OTKA F 67784 zar¢jelentés

A triptofan-hidroxilaz 2 gén polimorfizmusainak pszichogenetikai és molekularis

biologiai vizsgalata

Jelen palyazat pszichogenetikai része a figyelemhianyos hiperaktivitasi zavar (ADHD:
Attention Deficit Hyperactivity Disorder), a Tourette-szindroma (TS) és a kényszerbetegség
(OCD: Obsessive Compulsive Disorder) Osszehasonlitd genetikai asszociacid vizsgalatait
célozta. A palyazat cimébe azért keriilt csupan a triptofan-hidroxilaz 2 gén (TPH2) vizsgalata,
funkcionalis jellemzését is terveztiik.

A Vadaskert Koérhaz és Szakambulancia pszichiatereivel valo eldzetes kollaboracio
soran Osszegyijtott ADHD ¢és TS betegcsoport egy ujabb korképpel, kényszerbetegséggel
diagnosztizalt csoporttal egésziilt ki e palyazat kapcsan. E harom gyermekpszichiatriai zavar
azért kertilt kivalasztasra, mert gyakran fordulnak el6 egyiitt, egy spektrumot alkotva (ADHD-
TS-OCD). Csalad- és ikervizsgalatok megfigyelései alapjan a genetikai faktorok szerepe igen
meghataroz6 ezekben a neuropszichiatriai zavarokban (0,7-0,9 6rokolhetéség) (Faraone és
mtsai, 2005; Grados és mtsai, 2003; Pauls, 2003). Azonban az egyes genetikai faktoroknak a
hatasa egyenként kicsi ezekben a poligénes 6roklédésii korképekben, és tovabbra is széles
korti kutatas folyik a specifikus genetikai riziké faktorok azonositasara. Elemzéseinkben
megprobaltunk kozds genetikai riziko faktorokat is fellelni a harom pszichidtriai zavar
atfedettsége miatt.

Mindharom korképben az agyi gatlo thalamocorticalis korok funkcidzavara figyelhetd
meg az adott szitudcioban vald helytelen viselkedések és/vagy gondolatok gatlasanak
képtelensége soran. Az ADHD hiperaktiv, impulziv tiinetei, a TS akaratlan mozgasai és
hangadasai (motoros és vokalis ticek), illetve az OCD kényszer gondolatai és cselekvései
feltehetden a bazalis ganglionok illetve azok kapcsolatainak éretlensége miatt 1épnek fel. Agyi
képalkotd eljarasokkal kapott eredmények a prefrontdlis kéreg és a bazilis ganglionok
érintettségét irtdk le mindharom korképben (Sheppard és mtsai, 1999). Ezeken az
agyteriileteken végzddnek tobbek kozt az agytdorzs magjaibol induld monoamin
neurotranszmitter rendszerek, melyek modulalo hatassal birnak a fo jelatvitelei folyamatokra.
Az ADHD {6 kandidans génjei a dopamin rendszerbdl (Gizer és mtsai, 2009), a TS és OCD
kandidans génjei pedig a szerotonin rendszerbdl keriilnek ki (Grisham és mtsai, 2008;
O'Rourke és mtsai, 2009) az akutalis neurobioldgiai hipotézisek alapjan, melyek leginkabb az
alkalmazott gyogyszerek hatasmechanizmusaira épiilnek, igy genetikai vizsgalataink
nagyrészt a dopamin és a szerotonin rendszerek génjeire iranyult. Ujabb kandidéns géneket a
szakirodalomban megjelend cikkek alapjan vélasztunk folyamatosan, hiszen a
pszichogenetikai kutatasok nagy sebességgel zajlanak és az elsd teljes genom analizisek is

megjelentek az elmult években (Cichon és mtsai, 2009).
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Az elvégzett munka Osszevetése a szerzodésben rogzitett feladatokkal

1. pont: minta-gyiijtés

Gyermekpszichiatriai zavarral diagnosztizalt gyermekekt6l valo DNS-mintagytjtésre ¢&s
genetikai analizisre az etikai engedélyt 2007. december 28-an kaptuk meg. Az eldzetesen
Osszegytjtott ADHD és TS csoport sikeresen kiegésziilt a tervezett OCD csoporttal (tervezett
100 f6 helyett 106 f0), illetve néhany ujonnan diagnosztizalt beteget sikeriilt bevonnunk a
kutatasba, igy 0sszesen 419 betegrdl all rendelkezésiinkre genetikai és pszichiatriai diagnozis
adat.

2. pont: TPH2 polimorfizmusok genotipizalisa

A TPH2 gén egypontos nukleotid polimorfizmusainak (SNP: Single Nucleotide
Polymorphism) meghatarozasara egy modern, egy-1épéses, valos idejii (real time) PCR alapu
technikat vezettiink be. Az ijonnan beallitott real time PCR (RT-PCR) modszereket 100-100
mintan ellendriztiik a hagyomanyos PCR-technikakkal: a TPH2 exon7 A/G SNP (rs7305115)
esetében allél-specifikus amplifikaciot, a TPH2 exon9 A/T SNP-nél (rs4290270) PCR-RFLP-
modszert, a TPH2 promoter -703 G/T SNP-nél (rs4570625) mindkét klasszikus modszert
hasznaltuk. A kontroll csoport egyik része 121 csalad mintdjat tartalmazta, igy a csalddon

beliili genotipus adatok elemzésével is ellendrizhettiilk a modszerek pontossagat.

3. pont: ujabb monaminerg genetikai polimorfizmusok vizsgalata

Az eredetileg tervezett dopaminerg (dopamin D4 receptor, katekol-O-metil-transzferaz,
dopamin transzporter) és szerotonerg (TPH2, szerotonin transzporter, monoamin-oxidaz-A)
kandidans polimorfizmusok listajat kibdvitettik az ADHD genetikai szakirodalmaban
felmeriild6  noradrenalin  transzporter ~ (NET:  norepinephrine  transporter)  gén
polimorfizmusaival (rs2242446, rs5569, rs719426, rs28386840). igy a korabbi genetikai
adatbazist kibdvitve informacionk adodik a dopamin, a noradrenalin és a szerotonin
neurotranszmisszid sebesség-meghatarozd 1€pését (a neurotranszmitter visszavételét) végzo
fehérjék genetikai variansaira.

Az OCD és a szerotonin transzporter (SLC6A4) gén asszocidcid vizsgalatarol megjelent
eredmények alapjan (Wendland és mtsai, 2008) a tervezett két hosszusag-polimorfizmus
(SHTTLPR, STin2) mellett négy SNP-t (az ismétlodo région beliil elhelyezkedd rs25531 A/G
és rs25532 C/T SNP, valamint az 1. intronban talalhato rs2020933 A/T és rs16965628 C/G
SNP) is meghataroztunk az SLC6A4 génben. Mivel e palydzat pszichogenetikai része a
szerotonerg kandidans gének kiterjesztését célozta meg az dsszegylijtott gyermekpszichiatriai
mintdk elemzése soran, irodalmi adatok alapjan érdekesnek tlind funkciondlis szerotonerg
polimorfizmusokat valasztottunk a szerotonin autoreceptorok génjeinek korébdl (HTRIA
rs6295 és HTRIB rs13212041). Ilyen modon az Osszehasonlitd genetikai elemzéseket
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elvégezhetjilk a szerotonin neurotranszmisszid6 f6 komponenseivel (TPH2: szintézis,
szerotonin  transzporter:  visszavétel, MAOA: lebontds, HTRIA ¢és HTRIB:
neurotranszmisszio frekvenciaja és amplitidoja). Az 0j kandidans polimorfizmusokat mar

csak az egy-lépéses RT-PCR-tipusu modszerrel hataroztuk meg.

4. pont: adatbazisok létrehozasa

A genetikai eset-kontroll elemzésekhez a magyar atlagpopulaciot reprezentaldo kontroll
csoportot (600 fiiggetlen személy mintait) hasznaltunk. Az Osszehasonlitd genetikai
asszociacio vizsgalatainkban a beteg csoport 195 ADHD, 118 TS és 106 OCD fédiagnozisa
személybol allt. A fédiagnozisokat a DSM (Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders) IV szerint, a kisér6 korképeket (szorongas, tanulasi ¢és viselkedési zavar) a MINI-
kid (Mini-International Neuropsychiatric Interview, child version) segitségével allapitottuk
meg. A klinikai csoporton beliil a figyelemhiany/hiperaktivitds, tic és kényszer tlinetek
jelenléte-hidnya szerint végeztiik az elemzést.

Részletesebb fenotipusos jellemzés a klinikai csoport egy részében all csak rendelkezésiinkre,
dimenzionalis elemzést tesznek lehetévé a tlinetsilyossagi skalak: ADHD Rating Scale
(ADHD-RS), Yale Global Tic Severity Scale (YGTSS) és a Yale-Brown Obsessive
Compulsive Scale (YBOCS) kérdéivek a megfeleldé beteg alcsoportokban. A
gyermekviselkedési kérd6iv (Child Behavior Checklist, CBCL) sziil6i valtozata kozel kétszaz
gyermekr6l, a gyermek temperamentum kérd6éiv (Junior Temperament and Character
Inventory, JTCI) pedig 145 gyermekrdl fog rendelkezésiinkre allni. Sajnos ezen papir-
formatumu kérdoiveknek az elektromos adatbazisba valo felvitele elhuizodott ebben az évben,
igy csak eldzetes szamoldsokat tettek lehetdvé a részleges adatok. Ez év végére teljesen

lezarul az adatbevitel és elvégezziik a végsd elemzéseket.

Y EV4

Elkészitettilk a TPH2 promoter delécios sorozatot a promoter nélkiili pGL3-Basic vektorban
(kétféle valtozatban a transzkripcié és a transzlacid kezdépontjatdl). A szekvendlassal
ellendrzott TPH2-pGL3 plazmidok expresszids aktivitdsat luciferdz riporter gén mérésével
végeztiik SKNF-1 human neuroblastoma sejtvonal ¢és HEK-293 human embrionalis vese
sejtvonal tranziens transzfektalasa soran.

A palyazat legfontosabb eredményei

A mintagytijtés és adatbazis készités éveiben a jelenlegi szakirodalom feldolgozasat végeztiik,
melynek soran két hazai és egy nemzetkdzi dsszefoglalo cikket irtunk (publikacio 1-3), ezeket

természetszerlen itt nem részletezem.
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A publikalt illetve kozlésre elkiildott farmakogenetikai cikkek anyagat (publikacid 4-6) csak
roviden mutatom be. Kicsit részletesebben térek ki az egyelére konferencia-absztrakt

formajaban publikalt, jelenleg kézirat formajaban feldolgozott eredményekre (publikacio 7-
10).

1. Farmakogenetikai eredmények

Gyodgyszerhatékonysaggal kapcsolatban felmeriilé 1) kandidans géneket vizsgaltuk eldszor,
mivel az ADHD mintak eldzetesen lezart palyazatbol mar rendelkezésiinkre alltak, illetve
mert egy gyogyszerész végzettségli PhD-didkkal tudtam az elsé években egyiitt dolgozni.
(Ritalin), azonban ez a gyogyszer az esetek 65-70%-ban bizonyul csak hatékonynak (Findling
2008), ezért egyre nagyobb erdfeszités iranyul olyan bioldgiai markerek azonositasara,
melyekkel a terdpia megkezdése elétt meg lehetne becsiilni a gydgyszer-hatékonysagot.
ADHD-ban a farmakogenetikai vizsgalatok eddig nagyrészt a dopamin transzporter génjére
(SLC6A3) iranyultak, mivel a metilfenidait (MPH) e transzporter hatékony gatloszere,
azonban az eredmények igen ellentmondoak (Stein és McGough 2008). Sajat vizsgalatunk
soran az SLC6A3 polimorfizmussal nem, azonban a dopamin bonté katekol-O-metil-
transzferdz enzim génjének polimorfizmusaval (COMT Vall58Met) szignifikans asszociaciot
kaptunk MPH-hatékonysaggal kapcsolatban (Kereszturi és mtsai, 2008). A COMT enzim
aktivitasat tartjak meghatarozonak a dopamin neurotranszmisszid lecsengésében a prefrontalis
kéregben (PFC), mivel a dopamin transzporter siirlisége ezen az agyteriileten alacsony
(Tunbridge és mtsai, 2006). Azonban a dopamin visszavételét a noradrenalin transzporter is
hatékonyan végzi (Mundorf és mtsai, 2001), amely nagyobb stiriségben talalhat6 a PFC-ben
mint a dopamin transzporter (Robbins és Arnsten 2009). Mivel a metilfenidat a NET-t is
gatolja (Han and Gu 2006), ezért érdemesnek tartottuk megnézni e kandidans gén
polimorfizmusait a MPH-hatékonysagi vizsgalatunkban, remélve, hogy tjabb PFC-szintii
szabalyozasi pontra leliink. Hairom SNP-t valasztottunk ki a NET gén (SLC6A2) kiilonb6z6
haploblockokba tomoriilé génvariansai koziil (rs2242446, rs5569, rs719426), ezen kiviil a
start kodontol 3 kilobazis tavolsagban 1év6 promoter polimorfizmust (-3081A/T, rs28386840)
is vizsgaltuk, mivel egy funkciondlis vizsgdlat a T-allélra alacsonyabb transzkripcids
aktivitast mutatott (Kim és mtsai, 2006). A 90 metilfenidatra jol reagdlod és 32 nem-reagélo
gyermek korében végzett elemzés a -3081A/T SNP-nél mutatott szignifikans hatast: A nem
megfelelden reagalok korében az AA genotipus gyakoribb volt (67% vs 48%, XZ = 6,094, df =
2, p = 0,047), ezen kiviil a T-alléllal rendelkezd csoport szignifikdns javuldst mutatott a
hiperaktivitas-impulzivitas tliinet-skalan (p=0,041), mig a figyelemhianyos skalan ez a hatas
nem volt megfigyelhetd (p=0,187). Ugyan ez az eredmény nem marad szignifikdns a
statisztikai korrekcio utan, mégis figyelem-felkeltd jelentdségli, mivel a NET génjét még elég

kevesen vizsgaltdk MPH-hatékonysaggal kapcsolatban. Eredményeink egybecsengenek egy
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kinai ADHD csoporton kapott eredményekkel, ahol szintén csak a hiperaktivitas-impulzivitas
skalan észleltek genetikai hatast a rs5569 polimorfizmus vizsgalatanal (Yang ¢és mtsai, 2004).

Az ADHD farmakogenetikai elemzésiinket kibovitettiik a gydgyszert bontd enzim, a
karboxilészteraz 1 (CES1) génjének funkcionalis polimorfizmusaval, amely egy aminosav-
csere soran (Gly143Glu) csokkent enzim-aktivitast eredményez (Zhu és mtsai, 2008). Ugyan
nem talaltunk f6 hatast a CES1 Gly143Glu polimorfizmusra a MPH-hatasossagnal sem a
csoportos felosztasnal, sem a dimenzionalis elemzésnél, a gyogyszer-adagokat elemezve
kiilonbséget figyeltiink meg a ritka Glu-varianst hordozoknal. A metilfenidatra reagalo
csoporton beliil a csokkent lebontd enzim aktivitasu varidnst hordozok atlagosan kevesebb
gyogyszer igényeltek a tiineteik csokkentésére (0,410 + 0,127 vs 0,572 + 0,153 mg/kg, t(1,88)
= 2,33, p=0,022).

2. Dopamin transzporter 10-es allél mint kozos genetikai riziké faktor
Elsé genetikai asszociacid elemzésiink sordn a teljes betegcsoport (N = 419) allél- és
genotipus-eloszlasait hasonlitottuk 6ssze a kontroll magyar populacio (N = 600) adataival.
Masod sorban fédiagnozisok szerint végeztiik a genetikai elemzéseket.

Ko6z0s genetikai rizikd faktorként jelent meg az SLC6A3 gén 3’ nem-kddolod
illetve a 10-es allél nagyobb szazalékban fordult eld a kontroll csoport adataihoz képest
(genotipus: ¥ = 6,271, df = 2, p = 0,043, allél: * = 5,169, df = 1, p = 0,023).

**

B0% | o

A0%

kontroll beteq ADHD TS ochD

1. abra: A dopamin transzporter ismétlodési polimorfizmusanak genotipus eloszlasai a
beteg csoportokban. Kék oszlopok 9/9, sarga oszlopok 9/10, piros oszlopok a 10/10
genotipus csoportot jelolik. Szignifikans (p < 0,05) kiilonbségek két csillaggal, tendencia
jellegti eltérés (p < 0,1) egy csillaggal van jeldlve.
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A fodiagnodzis szerinti felbontasokban szintén megfigyelhetd volt mindharom csoportban a
10/10 genotipus magasabb ardnya (ADHD 55%, TS 57%, OCD 54% vs. kontroll 50%),
azonban a genotipus- €s all¢l-gyakorisag eltérései mar csak tendencia szertiek voltak (p <0,1),
feltehetden a harmadara, negyedére csokkent elemszam miatt (1. dbra).

Ez a megfigyelés a thalamocorticalis gatld korok bazalis ganglionok szintjén vald
dopaminerg neurotranszmisszidé funkcidzavarara hivja fel a figyelmet, hiszen a dopamin
transzporter strlisége itt a legnagyobb az agyban (Robbins és Arnsten 2009), alatamasztva e
harom gyermekpszichiatriai korkép kozos neurobiologiai és genetikai hatterét. A genetikai
eredményiink ezen kiviill az ADHD korében végzett meta-analizisek eredményeit tdmasztja
ala, ahol is a 10/10 genotipust talaltak kis, de szignifikans hatast (1,12-1,13 kockézati aranyu)
rizikd faktornak (Faraone és mtsai, 2005; Gizer és mitsai, 2009). TS és OCD genetikai
asszociacio vizsgalatai e polimorfizmus tekintetében még elég ellentmondasosak (Grisham és
mtsai, 2008; O'Rourke ¢és mtsai, 2009). A polimorfizmus funkcionalis jellegérdl is
ellentmondasos eredmények lattak napvilagot mind riporter gén rendszerekben (Fuke és
mtsai, 2001; Mill és mtsai, 2005; Miller és Madras 2002) mind posztmortem agyi
génexpresszios vizsgalatokndl (Mill és mtsai, 2002; Wonodi és mtsai, 2009). A transzporter
stiriségét méré in vivo SPECT vizsgalatok egybehangzobb eredménnyel szolgaltak: két
fliggetlen, nagy elemszamu (N = 96 és N = 79) csoportban a 9-es alléllal rendelkezéknél (9/9
és 9/10 genotipus) nagyobb transzporter siiriséget talaltak a striatumban, mint a 10/10
genotipus csoportban (van de Giessen és mtsai, 2009; van Dyck és mtsai, 2005). Mindezek
alapjan feltételezhetliink egy alulmiikodé dopamin transzportert, amely nem megfeleld
viselkedési gatlast eredményez e neuropszichiatriai zavarok hatterében. Feltehetden a
korcsoporti atlaghoz képest lassabb iitemben vald fejlédés vezet ezekhez a zavarokhoz, hiszen
az ADHD tiinetei nagy mértékben, TS és OCD tiinetei kissé kevésbé, de csokken(het)nek az
életkor eldrehaladtaval (a gyerek Ugymond ,kindvi” e zavarokat). A gatlas (inhibicio)
képessége parhuzamosan fejlodik az agyi korok kialakuldsaval, a PFC-be jovd asszociacios
palyak, valamint az onnan kiindulé beidegzddések kiépiilésével. Normalis fejlddés sordn a
gyermek egyre jobban képes az irrelevans informacidk kiszlirésére, a fontos informaciok

hatékony feldolgozasara és fenntartasara, valamint a nem odailld valasz-reakciok elnyomasara

3. Kényszertiinetek vizsgalata
Jelen palyéazat keretén beliil az OCD fédiagndzisti betegekre koncentraltunk. Ugyan ez a
betegcsoport a legkisebb vizsgalatainkban, egy-két érdekes megfigyelést tehettiink mar e
csoport bevonasaval. Genetikai asszocidcid elemzéseinket a leggyakoribb {0 tiinetek
(figyelemhiany/hiperaktivitas, tic, kényszergondolatok) alapjan is elvégeztikk a klinikai
csoporton beliil.

Kényszergondolatok jelenléte/hianya alapjan felosztva a klinikai csoportot specifikus
riziké faktorként a TPH2 gén 9. exonjaban talalhato rs4290270 polimorfizmusanak A-allélja
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szerepelt (x> = 4,505, df = 1, p = 0,034). Amikor a tic és kényszer tiinetek
SHTTLPR nevezeti ismétlédési polimorfizmusnal lattunk a szakirodalom adataival (Walitza
¢s mtsai, 2010) Osszecsengd eredményt: a teljes OCD csoportban nem, viszont a tic zavar
nélkiili OCD-sek korében magasabb volt az LL genotipus (x* = 6,521, df =2, p = 0,038). Ez a
hosszu (L = long) allél nagyobb transzkripcios aktivitasi €s igy elméletileg hatékonyabb
szerotonin visszavételt tesz lehetdvé a szinaptikus résbél (Lesch és mtsai, 1996). Erdekes
modon hangulatzavarokkal a masik, rovid (S = short) allélt hozzak 6sszefiiggésbe (Lasky-Su
¢s mtsai, 2005).

Mivel a kényszeres tiinetek nagyon heterogének, egyre tobb kutatd ajanlja a specifikus
tiinetek (mint példaul tisztogatasi vagy felhalmozési kényszerek) genetikai vizsgalatat. A Y-
BOCS kérdései erre alkalmasak is lehetnek eldzetes faktor-analizis utan. A kérdéiv 14
specidlis tiinet kategoridja alapjan elvégzett fokomponens analizis sajat vizsgalatunkban (N =
89) négy faktort eredményezett (a tadblazatban a kényszergondolatok ,,G” roviditéssel, a
kényszercselekvések ,,CS” roviditéssel szerepelnek, csak a 0,3-nal nagyobb faktorsulyokat
tiintettiik fel).

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4
G_testi 0,766
G_agressziv 0,683 0,374
G _vallasos 0,645
G _felhalmozasi 0,641
CS_ellen6rzo 0,541 0,332 0,407
G_magikus 0,463 0,451
CS_rendezéses 0,809
CS_gylijtogetésés 0,650
CS_megszamolasos 0,628 0,574
CS_ magikus 0,435 0,624
CS_ismétléses 0,523
CS _tisztalkodasi 0,865
G_kontaminacios 0,384 0,743
G _szexualis 0,885

Az els6 ,,obszessziv” faktor nagyrészt kényszergondolatokbol allt (agressziv, vallasos, testi és
felhalmozasi kényszergondolatok és ellendrzé kényszercselekvés). A masodik ,,.kompulziv”
faktort kényszercselekvések (rendezés, szamolas, ismétlés, gyiijtogetés és magikus

viselkedés) alkottak. Harmadik faktorként a kontaminacios kényszergondolatok és a tisztasagi

-7-
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kényszercselekvések jelentek meg. Negyedik faktorban kiiloniiltek el a szexualis
kényszergondolatok. E négy faktor egyiittesen a teljes variancia 623%-aért felelds. Tiinet
tipusok alapjan valo csoportositast mar tobb tanulmany is felallitott OCD-s felnétteknél, de
gyermekkori OCD-ben egyelére kevés ilyen tanulmany jelent meg (az eddigi négy tanulmany
a fent emlitett 4 faktorhoz hasonlé faktorstruktarat irt le) (Bloch és mtsai, 2008). A genetikali
analizisiink ennél az esetszdmnal azonban nem eredményezett szignifikans asszociaciot (2.

abra).

0,6 1 Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4
p=0,851 p=0,973 p=0,324 p=0,441
0,4 1
0,2 T
0,0 T
-0,2 1

-0,4 1

-0,6 -

2. abra: A Yale-Brown Obsessive Compulsive Scale kérdéiv faktorainak és a szerotonin
transzporter SHTTLPR polimorfizmusinak genetikai asszociacio elemzése. Kék
oszlopok az SS, zo6ld oszlopok az SL, piros oszlopok az LL genotipus csoportok atlag faktor

értekeit jelolik (az atlag szorasaval).

e re s

Elkészitettilk a TPH2 promoter delécios sorozatot a promoter nélkiili pGL3-Basic vektorban
(kétféle valtozatban a transzkripcid és a transzlacid kezdépontjatol). A szekvenalassal
ellendrzott TPH2-pGL3 plazmidok expresszios aktivitasat SKNF-I neuroblastoma sejtvonal
tranziens transzfektaldsaval vizsgaltuk. A TPH2-pGL3 plazmidok relativ transzkripcids
értékét a pGL3-Basic aktivitasara normalizalva szamoltuk (3. abra). Transzfekcios
kisérleteink soran az SV-40 erés promoterrel rendelkezé pGL3-Control plazmidot is
hasznaltuk, hogy feltérképezziik a TPH2 promoter relativ erdésségét. Azt tapasztaltuk, hogy az
altalunk beklonozott TPH2 szekvencia gyenge promoterként miikodik (pGL3-Controlhoz
képest kozel tizednyi aktivitast). Mivel a palyazat elsé évében megjelent egy nemzetkdzi cikk
karakterizalast onmagéaban lek6zolni igy mar nem volt esélylink. Ezért a tovabbi funkcionalis
elemzések elvégzéséig megvartuk, hogy melyik TPH2 polimorfizmusra kapunk pozitiv
eredményt a genetikai asszociacid elemzésiink sordn, mert a kandiddns polimorfizmusok

molekularis biologiai jellemzése ¢és a genetikai asszociacid vizsgalatok eredménye
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kolcsondsen erdsitik egymas hatasat nemzetkozi ujsagban vald publikacional. Ugyan jelen
palyazat gyermekpszichiatriai csoportjaban valo elemzések nem mutattak a TPH2 promoter
polimorfizmus esetleges szerepére, a genetikai laborunkban parhuzamosan fut6 kollaboracios
projektek el6zetes eredményei reménykeltéek a TPH2 -703 G/T SNP (rs4570625)
tekintetében. Mivel e polimorfizmus funkciondlis vizsgalatainak eredményei kissé
ellentmondodak (Chen és mtsai, 2008; Scheuch és mtsai, 2007), eredményeink publikalasa
soran fel tudjuk majd hasznalni az elkészitett TPH2 riporter gén rendszert. A TPH2 -703
génvariansok vizsgalatara a pF4R1B illetve a pF4R 1B elnevezésii plazmidot fogjuk hasznalni,
mely a TPH2 promoter szekvenciajat -1314-t6l illetve -1032-tdl a transzlacids start helyig (-1-
ig) tartalmazza.

3,0 -

-
25 |

2,0 A T

1,5 L

1,04 pt

0,5 A

0,0 T T T T T T T 1
pGL3B PpF3R1B pF4R1B pFS5R1B pF6R1B | pF3R2B pF4R2B pF5R2B  pF6R2B

3. abra: A triptofan-hidroxilaz 2 gén 5’ delécios sorozatanak génexpresszios aktivitasa.
Az y-tengelyen a relativ luciferdz aktivitads van feltiintetve egy reprezentativ transzfekcios
kisérlet (n = 3 parallel mérés) soran. A transzkripcios start hely a -141-es pozicidban van, -1 a
transzlacio kezdépontjat jelenti. TPH2 szekvenciak: F3R1: -1314-t61 -1-ig, F4R1: -1032-t6l -
1-ig, F5R1: -768-t61 -1-ig, F6R1: -441-t6l -1-ig, F3R2: -1314-t61 -141-ig, F3R2: -1314-t41 -
141-ig, FAR2: -1032-t61 -141-ig, FS5R2: -768-t41 -141-ig.
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