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A dopamin D4-es receptor gén promoter polimorfizmusainak hatasa a génexpressziora
in vitro rendszerekben, illetve ezek szerepe a drogfliggaoség kialakulasaban

A kutatasi projekt harom, mddszertanilag jol elkulonilé, &m témajaban erésen 6sszefliggo
részbol allt ossze. A kutatas elsé szakaszaban folyd molekularis bioldgiai vizsgélat soran a
drogfuggoseg kialakuldsaban feltételezhetéen szerepet jatsz6 dopamin D4-es receptor
(DRD4) gén promoterének semleges és funkciondlis polimorfizmusait igyekeztiink
elkiloniteni génexpresszids kiserletekkel. E célbol olyan riporter gén-konstruktumokat
hozunk létre, melyek a DRD4 gén promoter szakaszanak kilonbdz6 szekvencialis valtozatait
tartalmaztak, majd megmértik ezeknek a szekvenciaknak a promoter aktivitasat idegi eredeti
és kontroll sejteken. Azok a konstruktumok, melyek eltéré promoter aktivitassal
rendelkeznek, meghatarozzak azokat a polimorf valtozatokat, melyek feltehet6en
funkcinonalis jelentdségiiek az opiatfiigg6ség patogenezisében.

A projekt masodik részében, a pszicholdgiai vizsgalat soran a budapesti Nyir6 Gyula
korhazban kezelt, és a metadon programban résztvevé opiatfliggék részletes pszichologiai
jellemzésére kerilt sor, kiillonos tekintettel a metadonkezelésre adott terapias valaszukra.

A harmadik, genetikai asszociacio-vizsgalatban a DRD4, a szerotonin transzporter (SERT),
illetve néhany tovabbi, a heroinfliggés kialalkulasaban, valamint a metadonvalszban esetleg
szerepet jatszd gén polimorfizmusait tanulmanyoztuk. A 171 betegtél DNS mintat vettink, és
ezek izolaldésa és feldolgozdsa utan statisztikai asszociacioelemzést végeztiink a
metadonvalasz, a genetikai markerek és a felvett pszicholdgiai mérészdmok kozott. A munka
megkezdése el6tt megszereztik a kutatashoz az Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs
Tudomaényos és Kutatasetikai Bizottsdganak (ETT TUKEB) etikai engedélyét.

1. MOLEKULARIS BIOLOGIAI VIZSGALATOK

A DRD4 GEN PROMOTER REGIOJANAK FUNKCIONALIS JELLEMZESE RIPORTER
GENKONSTRUKTUMOKKAL

.z

allélszerkezetii promoter régiok 6 kilonbdz6 hosszUsagu szakaszat (altalunk énkényesen
meghatarozott A, B, C, D, E és F konstruktum) ismert haplotipust személyek DNS-ébdl allél-
specifikus amplifikacioval felsokszorositottuk, és a kiilénb6zé variansokat luciferdz riporter
gént tartalmazd vektorba (pGL3) klonoztuk. Az igy kapott konstrukcidkat neuroblasztoma és
asztrocitoma sejtekbe (SK-N- FlI, Y-79, IMR-32), illetve nem neuralis eredeti HeLa sejtekbe
transzfektaltuk a promoteraktivitasok meghatarozasahoz. A klonozott haplotipusok
ellenérzését minden esetben szekvenalassal végeztik.

A tranziens transzfekcié Ca-foszfat modszerrel és lipofectinnel tortént. A maodszer
optimalizalasa neuroblasztoma sejtekre elsé lépésben GFP (green fluorescein protein) riporter
génnel végeztik el. A tovabbiakban a transzfekcio hatékonysagat p-gal riporter konstrukcid
kotranszfektalasaval mértiik (belsé kontroll). A transzfekcidt eés az 0sszegyujtott sejtek
feltarasat kovetéen a riporter aktivitas mérése Promega luciferase assay system
felhasznalasaval tortént. Ugyanazon sejtkivonatok masik aliquotjabol meghatarozzuk a B-gal
riporter gén aktivitast ONPG szubsztrattal. A luciferdz riporter rendszer aktivitasat a p-gal
riporter konstrukcio aktivitasara vonatkoztatjuk.
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A kilénbdz6é hosszisagu promoter verziok (A-F-ig) transzkripcios aktivitasat 6sszehasonlitva
céelunk a minimal promoter és a lehetseges aktivalo (enhancer) vagy gatlé (silencer) cisz
elemek meghatarozasa volt. Ennek soran 2005-ben sikerllt azonositanunk a minimal
promotert és egy lehetseéges negativ regulacids elemet a promoter —1572 és —800 nukleotidok
kodzotti regidjaban. Az irodalombol ismert szovet-specifikus expressziot azonban nem tudtuk
alatamasztani. Mind az idegi, mind a HeLa sejtvonalakban hasonlé transzkripcios mintazatot
mutatott a hattagu delécids sorozat. A promoter karakterizalasa soran készitett vektorokat
felhasznaltuk az ezen régidban talalhaté polimorfizmusok funkciondlis jellemzésére is.
Bizonyitottuk a 120 bp duplikacio gatlo szerepét. A -521 C/T polimorfizmus esetében nem
sikerdlt jelent6s kilonbséget kimutatni a két allél kozott, ez részben céfolja az irodalomban
eddig megjelent eredményeket.

Kisérleteinkben mértiik a kilonb6zé allél-valtozatok hatasat egyenként és haplotipusban is.
Vizsgaltuk a —616 C/G, —615 A/G és 521 C/T SNP, a 27 bp delécio és a 120 bp duplikacio
génexpressziora gyakorolt hatasat. Egyedil a hosszUsag-polimorfizmus volt dézis-fliiggé
maodon hatassal a DRD4 transzkripcidjara. Minél tébbszoér fordult elé a 120 bp-nyi szakasz a
promoterben, annal kisebb volt a mért DRD4 transzkripcio (1-szeres > 2-szeres > 4-szeres
ismétlodés). Megvizsgaltuk ezen polimorfizmusok egyuttes hatasat is. A 120 bp duplikacio
rovidebb valtozata és a =521 C/T SNP T allélja egyuttesen Kisebb aktivitassal jellemezhet6
neuroblasztoma es retinoblasztdma sejtvonalakban is, bar ez a hatas elsésorban a 120 bp
duplikacid jelenlétének kdszonhets. Vizsgaltuk ezen kivil a —-616 C/G és —615 A/G SNP-k
haplotipusait is. A G-G kombinacio mind SK-N-FI , mind Y79 sejtekben szignifikdnsan
Kisebb aktivitassal birt a tobbi haplotipushoz képest. A —616 C/G, -615 A/G és -521 C/T
polimorfizmusok haplotipus vizsgalatabol kitiinik, hogy a “GGC” haplotipus kisebb
aktivitassal bir az egyéb verziokhoz képest.

A régioban in silico kereséssel transzkripcios faktorok lehetseges ktohelyeit azonositottuk be
a DRD4 promoterében. Kotranszfekcios kisérletekben megkezdtik néhany faktor (HNF4a, a
Hifla és a RAR/RXR) DRD4 szabalyozésaban betoltott szerepének vizsgélatat. Tervezzik
még ezen transzkripcios faktor koétohelyek polimorf jellegének elemzéset is. Az in vitro
eredmeények fuggvényében in vivo kisérleteket terveziink. Elsésorban valés DNS-fehérje
kolcsonhatasok kimutatasat tervezzik kromatin immunprecipitacios modszerrel, illetve a
kozeljovoben tovabbi kotranszfekcios és elektroforetikus mobilitds eltolddas (EMSA)
vizsgalatokat terveziink ezen lehetséges kotohelyek jelentésegének meghatarozasara.

A fenti eredményeket nemzetkozi és hazai konferencidkon poszterek formajaban ismertettik,
valamint egy kilfoldi publikacio sziletett beléle 2006-ban.



2. A KLINIKAI POPULACIO FENOTIPUSOS JELLEMZESE
A vizsgalati személyek bevonasa a jelen OTKA palyazatba két Iépcsében folyt:

A vizsgéalat els6 szakasza prospektiv adatfelvétellel zajlott 2001 marciusa és 2004 aprilisa
kozott az NKFP 5 118/2001 kutatas keretében. Ezen szakasz soran valamennyi, a 2001
marciusa és 2003 marciusa kozotti idészakban, a Nyiré Gyula Kérhdz Drogambulancigjan 3
honapnal hosszabb idére tervezett metadon kezelésbe keruilé opiatfliggoé beteget bevontuk a
vizsgalatba (200 f6). A vizsgalat célja a fenntartdé metadon kezelés hatékonysaganak
monitorozasa, a kezelés soran a kliensek viselkedésében, hangulati dimenziokban, illetve
személyiségpszicholdgiai jellemzoiben beéllé valtozasok mérése volt. Valamennyi vizsgalati
szemely esetében részletes adatfelvétel tortént a kezelésbe kertleskor. Ezt kdvetéen harom
honapig havonta, majd a tovabbiakban minden harmadik hdnapban tortént Ujabb részletes
adatfelvétel. Az adatfelvetel 2004 aprilisaban zarult, ily moédon valamennyi kliens eseteben
biztositott volt a minimalisan egy éves utdnkdvetés. Ezt kovetéen 2005 augusztusaban, majd
2007 oktdberében gyijtottink kontroll adatot a vizsgalati személyekrél. Ezen idépontokban
adatfelvétel nem tortént, hanem csupan a kliens aktudlis helyzetét ellenériztik.

A mésodik fazis soran (immér a jelen OTKA projekt keretei kdzott) egyrészt az adatfelvétel
genetikai paraméterrel torténé kiegészitése tortént meg, masreszt ebben a fazisban tovabbi 81
f6, fenntarté metadon terapiaban részesilé opiatfliggé kliens bevonasara kertilt sor. Az eredeti
200 fés mintabdl 90 f6 volt az, aki elérhet6 volt és vallalta is az OTKA projektben a genetikai
mintaadast. Rajtuk kivil azonban sor kerilt tovabbi 81 f6 esetében is genetikai mintavételre.
Kozulik 60 f6 a Nyir6 Gyula Korhaz Drogambulancidjan 2004 szeptembere és 2005
augusztusa kozott kezelésbe kertlé kliensek kozul kertlt ki; a kordbbi mintavétellel
megegyezé mddon. Tovabbi 21 f6 négy vidéki Drogambulanciardl (Pécs, Veszprém, Gyula,
Miskolc) kerult a vizsgalatba. Veszprémben és Miskolcon (10 f6) szintén a 2004 szeptembere
és 2005 augusztusa kozott 3 hdnapnal hosszabban tervezett fenntartd metadon kezelésbe
jelentkezok kerlltek a vizsgalatba, mig Pécsett és Gyulan valamennyi, a fenti vizsgéalati
id6szakban aktualisan kezelésben Iévé személy. A genetikai mintavétel mellett, esetlikben is
sor kerllt a drogkarrier, illetve a kezelési karrier feltarasara, valamint a szociodemogréfiai
adatok rogzitésére, egyéb paramétereket azonban esetiilkben nem vizsgaltunk.

Eszkozok
A vizsgélat soran az aldbbi kérdoives és interju modszereket alkalmaztuk:

= aszociodemografiai adatokat, a drogkarriert és a kezelési torténetet rogzit6é kérdéiv

= afontosabb csaladi jellemzoket rogzitoé kérdoiv

= Metadon Kezelési Interju, amely a kliens fontosabb élettertleteinek felmérését foglalta
magaba

= STAI szorongas kérdoiv (Spielberger, 1972)

= CES-D depresszi6 kérdoiv (Radloff, 1977)

= @lettel vald elégedettség (SWLS - Diener és mtsai, 1985; LSS - Campbell és mtsai,
1976)

= CPI (Oléh, 1984)

= pszichologiai immunrendszer kérdéiv (PISI) (Olah, 1996 es 2000)

= Rokeach-féle értékvizsgalat (Rokeach, 1973; Szak&cs, 1974; Szakécs és Szakécs,
1988)



A vizsgalat felépitése

A vizsgélati protokoll szerint valamennyi Klienssel, az ambulanciara tortén6 felvételét
kovetéen, de lehetéség szerint, a gyogyszeres kezelést megel6zéen igyekeztink az elsé
adatfelvételt elvégezni. Ezt kdvetéen elébb havonta, majd kéthavonta, késébb ennél is
ritkabban kertlt sor adatfelvételre. A vizsgalat pontos menetét az 1. tAblazat mutatja.

adat- Metadon Kezelési STAI|CES- |SWLS, CPI1|PISI | Rokeach
felvétel Interju D LSS
1. (To) To X X X X X X [X
2. (Ty) + 1| X X X X
honap
3.(Ty) + 1| X X X X
honap
4. (Ts) + 1|X X X X
honap
5. (Ta) + 2| X X X X
honap
6. (Ts) + 2| X X X X
honap
7. (Te) + 2| X X X X
honap
8. (T7) + 3[X X X X X X |X
honap
9. (Tg) + 4|X X X X
honap
10. (To) + 41X X X X
honap
11.(Tw) |+ 8| X X X X
honap
12. (Tu) |+ 8| X X X X
honap
13.(Tp) |+ 8| X X X X
honap

1. Tébl&zat A vizsgalati protokoll




Eredmények

Az els6 vizsgalati periddusban 200 fével készilt el legalabb egy adatfelvétel. A tovabbi
adatfelvételek alakulasat a 2. tablazat mutatja be.

Adatfelvételek Id6pont F6  Hany % az els6 A kovetkezo
adatfelvétel tikrében adatfelvételig kiesett
To kezelésbe 200 100% 36 f6 (18,0%)
kertléskor

T +1 hénap 164 82,0% 3316 (21,1%)

T, +2 hénap 131 65,5% 11 16 (8,4%)

Ts +3 hénap 120 60,0% 26 6 (21,7%)

T, +6 honap 94  47,0% 9 16 (9,6%)

Ts +9 hénap 85 42,5% 516 (5,9%)

T +12 hoénap 90 40,0% 5 16 (6,3%)

2. Téblazat Az adatfelvételek szamanak alakulasa

A Kkezelés sikerességét a terapiaban maradassal definialtuk, s ez alapjan 4 csoportot
alakitottunk ki. Az els6é Utemben 6sszesen 36 f6 (1) legfeljebb 1 hénapig maradt kezelésben,
(2) 44 személy 1-3 honapig, (3) 26 személy 3-6 honapig, mig (4) 94 f6 legalédbb 12 honapig).

Szociodemografiai jellemzok

A vizsgélati személyek 71%-a férfi. A személyek atlagéletkora a vizsgélatba keruléskor 27,2
év (szoras 5,2). Dont6 tobbsegik (87,2%) Budapesten él, s a fennmarado rész tdbbsége is
varosban. A falun lakék aranya 3,1%.

Valamivel kevesebb, mint minden 6todik személy (18,1%) ep csaladban él, mig 15,6% azok
arénya, akik csak az egyik szllovel élnek egyutt. A legtdbben (22,4%) partnerlikkel élnek, de
viszonylag magas a sajat csaladot alapitok aranya is (9,5%). Ugyanennyien élnek egyedl
(9,5%).

Valamivel tébb, mint minden harmadik személy (38%) csak altalanos iskolai végzettséggel
(vagy azzal sem) rendelkezik, mig 58,5% a kdzépfoku, s 3,5% a felséfoku végzettseggel
rendelkezok aranya.

Droghasznélat, drogkarrier

Az atlagos opiat-hasznalati malt 7,1 év (sd=3,8 év) (minimum 2 év maximum 22 év).
Droghasznalat miatti ambulans kezelések szama: 1,8 (sd=1,45) (0-7); osztalyos kezelések
szama: 2,1 (sd=1,9) (0-9); rehabilitacids kezelések: 0,5 (sd=0,97) (0-5)



A vizsgélt pszicholdgiai dimenzidk alakulasa

Depresszi6

Mint az az 1. abran is lathatd, a kezelésbe kerilés utani honapban igen jelentés javulas volt
megfigyelhet6 a kliensek hangulataban. A kévetkezé honapban ez a tendencia lelassult, illetve
stagnalt. Fontos eredmény, hogy a kezelésben maraddk, illetve a kezeléshol kiesék kdzott
nem mutatkozott szignifikans kilonbség az egyes adatfelvételi idopontok mentén, azaz,
mindaddig, amig a személyek kezelésben maradtak, a késébbi kimeneteltél fliggetlendl
egyforman alakult a depresszié mértéke.

<1 hénp —o—< 3 hénap
> 6 hénap — teljes minta

1. abra A depresszio alakulasa



Szorongas

Gyakorlatilag a depresszioval azonos tendencia mutatkozott a szorongas esetében is. Az elsé
két honap javulo tendenciaja a kesébbiek soran lecsokkent, stagnélt, a két csoport kdzott
azonban semmilyen kilénbség nem mutatkozott

<1 hénp —o—< 3 honap
> 6 honap — teljes minta

2. &bra A szorongas alakulasa



Elettel vald elégedettség

Az el6z6 két dimenzidhoz hasonld tendencia mutatkozott az élettel val6 elégedettség esetében
is; mindkét meréeszkdz (SWLS) eseteben.

Kezdeti javulast kovetéen a masodik hdnapra kialakult érték stagnalt, esetleg kisebb
ingadozasokat mutatott, illetve itt is megjelent a két csoport adatai kézotti eltérés hianya.

< 1hoénp —o—< 3 honap
> 6 honap — teljes minta

3. &bra Az élettel valo elégedettség (SWLS skala) alakulasa



A Metadon Kezelési Interju adatainak elemzése

A Metadon Kezelési Interjiban mutatkoz6 eredmények 6sszhangban vannak a fenti
eredményekkel. A vizsgalt dimenzidkban itt is megmutatkozott — mind a szubjektiv, mind
pedig az objektiv dimenzidkban — a kezdeti javulas, amely a kezelésben maradas idészakaban
fent is maradt. Ugyanakkor, hasonléan a fenti eredményekhez itt sem jelentkezett olyan
kilénbseg a kezelés soran mutatkozo adatokban, amely alapjan elére lehetett volna jelezni a

kezelés sikerességét (kezelesben maradast), illetve sikertelenségét. A 4. abra a testi megvonasi
tlinetek alakulasat mutatja.

<1 honp —o—< 3 hénap < 6 honap
> 6 honap — teljes minta

4. &bra A testi megvonasi tlinetek alakulasa



A bekerulési adatok és a sikeresség kérdése

Fontos kérdés, hogy mely tényezék befolyasolhatjak a kezelésben maradast. A pszicholdgiai
dimenziok kozil a Pszichologiai Immunkompetencia Kérdoiv Kitartasképesség, Impulzivitas
kontroll és Rugalmassag skalaja mutatott szignifikans kilénbséget e tekintetben.

Coping mechanizmusok
Pszichoelogial Immunkompetencia kérdoiv

KltartaSkEpeSSEQ ImpUIZIVItaS Rugalmassag, Kitartasképesség impulzivitas
kontroll kihivaskeresés kontroll




A Kalifornia Pszicholégiai Interju esetében is harom dimenzid, a felel6ssegtudat, a
kozOssegiesség és a pszichologiai érzék differencialt a hosszabban kezelésben maradok,
illetve a kiesok kozott.

CPI dimenzidk

Felelésségtudat Kozosségiesség Pszichologiai L .. ;
GD) (Cm) érzék (Py) Ko6zbsségiesseg (Cm)

Osszefoglalva, a vizsgalat elsd iteme soran 200 f6, 2001 marciusa és 2003 marciusa kozott
fenntartd metadon kezelésbe ker(lt kliens adatait elemeztik.

Az elkészilt 6sszesen 965 interju, illetve pszicholdgiai tesztek elemzése azt mutatja, hogy a
fenntartd metadon kezelés hatékony a pszicholdgiai distressz csokkentésében, illetve vart
viselkedesi valtozasok (illegalis droghasznélat, kockazati magatartdsok stb.) elérésében.
Egyeértelmti tapasztalat, hogy a kliensek &llapotaban a javulas mar a kezelés els6 hdnapjaban
megmutatkozik, ezt kdvetéen pedig az allapot stabilizalodasa jellemzé.

Fontos tapasztalat, hogy a kezelés eredményességét legjelentésebben befolyasol6
eredménynek a ,kezelésben 1ét” bizonyult, azaz a kezelest késobb elhagyok, illetve bent
maradok kdzott a kezelésben vald részvétel ideje alatt nem mutatkozott killénbség.

A kezelés valdszintibb elhagyasanak hatterében elsésorban a kihivasok intenzivebb keresését,
az énhatékonysag magasabb szintli megélését feltételezhetjiik.

Modszertani tapasztalat, hogy az altalunk kialakitott Metadon Kezelési Interju jo
mérdeszkoznek bizonyult a fenntarté metadon kezelés nyomon kovetésében. Altalanosan
megmutatkozott, hogy a kezelészemelyzet valamivel kedvezobben latja az egyes dimenziok
mentén a kliensek allapotat, mint maguk a kliensek, ugyanakkor a tendenciak egyértelmien
egy irdnyba mutatnak. Jovobeli fejlesztési lehetéségként az interju leroviditése merilhet fel,
illetoleg jelen tapasztalatok tiikrében megfontolando a ritkdbb adatfelvétel alkalmazésa is.



A masodik fazis soran (azaz az OTKA projekt keretei kdzott) felkinaltuk a vizsgalatban valo
részveteli lehetéséget a metadon programba Ujonnan bekertléknek is. Naluk a
szociodemogréfiai, csaladi, valamint a drogkarrierre és a kezelésre vonatkozé adatok mellett
az alabbi méréeszkozoket alkalmaztuk:

e Addikcio6 Sulyossagi Index (Addiction Severity Index, ASI)
STAI szorongés kerddiv
CES-D depresszi6 kérdoiv
CPI
pszichologiai immunrendszer kerdsiv (PISI)

A betegek utdnkovetése soran még ket tovabbi pszicholdgiai kérdoiv is felvételre kerdilt:

e Temperament and Character Inventory (TCI)
e Attention Deficit and Hyperactivity Disorder kérdoiv felnéttkori, retrospektiv verzidja
(ADHD-RS)

A résztvevék szamanak novelése érdekében 2005-ben vizsgalatainkat Kiterjesztettik a
soroksari, illetve pécsi rehabilitacids intézetekben metadonnal kezelt betegekre is. Ilyen
modon a 2004-es 96 személyen és a 2005-0s 63 személyen tulmenéen 2006-ban az Uj
kdzpontokbol tovabbi 17 fét sikerult a vizsgalatokba bevonni. Ezzel a 176 fével egyrészt
meghaladtuk a vizsgalatba dsszesen bevonni kivant 150 f6s létszdmot, masrészt gyakorlatilag
kimeritettlk a Magyarorszagon altalunk realisan elérheté betegek korét. A vizsgalatba
belépok kdzil néhanyan késébb visszavontak részvételi szdndekukat, az 6 DNS mintajukat és
felvett fenotipusos adataikat az etikai engedély eléirdsainak megfeleléen megsemmisitettik,
illetve az adatbézisainkbol toroltiik. Ily modon a késébbi statisztikai analiziseket 171 fovel
végeztik.

A vizsgalatba bevontak szamat tovabb nodvelendé 2006 decemberében megkezdtik
absztinenssé valt kordbbi heroinfliggok mintdinak gyijtését is, ettél a korllbelil 50 fos
mintatdl, melyet egy késébbi kutatds keretében kivanunk vizsgalni, azt reméljik, hogy az
elézetes eredményeinket statisztikailag megerésitik.

A heroinfliggé betegekkel illetve egészseges kontrollokkal felvett ADHD-RS kérdéives
vizsgalataink kimutattak, hogy mind a figyelemhiany, mind a hiperaktivitas skalaértékei erés
nemi hatast mutatnak, a férfiakra magasabb pontszdmok jellemzéek mindketté esetében.
Ugyancsak sikertl megerdsiteni, hogy a (kezeletlen?) gyermekkori ADHD a késébbi
szerfligg6ség kialakulasanak rizikofaktora lehet.

Az ADHD-RS és TCI kérdsivekkel kapott mérészamokat statisztikailag 6sszevetettik az
altalunk megviszgalt gének polimorfizmusaival, és azt talaltuk hogy szdmos genvarians
Osszefuggesbe hozhaté az ADHD kérdoiv figyelemhiany (Attention deficit, Attent. Def.),
hiperaktivitas (Hyperact.), illetve az teljes (Total) értékkel. Hasonl6 dsszefliggéseket lattunk a
TCI személyiség kérdéiv temperamentum és karakter dimenzidi (Ujdonsagkereses, novelty
seeking, NS, artalom elkertlés, harm avoidance, HA, jutalomfligges, reward dependence, RD
és kitartas, persistence, Pers.) és a killdnb6z6 génvariansok kdzott (amelyekrol részletesebben
késobb a Molekularis Genetikai eredmények kdzott szolunk) (3. és 4. Tablazat).



3. Tablazat

A dopamin és szerotonin rendszer génpolimorfizmusainak dsszefliggése az ADHD-RS és
TCI kérdéivek skalaértékeivel (genotipus analizis)

ADHD-RS TCI
Attent. Def.Hyperact.Total validity NS HA  RD Pers.
Dopamin - DRD4
non 2 2 n.sz. nNn.sz. nN.sz. nsz. 0,012 n.sz. n.sz. n.sz.
non_4 4 n.sz. nNn.sz. n.sz. n.sz. n.Sz. Nn.Sz. N.Sz. N.Sz.
non 7 7 nsz. 0,06 n.sz. n.sz. nNn.Sz. N.Sz. N.Sz. N.SZ.

Szerotonin transzporter

sert3_ge n.sz. nNn.sz. nN.sz. n.sz. nNn.Sz. Nn.sz. N.Sz. N.Sz.
sert2_ge n.sz. n.sz. n.sz. n.sz. n.sz. nNn.Sz. Nn.Sz. nN.Sz.
sert2_g2 n.sz. nNn.sz. n.sz. n.sz. n.Sz. nNn.Sz. N.Sz. N.sz.

Dopamin - DRD4 prom

g_521ct n.sz. nNn.sz. n.sz. n.sz. nNn.sz. n.sz. nN.Sz. N.Sz.
t nt 521 n.sz. nNn.sz. n.sz. n.sz. n.Sz. Nn.Sz. N.Sz. N.Sz.
c nc 521 n.sz. nNn.sz. n.sz. n.sz. nNn.Sz. N.Sz. N.SzZ. N.SZ.

Dopamin - DRD4 prom

g_616cg n.sz. nNn.sz. n.sz. n.sz. n.Sz. nNn.Sz. N.Sz. N.sz.
c nc_616 n.sz. nNn.sz. n.sz. n.sz. nNn.Sz. N.Sz. N.SzZ. N.SZ.
g_ng_616 n.sz. n.sz. n.sz. n.sz. nNn.sz. n.sz. N.SZ. nN.sz.

Dopamin - DRD4 prom

g120dup_ n.sz. n.sz. n.sz. 0,035 n.sz. n.sz. n.sz. n.sz.
nl 1 120 n.sz. nNn.sz. n.sz. n.sz. nNn.Sz. N.Sz. N.Sz. N.SZ.
n2_2 120 n.sz. n.sz. n.sz. 0,03 n.sz. nsz. nsz. n.sz.

Szerotonin transzporter

stin3_ge n.sz. nNn.sz. n.sz. n.sz. nNn.sz. Nn.sz. N.Sz. nN.Sz
stin2_g1 n.sz. nNn.sz. n.sz. n.sz. nN.sz. n.sz. N.sSz. NSz
stin2_g2 n.sz. nNn.sz. n.sz. n.sz. nNn.sz. Nn.sz. N.Sz. nN.Sz

Dopamin transzporter

dat_komb n.sz. nNn.sz. nN.sz. nsz. n.sz. 0,029 0,04 n.sz.
dat_kmbl n.sz. Nn.sz. nN.sz. nsz. nsz. 0,03 nsz. n.sz.
dat_kmb2 0,092 n.sz. n.sz. n.sz. n.sz. nsz. 0,012 n.sz.
COMT

comt_3g n.sz. n.sz. n.sz. n.sz. n.sz. nNn.Sz. n.Sz. nN.Ssz.
comt_2g1l n.sz. Nn.sz. n.sz. n.sz. n.sz. nNn.Sz. nN.Sz. nN.Sz.
comt_292 n.sz. nNn.sz. n.sz. n.sz. 0,073 n.sz. n.sz. n.sz.

Dopamin DRD4 615AG

egy_kett n.sz. 0,022 0,034 n.sz. n.Sz. nNn.Sz. N.Sz. N.sz.
egy k g 0,062 n.sz. 0,041 n.sz. nNn.sz. n.sz. nN.Sz. N.sz.
egy k a n.sz. 0,002 n.sz. n.sz. n.sz. nsz. nsz. 0,002



Dopamin - D2Tag A

CC-CT-TT n.sz. n.sz. n.sz. n.sz. n.sz. nsz. 0,039
C-nonC n.sz. nN.SZ. nN.SzZ. n.sz. n.sz. n.sz. 0,002
T-nonT 0,05 n.sz. 0,092 n.sz. N.Sz. N.SzZ. N.Sz.

Dopamin - D2Taq B

AA - GA - GGn.sz. n.sz. n.sz. n.sz. N.SzZ. nN.SZ. nN.SZ.
A-non A 0,058 n.sz. 0,076 n.sz. N.Sz. N.SzZ. N.Sz.
G-nonG n.sz. nN.SZ. nN.SzZ. n.sz. n.sz. 0,025 0,003

Dopamin - D2Taq D

CC-CT-TT n.sz. 0,057 0,082 n.sz. N.Sz. nN.SzZ. nN.SZ.
C-nonC n.sz. 0,016 0,026 n.sz. N.SzZ. nN.SZ. nN.SZ.
T-nonT n.sz. Nn.sz. N.sz. n.sz. N.Sz. nNn.Sz. nN.sz.
4. Tablazat

A dopamin és szerotonin rendszer génpolimorfizmusainak 6sszefliggése az ADHD-RS és
TCI kérdéivek skalaértékeivel (allél analizis)

ADHD-RS TCI
Attent. Def.Hyperact.Total validity NS HA  RD Pers.
Dopamin - DRD4
DRD4 3 csop n.sz. 0,037 n.sz. 0,095 n.sz. n.sz. n.sz.
non 2 2 n.sz. 0,092 n.sz. 0,024 n.sz. n.sz. n.sz.
non 4 4 n.sz. nNn.sz. n.sz. 0,055 n.sz. n.ssz. 0,085
non 7 7 n.sz. 0,029 n.sz. n.sz. Nn.sz. n.Sz. nN.Sz.

Szerotonin transzporter
a_httlp_ n.sz. Nn.sz. n.sz. n.sz. n.sz. n.sz. nN.sz.

Dopamin - DRD4 prom
allél 521ct n.sz. n.sz. n.sz. n.sz. nN.Sz. n.sz. nN.Sz.

Dopamin - DRD4 prom
allél 616cg n.sz. n.sz. n.sz. n.sz. n.sz. nNn.sz. nN.Sz.

Dopamin - DRD4 prom
allél _120dup n.sz. n.sz. n.sz. n.sz. nN.Sz. n.sz. nN.Sz.

Szerotonin transzporter

allél_stin n.sz. Nn.sz. n.sz. n.sz. n.sz. n.sz. n.sz.
allel_stin10vsi2n.sz. n.sz. n.sz. n.sz. n.sz. n.sz. n.sz.
allél _stin10 n10n.sz. n.sz. n.sz. n.sz. n.sz. n.sz. n.sz.
allel_stin12n12n.sz. n.sz. n.sz. n.sz. n.sz. n.sz. n.sz.

Dopamin transzporter

a_dat910 n.sz. nNn.sz. n.sz. n.sz. Nn.sz. N.Sz. nN.SZ.
a_dat 9 n.sz. nNn.sz. nN.sz. n.sz. nN.Sz. n.sz. nN.Sz.
a_dat 10 n.sz. nNn.sz. n.sz. n.sz. Nn.sz. N.Sz. N.SZ.



Dopamin

a_h2dup521 n.sz. n.sz. n.sz. n.sz. nN.Sz. n.sz. nN.SzZ.
COMT

allel comt n.sz. n.sz. n.sz. n.sz. n.sz. n.sz. nN.sz.
Dopamin

h2dup616 n.sz. nNn.sz. nN.sz. n.sz. nN.Sz. n.sz. nN.Sz.

Dopamin DRD4 615AG
drd4 615ag n.sz. n.sz. n.sz. n.sz. n.sz. nNn.sz. nN.Sz.

Dopamin - D2Tag A
CvsT 0,077 n.sz. n.sz. n.sz. N.SzZ. N.SzZ. N.Sz.

Dopamin - D2Taq B
AvsG 0,054 n.sz. 0,067 n.sz. N.SzZ. nN.SZ. nN.SZ.

Dopamin - D2Taq D
CvsT n.sz. 0,043 0,051 n.sz. n.sz. 0,076 n.sz.

A fenti eredményeket nemzetkozi és hazai konferenciakon poszterek és eléadasok forméajaban
ismertettlik. 2007-ben egy hazai folyoiratban jelent meg egy publikéacié az ADHD-RS kérdéiv
eredményeivel, valamint egy kulféldi 6sszefoglalo publikacio szlletett beléle 2008-ban,
amelynek kézirata jelenleg lektoralas alatt van az Addiction Reserch and Theory folyoiratnal.
Ezen Kivil tervezzik még a kozeljovében a tovabbi eredmények publikalasat cikkek
forméajaban



3. MOLEKULARIS GENETIKAI VIZSGALATOK

A fenti, fenotipusosan jol jellemzett Kklinikai populéciétol a megfelel6 tajékoztatds és a
beleegyez6 nyilatkozat aldirasa utan nem invaziv modszerrel DNS mintat vettiink (fultorlé
vattaval a szdjlreg belsé feluletérél gyijtink nyélkahartya sejteket, a mintavételt a kliens
maga végezte). A DNS izolalasa kis6zassal (Gentra Kit) tortént. 2005-ben egy 0j mintavételi
eljarast is bevezettink szajviz alkalmazasaval, ezzel ndvelhet6 volt a kinyert DNS
mennyisege.

A genetikai analizis soran altaldban két, parallel modszert alkalmaztunk az egypontos
nukleotid polimorfizmusok (single nucleotide polymorphism, SNP) meghatarozasara: egy
PCR-RFLP technikat és egy ketiranya allél-specifikus amplifikaciot (kétiranya ASA). A
parhuzamos meghatarozdsok alkalmazdsa novelte a genotipus azonositasanak
megbizhatosagat.

A fenti modszerekkel a DRD4 promoter 4 polimorfizmusanak (120 bp duplikacié, -616, -
615, -521 SNP), illetve a 3. exon 48bp VNTR vizsgalatara kertlt sor, a masodik évben pedig
megkezdtik a SERT gén polimorfizmusainak vizsgalatat. Az eredeti munkatervben
vallaltakon tal 2006-ban elvégeztik a dopamin transzporter (DAT) gén egy ujonnan
felfedezett polimorfizmusanak (intron8 VNTR) vizsgélatat, a katekol-o-metiltranszferaz
(COMT) gén egy variansanak, 2007-ben pedig a DRD2 gén harom kulénbdzo, az irodalmi
adatok alapjan a szerfuggoéséggel kapcsolatba hozhaté Tagl polimorfizmusanak
meghatarozasat is.

Az elvégzett genotipizalasok adatainak részleges statisztikai analizisét a szakirodalomban
elfogadott modszerekkel végeztik el. Megtortént a kapott eredmények egybevetése a
fenotipusos adatokkal és a betegek metadonkezelésre valo reagéalasaval. (5. és 6. Tablazat)

A tablazat oszlopai azt az id6t mutatjak, hogy a beteg a kezelésbevételtél hany honapon at
maradt meg kezelésben. A kezeléshb6l kiesok &ltalaban visszatérnek a heroinhoz, gyakran
biincselekményeket kovetnek el, ami miatt letartoztatasba, bortdnbe kerllnek, vagy
meghaltak. A Kkezelésben maraddkat soroltuk a metadonra jol reagalé csoportba, és
statisztikailag 0sszehasonlitottuk a kezelésbol kiesok genotipus adataival. A tablazatban a
szignifikans (p<0,05), illetve tendenciat mutatod (p<0,1) p értékeket tiintettik fel a megfeleld
génvariaciok soraiban 171 beteg elemzése alapjan.

5. Téblazat
A dopamin és szerotonin rendszer génpolimorfizmusainak hatdsa a metadonkezelés
hatékonysagéara (genotipus analizis)

kezelésbevétel utdn meddig marad
Chi-Square Test
1hé 2hé 3h6 5h6 6h6 11ho6 12ho
Dopamin - DRD4 VNTR

non 2 2 n.sz. nNn.Sz. n.Sz. Nn.Sz. N.Sz. N.Sz. N.Sz.
non 4 4 0,067 0,042 0,059 n.sz. n.sz. n.sz. n.sz.
non_7_7 n.sz. n.sz. n.Sz. Nn.sSz. N.Sz. N.Sz. N.Sz.

Szerotonin transzporter



sert3_ge n.sz n.sz
sert2_ge n.sz n.sz
sert2_g2 n.sz. n.sz.

Dopamin - DRD4 prom

g_521ct n.sz n.sz
t nt 521 n.sz. n.sz.
c_nc_ 521 n.sz n.sz

Dopamin - DRD4 prom

g_61l6cg n.sz n.sz
c nc_616 n.sz n.sz
g_ng_616 n.sz n.sz

Dopamin - DRD4 prom

g120dup_ n.sz n.sz
nl 1 120 n.sz n.sz
n2 2 120 n.sz. nN.sz.

Szerotonin transzporter

stin3_ge n.sz. nN.sz.
stin2_g1 0,093 n.sz.
stin2_g2 n.sz. n.sz.

Dopamin transzporter

dat_komb n.sz n.sz
dat_kmbl n.sz n.sz
dat_kmb2 n.sz n.sz
COMT

comt_3g n.sz n.sz
comt_2g1 n.sz n.sz
comt_2g2 n.sz n.sz

Dopamin DRD4 615AG

egy_kett n.sz n.sz
egy k g n.sz n.sz
egy k a n.sz n.sz
Dopamin - D2Tag A

D2TagA3g 0,096 n.sz
D2TagAcnc n.ssz n.sz

D2TagAtnt

n.sz
n.sz
n.sz

0,016
0,017
n.sz.

n.sz
n.sz
n.sz

0,031
0,09
n.sz.

n.sz.
n.sz.
n.sz.

n.sz
n.sz
n.sz

n.sz
n.sz
n.sz

n.sz
n.sz
n.sz

n.sz
n.sz

0,032 0,082 n.sz

n.sz
n.sz

n.sz.
0,05
n.sz.

n.sz
n.sz
n.sz

0,085
n.sz.
n.sz.

n.sz.
n.sz.
0,048

Nn.sz.
n.sz.
Nn.sz.

n.sz
n.sz
n.sz

n.sz
n.sz
n.sz

n.sz
n.sz
n.sz

n.sz n.sz
n.sz n.sz.
n.sz

n.sz. n.sz.
0,097 n.sz.
n.sz. n.sz.
n.sz n.sz
n.sz n.sz
n.sz n.sz
0,033 n.sz.
n.sz. n.sz.
n.sz. n.sz.
0,093 n.sz.
n.sz. n.sz.
0,031 0,09
n.sz. n.sz.
n.sz. 0,08
n.sz. n.sz.
n.sz n.sz
n.sz n.sz
n.sz n.sz
n.sz n.sz
n.sz. n.sz
n.sz. n.sz
n.sz n.sz
n.sz n.sz
0,076 n.sz.

n.sz
n.sz.
n.sz

n.sz
n.sz
n.sz

n.sz
n.sz
n.sz

0,03
0,061
n.sz.

n.sz.
n.sz.
n.sz.

n.sz.
0,069
n.sz.

n.sz
n.sz
n.sz

n.sz
n.sz
n.sz

n.sz
n.sz
n.sz.



Dopamin - D2Taq B

D2TagB3g 0,08 nsz nsz nsz nsz nsz nsz
D2TagBana 0,054 nsz nsz nsz nsz nsz n.sz
D2TagBgng nsz nsz nsz nsz 0,063 nsz n.sz.

Dopamin - D2Taq D

D2TagD3g n.sz nsz nsz nsz nsz nsz nsz
D2TagDenc nsz nsz nsz nsz NSz nsz n.sz
D2TagDtnt nsz nsz nsz nsz nsz 0,068 n.sz

6. Tablazat

A dopamin és szerotonin rendszer génpolimorfizmusainak hatdsa a metadonkezelés
hatékonysagara (allél analizis)

kezelésbevétel utdn meddig marad
Chi-Square Test
1hé 2h6 3h6 5h6 6h6 11ho 12ho

Dopamin - DRD4
DRD4 3 csop n.sz. n.sz. n.sz. n.sz. n.sSz. nN.SzZ. NSz

non_2_2 n.sz. nNn.sz. n.sz. n.sSz. nsz. nsz. N.Sz.
non_4 4 n.sz. n.sz. n.Sz. Nn.Sz. N.Sz. N.Sz. N.Sz.
non 7 7 0,028 n.sz. n.sz. n.sz. nsz. nsz. n.sz

Szerotonin transzporter
a_httlp_ nszZ nsz nsz NSz NSz NSz NSz

Dopamin - DRD4 prom
allél 521ct nsz nsz nsz nsz. nsz. Nnsz. n.sz

Dopamin - DRD4 prom
allél 616cg nsz nsz nsz nsz NSz NSz NSz

Dopamin - DRD4 prom
allél_120dup nssz nsz nsz nsz NSz NSz NSz

Szerotonin transzporter

allel_stin n.sz. n.sz. nN.sz. n.sz. nsSz. N.Sz. nN.Sz.
a stin 2(10vs12) n.sz. nsz. nsz. nsz. 0052 nsz. n.sz.
allél _stinl0-nonl0 n.sz. n.sz. nsz. nsz. 0,048 n.sz. n.sz.
allél stinl2non12 n.sz. nsz. nsz. nsz. 0,033 0,074 n.sz.



Dopamin transzporter

a_dat (mind: 6,7,9,10,11)

a_dat910 (9vs 10)!"' nsz nsz nsz nsz. nsz 0,048 0,038
a dat 9(9-non9) nsz nsz nsz nsz. nsz 0,069 0,056
a_dat_10(10-nonl0)n.sz n.sz 0,077 0,098 0,077 0,025 0,018

Dopamin
a_h2dup521 n.sz. n.sz. nsz. nsz. nsz. nsz. 0,036

COMT
allel_comt n.sz. NnsSz. nsSz. NSz NSz NSz n.sz

Dopamin
h2dup616 n.sz. nNn.Sz. n.sz. Nn.sz. Nnsz. nsz. NSz

Dopamin DRD4 615AG
drd4 615ag n.sz. n.sz. n.sz. n.sz. N.Sz. N.Sz. N.Sz

Dopamin - D2Tag A
CvsT 0,062 nsz 0,088 nsz 0,048 nsz n.sz

Dopamin - D2Taq B
Avs G nsz nsz nsz nsz nNsz nsz nsz

Dopamin - D2Taq D
CvsT nsz nsz nsz NSz NSz NSz NSz

Eredményeink azt mutatjak, hogy az altalunk vizsgéalt gének kozil a dopamin D4-es receptor
(DRD4) promoterében talalhat6 két kilénbdzé polimorfizmus, a -521 C/T SNP, illetve a 120
bazisparos duplikacio (mindketté génexpressziora gyakorolt hatasat vizsgaltuk kordbban a
transzfekcios kisérleteinkben), valamint a 3. exon 48 bazisparos ismétlédési polimorfizmusa
(VNTR-e) is Ugy tunik, hogy befolyasolja a betegek metadonvalaszat. Ezen kivil a szerotonin
transzporter (SERT) Stin2 intronikus polimorfizmusa, a dopamin transzporter (DAT) egy
variansa, illetve a dopamin D2-es receptor (DRD2) Tagl polimorfizmusai kozul tébb is
osszefligghet a gyogyszer egyénre szabott hatékonysagaval. Ez utobbi gén szerepe azért is
kilénosen erdekes, mert korabban méas munkacsoportok, illetve eset-kontroll vizsgalatban
nemrég mi magunk is kimutattuk a TaqlA rizikofaktor szerepét a heroinfligges
kialakulasaban, de ezek szerint nem csak abban, hanem a terapias valaszban jelentéséggel bir.
Ez az érdekes kettds hatds mindenképpen érdemessé teszi ezt a polimorfizmust tovabbi
génexpresszios, illetve pszichogenetikai asszociacios analizisekre a jovében. Ez a varians
egyébként a gént6l meglehetosen tavol helyezkedik el, azaz feltételezhetéen marker szerepet
tolt be, és valamely hozza kapcsolodo varians felelés a funkcionalis hatasert.



A metadonkezelés hatasossaganak genetikai meghatarozottsagarol kapott eredményeket tobb
hazai es kulfoldi konferencian, illetve a tudomayteriilet legrangosabb nemzetkozi
kongresszusan (World Congress of Psychiatric Genetics) ismertettilk el6adasok és poszterek
forméajaban. Jelenleg készul a temahoz kapcsolodo két kulfoldi folyoiratcikk keézirata, az
egyik a metadonhatas genetikai 6sszefliggéseirél, a masik az eset-kontroll eredményekrél
szamol be.

AZ ELVEGZETT MUNKA SZAKMAI- ELMELETI- GYAKORLATI HASZNA

A jelen OTKA tamogatas keretében megvalosult projekt terv jelentds részben
alapkutatas jellegii, és mint ilyen, alkalmazasa szakirodalmi megerdésitésre var. Ezért az
eredményesség legfontosabb mércéje a szakmai folyoiratokban térténé publikacio, illetve az
eredmeényeink mas munkacsoportok altali megerésitése. A szakmai eredmények a
kovetkezok:

= sz

jellemzését elvégeztiik és meghataroztunk a génexpresszié szabalyozasaért felelds
vatozatokat. Ezek az eredmeények hozzajarulhatnak a szovetspecifikus génexpresszio
mechanizmusainak megeértéséhez, killénos tekintettel az idegrendszerre.

2. A jelen témapalyazatban a korabbi irodalmi adatok, valamint sajat funkciondlis
vizsgalatunk eredményei alapjan  kivalasztott genetikai  polimorfizmusokat
felhasznaltuk pszichogenetikai asszociacid vizsgalatunkban az opiatfliggéség genetikai
rizikdfaktorainak kutatdsaiban. Ha bizonyithatd a vizsgéalt polimorfizmusok tényleges
szerepe az addikcié kialakuldsaban, akkor ez értékes lépés az addikcid
mechanizmusanak megertéséhez.

3. A vizsgalatok farmakogenetikai aspektusat adja a genetikai rizikdfaktorok és a
metadon program hatékonysaganak Osszehasonlité vizsgalata. Sikertlt dsszefliggest
Kimutatni a dopamin és a szerotonin rendszer genetikai polimorfizmusai és a
metadonkezelés hatékonysaga kozott és ez az eredmény fontos szerepet kaphat a
metadon alkalmazésanak farmakogenetikai vonatkozdsadban. Amennyiben az altalunk
talalt eredmények masok altal is megerésitést nyernek, ugy a jovében ezeket a
genetikai markereket az egyéni terapias terv kialakitdsanal a klinikus figyelembe
veheti. Ha sikerul elégséges genetikai es pszichologiai (személyiség) faktorrol
bebizonyitani, hogy azoknak rizikd, illetve éppen ellenkezéleg, védé hatasa van egy
bizonyos terapids lehetéség  kimenetelenek  szempontjabdl, akkor ezek
figyelembevételével lehet megvalasztani az alternativ kezelési mddokat (pl. fenntart6
metadonkezelés vs. rehabilitacids kezeles a heroinfliggok esetében). Az ilyen egyénre
szabott terapias madok kialakitasaban a jovoben egyre nagyobb szerephez jut majd a
farmakogenetika.



