Az oxitocinreceptor genetikai variabilitasanak in silico elemzése

MARx PETER!, ARANY ADAM', RONAI ZsoLt?, ANTAL PETER! Es SASVARI-SZEKELY MARIAZ

! Budapesti Miszaki és Gazdasdgtudomdnyi Egyetem, Méréstechnika és Informaciés Rendszerek Tanszék, Budapest
2 Semmelweis Egyetem, Orvosi Vegytani, Molekuléris Biolégiai és Patobiokémiai Intézet, Budapest

Az oxitocinreceptor gén (OXTR) polimorfizmusait kiterjedten vizsgaljak bizonyos pszicholégiai

jellegek és pszichiatriai rendellenességek vonatkozasaban, az eredmények azonban ellent-
mondasosak. Ennek egyik oka az lehet, hogy az OXTR génben tobb mint 270 SNP-t (single

nucleotide polymorphism) azonositottak, melyek molekuldris funkciéja dltaldban nem ismert.
Célkitlizések: Vizsgalataink célja a human és a kutya oxitocinreceptor genetikai variabilita-
sanak in silico elemzése volt. Eredmények: A human és a kutya OXTR aminosav szekvencia

osszehasonlité analizise szerint a legerételjesebb kiilonbség egy olyan, 5 aminosav hosszu

szakasz, ami a kutya receptorabdl hidnyzik, mig a human fehérjében megvan. A kutya oxitocin-
receptor aminosav szekvenciajat in silico kiegészitve ezzel az 6t aminosavval Iényeges véltozast

tapasztaltunk a receptor intracellularis régidjanak térszerkezetében. Kovetkeztetés: Az OXTR

génvaltozatok fajon beliili és a fajok kozti ,in silico” hasonlésagi analizise fontos szerepet

kaphat a genetikai variansok funkciondlis eltéréseinek megjéslasaban.

(Neuropsychopharm Hung 2011; 13(3): 139-144; doi: 10.5706/nph201109002)
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Az oxitocin egy kilenc aminosavbdl allé peptid,
melynek két cisztein oldallancat 9sszekotd diszul-
fid hidja a peptid lancaval gytirtt alkot. Az oxitocin-
receptor egy 7 transzmembran domaint tartalmaz,
G-fehérjéhez kotott receptor tipus. Legfontosabb jel-
lemzGje a G_fehérje altal medialt inozitol-trifoszfat
jelatvitel, mely serkentd jellegii a célsejtre, és hatasara
megemelkedik az intracellularis Ca?* koncentracio.
Ugyanakkor tovabbi jelatviteli utak érintettsége is
ismert, mint példdul a G_és G, fehérjék altal medialt
adenilat-ciklaz aktivacio és gatlas (Viero et al., 2010).

A centrilis és periferidlis oxitocin forrasa egyarant
a hipotalamusz, de a periféridra jutott peptid rossz
vér-agy gat penetracidja, és a szekrécid eltéré me-
chanizmusa miatt a két rendszer miikddése bizonyos
vonatkozasokban fiiggetlennek tekinthetd. A centrélis
oxitocin szdmos, kulcsfontossagu folyamatban jatszik
szerepet, mint példaul a tejelvalasztds meginditésa-
ban, a reproduktiv viselkedés, sziil6-gyermek kot6dés,
altalaban a szocialis k6t6dés, illetve szocidlis memoria
szabalyozdsaban (Viero et al., 2010). Human pszicho-
logiai vizsgalatokban kimutattak, hogy a nazalisan
adagolt peptid noveli a partnerrel szembeni bizalmat,
és csokkenti az alany bizalméval torténé visszaélés
okozta averziét (Baumgartner et al., 2008). Erdemes
megjegyezni, hogy a nazalisan adagolt peptid feltehe-
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téen az extracellularis téren 4t éri el a liquort, és nem
szlikséges atjutnia az vér-agy gaton (Born et al., 2002).
Szamos eredmény utal arra, hogy a centrélis
oxitocinrendszer és dopaminrendszer interakcidja
igen fontos. Ismert példaul a jutalmazasi rendszer,
a depresszid és a fiigg6ség vonatkozasdban fontos
dopaminerg pélyak és az oxitocinreceptor expresszi6
atfedése (Baskerville and Douglas, 2010). Funkciond-
lis MRI vizsgélatokkal azt is kimutattak, hogy szociélis
helyzetekben torténd oxitocin adagolas hatasara csok-
ken az amygdala és az dltala aktivalt agytorzs félelmi
efferens zondinak aktivitisa (Baumgartner et al., 2008;
Kirsch et al., 2005). Az oxitocin azonban nemcsak a
dopaminerg rendszerrel all kolcsonhatasban, hasonlo
eredményeket kaptak a szerotonerg rendszer vonat-
kozasaban is (Emiliano et al., 2007; Galfi et al., 2005).
Kordbbi eredményeinkben beszamoltunk a sze-
rotonerg rendszer és a depresszi6 Osszefiiggéseirdl
(Domotor et al., 2007), tovabba részletesen vizsgaltuk
a dopaminerg polimorfizmusok hatésait gyermekko-
ri figyelemhianyos hiperaktivitasi zavarban (Mozes
et al., 2010; Kereszturi et al., 2007), a drogfiiggdség
(Szilagyi et al., 2005; Vereczkei et al., 2009), a dohany-
zas (Kotyuk et al., 2009) és a személyiség (Szilagyi
et al., 2005) vonatkozasaban, valamint a sziil6-gyer-
mek kotédési tipusok viszonylataban (Birkas et al.,
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2005). Pszichogenetikai vizsgalatainkat tjabban az
oxitocinreceptor gén (OXTR) allélvaridnsainak ira-
nyaba szeretnénk kiterjeszteni. Ehhez azonban érde-
mesnek téint elméleti szempontbdl megvizsgalni, hogy
a szamos OXTR egypontos nukleotid polimorfiz-
musok (single nucleotid polymorphism, SNP) koziil
melyeknek lehet funkciondlis hatdsa. A jelen vizsga-
latban in silico modszerekkel tanulmanyoztuk a fajon
beliili és fajok kozti eltéréseket az OXTR génrégioban.

MODSZEREK

Felhaszndlt adatbdzisok

Az OXTR gén in silico vizsgalatahoz a két legismertebb
adatbézist - NCBI (Sherry et al., 2001) és Ensembl
(Flicek et al., 2011) — hasznaltuk fel. A két, egymas-
tol fiiggetlen adatbazisbol szarmazo adatok 6sszeha-
sonlit6 analizise lehet6vé tette szamunkra az adatok
validalasat. Ahol a két adatbazisban kiilonbségek
adddtak, ott mas fajok oxitocinreceptoranak ami-
nosav szekvenciajanak osszehasonlit6 analizisével
azonositottuk a megbizhato szekvencia verziot.

Szdmitdsi médszerek

DNS szekvenciak illesztéséhez elsdsorban a Basic
Logical Alignment Search Tool-t (BLAST) (Altschul
et al., 1990) alkalmaztuk blastn és blastp algoritmu-
sokkal. A BLAST bemenete egy vagy tobb DNS szek-
vencia volt. Ha bemenetként egyetlen szekvenciat
hasznalunk, az algoritmus ezt az NCBI adatbazisaban
szereplé mas szekvenciakhoz hasonlitja. Tobb DNS
szekvencia megadasdnal az egymashoz képesti ha-
sonldsagok, illetve killonbségek allapithatéak meg.

Eredményként megkapjuk a hasonlésag szerint sorba
rendezett szekvencidkat. A fehérje szekvencia vizsga-
latokhoz alkalmazott pPBLAST hasonlé elvek alapjan
miikddik, de mas paramétereket hasznal a hasonldsag
pontozasara. Mindkét esetben az alapértelmezett be-
allitdsokkal hasznéltuk az algoritmusokat.

A filogenetikai fa szamitasahoz a ClustalW2
Phylogeny eszkozét hasznaltuk, melyhez a bemene-
tet a ClustalW2 (Chenna et al.,, 2003) programmal
generaltuk, majd az Interactive Tree of Life (iTOL)
(Letunic and Bork, 2007; Letunic and Bork, 2011)
eszkoz felhasznalasaval jelenitettitk meg. A fehérjék
szerkezetének joslasara az I-TASSER (Roy et al., 2010;
Zhang, 2008) programot hasznaltuk. Josagi mérceként
pedig a ,,C-score” értékét alkalmaztuk, ami egy -5 és
2 kozotti értékkel becsli a predikalt fehérje szerkezet
valésaghtliségét (minél nagyobb a ,,C-score”, annal
pontosabb a predikcio).

EREDMENYEK

A humdn OXTR gén variabilitdsa

A humén genom szekvencidra és annak variabilita-
sara vonatkozo informdciok igen kiterjedtek, és ezen
adatok legnagyobb része szabadon hozzaférheté kii-
16nb6z6 adatbazisokban. A humén OXTR génben
a jelen kozlemény irdsanak idépontjaban Osszesen
275 SNP ismert. A genetikai variansok ezen nagy
halmazabol kivélogattuk azokat, amelyekrdl feltéte-
lezhet6, hogy mddositjak a fehérje felépitését, vagy
hatéssal lehetnek a képz6dé fehérje mennyiségére. Igy
els6sorban exonokra esd, illetve olyan, nem atir6dd
(untranslated region, UTR) régiok SNP-it vizsgéltuk,
melyek kozel esnek a kodolo régidhoz. Tovabbi fontos

1. tablazat A human OXTR gén valdszinGsithetéen funkcionalis SNP-i

Kromoszéma SNP rs szama Minor allél
pozicié frekvencia (MAF)
8794187 rs4686302 0.1391
8794545 rs1042778 0.3728
8793724 16770632 0.2401
8793585 rs237884 0.2615
8810008 rs237911 0.1351
8810202 rs114738868 0.0948
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Funkcio Allél Kédolt aminosav
missense A Thr(T]
contig ref. G Ala[A]
3'UTR G/T
3'UTR A/C
3'UTR A/G
5'UTR A/G
5'UTR /T
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1. abra Néhany faj oxitocinreceptora ltal meghatérozott filogenetikai fa

0.1

Canis lupus-familiaris
Sus-scrofa

] Bos-taurus

] _:Ovis—aries
Macaca-mulatta

4|;_—Homo—sapiens
Pan-troglodytes

Mus-musculus
Rattus-norvegicus

Gallus-gallus

Oryctolagus-cuniculus

A latin nevek magyar megfelel6i: Canis lupus familiaris - kutya, Sus scrofa - vaddiszn6, Bos taurus - szarvasmarha, Ovis aries — juh, Macaca
mulatta - rhesus majom, Homo sapiens — ember, Pan troglodytes — csimpanz, Mus musculus - egér, Rattus norvegicus - patkany, Gallus
gallus - tyuk, Oryctolagus cuniculus — hazinyul. Az dbran lathato legfelsé vonal 0.1 tavolsagnak megfelelé hosszusagu. Ez alapjan lathato
az egyes fajok gyokértdl valo tavolsaga (az elagazasok sorrendjének nincs jelentésége). A szekvencia illesztéshez és a filogenetikai fa sza-
mitasahoz a ClustalW2 mig a fa megjelenitéséhez az iTOL programot hasznaltuk fel.

szempont volt, hogy a minor allél frekvencia (MAE,
az SNP két allélja koziil a ritkabbik allél gyakorisa-
ga) nagyobb legyen 5%-ndl. Ezen feltételek mellett
jelent6sen lecsokkent az analizdlandé SNP-k szama.
A fenti feltételeknek megfelel6é human SNP-ket az
1. tablazat tartalmazza. A tablazatban lathatd, hogy
egyetlen olyan SNP ismert, amely a kddolo régidba
esik, és allé] frekvenciaja nem tulsagosan alacsony
(13% korili). Az 5’UTR szakaszban 2 db, a 3’UTR
szakaszban 3 db olyan SNP-t talaltunk, mely megfelelt
a fenti feltételeknek. Ezekben az esetekben a MAF
értéke 10-25% kozotti értéknek mutatkozott.

Az oxitocinreceptor aminosav szekvencidjinak
fajok kozti hasonldsdga

A genetikai variabilitds masik megkdzelitési modja
az egyes fajok kozti eltérés vizsgalata. A filogenetikai
fa épitéséhez az egyes fajok OXTR aminosav szek-
vencidit hasznéltuk fel, és a Clustal W2 Phylogeny
eszkozével generédltuk a fajok kozti tavolsagokat,
az eredményt az iTOL program segitségével jelenitet-
tiink meg (1. dbra). Eredményeink azt mutatjak, hogy
csupan egyetlen gén, az OXTR vizsgalata alapjan is
lehetséges a fajokat kiilonb6z6 rendek és osztalyok
szerint csoportositani. Esetiinkben a paros ujju pa-
tasok keriilnek egy agra, ahogy az egér és a patkany,
ember és csimpanz. Sajnos az OXTR szekvencia sok
faj esetében nem hozzaférhetd, igy vannak olyan agak,
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ahol kevés vagy egyetlen faj szerepel, példaul a kutya.
Ugyanakkor a fa jol prezentalja az egyes fajok kozotti
kiilonbségeket, példaul a csirke, a madarak egyediili
képvisel6je messzire kertil az emlGsoktSl.

A humdn és kutya oxitocinreceptor aminosayv szek-
vencidjanak osszehasonlitdsa

Bar a kutya genomja mar egy ideje ismert (Wayne
and Ostrander, 2007), az egyes gének variabilitasarol
viszonylag keveset tudunk, mivel a kutya genomjaban
talalhaté SNP-k csak néhany allat genetikai analizi-
sébdl szarmaznak, igy bizonytalan és hianyos infor-
maciok allnak rendelkezésre. Ugyanakkor a human
és a kutya OXTR gén altal kodolt fehérje hasonlosaga
igen nagyfokdnak tiinik, és a meglévé kiilonbségek
analizise hipotézisiink szerint rimutathat a fehérje
funkcionalis variabilitdsara.

A kutya és az ember oxitocinreceptor aminosav
szekvenciajanak dsszehasonlité elemzésével a kovet-
kez6 eredményeket kaptuk. A human fehérje 389,
mig a kutya 384 aminosav hosszisigu. 26 ponton
van eltéré aminosav, ezek koziil 8 esetben az eltéré
aminosavak f6bb kémiai tulajdonsdgai megegyeznek
(polaritas, saverGsség). A legerdteljesebb kiilonbség-
nek az tlinik, hogy a human OXTR tartalmaz egy
olyan, 5 aminosav hosszu szakaszt, ami a kutya gén-
bél hianyzik. A kiilénbség funkcionalis jelentdségét
alatamasztjak az Uniprot (TheUniProtConsortium,
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2. abra A kutya OXTR gén 4ltal meghatarozott és a,human-specifikus szekvenciaval” kiegészitett oxitocinreceptor szerkezet

A kétféle aminosav szekvencia alapjan predikalt fehérje szerkezet szamitasa és abrazoldsa az I-TASSER segitségével készilt. A beillesztett 5
aminosav altal létrehozott valtozast piros nyillal jeloltiik. A baloldali, eredeti (kutya) fehérjén egy hosszabb alfa hélix (sarga szinnel jel6lve)
lathatd, melyet rovidebb hurok kévet, mig a jobb oldalt lathaté, médositott fehérjén révidebb a mar emlitett hélix és hosszabb a hurok.

2011) adatbazisanak adatai, mely szerint ez a ,human-
specifikus” régio a citoplazméba esik, igy hatassal
lehet a G fehérjékhez valé kotédésre.

In silico vizsgalatainkkal ala kivantuk tdmasztani a
fenti feltételezést azzal, hogy megvizsgéljuk, milenne
a hatdsa annak, ha a kutya fehérje tartalmazna ezt
a ,human specifikus” szakaszt. Ezért 6sszehasonlitd
analizist végeztiink a kutya eredeti aminosav szek-
vencidja altal meghatarozott, és az eredeti szekven-
ciat a ,,human specifikus” darabbal mesterségesen
kiegészitett fehérje térszerkezete kozott, a prediktalt
fehérje szerkezeteket a 2. dbra mutatja. A két fehérje

»C-score” mutatdja (-0.04 az eredeti, és -0.22 a mo-
dositott fehérje esetén) hasonld, vagyis a predikci6
megbizhaténak tlinik. Ugyanakkor jél lathato, hogy
az abran piros nyillal jelolt szekvenciarészlet jelentd-
sen eltér a két valtozatban, azaz a , human specifikus
darab” inszercidja jelentdsen modositja a receptor
fehérje citoplazmatikus részének (az abran a felsé
rész) térszerkezetét.
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MEGBESZELES

A human OXTR gén polimorfizmusait szamos
pszichogenetikai asszocidcié vizsgalatban tanulma-
nyoztdk, az eredmények a genetikai asszocidcids
vizsgélatok jelenlegi altalanos helyzetét jelzik, amely
szerint a populdcids rétegzédés, episztatikus hata-
sok, ritka varidnsok, epigenetikus hatasok és kor-
nyezeti hatdsok szerepe miatt a funkcionalis, oksagi
és rendszerszintli megértés/hipotézisek még csupan
korvonalazodnak. Az autizmus az egyik legtobbet
tanulmanyozott pszichiatriai rendellenesség az OXTR
génvariansok vonatkozasaban, mely pozitiv (Lerer
et al., 2008) és negativ (Tansey et al., 2010) eredmé-
nyeket is szolgaltatott. Hasonldan sokat tanulmanyo-
zott, de vitds kérdés az OXTR polimorfizmusok és
a szocialis tanulas osszefiiggése (Park et al., 2010),
illetve a depresszi6val valo Osszefiiggés is (Costa et
al., 2009). Az ellentmondasok egyik forrasa lehet
az is, hogy az OXTR gén szamos génvariansabol az
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egyes vizsgalatok mas-mds SNP-ket valasztanak ki
az analizishez, de nem elhanyagolhat6 az oxitocin és
mas neurotranszmitter rendszerek kélcsonhatasanak
jelentGsége sem.

A jelen dolgozatban megvizsgaltuk az oxitocin-
receptor genetikai variabilitasat a human fajon beliil,
illetve fajok kozott. Eredményeink azt mutatjak, hogy
a fajok kozti eltérés nagyjabol koveti a filogenezisrél
alkotott képiinket. Kiemelendé ugyanakkor, hogy az
emberi és a kutya oxitocinreceptor aminosav szek-
vencidja meglehetdsen hasonlé. A legjellemzébb el-
térésnek az az 5 aminosav hosszisagu szakasz ttnik,
mely a human fehérjében benne van (,human-speci-
fikus darab”), mig a kutyabdl hidnyzik. Megvizsgélva
a ,human specifikus darab” szerepét in silico, azt ta-
laltuk, hogy a kutya receptor intracellularis régidjanak
térszerkezetét ez az inszercié lényegesen megvaltoz-
tatja. Hasonld jellegti vizsgalatok még nem jelentek
meg a szakirodalomban. Eredményeinket limitalja az
a tény, hogy mindez csupan szamitégépes predikcion
alapul.

Farmakoldgiai vonatkozdsok

Az oxitocinreceptor agonistak és antagonistak fejlesz-
tése a modern gyogyszeripar egyik fontos teriilete.
Periférialis hatasai (példaul az agonisték sziilést meg-
inditd, illetve az antagonistédk korasziilés kockazatat
csokkentd hatasa) mellett reményeket fiiznek a vér-agy
gaton atjuto és oralisan aktiv, nem-peptid agonistak
tovabbi kedvezd terdpias hatasaihoz. Ezen reménybeli
hatasok kozé tartozik az anxiolitikus hatas kifejezetten
szocialis toltettel rendelkezé szorongasos korképek
kezelésében, proszocidlis hatdsok az autizmus spekt-
rum kiilonb6z6 kérképeiben (Hollander et al., 2007),
illetve kabitoszer dependencia rehabilitacidja soran
elérhet6 hatds (Baskerville and Douglas, 2010). Var-
hatbak tovabba mindkét nemben jétékony hatasok
szexualis zavarokban, és a taplalék felvétel zavaraival
egyltt jaro pszichidtriai korképekben. Egyes adatok
szerint az oxitocin intravénds infizidban adva javitja
az autistak és Asperger szindromas betegek szociélis
képességeit, elsésorban a szocialis informaciok fel-
ismerését és ezek bevésését (Hollander et al., 2007).
Altalanossagban elmondhatjuk, hogy az oxitocin
agonistak és antagonistak farmakoldgiai hatdsai
nemcsak rendkiviil szélesek, de igen reménykeltéek
is. Keveset tudunk azonban az oxitocinreceptorra
haté vegytiletek farmakogenetikai vonatkozasairdl,
ezért a jelen munkaban bemutatott genetikai varia-
bilitas vizsgalat fontos adalék lehet az egyénre szabott
gyogyszerterapia kialakitasdban.
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There is an ongoing extensive study on the polymorphisms of the oxytocine receptor (OXTR)
gene and their relation to certain psychological traits and psychiatric disorders, however the
results are contradictory. One of the sources of inconsistency could originate from the fact
that the OXTR gene contains more than 270 SNPs (single nucleotide polymorphisms) without
clarified molecular effect. Goals: The aim of this study was an in silico analysis of sequence
variations between the human and dog OXTR gene. Results: Comparative analysis of the
human and the dog OXTR amino acid sequence revealed that the most robust difference
between the two proteins is a five amino acid containing fragment which is present in the
human but absent in the dog receptor. In silico addition of this sequence to the dog receptor
resulted in a dramatic change in the conformation of the intracellular region. Conclusion: In
silico comparative analysis of OXTR gene variants among species and individuals might serve
as an important cue for predicting the functional effects of genetic variants.
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