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A DA4-es dopamin receptor gén 5’ régiojanak haplotipus szerkezete: molekuldris és
pszichidtriai vonatkozdsok (2003-2006)
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Betegségeink kialakitasaban két f6 etioldgiai faktor, a kornyezeti hatdsok és a genetikai
tényezOk jatszanak dontd szerepet. Ezek hozzdjaruldsa a tiinetek kialakitdsdhoz eltéré mérté-
ki, egyes szélsOséges esetekben kizardlag az 6rokloédés (pl. monogénes betegségek: enzimde-
fektusok) ill. maskor csak a kornyezeti faktorok (pl. balesetek) jatszanak szerepet a tiinetek
megjelenitésében. A képzeletbeli skdla két végpontja kdzott azonban sok kérkép all, melyek
etioldgidja Osszetett, legtobb esetben tobb gén €s a kdrnyezet egyiittesen felelds a rendellenes-
ség kialakuldsaért. Ezeket a betegségeket komplex jellegeknek nevezziik, ide tartoznak — tob-
bek kozott — a pszichidtriai kérképek is. A genetikai meghatdrozottsdg természetesen széles
hatdrok kozott véltozhat, ez fejezhetd ki az un. ,heritabilitds” értékkel, amely megmutatja,
hany szdzalékban jarulnak hozza orokletes faktorok egy adott korkép kialakuldsdhoz. Ez az
érték a Tourette-szindroéma esetében — irodalmi adatok szerint — igen magas: 89-94%-ot is
elér, mégis igen keveset tudunk pontosan azokrdl a genetikai polimorfizmusokrél, melyek a
betegség genetikai rizik6faktorai lehetnek. Ezen informécié ugyanakkor gyakorlati szempont-
bdl is kiemelkedd fontossdgu, hozzdjarulhat ugyanis a korkép primer és szekunder prevencio-
jahoz valamint a hatékonyabb gyogyszeres kezelési protokollok kifejlesztéséhez.

A Gilles de la Tourette-szindromat motoros és vocalis ticek hosszan (legaldbb 1 éven at)
tart6 fenndlldsa jellemzi. A tiinetek a felndttkor elérése elott jelentkeznek, és jellemzden hul-
lamz6 lefolyast mutatnak. A tic akarattdl fiiggetleniil, hirtelen jelentkezd, gyors sztereotip
mozgas (pl. pislogds) vagy hangadas (pl. krakogds, nyogés), ami naponta tobbszor jelentkez-
het, stressz fokozza, akarattal dtmenetileg elnyomhatd. Manifeszticidja alapjan motoros vagy
vocalis formdjat kiilonboztethetjiik meg. A betegség hétterében a dopamin rendszer zavara
tételezheté fel a kozponti idegrendszerben, ezt tamasztja ald a dopamin anatgonista
haloperidol terdpids hatékonysdga is. A Tourette-szindréma genetikai hétterét kutatd asszoci-
acio vizsgalatok — ennek megfeleléen — sok esetben a dopaminerg rendszer egyes kandidans
génjeit tanulmanyozzak.

A dopaminerg rendszer egyik leggyakrabban vizsgalt célpontja a D4-es dopamin receptor
(DRD4) génje. Ennek egyik oka, hogy ezen receptorfehérje nagy mennyiségben fejezodik ki a
prefrontalis kéregben és a kdzponti idegrendszer tovabbi teriiletein, melyek az érzelmek, indu-
latok kialakitdsdban szerepet jatszanak. Ismert tovibba szdmos olyan pszichiétridban eredmé-
nyesen alkalmazott gydgyszer (atipusos antipszichotikumok, pl. clozapine), melyeknek ez a
receptor az elsddleges célpontja. A DRD4 gén érdekessége ezen tilmenden, hogy mind a ké-
dold, mind az 5’ szabdlyozé régié igen nagy szdmu genetikai variicidt tartalmaz [Szantai,
2005, BMC Genet]. A gén egyik legtobbet vizsgalt polimorfizmusa a 3. citoplazmatikus hu-
rok kodoldsaban szerepet jatszo 48 bazisparos (bp-os) ismétlodési polimorfizmus. Napjaink-




ban ugyanakkor egyre nagyobb hangsulyt fektetnek a gének 5’ régidjdban elhelyezkedd varia-
ciok elemzésére, melyek a képz6do fehérje mennyiségére lehetnek hatdssal. Munkank egyik
fo_célja volt a DRD4 gén 5’ régiojaban elhelyezkedé 120 bp-os duplikacio, —616CG,
—615AG és —521CT egypontos nukleotid (SNP) polimorfizmusok vizsgalatara alkalmas
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Genet; Ronai, 2004, Neuropsychiatr Genet, Szantai, 2005, J Chromatogr A]. Az SNP-k elem-
z€se kiillondsen a meglehetdsen polimorf génszakaszok (mint amilyen a DRD4 gén is) eseté-
ben gondos koriiltekintést igényel, mivel az ismeretlen (vagy figyelmen kiviil hagyott) geneti-
kai varidciok a vizsgdlatot tévitra vihetik. Az SNP-k tanulmanyozésira ezért két egymdstol
fuggetlen mddszert alkalmaztunk: RFLP-vel (restrikcids fragmentum hossziisag polimor-

fizmus) valamint allél-specifikus amplifikdciéval hatdroztuk meg a vizsgalt személyek
genotipusat. Az egymashoz kozel elhelyezkedd polimorfizmusok esetében az allélok relativ
kromoszomadlis elhelyezkedése, azaz a haplotipus szerepe is feltételezhetd, nem Iényegtelen
ugyanis, hogy két adott hatassal rendelkez6 génvaltozat azonos kromoszoméan vagy épp ellen-
kezdleg az egyik az egyik, mdsik pedig a masik kromoszéman helyezkedik el. A haplotipus a
csaladi genotipusok alapjan, szamitégépes mddszerekkel valamint direkt, molekuldris techni-
kakkal is meghatdrozhat6. A csalddi moédszer hétranya, hogy bizonyos (pl. mindenki
heterozigdta) csalddok esetében nem kivitelezhetd. Ez nem csupdn a vizsgdlatba bevonhat6
személyek szdmanak csokkenése miatt jelent gondot, nagyobb probléma az, hogy a csalddok
éppen ,,genotipusuk szerint” (a heterozigétak) esnek ki, azaz a vizsgélt populéacio Osszetétele
torzul. A szamitégépes megkozelités matematikai algoritmus segitségével becslést ad: a sza-
mitéds rendszerint nem az egyes személyekre, sokkal inkdbb a teljes populdcidra végezhetd el.
A direkt molekularis médszerek noha munkaigényesek, igen megbizhat6 és minden személyre
egyértelmiien meghatdarozhat eredményt adnak.

Haplotipus meghatirozé médszert dolgoztunk ki a —616CG és a -521CT SNP-k
egyiittes vizsgalatara, ez a technika tovabbfejleszthetd mas gének elemzésére is. Ebben a
rendszerben a DNS-fragmentumok elektroforetikus analizisét kapillaris gélelektroforézissel
végeztilk el [Szantai, 2004, J Chromatogr A]. A haplotipus vizsgalatot a 120 bp-os
duplikaciora és az altalunk leirt ij —615AG SNP-re is Kiterjesztettiik, igy ebben a rend-
szerben a promoter régié 4 polimorfizmusat magaban foglalé haplotipus szerkezet hatdrozha-
té meg. Ezek a mddszerek megbizhatd eredményt adnak minden vizsgédlati személy esetében.
Elméleti szempontbdl legtobb esetben a kromoszémak allél-specifikus PCR-en alapul6 szét-
vélasztdsa jelenti a kulcs 1épést a folyamat sordn, melyet megfelelden megtervezett restrikcids
emésztés ill. a keletkezd fragmentumok elektroforetikus analizise kdvet. A kapott kép az al-
kalmazott primerek és endonukledzoknak megfeleloen kiértékelhetd, és a haplotipus ennek
fényében azonosithat6 [Szantai, 2005, Psychiatr Genet].
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funkcionalis jellemzésével is, mivel az egyes allélok génexpressziora kifejtett eltéré hatdsa
lehet az els6 1épcsdfok a genotipus—fenotipus Osszefiiggés megértésében. A gén promoter ré-
gidjanak kiilonbdz6 hosszisdgu szakaszait luciferdz riporter rendszerben vizsgaltuk, a kisérle-




teket idegi eredetli neuroblasztoma, retinoblasztéma és Hela sejtvonalakban végeztiik el. A
genotipizdl6 munka eredményeként azonositott allélvaltozatok ill. irdnyitott mutagenezis se-
gitségével elkészitettiik az egyes varidciokat ill. az ezek haplotipusat tartalmazé vektorokat, s
vizsgaltuk a 120 bp-os duplikécid, a -616CG, —-615AG és a —521CT génexpresszidra gyako-
rolt hatdsat. Vizsgélataink szerint a 120 bp-os duplikicié doézisfiiggé mddon befolydsolja a
génexpressziot, minél tobb példinyban fordult el az ismétldddé 120 bp hosszdsdgi modul,
anndl kisebb transzkripcid volt kimutathat6. A haplotipusok funkciondlis elemzése alapjan
kimutathaté volt, hogy a 120 bp duplikicié rovidebb véltozata és a —521CT SNP T allélja
egyiittesen kisebb aktivitassal jellemezhetd neuroblasztdma és retinoblasztoma sejtvonalakban
is, bar ez a hatds elsOsorban a 120 bp duplikécid jelenlétének koszonhetd. Megfigyelhetd volt
még emellett, hogy a —-616CG, —615AG és —521CT polimorfizmusok ,,GGC” haplotipusa ki-
sebb aktivitdst mutat a tobbi haplotipus kombindciéndl. Mindezen eredmények megalapozot-
tabb és biztosabb kiindulési pontot jelentenek a DRD4 gén 5° régidjanak tovédbbi in vitro (pl.
EMSA - electrophoretic mobility shift assay) és in vivo (pl. kromatin immun precipitacio)
vizsgélatdhoz.

Bér a Tourette-szindréma kialakuldsdban a dopamin-rendszer zavart tartjdk elsédleges-
nek, emellett azonban a noradrenerg, szerotonerg és kolinerg rendszer érintettsége is feltéte-
lezhetd. Ezt tdmasztjdk ald tobbek kozott azok a klinikai tapasztalatok, melyek az djabb
atipusos antipszichotikumok (risperidon, olanzapin, ziprasidon) jobb tolerdlhatésdgat figyelik
meg. Ezt a hatdst kevert SHT2 / D2-receptor antagonista tulajdonsdguknak koszonhetik. A
dorsalis raphe mag szerotonerg neuronjai ugyanis rostokat kiilldenek a substantia nigra
dopaminerg sejtjeihez, és SHT2-receptoron keresztiil gitlast fejtenek ki azokon. Az atipusos
neuroleptikumok 5HT2-antagonista hatdsuknak koszonhetéen felszabaditjdk e gatlas aldl a
substantia nigra sejtjeit, igy a nigrostriatalis szinapszisban a fokozottabb dopamin-felszaba-
dulds valamelyest kompenzdlni tudja a gydgyszer agytorzsi D2-antagonista hatdsit. A
szerotonin rendszer emellett még tobb mas szinten is beavatkozik a bazalis ganglionok miiko-
désébe. Mindezen elméleti megfontoldsok alapjan, a dopamin rendszer mellett a szerotonerg
neurotranszmisszi6 fontosabb genetikai polimorfizmusait is bevontuk munkinkba.

A szerotonerg rendszer legtobbet vizsgalt polimorfizmusai a szerotonin transzporter gén-
jének 5’ régidjaban (Shttlpr) és mdasodik intronjaban (STin2) taldlhaté ismétlédési polimor-
fizmusok, valamint a monoamino-oxiddiz A (MAO-A) génben taldlhat6 VNTR (variable
number of tandem repeat). Ezen polimorfizmusok feltételezhetOen szerepet jatszanak a meg-
feleld gének transzkripcidjanak szabdlyozdsiban. Az ismétlédési szdm meghatdrozasa
polimerdz lancreakci6 ill. az azt kovetd gélelektroforézis alkalmazdsaval tortént. A mintdk
elemzése biztaté eredményt adott: a MAO-A VNTR esetében a 3-szoros ismétlodést tartalma-
z6 varidciot szignifikdnsan gyakoribbnak taldltuk a kontroll csoporthoz képest [Kereszturi,
2005, WCPG].

Legujabb eredmények szerint a hagyomdanyosan vizsgdlt genetikai polimorfizmusok
(leggyakrabban SNP-k) mellett feltételezhetéen egy mds tipust genetikai variabilitds is dontd
szerepet jatszik az orokletes tulajdonsdgok genetikai meghatdrozdsdban. A Nature-ben 2005-




ben megjelent kozlemény arrdl szdmol be, hogy meglehetdsen hosszi — tobb szdzezer
bazispar nagysagu —, tobb gént magaban foglald szakaszok inszercidja, delécidja, invezridja is
nagy gyakorisdggal megfigyelhetdé a human genomban, ezeket a polimorfizmusokat CNV-
nek, azaz génkopia szdm polimorfizmusnak (copy number variation) nevezziik. A CNV-k egy
régebb 6ta ismert példdja az ,,RCCX”-modul ismétlédése a 6-os kromoszéma rovid karjan az
MHC III. osztély részeként, ahol négy gén — az RP (Ser—Thr kindz), a 21-hidroxildz, a komp-
lement C4-komponensés a tenascin-X (extracelluldris matrix fehérje) — szorosan kapcsolt
egységének kiillonboz6 szamu ismétlodése figyelheté meg. Funkciondlis szempontbdl feltehe-
téen a 21-hidroxildz enzim valamint a C4 komplement fehérje génje kiemelkedd jelentdségt.
Bar a 21-hidroxildz gén a legtobb esetben az ismétlédd elemek koziil csak az egyikben aktiv
(a tobbiben pszeudogén), az ismétlédési szam valdsziniileg ezen aktiv gén miikodése szem-
pontjabdl sem kdzombos, a C4 gén pedig minden ismétlddd egységben aktiv gént tartalmaz.
A képet tovabb tarkitja, hogy az egyes elemek mindegyike funkciondlisan is eltéréd C4A ill.
C4B gént tartalmazhat: a C4A és C4B fehérjék szérum szintje és a gének ismétlodési szama
kozott egyértelmli kapcsolat mutathaté ki. A C4A és C4B mennyiségének kiegyenstlyozat-
lansdga szdmos immunrendszeri betegség (pl. systemas lupus erythematosus) feltételezett haj-
lamosité tényezdje, de emellett szerepe autizmusban és figyelemhidnyos hiperaktivitdsban —
azaz pszichidtriai kérképekben — is felmeriilt.

Noha technikai szempontbdl ebben az esetben is ismétlédési polimorfizmusrdl van sz,
az ismétlddo elem hossza lényegesen nagyobb anndl, semhogy a hagyomanyos mddszerrel
(vizsgdlt szakaszt kozrefogd primerekkel torténd PCR-amplifikdcid) az ismétlédési szdm
meghatdrozhatd legyen. A gén-dézis (gén szdm) analizise ehelyett mennyiségi mérésen alapu-
16 technikak felhasznaldsdval torténhet. Mivel a C4A és C4B gének szamlalasara az iroda-
lomban ismert médszerek kis hatékonysdgiak és nagy mennyiségli genomidlis DNS-t igé-
nyelnek, célul tiztiik ki hatékonyabb mddszerek kidolgozasat. Ezen technikdk modellként

szolgalnak tovabbi CNV-k azonositdsdban €s vizsgalatdban is. Ennek megfeleléen parhuza-
mosan két eljarast fejlesztettiink ki. melyek real-time PCR [Szilagyi, 2006, BMC Genet] ill.
kapillaris elektroforézis [Szilagyi, 2006, Electrophoresis] segitségével hatirozzak meg a
C4A és a C4B gének szamat a vizsgalt személyek genomjiban.

A vizsgalatban résztvevd Tourette-szindromdban szenvedd betegektdl, a bioldgiai szii-

16ktd] valamint a kontroll csoport tagjaitdl non-invaziv médon, a szdjnyalkahdartya vattapalca-
val torténd rovid dorzsolésével DNS-mintat vettiink. A DNS tisztitasat a hagyomanyos fenol—
kloroformos technikdval ill. a fehérjék kis6zdsdn alapulé Gentra kit segitségével végeztiik el.
A vizsgalt kandiddns gének polimorfizmusainak ill. azok haplotipusdnak elemzése a kozle-
ményekben ill. a fenti 6sszefoglaloban bemutatott eljarasokkal tortént.

A Tourette-szindréma genetikai rizikéfaktorainak kutatdsa sordn az asszociacio vizsgéla-
tok két megkozelitési form4jat alkalmaztuk. Az egyik mddszer az tin. eset—kontroll vizsgélat,
melynek 1ényege, hogy az egészséges €s a beteg csoport allél- ill. genotipus gyakorisagi érté-
keit dsszehasonlitjuk, és az esetleges szignifikdns eltérés esetén feltételezziik, hogy az adott
allél-véltozat hozzdjarul a betegség tiineteinek kialakitdsdhoz. A mdsik technika a csalddokon




beliili allél-dtadds vizsgdlata (TDT — transmission disequilibrium test), mely azt vizsgélja,
hogy csalddi tri6kban a heterozigéta sziilok a kiszemelt kandidéans allélt gyakrabban adjdk-e 4t
a beteg gyerekeknek.

A TDT vizsgélat a szerotonerg rendszerbe tartoz6 monoamino-oxiddz A gén 5’ régidja-
ban taldlhat6 ismétlédési polimorfizmus esetében igéretes eredményt hozott. 42 sziild vizsga-
lata alapjan megfigyelhetd volt, hogy a 3x ismétlodési forma szignifikansan gyakrabban
adédik 4t a Tourette-szindromaban szenvedé gyermekeknek a hosszabb varidnsokhoz ké-
pest (,,genotipus szerinti” TDT: p = 0,029). A szerotonerg rendszer mas &ltalunk vizsgalt

kandiddns polimorfizmusa esetében (szerotonin transzporter 5’ régidjdban és 2. intronjiban
1évé VNTR) hasonl6 hatdst nem figyeltiink meg.

A dopaminerg rendszer esetében az eset—kontroll megkozelités (N = 103 ill. N = 284)
nem mutatott eltérést a vizsgalt DRD4 gén polimorfizmusok (III. exon 48 bp VNTR, 120 bp-
os duplikdcié, -616CG, —615AG és =521 CT SNP-k) allél- ill. genotipus-gyakorisdg értékei-
ben. TDT-vizsgélat keretében 71 csaladi triét és 23 dudt vizsgaltunk, és 2x120 bp ~ -616G ~
—615A ~ -521C haplotipus preferencidlis dtadédasat figyeltiik meg, bar az ,,allél-szerinti”
TDT vizsgélatra vonatkozé eredmény nem érte el a statisztikai szignifikancia szintjét (p =
0,054).

Ismert tény, hogy a pszichiétriai kérképek tobbsége, ahogy a Tourette-szindroma is igen

Osszetett, tobb kiilonbozé komponensbdl allo kérkép. Ez a genetikai asszocidcid vizsgalatok
soran jelentds nehézség, mivel a komplex fenotipus genetikai hattere Gsszetett, s a kis génha-
tasok azonositdsa nem konnyi feladat. Eppen ezért egy fontos tj megkozelités a fenotipus jol
mérhetd alapelemeinek, az Un. endofenotipusoknak a vizsgélata, melyek Srokletes komponen-
seinek azonositdsa tobb sikerrel jarhat. Ezen megkozelitést alkalmaztuk munkank sordn, és a
Tourette-szindroma egyik alaptiinetét a ticek sulyossdgat kiilon is elemeztiik. Szignifikans
asszociaciot talaltunk a dopamin transzporter 3’ régidjaban lévé VNTR és a ticek si-
lyossaga kozott: azok a betegek, akik legalabb egy 9 ismétlodést tartalmazo alléllal rendel-
keztek (9x/9x ill. 9x/10x genotipus, N = 49) szignifikdnsan suilyosabb tic tiinetekkel rendel-
keztek, mint a 9-es varidnst nem hordozé (10x/10x genotipus, N = 53) betegek (p = 0,002).
Osszefoglalva: hatékony médszereket dolgoztunk ki a DRD4 gén ill. a tudomany fej-

lodésének megfeleléen szoba keriillé mas kandidians gének ill. polimorfizmus tipusok
vizsgalatara. Ezen technikak alkalmazasaval elvégeztiik a tervezett genetikai asszocia-
cié-vizsgalatokat Tourette-szindréomaban szenvedé betegek korében, és olyan kandidans
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olimorfizmusokat (monoamino-oxidaz 5’ ismétlodé régio, dopamin transzporter 3’ is-

métlodé szakasz) azonositottunk, melyek a kérkép genetikai rizik6faktorai lehetnek.




