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A szkizofrénia az egyik legelterjedtebb pszichiatriai
betegség, mely a humén populécio 1%-at érinti. Nap-
jainkban a szkizofrénia diagnosztizalasa 0sszetett Kli-
nikai tlinetek alapjan térténik és a betegség kritériuma
a tlnetek tartds, legalabb 6 hénapon keresztil tarté
fennallasat is magaban foglalja. Kénnyen analizalhatd
periférias molekularis genetikai markerek a pszichiat-
riai betegségek diagnosztizalasat pontosabba és gyor-
sabba tehetnék. Irodalmi adatok szerint a D1 csoport-
ba (Ds) és a D2 csoportba (D,, Ds, Dy) tartozd dopa-
minreceptorok génjei a periferidlis vér limfocitaiban
(PBL) is expresszalédnak. Kvantitativ reverz transzk-
ripcids PCR (RT-PCR) eljarassal kimutattak, hogy
szkizofrén betegek limfocitaiban a dopamin D5 recep-
tor (DRD3) gén tulexpresszaladik, és igy e gén feltéte-
lezhetéen mind diagnosztikai, mind a gydgyszeres ke-
zelés nyomon kdvetésére alkalmas markernek tekint-

A leiras terjedelme 16 oldal (ezen beliil 3 lap ébra)

hetd. A szerz6k 6 gydgyszermentes, illetve gydgysze-
res kezelésben még nem részeslilt férfi és 7 né beteg-
bél, valamint 5-5, nem szerint osztalyozott kontroll-
egyénbdl szarmazo limfocitat elemeztek. Mikromatrix-
analizissel kimutattak, hogy egy, a D2 dopaminrecep-
tor-csaportba tartozé masik receptor gén, a dopamin
D, receptor (DRD2), illetve a befelé iranyité kalium-
csatorna (Kir2.3) gén a szkizofrén betegek limfocitai-
ban tulexpresszalodik. A megndévekedett mMRNS-szin-
teket mind a SybrGreen, mind a kettés jeldlésl Tag-
Man-préban alapulé QRT-PCR mdédszerrel is igazol-
tak. Mindkét molekularis marker alkalmazasa lehetéveé
teszi a szkizofrénia gyorsabb és preciz diagnozisat, il-
letve el6segitheti a terapia soran a gyégyszerek hate-
konysaganak nyomon kévetéset szkizofrén paciensek
hatékonyabb, egyénre szabott gyogyszeres kezelése-
nek biztositasara.
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A taldlmany a szkizofrénia diagnosztizélasanak terlle-
tére tartozik.

Kdzelebbrdl, a talalmany targya eljarés szkizofrénia
kimutatasara egy adott alanyban, amely eljarasban az
alabbi gének kézil legalabb egynek meghatarozzuk a
génexpressziés szintjét periferidlis vér limfocitaiban:
DRD2-t vagy Kir2.3-t kodold gén. A taldimany targyat
képezik tovibba az emlitett fehérjéket vagy az azokat
kddold nukleinsavakat specifikusan megkétni képes
vegylletek és azok alkalmazdsa, diagnosztikai készle-
tek és szkrinelési eljarasok.

A szkizofrénia olyan sulyos, neuropszichiatriai el-
valtozas, amelyet a mentalis, érzelmi és mozgatofolya-
matok zavara jellemez5. E komplex és pusztité beteg-
ség az emberi populaciénak kortlbelil 1%-at érinti.

Sok bizonyiték van arra, hogy a szkizofrénianak ge-
netikai hattere van, és bizonyos gének expresszios
mintazata megvaltozott a szkizofrénias paciensekben.
Intenziv kisérletek folytak azzal az elsddleges céllal,
hogy megtalaljak azokat a megfeleld genetikai marke-
reket, amelyek lehetévé teszik a szkizofrénia még a
szimptémak kifejlédése eldtti vagy a korabbiaknal meg-
bizhatébb diagnosztizalasat. Altalaban szamos gént
vagy fehérjét tartanak a szkizofrénia markerének,
azonban e gének vagy fehérjék jellemzése még mindig
csak feliiletes, vagy nincs meggydzd bizonyiték arra,
hogy ezek expresszids szintje szignifikdnsan kilonbd-
zik az egészséges és a beteg egyénekben.

A WO 0144269 szamu nemzetkdz kizzétételi irat-
ban (Johnston-Wilson és munkatarsai) kilonféle pszi-
chiatriai s neuroldgiai elvaltozasok markereiként k-
I6nféle agyfehériéket ismertetnek. A markerfehérjéket
2D (keétdimenzids) gelelektroforézissel azonositottak.

Az EP 1 348963 A1 szamu eurdpai kdzzétételi irat-
ban (Cachran és munkatarsai) leirtak, hogy a feszllt-
ségszabalyozott kaliumcsatorna 3.1 (,voltage-gated
potassium channel 3.1” Kv3.1) c-alegységet kddold
gén expresszidja szkizofrénia esetén eltér, és e megfi-
gyelésre alapozva diagnosztikai és szkrinelési eljara-
sokat ismertetnek. Tudomasunk szerint ez az egyetlen
olyan kézlemény, amely egy kaliumcsatorna-fehérje és
a szkizofrénia kdzotti kapcsolattal foglalkozik.

A betegség természetét magyarazé elméletek egyi-
ke a dopaminerg rendszer kdéros miikédésén alapul,
kiléndsen azon a megfigyelésen, hogy a szkizofrén
paciensekben a dopamin fokozott mértékben kotédik a
dopaminreceptorok (DR) D2 alosztalyahoz®. A szkizof-
rénia kezelésében jelenleg alkalmazott antipszichoti-
kus drogok a DR-ek D2-alosztalydnak antagonistaiként
hatnak’. Az US 4931270 szamu amerikai egyesiilt alla-
mokbeli szabadalmi iratban (Horn és munkatarsai) elja-
rasokat és jelzett vegylleteket ismertetnek a D2 dopa-
minreceptor szkizofrénia esetében tapasztalhaté meg-
valtozott megoszlasanak kimutatasara.

Neurotranszmitterek, neuropeptidek és a dopamin-
receptor-gének D2 alosztalyanak (D, Dg, D, altipu-
sok) immunsejtekben, féként periferidlis vérbdl szar-
mazd limfocitakban (PBL) t6rténé expresszalasara
szdmos példat talalhatunk az irodalombant#4:8:9.10,
Ugy vélik, hogy ezek talan a megfelels agyi receptorok
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allapotat tikrdzik vissza. Az utdbbi években figyelték
meg azt, hogy a dopaminreceptor-gének D2 aloszta-
lyanak D5 altipusa szkizofrénia esetében tulexpressza-
l6dik a PBL-ben, és igy feltételezték, hogy ez a gén a
szkizofrénia azonasitasara és ellenérzésére alkalmas
marker lehet3.11, Ugyanez a laboratérium kézdlte azt,
hogy az o7 nikotinos acetil-kolin receptort (0.7AChR)
kddold gén is eltéréen expresszalddik a szkizofrén pa-
ciensekben. A kéros PBL-ben az o7AchR-t kadold
mRNS szintie alacsonyabb volt0. Mivel T-sejteken a
dopamin kdzvetlenl Iép kolcsénhatadsba a DRD3-al és
DRD2-vel és aktivalja az integrin altal kozvetitett
T-sejt-adhéziét, e gének T-sejtekben torténd tllexp-
resszalasa nemcsak passziv diagnosztikai marker le-
het, hanem dinamikus funkcionalis kélcsénhatast is
tiikroz.

Az utébbi években a szekvenciaadatok mennyisé-
gének gyors ndvekedése és génexpresszids mintazat
analizélasara kifejlesztett (j molekularis eljarasok — igy
a nagy teljesitmény( (mikromatrixokon, ,microarray’-n
alapulé technoldgia) vagy a pontosabb eljarasok (kvan-
titativ valds idejii PCR) — az Uj molekularis markerek
fejlesztése terén igéretesnek tlinnek.

Az EP 1 132 483 A2 szamU eurdpai kdzzétételi irat-
ban (Nawa és munkatdrsai) a szkizofrénia esetén elté-
réen expresszaldédd fehériék azonositasara szolgald
eszkdzként mikromatrixot alkalmaztak. Bar nagyszamu
fehériérél gondoltak azt, hogy azok megfelelé marke-
rek, de az emlitett leirds nem nyujt meggydzd bizonyi-
tékot erre az elképzelésre.

A WO 0136473 szamu nemzetkdz kizzétételi irat-
ban (Vogeli és munkatarsai) nagyszéamu, G-fehérjéhez
kapcsolt feltételezett receptoron végzett intenziv kisér-
letezést irtak le, azonban az expresszids analizis sorén
csak néhany, minddssze a szekvencidik alapjan azo-
nositott receptorrol feltételeztek, hogy kapcsolatban all-
hat a szkizofréniaval, de errdl a feltételezésrél kozvet-
len bizonyitékot nem szolgaltattak.

Mikromatrixon alapulé megkéozelitést alkalmaztak
akkor is, amikor szkizofrénias paciensekben G-fehér-
je-szignal 4 (RGS4) csdkkent expressziojat figyeltek
meg (lasd WO 0216653 szamu nemzetkdzi kbzzétételi
irat).

Vawter és munkatarsai egy csaladba tartozé 6t
szkizofrénias egyénbdl nyert PBL-eket szkrineltek
egeszseges egyenekeivel 6sszehasonlitva abbél a cél-
bél, hogy 1128 agyi eredet(i gént tartalmazd mikromat-
rix alkalmazasaval kilénbdz6 mértékben expresszalé-
dé géneket azonositsanak, de a mikromatrixon nem
volt jelen DRD2 vagy Kir2.3%,

Bar a technika jelenlegi allasa szerint tobb lehetse-
ges markergén ismert, tovabbra is szlikség van olyan
gének azonositasara, amelyek lehetvé teszik a szki-
zofrénia diagnosztizalasat vagy — ha ezeket mas ismert
markerekkel alkalmazzuk — fokozzuk a mar letezé elja-
rasok megbizhatésagat.

A technika jelenlegi allasa szerint, a kiterjedt vizs-
galatok ellenére sem vetette fel senki, hogy a befelé
iranyité (,inwardly rectifying”) kéliumcsatornat kédoléd
gén a szkizofrénia markere lenne.
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Ezenfellil, a technika jelenlegi allasdban sem ismert
a DRD2 génjének a szkizofrénia diagnosztizalasara
szolgalé markerként valé alkalmazasa.

Tovabba, az sem ismert, hogy az emlitett gének
vagy az altaluk kédolt fehérjék periferidlis molekularis
markerek lennének a szkizofréniaban.

A talalmany szerinti megoldas célja szkizofrénia
diagnosztizaldsara szolgalé eljarasokban alkalmazhaté
diagnosztikai markerek azonositasa.

Tdbb, szkizofrén személybél nyert PBL-ekben elté-
rden expresszaldédd gén azonositasara nagy teljesit-
mény( mikromatrixanalizist és kvantitativ, valds idejl
PCR-t alkalmaztunk. A mikromatrixokkal végzett kisér-
letekben a DRD2 és Kir2.3 géneket taldltuk tdlexp-
resszaltnak. A DNS-mikromatrixokkal azonositott két
génre vonatkozé eredményeket SybrGreen- és Tag-
Man-prébak alkalmazasaval végzett kvantitativ, valds
idejii PCR-rel igazoltuk. Mivel sem a szkizofrén, sem
pedig a nem szkizofrén egyének nem alltak antipszi-
chotikus vagy mas gyodgyszeres kezelés alatt, a DRD2-
és Kir2.3-mRNS csdkkent szintie onmagaban nem a
gyogyszerezes hatasat, hanem az elvaltozast tiikrozi.
Toébb periferidlis molekuléris genetikai marker kombi-
nacioja kiilondsen alkalmas lehet a szkizofrénia pon-
tos, korai diagnosztizalasaban és a hatékony terdpia
kivalasztasaban.

Az aldbbiakban rdviden leirjuk a talalmany szerinti
megoldast.

A taldlmany targya eljaras szkizofrénia diagnaszti-
zélasara egy adott alanyban, amely eljaras soran:

— az alanytdl vett periférias vérbdél szarmazé limfo-
citdkban (PBL-ben) meghatarozzuk az alabbi gé-
nek kézll legalabb egynek a génexpresszids
szintjét:

DRD2-t (dopamin D2 receptor) kédolé geén
esfvagy

Kir2.3-at (befelé iranyité kaliumcsatorna 2.3) ké-
dolé gén;

és

— a periférias vér limfocitdiban mért expresszios
szintet 6sszehasonlitjuk a megfelelé gének
egészséges alanyokban mérheté atlagos exp-
resszios szintjével,

ahol a PBL-ben talalt magasabb génexpressziés
szint jelzi, hogy az alany szkizofrénids vagy arra foge-
kony.

A talalmény el6nyds megvaldsitasi madjaban, a
fenti eljarasban az expresszids szint megallapitasat a
biolégiai mintabdl nyert nukleinsav, elénydsen mRNS
vagy cDNS, nukleinsavhibridizacidés prébaval térténd
hibridizaltatasaval végezziik, ahol a nukleinsav szek-
venciaja:

DRD2-t (dopamin D2 receptor) kddold gén esfvagy

Kir2.3-at (befelé iranyité kaliumcsatorna 2.3) kodo-
16 gén,

azok része,

vagy a fentiek barmelyikével komplementer szek-
vencia.

Elényds, ha a bioldgiai mintabdl nyert nukleinsav
mMRNS vagy cDNS.
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A taldlmany elényds megvalésitasi médjaban az
expresszios szintet mikromatrixanalizissel hatarozzuk
meg.

ElBnyds, ha az expresszids szintet PCR-eljarassal,
elényds, ha valés idejli PCR-eljarassal, elénydsebb,
ha kvantitativ valés idejli PCR-eljardssal hatarozzuk
meg.

A biolégiai minta periferidlis vérbél szarmazé sejte-
ket, elénydsen limfocitdkat tartalmaz, és a génex-
presszids szintet e sejtekben hatdrozzuk meg.

A talalmany tovabbi szempontja szerint, a taldl-
many targya az alabbiak kdziil legalabb egyhez specifi-
kusan kétédni képes vegyllet alkalmazésa szkizofré-
nia diagnosztizalasara:

DRD2-t kddolé nukleinsav és/vagy

Kir2.3-at kédolé nukleinsav.

A taldlmany elényds megvaldsitasi modjaban a
vegyllet a DRD2-t vagy Kir2.3-t kddolo nukleinsavak,
azokkal komplementer nukleinsavak vagy mindezek
részei barmelyikéhez specifikusan hibridizalni képes
oligonukleotid. Elényds, ha az oligonukleotid jeldlést
tartalmaz. Eldnyds, ha a jeldlés fluoreszcens vagy ra-
dioaktiv jeldlés. Igen elényds, ha a préba fluoresz-
cens jeldlést vagy kioltdanyagot (,quencher”) tartal-
maz.

A talalmany egy elényds megvaldsitasi mddjaban a
vegyllet PCR-ben alkalmazhaté oligonukleotid-lancin-
dité.

A talalmany tovabbi szempontja szerint, a taldl-
many targya egy adott alanyban a szkizofrénia diag-
nosztizalasara szolgald diagnosztikai készlet és annak
alkalmazasa, amely készlet tartalmazza az aldbbiakat:

legalabb egy, az alabbiak kdziil legaldbb egyet
megkétni képes vegyllet:

DRD2 vagy azt kédolé nukleinsav és/ivagy

Kir2.3 vagy azt kodolé nukleinsav

és

mad a vegyllet specifikus kdtddése eseten kimutat-
haté jel el6allitésara.

A talaimany elényds megvalésitasi moédjaban a ki-
mutathatd jel elGéllitasanak maédja lehet jeldlés, elé-
nydsen enzimes jeldlés, fluoreszcens jeldlés vagy ra-
dioaktiv jeldlés.

A talalmany elényés megvaldsitasi modjaban a ve-
gyllet lehet a nukleinsavak, azok komplementerei vagy
részei barmelyikéhez specifikusan hibridizalni képes
oligonukleotidot tartaimazé préba. A proba tartalmaz-
hat oligonukleotidot és ahhoz kotétt jeldlést. A talal-
many elényds megvaldsitasi médjdban a jeldlés fluo-
reszcens jel6lés és elényds, ha a préba fluoreszcens
jelélest vagy kioltdanyagot tartalmaz.

A talalmany tovabbi megvaldsitdsi médjaban a pré-
ba oligonukleotid és a jeldlés kelatképzé vegyllet, pel-
daul SybrGreen vagy etidium-bromid.

Elényds, ha a diagnosztikai készlet tartalmaz meg a
nukleinsavak kéziil legalabb egynek az amplifikalasara
alkalmas oligonukleotid-lancindité part.

A készletben a specifikus kétédes kimutatasanak
madja lehet az antitesthez kapcsolt jeldlés vagy tovab-
bi, az elsé antitesthez kotédni képes, jelzett antitest.
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A talalmany tovabbi szempontja szerint a taladlmany
targya egy adott alanyban a szkizofrénia diagnosztiza-
l4séra szolgéld oligonukleotidpréba, amely préba az
alabbiakat kédolé nukleinsavak kdzll legalabb eggyel
specifikusan hibridizalni képes:

DRD2 és/vagy Kir2.3,

vagy azok komplementere vagy része.

El8nyds, ha a talalmany szerinti préba az oligonuk-
leotidhoz kétve fluoreszcens jelolést, és eldnydsen ki-
olté anyagot tartalmaz.

A talalmany tovabbi szempontja szerint, a taldl-
many targya eljaras a szkizofrénia tlineteit médosito,
potencidlis terapias vegyiilet szkrinelésére, amely elja-
rasban a vegytiletet az alabbi nukleinsavak kozil leg-
alabb eggyel érintkeztetjlk:

DRD2-t kédolé nukleinsav és/vagy

Kir2.3-at kodolé nukleinsav,

és meghatarozzuk a vegylilet hatasat,

ahaol a nukleinsavak vagy fehérjék barmelyikének
mikddesét befolyasold vegyliletet a szkizofrénia
szimptémait modositd, potencialis vegylletnek tekin-
tink.

A taldimany szerinti elényds eljarasban a kérdéses
vegylletet az alabbiak kézll legalabb eggyel érintkez-
tetjuk:

DRD2-t kédold nukleinsav és/vagy

befelé iranyitd kaliumcsatornat (Kir2.3) kodold nuk-
leinsav,

a nukleinsava(ka)t expresszalé sejtoen,

és meghatarozzuk és kiértékeljlik a vegyliletnek a
nukleinsav(ak) expresszids szintjére kifejtett hatasat,

ahol az expresszios szintet csOkkentd vegyiiletet a
szkizofrénia gyogyitasara szolgald potencialis vegyl-
letnek tekintjiik.

A talalmany tovabbi megvaldsitasi médjaban a kér-
déses vegylletet a szkizofrénia, az alabbiak kdzl leg-
alabb egyet tllexpresszalo allatmodelljének adjuk be:

DRD2 vagy azt kédolé nukleinsav és/vagy

Kir2.3 vagy azt kddolé nukleinsav,

és meghatarozzuk a vegyllet szkizofréniaval kap-
csolatos szimptomaira kifejtett hatasat.

Definiciok

A leiras szerinti értelemben, az ,alany” kifejezés
személyt vagy éllatot jelent. Alany lehet olyan paciens,
akinek az adott elvaltozasa van vagy feltételezik, hogy
van, illetve lehet egészseges személy vagy allat, aki
(amely) igény szerint kontrall lehet.

A leiras szerinti értelemben, a ,biol4giai minta” kife-
jezés barmilyen, egy adott alanytél vett — igeny szerint
a vizsgalatra processzalt vagy emesztett vagy eldke-
szitett — testfolyadékot vagy szdvetet jelent, és amely
tartalmaz fehérjemarkert és/vagy a markert kddolé
nukleinsavat és/vagy a fehérje szubsztratumat és/vagy
a marker altal termelt termékeket. Ezenfellll, bioldgiai
minta lehet még sejttenyészet, példaul a paciens sejt-
jeinek tenyésztésével kapott elsédleges sejttenyészet.

A leiras szerinti ertelemben, a ,biolégiai mintabél
nyert nukleinsav” kifejezés olyan nukleinsavat jelent,
amely a minta egyik komponense, de amelyet a tovab-
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bi vizsgalatok szamara hozzaférhetbvé tettlink, példaul
a nukleinsav bizonyos mértékii tisztitasaval vagy izola-
lasaval.

A leirds szerinti értelemben, az ,immunsejt’ olyan
sejt, amely csontvel8bdl szarmazd §ssejtbdl ered. EIS-
hyds immunsejtek mielinbdl vagy nyirokbél szarmaz-
hak. Az immunsejtek példaul limfociték, természetes
Olésejtek (NK-sejtek), leukocitak, granulocitdk, monoci-
tak, példaul fagocitak stb.

A leirds szerinti értelemben, egy adott anyag ,izola-
lasa” kifejezés a kérdéses anyag eredeti kdrnyezeté-
nek ember altali megvaltoztatasat jelenti.

A leirds szerinti értelemben, a ,préba” clyan vegyu-
let, amely képes reakcidba lépni a vizsgalni kivant mo-
lekulaval (azaz a célmolekulaval) vagy ahhoz kétédni.
Elényds, ha a prébat ugy tervezzik, hogy a bioldgia
molekulaval valé reakcié vagy a mintadhoz valé kétédés
esetén a préba résztvegyen a jelkibocsatasban.

Nukleinsavak kimutatasara el8nyds prdbak oligo-
nukleotidot tartalmaznak (oligonukleotidprébak), pél-
daul fluoreszcens prébak. Igen elénydsek az olyan ti-
pusu probak, amelyek fluoreszcens festéket és olyan
kioltdanyagot tartalmaznak, amelyek fluoreszcens re-
zonancia-energiatranszferre képesek, ha a proba a
célmolekuldhoz kétédik (példaul TagMan-prébak).
llyen prébak specidlis tipusai példaul a molekularis
JSfenyjelek” {,beacon”).

Egy adott gén ,expresszids szintje” az expresszid
barmely olyan, félkvantitativ vagy kvantitativ mddon
torténd becslését vagy megéllapitasat jelenti, amely al-
kalmas az expresszios szintek dsszehasonlitasara ki-
I6nb6z6 mintak vagy alanyok esetén. Hasonloképpen,
mennyisegének, hatasdnak vagy aktivitasanak olyan,
félkvantitativ vagy kvantitativ médon torténé becslését
vagy megallapitasat jelenti, amely alkalmas a szintek
dsszehasonlitdsara kiilbnb6z4é mintak vagy alanyok
eseten.

A leiras szerinti értelemben, a ,specifikus hibridiza-
cig” kifejezés valamely poli- vagy oligonukleotid, szek-
venciahasonldsag eredményeként, meghatarozott ké-
rilmények kdzotti kotddését jelenti egy mésikhoz. A ta-
lalmany elényds megvalositasi médjaban sztringens
korlilményeket alkalmazunk. Elényés, ha a kétédés ki-
mutathatd, példaul a kettés szall DNS kimutatasara
szolgalé médokon.

A ,DRD2" (dopamin D2 receptor) a dopaminrecep-
tor D2 altipusat jelenti. Ez a G-fehérjéhez kapcsolt re-
ceptor gatolja az adenilil-ciklaz aktivitasat.

A fehérje szekvenciagja ismert, példaul a PubMed
Protein Database-bdl az alabbi azonositd szamokon:
BC021195.2. P14416, NP_057658.

A mRNS szekvenciaja ismert, példaul a PubMed
Nucleic Acid Database-bdl az aldbbi azonosité szamo-
kon: X51645, M30625

Tovabba, a DRD2 receptorfehérje és az azt kédold
nukleinsav az irodalombdl is ismert36,37,38,39.4041,

A befelé iranyitd K*-csatornék kozé tartozé ,Kir2.3”
(befelé iranyitd kaliumcsatorna 2.3) a G-fehérjek altal
szabélyozott, membranba integralddott fehérje, amely
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elsésorban a kalium sejtbe torténd bedramlasat és
nem a kiaramlasat teszi lehetévé. Ez a kaliumion-veze-
téképességben fennallé aszimmetria kulcsszerepet tolt
be az izomsejtek és idegsejtek ingerelhetdségében.
A Kir2.3 feszliltségtdl valé flggéségét a sejten kivili
kaliumkoncentracié szabalyozza gy, hogy ha a sejten
kivili kdliumkoncentracié né, akkor a csatorna nyitoda-
sénak feszlltségtartomanya eltolodik a pozitiv feszlt-
ségek iranyaba.

A fehérje aminosavszekvencidja példaul az Entrez
Protein Database-ban, példaul az alabbi katalégussza-
mokon taldlhaték meg: P52190, NP_690607,
NP_004972, Q64198, P52189, P48050, AAG17049,
AAG53738

A Kir2.3-at kédold nukleinsavszekvenciak az Ent-
rez Nucleotides Database-ban, példaul az alabbi kata-
l6gusszamokon taldlhaték meg: mRNA: NM_152868,
NM_004981 (human); cDNS: AF187874, AF183917
(domestic guinea pig; Cavia porcellus).

Tovabba, Kir2.3 receptort és azt kddold nukleinsa-
vat ismertetik az kévetkezd publikaciok4243:44.45,

Az alabbiakban rdviden ismertetjlik a leirashoz tar-
toz6 abrakat.

1.abra: A DRD2 és a Kir2.3 gének relativ exp-
resszids szintjének variancidja a kontrall-
mintakban. A relativ expresszids szintek
log, aranyokként vannak &brazolva az Y
tengelyen. A vonalkdzott és a fehér oszlo-
pok a Kir2.3-gén expresszidjat mutatjak
SybrGreen-festék, illetve TagMan-proto-
koll alkalmazasaval. A szlirke és a fekete
oszlopok pedig a DRD2 gén expresszidjat
mutatjak SybrGreen-festek, illetve Tag-
Man-préba alkalmazasaval (MC, ferfi
kontroll; FC, néi kontroll).

A DRD2 (A) és a Kir2.3 (B) gének relativ
expressziés szintje a szkizofrén betegek-
b8l szarmazé mintakban. A relativ exp-
resszios szintek log, aranyokként vannak
abrazolva az Y tengelyen. A fehér és fe-
kete oszlopok a SybrGreen-festéken, il-
letve TagMan-protokollon alapuld QRT-
PCR-adatokat mutatjak. A szlirke oszlo-
pok a DRD2 és Kir2.3 gének cDNS a mik-
romatrixeljarassal analizalt, relativ exp-
resszidjat mutatjak. (A) A fehér pontozott
vonal (log, arany=1.4) és a fekete szag-
gatott vonal (log, arény=1,3) a DRD2 gén
kontrollmintakon mért hattér expresszios
szintjét mutatja. (B) A fehér pontozott vo-
nal (log, arany=1,8) és a fekete szagga-
tott vonal (log, arédny=1,5) a Kir2.3 gén
kontrollmintakon mért hattér expresszios
szintjét mutatja. (M, férfi paciens; F, néi
paciens).

Az expressziés adatokon alapulé hierar-
chikus klaszterezés vilagosan elkiilonit két
6 klasztert: az egészséges kontrollt és a
beteg mintakat (MC, férfi kontroll; FC, néi
kontroll; M, férfi paciens; F, néi paciens)

2. abra.

3. abra.
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A taldlmany szerinti megoldas részletes

ismertetése

A taldlmany alabbi, bizonyos megvalésitasi mddjait
példak segitségével részletesebben bemutatjuk, azon-
ban egyértelm(, hogy a taldlmany oltalmi kére nem
korlatozddik ezekre a példakra.

A taldlmany a szkizofrénia diagnosztizalasara szol-
gald uj, biokémiai eljdrasokkal foglalkozik, és azon a
megfigyelésen alapul, hogy a dopamin D2 receptor és
a befelé iranyité kaliumcsatorna Kir2.3 expresszidja
szkizofrénias péaciensekben fokozdlag szabalyozott
(,upregulated”).

A DR-ek D2 alosztalyaba tartozo, G-fehérjéhez kap-
csolt DRD2 gétolja az adenil-ciklaz-aktivitdsatd. A re-
ceptor altal aktivalt G-fehérjék egyes befelé iranyitd ka-
liumcsatornakat aktivalhatnak (Kir3.1), masokat inakti-
valhatnak (Kir2.3)%0. Szamos kiilénféle kaliumcsator-
nardl ismert, hogy részt vesz az idegrendszer elektro-
mos jelatvitelében. A Kir2.3 a nagy kaliumbearamlast
és kis kaliumkiaramlast hordozé, konstitutivan aktiv, in-
ward rectifier K*-csatomak csaladjaba tartozik?. Ez a
kaliumion-vezetoképességben fennalld aszimmetria
kulcsszerepet tOlt be az izomsejtek és idegsejtek inge-
relhetGségében. Patkanyok Soemmering-allomanya-
ban (substantia nigra) 1év0 neuronokban a DR-ek
DA-D2 alosztalya kdzvetlendil aktivélja az IAP-ra [,islet
activating protein” (szigetaktivalo fehérje), pertussis to-
xin] érzékeny G-fehérjéhez kapcsalt befelé iranyitd ka-
liumcsatornakat9. Lavine és munkatarsai kimutattak,
hogy a DRD2 és egy masik befelé iranyitd kaliumcsa-
torna Kir3 stabil, funkcionalis komplexet alkot in vitro és
in viveY, Bar a taldlmanyt nem kivanjuk semmiféle mé-
gottes elméletre korlatozni, ezen eredmények felvetik
annak lehetségéet, hogy a RD-k és az befelé iranyitd
kaliumcsatornak szoros kapcsolatban allnak.

A talalmany egyik megvaldsitasi madjaban, egy
adott alanytol vett biologiai mintaban megallapitjuk a
DRD2-t kddol6 gen vagy pedig a Kir2.3-at kddolé gen,
vagy mindkettd expressziés szintjét. A bioldgiai minta-
ban mért expresszids szintet dsszehasonlitjuk a meg-
felelé gének egészséges alanyokban mérhet6 atlagos
expresszids szintjével. Ha a biolégiai mintaban génex-
presszids szint magasabb, mint az atlagos szint, akkor
levonjuk azt a kdvetkeztetést, hogy az alany szkizofré-
nias vagy arra fogékany.

A taldlmany egy masik megvalositasi modjaban,
egy adott alanytdl vett biolégiai mintaban megallapitjuk
a DRD2 fehérje vagy a Kir2.3 fehérje, vagy mindkettd
szintjét. A biolégiai mintdban mért feherje(ék) szintjét
dsszehasonlitjuk a megfelelé gének egészséges ala-
nyokban mérhet6 atlagos szinttel. Ha a bioldgiai minta-
ban a szint magasabb, mint az atlagos szint, akkor le-
vonjuk azt a kdvetkeztetést, hogy az alany szkizofre-
nias vagy arra fogékony.

Hangsulyozni kivanjuk azonban azt, hogy a szkizof-
rénia mas markerei is ismertek a technikaban, amelye-
ket a leiras bevezets részében soroltunk fel. A leiras-
ban ismertetett Uj markerek a mas ismert markerekkel
egyltt alkalmazhatdk, ezaltal a diagnézis megbizhatd-
saga fokozhaté.
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Az expresszié alapszintje lehet ugyanezen gén
egészséges — azaz nem szkizofrén — alanyban mérhe-
t& expressziés szintje. Elénydsebb, ha az alapszintet
az egészséges alanyok alkotta referenciacsoportban
mérheté atlagos expresszids szintként hatarozzuk
meg. Tanacsos lehet az, hogy a referenciacsoportot
gondosan valasszuk meg és a csoportot alkotd alanyok
és a diagnosztizalni kivant alany bizonyos jellemzéket
tekintve, példaul rassz, kor, nem stb., megegyeznek,
bar eredményeink szerint az egészséges egyének ko-
zotti variaciok altalaban kisebbek, mint az egészséges
és szkizofrén alanyok kozott. Elényds, ha az alapszin-
tet megfeleld kontrollhoz, példaul belsd referencia
kontrollhoz képest hatarozzuk meg. Esetleg, altalano-
sabb alkalmazas esetén, a referenciacsoportba vélo-
gatott alanyoknak — a kor, nem, szocialis helyzet, fld-
rajzi eloszlas, korabbi drog- és kortdrténet tekintetében
— elegendden sokfélének kell lennilk, és a referencia-
csaoportnak megfelelé méretlinek kell lennie ahhoz,
hogy statisztikailag értelmezheté értéket kapjunk. Igy,
a talalmany szerinti diagnosztikai markerek vagy fehér-
i€k expresszidjat a ,normalis” populaciét reprezentald
mintakészletben mérjik. Az alapértéket ezen eredmé-
nyek statisztikai értékelésével szamitjuk ki.

Bioldgiai mintat vehetlnk a taldlmany szerinti mar-
kergén vagy fehérje differencialis expresszidjat mutato
barmely szdvetbdl. llyen szOvet — bar nem kizardlag és
nem akarmilyen korliimények koézétt — az agybél, ge-
rincvelébdl, nyirokfolyadékbdl, vérbdl stb. szarmazo
szdvet. Eljarasok mintavételre és -feldolgozasra jdl is-
mertek a technika allasa szerint.

A szakember mar régota tébb eljdrast is ismer a fe-
hérjék szintjének vagy a génexpresszid szintjének
kvantitativ meghatarozésara egy adott mintaban. A ta-
lalmanyban alkalmazhaték mindezen eljarasok.

A talaimany egyik megvalésitasi médjéban, a kimu-
tatési rendszerben a kérdéses RNS-molekulabdl
cDNS-molekulat szintetizalunk (példdul az RNS-mole-
kulabdl reverz transzkripcidval cDNS-t készitiink), és a
cDNS-ben bellli szekvencidt nukleinsavamplifikaciés
reakcidban — példaul PCR-amplifikacios reakcid, vagy
hasonlék — templatként alkalmazzuk. A reverz transzk-
ripciéban és az eljaras nukleinsavamplifikéciés lépései-
ben lancinditéként alkalmazott nukleinsavreagensnek
DRD2 vagy Kir2.3 génbé&l szarmazé nukleinsavreagen-
seket valasztunk. Szakember szamara ismertek alkal-
mas lancinditék tervezésére es eldallitdséara szolgalo
eljarasok (lasd példak).

Tovabbd, génexpresszids vizsgalatot in situ — azaz
kézvetlenll a paciens szdvetébdl biopsziaval vagy re-
szekciokkal nyert, fixalt esfvagy fagyasztott szGvetmet-
szeten — is végezhetlink, igy nem sziikséges nuklein-
savat preparalni. Nukleinsavreagenseket alkalmazha-
tunk prébakent ésivagy lancinditdként az ilyen in situ
eljarasokhoz. Esetleg, ha a megfeleld sejtbdl elegendé
mennyiséget lehet nyerni, standard Northern-blot-ana-
lizist végezhetiink a markergének mRNS expresszidja
szintjének meghatarozasara.

Azonban, jelenleg egy bizonyos viszonylag (j elja-
ras széles kér(i alkalmazhatdsaga kezd elterjedni.
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Ahogyan az alabbi példakkal bemutatjuk, az alap-
szint megallapitasara szolgalé egyik eljardsban valés
idejl kvantitativ PCR-t (RT-PCR) alkalmazunk. A szak-
ember kildnféle RT-PCR eljardsokat ismer, igy példaul
a Real Time PCR Special Issue of the METHODS
Journal (Elsevier, Dec 2001, 25. két., 4. kiadas,
383-481) kiadvanyban ismertetett eljaras.

A taldlmany egy masik megvalésitasi médjaban, fe-
hérjeszintek meghatarozasahoz DRD2-t vagy Kir2.3-at
specifikusan felismerni képes antitesteket allitunk eld.
Az antitesteket egymagukban vagy kombinacidban al-
kalmazzuk. A fehérjét specifikusan felismeré antitest
kotédésének szintje magasabb a szkizofrén egyének-
ben, mint a normalis egyénekben. Kir2.3 elleni antites-
tet ismertetnek példaul Noam és munkatarsai*e.

A szovetben |1évd fehérje teljes mennyiségéhez
valéd kotédés szintjének normalizdlasara a specifikus
antitestek kotédését az egészséges és beteg alanyok-
ban egyenld mértékben expresszalddd referenciafe-
heérjéhez viszonyitva adhatjuk meg.

A taldlmany alternativ megvaldsitasi maédjaban, a
maodositott €s mddositatlan receptorok mennyiségének
meghatarozasa torténhet izolalassal, példaul a recep-
torfehérje vagy a kaliumcsatornat alkotd fehérje részle-
ges izoldlasaval. Az izolalds hatékany mddja a gélelekt-
roforézis, példaul kétdimenzids gélelektroforézis, vagy
izoelektromos fokuszalasi eljardsok. Ezen eljarasok
kombinalasa blottold eljarasokkal vagy mas immunolo-
giai kimutatasi eljarasokkal hatékony lehetéséget bizto-
sithat egy adott mintdban a fehériék koncentraciéjanak
megallapitdsara. Az izolalt és részlegesen tisztitott fe-
hérjéket — példaul proteolitikus enzimekkel végzett —
peptidfragmentum-analizisnek is alavethetjlik, amely-
ben specidlis tulajdonsagokat hordozé fragmentumokat,
példaul esetleg specifikus kémiai modasitasokra alkal-
mas helyet tartalmazo fragmentumokat allitunk elé.

A taldlmany alternativ megvaldsitasi médjaban, a
DRD2 marker receptorfehérje vagy a Kir2.3 kaliumcsa-
torna aktivitasat a kérdéses fehérje szintjét indikalo ér-
tekként mérjlk. A befelé iranyulé K*-dramok meghata-
rozasara szolgalé eljarasok és a Kir2.3 kimutatasara
szolgalé mas eljarasok ismertek (példaul Noam és
munkatarsai*® és Bannister és munkatérsai*’ és a le-
irasban mar emlitett publikaciok).

Amikor a markerfehérje vagy a markergén szintjét
meghataroztuk és az alapértékkel Gsszehasonlitottuk,
megallapithato egy bizonyos kiiszbértek, amely feletti
értékek a diagnosztizalt alanyokban a szkizofréniat jel-
zik. E kiiszébérték klldnféle faktaroktdl fligg, igy a mé-
rési eljarastél, az alapszint megbizhatésagatdl, statisz-
tikai (matematikai) tényez6k es a diagnézis célja (azaz,
hogy a betegség kifejl6dését bizonyossaggal kell-e
megallapitani vagy csak a fogékonysagrol kell meg-
gyézédni) stb. Mint extrém érték, az alapvonal egybe-
eshet a kiiszébertékkel. Ha a meghatarozott szint e ki
szdbértek féle esik, akkor az jelezheti a betegség su-
lyossagat.

Elényds, ha egy adott eljaras optimalizélasa soran
a teszt megbizhatésaganak meghatarozasara egy sor
beteg alanyt is vizsgalunk a betegekbdl szarmazo min-
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takbdl és a normalis mintakbdl kapott eredmények
dsszehasonlitaséaval.

A diagnosztikai készletek a technikdban ismertek.
Konkrétan, szamos, elérheté és a technikaban leirt
diagnhosztikai készletre hivatkozunk a leirasban. E
készletek barmelyike alkalmazhaté a taldimany szerinti
készletek analégjaként, ha szamitasba vesszik a talal-
many itt ismertetett specifikus tulajdonségait.

A vizsgalatot az Orszagos Tudomanyos Kutatasi
Alap (OTKA-2001, T38373), az Oktatasi Minisztérium
(NKFP-2002 5/0079) és a Miniszterelnoki Hivatal és a
Magyar Tudomanyos Akadémia kozott bilateralis 0sz-
tondija tAmogatta. L. G. P.-t az Oktatasi Minisztérium
Bdlyai Janos dsztdndija tAmogatta.

Példak

Anyagok és eljarasok

Paciensek

Pacienseket a Pszichiatriai Osztaly fekvébeteg egy-
ségebdl verbuvaltunk és tdllik irasos beleegyezést kap-
tunk a vizsgélat ismertetése utan. Minden paciens ala-
pos orvosi vizsgalaton — igy testi és idegrendszeri vizs-
galaton — és rutin laboratériumi vizeletvizsgalaton is at-
esett. Minden pacienssel a Mini International Neuropsy-
chiatric Interview Plus-t (MINI PLUS)® végeztiik el, és e
paciensek mindegyikében szkizofréniat vagy szkizofré-
nia jellegl pszichdzist diagnosztizaltunk a DSM-IV sze-
rint?, Pszichiatriai szimptémakat a Pozitiv és Negativ
Szindroma Skala [Positive and Negative Syndrome
Scale (PANSS)]?, a Klinikai Osszbenyomés [Clinical
Global Impression (CGl)] és a Mlkddés Globalis Fel-
mérési [Global Assessment of Functioning (GAF)] skéla
alkalmazasaval allapitottunk megP. A klinikai osztélyo-
zast két képzett pszichiater végezte. A vizsgalatot a
Helsinki Egyezménnyel (Declaration of Helsinki) &ssz-
hangban végeztlik. Demogréfiai &s orvosi adatokat a 2.
tablazatban reszleteztiink. 7 né és 6 ferfi gyogyszerrel
még nem kezelt, illetve gyogyszermentes, szkizofrénia-
val diagnosztizalt beteget s 5-5 férfi, illetve nd egész-
séges kontroll egyént vizsgaltunk meg.

Limfocita- s RNS-preparélas szkizofrén

paciensekbdl és kontrollegyénekbd!

10 ml teljes vért EDTA-t tartalmazo csébe gyijtot-
tik, 5 percig 1500 fordulattal centrifugaltuk és a limfoci-
tafrakciot 6sszegyUjtéttik. A sejteket virésvértest-lizis-
pufferrel (5 mM MgCl,, 10 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI
pH=7,0, Promega, Madison, WI, USA) 3-szar mostuk
az eritrocitak lizalasa céljabdl. A tiszta limfocitaliledék-
b6l RNS-t izolaltunk a Macherey-Nagel (Macherey-Na-
gel, DUren, Germany) ceg altal forgalmazott RNS-tisz-
titd készlettel a mellékelt Utmutaté szerint. Az RNS-
mintakat 30U Prime RNAaz-inhibitor (Eppendorf) jelen-
|éteében —80 °C-on taroltuk. A tisztitott RNS minéségét
agardzgél-elektoforezissel, mennyiségét spektrofoto-
metriaval (NanoDrop, Rockland, DE, USA) ellenériztik.

Mikromatrixok, probakészités és hibridizacié
A Matchmaker kényvtarbél (Clontech, BD Bioscien-
ces Franklin Lakes, NJ, USA) szarmazé 3200 emberi
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60

limfocitabdl vett cDNS inzertet és pBluescript SK Il (=)
plazmidban készitett, kevert emberi kényvtarbél szar-
mazo, igazolt szekvenciaju kiénokat (New England
Biolabs, Hertfordshire, England) plazmidra specifikus
lancinditokkal PCR-rel amplifikaltunk és MultiScreen-
PCR lemezeken (Millipore Billerica, MA, USA) tisztitot-
tunk, 50% dimetil-szulfoxid/viz oldatban felszuszpen-
déltuk és FMB c¢DNS-lemezekre (Full Moon BioSys-
tems, Sunnyvale, CA, USA) MicroGrid Total Array Sys-
tem (BioRobotics, Cambridge, UK) robot segitségével.
A lemezek utdkezelése és a blokkolas a korabban leir-
tak szerint tortént?4. Préba el8dllitasahoz 2 pg teljes
RNS-t (14 szkizofrén paciensbél) reverz transzkripcio-
val cDNS-sé irtunk at poly-dT primed Genisphere Exp-
ression Array 350 Detection Kit rendszer (Genisphrere,
Hatfield, PA, USA) alkalmazasaval a gyarté utmutata-
sait kovetve. A befogdszekvenciat tartalmazé cDNS-t a
3200 emberi ¢cDNS-klont tartalmazd, emberi ¢cDNS
mikromatrixra hibridizaltuk. Az elsd Iépésben végzett
cDNS-hibridizacio és a masodik, befogé reagens hibri-
dizacids lépés Ventana-hibridizald allomasban (Venta-
na Discovery, Tucson, AZ, USA) tortént az ,antitest’
protokall alkalmazasaval. Az elsd hibridizalast
40 °C-on 6 4ran at, ,Chiphyb” hibridizacios pufferben
(Ventana) végeztik, majd a lemezekhez 200 pl, 2,5 pl
Cy5 és 2,5 pl Cy3 befogdreagenst tartalmazé ,Ribo-
hyb” hibridizacids puffert (Ventana) adtunk és 42 °C-on
2 oran at inkubaltuk. A hibridizalds utdn a lemezeket
0,2xSSC-vel kétszer, 10 percig mostuk, szaritottuk és
szkenneltllk. A szkennelés és adatanalizis a korab-
biakban leirt médon tértént?.

Valos idejli PCR

Valés idejli PCR-hez, 1 pug egyedi beteg és kontroll-
mintabdl szarmazd teljes RNS-t SuperScript Il RNaz
H- reverz transzkriptézzal (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) cDNS-sé irtunk at. A reakcio 5 pM random hexa-
mer primer, 1xFirst-Strand Buffer [250 mM Tris-HCI
(pH=8,3) 375 mM KCI, 15 mM MgCl;], 500 nM dNTP
mix (500 nM mindegyikbdl) 0,01 M DTT, 40 E Prime
RN&z-inhibitor (Eppendorf) és 200 E SuperScript Il
RN&z H- reverz transzkriptaz (Invitrogen Carlsbad, CA,
USA) jelenlétében, 20 pl végtérfogatban, 42 °C-on
2 éran keresztiil zajlott. A reverz transzkripciot (RT)
megeléz6en az RNS és a Random primer elegyét
65 °C-on 5 percig denaturaltuk. A reakciot a reverz
transzkriptaz enzim 15 perces, 70 °C-an tortént inakti-
valasaval allitottuk le. A négyszeresére higitott
RT-reakcidbdl 1 pl-t hasznaltunk mind a SybrGreen-
festéken, mind a TagMan-préban alapulé QRT-PCR-
reakciohoz. A SybrGreen-festéken alapi QRT-PCR-
reakciéhoz az ABGene ABsolute QPCR SybrGreen-
mix-ét (ABGene, Surrey, UK) és a Corbett Research
RotorGene QRT-PCR gépét hasznaltuk (Corbett Re-
search, Mortlake, Australia) a gyarté Utmutatasai sze-
rint a lancinditékat 150 nM végkoncentraciéban alkal-
mazva az alabbi kérllmények kdzétt: 15 perc 95 °C,
majd 45 cikluson keresztll 95 °C 15 s, 60 °C 25 s és
72 °C 25 s. A SYBRGREEN-festék fluoreszcenciain-
tenzitasat a ciklusok sordn minden amplifikaciés lepés
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utan detektaltuk. Minden reakcid utan ellendriztik a ke-
letkezé termékek olvadasi hémérsékletét. A TagMan-
préban alapulé PCR-reakcidkhoz az ABGene ABsolute
QPCR (ABGene, Surrey, UK) mixét hasznaltuk a gyar-

kalmazott primerek és a probak szekvencidit az 1. tab-
lazatban foglaltuk &ssze. Az 5-végén Fluorescein, a
3’-végén Dabsyl fluoreszcens festékkel jelélt, kettds je-
161ési TagMan-prébékat a Bioneer cég (Daejeon, Ko-

té utasitasa szerint. A reakcié sordn végkoncentracid- 5 rea) gyartotta. A lancinditék minéségét a Bioneer altal
ban 300 nM primert és 250 nM TagMan-prébat alkal- biztositott MA-analizissel ellendriztiik. Az egyes PCR-
maztunk a kdvetkezé reakcidparaméterek mellett: futtatasokhoz hem templat kontrollmintat alkalmaztunk
15 perc 95 °C, majd 45 cikluson keresztil 95 °C 15 s, a cDNS-templdtot szennyezé genomikus eredetl
60 °C 1 perc. A fluoreszcein festék (FAM) intenzitasat DNS-ek kisz(irésére. Az eredmények kiértékeléséhez a
minden ciklus utan detektaltuk. A PCR-primerek &s a 10 Pfaff-médszert alkalmaztuk0. E szamitasi eljarassal
TagMan-prébakat a Primer Express (Applied Biosys- helyesbitheték az amplifikacidés reakcidk hatékonysa-
tems) tervezd programmal terveztiik. A vizsgalatban al- ganak kiilonb6z8ségébdl eredd eltérések.
1. tabldzat
Révid név PCR-lancinditok TagMan-préba A gén neve Katalégusszam
DRD2 elére TCGGCAACGTGCTGGTG | emberi D2 dopaminreceptor X51362
CTGCTCATCGCTGT- TGCA
CATCGT
vissza
CTCGCGGGACACAGCC
Kir2.3 elére TGCCCTCTTTGCTCTCAG | Homo sapiens befelé iranyito | NM_004981
CTTCCCCCACTGACTCTT- AACCTTGG kaliumcsatorna (Kir2.3)
CAAG
vissza
CCAGCAGTCCAGC-
CACCTT
Aktin el6re CAGCTTCACCACCACGG emberi B-aktin (ACTB) NM_001101
TCACCGAGCGCGGCT CCGA
vissza
TAATGTCACGCAC-
GATTTCCC
HPRT elbre CTTTGCTTTCCTTGGTCA | emberi hipoxantin foszforibo- M31642.
TGACACTGGCAAAA- GGCAGTATAATCCA zil-transzferaz (HPRT)
CAATGCA
vissza
GCTTGCGACCTTGAC-
CATCT
Statisztikai analizis 40 Eredmények

Parasitatlan Student-féle t-tesztet alkalmaztunk a p
érték meghatarozasahoz. A génexpresszids adathal-
maz egymashoz hasonlé megfigyelési csaoportokba
torténd szétvalogatasara agglomerativ hierarchiélis

Vizsgélataink soran 13 gyégyszermentes, illetve
gyégyszerrel hosszabb ideje nem kezelt szkizofrén be-
teget (7 né és 6 férfi, 23—67 éves kord, atlag 34+12 év),
és 10 kontrollegyént (5 né és 5 férfi, 28—65 eves korl,

klaszterezést alkalmaztunk. A hasznalt eljaras a cso- 45 atlag 38110 év) vizsgéltunk a szkizofrénia Uj, periferia-
portatlag-eljaras volt. Euklideszi metrikus (a kildnbsé- lis markereinek azonositasa erdekében. A betegek és
gek negyzetgyGkének 6sszege) eljarast alkalmaztunk a kontrollegyének demagrafiai adatait a 2. tablazat tar-
a megfigyelesek kozdtti eltérések kiszamitasara. talmazza. A kisérletek soran sem a beteg sem az
A szamitasi eljarast tartalmazza az R1.8.1 statisztikai egeszseges kontrollegyének nem alltak sem antipszi-
szoftver. 50 chotikus sem egyéb gydgyszeres kezelés alatt.
2. tablazat
Pa- Helyzet Kor Abe- PANSS cal GAF Mintavétel idején
cien- | (drogmentes tegség szedett gydgyszer
sek id6szak) idétar-
tama pozitiv | negativ | 08ssz % APS ANX | egyéb
Férfi2 | F (1 hdnap) 34 3 év 26 25 55 106 50 1] 1] 1]
Feérfi 3 N 34 |6 hdnap| 25 21 36 82 40 @ @ )
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2. téblazat (folytatas)

P&- Helyzet Kor Abe- PANSS CaGl GAF Mintavétel idején
cien- | (drogmentes tegség szedett gyogyszer

sek id6szak) idétar-

tama | bzt | negativ | 6ssz T APS | ANX | egyéb

Férfi4 | F (4 hdnap) 36 4év 33 31 65 129 6 25 & & &
Férfi 6 N 25 4,5év 29 36 66 131 6 20 %} %] %]
Feérfi 7 N 25 |7honap| 34 32 74 140 6 20 & & &
Feérfi 8 N 24 |6 honap| 14 37 49 100 5 25 %) %) %)
N6 1 | F(3hdnap) 46 15 év 31 25 58 114 6 30 & & &
N6 2 | F (3 hdnap) 34 14 év 34 40 85 159 7 15 %) %) %)
NG 3 F(1év) 67 17 év 29 28 51 108 5 30 & & &
NG 4 F(1év) 29 5év 29 30 54 113 6 30 ) %] %]
NG 5 N 27 |9hdnap| 40 34 81 155 7 15 & & &
NG 6 N 33 |8hodnap| 22 23 54 99 4 40 %) %) %)
NG 8 N 23 |3honap| 22 28 62 112 5 30 %) & &

N: gydgyszermentes, F: gydgyszerrel hosszabb ideje nem kezelt,
PANSS: Positive And Negative Syndrome Scale,

pozitiv: pozitiv szindréma jel,

negativ: negativ szindréoma jel,

global: global syndrome items,

%: PANSS Osszes pontszam,

CGl: Clinical Global Impression,

GAF: Global Assessment of Functioning,

APS: antipszichotikum,

ANX: anxiolitikum.

Elbzetes szkrinelés cDNS mikrométrixanalizissel

cDNS mikromatrixanalizist alkalmazva el8zetes
sz(rést végeztlnk a kontrollhoz képest eltérd exp-
ressziés mintazatl genek azonositasara a szkizofrén
PBL-ben és potencidlis periferidlis markergenek azo-
nositasa céljabél. Megvaltozott expresszios sajatsagu
géneket SybrGreen-festék és kétszeresen jelzett Tag-
Man-prébak alkalmazasaval végzett QRT-PCR-rel to-
vabbi analizisnek vetettiink ala. Tizenharom betegbél
és 10 kontrollegyénbdl szarmazo kevert RNS-t reverz
transzkripciéval cDNS-sé alakitottunk és 3200 human
cDNS-klént tartalmazé cDNS mikromatrixra hibridizal-
tunk. Azokat a pozitiv kiénokat, melyek a kontrolloknal
kétszerte nagyobb fokozott expressziét mutattak, meg-
szekvenaltuk. A DRD2 esetében 2,56+0,26-szeres,
mig a Kir2.3 esetében 6,7512,3-szeres géntulmiko-
dést detektaltunk az egészséges egyenekhez képest.
(2. abra). Ezen el&zetes adatok alapjan és figyelembe
véve azt, hogy e gének milyen potencidlis szerepet
jatszhatnak a szkizofrénia patogenezisében, a
DRD2 és Kir2.3 gének expresszios szintjeit tovabbi
analizisnek vetettlik ala.

Vonatkoztatasi kontrollok és alapértékek

Tizenharom betegbdl és 10 kontroll, egeszseges
egyénbdl szarmazo teljes RNS-t reverz transzkripcié-
val cDNS-seé alakitottunk, DRD2 és Kir2.3 génekre
specifikus lancinditokkal és TagMan-prébakkal éssze-
kevert cDNS-mintakon QRT-PCR-t végeztiink. Belsd
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referenciakontrollként p-aktint vagy hipoxantin foszfori-
bozil-transzferazt (HPRT) kddolé gént alkalmaztunk.
A Ct-értékek és a reakcid hatékonysagi értékeinek fel-
hasznalasaval relativ mennyiségi analizist végeztink,
hogy meghatarozzuk minden egyénben és mindkét
gén esetében a gének normalizalt Ct-értékei és az
5-5 nemileg azonos kontrollegyén Ct-értékei alapjan
szamitott atlagertékek kézotti pontos aranyt.

A DRD2 és Kir2.3 mRNS-szintek valtozékonysaga-
nak egészséges mintdkbdl valé meghatarozasara,
mindkét génre relativ expresszids szintet szamitottunk.
A két gén relativ expresszids szintjének varianciajat a
kontrollmintakban az 1. dbra mutatja. A DRD2 és
Kir2.3 mRNS-ek relativ expresszios szintje az egész-
séges mintdkban 0,39-2,56-szoros, illetve 0,18-3,54-
sZoros tartomanyban valtozott a SybrGreen-eljarassal
és 0,55-2,42-szoros, illetve 0,67-2,92-szeres tarto-
manyban valtozott a TagMan-proba eljaras szerint. Fi-
gyelembe véve az egészseges mintakban a DRD2 és
Kir2.3 gének relativ expressziés szintjében tapasztalt
valtozékonysagot, relativ expresszids hattérszintet
szémitottunk. Csak azokat az erintett PBL-eket tekin-
tettlik pozitivhak, amelyekben a DRD2 és Kir2.3 relativ
expressziés szintje magasabb volt, mint az egészsé-
ges kontrollban. A SybrGreen-eljaras alkalmazasaval,
a DRD2 és Kir2.3 esetében a 2,5, illetve 3,54 feletti
aranyokat tekintettlik olyannak, mint ami fokozélag
szabalyozott genexpressziéra utal. A TagMan-protokoll
esetében a 2,42, illetve 2,92 feletti aranyokat tekintet-
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tiik ilyennek (2. &bra, fehér pontozott és fekete szagga-
tott vonalak).

A DRD2 gén fokozott expresszidja

SybrGreen-médszer alkalmazasaval — a kontroll-
mintak relativ expresszidjat alapul véve — a DRD2 gén
tltermelését taldltuk 6 szkizofrén férfi &s 6 szkizofrén
nd limfocitdjaban. A fokozott expresszid mértéke az
5,7-szerestdl a 64,7-szeres mértékig terjedt SybrG-
reen-festéket alkalmazva. Egy néi beteghdl szarmazd
PBL esetén (F5) DRD2 gén relativ expresszidja a hat-
térszint alatt volt. Ebben az esetben a relativ génex-
presszié mértéke 2,1-szeres volt. Az DRD2 gén exp-
resszidjanak atlagos ndvekedése SybrGreen-eljaras-
sal tortént kimutatasa szerint 21,4+18,5-szeres
(p=0,0019) volt (2. abra, A. panel, fehér oszlopok).
TagMan-prébat alkalmazva, 6 n8bdl és 5 férfibél szar-
mazd PBL-ekben detektaltuk a DRD2 gén tlim(ikodé-
sét, amelynek mértéke ez esetben a 3,7-szeres érték-
tél a 24,1-szeres értékig terjedt. Eqy férfi és egy né be-
teg esetében (F5, M7) a DRD2 gén relativ expresszios
szintie a szamitott hattérszint alatt volt (1,6-szeres, il-
letve 2,2-szeres). A DRD2 gén expresszidjanak atla-
gos ndvekedése a TagMan-prébaval analizalva
7,8+6,3-szeresnek (p=0,0023) adddott. (2. abra, A pa-
nel, fekete oszlopok).

A Kir2.3 gén fokozott expresszidja

Hat férfi és hat ndi szkizofrén betegbdl szarmazo
PBL esetében, a Kir2.3-gén expresszidés szintje, az
egészséges kontrollokkal dsszehasonlitva, szintén a
hattér expressziés szint felett volt. A beteg és nem be-
teg mintadkban mért Kir2.3 mRNS-ek arédnya a SybrG-
reen-eljarassal mérve 4-133,6-szoros tartomanyban
valtozott. Az egyik né betegbdl (F5) szarmazé PBL-ben
a Kir2.3 relativ expresszids szintje a hattérertek alatt
volt (2,2-szeres). A Kir2.3 relativ expresszios szintjé-
nek altaldnos névekedése a SybrGreen-eljdrassal
22+34,7-szeresnek (p=0,0535) adodott (2B. abra, fe-
hér oszlopok). Ezeket az expresszios szintekben mért
valtozasokat kétszeresen jelzett TagMan-probak alkal-
mazasaval is igazoltuk. Ot né és 6 férfi szkizofrén be-
tegbdl szarmazd PBL-ben a Kir2.3 gén mRNS-szintje
névekedett (2,8—15,8-szeresére). Két ndi betegbél
szarmazé PBL-ben (F1, F5) a Kir2.3 relativ exp-
resszids szintjei a szamitott hattérarszint alatt volt (2,4-
szeres, illetve 1,6-szeres). A Kir2.3-génexpresszié atla-
gos novekedese a TaqMan-prébaval analizalva
8,214 ,8-szeresnek (p=0,0001) adddott (2B. abra, feke-
te oszlopok). A keét kiilonbdzé valdsideji PCR-eljaras-
ban, az expresszios szintekben a megfigyelt kiildnbsé-
gek a TagMan-protokoll pontosabb és érzékenyebb sa-
jatsagaival magyarazhatok.

Hasonldsagi csoportok

A génexpressziés adathalmaz hasonldsagi csoport-
jainak meghatarozasara agglomerativ hierarchialis
klaszterezést alkalmaztunk. Az egészséges és beteg
mintak egyértelmlen besorolhatdk két kilénallé klasz-
terbe (a szkizofrén F5 paciens egyértelm(i kivételevel).
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A férfi és néi paciensekben a relativ expresszids szin-
tek kdzdtt nem taldltunk szignifikdns kllonbségeket
(3. abra).

A betegekbdl szarmazé PBL-ben differencialtan
expresszaltnak talalt gének kézil két gén, a DRD2 és
Kir2.3 expresszidjat serkentbleg szabalyozott voltat
SybrGreen- és TagMan-prébakon alapulé QRT-PCR-
rel igazoltuk. Mivel sem a beteg, sem pedig az egész-
séges egyének nem dlltak antipszichotikus vagy mas
gyogyszeres kezelés alatt, a DRD2 és Kir2.3 mRNS-ek
megemelkedett szintjei 6nmagaban az elvaltozast tik-
rzik, és nem a gyégyszerezés hatasat. igy a DRD2 és
Kir2.3 a szkizofrénia elbrejelzésére szolgalé tovabbi
genetikai markerek lehetnek. A mar publikalt molekula-
ris markerek és gének, és a jelen gének kambinaciéja-
nak nagy teljesitmény(i analizise segiti ezen elvaltozas
korabbi és pontosabb diagnasztizalasat. Ezen eredmé-
nyek alapjan diagnosztikai tesztek fejleszthetk ki és
segithetik eld a szkizofrénia kézben tartasat a kezdettdl
a kronikus stadiumig.

A talédlmanyban alkalmazhato és technikaban leirt
szamos, a leirasban hivatkozott eljaras a kitanitas re-
szét képezi.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras szkizofrénia diagnosztizélasara egy adott
alanyban, azzal jellemezve, hogy
— az alanytol vett periférias vérbél szarmazo limfo-
citakban (PBL-ben) meghatarozzuk az alabbi gé-
nek kézll legalabb egynek a génexpresszios
szintjét:
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DRD2-t (dopamin D2 receptor) kédolé gén
éslvagy

Kir2.3-at (befelé iranyitd kaliumesatorna 2.3) ké-
dold gén; és

— a periférids vér limfocitdiban mért expresszids

szintet dsszehasonlitjuk a megfeleld gének exp-
resszidjanak egészséges alanyokban mérheté
alapszintjével,

ahol a PBL-ben talalt magasabb génexpresszids
szint jelzi, hogy az alany szkizofrénids vagy arra fogé-
kony.

2. A 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy az expresszios szint meghatarozasaban a biold-
giai mintabdl nyert mRNS vagy ¢cDNS nukleinsavhibri-
dizacids prébaval torténd hibridizaltataséval végezzUk,
ahol a nukleinsav szekvenciaja:

DRD2-t (dopamin D2 receptor) kodold gén ésfvagy

Kir2.3-at (befelé irdnyité kaliumcsatorna 2.3) kodo-
16 gén,

azok része,

vagy a fentiek barmelyikével komplementer szek-
vencia.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az expresszids szintet mikromatrixanalizissel,
elénydsen PCR-eljarassal, elénydsen valdsidejl PCR-
eljarassal hatarozzuk meg.

4, Az alabbiak kézll legalabb egyhez specifikusan
kotédni képes vegyllet alkalmazésa szkizofrénia diag-
nosztizalasara személyben:

DRD2-t kddold nukleinsav és/vagy

Kir2.3-at kédolé nukleinsav,

a személybdl vett periférias vérbél szarmazé limfo-
citakban (PBL-ben) a nukleinsav(ak) génexpresszids
szintjének meghatarozasaval.

5. A 4. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a vegyt-
let a DRD2-t vagy Kir2.3-t kodolé nukleinsavhoz, ezek
barmelyikével komplementer nukleinsavhoz vagy ezek
barmelyikének részéhez specifikusan hibridizalni ke-
pes oligonukleotid, elényds jeldlést, elénydsebben
fluoreszcens vagy radioaktiv jel6lést hordozo oligonuk-
leotid.

6. A 4. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a vegyU-
let PCR-ben alkalmazhaté oligonuklectid-lancindito.

7. Diagnosztikai készlet alkalmazasa alanyban
szkizofrénia diagnosztizélasara az alabbi gének kozll
legalabb egynek a genexpressziés szintie meghataro-
Zasaval:

DRD2-t kadolé gén és/vagy

Kir2.3-at kédolé gén, amely készlet tartalmazza az
alabbiakat:

legalabb egy, az alabbiak kdzll legalabb egyet
megkétni képes vegyllet:

DRD2-t kodolé nukleinsav és/vagy

Kir2.3-at kddolé nukleinsav, és

eszkdz a vegyllet specifikus kétédése esetén ki-
mutathaté jel eléallitasara.

8. Diagnosztikai készlet 7. igénypont szerinti alkal-
mazasa, ahol a kimutathaté jel eldallitaséra szolgald
eszkdz jeléles, elénydsen enzimes jeldlés, fluoresz-
cens jeldlés vagy radioaktiv jeldlés, és
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elénydsen a diagnosztikai készlet a nukleinsavak
kézil legaldbb egynek amplifikdlasara alkalmas oligo-
nukleotid-lancindité part is tartalmaz.

9. Diaghosztikai készlet 8. igénypont szerinti alkal-
mazasa, ahol a vegyiilet a nukleinsavak, azok komple-
menterei vagy részei barmelyikéhez specifikusan hibri-
dizalni képes oligonukleotidot tartalmazé préba, és eld-
nydsen a préba oligonukleotidot és ahhoz kététt jeld-
lést tartalmaz.

10. Diaghosztikai készlet 8. igénypont sze-
rinti alkalmazasa, ahol a jeldlés fluoreszcens jeld-
lés és

a proba fluoreszcens jeldlést vagy kioltdanyagot
tartalmaz és/vagy
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a préba oligonukleotid, és a jeldlés kelatképzd ve-
gytlet, példaul SybrGreen vagy etidium-bromid.

11. Oligonukleotidpréba alkalmazdsa alanyban
szkizofrénia diagnosztizalasara az aldbbi gének kdzll
legaldbb egynek a génexpressziés szintje meghataro-
zasaval:

DRD2-t kédol6 gén ésivagy

Kir2.3-at kédolé gén,

amely préba az aldbbiakat kédolé nukleinsavak ko-
zll legaldbb egyhez specifikusan hibridizalddni képes:
DRD2-t kédold nukleinsav ésivagy Kir2.3-at kodold
nukleinsav,

vagy azok kamplementere vagy része, és

elényodsen a proba fluareszcens jeldlést tartalmaz.
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