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PROJEKT ZARO BESZAMOLO

A palyédzati munkatervben a 4 éves futamiddre Osszesen 10 részfeladatot terveztiink, ezeket a
feladatokat teljesitettiik, és a kapott eredményeket nemzetkozi folydiratokban publikéltuk,
illetve a legfrissebb eredményeket konferencidkon mutattuk be (publikdcidk folyamatban).

Eredményeink a kovetkezOkben foglalhatok Ossze (az alabbiakban a palyazat
,»Munkaterv” részében meghatarozott 10 részfeladat eredeti szamozasat meghagytuk, de

a feladatokat értelemszeriien osszevontuk):

1. Biobank létrehozasa pszichogenetikai vizsgalatok céljara (A projekt elsé 3 évében)

A projekt egyik f6 célkitlizése egy olyan biobank létrehozasa volt, mely széles korcsoportu,
klinikai kezelés alatt nem 4all6 személyek pszicholégiai adatait (hangulati és kognitiv
jellemzdk) €s DNS mintdit tartalmazza. Ez az adatbank magdban foglalja az elézetesen az
NIH RO3 TWO007656 4ltal tdmogatott munkdban felvett mintdkat is, melyek a projekt
kezdetén rendelkezésre alltak. A létrehozott PsychoData biobank a Semmelweis Biobank
részét képezi, és projekt zarasanak idépontjaban az eredetileg tervezet N=700-as
mintaszam helyett tobb mint 1500, fenotipusosan jellemzett személy DNS mintait
tartalmazza. A bOvitésre azért volt sziikség, mert a szakirodalom jelen alldsa mellett sok SNP
vizsgdlatdnal elengedhetetlen a statisztikai szdmitdsok tObbszords tesztelésre vald

(Bonferroni) korrekcidja, melyhez viszont optimélis a minél magasabb mintaszam.

2. Optimalizalt pszicholégiai battéria Kkidolgozasa (1. feladat) és alkalmazasa (3. és 7.

feladat).

A jelen kutatasban alkalmazott pszicholdgiai battéria két részbdél allt: Az elsé részben nagy

mintaszamu vizsgalatra alkalmas, onbeszamolon alapulé kérdéiveket alkalmaztunk,
melyek kialakitdsandl az NIH RO03 TWO007656 altal tdmogatott munkaban felhasznalt
kérddives eljarasok tapasztalataibdl indultunk ki, és a jelen munkaba is bevontuk azokat a
kérddiveket, amelyek egészséges populdcié esetében is megbizhaté és informativ
eredményeket adtak (agresszid, impulzivitas, szorongas és a depresszio szintjeit felméro
kérdoivek). A kérddives vizsgalatokat valamennyi vizsgalati személynél elvégeztiik.

A pszicholdgiai vizsgilatok masodik részében egy olyan objektiv, komputeres vizsgalati

modszert alkalmaztunk, melyek néhdny fontos kognitiv paramétert mért (pl. reakciéido,
vagy gatlasi funkciok a Stroop feladatban produkalt teljesitménymutaték alapjan).

Ehhez felhaszndltuk munkatarsunk, Székely Anna kiilfoldi tapasztalatait a képmegnevezési
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reakci6idé nemzetkozi standardizdldsa vonatkozdsaban, valamint kidolgoztunk egy olyan
szoftvert, mely alkalmas a gatldsi funkciok mérésére szolgdlé Stroop teszt felvételére és
kiértékelésére. Az iddsebbek vizsgalatahoz kidolgoztuk a komputeres feladatok olyan
valtozatat, melyben az egeret a kisérletvezetd kezeli, és a reakcidid0 mérése minden
feladatban mikrofon segitségével torténik. A kognitiv feladatok elvégeztetése allando
feliigyeletet igényelt, ezért technikai levezetéséhez tobb hallgatét alkalmaztunk a projekt

soran.

3. A vizsgalandé polimorfizmusok prioritizalasa és mérése (2, 4, 5, 8 és 10 feladatok).

3.1. SNP szelekcio: Genetikai vizsgalatainkban olyan polimorfizmusokra kivantunk
koncentrdlni, melyekhez molekuldris funkcié rendelhets. Ujdonsdga és epigenetikai
vonatkozdsai miatt a mikroRNS-ek kotohely-polimorfizmusainak vizsgélatat tiztiik ki célul,
ezek koziil is azokat, melyek pszicoldgiai-pszichidtriai kandidans gének 3’UTR (untranslated
region)-ben helyezkednek el. A felhasznélt OpenArray rendszer adottsdgaibdl addéddan a
nanotechnoldgidval végzett genotpizdlasokban nx32 SNP-t vizsgadlhattunk. A tervezett
munkdnak megfelelden elsd 1épésben eldsziirést végeztiink: 2 x 32 olyan SNP vizsgalatat
terveztik meg, melyek in silico adatbazisok alapjan pszichogenetikai szempontbdl fontos
gének feltételezett mikroRNS kotését véltoztatjadk meg. Ezen feliil kivélasztottunk tovabbi 32
olyan SNP-t is, mely a szakirodalomban ujabban felmeriilt és kognitiv vonatkozasban
relevansnak tlind kandidans génekhez (pl. GDNF) tarsithat6. Ezt kovette az asszocidcidt

mutaté SNP-k génjeinek részletes analizise.

3.2. Az OpenArray (SNP chip) vizsgalatok technikai kiértékelése:

Bar az 4ltalunk haszndlt nagyhatékonysidgi genotipizalé6 modszert nem mi alkalmaztuk
eldszor, tapasztalataink azt mutattdk, hogy a konvenciondlis kiértékeld szoftver nem ad
maximadlisan megbizhat6 eredményeket. Ezért kifejlesztettink és beadtunk nemzetkozi
szabadalmaztatasi eljardst egy olyan moddszerre, amely specidlis digitdlis képfeldolgozasi
eljarasokkal és kiilsd a priori informacié (példaul kapcsoltsagi csoportok és a Hardy-
Weinberg egyensuly) felhaszndldsdval elOsegiti az optimdlis genetikai kiértékelést, és ha
kivanatos, a mérések eredményéhez valdszinliségi paramétereket is rendel. Ebbdl a munkabol
SZABADALMI bejelentés sziiletett (HU: 2012. 10. 30., P1200622; AU: 2013. 05. 24.,
2013206020; EU: 2013. 05. 24., EP13169117: US: 2013. 05. 24., 13/900.543). A 1étrehozott
kiértékelé programmal kapott genotipus eloszldsok a legtobb esetben igen jé kozelitését a

Hardy-Weinberg egyensilynak (a projekt sordn ¢sszesen megvizsgalt 96 SNP-bdl csupan 4
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db esetében kaptunk szignifikdns eltérést a Hardy-Weinberg egyensulytol), ami megalapozta a
kapott eredmények kozolhetdségét. A kidolgozott eljards megbizhatosagat parallel DNS
mintdk alkalmazasédval, illetve az OpenArray rendszertdl fiiggetlen genotipizdlasi

modszerekkel (3 db SNP mérése mas modszerrel 95% feletti azonossagot mutatott) igazoltuk.

3.3. Egyéb vizsgalt polimorfizmusok:

A SNAP-25 gén esetében két olyan mikroRNS kotohely polimorfizmust azonositottunk az in
silico vizsgalatok sordn, melyek egymdshoz igen kozel helyezkednek el, és igy hatasuk
feltételezhetéen egyiittesen érvényesiil. Ezért kidolgoztunk egy olyan mddszert, mely
haplotipus-specifikus  probdk felhasznaldsdval kozvetleniil alkalmas a haplotipus
meghatdrozasara (Kovacs-Nagy és mtsai, 2011). Az SNP vizsgélatok mellett végeztiink még
hosszisag-polimorfizmus vizsgalatokat (DRD4 3. exon VNTR és 5-HTTLPR) és
génkopiaszam (CNV) vizsgdlatokat is.

3.4. A Kklasszikus (frekventista) és oksagi elemzésen alapulé (Bayes-i) pszichogenetikai
asszociaciovizsgalatok legfontosabb eredményei

A klasszikus statisztikai elemzések esetében tobb polimorfizmus egyidejii vizsgalatanal igen
szigoru (Bonferroni) korrekcidt szokds alkalmazni a tobbszoros tesztelés miatt. Ez az eljarés
ugyan csokkenti a fals pozitiv eredményeket, de megndveli a fals negativ eredmények
val6szinliségét. Ezért a pszichogenetikai asszocidcidvizsgalatok sordn a klasszikus elemzések
mellett tobbvaltozoés vizsgalatokat is végeztiink oksagi elemzésen alapul6 (Bayes-i) modellel

(Sarkozi és mtsai, 2011, Temesi és mtsai, 2014).

3.5. Pszichogenetikai asszociacios vizsgalataink eredményei a kovetkezékben foglalhaték
ossze:

* Az impulzivitds genetikai hétterét vizsgdlva mindkét szadmitdsi modellel kimutattuk a
dopaminerg és a szerotonerg gének additiv hatdsat (Varga és mtsai, 2012), valamint a
SNAP-25 gén variansainak szerepét (Németh és mtsai, 2014).

e Kimutattuk tovabbd, hogy egy szerotonin receptor, a HTR2A gén rs7322347 SNP-je
szintén szignifikdns Osszefiiggést mutat az agresszidval széles korcsoportu mintan
(P=0,0007), és ez a hatds a mért 64 SNP-re valé Bonferroni korrekcié utdn is

szignifikdns marad (eredmények kozlésre el6készitve).
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e Az agresszi6 egy teljesen Uj kandidans génjeként azonositottuk a WFS1 gént (Kovacs-
Nagy és mtsai, 2013).

e A glia eredetii novekedési faktor (GDNF) egy uj kandidans gén a pszichogenetikai
szakirodalomban. Vizsgdlataink elsé fazisdban Osszefiiggést kaptunk a GDNF gén
polimorfizmusai és a Stroop tesztben mért gatlasi funkcidé kozott. Ezt az eredményt
azonban a kibdvitett mintdn nem tudtuk reprodukdlni. Ugyanakkor szignifikans
Osszefiiggést kaptunk a GDNF két polimorfizmusa és a szorongds HADS kérd6ivvel
mért mérészamai kozott (Kotyuk és mtsai, 2013).

e Uj eredményeket kaptunk a dopamin D4-es receptor valamint a szerotonin
transzporter polimorfizmusok és a kognitiv teljesitmény 0Osszefiiggéseinek
vonatkozasaban (Katona és mtsai, 2011).

e Kimutattuk a dopamin D4-es receptor 3. exonjaban taldlhat6 ismétlési polimorfizmus
(DRD4 VNTR) 0Osszefiiggését kiilonboz0 kognitiv feladatokban mért vélaszadasi
sebességgel (Székely és mtsai, 2011).

4. Haplotipus vizsgalatok (10. feladat)

4.1. Kapcsolt asszocidlé SNP-k esetében a haplotipusok vizsgilata tovdbbi informéciét
szolgdlhat a molekuldris hatdsmechanizmus vonatkozdsdban. A SNAP-25 gén esetében
példaul a 3’-UTR 2 SNP-je egymashoz igen kozel lokalizalodik, és hatasuk feltételezhetéen
egyiittesen érvényesiil. Ezért kidolgoztunk egy olyan molekularis genetikai eljarast, amellyel
egyedileg meg tudtuk hatdrozni a kérdéses SNP-k haplotipusat, mely lehetdvé tette a T-T
haplotipus és az impulzivitas kozti szignifikdns asszociacié kimutatasat (Németh és mtsai,
2013).

4.2. Molekuléris haplotipus meghatarozdsok kidolgozdsa azonban csak abban az esetben
lehetséges, ha a kapcsolt SNP-k egymashoz kozel helyezkednek el. Ha ez a helyzet nem all
fenn, akkor lehet6ség van ennek szamitdssal val6 kozelitésére megfeleld programok (Phase)
segitségével. Ha a génen tobb SNP-t mériink, a szdmitdsok is j6 kozelitést adhatnak. Ezt a

modszert alkalmaztuk a GDNF gén vizsgalata esetében (Kotyuk és mtsai, 2013).

5. Pszichogenetikai asszociaciot mutato allélvariansok molekularis-funkcionalis

vizsgalata. (6, 9. feladat)
A genetikai varidnsok molekuldris hatdsainak vonatkozdsdban a jelen projektben mikroRNS

kotohely polimorfizmusokra koncentraltunk. Két gén (WES1 és SNAP-25) esetében kaptunk
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szignifikdns Osszefiiggést egy feltételezett mikroRNS kotohely polimorfizmus és a mért
fenotipusos valtozé kozott. Molekuldris biolégiai vizsgalataink mindkét esetben
alatamasztottak feltételezésiinket, azaz az asszocialé6 SNP-knek megfelel6 3’UTR
variansok val6ban hatassal voltak az adott mikroRNS represszios hatasanak mértékre
in vitro rendszerben. Részletesebben kifejtve:

5.1. A WES1 gént kapcsoltsdgi szempontbdl teljesen lefedé 17 SNP koziil egyediil az rs
1046322 mutatott szignifikans asszociaciot a mért pszicholdgiai paraméterekkel. Ez az SNP a
gén 3’UTR-jében helyezkedik el, nem kapcsolt a tobbi SNP-vel, és in silico adatok szerint
megvéltoztathatja a miR-668 mikroRNS kotdédését. A WES1 gén teljes 3’UTR régidjat
luciferdz riporter rendszerbe klénozva kimutattuk, hogy a minor (A) allélvaridns esetében a
kotranszfektdlt miR-668 mikroRNS-nek szignifikdnsan alacsonyabb a repressziv hatdsa a G

allélvaridansnak megfeleld konstruktumhoz viszonyitva (Kovacs-Nagy és mtsai, 2013).

5.2. A SNAP-25 gén promoter (rs6077690 és rs6039769) és 3’-UTR (rs3746544 és rs
1051312) polimorfizmusait vizsgédlva azt kaptuk, hogy a feltételezett mikroRNS-kotohely
polimorfizmusok mutatnak szignifikdns 0sszefiiggést a vizsgélt fenotipussal. Mivel a 3°’UTR
két vizsgdlt SNP-je az in silico adatok alapjan egyiittesen befolydsolhatja a miR-641
mikroRNS kotodését, a SNAP-25 gén 3’UTR régidjat tartalmazd konstruktumbodl a négyféle
haplotipusnak megfeleléen 4 varidnst hoztunk létre. MiR-641 kotranszfekciéval mért relativ
luciferaz aktivitds méréseink egyértelmlien igazoltdk, hogy a legkisebb a mikroRNS
represszids hatdsa a G_C haplotipus esetében, mig a T-T haplotipusndl, ahol a mikroRNS a
leger0sebben kotddik, a represszids hatds kozel 6tszor erdsebb. A mésik két haplotipus hatasa
— a vartnak megfeleléen — ezen haplotipus-hatdsok kozott helyezkedik el. (Németh és mtsai,
2014)

6. A kognitiv teljesitmény idoskori romlasanak genetikai vizsgalata (10. feladat)

A szakirodalmi adatokkal egybehangzdan az altalunk vizsgalt kognitiv feladatokban is
jelentdsen nd idésebb korban a valaszadds reakcidideje és a hibazasi szam. Példaul a Stroop
teszt ugynevezett inkongruens feladataiban mind a hibdzasi szdm, mind pedig a vélaszadasi
id6 atlaga az 51-95 éves korcsoportban szignifikdnsan nagyobb volt, mint a fiatalabb
korcsoportokban (reakci6idd: kor féhatds p<0.0001; hibazasi ardny: kor fohatds p<0.0001).
Ugyanakkor azt a rendkiviil érdekes eredményt kaptuk, hogy az ABCAI1 gén rs1800977
(prométer régid) G alléljaval homozigéta formaban rendelkezd iddsek gyakorlatilag a

fiatalokkal azonos szinten teljesitenek: a hibdzasi ardany novekedése, illetve a lassulds
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elsésorban az A allélt hordozokndl érzékelhetd (hibazasi ardny gén/kor interakcié p=0.004,
gén féhatas az inkongruens prébak valaszadasi idében: p=0.037; (Székely és mtsai, 2013
konferencia absztrakt, publikacié folyamatban). Az ABCA1l gén terméke egy agyi
koleszterin pumpa, mely igen fontos szerepet tolt be az agy koleszterin anyagcseréjében, ezért

logikus kandidans génje az 6regkori kognitiv teljesitmény variabilitdsanak.

7. A projektben vallalt feladatokon talmutaté eredménvek, melyek tovabbi hazai és

nemzetkozi palyazatok alapjat képezhetik

7.1. Bar a munkatervben nem szerepelt, de a legtijabb szakirodalmi adatok alapjan
érdemesnek latszott megvizsgdlni a GSK3B gén koépiaszdm varidnsainak (GSK3B CNYV)
eléfordulasat és pontos szerkezetét. Ezek a varidnsok azonban az egészséges populdcidban
igen ritkdk voltak (4 /214), ugyanakkor bipoldris depresszidban igen jelentOs riziké faktorként
jelent meg (p=0.00001, OR (odds ratio) =8.1), ami még kifejezettebb volt ndk esetében
(OD=19.7; Rénai és mtsai, 2014). A valtozé képiaszamu régiokat feltérképezve azt kaptuk,
hogy elsdsorban a gén 3’UTR régidja amplifikdlodott a betegekben, mely — ha atirédik a
mRNS-be — mikroRNS kotéhely felesleget idézhet eld, ezadltal gatolva a mikroRNS hatésat.
Ez egy érdekes, a szakirodalomban teljesen 1j koncepcid, melynek részletes kidolgozasahoz

Ujabb tdmogatdsok elnyerésére lenne sziikség.

7.2. A jelen projektben létrehozott, sz€les korcsoporti, egészséges populdcié tobb mint 100
polimorfizmusat hatdroztuk meg. Mig az allélgyakorisagok altaldban nyilvdnvaléan nem
valtoznak a kor fiiggvényében, a dopamin D4-es receptor ugynevezett ,.hosszd” alléljandl egy
rendkiviil jelentds feldusuldst tapasztaltunk egészséges oOregekben, mely egyezik egy
kozelmuiltban (2013) megjelent publikdcié adataival. Mindazondltal az a kérdés nyitva
maradt, hogy mi lehet a funkciondlis kapcsolat a DRD4 hosszu allél és az egészséges

oregedés kozott.
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