KGG
software [Lietal., 2010, 2012]. This test combines the advantages of
the best-SNP picking and SNP-aggregating methods by performing
an extended Simes’ test (GATES) among the dependent SNPs with
high LD and aggregates the estimated test statistics of the LD blocks
with a scaled x* test [Li et al., 2012]. Although this method fits well
the genetic heterogeneity model, it is also very sensitive to LD
misspecification or incompleteness when aggregating the LD-block
statistics. To minimize the bias due to LD misspecification, we used
the European subset of the 1000 Genomes Phase 1 version 3 data
(n=1379) as reference genome for LD calculations in the sample-
specific and combined analysis as well (Supplementary Fig. S2A-C
display QQ-plots for gene-based P values).

Although P values are easily inferred from the region-wise
aggregated x” sum statistics, estimating a valid effect size for a
region-based test is not as straightforward. To provide a valid
measure that reflect the strength of association of a genomic region,
we assessed the heritability explained by the candidate genes on a
liability scale by using the restricted maximum likelihood analysis
(REML) [Yang et al., 2011b] implemented in the Genome-wide
Complex Trait Analysis (GCTA) statistical software [Yang et al.,
2011a]. As this approach requires genotype data for the calculation,
gene-specific heritabilities for the combined analyses were not
reported. To avoid inflated variances due to a population sub-
structure, we controlled the REML models for the top 20 principal
components that were inferred from the whole genome data in
both study samples with GCTA.

To account for multiple comparisons, P values were corrected
with the Bonferroni method for the three independent analysis
families: sample-specific gene-based tests (n=70), combined
gene-based tests (n=35) and for the whole experiment
(n=105). QQ-plots were generated with KGG and LD-based
SNP plot was created by using snp.plotter package in R [Luna
and Nicodemus, 2007].

Statistical power of the gene-based analyses was estimated with the
SPS tool implemented in KGG. SPS models [Li et al., 2015] the
statistical power of GATES, scaled sum of X2 and HYST tests

through simulation under the variable input parameters: size of
set, number, OR, and MAF of the disease susceptibility locus
(DSL), LD, sample size, genetic model, disease prevalence, types
of analysis (single study or meta-analysis). A further advantage of
SPS is that it can infer the MAF and LD from a subset of the actual
genotype data, so the simulated posterior power would be as close
to the real conditions as possible.

As set-based tests may perform quite differently depending on
the characteristics of the tested gene-region, therefore, we cali-
brated the gene and variant parameters to define two marginal
conditions: an optimal (gene with 60 variant and multiple
LD-blocks (n=6) with high LD (r=0.9) and several (n=6-12)
risk loci with MAF = 0.05), and a suboptimal setting (same gene
size with 60 variants, but only a few LD-blocks (n = 2) with low LD
(r=0.5) and few (n=1-3) risk loci with MAF=0.01). Sample
sizes for the simulations were set according to the study samples
(case subject with/without suicidal behavior: GAIN MDD
250/1350; GAIN bipolar: 350/650, and their average for the com-
bined meta-analysis: 300/1000)

We calculated the power to detect a gene-based P-value <0.05
for risk loci with OR = 1.2 by assuming disease prevalence = 0.03,
additive genetic model, and locus heterogeneity at the variant based
meta-analysis. In addition, we also assessed the power for detecting
BDNF with P < 0.05 by using the actual genotypes of both study
samples for the simulations.

To maximize the information of the polygenic risk score analysis,
we calculated the risk scores by two different approaches. We
performed a classical pruning and thresholding based analysis with
PRSice [Euesden et al., 2014]. PRSice runs a linkage disequilibrium
(LD) based clumping for multiple stepwise P-value thresholds (P,)
to find the optimal P, value with the best fit. We used the default
settings for the three gene sets (LD window: 250 kb, r* < 0.1) by
using GAIN MDD dataset as training sample and the bipolar
sample for validation.

Polygenic risk scores (PRS) were also calculated and weighted by
using LDpred [Vilhjalmsson et al.,, 2015], a Bayesian statistical
package, which calculates the posterior mean effects from a GWAS
summary statistics conditional to the linkage disequilibrium of the
underlying genetic architecture. The resulting weighted P-value
derived mean effects are adjusted for the LD, and can be used as
PRS predictors without pruning, therefore, information from all
variants are utilized during this analysis.

Similar to PRSice, we set the parameters according to the
recommended settings. We selected the MDD dataset as training
sample and the bipolar dataset as validation sample. Variants with
mismatching or ambiguous alleles were excluded during the data-
set coordination step, leaving n = 13,313, 1,953, and 973758 shared
variants and corresponding LD radius values of 1, 4, and 324 for
Genesetl, Geneset2, and Geneset3. We set a grid of fractions of
causal markers (variants with nonzero effect; P < 0.001,<0.003,
<0.005, <0.01, <0.03, <0.05, <0.1, <0.3, <0.5, and <1 with the
infinitesimal shrink) to find the best calibrated PRS weights. The
PRS score with the best prediction accuracy and calibration metrics
(area under the curve, prediction accuracy R?, and prediction
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slope) in each geneset were then validated by predicting suicidal
behavior in the bipolar dataset. Effect size of predictions and the
explained variance (Nagelkerke R*) were assessed with logistic
regression models of the fmsb package in statistical software R
[R Core Team, 2014].

The set-based statistical power analysis for the HYST tests yielded a
range of power adequate for detecting nominal gene-based associ-
ation signal under various conditions; results are presented in detail
in Supplementary Table SI. The simulated marginal values of the
set-based statistical power for a gene with DSL OR = 1.2 ranged

between 0.05 and 0.70 for the GAIN bipolar data, 0.08-0.74 for the
GAIN MDD sample and between 0.06 and 0.94 for the variant
based meta-analysis. Posterior power of the nominal gene-based
association of BDNF with risk loci OR=1.2 ranged between
0.16 and 0.29 in the bipolar sample (Supplementary Fig. S4A)
and 0.22-0.29 in the MDD sample (Supplementary Fig. S4B)
depending on the assumed number of risk loci (1-3), respectively.

Table II shows the results of the gene-based association scan and
the estimated phenotypic heritability on the liability scale (h2)
explained by the corresponding gene region. Among the MDD

Gene symbol Location #SNPs in gene region
ACP1 2p25 43
ANK3 10921 2,040
BDNF 11p13 107
CACNA1LC 12p13.3 1,228
CD44 11p13 269
CYTH3 ’p22.1 199
DICER1 14g32.13 88
DSC2 18q12.1 46
FKBP5 6p21.31 289
FOXN3 14g31.3 961
GDA 9q21.13 395
GFRA1 10g26.11 532
GRIA3 Xq25 387
GRIK2 6q16.3 1,736
hsa-miR-185 22ql1.21 24
hsa-miR-195 17p13.1 14
hsa-miR-30a 6p13 22
hsa-miR-491 9p21.3 17
IFNLR1 1p36.11 4
KIAA1244 6923.3 446
MARCH1 4q32.2 1,532
MBNL2 13g32.1 324
NTRK2 9q22.1 838
NXPH1 ’p22 1,032
PAPLN 14q24.2 129
PRKCE 2p2l 1,527
RGS18 1931.2 44
RGS2 1931 14
SAT1 Xp22.1 29
SLC4A4 4q21 540
SPTLC1 9q22.2 296
SRSF11 1p31 67
TMEM132C 12q24.32 1,089
TUBGCP3 13g34 284
IZNF804A 2q32.1 1,027

e is nominally significant. h2 is calculated as (V(G)/Vp L with the REML analysis in GCTA.

*Pvalue is nominally significant.

**P.value is significant after familywise correction.
“Heritability estimate significantly differs from 0.

BIP P-value (h2)

MDD P-value (h2)

Combined P-value

0.319 (0.002) 0.713 (<0.001) 0.483
1.00 (<0.001) 0.687 (<0.001) 0.981
0.850 (<0.001) 0.907 (<0.001) 0.957
0.796 (<0.001) 0.689 (0.003) 0.711
0.019* (0.008) 0.749 (<0.001) 0.137
0.725 (0.001) 0.925 (<0.001) 0.919
0.035* (0.004) 0.032* (0.006) 0.025*
0.488 (0.001) 0.604 (<0.001) 0.570
0.992 (<0.001) 0.158 (0.002) 0.930
0.643 (<0.001) 0.998 (<0.001) 1.00
0.082 (0.009)° 0.958 (<0.001) 0.239
0.353 (0.001) 0.625 (<0.001) 0.502
0.883 (<0.001) 0.017* (0.016)° 0.015*
0.061 (0.024)° 0.663 (<0.001) 0.164
0.814 (<0.001) 0.852 (<0.001) 1.00
0.017* (0.003)° 0.999 (<0.001) 0.054
0.534 (<0.001) 0.305 (<0.001) 0.158
0.986 (<0.001) 0.336 (0.002) 0.597
0.813 (<0.001) 0.707 (<0.001) 0.965
0.30 (0.001) 0.320 (0.004) 0.348
0.766 (<0.001) 0.971 (<0.001) 0.965
0.158 (0.002) 0.779 (<0.001) 0.576
0.963 (<0.001) 0.0002**(0.01)? 0.002
0.959 (<0.001) 0.012* (0.014)° 0.192
0.911 (<0.001) 0.763 (<0.001) 0.981
0.961 (<0.001) 0.241 (0.018) 0.694
0.437 (0.001) 0.546 (<0.001) 0.801
0.332 (0.002) 0.163 (<0.001) 0.351
0.420 (<0.001) 0.196 (<0.001) 0.275
0.707 (<0.001) 0.930 (<0.001) 0.901
0.503 (<0.001) 0.041* (0.005) 0.106
0.912 (<0.001) 0.484 (<0.001) 0.650
0.287 (<0.001) 0.807 (0.001) 0.829
0.876 (<0.001) 0.974 (<0.001) 0.968
0.897 (<0.001) 0.944 (<0.001) 1.00
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subjects, the NTRK2 gene had the strongest association signal
(P=0.0002, h2=0.01), followed by NXPH1 (P=0.012,
h2=0.014), GRIA3 (P=0.017, h2=0.016), DICER1 (P=0.032,
h2 =0.006), and SPTLCI (P=0.041, h2 =0.006) genes.

In the GAIN bipolar sample nominally significant associations
were found for hsa-miR-195 (P=0.017, h2=0.003), CD44
(P=0.019, h2=0.009), and DICER] (P=0.034, h2=0.004),
whereas nominally significant associations were observed in the
combined analysis for NTRK2 (P=0.002), GRIA3 (P=0.011),
and DICER1 (P=0.046) genes. After correction for multiple
comparison, none of these gene-based associations remained
statistically significant even at the family wise level, with the notable
exception of NTRK2 gene in the MDD sample (Pg,,=0.014,
Peyp = 0.021).

To ensure the specificity of the associations of NTRK2 and
DICERI1 with suicidal behavior, we cross-validated the nominally
significant gene-based associations with the main phenotypes
(MDD and bipolar disorder) in both GAIN samples, including
the unaffected control subjects as well. With the exception of
NTRK2, none of the nominally significant genes were associated
with the mood disorder phenotype in the larger samples, and the
association between NTRK2 and MDD was even substantially
weaker compared to that of suicidal behavior (P=0.04 vs.
P=0.0002). This cross-validation indicated that the detected
gene-based tests genuinely measured associations with suicidal
behavior.

Annotation of the variants of DICER1 and NTRK2 genes are
shown in Supplementary Tables S2 and S3. Although none of the
variants with at least nominal significance are protein coding,

several of them may have regulatory roles, as they are mapped
to the DNase I Hypersensitivity Sites (DHS) or promoter sites
catalog published by the ENCODE project. [Bernstein et al., 2012;
Gusev et al., 2014] In case of DICER1, two DHS SNPs (rs1209904
and rs1187655) were identified with nominally significant associa-
tion and same direction of association in both datasets, whereas
rs1187646, rs11851369, and rs7157322 had significant associations
only in one sample but had comparable—albeit not significant—
OR estimates in the other dataset. Significantly associated variants
in the NTRK2 gene region were more sample specific, no variant
based associations were shared between the study samples, but 35 of
the 149 nominally significant variants were identified with poten-
tial regulatory roles.

Results from the Bayesian PRS analysis with LDpred are shown in
Table III, whereas Figure 1A—C present the predictions of the best
PRS scores optimized by PRSice for Genesetl, Geneset2, and
Geneset3, respectively.

For the literature based candidate genes (Geneset1) the Bayesian
accuracy and calibration metrics indicated the infinitesimal model
weights (fraction of causal P < 1) for the best fit, predicting suicidal
behavior in the bipolar sample with Nagelkerke R* = 0.0028 and
P <0.156. PRSice yielded a very similar, not significant prediction
of suicidal behavior with Nagelkerke R?=10.0036, and prediction
P <0.106 by using 232 markers with P, < 0.17 from Genesetl.

In the miRNA set (Geneset2), posterior weights inferred from
the model of causal variants with P<0.01 provided the best

Geneset1 Geneset2 Geneset3
Prediction Predicted Prediction Predicted Prediction Predicted
Accuracy  Calibration  Variance Effect Accuracy  Calibration  Variance Effect Accuracy  Calibration  Variance Effect
Fraction of B B B
causal variants R? Slope R? (P-val) R? Slope R? (P-val) R? Slope R? (P-val)
P<0.001 0.0001 0.0001 0.0003 0271 0.0004 0.0036
P<0.003 0.0001 <0.0001 0.0005 0.317 0.0009 0.5751 0.0012 —1.14
(0.357)
P<0.005 0.0001 0.0006 0.0000 0.004 <0.0001 0.0025
P<0.01 0.0001 <0.0001 0.0015 0.326 0.0076 —1.52 0.0009 0.0681
(0.019)
P<0.03 0.0001 0.0004 0.0022 0.146 0.0002 0.0680
P<0.05 0.0001 <0.0001 0.0048 0.032 0.0009 0.0510
P<0.1 <0.0001 0.0001 0.0002 0.069 0.0006 0.3431
P<0.3 0.0006 0.0004 0.0040 0.017 0.0009 0.0484
P<0.5 <0.0001 0.0010 0.0002 0.547 0.0007 0.0007
P<1.0 0.0008 0.0006 0.0028 —4.58 0.0039 0.016 0.0009 0.0481
(0.156)

Accuracy is measured with prediction R® and predicted variance by Nagelkerke R®. Bolded values refer to the fraction of causal variant P-value with the best prediction accuracy and calibration in

each geneset.
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FIG. 1. A: PRS score prediciton of sicidal behavior by using PRS scores from the literature search based candidate gene set (Geneset1).

B: PRS score prediciton of sicidal behavior by using PRS scores from the miRNA genes expressed in the dorsolateraf prefrontal circuit
(Geneset?2). C: PRS score prediciton of sicidal behavior by using PRS scores from the miRNA target genes expressed in the dorsolateraf
prefrontal circuit (Geneset3). [Color Figure can be seen in the online version of this article, available at http://wileyonlinelibrary.com/journal/

ajmgb].

calibration and accuracy, predicting suicidal behavior in the bipo-
lar sample with P=0.019, Nagelkerke R* = 0.0076 and B = —1.52.
PRSice identified a very similar solution: the PRS score derived
from 21 markers with P, <0.03 predicted suicidal behavior in the
bipolar dataset with Nagelkerke R*=0.01 and P < 0.007.
Neither methods could find PRS with significant prediction for
the miRNA target genes (Geneset3). LDpred model fit metrics

suggested the posterior weights from the model of fraction of causal
markers with P < 0.003, that yielded Nagelkerke R?>=0.0012,
B=—1.14 and P <0.357 by predicting suicidal behavior among
the bipolar subjects. Again, PRSice found the optimal threshold of
P, <0.02 of 2444 PRS markers predicting suicidal behavior in the
bipolar sample with an almost identical performance (Nagelkerke
R*=10.0016 and P< 0.262).
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We carried out a comparative, cross-disorder candidate gene study
by using region-based and polygenic risk score analyses to test the
associations with suicidal behavior among individuals with bipolar
or major depressive disorders. In the gene-based association scan
seven genes had nominally significant association with suicidal
behavior in either dataset, but only NTRK2 remained statistically
significant after the familywise correction in the MDD sample with
a decent 1% of the explained phenotypic variance. Most notably,
however, among the 35 genes only DICER1 gene associated with
suicidal behavior in both study samples with at least nominal
significance. Polygenic risk scores of the miRNA genes expressed in
the anatomic regions of the dorsolateral and orbitofrontal prefron-
tal circuits predicted suicidal behavior both in the LD-score
weighting and pruning and thresholding models, although with
a modest explained variance (best Nagelkerke R*=0.01) and
negative predictions. Regardless of the analytic approach, no
significant prediction was detected for the previously implicated
candidate gene set or the extended miRNA set containing the
miRNA target genes.

We found statistically significant gene-based association
between NTRK2 gene and suicidal behavior that remained signifi-
cant after the familywise Bonferroni correction for multiple com-
parisons in the MDD sample, and even survived the more strict
experimentwise Bonferroni correction in the MDD sample. The
NTRK2 gene encodes a high-affinity tyrosine kinase receptor
(TrkB) of the brain derived neurotrophic factor (BDNF). Neuro-
trophins—particularly BDNF—are essential in neuronal growth,
differentiation, maturation and survival and play an important
modulatory role in synaptic plasticity [Gupta et al., 2013]. Notably,
the involvement of neurotrophins, especially the CREB1-BDNF-
NTRK2 pathway in stress response, pathophysiology, and treat-
ment response of mood disorders and suicidal behavior has been
implicated by several independent associations [Kim et al., 2008;
Kohli et al., 2010; Juhasz et al., 2011; Wang et al., 2013] and
expression studies [Dwivedi et al., 2003; Easton et al., 2006;
Dwivedi et al., 2009; Cattaneo et al., 2013]. In a recent publication,
Kohlietal. [2010] reported a significant gene-based association and
a strong combined association between four tagging SNPs of the
NTRK2 gene and suicide attempt among subjects with major
depression. The strong gene-based association we detected between
the NTRK2 gene and suicidal behavior in the MDD sample
corroborates these results. Although we did not replicate the
same SNP associations, the peak association signals in the MDD
sample were located in the proximity of the 3’ end of exon 16 and in
a lesser magnitude in the bipolar sample close to exons 20-22
(Fig. 2). Alternative splicing in this region results in the truncated
TrkB-Shc and TrkB-T1 isoforms lacking the tyrosine kinase do-
main and phospholipase C binding site and in case of the TrkB-T1,
the Shc binding site as well [Easton et al., 2006; Dwivedi, 2010]. The
truncated TrkB isoforms are assumed to play an important regu-
latory role in the neurothrophic signaling [Wong and Garner,
2012] and alteration in their mRNA levels in the prefrontal cortex
has been found in schizophrenia [Ray et al., 2014], mood disorders
[Rayetal., 2014; Qi etal., 2015] and completed suicide [Ernst et al.,
2009; Maussion et al., 2012]. In addition, several slightly weaker

hits were found in the MDD sample at the 5’ part of the gene, which
is known to harbor multiple alternative splicing sites and alterna-
tive promoters, further suggesting the potential involvement of the
TrkB isoforms in suicidal behavior. Furthermore, by annotating
variants with the regulatory sites published by the ENCODE project
[Bernstein et al., 2012] and mapped to the 1000 Genomes data by
Gusev et al. [2014], we determined that 35 of the 149 nominally
significant association of the NTRK2 gene mapped to these regu-
latory sites, suggesting potential functionality. It is important to
note, however, that none of these markers would remain significant
after a conservative correction for multiple comparisons, therefore,
extra caution is needed during the interpretations.

Unlike in the MDD sample, we were not able to find even
nominally significant gene-based association between the NTRK2
gene and suicidal behavior in the bipolar sample, however, nomi-
nally significant SNP associations were detected close to the
regulatory, alternative splicing sites of the aforementioned trun-
cated isoforms. The reason of this discrepancy is intriguing,
possible explanations include methodological differences and phe-
notypic heterogeneity (severe suicidal ideation and/or attempts in
the MDD sample vs. suicide attempts in the bipolar sample), the
potentially different prevalence of childhood adversities that seems
to have a gene-environment interactive effect with NTRK2 on
depression [Juhasz et al., 2011], and the smaller sample size and
consequently smaller statistical power of the bipolar sample.
Similarly, the lack of association of most of the candidate genes,
for instance BDNF, in either sample is interesting, but not surpris-
ing. The HYST gene-based test used in this analysis is optimized to
highlight regions with many nominally significant, albeit moderate
independent association signals, balancing the effect of local locus
heterogeneity. On the other hand, this method could miss large
genomic regions with only one or two disease susceptibility loci
associations and many neutral markers. With model parameters
inferred from the BDNF region in both datasets, the set-based
posterior power analysis indicated low statistical power (0.16—0.29)
in case of 1-3 risk loci with small effect sizes (OR = 1.2). Therefore,
not significant gene-based P values by no means invalidate previ-
ously identified strong SNP associations, especially if they are
potentially functional.

Among the candidate genes only the DICER1 gene associated
with suicidal behavior in both samples, albeit the P-value strength
did not exceed the nominal level. The phenotypic variance
explained by DICER1 was estimated as 0.6%; however, the confi-
dence intervals of this estimate did include 0 as well, due to the large
standard error. The product of this gene, the dicer protein is a type
III ribonuclease, a rate limiting enzyme of classical miRNA bio-
synthesis. MicroRNAs modulate or repress gene expression at the
post-transcriptional level by binding to the target mRNA and
contributing to its degradation through the RISC complex or by
directly inhibiting the translation. As potent gene expression
regulators, miRNAs play critical role in developmental processes,
including neurodevelopment and synaptic plasticity and along
with dicer, they have been implicated in the pathomechanisms
of various neuropsychiatric disorders [Miller and Wahlestedst,
2010; Xu et al, 2012; Serafini et al, 2014; Smalheiser et al.,
2014] and prefrontal cortical functions [Stark et al., 2008; Konopka
et al.,, 2010; Beveridge et al., 2013]. In concordance with the
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reported link between suicidal behavior and impaired executive
functions [Marzuk et al., 2005; LeGris and van Reekum, 2006;
Westheide et al., 2008; Malloy-Diniz et al., 2009; Keilp et al., 2012;
Miranda and Gallagher, 2012; Richard-Devantoy et al., 2012], a
postmortem expression study by Smalheiser et al. [2012] found a
globally downregulated expression pattern of miRNAs in the
prefrontal cortex among depressed patients who committed sui-
cide compared to non-suicidal controls. Furthermore, the sus-
pected pathomechanistic role of dicer and the miRNA system in
suicidal behavior was also supported by a recent animal study

[Huang et al., 2012]. According to their results, the BDNF related
rapid alteration of protein synthesis and its effect on synaptic
plasticity in hippocampal neurons is conferred by post-transcrip-
tional upregulation of the dicer enzyme and as consequent, the
increased rate of the miRNA biogenesis. The activated BDNF
receptor, TrkB triggers the MAPK/ERK pathway as well, and the
subsequent Erk-dependent phosphorylation of the HIV-1 TAR
RNA binding protein (TARBP) stabilizes the dicer complex and
formation of the RNA processing P-bodies. Knocking down
DICERI completely diminishes the BDNF induced P-body in-
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crease, whereas transcription inhibition did not affect BDNF
response, suggesting the dominant role of post-transcriptional
regulation. In the light of the post-transcriptional regulatory nature
of miRNAs, it is very intriguing that the strongest SNP association
signals were identified in both of our study samples in the same
haplotype block that covers all predicted miRNA target sites in the
3’ UTR region of the DICER1 gene. One could speculate, that these
SNPs might tag untyped rare variations at the miRNA docking
sites, possibly altering the translational rate and availability of dicer
enzyme. In addition, several nominally significant markers were
identified as the DNase I Hypersensitivity Sites or promoter
regulatory element based on the ENCODE annotations. However,
the functional significance of these variants is still not clear and
given their only nominal significance level, the likelihood of finding
such associations by chance is quite high, therefore further repli-
cations are necessary to validate these findings.

In addition to the potential synthetic associations in the DICER1
gene, the involvement of the miRNA system in suicidal behavior
might also be mirrored by the polygenic profile analysis. As shown
in Table 1 and Figure 1A-C, polygenic profile scores inferred from
the MDD sample for the selected miRNA set predicted suicidal
behavior significantly—albeit with negative betas—in the bipolar
sample. The miRNA gene set was selected based on the expression
profiles assessed in the relevant neuroanatomic structures of
executive functioning, that is, the prefrontal cortex and the dor-
solateral (and partially the orbitofrontal) prefrontal circuits. Exec-
utive function deficits were described in both suicidal ideation and
attempt and were shown to be independent from the underlying
psychiatric disorder. Moreover, evidence from recent animal stud-
ies suggests that insufficiency of the main miRNA processing
enzymes (DGCR8, DROSHA, and DICER1) alters cognitive and
executive functions [Stark et al., 2008; Konopka et al., 2010].
Therefore, it is possible that the significant polygenic predictions
and gene-based associations of miRNA genes identified in our
analysis might in fact be associated with executive function im-
pairment. Nevertheless, the modest association strength and
explained variance and the negative predictions suggest that sui-
cidal ideation and attempt are complex phenotypes; therefore, the
underlying neuropsychological deficits and genetic architecture
might be quite different. The lack of prediction by the literature
search based candidate genes and the extended miRNA and target
gene set most likely stemmed from this phenotypic heterogeneity
and relatively modest sample size.

Limitations of the study are noted. Perhaps the most important
weakness of this analysis was the relatively low sample size, mainly
that of the bipolar sample. The set-based posterior power analysis
confirmed that our study did not have adequate power to detect
genes with many neutral variants and only a few risk loci with small
effect sizes and in high LD, for example, BDNF. However, the
analysis also suggested that for genes with more, relatively inde-
pendent risk loci the power was acceptable even by considering
small effect sizes for the risk loci.

Similar to many other studies in the field, data for both samples
were collected retrospectively by assessing patient samples. This
sampling design inevitably introduces an ascertainment bias, be-
cause only the survivors would be included this way and perhaps
the most interesting population, the suicide completers were left

out. Unfortunately, there is no way to correct this bias during the
data analysis, therefore, special emphasis should be given to the
findings from studies with subjects, who died in suicide.

Another but not less important issue was the different suicidal
phenotype definition and phenotyping instrument. Whereas the
DIGS interview assessed actual suicide attempts in the bipolar
sample, the IDS questionnaire used in the MDD dataset measured
degrees of suicidal ideation with suicide attempts included among
the criteria for the most severe form. Due to this phenotypic
heterogeneity especially the interpretations of missing replications
(e.g., the NTRK2 gene association) is quite problematic. Clearly,
further analyses with larger sample sizes and more homogeneous
suicidal behavior phenotype are required to confirm this disorder
specific association.

In summary, by using region-based tests and polygenic predic-
tion analysis for targeted gene sets our study provided additional
evidence for the involvement of the neurotrophins in the patho-
genesis of suicidal behavior and suggestive findings for the poten-
tial mediatory role of the miRNA system. The statistically
significant, but inverse cross-disorder polygenic predictions of
the neurobiologically informed miRNA gene set indicate that
the executive function deficit might be involved both in suicidal
ideation and attempt, but the relationship of these phenotypes is
complex and probably highly affected by genetic heterogeneity and
pleiotropy. Although interpretations of our findings are clearly
constricted by the aforementioned limitations, the biologically
plausibility of our results is intriguing and warrants further inves-
tigation and replications.
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A SZKIZOFRENIA MULTILOKUSZ GENETIKAI VIZSGALATA
AZ IDEGFEJLODES ES AZ IMMUNRENDSZER ZAVARANAK
OKI SZEREPERE UTAL(HAT)

PULAY Attila Jézsef', KOLLER JGlia2, NAGY Ldszl63, MOLNAR Méria Judit', RETHELYI Jénos' 4,
a Magyar SCHIZOBANK Konzorcium munkatarsai

'Semmelweis Egyetem, Pszichidtriai és Pszichoterdpids Klinika, Budapest

2Semmelweis Egyetem, Genomikai Medicina és Ritka Betegségek Intézete, Budapest

3Debreceni Egyetem, Biokémiai és Molekuldris Biolégiai Intézet, Debrecen
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Hattér — A szkizofrénia multifaktoridlis, csak részlegesen
ismert efiol6gidju pszichidtriai zavar, melyet magas heritabi-
lités (6rokletesség) és genetikai heterogenitds jellemez. A
multilékusz genetikai vizsgdlatok csdkkenthetik a heteroge-
nitds hatdsét, javitva a vizsgdlatok kézsth replikdciéd esélyét.
CélkitGzés - Vizsgdlatunkat kettés céllal végeztik: 1.
Megvizsgéltuk a rendelkezésinkre 4ll6 mintdkban a szkizof-
rénia genetikai hatterét multilékusz-asszocidcids tesztekkel,
valamint 2. meghatdroziuk a multilékusztesztek replikdcios
valészin(ségét, eltérd szerkezet mintékat alkalmazva.

A vizsgdlat alanyai — Exploraciés minta: DSM-IV szerint
szkizofrénidval diagnosztizélt betegekbdl és egészséges szu-
leikbdl all6 tridk (n=16), replikdciés minta: szkizofrén bete-
gek és egészséges alanyok eset-kontroll mintdja (n=5337).
Médszerek — KétlépcsSs elemzésinkben az egyedi poli-
morfizmusok asszocidciéjabdl a régidalapt gén- és gén-
szett-asszocidciét, feldusuldst és funkciondlis annotdcids
klaszterek feldusulését elemeztik. Az explordciés minta
kéciét t6bbszérds dsszehasonlitdsra korrigdliuk.
Eredmények — A génalapu tesziek és a kanonikus Gtvonal-
tesztek kozil nem taldltunk p-érték-korrekcié utdn is szignifi-
kéns asszocidciét. A poziciondlis génszettek kézil 1431,
531 és Xq13 szegmensek esetén korrekcié utdn is szignifi-
kdns asszocidcidt, illetve feldUsuldst észleltink (p_corr:
0,002, 0,006 és 0,048). A funkciondlis annotdciés klaszter-
elemzésben a splicing/alternativ splicing, idegfejl&édés és
embriondlis fejl6dés klaszterei bizonyultak korrekcié utén is

http://dx.doi.org/10.18071/isz.70.0115

MULTILOCUS GENETIC ANALYSIS IMPLICATES
NEURODEVELOPMENT AND IMMUNE SYSTEM IN
THE ETIOLOGY OF SCHIZOPHRENIA

Pulay AJ, MD; Koller J, MD; Nagy L, MD, PhD, DSc;
Molnér MJ, MD, PhD, DSc; Réthelyi JM, MD, PhD,
colleagues of the Hungarian SCHIZOBANK Consortium
Ideggyogy Sz 2017;70(3-4):115-126.

Background - Schizophrenia is a severe psychiatric disor-
der of poorly understood etiology, characterized by high
heritability, multifactorial inheritance and high heterogeneity.
Multilocus associaton methods may reduce the genetic hete-
rogeneity and improve the probability of replication betwe-
en analyses.

Obijectives — The aims of our study were twofold: 1. To
analyse genetic risk factors of schizophrenia by using multi-
locus genetic tests. 2. To assess the replication probability
attributable to the various multilocus tests.

Subjects — Discovery set: case-parent trios of unaffected
parents and affected probands with a DSM-IV schizophrenia
diagnosis (n=16); replication set: schizophrenia cases and
unaffected controls (n=5337).

Methods — Associations of single nucleotide and indel mar-
kers were transferred to gene- and geneset-based associati-
ons, furthermore to geneset-enrichment tests and functional
annotation cluster analyses in a two-staged designs.
Associations with p<0.1 from the discovery set were tested
in the replication sample. Familywise p-value correction for
multiple comparisons were performed during the replication
step.

Results — After correction for multiplicity, no significant asso-
ciation or enrichment were detected for gene-based nor
canonical pathway analyses, but significant association of
the 14g31 cytoband and enrichments of the 531 and
Xq13 cytobands were found (p_corr: 0.002, 0.006 and
0.048, respectively). Functional annotation clustering yielded
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szignifikdnsnak. A szignifikdns replikdcidk valészinlsége a
teszt dsszetettségével javult (P_rep: 0, 0,015, 0,21).
Kévetkeztetés — Multilokusz genetikai elemzésink megerd-
sitette az idegfe|l8dés, szinaptikus plaszticitds és immun-
rendszer érintettségét a szkizofrénidban. A multilékuszméd-
szerekkel névelhetd a replikdcié valdszinUsége, még jelen-
t8sen eltéré mintdk esetében is.

Kulesszavak: szkizofrénia,
multilékusz-szekvenciaanalizis,

Uj generdcibs szekvendlés,
teljesgenom-asszocidcids vizsgdlat

Aszkizofrénia komplex neuropszichitriai zavar,
amelyet fiatal feln6ttkorban induld, és tobbnyi-
re visszatér8, gyakran krénikussd valé pszichotikus
epizédok jellemeznek, a pszichés funkcidk és az
életmindség jelentds, gyakran progressziv kdroso-
dasat eredményezve. Viltozatos tiineti képe ellené-
re prevalencidja vilagszerte 0,5-1,2% kozott mér-
hetd, amely kultiratdl fiiggetlen, dontéen bioldgiai
eredetre utal. Ezzel egybecseng6 a csaldd- és iker-
vizsgélatok kozel 50 éve ismert eredményei, ame-
lyek a szkizofrénia magas heritabilitdsat (h? ~ 0,8)
mutattdk ki. Mindezek a pszichidtriai zavarokra
altaldnosan jellemzd, multifaktoridlis, poligénes
orokl6dést valdszindsitették szkizofrénidban is'.

A szkizofrénia teljesgenom-asszocidcids vizsga-
latok (genome-wide association study, GWAS) els6
hulldma azonban rdmutatott a komplex fenotipusok
teljesgenom asszocidcids elemzésének dltaldnos
problémdjdra: a genotipizalt, gyakori egyedi nuk-
leotid polimorfizmusok (single nucleotide poly-
morphism, SNP) asszocidci6i altalaban nagyon kis
hataserdsségtliek (OR: 1,05-1,1), jéval alacsonyab-
bak a vizsgalatok tervezésekor becsiilt OR>1,3
hataser6sségnél. Az elsé vizsgalatok ezért csak
néhdny szignifikdns markert azonositottak, asszo-
cidcidikat tobbnyire nem replikaltdk a kés6bbi vizs-
gdlatok, és az dltaluk kifejezett genomikus heritabi-
litds a szegregécids elemzések értékének toredékét
érte csak el (2-7%)*. Ez aldl kivételt jelent a
6p21-22 16kusz, a major hisztokompatibilitdsi
(MHC) régid, melynek asszociicidjat szkizofrénia-
val minden GWAS-vizsgélat megerGsitette®.

A gyenge replikdcids valdszinliség egyik oka a
l6kusz (genotipus) -heterogenitdsban keresendd,
amely az egyedi nukleotid varidnsokat sokkal na-
gyobb mértékben érinti, mint a régidkat, bioldgiai
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statistically significant enrichment scores for clusters of spli-
cing/alternative splicing, neurodevelopment and embryonic
development. Improvements in replication probabilty were
found with increased test complexity (P_rep: 0, 0.015,
0.21).

Conclusions — Our results corroborate the involvement of
neurodevelopment, synaptic plasticity and immune mecha-
nisms in the etiology of schizophrenia. Also, our findings
indicated improvement of replication probability by using
multilocus genetic analyses.

Keywords: schizophrenia,
multilocus sequence analysis,
high-throughput sequencing,
genomewide association study

utvonalakat, génhdlézatokat. A multifaktoridlis
oroklésmenettel jellemezhetd betegségeket — igy a
pszichidtriai zavarok tobbségét is — magas 16kusz-
és fenotipus-heterogenitds jellemzi. A bioldgiai,
molekuldris funkciék, vagy kromoszoman valé
elhelyezkedés, esetleg a kédolt fehérjék kolesonha-
tdsa alapjdn csoportositott gének elemzése sordn
alacsonyabb heterogenitast feltételezhetiink, és az
ilyen tipust elemzés az eredményt régton funkcio-
ndlis kontextusba helyezi. Azonban e mddszerek
érvényessége nagyban fiigg az alkalmazott annoté-
ci6k min6ségétdl, azaz a genom egyes szakaszainak
génekhez, géncsoportokhoz és génen beliili funk-
ci6khoz (génpromoter, enhancer, aktivan atir6dé
szakasz) val6o kapcsoldsanak, a genom ,,jel6lésé-
nek” pontossdgitdl. Az annotdciés adatbdzisok
gyors boviilése mellett a hidnyos genomikus lefe-
dettség (iires, ismeretlen szakaszok a genomon
beliil)* és az annotdciés redundancia (ismétl3dd,
atfedd vagy egymdsnak ellentmondé annotécids
megjelolés)’ egyszerre fordul eld.

A szkizofrénia esetében is szdmos GWAS-, exp-
resszids profil- és teljesgenom-képiaszdmvaridciod
(CNV) -vizsgélat utvonalelemzése tortént kordb-
ban, esetenként egymadsnak ellentmond6 eredmé-
nyekkel®. A glutamdttranszmisszié, szinaptikus
plaszticitds, axon- és neuronfejlédés, transzkripcid-
és sejtosztédas-szabdlyozds dtvonalainak eltéréseit
tobb vizsgélat is bemutatta szkizofrénidban, bar a
legnagyobb elemszdmmal rendelkezd Psychiatric
Genomics Consortium (PGC) ilyen tipust vizsgéla-
ta nem taldlt tobbszords dsszehasonlitds korrekcio-
ja utdn sem szignifikdns dtvonal-asszociaciét’.

Jelen vizsgalatunkban ezekbdl kifolydlag a szki-
zofrénia genetikai hétterének vizsgélatira toreked-
tiink gén- és génszettalapi multilékusz-asszociici-
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1. tablazat. A vizsgdlat mintdi és az alkalmazott elemzési tipusok

Replikaciés minta

Jellemz8 Explordciés minta
forrastanulmany SCHIZOBANK
elérési kéd -

teljes minta (eset-kontroll) n=16 (trid)
elemzett minta (eset-kontroll) n=16

genotipizélds

genotipizélt SNV/SNP
szdma min&ségkontroll
utdn

SNP szdma imputdcié utén -

SNP-alapu elemzés (szoftver)

génalapl asszocidcids teszt
(szoftver)

génszettalapl asszocidcids
teszt (szoftver)

génszettalapt feldusulds
teszt (szoftver)

funkciondlis annotdcids
klaszterelemzés

DAVID-variéns és
génprioritizécid

120 719

(KGG v3.5)

(KGG v3.5)
Wilcoxon el8jeles

vagy EIGEN > 1,5

teljes exom szekvendlds

Family-Based Association Test
Kiterjesztett Simes’ teszt, GATES

Hybrid Set-based Test, HYST

KGGseq splicing, mendeli és
komplex patogenitds predikcié

GAIN SCZ*
phs000021.v3.p2
n=2787 (1318:1469)
n=5337 (2632:2705)
Affymetrix Genomwide TM csip
716 923

MGS SCZ**
phs000167.v1

7 942 021
logisztikus regresszié***
Kiterjesztett Simes’ teszt, GATES (KGG v3.5)

Hybrid Set-based Test, HYST (KGG v3.5)

Wilcoxon eldjeles rangszdmésszeg teszt (KGG v3.5)
rangszdmésszeg teszt (KGG v3.5)
DAVID 6.8, kézepes szigorisdg

DAVID 6.8, kézepes szigorisdg

KGGseq splicing, mendeli és komplex
patogenitds predikcié vagy EIGEN > 1,5

* GAIN SCZ: Genetics Information and Association Network, Genome-Wide Association Study on Schizophrenia

** MGS SCZ: Molecular Genetics of Schizophrenia

*** logisztikus regressziés modell életkor, nem és populdciés f8komponensekre (PCA) kontrollalva

Os és feldusulasi teszteket végezve. Mdsodsorban
felmértiik, hogy milyen mértékben véltoztatjdk a
replikacié valészintiségét kiilonboz6é komplexitdsu
multilékusz genetikai mdédszerek egymadstdl jelen-
tésen eltérd mintak esetében.

Médszerek
VIZSGALATI MINTAK

Vizsgalatunkban hdrom, egymdssal nem atfed6
mintdt elemeztiink, amelyeket kétlépcsds szerkezet-
ben, exploraciés, valamint replikdcids mintaként
elemeztiink (1. tablazat). Kutatdsunk exploracids
mintdjat a SCHIZOBANK vizsgélat’ (n=16) eset-
sziil6 tridja alkotta, mindegyik tri6 DSM-IV szki-
zofrénidval diagnosztizlt utéd és a két, szkizofré-
nidval nem diagnosztizalt, egészséges sziilé minta-
jabol allt. A DSM-IV-TR szerinti szkizofrénia diag-
noézist a Structured Interview for Clinical Studies
(SCID) strukturdlt diagnosztikus interju segitségé-
vel allitottuk fel, leggyakoribb diagndzis a nem dif-
ferencidlhat6 szkizofrénia volt (n=10). A SCHIZO-
BANK multicentrikus vizsgalat 18 és 60 év kozot-
ti, szkizofrénidval diagnosztizalt beteg és egészsé-
ges kontrollszemélyek mintdjdnak biobankoldsira

jott 1étre, kizdr4si kritériumot a bevonds idején
fenndlld, aktiv droghaszndlat vagy alkoholabizus
és -fliggdség, vagy mds neuroldgiai betegség jelen-
tett.

Vizsgalatunk replikdciés mintdja a National
Center for Biotechnology Information (NCBI) data-
base of Genotypes and Phenotypes (dbGaP) tudo-
manyos kozosség szdmdra hozzaférhets, teljesge-
nom-adatbézisdnak két szkizofrénia-GWAS eset-
kontroll vizsgélatdbdl szdrmazott. A Genetic Asso-
ciation Information Network (GAIN) Genome-
Wide Association Study on Schizophrenia® (azo-
nosité: phs000021.v3.p2, n=2787) és a Molecu-
lar Genetics of Schizophrenia® (azonositd:
phs000167.v1.p1, n=2935) eurbépai szdrmazasu
résztvevdibdl vontuk ssze a teljes replikdciés min-
tat (n=5722, nSCZ=2723, nKONT=2725, és 274 isme-
retlen fenotipusd egyén). A szkizofrénia diagndzi-
sdnak feldllitdsara mindkét mintdban legaldbb két,
gyakorlott klinikus egybehangzé vizsgélati lelete
alapjdn kertilt sor, bevalasztasra azon 18 éves vagy
1ddsebb, szkizofrénia vagy szkizoaffektiv zavar
DSM-IV-TR kritériumait teljesit6 alanyok keriiltek,
akiket a vizsgalat szervezdi legaldbb két éve ismer-
tek. Kizdrési kritériumok kozé az angol nyelv nem
elégséges ismerete, a pszichotikus tiinetek hatteré-
ben szerhaszndlat vagy neuroldgiai betegség fenn-
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allasa, illetve silyos mentalis retarddcié tartozott.
Az adattisztitds 1épései sordn kizartuk a hidnyz6
fenotipust, kevert szdrmazdsinak, valamint rejtett
rokonsdgban allénak bizonyul6 egyéneket (n=5337,
ng., 2632, n, . .=2705).

KONT

GENOTIPIZALAS, MINOSEG-ELLENORZES ES IMPUTACIO

A SCHIZOBANK eset-tri6 mintdit Gj genericios,
teljesexom-szekvendlds modszerével genotipizal-
tuk, Illumina HiScan (TMSQ) szekvenétor felhasz-
ndldsdval. A konyvtarkészités NimbleGen SeqCap
EZ Human Exome Library v3.0 exome kit segitsé-
gével tortént. A szekvendlds és polimorfizmusok
meghatdrozdsanak mindségét térképezési minGség-
pont (MQ>20), varidns Phred-pont (site Phred
score >20), és olvasasi lefedettség (read-depth >4)
alapjan ellendriztiik. A min8ségi sziirés és mendeli
hibdk eltdvolitdsa utdn 120 719 biallélikus SNP-
vagy indelvaridns allt rendelkezésre, ebbdl 66 737
mutatott additiv transzmissziét minimélisan egy
informativ csaladdal, koziiliik 29 800 allél transz-
misszidja volt legaldbb négy informativ csalddban
vizsgélhato.

Mind a GAIN-, mind az MGS GWAS-mintain-
kat az Affymetrics Genome-Wide 6 csippel genoti-
pizaltak, amely 1 000 000 gyakori SNP-t hibridiz4l.
Mindség-ellen6rzés sordn kiszlrésre keriiltek a til
ritka (minor allélfrekvencia: MAF<0,01), a Har-
dy—Weinberg egyensulyi eloszl4stdl tdlzottan elté-
16 (p,,,<1*107), valamint a 2% genotipushidnyt
meghaladé varidnsok. A sziirést kovetden 716 923
kozos genotipizdlt SNP maradt mindkét GWAS-
mintdban, ezekbdl csak 9366 SNP volt megtaldl-
hat6 SCHIZOBANK teljesexom-mintdn is. Az
atfedés novelése érdekében a GWAS-mintit az
IMPUTE2! haplotipus-alapud algoritmusaval impu-
taltuk, a 1000 Genomes'! Phaselv3 kiaddsdnak tel-
jes populédcidjat haszndlva referenciagenomként.
Az imputéciés hibak csokkentése érdekében kizar-
tuk a referenciagenom ritka markereit (MAF<0,01)
és imputdciot kovetSen csak a legjobb mindség,
biallélikus varidnsokat tartottuk meg (imputdcids
val6szintség > 0,9, informaciémutaté > 0,9, MAF
> 0,01). A min&ségkritériumoknak 7 942 021 SNP-
vagy indelvaridns felelt meg, amellyel a mintdk
kozti lefedettség 22 279 markerre boviilt. A két
minta annotdcidjat a KGGseq'? szoftver segitségé-
vel végeztiik az UCSC hgl9 referenciagenom és a
GENCODE v19 koordinétdk alapjan.

STATISZTIKAI ELEMZES

Vizsgédlatunk hdrom, egymdsra épiil6 elemzésre
tagozddott.
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1. A multilékusztesztekhez sziikséges teljesge-
nom-varidns asszocidciok kiszamitdsa mindkét
tesztmintdn az additiv modell szerint, korrigdlva a
zavar6 hatasokra.

2. A varidns asszocidcidk kombinécidja alapjén,
teljes genom, gén- és génszettalapu asszocidciok és
felddsuldsok elemzése az exploricidés mintdn, és a
legaldbb szuggesztiv asszocidcidt vagy feldisulast
mutatd (p<0,1) gének és génszettek megvizsgalasa
a replikdciés mintdn.

3. Predikciés algoritmusokkal funkciondlisnak
jelzett varidnsokat hordoz6 rizik6gének meghatéro-
zasa, €és funkciondlis annotacidik klaszterezése és
elemzése mindkét mintdn (1. abra). A tobbszoros
0sszehasonlitds korrekcidjat a replikdcids 1épésben
végeztiik, a kiilonboz6é multilokuszmodszerek sze-
rinti hipotéziscsoportoknak megfelel6en, a csoport-
ba tartoz6 exploricids és replikicids tesztek dssze-
sitett szdma szerinti Bonferroni-korrekciéval. A
génalapu hipotéziscsoport 17 600, a génszett-asszo-
cidcidk 1107, a génszettfeldisulds 1107, a funkcio-
ndlis annotacids klaszterelemzés pedig 927 tesztelt
hipotézist tartalmazott.

Az SNP- és indelasszocidciok elemzése

A varidnsok asszocidcids elemzését mindkét mintdn
additiv 6roklési modellt feltételezve végeztiik. Az
explorécids, eset-sziild tri¢ alapi SCHIZOBANK-
mintdban, a minta alacsony elemszdmadra tekintet-
tel, az inkomplett genotipusi tridkat is haszndlni
képes, Family-Based Association Test'* (FBAT)
elemzést végeztiik el. Az alacsony elemszdm miatt
az FBAT-statisztika szdmitdsdhoz sziikséges infor-
mativ triok szamat a javasolt 10-r6l 4-re csokken-
tettiik, a teszt érvényességét maximadlisan 100 000
ciklusban végzett adaptiv permutécidval biztositot-
tuk. A replikdciés minta megfelel6 nagysdga miatt
logisztikus regressziés modelleket haszndltunk,
amelyek kovaridnsként a nem és az életkor mellett,
a populécidstratifikdcié zavaré hatdsat korrigdld
fékomponenseket is tartalmaztik. A f6komponens-
elemzést a genotipizdlt, egymdssal nem kapcsolt
(r’<0,2) markerekre korldtozva, a FlashPCA' prog-
ram segitségével végeztiik. A replikdciés minta
SNP-alapu asszocidci6it a PLINK! program segit-
ségével szamitottuk.

Gén- és génszettalapui elemzés

A gén- és génszettalapu analiziseket a Knowledge-
based mining system for Genome-wide Genetic stu-
dies (KGG)'® szoftver 3.5 verziGjaval végeztiik,
amely az SNP-k asszocidciOs statisztikai és kap-
csoltsdgi mutatéi alapjan szdmitja a régidalapui
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SCHIZOBANK minta

!

Min8ség-ellendrzés

Site Qual>20

Read Depth >4

Mapping Qual>20

MAC >1

Hiany/Minta és Hidny/Var < étlag + 2SD
szoftver: vcftools

!

Family-Based Association Test (FBAT)
mininform. csalédd# >= 4
additiv modell

!

Exploréciés multilékusz tesztek (KGG v3.5)
Teljes annotdlt minta

génalapy asszocidcié (GATES)

kanonikus Gtvonal és poziciondlis génszett
asszocidcié (HYST)

felddsulas (Wilcoxon)

El8készités

SNP-alapu

—)

multildkusztesztek

Funkciondlis annotdciés klaszterelemzés
szoftver: DAVID 6.8

kézepes szigorisdgi fok, alapbedllités
génlista funkciondlis priorizélt SNP-k alapjdn

(EIGEN, KGGseq funkciondlis predikcié)

)

asszocidcids teszt

GAIN SCZ minta  MGS SCZ minta

! !

Mingség-ellen8rzés:

MAF>0,0T; puw p>1E-06

Hiany/Minta és Hiany/SNP <0,02 (PLINK)

Populdcid szerkezetelemzés:

Sztratifikécid f8komponens (PCA) elemzés (FlashPCA)
Rejtett rokonsdg: identity-by-descent elemzés (PLINK)
Imputécid:

Haplotipus-alapy (SHAPEIT + IMPUTE)
Referenciagenom: 1000 Genomes Phlv3

!

Logisztikus regresszié (PLINK)
additiv modell
Kovaridnsok: életkor, nem, 5 PCA

!

Replikdciés multilékusz tesztek (KGG v3.5)
Explorécidkorszuggesztiv (p<0,1)
hipotézisek replikécidja

Funkciondlis annotdciés klaszterelemzés
explordciévalazonos paraméterek

génlista funkciondlis priorizélt SNP-k alapjén
(EIGEN, KGGseq funkciondlis predikcié)
explordciékor Enrichment Score >1,3 klaszterek

1. abra. A vizsgdlat mddszertani dsszefoglaldja

asszocidciot és a felddsuldsi Osszefiiggéseket. A
génalapu asszocidciokat a KGG kiterjesztett Simes’
tesztjével (GATES)!" elemeztiik, amely a vizsgalt
gén legjobb SNP-asszocidcidja alapjan hatdrozza
meg a régid asszocidcidjit. A mddszer elénye, hogy
sok neutrdlis marker esetén sem veszit statisztikai
erejébdl, és kevésbé érzékeny a kapcsoltsdg hatdsa-
ra, vagy a markerek szdmdra. A vizsgdlt gének
hatdrait a GENCODE v19 kiaddsdban rogzitett
koordindtdkhoz képest mindkét irdnyban 5 kilob4-
zis méretben Kkiterjesztve hatdroztuk meg.

A kanonikus ttvonalakat és a poziciondlis gén-
szetteket az MSiGDB'® v5.2 c2.cp, illetve c1 adat-
bazis alapjan végeztiikk, a kanonikus tutvonalak
ismert dtfedései miatt a redundanciit a ReCiPa!’
algoritmusdval kontrolldltuk, 0,85 maximalis, 0,1
minimalis atfedés paraméterekkel. Az MSiGDB
1329 kanonikus utvonaldbdl a ReCiPa algoritmusa
541 nem atfed6 kanonikus utvonalat, és 122 , szu-
perutvonalat” (Superpathway) definidlt. Génszett-
elemzés metodoldgiai ajanldsait kdvetve, két kiilon-

bz statisztikai modszert alkalmaztunk: a KGG
hybrid set-based test (HYST)? nev(, 6néll6 (nem
kompetitiv), régiéalapi asszocidcidt vizsgald teszt-
jét, valamint a kompetitiv jellegli, Wilcoxon elGje-
les rangszdmosszeg feldusulési elemzést. A HYST
teszt az adott génszetthez tartozd, de egymadssal
nem kapcsolt régidk, x>-statisztikdit Osszegezve
hatdrozza meg a génszett kozds asszocidcidjat. A
Wilcoxon-teszt pedig a vizsgélt génszett génjeihez
tartoz6 GATES p-értékek eloszlasat veti Ossze a
génszetten kiviili gének p-értékeinek megoszlisa-
val. Az dtvonalak méretébdl eredd torzitds minima-
lizalasa érdekében az elemzést 10-500 gént tartal-
maz¢6 utvonalakra korlatoztuk. A tesztekhez sziik-
séges kapcsoltsdgi paramétereket az imputdcidhoz
is hasznalt, 1000 Genomes Phaselv3 kiadasanak
eurdpai leszarmazdsa (n=379) haplotipusaibdl sza-
mitottuk. Az explordcids mintdn szuggesztiv asszo-
cidciét mutatd (p<0,1) gének és utvonalak asszo-
cidcidt azonos paraméterek mellett vizsgaltuk a rep-
likdciés mintdn.
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Funciondlis annotdcios klaszterelemzés

A funkciondlis annotécids klaszterek meghatdroza-
sat az online elérhet6 Database for Annotation,
Visualization and Integrated Discovery (DAVID)
6.8 verzigjaval> 2! végeztiik. Az informécids forra-
sok novelése érdekében az alapbedllitds annota-
cids forrdsait kiegészitettiik az ontoldgiai kategé-
ridbol ,leggyakrabban haszndlt terminoldgia”
(GOTERM_FAT) adatokkal, az dltaldnos annotéci-
0s csoportbdl a kromoszéma, a citogenetikai sdv és
a hivatalos gén szimbd6lum annotdcidival, az utvo-
nalak kategériabol pedig a REACTOME utvonalai-
val. A klaszterek meghatdrozdsdhoz hasznalt feliil-
reprezentdcids teszt bemeneti adatait mindkét min-
tdban azonos algoritmus szerint kivalasztott riziko-
gének listdi jelentették. Rizikogénként a KGGseq
mendeli és reguldtoros predikcids algoritmusa alap-
jan, vagy az EIGEN?? spektrdlis algoritmusa alap-
jén funkciondlisnak jelolt, illetve a KGGseq anno-
ticidja alapjan splicing moédositdst valdszindsits,
legaldbb szuggesztiv asszocidcidval bird (explora-
ciés minta: p<0,1, replikdciés minta: p<0,05) vari-
ansokat hordozé géneket definidltuk. Az explora-
ciés SCHIZOBANK-mintiban a kombinalt predik-
cids algoritmussal 441, valdszindsitetten funkcio-
ndlis varidnst hordozé 402 rizikégént azonositot-
tunk, mig a replikdciéos GAIN-MGS mintdban 3941
funkciondlisnak josolt varidnst és 1785 rizikdgént
hataroztunk meg. Mind a rizikvaridnsok, mind a
rizikbgének tekintetében alacsony volt a mintdk
kozti atfedés (kozos rizikdvaridns: 23, k6zos riziko-
gén: 75), az explordciés minta rizikdvaridnsainak
5,21%-at és rizikdgénjeinek 18,66%-at jelentette. A
DAVID teszt héttereként a mintdkban a KGGseq
altal annotdlt GENCODE géneket vettiik alapul, az
exploracids minta esetében ez 14 618 gént jelentett,
a replikdcios minta 38 940 gént fedett le. A DAVID
klaszterez8 algoritmusét az alapértelmezett (kdze-
pes) szigorisdgi fokon haszndltuk. A klaszterek fel-
ddsuldsi mutatdja (enrichment score, ES) az anno-
tacids terminusok p-értékei negativ logaritmusdnak
mértani kozepe. Ezért a klaszterek nomindlisan
szignifikdns kiiszobértékét ES=1,3 (-log  0,05)
pontban hatdroztuk meg, a kis elemszdmu explora-
ci6os mintankon az ES>1,2 értékkel rendelkezd
klasztereket is megvizsgéltuk.

Eredmények

GENALAPU ASSZOCIACIOK

Az exploriciés teljesexom -mintan 29 821 varidns

felelt meg a szfirési kritériumoknak, amelyek a
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GENCODE alapjan 15795 gént és transzkriptet
annotdltak, a replikdciés mintdn pedig 7 848 329
varidns 51 366 GENCODE gént és transzkriptet
annotdlt. A varidns asszocidcidkat génalapu asszo-
cidciéva kombindl6 GATES teszt 1805 gén eseté-
ben eredményezett szuggesztiv p-értéket (p<0,1)
az explordcids mintén, koziiliik 145 gén asszocialo-
dott legalabb nomindlisan szignifikdns p-értékkel
(p<0,05) a replikdciés mintdn is. Mindazonéltal, a
két minta 10 legalacsonyabb p-értékkel rendelkezd
génjei kozott nem taldltunk 4tfedést, és a génalapi
tesztek teljes szama szerint (n=17 600) végzett
Bonferroni-korrekcié utdn a legjobb p-érték sem
maradt szignifikans (PTPN21, p_ —O 026, Prep
6,42*%10°, p =0,113). A genalapu tesztek

rep_nom_g O 008 nomindlis replikdcids ratit és

ep_corr —O tobbszords Osszehasonlitdsra korrigalt
rephkacmt eredményeztek. A leginkdbb replikalt
génalapu asszocidciok p-értékei a 2. tablazatban
lathatok.

GENSZETTELEMZESEK: KANONIKUS UTVONAL
ES POZICIONALIS GENSZETT-TESZTEK

Az explordciés mintdn a 663 ttvonalbdl 104 muta-
tott szuggesztiv (p<0,1) p-értéket a HYST régio-
alapu asszocidcids tesztje sordn, vagy a Wilcoxon
rangszamosszeg felddsuldsi teszt alapjan. A 104
szuggesztiv ttvonalbdl hat utvonal esetében sike-
riilt, az explordciés p-értékeknek megfelelen, a
HYST asszociacids tesztet, vagy pedig a Wilcoxon
feldusuldsi tesztet legalabb nomindlisan szignifi-
kans p-értékkel replikdlni a GAIN-MGS GWAS-
mintdn, azonban egyik asszocidcié vagy felddsulds
sem maradt szignifikdns a tobbszoros dsszehasonli-
tds korrekcidja utdn. A nomindlis szignifikancidval
replikdlt kanonikus tutvonalakat a 3. tablazat
mutatja be.

A poziciondlis adatbazis 326 kromoszomaszeg-
mensébdl az exploraciés mintan 248 felelt meg a
méretbeli kritériumoknak, amelyek koziil 91 szeg-
mens HYST vagy Wilcoxon p-értéke bizonyult
szuggesztiv mértékben szignifikdnsnak. A repliké-
ciés mintdn nyolc szegmens asszocidcidjanak
vagy felddsuldsanak nomindlisan szignifikdns rep-
likacigjat észleltiik, ebbdl egy szegmens asszocid-
cidja és két szegmens feldidsuldsa a tobbszords
Osszehasonlitds korrekcigjat kovetben is szignifi-
kans maradt (14q31: p 0,098, p =1,5%10,
O 002 pexp Wilcnxon—7 2% 104
,6%107, =0,0062;
q : pexp ercoxon—o 018 prep ercoxon 5* 10 B
0,048). A génszett-tesztek osszesnett
=0,072, a tobbszoros
=0,015. A

rep_corr:s

exp_HYST=

5q31:

rep_HYST
prep HYST_corr
prep ercoxon prep Wilcoxon corr

prep Wilcoxon_corr

nominalis replikacidja P .
0sszehasonlitdsra komgait pedig P
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4. tablazat. Nomindlisan replikdlt poziciondlis génszettek mérete, asszocidcios (HYST), illetve feldisuldsi (Wilcoxon) p-érté-
kei az explordcios és a replikdcios mintdn

Kromoszémasév Explordciés minta Replikéciés minta (n=5337) (n=16)
p—HYST p—Wilcoxon Gének széma p_HYST
(korrigalt) P Wicoron (korrigalt) Gének szdma
14931 0,0977 0,0374 16 1,54*10°¢(0,002) 0,0436 (1,00) 32
1p22 0,0320 0,0013 50 0,0112 (1,00) 0,1827 (1,00) 81
Xq13 0,0736 0,0181 12 0,0171 (1,00) 4,32*105(0,048) 78
5q31 0,4765 7,20%10* 134 0,0302 (1,00) 5,75*10°¢ (0,006) 194
10923 0,0123 2,87*10°¢ 55 0,0443 (1,00) 0,4366 (1,00) 91
5q12 0,0751 0,0150 29 0,0453 (1,00) 0,2533 (1,00) 43
HYST: hybrid set-based association test, génszettalap asszocidcids teszt
Wilcoxon: Wilcoxon rangdsszeg feldUsuldsi teszt
nomindlisan szignifikans replikalt poziciondlis gén- 05
szetteket a 4. tablazat tartalmazza.
0,4
FUNKCIONALIS ANNOTACIOS KLASZTERELEMZES .
P7 P

122

Az explordciés minta 402 rizik6génjébdl 386, mig a
hattérként meghatarozott 14 618 gén koziil 13 647
rendelkezett DAVID-azonositéval, a replikdcids
mintdban pedig az 1785 rizik6génbdl 1543, a hat-
térgénekbdl pedig 24 517 szerepelt az adatbazisban.
Az exploraciés minta 306 klaszterébdl 12 annotéci-
Os klaszter birt az ES>1,3 kiiszob feletti feldasulasi
mutatdval, tovdbbi két annotacids klaszter volt jel-
lemezhetd kozvetleniil kiiszobérték alatti, de még
szuggesztivnek tekinthetd feldusuldsi ponttal
(ES>1,2). Azonos annoticids forrasok és szigorisa-
gi kritérium mellett, a replikdciés minta rizikogén-
jeivel a lehetséges 621 klaszterbdl 126 annotécids
klasztert azonositottunk ES>1,3 feldusulassal, ame-
lyek koziil hét megegyezett az exploraciés mintdn
ES>1,2 kiiszobértékkel azonositott klaszterekkel.
Legnagyobb felddsuldsi mutatéval mindkét minta-
ban a splicing (pre-mRNS nem 4tir6dé részeinek
kivdgodasa és érett mRNS-sé alakuldsa) és alterna-
tiv splicing annoticids terminusok klasztere birt
(ES,, : 2,85, ESrep: 23,93). Tovébb4, az exploricids
mintatdl eltérd rangsorban, de a replikdciés minté-
ban is feldidsultak az endoszémdlis transzport
(ESEXP: 1,56, ESrep: 1,90), a neuro- és axongenezis
(ES,, : 1,44, ES_ : 2,25), az izom- €s vazrendszer
fejlédése (ES, 1,40, ES_ : 1.95), az embriondlis
fejlédés (ESexp: 1,34, ESrep: 4,77), a motoros visel-
kedés (ESexp: 1,33, ES_: 2,30) és az agyfejlodés
(ESEXP: 1,23, ESrep: 4,5§) funkcionalis annotacids
terminusaival kapcsolatos klaszterei. Mivel a szug-
gesztiv klaszterek szelektiven nem vizsgalhatok, a
klaszteranalizis replikdcidjat a klaszterek Osszesi-
tett szamdra korrigéltuk (a=0,05/927), ennek meg-
felel6en az ES>4,27 feldusulasu klaszterek, azaz a
splicing, az agyfejlédés és embrionalis fejl6dés

Pulay: A szkizofrénia multilékusz-elemzése

0,2

0,1

——

Génszett Funkciondlis annotacids
klaszter

® Korrigalt ® Nomindlis

2. abra. Nomindlis és tobbszords dOsszehasonlitdsra
korrigdlt replikdcios valosziniiség (P_rep) a novekvd
osszetettségii multilokusz-elemzésekben

klasztere, korrekcié utdn is szignifikdns maradt.
A funkciondlis annotdciés klaszterezés tehdt

=0,5 nominalis, illetve P =0,21
Tep nom.ac_ =72 o . Jepcorac N
tobbszoros Osszehasonlitasra korrigalt replikacios
ratat mutatott (2. abra). A replikédlt klaszterek
annotdcios terminusaihoz kapcsol6do p ... €s
FDR-értékek részletesen az 5. tablazatban szere-

pelnek.

Megbeszélés

Jelen vizsgalatunkban a szkizofrénia multilokusz-
pu felddsuldsat, valamint a felddsult funkcionalis
annotdciok klasztereit elemeztiik. A SCHIZO-
BANK eset-sziil6 trié mintan explorativ elemzéssel
azonositott gének és kanonikus utvonalak koziil
szamos asszocidcidt, valamint felddsuldst megis-
mételtiink, replikaltunk nomindlis p-értékkel a
GAIN-MGS GWAS mintan, azonban a tobbszoros
Osszehasonlitds korrekcidjat kovetden ezek egyike
sem maradt szignifikans, korrekci6 utén a a legala-
csonyabb korrigalt p-értékkel (p=0,113) a Protein
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tirozin foszfatdz nonreceptor 21 (PTPN21) gén ren-
delkezett. A poziciondlis génszettek elemzésekor,
az explordciés mintdn a 10923 kromoszémasav fel-
ddsuldsa, a replikdciés mintdn pedig a PTPN21
gént is tartalmazd, 14q31 szegmens régidalapu
asszociacidja, valamint az 5q31 és az Xq13 kromo-
szomaszegmensek felddsuldsi tesztje esetében ész-
leltiink — tobbszoros Osszehasonlitdsra korrigdltan
is — szignifikdns p-értéket. A két mintdn azonos pa-
raméterd predikcids algoritmusokkal priorizalt gén-
listak funkciondlis annotacids klaszterelemzése,
mindkét mintdn a szkizofrénia feltételezett neuro-
bioldgiai hatterére utalhat, az elemzés a sejtoszto-
dds és transzkripcié szabdlyozdsdval, neuron- és
axonfejlédéssel, agy- és embriondlis fejlédéssel,
illetve szinaptikus plaszticitdssal kapcsolatos anno-
tacids klaszterek felddisuldsdt mutatta. Az explora-
ci6s mintan azonositott, 14 annotacios klaszter fele
a replik4ciés mintdn is nomindlis felddsuldst muta-
tott, koziilik hdrom, a szkizofrénia etiol6gidjdhoz
jol illeszked6 splicing/alternativ splicing, az agyfej-
16dés és az embriondlis fejl6dés klasztere, statiszti-
kailag szignifikdns maradt a teljes hipotéziscsoport-
nak megfeleld p-érték-korrekcid utdn is. A vizsgélt
multilékusz-,,markerek” komplexitdsdnak noveke-
désével mind a nomindlis, mind a korrigdlt rep-
likaciés valdszintiség novekedését észleltiik, amely
meger@sitette a multilékusz-asszocidciés modsze-
rek genetikai heterogenitdst ellensilyoz6 hatdsat.

Az exploracios 1épcsében szuggesztiv p-értékkel
biré gének koziil a 14q31 lokalizaciéji PTPN21
asszocidlddott a szkizofrénidhoz a legalacsonyabb
p-értékkel (prep=6,42*1045) a replikdciés mintdban.
Bar génalapu tesztek hipotéziscsoportjara korrigélt
p-értéke csak szuggesztiv Ovezetbe sorolhatd
(P, o 05 113), az asszocidcio €rvényessége mellett
szol, hogy a gént tartalmazd 14q31 poziciondlis
génszett asszocidcidja a korrekcid utdn is szignifi-
kéns maradt (prep_HYST=l,5*10*6, prep_HYST_COfO,OOZ).
A PTPN21 és a szkizofrénia kapcsolatdt kordbbi
kutatdsok is felvetették. Chen és munkatdrsai® a
szkizofrénia és a PTPN21 és a kozeli EMLS gének,
potencidlisan funkciondlis nukleotid polimorfizmu-
sok szignifikdns asszocidcidjat kozolték. Jollehet az
explordciés mintdjuk részben atfed jelen vizsgalat
replikaciés mintdival, a PTPN21 SNP asszocidcidit
metaanalizissel Osszevont, 13 fliggetlen mintan is
sikeresen demonstraltdk. Bar a PTPN21 gén funk-
cidja még nem teljesen tisztdzott, a PTPN gének
altal koédolt protein tirozin foszfatdzok a T-sejtes
immunvalasz, valamint sejtndvekedés fontos szabd-
lyoz0 faktorai. Plani-Lam és munkatérsai’* szerint a
PTPN21 meghatdrozé a neuregulin3 (NRG3) neu-
rotr6f faktor aktivaldsaban.

Az MSIG v5.2 adatbézis fiiggetlen kanonikus
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5. tablazat. Statisztikailag szignifikdnsan replikdlt, funkciondlis annotdcios klaszterek feldiisuldsi pontjai (ES) és terminusaik feldvisul
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dtvonalai és az atfed6kbdl osszedllitott ,,szuperit-
vonalak™ sem az explorécids 1épésben, sem replika-
ci6 sordn nem értek el tobbszords dsszehasonlitasra
korrigdlt, statisztikailag szignifikdns asszocidciét
vagy felddsuldst, hasonléan a Psychiatric Genomics
Consortium ttvonalelemzéséhez®. Hat ttvonal ese-
tében taldltunk nomindlisan szignifikdns replikici-
ot, amelyek a szkizofrénia sejtosztdéddssal, apop-
tozissal, neurondifferencialédassal, stresszre adott
vélasszal és gyulladdssal valé kapcsolatdra utalnak,
amely illeszkedik a szakirodalmi adatokhoz?: %,
Mindazonaltal, a tobbszords Osszehasonlitds kor-
rekcidja utdn egyik kanonikus dtvonal asszociicid-
ja sem maradt szignifikdns, ezért a plauzibilisnek
tlind asszocidciok esetében is tovadbbi vizsgalatok
sziikségesek.

A kromoszémaszegmensek dltal definidlt pozi-
ciondlis génszettek esetében viszont a 14q31 szeg-
mens asszocidcidjat, valamint a 5q31 és Xql3 szeg-
mensek felddsuldsat korrekci6é utdn is szignifikdns
p-értékkel replikaltuk. A 14q31 szegmensen, a
korabban tdrgyalt PTPN21 gén mellett, az EMLS,
ZC3H14, SPATA7, TTC8 és SEL1L gének eseté-
ben mértiink nomindlisan szignifikdns replikaciot.
Az SZGR?2 adatbazis® szerint, az SEL1L gén kivé-
telével, mindegyik gén esetében kozoltek kordbban
szkizofrénidval asszocidl6dé gyakori varidnsokat,
emellett a ZC3H14 és a SPATA7 gének metildcids
mintdzatukban, a TTC8 gén pedig expresszidjdban
mutatott eltérést szkizofréniamintdkban. Ez utébbi
eredmények az epigenetikai szabdlyozas lehetséges
eltéréseire mutatnak rd szkizofrénidban. Funkcioik
alapjan, a TTC8, EMLS és a SPATA7 a cyto-
skeleton megfelel6 miikdodésének fenntartisaval, a
TTC8 az axonogenezis, a ZC3H14 pedig mRNS-
stabilizal6 hatdsaval sziikségesek az idegrendszer
fejlédéséhez. A régidban taldlhato, szkizofrénidban
kordbban implikalt, STON2 és NRXN3 gének
asszocidcidja egyik mintdban sem érte el a p<0,1
kiisz6bot.

A 5q31 és Xql3 kromoszémarégiok esetében a
felddsuldst mér6 Wilcoxon p-értékiik maradt a kor-
rekci6 utdn is szignifikdns. A felddsuldsi probdval a
génszetten beliili és kiviili gének p-értékeinek
eloszldsat hasonlitjuk 6ssze, a tesztstatisztika érté-
kében nemcsak a leger8sebb vagy bizonyos kii-
szobértéket meghaladé asszocidcidk, hanem az
0sszes asszocidcio trendszer( eltérése is meghatédro-
76 lehet. Ezért az asszocidcids probaval szemben, a
legjobb gének kiemelt tidrgyaldsa helyett, a teljes
génszett korrelacidjit vizsgédltuk az MSiGDB v5.2
génontoldgiai (GO) annotécidival. Az 5q31 szeg-
mens génjei a sejtadhézid, szinapszisszervezdés,
szinaptikus jeldtadds, kalciumko6tés és kalciumfiig-
g6 sejtadhézi6 GO terminusaival Kkorreldltak
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FDR<0,05 korrekcié mellett, 6sszhangban a PGC
szkizofrénia megaanalizis eredményeivel’. Az
Xql3 sdv génszettje pedig az RNS-polimerdz 11
transzkripci6 reguldciéja és acetil-transzferdz funk-
ci6 terminusaival korrelalt.

A funkciondlis annoticidk elemzése eldtt, a
KGGseq program gépi tanuldson és mélytanulason
alapul6 predikciéit és az EIGEN adatbdzis annoté-
cigjat kombindlva, a funkciondlisnak jésolt kédold
(mendeli predikci6?®) vagy nem kédol6 (reguldtoros
predikcié®) varidnsok alapjan prioritizaltuk a min-
tdk genomjait. A prioritizalt génlistdkhoz kapcsolo-
dé, funkciondlis annotaciok klaszterelemzésekor,
az exploriaciés minta nomindlis felddisuldst mutat6
klaszterei koziil, hdrom esetében regisztraltunk
tobbszords Osszehasonlitds korrekcidjdnak is meg-
felel6 felddsuldsi pontot: a splicing/alternativ spli-
cing, az embriondlis fejlédés és az ideg/agyfejlodés
annotdcids klaszternél. Mindhdrom klaszter feldu-
suldsa illeszkedik a szkizofrénia neuronalis fejls-
déssel kapcsolatos betegségmodelljébe. A splicing/
alternativ splicing a transzkripcié kromatinstatusz-
tél fiiggetlen, szabdlyozé mechanizmusa, melynek
segitségével sejttipus-specifikus mRNS-transz-
kriptvaridnsok johetnek 1étre. Ez a szabdlyozési
1épés a neuronalis fejlodés mellett a gyulladdsos
citokinek termel6dését is befolydsolja, tehét a szki-
zofrénia neuroinflammaécids etioldgidjét is erdsithe-
ti. Ugyanakkor, nem zarhatjuk ki, hogy a magas
ES-pont ellenére a klaszter csak miitermék, a prio-
ritizciés algoritmusok a reguldtoros helyek felis-
merés¢hez a splicing helyek gépi tanuldson alapul6
annotécidjat is tartalmaztdk, ami vezethetett a spli-
cing/alternativ splicing feldisuldsdhoz. Végezetiil
megemlitendd, hogy a szkizofrénia etiol6gidjdban
jelen ismereteink szerint kdzponti szerepet jitszd
neurotranszmisszid, szinaptikus funkcidk és plasz-
ticitds zavardra utal6 klaszterek csak az explordcids
mintabdl hidnyoztak, a replikdciés minta 126 nomi-
ndlis klasztere kozétt jelen voltak, amely f6ként a
két minta kozotti metodoldgiai és méretbeli kiilonb-
ségeknek tudhat6 be.

Vizsgdlatunk madsik f6 célja a multilokusz-
elemzések replikdcids valdszintiségre gyakorolt
hatasanak felmérése volt, amelyhez mind a nomin4-
lis, mind a tobbszords Osszehasonlitdsra korrigalt
replikdciok ardnyat regisztraltuk. A p-értékek kor-
rekcidjatol fiiggetleniil, a multilékusz-elemzések
egyértelmlien novelik a replikdcié valészinliségét a
definidlt ,,marker” komplexitdsdnak megfelel6en. A
replikdcié ardnya valdszinfileg a genetikai hetero-
genitds csokkenése miatt novekszik, de nem vethet-
jik el a lehet6ségét, hogy e multilékuszmarkerek
egyszerlien csak tobb gént annotdlnak méretiiknél
fogva.
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Vizsgalatunk nem mentes a korlatoktdl sem. A
SCHIZOBANK tilsdgosan kis elemszdmdu, és
alacsony lefedettségli mintdja explordcids célokra
sem idedlis. A statisztikai er§ novelése érdekében
az exploracié sordn szuggesztiv p-értékd (a=0,1)
asszocidciokat is elfogadtunk, a fals pozitiv asszo-
cidciok ellenstlyozdsdra a mdsodik 1épcsdben kon-
zervativ p-érték-korrekciot végeztiink. A kozos
varidnsok gyarapitdsa érdekében a 1000 Genomes
ph1v3 mintdja szerint imputdltuk az GW AS-mintét.
Az imputdci6 az atfedést javitotta, azonban részben
torzitja is az adatot: a hosszabb gének esetében tobb
marker akad fenn a min&ségkontroll-sziirén, ezért a
rovidebb gének viszonylagos lefedettségét megno-
veli. A rovidebb gének feldusuldsa torzithatja a
kompetitiv génszett-teszteket, példdul a Wilcoxon-
tesztet és a feliilreprezenticids tesztet. E torzitdst
mérséklendd, a génszettek vizsgalatakor a kompeti-
tiv feldasulasi tesztek mellett régidalapy, HYST
génszett-asszocidcids tesztet is végeztiink.

Milyen gyakorlati, a klinikai munkéban is hasz-
nosithaté kovetkeztetéseket fogalmazhatunk meg
az eredmények alapjan? A fenti 0sszefiiggések arra
utalnak, hogy a szkizofrénia genetikai ,,architekti-
rdjaban”, felépitésében fontosak azok a gyakori, kis
hatdst varidnsok, melyek bioldgiailag plauzibilis,
de nem teljes mértékben 4tldtott és megértett agy-
fejlédési és immunoldgiai folyamatokra hatnak.
Ezeket a varidnsokat sziileik atadjdk gyerekeiknek,
emiatt lesz a szkizofrén beteg els6foku rokonai,
gyermekei ko6zott magasabb a betegség eldfordula-
sa. Fontos ugyanakkor hangsilyozni, hogy a gyako-
ri varidnsok csak a vulnerabilitds kialakuldsdért
felel6sek, a betegség manifesztdlodasaban rendki-
viil fontosak a kornyezeti rizikéfaktorok, melyek-
nek egy része megel6zhets. Hasonldan fontos klini-
kai tudds, hogy a bipolaris affektiv zavar és a szki-
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