Valasz Prof. Klivényi Péter biralatara

Tisztelettel koszondm Professzor Urnak, hogy elvallalta az ,,Endofenotipusok alkalmazésa a depresszié
patomechanizmusdnak megismerésében” cimld MTA Doktori értekezésem biralatat. K6szonom értékes
észrevételeit és megjegyzéseit, valamint elismerd szavait. Az alabbiakban szeretnék valaszolni a
felvetett kérdéseire.

1. A manchesteri és a budapesti mintdk genetikailag mennyire voltak hasonléak, ugyanis a kelet
eurdpai populdcio genetikailag meglehetGsen heterogénnek tarthato (annak ellenére, hogy
kaukdzusi csoportba soroljuk)

A kérdés rendkiviil fontos a replikdlhatd genetikai eredmények szempontjabdl, és nagy hangsulyt
fektettlink a manchesteri és budapesti mintak lehetséges eltéréseinek vizsgdlatdra. Minden
genotipizadlt genetikai varians esetén az allélgyakorisdgok populacidkon bellli stabilitdsat a Hardy-
Weinberg torvény alapjan ellenériztiik, és a stabilitastdl szignifikdnsan eltéré variansokat az
elemzésbdl kizartuk. A populdciékon belili allélgyakorisdgokat a CEPH (CEU) populdcié adataihoz
hasonlitottuk (1), melyek az International HapMap projekten keresztil voltak elérhet6k
(https://www.genome.gov/10001688/international-hapmap-project, az eredeti weboldal mar nem él)
és informacidt szolgdltattak az eurdpai populacion beliili varhato allélgyakorisagokrol. A kés6bbiekben
Ujabb interneten elérhet6 adatbazisokat is alkalmaztunk az SNP-k vizsgalatara (pl. dbSNP
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp summary.cgi, ucsc Genome Browser
https://genome.ucsc.edu/, Genecard https://www.genecards.org/). 2010-ben jelent meg az elsd olyan
teljes genom szintl tanulmdny, mely 5 eurdpai populdcié 6sszehasonlitdsdval igazolta, hogy az
Eurdpadn beliili populacidk is jelentds allélfrekvencia-eltéréseket mutatnak, elsGsorban az immunitast,
bér- és hajszint kddold génekben (2). Az altalunk elemzett NewMood populacidkban az elsé két
genotipizaldsi fazis sordn 0sszesen 183 SNP-t genotipizaltunk, melyek kozll 58 esetén tapasztaltunk
nominalisan szignifikans allélfrekvencia-eltérést a budapesti és manchesteri mintak kozott. A mi
vizsgalatunkban is az eltérések bizonyos genetikai régidokban halmozddtak, masutt nem voltak
észlelhet6k. A fentieket figyelembe véve minden olyan elemzésben, ahol a két populdcié adatait
egylttesen vizsgaltuk, ellenériztik az allélfrekvenciak eltéréseit, a két populacidban az eredményeket
kiilon-kilon is ellendriztiik, illetve bizonyos esetekben a populacid-valtozd kovariansként is szerepelt
az elemzésben. A kés6bbiekben, amikor teljes genom genotipizdlasra is lehetGségilink nyilt,
meghataroztuk a mintdink stratifikacidjara jellemzé genetikai f6komponenseket, és azt tapasztaltuk,
hogy a populacié-valtozo és az elsé f6komponens egymasnak megfelel (pl. a ruminacio teljes genom
asszociacios vizsgalata esetén a genomikus inflacids faktor - lambda - 1ényegileg nem valtozik a kétféle

korrekciot 6sszehasonlitva) és kontrollal a két mintaban lathaté stratifikacio jelent8s részére (tovabbi
fékomponensek hozzdadasa az analizishez szintén nem valtoztatja jelentésen a lambdat) (3).
Osszefoglalva tehat az eltérések ellenére megfelel6 matematikai modszerek alkalmazasaval a két
populacié adatai 6sszehasonlithatok, illetve egylittesen elemezheték.

2. Mialapjan térténtek a polimorfizmusok kivdlasztdsa, ugyanis pl. a demencidnak szamos
genetikai rizikéfaktora ismert, nemcsak amit a disszertdcioban vizsgdltak.

A polimorfizmusok kivalasztasa a dolgozatban ismertetett vizsgalatokban két fazisban tortént. Az elsé
fazisban irodalomkeresés és a NewMood projekt keretében vizsgdlt allatmodellek alapjan
meghataroztuk a depresszié és endofenotipusai szempontjabol legfontosabb kandidans géneket (4). A
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kandidans géneken beliill azonositottuk a korabbiakban vizsgalt és funkcionalisan validalt SNP-ket,
illetve hosszusagpolimorfizmusokat. Ezen felGl a kivalasztott génekben az International HapMap
projekt  (https://www.genome.gov/10001688/international-hapmap-project) els6 eredményeit
felhasznalva haplotipus jelol6 SNP-ket (haplotype tag SNP, htSNP) hatdroztunk meg. Ez a mddszer
akkoriban djdonsagnak szamitott, és megalapozta a kés6bbi teljes genom asszociacids vizsgalatok
végzéséhez alkalmas chipek tervezésének moddszertanat. A htSNP-k meghatdrozdsa a kapcsoltsagi
egyenl6tlenség (LD, linkage disequilibrium) meghatarozasan alapul, mely alapjan egy-egy szorosan
egyltt orokl6dé régio esetén elegendé egy, a régiét jelol6 htSNP meghatarozdsa ahhoz, hogy az egész
régiordl informaciét gydjthessiink. A masodik fazisban az elsé (korai) teljes genom asszociacids
vizsgalatok eredményei alapjan valasztottunk olyan szignifikdns SNP-ket (hiteket), melyek a depresszid
endofenotipusaihoz kapcsolhaték. A polimorfizmusok kivalasztdsa soran nem torekedtiink mas
neuropszichiatriai betegség genetikai rizikdvariansainak teljeskord elemzésére a depresszid
vonatkozasaban.

3. Elvégezték-e ugyanazon polimorfizmusok ésszehasonlité vizsgdlatdat mindkét populdciéban?

A vizsgalataink kezdetétdl torekedtlink eredményeink replikaciéjara azokban az esetekben, ahol
mindkét populdciéban rendelkezésre alltak a vizsgalt fenotipusok. Példaul mindkét mintan igazoltuk az
endokannabinoid 1 receptor génjének (CNR1) szerepét a vondasszorongds/neuroticizmus
kialakulasaban (5, 6), vagy a CREB1 (cAMP response element-binding protein-binding protein 1) gén
jelent6ségét a rumindaciéban (7, 8). Sikerrel replikaltuk a COMT gén (catechol-o-methyltransferase) és
az impulzivitds 6sszefliggését (9), az MTHFD1L gén (monofunctional Cl-tetrahydrofolate synthase,
(ATPase H+ Transporting V1 Subunit B2) gén rs1106634 polimorfizmusanak 6sszefliggését az
élettartam depresszidval (11). Megaanalizis segitségével (a két populacié 6sszevont elemzésével)
igazoltuk a szerotonintranszportergén hosszisagpolimorfizmusanak (5-HTTLPR) gyenge, de
kimutathaté f6hatasat a szorongasos tiinetekre, valamint a 5-HTTLPR x negativ életesemény interakcié
hatasat az élettartam depresszidra és a depresszios tiinetekre (12). Végil a TPH2 gén és a valodszin(iségi
diszkontalas, valamint a BDFN gén és a rumindcié kapcsolata allélikus heterogeneitds figyelembevétele
mellett a budapesti mintdban is igazolodott (nem kozoélt eredmények).

4. Végeztek-e funkciondlis vizsgdlatokat arra vonatkozdlag, hogy ezek a varidnsok befolydsoljdk-e
egydltaldn az expressziot, a periféridn vagy a kbzponti idegrendszerben? Ismert-e ezeknek a
géneknek a szévetspecifikus expresszidja, vagy szévetspecifikus mRNS isoformdi?

Minden esetben vizsgaltuk az altalunk elemzett genetikai variansok potencialis funkcionalis hatasat. A
kandidans gének funkcionalis polimorfizmusai esetén a megfelels irodalmi adatokra hagyatkoztunk (pl.
5-HTTLPR: (13), BDNF Val66Met (14), COMT Val158/108Met (15), CNR1 promoter variansok (16)).
Minden altalunk vizsgalt gén expresszaldodik a kdzponti idegrendszerben
(https://www.genecards.org/). A CREB1 gén esetén kimutattuk, hogy a promoter régidban
elhelyezked6 rs2253206 polimorfizmus ritkdbb allélja alacsonyabb hippokampalis BDNF
koncentraciéval mutat kapcsolatot humdan posztmortem agyakban. Szintén alacsonyabb
hippokampalis TrkB fehérjeszinttel mutatott kapcsolatot az NTRK2 gén két altalunk vizsgalt
(rs1187323, rs1187326) promoterikus variansa (Jason S. Dunham, Ph.D. tézis). Azokban az esetekben,
amikor a polimorfizmus funkciondlis hatdsa nem volt ismert, in silico adatbazisok segitségével
igyekeztink meghatarozni a lehetséges funkciot (pl. dbSNP
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp summary.cgi, UCsC Genome Browser
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https://genome.ucsc.edu/, Genecard https://www.genecards.org/). A fentieken kivil a SNP Function
Prediction (FuncPred) alkalmazassal is dolgoztunk
(https://snpinfo.niehs.nih.gov/snpinfo/snpfunc.html), mely kilonb6z6 adatbazisok Gsszesitésével

< sz

splicing szabalyozd, stop kodon, transzkripcids faktor kotShely, microRNS kot6hely, reguldcids
valészinliségi pontszam). Az in silico funkcionalis predikcidt lehetévé tevs adatbazisok és alkalmazasok
folyamatos fejlesztés alatt allnak, id6rél-idére valtoznak és béviilnek, igy varhatd, hogy a jov6ben még
pontosabban meghatarozhatdak lesznek az altalunk is vizsgalt genetikai variansok funkcioi.

5. Alegtébb genetikai elvdltozds, amit vizsgdltak intronikus varidns (kéziiliik tobbnek a predikcidja
benignus). Ezek hogyan befolydsolhatjdk az endofenotipust?

Tekintettel arra, hogy vizsgalataink soran htSNP-ket is alkalmaztunk, tébb esetben az elemzett
variansok pontos funkciéja nem ismert, azonban egy kapcsoltan 6rokl6dé régiét reprezentalnak.
Példaul az ATP6V1B2 gén rs1106634 polimorfizmusa az SNP Function Prediction Tool alapjan nem
funkcionalis, azonban egy kozeli LD=0,62-ben |évS polimorfizmus (rs1042426) microRNS kot6hely,
mely alapjan az altalunk jel6lt régidnak funkciondlis hatdsa lehet a gén expresszidjdra. Ezt a
feltételezést erdsiti meg, hogy a Psychiatric Genomics Consortium (PGC,
https://www.med.unc.edu/pgc/) eredményei alapjan két, az altalunk vizsgalt SNP-vel szintén erds LD-
ben 1év8 SNP (rs6586899, r? = 0,96, and rs4335136, r? = 0,86) nomindlisan szignifikdns kapcsolatot
mutat a major depresszidval (11). Leguljabb vizsgalatok alapjan az intronikus vagy akar a géneket nem
kédold régidkban elhelyezked6 variansok kifejthetik hatdsukat a hdrom dimenzids kromatinszerkezet
kialakulasa révén is, mely soran kozel keriilnek kédolé genetikai régidkhoz és befolydsolhatjak azok
atir6dasat ugynevezett cisz-szabdlyozé domének és transz-szabdalyozd hubok révén (17).

6. Van-e eltérés a vizsgdlt endofenotipusokban/paraméterekben a primeren kialakult major
depresszios pdciensek és a migrénhez tarsult depresszios betegek kézott?

Sajnos a vizsgalt populacids kohortban nincs informacionk arrél, hogy milyen sorrendben alakult ki a
két betegség, vagyis primer major depresszidhoz tarsult-e a migrén, vagy pedig primer migrénes
fejfajasokhoz a depresszid. Egy kés6bbi kutatasunkban vizsgaltuk a UK Biobank adataiban a migrén és
a depresszié kapcsolatat, ahol a betegségek sorrendjére is volt adatunk (18). Ezen eredmények alapjan
a depresszid és a szorongasossag akkor is erds direkt kapcsolatot mutatott, ha azokat a betegségeket
kizartuk, melyek a depresszid fellépésé utan alakultak ki. Ezzel szemben a kiilonb6z6 fajdalommal jaré
betegségek, mint példaul a migrén, mar nem mutattak erés direkt kapcsolatot a depresszidval. Mindez
arra utalhat, hogy a szorongas és depresszid genetikailag is szoros kapcsolatot mutat, mig a kiillonb6z6
fajdalmakkal jaré betegségek kialakuldsaban a depresszid genetikai rizikdfaktorai csak az esetek egy
részében jatszanak szerepet, mig mas esetekben a depressziotdl eltérd genetikai hattér kovetkeztében
alakulnak ki. Ezek az eredmények 6sszhangban vannak Lighthart és munkatarsai azon eredményeivel,
mely szerint a komorbid depresszidban és migrénben szenvedd személyek genetikailag hasonlébbak a
csak major depresszidban szenved6khoz, és kevésbe mutatnak hasonlésagot a csak migrénben
szenveddk genetikajaval (19). Tehat ez arra utal, hogy a komorbid depresszidban és migrénben
szenvedd személyek endofenotipusai is hasonldsagot mutatnak a depresszié endofenotipusaival. A
betegségsorrend kialakulasatdl fuggetlenl sajat vizsgalatunkban azt tapasztaltuk, hogy a migrénben
is szenvedd depresszids személyekre szignifikdnsan magasabb neuroticizmus (p<0,001) pontszam
jellemzd, valamint kevésbé extravertaltak (p=0,029) a csak depresszidt tapasztalé személyekhez
képest, tehat sulyosabb eltéréseket mutattak a depressziora jellemz6 endofentipusok terén. Ez
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O0sszhangban van azzal a megfigyeléssel, mely szerint a depresszid kevésbé rontja az altaldnos egészségi
allapotot, ha csak 6nmagdban all fenn, mintha mds krénikus betegséggel egyiitt, komorbiditasként
jelentkezik (20).

7. Az akut és kronikus citalopram kezelés sordn észlelt elvdltozdsok mennyire specifikusak erre a
szerre, vagy mds (tipusu) antidepresszdns esetén is megfigyelheték?

Altalanossagban elmondhaté, hogy mind a mai napig nem allnak rendelkezésre olyan szisztematikus
vizsgalatok, melyek a kiilonb6z6 hatasmechanizmusu antidepresszivumok agyi érzelemfeldolgozasra
vagy szlirkedllomany-sirlségre kifejtett hatasait emberben hasonlitottdk Gssze. Egészségesekben
SSRI-k (pl. citalopram, escitalopram és fluvoxamin) akut vagy rovid tavud (7-21 nap) adagoldsban
csokkentették a negativ/averziv ingerekre adott amygdalaaktivaciét, hasonldéan sajat
eredményeinkhez, illetve mas limbikus teriletek aktivacidjat. Ugyanakkor fontos leszdgezni, hogy a
latott  agyi  aktivaciésmintdzat-valtozdst nagymértékben befolydsolta az  alkalmazott
érzelemfeldolgozasi feladat tipusa. Joval kevesebb adat 4&ll rendelkezésre a szelektiv
noradrenalinfelvétel-gatld (SNRI) reboxetin hatdsarél. Az eddigi eredmények alapjan azonban
feltételezhetd, hogy mig az SSRI-k f6 hatasa a negativ/averziv ingerekre adott valasz csékkentése, addig
a noradrenerg rendszeren hatd készitmények esetén a pozitiv/jutalmazé érzelmi informaciok
feldolgozasanak er6sddése figyelheté meg (21). Ennek némileg ellent mond az a sajat megfigyelésiink,
hogy az akut citalopraminfuzio egészségesekben fokozta a boldog-semleges arcok nézése soran az ACC
és hippokampusz aktivaciot is (22), arra utalva, hogy az akut szinaptikus szerotoninszint-névekedés
nem specifikus modon fokozza az érzelemfeldolgozast egészségesekben, pl. az arousal névelésén
keresztil (23). Ez utdbbi lehet&séget tamasztotta alda egy a Nemzeti Agykutatasi Program keretében
végzett, nemrég kozolt vizsgalatunk is (24). Depresszids betegek esetén a f6 és leginkabb megismételt
megfigyelés, hogy az antidepresszivumkezelések normalizdljdk a depressziora jellemz6 negativ
érzelemfeldolgozasi torzitast, vagyis a kdrosan fokozott limbikus és amygdala aktivitast negativ/averziv
ingerekre csokkentik (21), mely megfelel sajat megfigyeléseinknek is. A kilénb6z6 hatdsmechanizmusu
antidepresszivumok 0sszehasonlitdsat azonban neheziti a vizsgdlt betegek heterogenitasa, az
alkalmazott antidepresszivumok sokfélesége sokszor egy vizsgdlaton belil is, a valtozé dézistartomany,
és az alkalmazott feladatok/paradigmak sokfélesége (21). Az agyi strukturalis vizsgalatok teriletén az
eredmények szertedagazdoak. A depresszié antidepresszivummal torténé kezelése esetén 11
vizsgalatbdl pusztdn 3 esetben kozoltek hippokampusz sziirkedllomdany-névekedést, bar ennek
ellenére is ez szamit a legmegismételhet6bb eredménynek, és 6sszhangban van az elektrokonvulziv
terdpia soran tapasztalt kiterjedt szubkortikalis sziirkedllomany-névekedéssel, mely magaba foglalja a
hippokampusz-amygdala komplexumot, az ACC-t és a stridtumot (25). Részletes, antidepresszivum-
tipusonkénti 6sszehasonlitasra sajnos itt sincs lehet6ség a betegek és az alkalmazott kezelések
heterogenitasa miatt.

Ismételten koszondm Klivényi Professzor Ur alapos munkajat és értékes kérdéseit, és tisztelettel kérem
a biraléi véleményre adott valaszaim elfogadasat.

Budapest, 2020. januar 12.

Dr. Juhasz Gabriella
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