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1. Bevezetés

Az elmult két évtized meghatarozo jelentdségii volt az emberi agy
ideghal6zatainak topografiai megismerésében. Ebben kiemelkedd szerepet jatszott a
funkcionalis magneses rezonancia (fMRI) és a traktografiai technikak fejlédése, mely
vizsgalatok el6szor nyujtottak nagy felbontast képet az é16 emberi agyrol. Ezaltal
szamos korabban ismert agypalya nyert finomabb topografiai bizonyitast, ugyanakkor
0j dimenziok is nyiltak az agykutatasban. A nyugalmi allapoti funkcionalis
konnektivitast vizsgdld tanulmanyok, az alkalmazott vizsgéalati modszerektdl
fiiggben, szamos olyan idegi halézatot mutattak be, amelyek szoros kapcsolatban
allnak a nyugalmi allapottal. Ide sorolhatok a default mode, salience és central
executive control agykérgi ideghalozatok. A default mode halozat (DMN)
topografiailag egy felso és egy also részre oszthatd. A fels6 rész a medialis prefrontalis
kéregtdl, ezen belill is féleg a dorsomedialis prefrontalis kéregtdl kezdddik és az
anterior cingularis kérgen (ACC) 4t a parietalis kéreg felsé medidlis részében (hatulsd
cingularis kéreg és precuneus) végzddik. Innen indul a DMN alsé része, amely a
parietalis kéreg also részén at (inferior lobulus) a temporalis kéreg medialis részén a
parahippokampalis kéreg kozvetitésével a hatulsé cingularis kéregben (PCC)
végzodik. A precuneus az emberi agykéreg specialis strukturdja, mely az egyén
szerepét hatarozza meg olyan agykérgi tevékenységekben, mint az események egyéni
értékelése, Onvizsgalat, egyéni gondolatok, elképzelések, kreativitas. Mindezek
alapjan a precuneust az intelligencia kozpontjanak is tartjak. Az ezen kognitiv
folyamatokhoz sziikséges informacidk zome a DMN-on keresztiil érkezik a cingularis
kérgen at a precuneusba.

Eddigi kisérleti és klinikai megfigyelések egyarant arra utalnak, hogy a DMN
funkcionalis zavara és a depresszid, illetve Ongyilkos viselkedés kozott szoros
kapcsolat figyelhetd meg, azonban jelenleg kevés adat szamol be arrdl, hogy DMN
kitiintetett teriiletein mely fehérjék és ezek altal jelzett anyagcsere utvonalak azok,
amelyek expresszidjanak valtozasa depresszio és 6ngyilkossag vonatkozasban zavart
szenvednek, tovabba melyek vannak jelen mind a kontroll, mind a beteg szdvetekben.
A precuneus aktivitdsdban jelentds szerepet visz az egyén elvardsai onmagaval

szemben. Ha az elvarasok nem teljesiilnek, elmarad a sikerélmény (reward), melyek



tobbszords ismétlédése depressziohoz vezethet. A DMN egyik kozponti régidja a
dorsomedialis prefrontdlis kéreg (DMPFC). Ide érkeznek mind a kiilvilagi, mind a
belszervi viszceroszenzoros informaciok a dorsolateralis prefrontalis kérgen
(DLPFC), a ventromedialis prefrontalis kérgen (kortikélis kognitiv ,.kézpont™) és az
orbitofrontalis kérgen (kortikalis emocionalis és motivacios ,kozpont’) at. A
DMPFC-ben torténik ezen informaciokra torténé motoros valasz programja, mely a
premotoros és szupplemeneter motoros areakon keresztiill a motoros rendszert
aktivalja. Egyidében ezzel a DMPFC a DMN-on at informalja a precuneust és a PCC-
t, amelyek a central executive control network részeként modosithatjak - akar le is
allithatjak - a motoros vélaszt. E folyamatok koros miikddése hozzajarul a depresszid
és ongyilkos viselkedés kialakulasdhoz. EQy korabbi nyugalmi aktivitast vizsgalo
tanulmany beszamoldja szerint a DMPFC és precuneus kozotti fokozott funkcionalis
konnektivitds pozitivan korrelalt a depresszid sulyossagaval. Masok azt is
megfigyelték, hogy az 6ngyilkossagot megkisérelt depresszidosokban a precuneus és
DMPEFC régiok abnormalis funkcionalis konnektivitasa Osszefliggésbe hozhato a
vizsgalt egyének kozelmultban elkdvetett Ongyilkossagi kisérleteikkel. Ezen
eredmények alapjan tehat feltételezhetd, hogy affektiv zavarok esetében az
ongyilkossag elkovetése, mint kdvetkezmény, a DMN, azon beliil is két régio, a
DMPEFC és a precuneus megvaltozott integritdsbol adodik. Jelenleg a depressziot és
ongyilkos viselkedést érintd agyi haldzatok molekularis szintli vizsgalataibol
szarmaz6 informaciok az irodalomban igen kis mértékben allnak rendelkezésre, ezért
célunk, hogy munkank eredményeképpen teljesebb kép alakulhasson ki az emberi agy

A biologiai problémak megértésének széleskorben alkalmazott és folyamatosan
juldé megkozelitései a nagy ateresztéképességii vagy high-throughput technoldgiak,
amelyek egyszerre tobb szaz mintat, azok akar tobb ezer Osszetevojét elemzik
egyetlen mérés soran. Ezek a technologidk felhasznalhatok a neurokémiai és
idegtudomanyi kutatasokban is. Ilyen eszk6zok példaul a microarray-alapt
expresszios vizsgalatok, az Uj-generacids szekvenalasi technikak, a tdbbdimenzids
proteomikai modszerek, vagy leglijabban a high-throughput tracking eljarasok,

amelyek alkalmazasa segitheti az 0j gyogyszercélpontok kidolgozasat, a sejttipus- és



régiospecifikus neuroanatdomiai vizsgalatokat, valamint a neurologiai és pszichiatriai
betegségekben szerepet jatszo molekularis titvonalak azonositasat. A kozelmultban
tobb high-throughput modszert alkalmaztak az ongyilkos aldozatokban megvaltozott
gének szélesebb korli megismerése céljabol. Microarray vizsgalatok szamos
megvaltozott gént azonositottak, amelyek szabalyozzak pl. a glia aktivitdst, valamint
az endothelidlis és mitokondridlis funkciékat, némelyikiik szexualis dimorfizmust és
szerhasznalati zavarral valo komorbiditast is mutattak. A kdzelmultban szekvenalasi
megkozelitésekkel tovabbi 1 potencialis géneket ¢és utvonalakat azonositottak
depresszios allatmodellekben, valamint depresszidval és ongyilkossaggal kapcsolatos
human vizsgalatok soran. Bar ezek a génexpresszids vizsgalatok értékes adatokat
szolgaltatnak az Ongyilkos viselkedés neuronalis mechanizmusairdl, legtobbjiik a
DLPFC-t vizsgalta. A DLPFC és a DMPFC elhelyezkedésiikben ugyan hasonlé
(ugyanazon gyrus részei egymads mellett), funkciojukban azonban kiilonboznek. A
DLPFC egyik ,,felvevéhelye” mind a kiilvilagbol, mind bels6 szerveinkbdl szarmazo
informacioknak (,input system”), a DMPFC azonban az egyik legfontosabb
kiindulasi helye a DMN-nak (,,output system”). Bar a két dorsalis prefrontalis kéreg
funkcidjukban kiilonb6zéek, egymastol nem fiiggetlenek, igy depresszios szignalokra
egyarant reagalnak.

Tekintettel a DMPFC fentebb leirt szerepére, feltételeztiik, hogy az ongyilkos
viselkedéssel dsszefliggd génexpresszios valtozasok a DMPFC-ben is végbe mennek.
Mivel e teriiletnek specialisan a depressziot és Ongyilkossagot érintd expresszios
valtozasair6l még nem all rendelkezésiinkre adat, célul tliztiik ki 6ngyilkos személyek
DMPFC mintainak transzkriptom szintli vizsgalatait RNS szekvendlds mddszerrel.
Kisérleteink soran ongyilkos személyek agyabol vett viszonylag révid posztmortem
idejiit DMPFC mintékat elemeztiink. Bar a kisérletben szerepl6 ongyilkosok esetében
nem diagnosztizaltak depressziot, joggal feltételezhetd, hogy depresszios tiineteik is
voltak, mivel a depresszid a leggyakoribb pszichiatriai rendellenesség az
ongyilkossagban elhunytak korében. Azt is hangstlyozni kell, hogy a depresszios
betegek tobbsége nem kovet el vagy kisérel meg ongyilkossagot, ami arra utal, hogy

tovabbi tényezOk is hozzajarulhatnak az ongyilkossag bekovetkezéséhez. Ezért az



ongyilkos mintak vizsgalata hasznos betekintést nyujthat az ongyilkos viselkedés
hatterében hiiz6d6 folyamatokba.

Irodalmi adatok beszadmoltak a glukagon-szerii peptid-1 (GLP-1) jelatvitel
érintettségérdl depresszioban. Mivel eddig még kevés adat szarmazik a human agyi
GLP-1 rendszer vizsgalataibol, célul tiiztikk ki a 2-es tipust cukorbetegség (T2DM)
gyogyszeres kezelésének egyik célpontjanak, a GLP-1 receptor (GLP-1R)
expressziojanak vizsgalatit T2DM betegségben érintett személyek hipotalamikus

paraventrikularis magjaban (PVN).



2. Célkitiizés

1.

A dolgozat elsédleges célja az Ongyilkosok DMPFC-ben bekovetkezd

génexpresszids valtozasainak a vizsgalata volt. E cél megvaldsitasa érdekében az

alabbi feladatokat tiiztiik ki:

a)

b)

©)

d)

e)

az ongyilkossag fliggvényében bekovetkezo transzkriptomikai valtozasokat
teljes transzkriptom analizissel, RNS szekvenalassal vizsgaljuk meg,

az RNS szekvenalast kovetéen a mérések alapjan valtozé gének
csoportjainak és biologiai Utvonalainak bioinformatikai jellemzését
végezziik el,

a valtozo génekbdl protein interakcids és ko-expresszids halozatok épitése,
azok klaszterezése, hub gének azonositasa és érintettségiik meghatarozasa
gén-betegség asszociacids adatbazisok segitségével,

a szignifikdnsan valtozd és igazoltan depresszidban érintett gének
validalasa RT-gPCR technikaval,

a funkciondlisan kiemelkedd gének agykérgi eloszlasanak jellemzése

hisztologiai technikak alkalmazasaval.

Vizsgélataink masodik o célkitiizése a GLP-1R expresszidjanak vizsgalata volt

T2DM személyek hipotalamuszanak paraventrikularis magjaban (PVN). Ennek

megvalositasara RT-qPCR és Western blot technikékat alkalmazunk.



3. Médszerek
Human mintak

Az emberi agymintak gylijtése az emberi szovetek magyarorszagi orvosi
kutatasban vald felhasznalasanak etikai szabalyai (HM 34/1999) és az Orvosi
Vilagszovetség Etikai Kodexének (Helsinki nyilatkozat) szabalyai szerint tortént. Az
agy kiemelése a Semmelweis Egyetem Igazsagiigyi Biztositas-Orvostani Intézetében
a Human Agyszovet Bank (HBTB) keretén beliili zajlott. Minden agyminta
tekintetében a boncolds majd az agyak lefagyasztasa a halalt kovetdn 10 o6ran beliil
tortént. A DMPFC szoveti mintakat Osszesen 16 alanybdl gytijtottiik. A kontroll
csoportot 8 pszichiatriai és neurologiai szempontbol negativ személyekbol szarmazott
(2 nd és 6 férfi, atlagéletkor 65,4+5,6), illetve az 6ngyilkos csoportot szintén 8 akut
vagy kronikus depresszi6 jeleit nem mutato alany alkotta (3 n6 és 5 férfi, atlagéletkor
53,6+4,8). A hipotalamusz paraventrikuldris magjat tartalmazo szdveti mintak
Osszesen 18 alanybo6l szarmaztak, melyeket 9 cukorbetegségben nem szenvedd
kontroll alanybdl (4 n6 és 5 férfi, atlagéletkor 71,1+3,8 év), illetve 9 T2DM betegbdl
(4 nd és 5 férfi, atlagéletkor 77,4+2,6 év) gytjtottiik.

RNS szekvenalas és adatfeldolgozas

A begylijtott DMPFC mintakon RNS szekvenalast hajtottunk végre annak
érdekében, hogy meghatarozzuk az oOngyilkos viselkedéssel 0Osszefiiggd
génexpresszids valtozasokat. A mintdk el6készitését, a szekvenalasi konyvtar
készitését, az RNS szekvenalast és a leolvasott értékek referencia szekvenciara torténd
leképezését a Pekingi Genomikai Intézet (BGI, Hongkong, Shenzhen, Kina) végezte.
A differencidltan expresszalodd gének (DEG-ek) azonositasdhoz a lefedettségi
értékeket hasznaltuk. Az elemzést az RStudio programban végeztiik, amelyben a
DEG-ek meghatarozdsahoz a DESeq2 csomagot (1.34.0) alkalmaztuk. A
génexpressziobol adodod kiilonbségek megbizhatosaga érdekében szigorubb sziirési
paramétereket allitottunk be, amely soran a DEG-eket a Benjamini és Hochberg-
korrigalt p-érték (padj<0,05) alapjan azonositottuk, valamint a szignifikans értékek

mértékének jellemzésére a valtozas mértékének (a fold change érték kettes alapu



logaritmusa; 1og2FC) hatar értékét +1-nél hataroztuk meg. Ez érték felett

szignifikansan fel- vagy le-regulalt géneket hatiroztunk meg.

Az RNS szekvenalasi adatok bioinformatikai értékelése

Az RNS szekvenalasi adatok elemzését kovetden a valtozd gének és bioldgiai
utvonalainak azonositdsa érdekében kiilonbozé bioinformatikai modszereket
hasznaltuk fel, melyek altalanos célja olyan valtozd géncsoportok azonositasa az
ongyilkosokban, melyek funkciéjukban hasonloak, illetve azonos cellularis
utvonalhoz tartoznak. Gén ontologia (GO) analizissel megvizsgaltuk a tobb mint
kétszeres valtozast mutatdé DEG-eket azok molekularis funkcidban, sejtes
lokalizécidban és bioldgiai folyamatban vald részvételik szerint. A funkcionalis
dusulast kiilon-kiilon vizsgaltuk a le- és fel-regulalt DEG-ek esetében. A le- és fel-
regulalt gének biologiai Gtvonalelemzéséhez a Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG) ¢és a Reactome adatbazisokat hasznaltuk. A 10
for Annotation, Visualization and Integration Discovery (DAVID) online
programcsomag segitségével végeztilk. A DEG-ek fehérje-fehérje interakcios (PPI)
hal6zatanak elemzésére és a hub fehérjék azonositasahoz a Search Tool for the
Retrieval of Interacting Genes/Proteins (STRING) online szoftvert alkalmaztuk. A
DEG-ek ko-expresszios haldzatanak elemzése soran kitlizott célunk volt olyan gének
azonositasa, amelyeket ugyanaz a transzkripcids szabalyozé program iranyit, vagy
amelyek funkcionalisan rokonok vagy géntermékeik egy kozos biologiai folyamatban

vesznek részt.

A valtozé gének expresszidjanak validaliasa és a GLP-1R mRNS expresszidjanak
vizsgalata valés idejii kvantitativ PCR technikaval

Az RNS szekvenalasi adatok megerdsitésére 14 depresszidban érintett és/vagy
neuron-specifikus funkciot ellatd valtozo gének expresszidjat RT-qPCR modszerrel
validaltuk. Annak megallapitasara, hogy a T2DM betegségben szenvedd személyek
GLP-1R mRNS expresszidjaban valtozasok kovetkeznek-e be a hipotalamusz egy
meghatarozott részében, a PVN-ben, kvantitativ expresszios vizsgalatokat végeztiink

RT-qPCR technikéval. Referencia génként az aktin béta (ACTB), gliceraldehid-3-



foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) és laktat dehidrogenaz A (LDHA) géneket
hasznaltuk, és ezek atlagabol szamitottuk ki a relativ génexpresszios értékeket

2—-AACt modszerrel.

A NECAB2 agykérgi eloszlasanak vizsgalata hisztolégiai médszerekkel
A neuronalis kalcium-ko6t6 fehérje 2 (NECAB2) DMPFC-ben valo eloszlasanak

felmérésére in situ hibridizacios (ISH) és immunhisztokémiai modszereket
alkalmaztunk. Az ISH vizsgélatokhoz két alany fagyasztott DMPFC agyblokkjat
hasznaltuk fel: egyet egy 75 éves kontroll n6i alanytol, akinek jelentdsebb betegségre
utald klinikai jelentései nem voltak, illetve egyet egy 72 éves Ongyilkos ndi alanytol.
Kriosztat hasznalatdval 12 pm vastag korondlis sorozatmetszeteket készitettiink,
melyeket pozitiv toltésii targylemezekre rogzitettiink. Az immunjeloléshez egy 62
éves kontroll néi egyén DMPFC agyblokkjat hasznaltuk fel, amelyet fixalast kvetéen
fagyasztott allapotaban 60 um vastag koronalis metszetekre vagtuk. A NECAB2
immunjeldlést diamino-benzidin (DAB) ¢és immunfluoreszcens technikakkal
végeztik. A NECAB2 asztrocitaban, illetve mikroglia sejtekben torténd expressziojat
kombinalt immunjeloléssel vizsgaltuk meg anti-S100 és anti-lbal antitestek

segitségével.

GLP-1R fehérje expressziéjanak vizsgalata
A T2DM betegek PVN mintaiban bekovetkezd GLP-1R fehérje expresszios
valtozasok vizsgalataira Western blot analizist végeztiink. A vizsgalathoz a PVN

mintakbol vett 20 pg total fehérjét hasznaltunk.

Statisztikai analizis

A statisztikai szdmitasokat a GraphPad Prism 8.0.1 szoftvert hasznélva végeztiik.
A demografiai adatokat a Khi-négyzet teszt vagy Welch t-teszt segitségével
hasonlitottuk &ssze. Az RT-qPCR és Western blot eredmények kvantitativ
kiértékelése soran a csoportok normalis eloszlasat Shapiro-Wilk teszttel, a két csoport
értékeinek Osszehasonlitasat pedig Welch t-teszttel vizsgaltuk. A kiilonbségeket
statisztikailag szignifikansnak vettiik, ha a p-érték 0,05-nél kisebb volt. Az adatokat
az atlag = SEM formajaban adtuk meg.



4. Eredmények
Az ongyilkos és kontroll csoportok kézotti DEG-ek azonositasa

A kontroll és oOngyilkos mintadk hierarchikus klaszteranalizisét az Osszes
differencialtan expresszalodo gén felhasznalasaval kétféle modszerrel, az Euklideszi
tavolsagot és a Pearson korrelaciot hasznalva végeztikk. Vizsgalataink alapjan az
ongyilkos mintak jol elkiiloniiltek 5 kontrolltol, de tovabbi 3 kontrolltol kisebb
mértékii volt az elkiiloniilés. Miutan megkaptuk az egyes génekhez tartozd adatokat,
az Ongyilkos aldozatok génexpresszidjanak elemzésére a DESeq2 modszert
hasznaltunk. Ez a modszer statisztikai probak segitségével képes Kiszlirni a valddi
valtozasokat egy adott rendszeren beliil. A DMPFC-ben 19 692 fehérjét kodolo gén
expressziojat detektaltuk, amelyek koziil 1400 eltérden expresszalodott a kontroll és
ongyilkos csoportok kozott. A DEG-ek koziil 1262 gén lefelé, 138 gén pedig felfelé
szabalyozodott.

A szekvenalasi adataink megerGsitése céljabol és az ongyilkos viselkedéssel
Osszefliggd génexpresszid valtozasok igazolasara olyan valtozé gének expresszidjat
vizsgaltuk, melyek irodalmi adatok alapjan igazoltan érintettek depresszidoban vagy
depresszio-szeri  viselkedés kialakulasaban. A validalast RT-gqPCR technika
segitségével végeztiik, a vizsgalt gének pedig az alabbiak voltak: GRIK1, GRIK2,
GRM2, NRGN, SYT5 és NECAB2, mint emelkedett expresszidju géneket, valamint
AQP1, ITPKB, ITGB4, SLCO2BI1, GJA1, PRKCH, GLUL és S100B csokkentett
expresszioju  géneket vizsgaltuk. Eredményeink szerint a vizsgalt gének

expresszidjanak valtozasa 6sszhangban volt a szekvenalasi eredményekkel.

A DEG-ek funkcionalis annotici6ja és osztalyozasa

Annak megértésére, hogy a DMPFC valtozo expresszidji génjei milyen
tulajdonsagokkal birnak, a DEG-eken GO analizist végeztiink. A 3 legintenzivebben
csokkent expresszioji gén a koldnia-stimulalo faktor 3 (CSF3), interleukin 1 receptor
2-es tipus (IL1R2) és citokin jelatvitel szuppresszor 3 (SOCS3). Mindharom gén
kritikus szerepet jatszik a gyulladdsos folyamatokban. A 3 legintenzivebben
novekedett expresszioju gén a purinerg receptor P2X 2 (P2RX2), a Na+/K+ transzport

ATP-4z alfa alegység (ATP4A) és egy jelenleg karakterizalatlan fehérjét kodolo gén,

10



a LOC101059915. A P2RX2 és az ATP4A a plazmamembranban helyezkedik el,
tovabba mindkettének szerepe van az ATP megkdtésében és az iontranszportban is.
A le- és fel-regulalt génlistdk elemzése soran szignifikans kiilonbségeket
azonositottunk olyan funkciondlis ttvonalakban, amelyekben tobb mint 500 le-
regulalt, illetve 37 fel-regulalt gén érintett. A le-regulalt gének esetében a sejtfelszini
receptor jelatviteli utvonalhoz és a fehérje kotddéshez kapcesolodd gének
feliilreprezentaldédtak, mig a fel-regulalt gének korében a szinaptikus jelatviteli
utvonalhoz és a natriumcsatorna-aktivitashoz tartozé gének dusultak az dngyilkosok
DMPFC-ben.

A valtoz6 gének tovabbi elemzése érdekében a KEGG ¢s a Reactome adatbazisok
hasznalataval listaztuk azokat a szignifikansan dusult bioldgiai utakat, amelyek a
depresszio vagy ongyilkossag patomechnizmusaban potencialisan részt vehetnek. A
le-reguldlt DEG-ek szignifikansan feliilreprezentalddtak 1.) a sejtfelszini receptor
jelatviteli utvonalban, 2.) a ndvekedési faktor kotédésében, 3.) a PI3K-Akt jelatviteli
utvonalban, 4.) a TNF jelatviteli utvonalban és a 5.) citokin-citokin receptor
kolcsonhatasban, mig a fel-reguldlt DEG-ek szignifikansan feliilreprezentalddtak 1.)
a szinaptikus funkcidkban, 2.) a natriumcsatorna aktivitdsban, igy nem meglep6
modon az axonokban és szinapszisokban is. A fel-regulalt DEG-ek ko6zott a
neuroaktiv ligandum-receptor kolcsonhatasok és a Na-permedbilis kainat receptor
utvonalak aktivitasa kiemelked6 volt, amely Gitvonalak a glutamaterg, specifikusan a

kainat-tipust jelatvitel fokozott miikodésére utalnak.

DEG-ek kozotti fehérjekapcsolat (PP1) vizsgalata és a hub fehérjék azonositasa

A PPI halozatokat elemzé modszereket a génexpresszids valtozasok bioldgiai
vonatkozasanak megértéséhez hasznaltunk. A STRING adatbazis segitségével nem
iranyitott interakcios haldzatokat alkottunk kiilon a le- és fel-regulalt DEG-ek altal
kédolt fehérjékbol, amelyek kapcsolatrendszerének szemléletes megjelenitésére,
illetve tovabbi halézati analizis céljabdl atvittiink ezen halozatokat a Cytoscape
szoftverbe. A PPI halozat analizisének egyik lehet6sége a kiemelkedd fontossaggal is
bir6 hub-ok azonositasa. Egy gén/fehérjehaldzatban azokat a géneket/fehérjéket,

amelyek a halozatot alkotd tobbi elemmel jelentds szamu kolcsonhatasban vannak,
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hub-oknak nevezziik. A kolesonhatasok magas szama miatt a hub-ok altalaban fontos
szerepet jatszanak egy adott biologiai rendszerben. A legkiemelkeddbb hub fehérjék
analizisét a cytoHubba beépiild modul segitségével végeztik. A 10 legnagyobb
fokszammal rendelkezd le-regulalt hub funkcidjanak analizise soran megallapitottuk,
hogy ezek a fehérjék kiemelkedd szerepet jatszanak az asztrocita differenciacioban és
a gyulladasos folyamatokban. A 10 legnagyobb fokszammal rendelkezd fel-regulalt
hub zomében a membranpotencial szabalyozasaban vesznek részt, illetve ezen
fehérjék tobbsége a szinapszisokban talalhato. A 10 legfobb le-regulalt hub fehérje
koziil az epidermalis névekedési faktor receptor (EGFR), mig a fel-regulalt hub
fehérjék koziil a kolecisztokinin (CCK) rendelkezik a legnagyobb kapcsolattal a
valtozo gének fehérje haldzataban. Az Allen Human Brain Atlas (AHBA) adatbazis
adatai alapjan a legtobb leszabalyozott hub fehérje bdéségesen expresszalodik
asztrocitakban, mig a 10 legkiemelkedébb fel-regulalt hub fehérje a serkent6 és gatlo

neuronokban talalhatok.

A DEG-ek ko-expressziés halézat analizise

A DEG-ek tovabbi elemzésének céljabol megvizsgaltuk a gének ko-expresszids
tulajdonsagait, a keletkez6 halozatot pedig klaszterekre bontottuk. Ezzel a modszerrel
olyan génhalmazokat azonosithatunk, melyek szinkron expressziojuk révén hasonlo
szereppel birhatnak egyes biologiai folyamatokban. Emellett, egy adott ko-
expresszios génhalmazban, a hub gének azonositésai is lehetséges. Két fiiggetlen ko-
expresszios haldzatot alkottunk a le- és fel-regulalt gének szamara, hogy azonositsuk
a le- és felregulalt gének kozotti modularis kapcsolatokat. A gének kozotti ko-
expresszio mértékét a Pearson-féle korrelacios egylitthato felhasznalasaval végeztiik.
A le-reguldlt géneket tartalmazé ko-expresszios halozat legnagyobb klaszterei a
bioldgiai funkciokat tekintve tobbek kozott a gliogenezishez, valamint az I-es tipusu
interferon jelatviteli utvonalhoz tarsultak, amelyek a csokkent glialis aktivitasra és a
gamma-interferon szerepén keresztiil csokkent gyulladdsos valaszkészségre utalnak.
A fel-reguldlt ko-expresszios halézat f6bb génhalmazai viszont a neurotranszmitter
receptor internaliziciojahoz, a natriumcsatorna aktivitashoz és a peptidek

neuromodulator funkcidjahoz kapcsolodtak.
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A le-regulalt gének ko-expresszios halozataban az elsd és legfébb klaszter hub-ja
a SORBS3, mas néven vinexin. A vinexin f0 feladata az aktin citoszkeleton
szabalyozasa, tovabba képes negativan szabalyozni az autofagiat. A fel-regulalt ko-
expresszios haldzat legfébb klaszterének hub-ja a calcyon neuron specifikus
vezikularis  protein  (CALY), amely képes serkenteni a klatrin burok
Osszeszerelddését, igy részt vesz a klatrin altal kozvetitett endocitzisban, ami
kulcsfontossagi a hatékony szinaptikus jelatvitelben és a neurotranszmitter
felszabaditas optimalizalasaban

A ko-expresszios halozat 10 le és fel-regulalt hub génjének tovabbi fehérje
interakcids halozatanak elemzése soran megfigyeltiik, hogy a le-regulalt gének koziil
kett, a Musashi-2 (MSI2) és az alpha-1-syntrophin (SNTA1), illetve a fel-regulalt
gének koziil négy, a calcyon neuron specifikus vezikularis protein (CALY), a
kolecisztokinin (CCK), a gamma-amino-vajsav A tipusu receptor delta alegység
(GABRD) és az aktin-szerii fehérje 6B (ACTL6B) gének fehérjetermékei funkcionalis
¢és fizikai kapcsolatban allnak egymassal. A hub gének GO és Reactome utvonalak
dusulasi analizise soran olyan neurondlis fejlédési folyamatokhoz kapcsolodo
feliilreprezentalt folyamatokat azonositottunk, mint az aktin filamentum szervezddés,
a neuron differenciacié vagy az anterograd axonadlis transzport. Az annotacios
eredményeinkhez hasonldan a top hub gének AHBA adatbazisban torténd sejttipus
fliggésének elemzése alapjan a legtobb le-regulalt hub gén asztrocitdkban, mig a fel-
regulalt hubok serkentd ¢és gatldo neuronokban, illetve oligodendrocitdkban

expresszalodnak.

Depresszioban érintett gének azonositasa

A top 10 le- és fel-regulalt DEG-eket, valamint a PPI és ko-expresszids haldzatok
legjelentdsebb 10 le- és fel-regulalt hub-jait (6sszesen 56 gén) két human genetikai
asszociacios adatbazis, a DisGeNET és a GAD annotacios eljarasaval vizsgaltuk meg.
A DisGeNET adatbazis elemzés soran szamos szignifikansan ddsult betegséget
azonositottunk (p<0,05), koziiliik a vizsgalt gének koziil 15 gén szignifikansan dasult
depresszios zavarban és skizofrénidban. A GAD adatbazisban valo keresés alapjan

tobb depresszios zavarral komorbid dusult betegséget azonositottunk. A pszichiatriai
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rendellenességek mellett szdmos komorbid betegség, mint az alkoholfogyasztas,
evészavar (bulimia, elhizas) vagy a T2DM C{rintettsége is megfigyelhetd volt.
Kiemelendd, hogy a legtobb gén (le-regulalt gének koziil 14 gén: ITGB1, SERPINA3,
CSF3, BCL2, MSI2, IL1IR2, ZAN, STAT3, FN1, EGFR, IL6, TLR4, CD44, VEGFB,;
fel-regulalt gének kozil 7 gén: ACTL6B, COL24A1, CARTPT, CRHRI, CCK,
PROC, SERPINF1) érintett T2DM-ben. Ugyan a DisGeNET szignifikansan dasult
eredményei kozott nem szerepel, de az egyes gének szerinti online DisGeNET keresés
soran megfigyeltiik, hogy a fel-regulalt CCK, GRIK2 és CRHR1 gének érintettek
ongyilkossagban. Bar egyik adatbazis sem tartalmaz a DMPFC-re specifikus
informaciokat, adataink arra utalnak, hogy ezek a valtozd gének a DMPFC-ben is

Osszefliggésbe hozhatok az 6ngyilkossaggal.

A NECAB?2 eloszlasa a DMPFC-ben

A NECAB?2 egyike azoknak a validalt géneknek, amelyek szintje szignifikansan
emelkedett az ongyilkos aldozatok DMPFC-ben. Korabbi tanulmanyok kimutattak,
hogy a NECAB2 specifikusan kotédik az I-es tipusi metabotrop glutamat receptor
(mGIuR) csoportba tartozd receptorokhoz (mGluR 1 és mGluR5), igy modulalni képes
azok funkciojat. Szekvenaldsi eredményeink bizonyitékot szolgaltatnak arra, hogy a
glutamaterg jelatviteli rendszer aktivalodasa részt vesz az Ongyilkos viselkedés
patogenezisében. Igy valésziniisitheté, hogy a NECAB2 a mGluRS5 aktivitdsanak
novelésével szerepet jatszik az Ongyilkossag kialakulasaban. Hisztologiai
vizsgalataink és az AHBA expresszids adatbazissal vald Gsszehasonlitasunk soran
megfigyeltiik, hogy a NECAB2 az emberi agykéreg felsobb és mélyebb rétegeiben,
foleg a IL, illetve a III-V. rétegben taldlhat6 interneuronokban expresszalodik. Az
AHBA adatai szerint a NECAB2-t expresszalo sejtek tobbsége olyan GABAerg
interneuronokban fejezddik ki, amelyek zomében a vazoaktiv intesztinalis peptid
(VIP), a lizoszoma-asszocialt membranglikoprotein 5 (LAMPS), a paros dobozfehérje
6 (PAX®) illetve a szomatosztatin (SST) molekulak expresszidjaval jellemezhetdk.
Kombinalt immunhisztologiai vizsgélataink megerdsitették, hogy a NECAB2 nem
expresszalodik sem asztrocita, sem mikroglia sejtekben, azonban azt talaltuk, hogy a

NECAB2 két, morfologiailag eltérd interneuron altipusban jelenik meg. Az egyik
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interneuron altipus nagyobb sejttesttel jellemezhetd, amely a mélyebb rétegekben
helyezkedik el, mig a masik altipus, amely kisebb sejttesttel rendelkezik, nagyobb
mennyiségben fordul el6 a DMPFC felsébb rétegeiben, tilnyomorészt a II. rétegben.
A NECAB2 expresszidja nemcsak a sejttestben, hanem a szomatodendritikus
kompartmentekben, illetve  axontermindlisokban is  azonosithatd  volt.
Eredményeinket dsszegezve valoszinii, hogy a NECAB2-t expresszalo sejttipusok az
mGIuR-ok szabalyozasan keresztiil érintettek lehetnek az ongyilkos viselkedés

kialakulasaban.
Emelkedett GLP-1R expresszio a T2DM betegek PVN mintaiban

Irodalmi adatok beszamoltak a GLP-1 jelatvitel érintettségérél depresszidban.
Mivel eddig még kevés adat szarmazik a human agyi GLP-1 rendszer vizsgélataibol,
érdekesnek véltiikk a cukorbetegség gyodgyszeres kezelésének egyik célpontjanak, a
GLP-IR expressziojanak vizsgalatait T2DM betegségben érintett személyek PVN
régdjaban. A génexpresszios vizsgalatokat RT-gPCR és Western blot technikak
segitségével végeztiik. A mennyiségi expresszié analizis alapjan elmondhatd, hogy a
GLP-1R mRNS expresszidja szignifikansan megnétt a T2DM betegekben: a GLP-1R
relativ mRNS expresszidjanak aranya a diabéteszes betegek PVN mintaiban 2,89+0,9,
mig a kontroll egyének esetében 0,52+0,13 volt (p<0,05). A relativ GLP-1R mRNS
expresszio 1,39+0,83 volt a metforminnal kezelt T2DM betegek esetében (p<0,05). A
denzitometrias mennyiségi analizis kimutatta, hogy a GLP-1R fehérje expresszidja
szintén megndvekedett a T2DM betegek PVN mintajaban. A relativ GLP-1R fehérje
szint a T2DM betegekben 1,25+0,18 (koztik 1,45+0,48 a metforminnal kezelt
betegeknél) illetve 0,71+0,13 a kontroll egyénekben (p<0,05). Adataink azonban arrol
nem adnak informacidt, hogy mely szubdiviziokban torténik valtozas, illetve arrdl,
hogy a GLP-1R mRNS szintje milyen mechanizmusok éltal n6 a T2DM betegekben.
Jelen munkaban elséként szamoltunk be a GLP-1R expressziojanak emelkedésérdl
T2DM betegek PVN mintaiban. Ezaltal feltételezziik, hogy a GLP-1R kiilonleges

szerepet jatszik a taplalkozas és a gliik6z homeosztazis zavaraban.
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5. Kovetkeztetések

1.

A szekvenalasi eredményeink alapjan valtozé gének funkcidit és utvonalait
elemezve megallapitottuk az immunvalaszok inaktivalodasat és a gliasejtek
differencialodasaban szerepet jatszo gének expresszidjanak csokkenését,
valamint a glutamaterg szinaptikus jelatvitelben részt vevé gének
expressziojanak emelkedését Ongyilkosok DMPFC mintaiban, ami ezen
folyamatok érintettségére utal az dngyilkos viselkedés kialakulasaban.

A DEG-ek fehérje interakcios halozatanak elemzése kimutatta, hogy a le-regulalt
gének esetében az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR), a fel-regulalt
gének koziil pedig a kolecisztokinin (CCK) rendelkezik a legnagyobb
kapcsolattal, ami ezen gének kozponti szerepére utal az ongyilkos viselkedés
kialakulasaban.

A DEG-ek ko-expresszios halozatanak elemzése soran a le-regulalt gének
legfébb ko-expresszios klaszterei csokkent gyulladasos valaszkészséggel allnak
kapcsolatban, mig a fel-regulalt gének fébb ko-expresszids klaszterei a
neurotranszmitter receptor internalizaciohoz, natrium csatorna aktivitashoz és
peptidek neuromodulator funkcidjahoz kapcsolodnak. A legfontosabb le-regulalt
hub gén a vinexin (SORBS3), amely autofagiaban és neurodegenerativ allapotok
kialakuldsaban vesz részt. A legfontosabb fel-regulalt hub gén a calcyon
(CALY), amely a neurotranszmitter felszabadulds optimalizaldsaban jatszik
szerepet. E két legfobb hub gén potencidlis biomarkerként szolgalhat az
ongyilkos viselkedésben.

Az RT-qPCR validalas soran 14 igazoltan depresszioban érintett gén mRNS
expressziojanak valtozasa dsszhangban volt a szekvenalasi eredményeinkkel, igy
annak validalasanak tekinthetdé Az ITPKB, GJA1l és GLUL depresszidban
étintett gének valtozasat eddig csak depressziosok DLPFC-ben irtak le, igy 1j
eredménynek tekinthetd ezen gének Ongyilkosok DMPFC-ben torténd
valtozasanak azonositasa. Az AQP1 és ITGB4 gének esetében, amelyek
expresszios valtozasat eddig allatok depresszio-szerii viselkedésében irtak csak
le, jelen tanulmanyunk az els6, amely Osszefiiggésbe hozza dket az emberi

ongyilkos viselkedéssel.

16



A NECAB2 6ngyilkos aldozatok DMPFC-ében emelkedett expressziot mutatott.
A nagyagykérgi eloszlasanak vizsgalata soran intenziv mRNS expressziot
figyeltink meg a DMPFC 1., illetve VI. rétege kozott. Expresszioja ugyanakkor
megfigyelhetd két interneuron altipusban, melyek eltér§ rétegekben
helyezkednek el. A NECAB2 fehérje jelen volt a neuronok szomatodendritikus
és axonalis kompartmentjében is. Dupla immunhisztologiai vizsgalataink soran
igazoltuk, hogy a NECAB2 nem expresszalodik gliasejtekben.

Gén-betegség asszociacids elemzéseink soran megfigyeltiik, hogy a
depresszioban szignifikansan feliilreprezentalodott hub gének egy része 2-es
tipust cukorbetegséggel (T2DM) is dsszefiiggésbe hozhatok.

Eredményeink alapjan a GLP-1R szignifikansan emelkedett mRNS és fehérje
expressziojat talaltuk T2DM betegek hipotalamuszanak PVN teriiletén.
Eredményeink megbizhatésaga érdekében fontos kiemelniink, hogy egyik
T2DM beteg sem részesiilt GLP-1R agonista kezelésben, illetve a cukorbetegek
fele ugyan részesiilt mas alternativ antidiabetikus terdpidban, azonban az
expresszios eredményeinket elemezve az antidiabetikus terdpia nem volt hatassal

a GLP-1R expressziora.
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