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Bevezetés

Régi megfigyelés, hogy egyes személyiségvonasok, pszichés zavarokra
val6 hajlamok gyakrabban fordulnak el6 vérrokonok kozott. A csalad- és
ikervizsgalatok a  pszichiatriai ~zavarok mennyiségi-poligénes
oroklodését, és tobb esetben (pl. szkizofrénia, bipolaris zavar, autizmus)
magas Orokolhetdségét (heritabilitds, H?) igazoltak. A magas
pszichiatriai genetikai vizsgalatok fokuszaba.

A pszichiatriai zavarok komplex fenotipusok, diagnozisuk viselkedési
tiinetcsoportok fennallasan alapszik. A viselkedési tiinetek mogott
kvantitativ vonasok tarhatok fel, amelyeket konvencionalis kiiszobok
szerint valasztunk szét egészségesre vagy rendellenesre. Az elemi
tiinetek neurobiologiai hattere is nagyon Osszetett, a szamos kdzbeeso
1épés és bonyolult kdlcsonhatas miatt nehéz a gének viselkedésre
gyakorolt hatdsat pontosan megallapitani. A fenotipus és genotipus
tavolsaga mellett, a poligénes 6roklédésbdl eredden, az egyedi nukleotid
polimorfizmusok (SNP) és variansok (SNV) alacsony hataserdssége
(OR<1,2), illetve nagyfoku genetikai heterogenitasa és pleiotropiaja is
neheziti a genetikai faktorok azonositasat. Jelen értekezés téziseiben két,
nagy népegészségligyi jelentéséggel bird pszichidtriai fenotipus, az
a poligénes 0roklédési modellnek jobban megfeleld, multilokusz
statisztikai modszerekkel. Az alabbiakban rdviden ismertetjik a két

vizsgalt pszichiatriai zavar genomikai hatterét.
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A szKkizofrénia genomikai hattere

A szkizofrénia egy komplex neuropszichiatriai zavar, amelyet fiatal
feln6ttkorban induld, €s tobbnyire visszatérd, jelentés diszfunkciot
okoz6 pszichotikus epizodok jellemeznek. Prevalenciaja kultaratol
fliggetlentil, vilagszerte 0,5-1,2%, amely dontéen biologiai eredetre utal,
heritabilitasa pedig magas. (H*=0,7-0,8).

A szkizofrénia modern, nagy elemszami, teljes-genom vizsgalatai
szamos asszocialodd varianst azonositottak, amelyek a marker tipusa
szerint kiilonbozo géneket és rendszereket annotaltak. A szkizofrénia
gyakori SNP markerei a terapias jelentdséggel bird, tovabba a
szinaptikus plaszticitasban és idegfejlodésben szerepet jatszo gének
nem-exonikus szakaszain talalhatok. A ritka SNV és inzercids-delécios
(indel) variansok a szinaptikus plaszticitasban, és kognitiv funkciokban
szerepet jatszo génekben feliilreprezentaltak. A multilokusz asszociacios
elemzések a szinaptikus plaszticitas ¢és idegfejlodés mellett az
axonndvekedéshez, neuronalis migraciohoz ¢s immunfunkcidokhoz
rizikopont (PRS) predikcios vizsgalatai pedig a gyakori SNP-k jelentds

atfedését jelezték a bipolaris zavar és szkizofrénia kozott.



A szuicid magatartas genomikai hittere

Az ongyilkossag WHO 2000-2012-es Globalis Egészségiigy Becslések
jelentésében a masodik vezetd halalok a 15-29 éves korosztalyban, és az
els6 20 halalok kozott szerepel vilagszerte. Szoros kapcsolatban all a
pszichidtriai zavarokkal, kiilondsen a hangulatzavarokkal, amelyek mind
a Szuicid ideacid, mind az Ongyilkossagi kisérlet fliggetlen, erds
prediktorai. Tovabbi szoros kapcsolat mutathato ki a végrehajté funkciok
zavaraival, amelyek ezért a szuicid magatartds kandidans
endofenotipusanak szamitanak.

Az Ongyilkossagi gondolatok és tervek gyakoribbak, mint a kisérletek
(ideacio élettartam prevalencia: 9,2%, kisérletek: 2,7%), heritabilitasuk
a genetikai epidemioldgiai vizsgalatokban alacsony-kdzepes Ovezetbe
tartozott (H* = 17-48%). A szuicid magatartas teljes-genom asszociacios
vizsgalatai nem irtak le replikalhato, statisztikailag szignifikdns SNP
asszociaciot. A szuggesztiv SNP-k a BDNF-CREB-MAPK rendszert,
ehhez kapcsolhatd mikroRNS gének és a szinaptikus plaszticitasban

szerepet jatszo gének teriiletén helyezkedtek el.



Célkitiizések

Vizsgalataink kozos célkitlizése volt, hogy az altalanosan hasznalt
statisztikai modszerek helyett, a vizsgalt markerek egylittes hatasat
elemzd, multilokusz asszociacios modellekkel térképezzik fel a
pszichiatriai zavarok genetikai szerkezetét. Célunk volt tehat:

e A bipolaris zavarhoz illetve major depresszidhoz tarsuld
ongyilkossagi viselkedés lehetséges kozos génjeinek régid-alapu
asszociacios, transzdiagnosztikai elemzése.

e A végrehajtd funkciokban meghatarozo, prefrontalis neuronalis
korok teriiletén kifejez6dé miRNS gének poligénes additiv
hatasanak transzdiagnosztikus, PRS predikcios vizsgalata
hangulatzavarokhoz tarsul6 szuicid magatartasban.

o A DSM-IV szkizofrénia genetikajanak hipotézismentes feltarasa
multilokusz asszociacios tesztekkel.

e A multilokusz tesztek replikacios valdszinliségre gyakorolt

hatasanak felmérése eltérd szerkezetll szkizofrénia mintakon.



Modszerek

Minta, fenotipus

Az els6 vizsgalatunk mintai a National Center for Biotechnology
Information (NCBI)m ¢és a Genetic Association and Information
Network (GAIN) altal fenntartott, database of Genotypes and
Phenotypes (dbGaP) adatbazisabol szarmaztak. A GAIN Whole Genome
Association Study of Bipolar Disorder version 3 (azonosito:
phs000017.v3.pl), és a GAIN Major Depression: Stage 1 Genomewide
Association in Population-Based Samples (azonosité: phs000020.v2.pl)
europai szarmazasu bipolaris, és észak-eurdpai szarmazasi MDD
GWAS mintait elemeztik. Az elemzéseket az esetcsoportokra
korlatoztuk, a mintakbol kizarasra keriiltek a hianyzé fenotipusu,
szkizoaffektiv, magas rejtett rokonsagban all6 vagy az eurdpai
populaciotol jelentsen eltérd allélokal bird, valamint az egészséges
kontroll személyek. A szuicid magatartast a rendelkezésre allé fenotipus
adatok alapjan hataroztuk meg. A szuicid magatartist az MDD mintan
hetente tobbszor, vagy gyakrabban eléforduld szuicid idedcidval, vagy
aktualisan is fennallo szandékkal, illetve konkrét tervvel, vagy kisérlettel
definialtuk (Nmpp=1753, Nsuic=245), mig a bipolaris mintan egy vagy
tobb, legalabb ambivalens ongyilkossagi szandékkal elkovetett kisérlet
el6fordulasaval hataroztuk meg (Neip=999, Nsuic=358).

Masodik vizsgalatunk exploracios mintajat a SCHIZOBANK projekt
eset-trioi (n = 16) alkottak, dontd tobbsége (n=12) azonban a SE

Pszichiatriai és Pszichoterapias Klinika szkizofrénia miatt gondozott
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paciensei és sziilei koziil keriilt ki. Replikacios mintankat pedig az NCBI
dbGaP két szkizofrénia eset-kontroll GWAS mintajabol, a GAIN
Genome-Wide Association Study of Schizophrenia (GAIN SCZ,
azonositd: phs000021.v3.p2, N=2787), és a Molecular Genetics of
Schizophrenia (MGS SCZ, azonositd: phs000167.v1.pl, N=2935)
eurdpai szdrmazasu alanyaibol vontuk 0ssze (N=5337). A mintakbol
kizarasra keriiltek hianyzo fenotipusi, a mindségellenérzésen kisziirt,
rejtett rokonsagban 4llo, vagy populaciotol eltérd személyek. A
szkizofréniat mindkét mintdban a DSM-IV kritériumok szerint
diagnosztizaltdk, a SCHIZOBANK mintaban klinikai vizsgalat és
strukturalt diagnosztikus interju (SCID-I) alapjan, a GAIN SCZ és MGS
SCZ mintdk esetében pedig legalabb két tapasztalt pszichiater

egybehangzé diagndzisa alapjan.

Genotipizalas, exom szekvenalas, imputacio

Téziseinkben vizsgalt, GWAS adatbazisok vérbdl izolalt DNS mintak
genotipizalasaval, az MDD minta esetén Perlegen 600K, mig a bipolaris,
a GAIN és MGS SCZ mintak esetében Affymetrix Genome-Wide
Human SNP Array 6.0 DNS chip segitségével tortént. A genotipizalast
minden mintdban a sztenderd GWAS mindségellenérzés kovette: a
résztvevok koziil kisziirésre keriiltek a tl alacsony SNP mérési rataval
rendelkezék (MDD<85%, BIP<98,5%, SCZ<98%), a rejtett
rokonsadgban all6 vagy duplikalt mintdk (IBD matrix alapjan), a
heterozigdta 1okuszok széls6séges aranyaval birdk, az adatbazisban

rogzitett nemtdl eltéré genetikai nemii mintdk. A markerek koziil
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kiszlirésre kertiltek az alacsony mérési ratajuak (<95%), a monomorfikus
vagy ritka markerek (MAF<0,01), a Hardy-Weinberg egyensulytol
jelent6sen devialok (p<10E-06) és a szignifikans lemezhatasti markerek.
A mindségi kritériumoknak a bipolaris mintaban 729.087 SNP, az MDD
mintaban 437.114 SNP, az 6sszevont MGS+GAIN SCZ mintakban
pedig 716.923 SNP felelt meg.

A SCHIZOBANK triok DNS izolatumain teljes-exom szekvenalast
hajtottunk végre Illumina HiScanSQ 10j generacids szekvenatorral,
NimbleGen SeqCap EZ Human Exome Library v3.0 konyvtarakat és 100
bp hosszi, parositott adaptereket hasznalva. Az olvasasi szakaszokat
hgl19 referenciagenomhoz annotaltuk, az dsszeépitést Burrows-Wheeler
algoritmus szerint végeztiik. A mindség-ellenérzés soran kisziirtiik a
mendeli hibdkat, az alacsony lefedettségli vagy mindségponta
genotipusokat (depth<4, GQ<20), a nem biallélikus, singleton, alacsony
mindségponti (SQ<20, MQ<40), vagy az atlagnal jelentGsen tobb (+2
SD) hianyz6 genotipusu variansokat. A kritériumoknak 120.719 varians
felelt meg, amelybdl 66.737 esetében volt legalabb 1 informativ
csaladban additiv transzmisszio.

A mintdk érvényes elemzése érdekében mindkét vizsgalatunkban
faziselemzett genotipus imputacioval noveltiik meg a k6zos genotipizalt
markerek alacsony szamat (175.373 és 9366). A faziselemzést a
SHAPEIT, az imputaciot az IMPUTE szoftver segitségével végeztk,
referenciagenom/ként a 1000 Genomes Phaselv3 teljes mintajat

hasznalva. Az imputicid6 mindségellendrzési kritériumainak az elsd



vizsgalatban 6.706.910, a masodikban pedig 22.279 kdz6s marker felelt

meg

Génszelekceio, statisztikai elemzés

A szuicid magatartas kandidans gén vizsgalatahoz a génlistakat publikalt
n=35), neuroanatomiai régidkon expresszdlodo miRNS génekbdl
(Génlista2, n=68) és utobbiak célgénjeibdl (Génlista3, n=11259)
allitottuk  Ossze. A génexpresszid kiértékelését az European
Bioinformatics Institute Gene Expression Atlas segitségével végeztiik,
a miRNS célgének predikciojat a miRanda és mirSVR adatbazisaibol
allapitottuk meg. A korrelacidos génlista és a szuicid magatartds
bipolaris mintan, valamint egy modositott random-hatas meta-analizissel
kombinalt mintan is. Régi¢-alapt tesztként a KGG szoftver hybrid set-
based test (HYST) nevii SNP kombinalo tesztjét hasznaltuk, amely a gén
egy kozos régios khi-négyzetosszeggé. A teszthez sziikséges SNP
asszociaciokat a PLINK szoftver segitségével, additiv modellben
szamitottuk, kapcsoltsagi referenciaként a 1000 Genomes Phaselv3
eurdpai mintait hasznaltuk. A génhatarokat a refSeq koordinatak mindkét
iranyban 5 kb kiterjesztésével definialtuk. A p-értékeket a fliggetlen
hipotéziseket gyiijtd6 két hipotéziscsoport (1: MDD+bipolaris, 2:
kombinalt elemzés) 0=0,05 hibahatar szerint korrigaltuk. A GCTA



szoftver segitségével meghataroztuk a génekre particionalt heritabilitast
(h?), amely hataserésségnek megfeleld mutatoként értelmezhetd.
Emellett mindharom kandidans génlista poligénes rizikopont
predikciojat is teszteltiik. A poligénes riziképont predikciokat a
sztenderd ,,pruning and thresholding” PRSice, és a kalibracid és
pontossag optimalizalasat biztositd, bayesi megkozelitésii LDpred
szoftverekkel, az  ajanlott  bedllitisok  szerint  végeztiik.
Fejlesztomintaként az MDD, célmintaként pedig a bipolaris mintat
valasztottuk.

Masodik vizsgalatunkban a szkizofrénia kétlépcsos szerkezetii elemzését
végeztiik, ahol a hipotézisgenerald 1épésben a SCHIZOBANK mintan a
teljes-exom asszociaciokat teszteltik, majd a p<0,1 szuggesztiv
hipotéziseket replikatuk a validalo 1épcsében, a szkizofrénia GWAS
mintan. A multilokusz tesztekhez a SCHIZOBANK tri6 mintdn a
Family-Based Association Test (FBAT) additiv modell, minimalisan 4
informativ csaldd és adaptiv permutacidoval szamitott eredményét, mig a
GWAS mintan a PLINK additiv, nemre, életkorra és populacios
struktarara kontrollalt logisztikus regresszioval szamitott SNP-
asszociacios eredményeket hasznaltuk bemeneti adatként. A tesztek
soran a KGG régio-alapi gén- (GATES) ¢és génszett asszociacios
(HYST) és feldusulasi (Wilcoxon eldjeles rangszamosszeg proba)
tesztjeit hasznaltuk, a génhatarokat a GENCODE v19 koordinatait
mindkét iranyban 5 kilobazissal kiterjesztve. A funkcionalis annotacios
klaszterek feldiisulasat a DAVID webszerverével vizsgaltuk a bemeneti

génlistakat az allélok josolt funkcionalis impaktja szerint allitottuk &ssze.
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A markerek prioritizaciojat a KGGseq exom (Mendeli) és regulatoros
(komplex) patogenitas predikcios algoritmusa, valamint az EIGEN
kodolo és nem-kodold pontjai szerint végztilk. A vizsgalat soran az
replikdcios mintdn, a replikdcios p-értéket hipotéziscsoport alapu,
tobbszoros Osszehasonlitasra korrigaltuk az elvégzett exploricids és

replikacios tesztek szama szerint

Eredmények

Szuicid magatartas régié-alapi asszociaciés elemzése

Els6 vizsgalatunkban szamos, nominalisan szignifikans gén-alapu
asszociaciot észleltiink, de csak a DICER1 gén asszocialodott a szuicid
magatartassal legalabb nominalis szignifikanciaval mindkét mintaban. A
GAIN bipolaris mintaban nominalisan szignifikdns asszociaciokat
észleltiink a hsa-miR-195 (p=0,017, h?=0,003), a CD44 (p=0,019,
h?=0,009) és a DICER1 (p=0,034, h*=0,004) gének esetében, de
korrekcio utdn egyik p-érték sem maradt szignifikdns. Az MDD mintan

kovették az NXPHI (p=0,012, h*=0,014), a GRIA3 (p=0,017, h?=0,016),
a DICER1 (p=0,032, h?=0,006) és az SPTLC1 (p=0,041, h?=0,006)

.....

utan, egyedill az NTRK2 gén maradt szignifikans az MDD mintaban
(pcor =0,014).
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Poligénes riziképont predikcio a szuicid magatartiasban

Az MDD mintan fejlesztett poligénes rizikopontok koziil az miRNS
expresszios génlista (Génlista2) PRS pontjai szignifikans, de negativ
korrelacios egyiitthatoval josoltak be a szuicid magatartast, legnagyobb
varianciat a PRSice pi<0,03 (Nagelkerke R?=0,01, p<0,007) elemzésénél
észleltiik. Az LDpred elemzésben is Génlista2 p<0,01 kauzalis frakcio
szerint megallapitott poszterior PRS pontjai biztositottdk a legjobb
kalibraciot és pontossagot, amellyel a bipolaris mintaban p=0,019
szignifikanciaval, de negativ korrelacios egylitthatoval josoltak be az

ongyilkossagi viselkedést (Nagelkerke R?=0,0076 and beta=-1,52).

Szkizofrénia gén- és génszett asszociacios elemzése

A szkizofrénia kétlépcsés elemzésében sem a gén-alapu tesztek, sem a
kanonikus utvonaltesztek koziil nem talaltunk p-érték korrekcid utan is
szignifikans asszociaciot. A pozicionalis génszettek koziil ugyanakkor a
14931, 5931 és Xql3 kromoszémaszegmensek esetén korrekcid utan is
szignifikans asszociaciot, illetve feldusulast észleltiink (p_corr: 0,002,

0,006 és 0,048).

Szkizofrénia funkcionalis annotacios klaszterelemzése

A funkcionalis annotacios klaszterelemzésben mindkét mintan szamos
nominalis feldasulasu (ES > 1,3) klasztert észleltiink a splicing/alternativ
splicing (ESexp: 2,85, ESrep: 23,93), agyfejlodés (ESexp: 1,23, ESrep: 4,55)
és embrionalis fejlodés (ESexp: 1,34, ESrep: 4,77) Klaszterei maradtak
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korrekcio utan is szignifikdnsnak. A szignifikans replikaciok rataja a

statisztikai modszer 0sszetettségével nétt (P_rep: 0,0,015,0,21)

Kovetkeztetések

A szuicid magatartas transzdiagnosztikus, régio-alapi elemzése
megerdsitette a BDNF-NTRK2-CREB titvonal jelentéségét a szuicid
ideéciok etiologidjban.

nominalis PRS predikcidja utalhat a miRNS rendszer medialo
szerepére, de felveti a két szuicid fenotipus etiologiai
kiilonbozoségét, és a véletlen asszociacio lehetdsége sem zarhato ki.
A nominalisan szignifikins SNP-k jelentés hanyada ENCODE
szabalyozd l6kuszként annotalhato, amely megerdsiti a genomikai,
epigenomikai, expresszios ¢és mas funkcionalis annotaciok
Maésodik vizsgalatunk meger6sitette az idegfejlodés, szinaptikus
plaszticitas és az immunrendszer €rintettségét a szkizofréniaban,
alahtizva a funkcionalis annotaciét is integrald elemzések
hasznossagat.

Vizsgalataink alatamasztottak a multilokusz méodszerek magasabb
replikacios ratajat akar nagyfoku genetikai heterogenitas esetén is,
ugyanakkor a fenotipusos heterogenitas esetében mar nem volt ész-
lelhetd.
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