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1. Bevezetés

Korunk egyik leggyakoribb pszichiatriai betegsége, a szkizofrénia, amelynek
eléfordulasa az eurdpai népessegben megkozeliti az 1 %-ot. A szkizofrénia epizddikusan
eléforduld pozitiv (deluzio, hallucinécid, paranoia, megndvekedett motoros aktivitas,
aggresszi0) eés tartds negativ (emociondlis labilitds, koncentracid/figyelem hianya,
szocidlis izolaltsag, katatonia) tlinetekkel jellemezheté krénikus pszichiatriai betegség.
Magyarorszagon a betegség kezelésének direkt és indirekt koltségei kb.14.5-25.6 milliard
Ft —ra teheték évente [1990-es adat ].

Napjainkban a szkizofrénia diagndzisa az 0sszetett klinikai tlinetek alapjan torténik.
A Klinikai gyakorlatban az Amerikai Pszichiatriai Tarsasag (APA) éltal kidolgozott,
rendszeresen revidealt DSM (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders)
diagnosztikus szisztémaja a mérvado, amely a betegség kritériumakeént a tlinetek legalabb
hat honapos fenndllasat is megkdveteli (DSM-1V, Fourth Edition). Nagy sziikség lenne
tehat egy olyan biologiai ill. genetikai markerre, amely a betegség pontos és gyors
diagnosztizalasat tenné lehetéve, aminek kovetkeztében a betegek gyogyszeres kezelése
idében elkezdédhetne és ezaltal a betegség sulyosbodasa sok esetben elkerllheté lenne.
Vizsgalataink arra iranyultak, hogy a szkizofrén elvaltozasokra jellemz6 periférias
genetikai markert talaljunk. Kordbbi hipotézisink az volt, hogy a szkizofréniara
jellemz6 genexpresszios elvaltozdsok minden valoszintség szerint a vérben (periferalis
limfocitakban) is megtalalhatéak, hiszen tobb, a kozponti idegrendszerben ingerilet-
atvivo anyagként szerepet jatsz6 vegyilet (dopamin, szerotonin, glutamét, prolin) ill.
ezen vegylletek szintéziséhez és metabolizalasahoz sziikséges fehérjét kodold gén a

limfocitakban is kifejezédik. Feltételezésunk beigazolddott, amikor a kdzelmaltban két
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amerikai laboratoriumban is kimutattak, hogy a D3 dopamin receptor génje szkizofrén
betegek limfocitaiban nagyobb mértékben fejez6dik ki, mint az egészséges egyedekében.
Meggy6zodésink volt, hogy egy Uj molekularis bioldgiai eljardssal, a DNS chip
vizsgalattal, - amely tobb ezer gén Kkifejez6désének egyideji mennyiségi
Osszehasonlitasara alkalmas - a Dz dopamin receproron Kiviil, mas genek
kifejezodésében is taldlnank olyan szignifikans és jol reprodukélhatd kilonbségeket,
amely a szkizofrén betegekre jellemz6é és ennek kovetkeztében ezek a gének a
szkizofrénia genetikai markereként lennének alkalmazhatok. A szkizofrénia genetikai
markereinek ismeretében, lehet6ség nyilik mar sikeresen alkalmazott molekularis
bioldgiai technikdk (pl. kvantitativ RT-PCR) adaptalasa révén a szkizofrénia

diagnozisara alkalmas eljaréas kidolgozasara.

Human cDNS chipek létrehozasa

A vallalt feladat megvaldsitasanak elsé lépése human cDNS chipek létrehozésa
volt. A DNS chip készités egyedi cDNS insertek amplifik&lasaval és tisztitasaval
kezd6dott. Az egyedi cDNS klonokat cDNS kodnyvtarak tartalmaztak. Mi, a CLONTECH
Laboratories altal el6allitott human limfocita LexA Matchmaker cDNS konyvtarat
hasznéltuk egyedi cDNS mintdk amplifikdlasahoz. Elsé lépésként egyedi baktérium
klonokat izolaltunk. A gyarilag elokészitett baktérium kulturadt megfelelé higitasban
baktérium taptalajt tartalmazé (LB agar/100ug/ml Ampicillin) lemezre szélesztettiink,
majd egyedi koldniakat izolaltunk, melyeket 10% glicerin oldatot tartalmaz6 mikrotiter
lemezekre oltottunk (100ul 10% glicerin/minta). A mintdk egy részét (5ul) PCR
amplifikaciéra hasznéltuk fel, nagyobb részét —80C°-on archivaltuk. Az egyedi klénok
cDNS fragmenjeit vektor specifikus primereket haszndlva (pB42AD forward 5’-
CCAGCCTCTTGCTGAGTGGAGATG-3’ és 5’-
GACCAAACCTCTGGCGAAGAAGTC-3"  reverse  primer)  PCR-rel  (100ul
végtérfogatban, 5ul glicerines baktérium szuszpenzidot) amplifikaltuk. Az inszertek
jelenlétét a mintdkban minden esetben agardz gélelektroforézissel ellenériztik. Azokat a
mintakat, amelyekben nem kaptunk jelet illetve tobb jelet is kaptunk, a tovabbiakban nem

vettiik figyelembe. A megsokszorozott DNS inszerteket 1/10 térfogat 3M Na-acetat (pH.:
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5,2) jelenlétében izopropanollal kicsaptuk, majd 70%-o0s etanolos mosas utan
megszaritottuk, 30ul 1 X spotting pufferben (900 mM Na,HPO, 0.06% SDS) feloldottuk
és mikrotiter lemezeken —20C%on taroltuk. Osszesen 4500 klént dolgoztunk fel,

melyekbél a DNS chip készitéséhez 3200 mintat szelektaltunk és taroltunk.

Betegek

A betegek a Szegedi Tudomanyegyetem Pszichiatriai Klinikajanak bentfekvo
betegei kozul, 6nkéntes alapon kerlltek ki. Minden beteg alapos fizioldgiai, neuroldgiai,
valamint a kotelez6 laboratoriumi vizsgalatokon esett at. A pszichiatriai tiunetek
értékelése a pozitiv és negativ tiineti skéla (Positive and Negative Syndrome Scale,
PNSS), a klinikai globalis benyoméasok (Clinical Global Impression, CGI) és a
muikddesek globalis megitélése (Global Assesment of Functioning, GAF scale) alapjan
torténtek. A szkizofrénia diagnozisa a DSM-IV Utmutatasa alapjan  kerilt
meghatarozéasra.

Vizsgalataink soran 13 gyogyszermentes (drug naiv) illetve gyogyszerrel
hosszabb ideje (tobb mint 3 honap) nem kezelt (drug free) szkizofrén beteget és 10
kontroll mintat elemeztiink. A beteg mintak kozott 7 n6 és 6 férfi (az életkor 23-67 év
kozott volt, atlag 34+12), a kontrollok kozoétt 5 n6 és 5 férfi mintat analizaltunk annak
érdekében, hogy a szkizofréniara jellemzé periferalis genetikai markereket azonositsunk.
A Kiserletek sordn sem a beteg sem az egeszseges kontroll egyedek nem &lltak sem

antipszichotikus sem egyéb gyogyszeres kezelés alatt.

Vizsgélatok

Nagy felbontoképességii cDNS chip technologiat alkalmazva el6zetes szirést
végeztink annak érdekében, hogy a kontrollhoz képest eltéré expresszidés mintazatl
géneket azonositsunk a beteg limfocitdkban, melyeket a késébbiekben QRT-PCR-rel
tovabb analizalhatunk. 13 betegbél és 10 kontroll egyedbdl szarmazé kevert RNS

populécidt reverz transzkripciéval cDNS-sé alakitottunk és 3200 human cDNS klont
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tartalmazo chipre hibridizaltunk. A chipen szereplé klonok egyharmada humén limfocita
kdnyvtarbol szarmazott. Azokat a pozitiv klénokat, melyek kétszeresnél nagyobb
overexpressziot vagy repressziot mutattak, megszekvenaltuk. Ismételt vizsgalatok
eredményekeént két gént fokozott expresszidjat sikerult kimutatnunk. A D, dopamin
receptor (DRD2) esetében 2.56+0.26-szeres, mig az inwardly rectifying kalium csatorna
(Kir2.3) gén esetében 6.75+2.3-szeres gén tulmiikddest detektaltunk a kontrollhoz
képest. A chip kisérletek alapjan ezt a két gént valasztottuk ki tovabbi analizisre.

A 13 egyedi beteg és 10 egyedi kontroll RNS mintat cDNS-sé alakitottunk, majd
génspecifikus primerek illetve TagMan proba felhasznalasaval QRT-PCR reakciot
futtattunk a cDNS templatokon. A normalizaciohoz belsé referenciaként a SybrGreen
modszernel B-actin-t, mig a TagMan proban alapuld6 QRT-PCR-nél a hypoxanthine
phosphoribosyltransferase (HPRT) geneket hasznéltuk.

Mindkét moddszer esetében relativ. mennyiségi analizissel, a Ct értékek és a
reakcio hatékonysagat figyelembe véve allapitottuk meg a kontrollhoz viszonyitott
pontos mennyiségi ardnyt, mindkét génre vonatkozolag. A relativ expresszids szintet a
normalizalt, egyedi beteg mintahoz tartozd Ct értékek és az 5 kilénb6zé nem szerinti
normalizalt atlag kontroll Ct értékek hanyadosa mutatja. A relativ mennyiségi aranyt
Pfaffl modszerrel szamoltuk ki. Ez a mddszer lehetéseget ad a kiilonb6z6 hatékonysaggal
miikodo reakciok korrekt 6sszehasonlitasara.

Ahhoz, hogy meghatadrozzuk a DRD?2 es a Kir2.3 gének kifejezédési szintjének
variancigjat a kontroll egyedekben, kulon vizsgaltuk a egyedi kotroll mintaknak az
atlaghoz viszonyitott relativ kifejez6dési szintjét. Minden kontroll mintara meghataroztuk
az egyedi normalizalt Ct értéket és a 10 mintadbol képzett normalizalt atlag Ct érték
hanyadosat. Ez a h&nyados, SybrGreen modszert hasznalva, a DRD2 esetében 0,39 és
2,56, a Kir2.3 esetében 0,18 és 3,54 kdzott, mig TagMan proba alkalmazasaval 0,55 és
2,42 illetve 0,67 és 2,92 kozott volt. Ezeket az értékeket figyelembe véve a hattér
kifejez6dési szinteket a DRD2 esetében 2,56 (SybrGreen) és 2,42 (TagMan), mig a
Kir2.3 esetében 3,54 (SybrGreen) és 2,92 (TagMan) értékekben allapitottuk meg.

Unpaired Student’s t-tesztet alkalmaztunk a limfocitakban talalhatd
génexpresszids kilonbségek (szkizofrén betegek/egészséges kontroll) szignifikanciajanak

meghatarozdsadhoz. Mind a DRD2, mind a Kir2.3 gén relativ expresszioja szignifikdnsan



OTKA T 038373 zérdjelentés Témavezets: Dr. Santha Miklos

magasabb volt a betegek limfocitidiban az egészséges egyedekéhez viszonyitva, akar
SybrGreen festéket, akar Tagman prébat alkalmaztuk (p<0.06).

SybrGreen modszert hasznalva - a kontroll minték relativ expresszidjat alapul
veve — a DRD2 gén tultermelését talaltuk 6 szkizofrén férfi és 6 szkizofrén no
limfocitajaban. Az overexpresszio mértéke az 5,7-szerestél a 64,7-szeres mértékig terjedt
SybrGreen festéket alkalmazva (1. dbra, A). Egy n6i betegb6l szarmazo limfocita esetén
(F5) nem tudtunk a DRD2 gén szignifikans talmiikddését detektalni. Ebben az esetben a
relativ génexpresszié mérteke 2,1-szeres volt, ami nem haladta meg a kontrollok relativ
expresszios szintjét. A tobbi mintdban a talmikddes atlagos mértéke SybrGreen festéket
alkalmazva 21.4+18.5-szeres (p=0.0019) volt (1. abra, A). TagMan prébat hasznalva 6 n6
és 5 ferfi limfocitdban detektadltuk a DRD2 gén tulmikodését, amelynek mértéke
ezesetben a 3,7-szeres éréktol a 24,1-szeres ertékig terjedt. Eqy férfi és egy né beteg
esetében (F5, M7) nem tudtuk a DRD2 gén szignifikans talmiikddéset detektalni.
Ezekben az esetekben a relativ génexpresszié mértéke 1,6-szeres volt az F5 jelti betegnél,
és 2,2-szeres volt az M7 jeli betegnél. Ezek az értékek nem haladtdk meg a kontrollok
relativ expreszios szintjét. Az atlag talmikodés mértéke TagMan probat alkalmazva
7.8+6.3-szeres (p=0.0023) volt (1.4bra, A).

A 6 ferfi és 6 n6 beteg esetében a DRD2 gén mellett egy masik, a Kir2.3 gén
talmikddéset is kimutattuk a limfocitdkban. A talmikodés mértéke, SybrGreen festéket
alkalmazva, a kontrollokhoz viszonyitva a 4-szeres-t6l a 133,6-szeres értékig terjedt (1.
abra, B). Egy néi betegbdl szdrmazo limfocitdkban (F5) nem tudtunk a Kir2.3 gén
szignifikans talmuiikddését detektalni. Ebben az esetben a relativ génexpresszido mértéke
2,2-szeres volt, ami nem haladta meg a kontrollok relativ expreszios szintjét (1. abra, B).
A Kir2.3 gen overexpressziojanak atlagos mértéke, SybrGreen festéket alkalmazva,
22+34,7-szeres (p=0.0535) volt. A Kir2.3 overexpresszidjat a beteg limfocitdkban
TagMan préban alapuld QRT-PCR-rel is ki tudtuk mutatni. 5 né és 6 férfi beteghol
szarmazo limfocitaban detektaltuk a Kir2.3 talmukddését. Az overexpresszid mértéke az
2,8-szerestdl a 15,8-szeres mértékig terjedt (1.abra, B). A Kir2.3 gén overexpressziojanak
atlagos mérteke, TagMan proban alapulé QRT-PCR esetében, 8.2+4.8-szeres (p=0.0001)
volt. A ket kilonb6zé QRT-PCR-rel kapott eredmenyek kilonbdzésége a TagMan
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préban alapulé modszer nagyobb érzékenységével és nagyobb pontossagaval

magyarazhato.
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1. &bra. A DRD2 (A) és a Kir2.3 (B) gén relativ expresszidja szkizofren betegek
limphocyta mintaiban. Az aranyok az Y tengelyen log, -ban vannak kifejezve. A
fehér oszlop a SybrGreen festett QRT-PCR, a fekete oszlop a Tagman probaval
végzett eredményeket mutatja. A baloldali sziirke oszlop a microarray adatokkal
kapott relativ expressziot mutatja.

(A). A fehér pontozott vonal (logoratio=1.4) és a fekete szaggatott vonal
(logzratio=1.3) a DRD2 gén kontrolokban mért alap expresszios értékét mutatja.
(B). A fehér pontozott vonal (log,ratio=1.8), és a fekete szaggatott vonal

(logzratio=1.5) a Kir2.3 gén kontrolokban mért alap expresszids értékét mutatja.
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Az alap expresszié a kontrol egyedek génexpressziojanak (DRD2 ill. Kirk2.3)
atlaga. (M: ferfi beteg, F: n6i beteg)

A génexpresszids adatokat felhasznalva, csoport atlag (group average) modszeren alapuld
agglomerativ hierarchikus klaszterezéssel a betegeket és a kontrollokat két kilon
csoportba tudtuk sorolni, mely egyértelmiien mutatta a betegek és az egészséges
kontrollok kozotti szignifikans kilénbséget (2. abra). A mddszer Iényege, hogy a két
klaszter kozotti tavolsag az egyik illetve masik a klaszterben 1évé pontok killénbségének
az atlaga. A kuldnbségek kiszamitasahoz az Euclides-féle tavolsagon alapul6 (root sum-
of-squares of differences) modszert alkalmaztuk. a kiilénbségek kiszamitasahoz.

12
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6
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2. abra. A hierarchikus klaszter analizis az expresszios adatok alapjan jol
elkilonitheto két klasztert kullonit el. Az egyik csoportot a kontrolok, a masikat a
betegek alkotjak (a kulonds F5 minta kivételevel). MC: férfi control, FC: néi

control, M: férfi beteg, F: noi beteg.
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Vizsgalatainkkal kimutattuk tehat, hogy az irodalomban eddig ismert DRD3 mellet, a
DRD2 és a Kir2.3 gének kifejezédése is megvaltozik szkizofrén betegek limphocitaiban,
ezéltal ez a két gén is periferids genetikai markere lehet a betegségnek. A két gén
szkizofrénia diagnozisra torténd felhasznalasat szabadalmaztattuk. Vizsgalataink értéket
néveli, hogy az alatlunk vizsgalt betegek nem alltak gydgyszeres kezelés alatt (drug naiv
ill. drug free betegek), tehdt a génexpresszios valtozdsok nem kilonbdz6
gyogyszerhatasok eredmenyei. Természetesen az eddig megvizsgélt mintaszdm kevés. A
jovében arra fektetjuk a hangsalyt, hogy az altalunk kidolgozott és beallitott real time
PCR eljarassal tobb tucat beteget vizsgaljunk meg és bizonyitsuk feltevésiinket, hogy az
itt leirt markergének alkalmasak a szkizofrénia korai diagnozisara.

A markergén felhasznalasan alapuld diagnézis nemcsak gyorsabb és biztosabb
lenne a jelenlegi modszereknél, hanem a korai diagnozis és az azt koveté korai
kezelés révén sok esetben megelézhetéve tenné a betegség kialakulasat, ill.

nagymertékben javithatna a betegség progndzisat.



