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1 Roviditések jegyzéke

Rovidités Angolul Magyarul (amennyiben létezik)
ANOVA Analysis Of Variance Variancia analizis
BAL Bronchoalveolar Lavage Tiidémoso6 folyadék
BN-BMLA Bayesian Network based Bayesian Bayes-halo alapu Bayesi tobbszintii
Multilevel Analysis relevancia elemzés
CA Allergic Conjunctivitis Allergias kotohartya gyulladas
CD-CV Common Disease — Common Gyakori betegség — gyakori varians
Variant hipotézis
CD-RV Common Disease — Rare Variant Gyakori betegség — ritka varians
hipotézis
CEU Reference population, Utah residents | Referencia populacio, Utah lakosai
with ancestry from Europe europai felmendkkel
CI Confidence Interval Konfidencia intervallum
CNV Copy Number Variation Ismétlésszam valtozas
CSEA Compound Set Enrichment Analysis | Vegylilet halmaz feldusulas
elemzés
DNA /DNS | Deoxyribonucleic acid Dezoxiribonukleinsav
EMA European Medicines Agency Eurdpai Gyogyszeriigyi Hivatal
ES Enrichment Score Feldusulési érték
FABP3 Fatty Acid Binding Protein 3
FDA Food And Drug Administration Elelmiszer- és Gyogyszer-
feliigyeleti Hatosag
FEV1 Forced Expiration Volume in the Erdltetett vitalkapacitas kilégzés az
first second elsé masodpercben
FEV1/FVC% | Forced Vital Capacity Expiration Eroltetett vitalkapacitas kilégzés

percent in the first second

szézaléka az els6 masodpercben
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FVC Forced Vital Capacity Erdltetett vitalkapacités
GEO Gene Expression Omnibus
GINA Global Initiative for Asthma
GO Gene Ontology
GSEA Gene Set Enrichment Analysis Gén halmaz feldsulas elemzés
GWAS Genome Wide Association Study Teljes genom asszociacios
vizsgalat
HTS High-throughput screening Nagy ateresztOképességli sziirés
HWE Hardy-Weinberg Equilibrium Hardy-Weinberg egyensuly
INTLN1 Intelectin-1 (intestinal lactoferrin
receptor)
LD Linkage Disequilibrium Kapcsoltsagi egyensulytol valo
eltérés
LGMN Legumain
PCR Polymerase Chain Reaction Polimeraz lancreakcio
LY9 Lymphocyte antigen 9
MATIA Methionine Adenosyltransferase 1
Alpha
MB Markov Blanket Markov-takar6
MC3 Metropolis Coupled Markov Chain
Monte Carlo method
MCMC Markov Chain Monte Carlo method
MBM Markov Blanket Membership Markov-takaroba tartozas
MBG Markov Blanket Graph Markov-takar6 graf
MBS Markov Blanket Set Markov-takar6 halmaz
mRNA / messenger RNS Hirvivé RNS
mRNS
OR Odds Ratio Esélyhényados
OVA Ovalbumin Tojasfehérje
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OSGIN Oxidative Stress Induced Growth
Inhibitor

PC20 Provocative Concentration that A FEV1 20%-o0s esését eldidézo
causes 20% fall in FEV1 koncentracid

PPARGCIB | Peroxisome Proliferator-Activated
Receptor Gamma Coactivator 1-Beta

QDF* Query Driven Data Fusion Kérdésvezérelt adatfuizios
Framework keretrendszer

RA Rhinitis Allergica Szénanatha

RNA /RNS Ribonucleic acid Ribonukleinsav

rs# reference SNP number Polimorfizmus referencia azonosito

SCIN Scinderin (or Adseverin)

SNP Single Nucleotide Polymorhism Egynukleotidos polimorfizmus

STR Short Tandem Repeat Rovid tandem ismétlédés

TFF1 Trefoil Factor 1 protein

Thl T-helper 1 cell 1-es tipusu segitd T sejt

Th2 T-helper 2 cell 2-es tipusu segitd T sejt

UTR Untranslated Region Nem transz1alodo régio

YRI Reference population, Yoruba in Referencia populacio, Yoruba
Ibadan, Nigeria etnikum, Ibadan, Nigéria
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2 Bevezetés és irodalmi hattér

Az 1) évezred valdban egy Uj korszakot is nyitott szamos tudomanyos, technologiai €s
gazdasagi teriileten. A szadmitastechnika és a biologia parhuzamos fejlodése nem csak egy
természetes Osszefonodds irdnyadba mutat, de korunk égetd globalis kihivasai
elengedhetetlenné is teszik, hogy a fejlddést innovativ, interdiszciplindris megkozelitések

termékenyitsék meg.

Az egészségiigyl ellatd rendszerek gazdasagi értelemben vett hatékonysaga mas
»iparagakhoz” viszonyitva vilagszerte alacsony. Hidnyoznak a versenyszférara jellemzd
erdteljes hatékonysagnoveld stratégidk: a szervezetek kozti természetes szelekcids nyomas
¢s az ugyfelek (betegek) oldalan pedig az 0sztonzd (pl. egészség megdrzését jutalmazod)
modszerek. A konzervativ mikdodési modellek az innovaciot kevéssé 0Osztonzik, az
intézmények rendszere jelenleg is jobban tiikrozi a mult szazad igényeit [1]. Emellett az
oregedd nyugati tarsadalmakban a populacié egyre kisebb hanyadanak kell fedeznie egyre
tobb ember szocialis és egészségiigyi terheit. Az egészségiligy egyre jobban képes kitolni a
varhatd élettartamot, de az egészségligyl problémak ¢és kiadasok 50 éves kor felett
exponencialis novekedésnek indulnak és atlagosan kozel Gtszordsére ndnek a korabbi
évekhez viszonyitva [2]. Ez a folyamat nemzetgazdasagi szinten egyre ndovekvo
egészségiigyi kiaddsokat jelent, nem csak abszolut értékben, de GDP ardnyosan is: az USA-
ban pl. csak az utobbi évtizedben 25%-al nétt [3, 4]. A rendszer jelenlegi trendjei
fenntarthatatlanok, ez az egyik legfontosabb oka a tobb fejlett orszdgban megindult

egészseégligyi reformoknak is.

A gyogyszeripar, mint az egészségiigy egy piaci alapon miikodé szegmense szintén egy
fenntarthatatlannak tind iizleti modellbe sodrodott. A gydgyszeripart érintd szabalyok
folyamatosan szigorodnak, egyre szélesebb kori klinikai tanulméanyokat és egyre
biztonsdgosabb hatdanyag profilokat kovetelnek meg a gyartoktél. E két folyamat
eredményeként az utdbbi évtizedben évrdl-évre egyre drasztikusabb koltségnovekedésrol
szdmolnak be a gydgyszerfejlesztd cégek (a klinikai vizsgalatok méar nem ritkan a
gyogyszerfejlesztés koltségeinek tobb mint 90%-at teszik ki), mikdzben az engedélyezett

hatoanyagok szama éves szinten az elmult hisz év alatt jelentdsen csokkent a szigorubb
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kovetelmények miatt (1. abra). A kevés 1 gyogyszer nem képes finanszirozni a kdvetkezd
gyogyszer generaciok novekvo fejlesztési koltségeit, igy a fenntarthatatlan modell miatt a

gyogyszeripar szintén komoly valtozasok elott all [5].
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1. 4bra - A Nature 2007-ben pulikalt egy tanulmanyt a hatéanyagok fejlesztési koltségének alakulasarol
és az éves szinten piacra juté hatéanyagok szamanak trendjérol [S]. A koltségek meredek novekedést,
mig az engedélyezett hatéanyagok inkabb csékkenést mutatnak.

Mindekdzben az élettudomanyok, €s elsdsorban a molekularis élettudomanyok az elmult 50
évben hatalmas fejlédésen mentek keresztiil, melynek szimbolikus mérfoldkove a human
genom megfejtése szinte pontosan az ezredfordulon tortént meg. Az élettani folyamatok
molekularis szinti megismerése az egészséges ¢€s beteg allapotok rendszerszinti
megértésének igéretét hozta, de a poszt-genom korszak, vagyis a human genom megfejtése
utani idoszak a vartnal tobb kihivassal is jart. A genomika eredményeinek transzlacidja a
klinikum szintjére csak egy évtizeddel késObb kezdi éreztetni a hatasat [6]. Hasonldan, a
gyogyszeripar oldalan is a vartnal tovabb tart az eredmények felhasznédlasa a
gyogyszerfejlesztési gyakorlatban: kevés a genetikai sajatossagokat célzo hatdéanyag és alig
van példa olyan hatdéanyagra, melyet a human genom megismerése alapjan fejlesztettek ki
[7]. Szamos olyan nagyreményii kezdeményezés és vizid indult utjara az elmult
évtizedekben, melyek a molekularis orvostudomanyok vivmanyaibol meritve probalnak
valaszokat keresni az egészségiigy ¢és a gyogyszeripar kihivasaira (pl. personalized

medicine, systems medicine, translational medicine, precision medicine, rational drug
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design, stb.). A molekuldris technikdk fejlddésének egy érdekes tudomanytdrténeti

aspektusa a nagy ateresztoképességli méréstechnikdk térhoditasa, melyek mind
orvosbiologiai, mind farmakologiai teriileten egyre nagyobb mennyiségli digitalis tudas

eldallitasaval jarnak.

A szamitastechnika elmult 6tven éves fejlddése még talan az élettudomanyoknal is nagyobb
jelentéségli volt, a vilagon elérhetd digitalis adat- és informaciotomeg a hatvanas évek ota
exponencialisan novekszik. A gyorsulas liteme az utobbi évtizedben lett csak igazan
szembetling és az eddig nem tapasztalt mennyiségli adat kezelése mar 1j modszereket is
igényel (,,Big Data”). Az informatikai fejlodés kiaknazasa ipardganként erdsen eltérd: a
konzervativ egészségligy és gyogyszeripar - a statisztikdk szerint - az iparagak kozott az
utolsok kozott van (2. abra), mikdzben a digitalis fejlettség a hatékonyabb miikddéssel

nagyon erdsen korrelal [8].

Figure 6. Maturity Breakdown by Industry

High Technoiogy 38% 25% 17%

Banking 35% 23% 19%
Insuranca 33% 33% 21%
Travel and hospitality 31% 19% 0%
Telecom 30% 17% 4%
Retail 26% 30% 26%
Consumer Packaged Goods 24% 16% 32%
Utilities 20% 40% 20%
Manufacturing 12% 26% A5%
Pharmaceuticals  [JES 17% 3%
m Digirati m Conservative m Fashionista Beginner

2. abra - A Capgemini Consulting and MIT's Center for Digital Business tanulmanya a digitalis
fejlettségrdl [8]. A digitalis fejlettség mutatoi a high-tech és pénziigyi szektorokban a legmagasabbak,

mig a gyoégyszeriparban a legalacsonyabbak.

Az egészségiligy €s a gyogyszeripar fenntarthatatlan modelljeibdl valo kitorés egyik
legfontosabb eszkdze lehet az informacio technologidk fokozott kiaknazasa, melyet az

imént bemutatott hatdsok szinergiaja 0sztondz: jelen van az innovaciora 6sztonzo gazdasagi

10



DOI:10.14753/SE.2015.1757

nyomds, a teriiletek adatintenziv eszkozeinek terjedése, a madsik oldalon pedig
rendelkezésre allnak a gyors litemben fejlodd informacid technoldgidk €s mas iparagak jo
gyakorlatai. Ezeket a trendeket felismerve PhD munkam sordn olyan informacio
technologiai eszk6zok kutatdsat és fejlesztését tliztem ki célul, amelyek a vilag kiiszobon

allo egészségligyi €s gydgyszeripari valtozasaira reagalnak, illetve képesek segiteni azokat.

A korabbi Mérnok Informatikus MSc. és Orvosbiologiai Mérndk MSc. diplomamunkaim
soran molekuléris biologiai kutatdsok tamogatasahoz fejlesztettem szoftveres eszkozoket,
igy szakmai hatterem jelentds része mérnoki tudoméanyokon alapul. A PhD kutatasaimat is
egy interdiszciplinaris (Budapesti Miiszaki ¢s Gazdasagtudomanyi Egyetem - Semmelweis
Egyetem) kutatécsoportban végeztem, melynek sordn egy molekularis orvostudomanyi és
egy farmakologiai problémakdrt vizsgaltam meg eltérd adatmérnoki eszkozokkel, igy a
teljes dolgozat e harom diszciplina metszetében helyezkedik el. A munka gerincét a modern
informacio technologiak adjak, de mig az elsd esetben eszkozként hasznaltam fel dket egy
felfedezé kutatashoz ¢s az elért ) orvosbioldgiai eredményeken van hangsuly, addig a
masodik esetben egy technoldgiai fejlesztés volt a cél, és igy maga a modszertan mutat fel
Uj elemeket farmakoldgiai teriileten. A két szakteriilet sok ponton érintkezik, de alapvetden
kiilonalld kutatasi teriiletet képviselnek, igy e munka is két parhuzamosan kifejtett

tematikai iv mentén épiil fel.

Az elsé témaban (,,Asztma genetika”) az asztma ¢és gyulladdsos megbetegedések
molekularis patomechanizmusat, elsésorban genetikai hatterét vizsgaltam. Ebben az
esetben egy teljes orvosbiologiai felfedezd kutatas kivitelezése volt célom: kezdve - a
korabbi allatmodell kutatdsok alapjan - a kisérlet megtervezésétdl, a human biobank
gyljtésen és a tobb szintli omikai vizsgalatok elvégzésén at, modern informacio
technologiai modszerekkel torténd kiértékelésig. Itt az informacié technologiai modszerek
eszkozként jelentek meg a kisérlet megtervezésében és a targyteriilet adatainak
rendszerszintli modellezésében, €s elsdsorban korabbi fejlesztések eredményeit hasznaltam

fel.

11



DOI:10.14753/SE.2015.1757

A masodik téma (,,Feldusuldas elemzés”) fokusza ezzel szemben egy 1) informacid
technologiai mddszertani fejlesztése volt farmakologiai teriileten. Ebben az esetben is egy
komplex targyteriilet adatainak integraldsa és elemzése volt cél, de itt az 1) modszertan
fejlesztésén volt a hangsuly, amelyet egy targyteriileti probléman teszteltem is. A
technikdval ismert hatéanyagok heterogén tulajdonsagai, és mérési eredményei alapjan
lehet elére megbecsiilni egy ) vegylilet kiillonbozd tulajdonsagait, igy példaul lehetséges
indikéacidkat. A modszer teszteléséhez az amantadinet vizsgaltam meg, mely egy jol ismert,
tobb indikacioval rendelkezd hatdanyag, igy jol tudtuk ellendrizni a modszer hatékonysagat

¢és korlatait.

12
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2.1 A harmadik informacidorobbanas

Az emberiség altal eldallitott és tarolt adatmennyiség az ezredfordulora robbanasszerii
novekedésnek indult. Bar a gondolat pontos eredete ismeretlen, 2006 ota egyre tobben
hirdetik, hogy ,,az adat a 21. szdzad olaja”. A robbanast tobb tudomanyteriilet és eltérd
diszciplina parhuzamos fejlédése és egyfajta kritikus tomeg elérése inditotta be. A jelenség
gerincét a szamitdstechnika fejlédése adja, melynek eredményeként ma a vilag jelenségei
gyakorlati értelemben szinte korlatlanul mérhetdek, leirhatoak, tarolhatoak, megoszthatdak

¢és elemezhetoek.

Az elsé informécidrobbanas kezdetét (a szimbolikus irasrendszerek megjelenését)
1d6szamitasunk elétt 5000 koriilire, a masodik informacioérobbanas kezdetét (a nyomtatott
konyvek megjelenését, vagyis a Gutenberg-galaxis kezdetét) a 15. szdzad végére, a
harmadik informécios robbanas kezdetét az 1960-as évek elejére dataljak [9]. A harmadik
informaciorobbands alapjat a szilicium alapt félvezetd technoldgidk rohamos fejlodése
adta. Gordon Moore, az Intel Inc. (a vilag legnagyobb mikroprocesszor gyartdja) egyik
alapitojanak nevéhez flizédik a hires ,,Moore-torvény”, mellyel 1965-ben megjosolta a
fejlédés trendjét [10]. A joslat szerint az integralt aramkorokbe olcson beépithetd
tranzisztorok szama 2 évente (késObb 18 hoénapra pontositottdk) megduplazodik, mely
egyben hasznalhato a szamitasi teljesitmény ndvekedésének a becslésére is. Bar az eredeti
joslat kizarolag az integralt aramkordkre vonatkozik, tdgabb érelemben a szamitastechnika
tobb mas mérdszama is koveti az eredetileg kimondott exponencidlis trendet (pl. memoridk
vagy diszkek mérete, halozati ateresztOképesség, stb.). A torvény lényegében a mai napig
igaznak bizonyul, s6t egyes jovokutatok szerint akar még ¢évszazadokig is fennmaradhat.
Ezek a trendek nem csak a folyamatosan termelédé adatok mennyiségének tobb
nagysagrendii novekedését okoztak az utdbbi évtizedben, de megvaltozott az adatok jellege
¢s az adatok tipikus ¢letciklusa is. Mig az ezredforduldig a személyi szamitdégépektdl a
nagyvallalati rendszerekig mindenki elsdsorban strukturalt adatokat tarolt és rendszeres
elektronikus nagytakaritasokat végzett, mara egyre jellemzébbé valik a strukturalt (pl.
nyilvantartasok, pénziigyi adatok) és strukturdlatlan (pl. hang, kép, szabadszdveges

informacio, nagy ateresztoképességii molekularis mérések) adatok korlatlan megorzése. A
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,»Big Data” kifejezés elsé megjelenését altaldban John R. Mashey, a Silicon Graphics Inc.
(késdbbi nevén SGI Inc., a kilencvenes évek meghatidrozd szuperszamitogép fejlesztdje)
egy vezetd mérnokének a nevéhez kotik, aki egy 1999-es eldaddsaban az exponencialis
szamitastechnikai fejlodés (CPU, memoria, haldzat, adat) hatasait €s trendjeit 0sszegezte
[11]. Ma a Big Data az 6sszefoglalé neve a novekvd méretii adathalmazokkal kapcsolatos
uj kihivasoknak, amelyek nem kezelhetéek mar a korabbi, megabyte-gigabyte 1épték,
strukturalt adathalmazokra kifejlesztett technoldgiai eszkozokkel, beleértve pl. az adatok
gylijtését, rendszerezését, tarolasat, visszakeresését, megosztasat, tovabbitasat, elemzését €s

megjelenitését (3. abra).
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3. abra - A Big Data jelenség szemléltetése az IBM 2013-as évi befektet6i tajékoztatéjaban [12]. A
digitalisan tarolt adatok novekedése exponencialis, a strukturalatlan és bizonytalan adatok részaranya
novekszik.

A digitalis adattarolas talan legfontosabb korai uttérdje az IBM cég volt, amely 1955-re
kifejlesztette a maihoz nagyon hasonlo elven miikddd adattarold diszkeket (,,hard disk
drive”), majd 1961-ben eldszor hasznalta az ,,informécid-robbanas™ kifejezést is (,,The
Information Explosion”, The New York Times: Section II, Advertisement). Az 1970-es
évek elejére megjelentek az elsd adatbazis kezeld rendszerek, majd szintén egy IBM

mérndk, Edgar Codd fektette le a mai napig is legszélesebb korben hasznalt strukturalt
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adatkezelési keretrendszer, a relacios adatbazisok elméleti alapjait (RDBMS) [13]. Ezekben
az évtizedekben az IBM kutatdlaborjaiban nem csak az adattarolas hardveres €s szoftveres
hatterének kidolgozasa kezd6dott meg, de az adatfeldolgozasi ¢és adatelemzési technologiak
megalapozéasa is (pl. Hans Peter Luhn, ,,Business Intelligence” [14]). A kétezres évek
elejére elsdsorban a méréstechnikai és adattarold eszkozok ardnak csokkenése adott egy
Ujabb lendiiletet az adattudomanyoknak. Egyre jellemzObbé valik a vilag jelenségeinek a
folyamatos mérése ¢és ezen adatok szinte korldtlan tarolasa; igy pl. aruk és eszkozok
mozgasanak folyamatos kovetése; molekularis bioldgiai mérések; mozgoképek és hang
rogzitése; kvantummechanikai és csillagaszati mérések; vagy az internet folyamatos
historikus mentése, ahol az emberiség kommunikacidjanak egyre nagyobb hanyada zajlik

[15].

Az adatkdzpontli informatika irdnyaba torténd eltolodas az ipar és tudomanyok sok
teriiletén altaldnossagban is tetten érhetd az ezredfordulotol kezdve. Az iparban a
természetes szelekcids mechanizmusok a cégeket folyamatosan arra 0Osztonzik, hogy
versenytarsaiknal hatékonyabbd tegyék miikodésiiket, és kompetitiv elényre tegyenek szert.
Az ezredforduloig az IT beruhazésaik els6sorban arra fokuszaltak, hogy az lizletmenet
gyorsabb, pontosabb €s olcsobb legyen, azonban addigra alapértelmezetté¢ valt, hogy a
kommunikécié elektronikus formaban torténik, az tligyfeleket, tranzakciokat, termékeket,
logisztikdt ¢és gyartdst mind informatikai rendszerekkel kezelik. Az iizletmenet
automatizaldsaval nem lehetett tovabbi versenyeldnyhoz jutni, azonban a rendszerekben
felgyiilemld adatok egy 10j lehetdséget nyitottak meg. Az adatok elemzésével intelligensebb
dontések hozhatoak, elére lathatok piaci trendek, koltség-hatékonysagi kérdések
egyértelmilen megvalaszolhatéak, egyszerlisodik a kockazatelemzés, jobban szervezhetd a
logisztika stb. Roviden, a dontések optimalizdlasdra helyez6dott at a hangstuly, mely
egyértelmiien kimutathatdo a globalis informatikai beruhdzésok alakulasabol is [16]. A
tudoményos kutatasok teriiletén az adatintenziv modszerek eldretorését egyenesen a
felfedez6 modszerek paradigmavaltasanak (,,A negyedik paradigma’-nak) nevezik [17], de
ahogyan az ipari szegmensek is kiilonbozd mértékben képesek alkalmazkodni az uj

kihivasokhoz [8], tigy a tudomanyteriiletek is eltér6 modon veszik ki résziiket a
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szemléletvaltasbol. A kovetkezd fejezetekben a molekularis orvostudomanyokat és a
farmakologidt érintd informacid technologiai kihivasokat és modszereket targyalom

részletesebben, hiszen munkam elsédleges célja ezen adatvagyon hatékonyabb kiaknazasa

volt.
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2.2 Avizsgalt targyteriiletek és Kihivasaik

2.2.1 Az asztma és genetikai hatterének vizsgalata a poszt-genom Korszakban

2.2.1.1 Asztma

Az asztma a légutak kronikus, Osszetett multifaktorialis betegsége, genetikai és kornyezeti
hatasok egylitt alakithatjadk ki. Valtozo6 mértékii, epizodokban jelentkezd gyulladasok
jellemzik, tovabba a légutak szilikiilete, bronchidlis hiperreszponzivitds szdmos faktorral
szemben, ¢és valtozatos tlinetek, mint kohogés, zihalas, sipold 1égzés, mellkasi fesziilés, és
légszomj [18, 19]. Kivalthatja allergén, fertézés, fizikai terhelés €s szamos mas hatas; a
rohamok lehetnek enyhék és é€letveszélyesen sulyosak is. A ventilacids zavarok spontan

sziinnek vagy gyogyszeres kezelés hatdsara reverzibilisek.

2.2.1.2 Klinikai kép

Az asztmas tiinetek kivaltd oka alapjan két csoportot kiilonboztetiink meg. Az extrinsic
asztma (atopids vagy allergids asztma) valamilyen kiilsé allergén altal kivaltott
folyamatként jelentkezik (virus, pollen, szdr, gydgyszer, stb.), altaldban mar
gyermekkorban megjelenik és magas szérum IgE szint jellemzi. A European Academy of
Allergology and Clinical Immunology definicidja szerint az atopia alacsony dozisu
allergének altal kivaltott IgE termelésre vald hajlam, olyan tilinet egyiitteseket okozva, mint
asztma, ekcéma, vagy szezonalis allergias kotdhartya gyulladas. Tehat, az atopids vagy
allergias asztma egy részben genetikai hatterli immunolégiai hiperreszponzivitas, mely az
allergénnel val6 mésodszori vagy tobbszori taldlkozasnal alakul ki. Ezzel szemben az
intrinsic asztma esetén a kivaltdo ok nem pontosan ismert (pl. stressz, fizikai megterhelés,
stb.), gyakran csak felndtt korban jelentkezik, a szérum IgE szintje nem emelkedett, az
immunrendszer altalanossdgban nem érintett a reakcid aktivaldsaban. A betegség egyéb
tiinetei (pl. eozinofil szdm) vagy a kezelésekre adott valaszok (pl. szteroid érzékeny, nem-
érzékeny) tekintetében is nagyon heterogén, igy szdmos endofenotipust kiillonboztetnek
meg, bar a kategorizdlds a mai napig nem teljesen kiforrott. A diagnozis felallitdsa emiatt
Osszetett, az anamnézis ¢és a fizikalis valamint 1égzésfunkcid vizsgalatok utdn az obstrukciod

reverzibilitdsanak farmakodinamids probajaval és a 1égut hiperreaktivitas ellendrzésével
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erésithetd meg. Mindezen vizsgalatok azonban nem nyujtanak pontos képet a 1égutakban
zajlo gyulladésos folyamatokrol, kérdéses esetekben vagy tudomanyos vizsgalatokban
tovabbi invaziv (biopszia, bronchoalveolaris mosas) vagy non-invaziv (indukalt kopet,
kilélegzett levegd vizsgalata) modszerek nyujthatnak segitséget. Az asztma fenntartd
terapidhoz elsdsorban inhalacios szteroidokat, antileukotriéneket, f2-agonistakat vagy anti
IgE szereket; a tiineti kezeléshez szisztémdas szteroidokat, antikolinergeket, valamint

teofillint hasznalnak.

2.2.1.3 Epidemioldgia

A léguti megbetegedések a Fold teljes lakossdganak kb. harmadat érintik, az asztma
gyakorisdga 3,5-20% kozott van, Magyarorszagon ez az ardny 7,75% [20-22]. Becslések
szerint ma 300 milliban szenvednek asztmaban, minden rasszban ¢€s korcsoportban
eléfordul, a prevalencidja pedig évtizedek 6ta emelkedést mutat [23]. Az asztma ma is az
egyik leggyakoribb kronikus gyermekkori betegség [24], az allergia és az asztma egyiitt

pedig tobb embert érint, mint az dsszes tobbi kronikus betegség dsszesen (4. abra).

Asthma and allergies
strike 1 out of 5 Americans

5

5
million milliar millige

4. abra - ALLERGY FACTS AND FIGURES, Asthma and Allergy Foundation of America,
(http://www.aafa.org/display.cfm?id=9&sub=30, 2014 majus). Az asztma és az allergia Amerikaban
minden 5. embert érint, vagyis tobbet, mint az 6sszes tobbi kronikus betegség dsszesen.
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Bér az asztmahoz kapcsolt mortalitds mas kronikus betegségekhez viszonyitva relative
alacsony, a WHO eldrejelzése szerint 2025-re az asztma és a kronikus obstruktiv

tiidébetegség az egyik vezetd halalokka 1éphet el6 [21].

2.2.1.4 Etiolégia

Az utdbbi évek kutatisai egyre tobb bizonyitékot talaltak arra, hogy a ndvekvd prevalencia
kornyezeti és életviteli hatdsokkal magyarazhato; igy pl. egyes allergéneket (pl. hazipor-
atka) [25, 26], kornyezetszennyezd anyagokat (pl. égéstermékek) [27], vagy az
antibiotikum hasznalatot [28] hoztak Osszefliggésbe a betegség megjelenésével. A
“tisztasdg-hipotézis” €és az asztma kapcsolatat szintén kimutattdk: a korai gyermekkor
baktérium és virusfertézései védelmet nyjtanak asztméas fenotipus kialakulasaval szemben
[29], vélhetéen az immunrendszer Th1-Th2 egyensulyanak a T-helper 1 iranyaba torténd
elbillentésével. A megallapitast alatamasztja, hogy a baktériumexpozicié nagyobb mértéke
kornyezettdl fliggetleniil mérsékli az allergias megbetegedések kockazatit (ugyanugy
farmgazdasagokban €16k, mint fejlodé orszagok lakoi esetén) [30]. Fontos azonban azt is
megemliteni, hogy tobb esetben kimutattak virusok és baktériumok szerepét is az asztma
kialakuldsdban (pl. Rhinovirus [31] vagy Chlamydia [32]), illetve mar kialakult asztma

stlyosbitasdban [33], igy tobben a tisztasdg-hipotézis ujraértelmezését javasoljak [34].

2.2.1.5 Patofiziologia

Az asztma hatterében rendkiviil 6sszetett korélettani folyamatok allnak. A betegség egyik
fontos jellemzdje a spontan modon vagy gyogyszeres kezelés hatdsara reverzibilis
obstruktiv ventilacios zavar, melyet a 1égutak gyulladasos elvaltozdsa okoz. Majd minden
esetben megfigyelhetd a gyulladdsos sejtbearamlds (foleg limfocitdk ¢és eozinofil
granulocitdk), a fokozott mucus-elvalasztas, a bronchusfal 6démas duzzanata és a 1égiti
epithel sejtek hamldsa. A gyulladasos folyamat iddvel irreverzibilis strukturalis és
funkciondlis karosodashoz is vezethet (,remodelling”). A koradbban emlitett allergias
asztma hatterében az IgE termelddéshez kotott, tilzott mértékli immunaktivacié all, ami
hosszabb ideig fennmarad; mig a nem-allergias asztmasok betegsége sulyosabb lefolyasu és

ink&bb idésebb korban jelentkezik.
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Az asztmasok bronchoalveoldris folyadéka nagyobb szamban tartalmaz hizdsejtet,
limfocitat, eozinofilt és aktivalt makrofagot. A T limfocitak altal termelt citokinek (IL-4,
IL-5, IL-9, IL-13) segitik elé az eozinofilek besziirddését, a hizdsejtek jelenlétét és a B
limfocitak izotipus valtasat is, melynek eredményeként azok IgE termeld plazmasejtekké
differencidlodnak. Az allergias asztmanal az emelkedett IgE szisztémasan és lokalisan is
megfigyelhetd, de a legujabb kutatdsok szerint az emelkedett lokalis IgE a
patomechanizmus fontos eleme lehet a nem-allergias asztma esetén is [35]. A léguti
kotészovetek nagyszamu hizosejtjében az IgE és az allergén keresztkotése felfokozott
szekréciot (pl. hisztamin, proteazok, citokinek) okoz, mely a légutak azonnali sziikiilését,
nyalkahartya 6démét és bronchus gorcsot idéz eld. A hizdsejtek részt vesznek a Th2
dominancia kialakitdsdban és a kronikus léguti gyulladds fenntartdsdban is [36]. A
légutakban talalhaté alveolaris makrofagok szintén képesek kiilonb6z6 medidtorok
elvalasztasara, elsésorban az IL-10 és IL-12 termelésével gatoljak a limfocitak miikodését,
de ez a hatas allergias asztmasokban jelentdsen mérséklddik, és ezzel a Th2 valasz
erOsitésében szintén szerepiik lehet [37, 38]. Az epithel dendrikus sejtjei folyamatosan
felveszik a belélegzett antigéneket, azokat a nyirokcsomokban 1évé naiv T-sejteknek
prezentdlva indukalnak szintén Th2 jellegli immunvaélaszt [39]. Az eozinofil sejtek
besziirddése a 1égutakba az allergias reakcio egyik f6 jellemzdje, részben pedig az altaluk
termelt medidtorok okozzdk a jellegzetes epithel karosodast [40]. A gyulladdsos
folyamatban tovabba aktivan részt vesznek a légutakat alkotd szovetek sejtjei is
(epithelidlis és endothelialis sejtek, fibroblaszt és simaizom), ezek is képesek gyulladésos

mediatorok termelésére.

2.2.1.6 Genetika hattér

Az utdbbi évtizedek rohamos molekularis bioldgiai fejlddése mellett maig tobb mint 200
asztmaval asszocidlt gént vizsgaltak, illetve allapitottdk meg a patomechanizmusban
betoltott szerepét, de az egyre ndvekvd ismeretanyag mellett sem tisztdzottak a pontos
kivalto okok és a genetikai hattér szerepe [41-44]. Az asztmat sok mas komplex
multifaktoridlis betegséghez hasonloan tobb szaz gén, bonyolult kdrnyezeti hatasok és ezek

kolcsonhatésai alakitjak ki, igy egy-egy faktor hatdsa Gnmagéban nagyon gyenge.
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A genetikai hajlamra az els6 fontos bizonyitékokat a klasszikus iker-vizsgéalatok
szolgaltattadk. A konkordancidra, vagyis annak a valosziniiségére, hogy az ikerpar mindkét
tagja érintett (feltéve, hogy az egyik asztmas), a tanulmanyok 36% ¢és 77% kozotti értékeket
allapitottak meg; ez a genetikai hattér igen erés szerepére utal [45-48]. Erdekes azonban
megjegyezni, hogy a korral a genetikai hattér hatasa drasztikusan csokken és a kornyezeti
hatasok szerepe nd, 60 éves kor f0lott a genetikai hattér szerepe mar alig kimutathato [49].
Az allergia genetikai hatterével kapcsolatban pedig kimutattdk, hogy az egyik sziild
érintettsége esetén 10%, mindkét sziild érintettsége esetén 60% koriilire emelkedik

gyermekben az allergia megjelenésének valosziniisége [50].

A legrégebbi és legegyszeriibb vizsgélati modszer a jeldlt gén asszociacios vizsgalat.
Ilyenkor a betegségben feltételezetten érintett gének genetikai variansait mérik meg az
egészséges €s a beteg populaciokban. A moddszer a nagy ateresztOképességli technikak
elterjedése elott relativ olcso volt és konnyen értelmezhetd eredményt ad, hatranya, hogy 1j
gének ¢s patomechanizmusok felfedezésére nem alkalmas. Tovabbi hatranya, hogy erdsen
multifaktoridlis betegségek esetén a sok gén kolcsonhatdsa miatt a modszer sok hamis
pozitiv taldlatot adhat és nehéz reprodukalni az eredményeket mas populacidkon. Ennek
ellenére a modszer népszerti volt, 1000-n¢l is tobb asszocidcios vizsgalatot végeztek mar
asztmaban, melyekben tobb mint 120 gént hoztak Osszefiiggésbe asztmaval illetve atdpidval
[51], de ezek koziil minddssze kb. 50 gént erdsitett meg kettd vagy tobb vizsgalat és kb. 10

olyan gén van, amelyet tiznél is tobb vizsgalat igazolni tudott (

). Ez utdébbiak, - nagyon nagy valdszinliséggel asztméahoz vagy allergidhoz kapcsolodo
gének - a kovetkezoek: 1L4, IL13, ADRB2, HLA-DQBI1, TNF, LTA, MS4A2, IL4R, CD14
¢s ADAM33 [52-66].

A hipotézis vezérelt jelolt gén asszociacids vizsgalatokat a hipotézmentes teljes
genomsziirések (vagy mas néven kapcsoltsagi vizsgalatok) €s a teljes genom asszociacios
vizsgalatok (GWAS) egészithetik ki. A teljes genomsziiréseknél 4ltalaban beteg
testvérparokat (,,affected sib pair”) vizsgalnak, ez egyben a moédszer egyik fontosabb

korlatozdja is. Az érintett testvérpar teljes genomjan egyenletesen elosztva ismert short
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tandem repeat (STR) markereket mérnek meg, vagyis olyan rovid, altaldban neutralis
hatast, valtozo szamban ismétlddé DNS szakaszokat, melyek az emberek kozott altalaban
nagy diverzitast mutatnak. A moddszerrel meghatarozhat6, hogy a betegekben milyen
genomteriileteken tér el a markerek eloszldsa, azonban a beazonositott régiok altalaban a 10
milli6 bazis nagysdgrendben vannak és igy csak tovabbi, egyre sziikebb régiokat lefedd
mérésekkel (,,poziciondlis kloénozas”) pontosithaté az eredmény. A technologia sok
eredményt hozott [67], de a kétezres évek elején megjelent a moddszer egy olcsobb,
egyszeriibb és nagyobb felbontdst ado valtozata, a teljes genom asszocidcios vizsgalat
(GWAS). Ezekben a vizsgalatokban STR-ek helyett tobb milli6 SNP-t, vagyis egy
nukleotidos polimorfizmust képesek mérni egyszerre. A teljes genomsziirésekkel
ellentétben itt mar potencialisan valds funkcionalis hatassal biré polimorfizmusokat is
mérnek, igy nem csak régiok beazonositasara alkalmas a modszer.

1. tablazat - Gu és munkatarsainak 2011-ben készitettek reviewt az asztmaval kapcsolt genom
teriiletekrol [98]

Kromoszoma |Lokusz Gének
1 1p36,1qter,1g23 FCERIA,OPN3,CHML, IL10
2 2q14,2932,2q33,2p DPPI10,ILISRI,CTLA4, CD28
3 3921-922,3q21.3,3p TLRY
1L4,1L9,ZFR3,LIFR,
5 5931-933,5q31,5p13,5p15,5923.3 | PTGER4,ADAMTS12,IL7R
6 6p21,6q24-q25,6925.3 HLAG, ESRI,TNF
7 Tpl4-p15,7q TCRG, GPR154
8 8p23.3-23.2 NAT?
9 9p1,9p21,9p22 TLE4,IFNA
11 11q13,11g21,11q,11p14 MS4A42,GSTP1
12q13.12-q23.3,12q13- SFRSS,CD45,IFNG,
12 12924,12q921,12q24.31,12q24.33 | IRAK3,VDR
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13 13q14,13q PHFI11,CYSLTR2

14 14q11.2,14q13-q23,14q24,14q923 |TCR,ACT

17 17g21 ORMDL3

19 19q13,19q13.3 FCER2

20 20q13,20p12 ADAM33,JAG1,ANKRDS
21 21p21 -

X Xp,Xq -

A patomechanizmus pontosabb megértés¢hez a gének expresszidjanak ismerete adhat
tovabbi informéciot. A kétezres évek elejétdl elérhetdé microarray vizsgéalatok technikailag
viszonylag egyszerii ¢és olcsé megoldast kinalnak erre, de a mérési eredmények értékelését
tovabb bonyolitja az expresszio idObeni valtozasa és a szovetenként eltérd expresszid.
Réadasul asztma vizsgalata esetén a human tiidészdvetek hozzaférhetdsége korlatozott, igy
gyakran csak Aallatkisérletek eredményeire hagyatkozhatunk. Ovalbumin-indukalt egér
asztmamodellekben tortént tiidé szovet vizsgalatokban szamos gén eltérd expressziojat
sikeriilt megallapitani, bar az allatmodellek human érvényessége erdsen korlatozott [68-71].
A kutatasok azt valdszintsitik, hogy még szdmos nem vizsgalt gén jatszhat fontos szerepet

a betegségben, melyek egyben terdpias célpontok is lehetnek.

2.2.1.7 A post-genom korszak kihivdasai

A Human Genome Project tobb mint 10 év utdn 2001-ben publikalta a teljes human genom
draft szekvenciajat, majd 2003-ban a mar 8-9-szeres teljes lefedettséggel szekvenalt,
véglegesnek tekintett szekvenciat [72]. Altalaban az ezt kovetd idészakot hiviak a poszt-
genom korszaknak, amikor is a strukturalis genomikardl, vagyis a DNS szerkezetének
vizsgélatarol a hangsuly athelyez6dott a funkcionalis genomikara, amely a gének
kifejezddését és szerepét vizsgalja. Az évezred elején hatalmas varakozasokkal tekintettek
erre a korszakra és sokan azt remélték, hogy poszt-genom korszak mar rovid idén beliil

drasztikus valtozasokat fog hozni nem csak az egészségiigy, de a mindennapi ¢€let sok mas
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teriiletén is (pl. élelmiszeripar és mezdgazdasdg). Ezzel szemben a poszt-genom korszak
elsd évtizedére visszatekintve kettdsséget latunk. A technologiai fejlodés iiteme toretlen,
Francis Collins (a Human Genom Project vezetéje, ma az amerikai NIH vezetdje)
mérfoldkének szamitd 2003-as Nature cikkében alomként megfogalmazott joslatai sok
szempontbol beteljesiiltek: elértiik az 1000 USD-ért szekvendlhatd teljes human genom
alomhatarat (4-5 nagysagendet csokkent a szekvenalas koltsége 10 év alatt), 100 USD-ért
mérhetiink milliés nagysagrendii genetikai markert, és rutinszerien hasznalnak nagy
ateresztoképességli modszereket metilacios mintdzat mérésére is [73]. Azonban a genomika
eredményeinek transzlacidja, vagyis a klinikumban torténd széles korti alkalmazésa mar
tobb csalddast okozott, errdl ujbol Francis Collins ir 2010-es visszatekintd cikkében [6]. A
hajlamok felmérését szolgdld genetikai tesztek megbizhatdsaga, a genetikai alapu rizikéd
csokkentését célzo beavatkozasok és javallatok maig intenziv tudoméanyos vitdk targyat
képezik [74]; a genom alapu, személyre szabott terapidk egyeldre kevés esetben terjedtek
el, még az élenjard tumor terdpidk is a betegek igen kis szazalékan tudnak valoban segiteni
[75]; és kevés 1j, kifejezetten genetikai kutatds alapjan fejlesztett hatéanyag jutott a piacra
[7]. Meg kell azonban jegyezni azt is, hogy a csalddast keltd elsd évtized utan az utobbi
években egyre tobb a biztatd jel, 2012-ben ¢és 2013-ban sorban jelentek meg a kifejezetten
genetikai kutatdsok alapjan kifejlesztett biologikumok (nagymolekulds hatéanyagok, pl.
Benlysta, Raxibacumab, Albiglitide stb.).

Sok multifaktoridlis (kvantitativ) jelleg vagy betegség 6rokdlhetdsége populacios szinten
statisztikailag jol kimutathatd, azonban az Oroklés genetikai vagy epigenetikai (pl.
metilaciés mintazat) hattere maig nem tisztazott. Példaul a testmagassag, mint klasszikus
multifaktoridlis jelleg 6rokléd6 hanyada 80% koriil van, tehat kimutathatdéan a populécios
variancia 80%-aért Orokletes tényezok felelések, de a 2009-ig azonositott 40 koriili,
testmagassaghoz kapcsolodo genetikai pozicio ennek alig 5%-at volt képes magyarazni. A
tovabbi kutatasokban figyelembe véve a jelleghez kapcsolédd genetikai poziciok nagy
szamat ¢és a varidnsok gyenge egyéni hatdsat, a statisztikai moddszereket tovabb
finomitottak. gy mar 100-as nagysagrendii kapcsolodé genetikai pozicidt azonositottak, de

ez még mindig csak az 6roklédd hanyad 50-60%-at magyardzza [76, 77]. A multifaktorialis
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jellegek és betegségek esetén tobbnyire hasonld a helyzet, csak a klasszikus mendeli
oroklodést kovetd monogénes és néhany, kevés gént érintd jelleg genetikai hattere
tekinthetd tisztazottnak. Raadasul a kiillonb6z6 genetikai asszociacios tanulmanyok egymas
eredményeit ritkan tudjak megerdsiteni. Ez a komoly tudoményos vitakat is kivalto jelenség
,»hianyz6 orokletesség” néven ismert, amit egy talalé metaforaval emlegetnek igy is, mint a

»genetika sotét anyaga”.

A sikertelenségre szamos hipotézis €és ezzel egyiitt j kutatasi stratégia sziiletett. Ismert
nehézséget jelentenek az epigenetikai, vagyis DNS bazissorendjét nem érintd, de 6roklédo
hatasok (pl. metilacios mintazat) ¢és a véletlenszeriien vagy kornyezeti hatasokra kialakuld
jellegek, de a legélénkebb vitdk a genetikai hattér komplexitasaval kapcsolatosak. A
kérdésben két ellentétes tudomanyos nézet alakult ki: a gyakori betegség - gyakori varidns
hipotézis (CD-CV) ¢és a gyakori betegség - ritka varians hipotézis (CD-RV). A CD-CV
amelyek az 5%-ndl magasabb populaciés gyakorisdgii polimorfizmusokat vizsgaljak.
Eszerint a komplex jellegek kialakitdsadért a populacioban egyébként gyakran el6fordulod
n¢hany (vagy sok) varidns egyiitt felelés, de az igazi oki variansok kimutatdsa
statisztikailag nehéz, mert a fizikai kézelségbol adodo ritkdbb genetikai rekombinacié miatt
egyiitt 0roklodd variansok statisztikailag erdsen kapcsoltak, igy a fenotipussal
statisztikailag asszocidloé varidnsok szama igen nagy is lehet. A CD-RV hipotézis ezzel
szemben azt allitja, hogy a komplex jellegeket inkabb olyan ritka, egyedi mutaciok
okozzdk, amelyek oOroklédése ugyan populacios szinten kimutathaté, de a nagy
mintaszamu, gyakori varidnsokat vizsgalo (GWAS) tanulményok képtelenek ezeket mérni,
igy csak a teljes genom szekvendlds fog ezekre magyarazatot adni [78, 79]. A kérdés maig
nem teljesen eldontdtt, mindkettére ismerlink példédkat, azonban a tudomanyos
kozvélemény abban egységes, hogy az adatelemzési és adatintegracios modszereknek

kulcsszerepe van a genetika sotét anyaganak megtalalasaban.

25



DOI:10.14753/SE.2015.1757

2.2.2 A gydgyszeripar Kihivasai és a szamitégépes hatéanyag Gjrapozicionalas

A gyogyszeriparban a kilencvenes évek ota egy fenyegetd trendnek lehetlink szemtanui:
egy-egy originalis hatéanyag fejlesztési koltségei drasztikusan ndnek, mig az évente piacra
keriil6 hatoanyagok szama drasztikusan csokken. A kilencvenes években altalaban gyakran
30-40-nél is tobb 1) hatoanyag keriilt a piacra egyenként fél milliard dollar korili fejlesztési
koltséggel; a kétezres évek elején ez a szdm az évi 15-6t kozelitette, a fejlesztési koltségek
pedig ma gyakran elérik a 2 millidrd dollart. A ,,blockbuster”, vagyis évi tobb milliard
dollar forgalmu hatéanyagok kb. 15 éves szabadalmi védettségének lejarasaval hirtelen
megjelennek az olcsé masolatok (generikumok), a gyartd altal elérhetd profit tartalom
lecsokken ¢és igy a korabban blockbuster hatdanyag bevételei nem fedezik tovabb a
kovetkezd évtizedek gyogyszereinek fejlesztési koltségét. A fenntarthatatlansagot jelentd
pontot el is nevezte az ipar ,patent cliff disasternek”, vagyis szabadalom-szirt

katasztrofanak.

60

53 & NMEs
: &3 BLAs

50

25

Number of drugs approved
&
1

=

A - - - - R -, - - A i3 i | T T T o T T G T -
1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 20m 2012 2013

Figure 1 | FDA NME approvals since 1993. New molecular entities Center for Biologics Evaluation and Research (CBER) are not included in
(NMEs) and biologics license applications (BLAs) approved by the Center this drug count. Data for NMEs are from Drugs@FDA.com, data for BLAs
for Drug Evaluation and Research (CDER) since 1993. Approvals by the are directly from the US Food and Drug Administration (FDA).

5. abra - Mullard és munkatarsai 2014-ban a Natureben publikaltak tanulmany a gyogyszer
engedélyeztetés legfrissebb statisztikairol. Az engedélyezések csokkend trendje 2010 koriil feltehetéen
elérte a mélypontjat.

Jelenleg sok biztatd jel utal arra, hogy a folyamat 2010 koriil elérte a mélypontjat €és a
gyogyszeriparnak sikertil elkeriilnie a katasztrofat (5. adbra), de szamos megvalaszolatlan

kérdés van még mindig a jelenlegi gyodgyszerfejlesztési modellek fenntarthatosagaval
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kapcsolatban. Az elektronikusan felhalmozott tudés jobb kiaknazéasa a gyogyszerfejlesztési
folyamatban egy vitan feliil all6 stratégiai fontossagu irany, de a gydgyszeripar tovabbra is

intenziven keresi az innovativ, hatékonysagnovelo stratégiakat.

Az egyik ilyen innovativ ipari torekvés azt célozza meg, hogy kiilonb6z6 modszerekkel
mar piacon 1évo vagy akar fejlesztés alatt 4lld, netan elbukott hatéanyagok indikacioit vagy
alkalmazasait kiterjessze, Ujrapoziciondlja (,,repositioning”, ,;repurposing”, ,,reprofiling”,
»retasking”, . .new indication discovery”). Korabban ezeket a technikakat leginkabb piacon
1évé gyogyszereknél alkalmaztak a szabadalmi védettségi idészak kiterjesztésére, mint
egyfajta életciklus hosszabbitéasi stratégia. Erre szamtalan sikertorténetet is ismeriink, de
ezek a gyakorlatok egyre inkabb meghonosodnak a gydgyszerfejlesztés korai stadiumaiban
is. A Pfizer gyogyszergyar hires, korai fazisban Gjrapozionalt blockbuster hatdanyaga egy
vonzd mintat mutatott erre: a Viagra a klinikai fazis 1 vizsgalatokon hatékonysag hidnya
miatt megbukott, de az addigi adatgylijtés ravilagitott egy nem vart indikaciora [80],
mellyel aztan bekeriilt minden id6k {izletileg legsikeresebb hatdoanyagai k6z¢. Szamos mas
esetben is fontos az alkalmazasi lehetéségek mielébbi pontos feltérképezése, igy pl. Uj
kombinaciok, formulédciok, személyre szabott célzott terdpidk, tobb Ilépésben torténd
engedélyeztetés a beteg csoportok szegmentalasaval, vagy kiterjesztések allatgyogyaszati
teriiletekre [81]. Az utdbbi idében egyre komolyabb figyelmet kapo ritka betegségek
(,,orphan disease”), vagy a szinte végtelen szdmu mutacios lehetdséggel kiizdé tumor

terapidk szintén fontos 1j teriiletei az alkalmazas kiterjesztéseknek.

Egy atlagos gyogyszer kifejlesztése 10-17 évig tart és a koltségek elérhetik az 1-2 milliard
dollart, mig a fejlesztés alatt a jeldltek tobb, mint 90%-a elbukik. Egy ujrapozicionalt
hatoanyag piacra juttatasa 3-12 évre csokkenthetd, rdadasul jelentdsen olcsobban €s sokkal

nagyobb eséllyel juthat el a klinikai fazis 1-t6l az engedélyeztetésig [80].

A preklinikai fazisban és a klinikai fazis 1 sordn a bukés leggyakoribb okai kiilonb6z6
gyogyszerbiztonsagi problémak és ebben az esetben kevés alternativ lehetdség van. Ezzel
szemben a késobbi klinikai fazisokban a lemorzsolodds f6 oka altaldban a hatdsossag

hidnya, a molekuldk tobb mint 50%-a bukik el emiatt a klinikai fazis 3-ban [81]. A
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hatasossag hidnya jelentheti azt, hogy a molekulanak semmilyen elénye nincs a jelenlegi
terapidkhoz képest, vagy nem hasznalhato kiegészit terapiaként, vagy egyaltalan nem
mutathat6 ki semmilyen elony a placebohoz képest. Ez a nagy mennyiségii, hatastalansag

miatt elbukott vegyiilet oriasi lehetdséget jelent az 01j indikaci6 keresé modszereknek.

Evente hozzavetSlegesen 150-200 vegyiilet bukik el a klinikai vizsgalatok kiilonbozd
fazisaiban, és a gyodgyszeripari cégek polcain heverd bukott hatdéanyagok szamat 2000 és
30 000 kozé teszik [81-83]. A klinikai vizsgalatok egyre ndvekvd koltségei miatt az ipar
gyakran a kockazatosnak tlind hatdoanyagok korai megbuktatasa mellett dont (,,fail fast”), és
ez a jelentds korai befektetések ellenére is nagyon sok hatdanyag feladasahoz vezet. Igy sok
olyan vegyiilet van, amelyrél mar hatalmas mennyiségili tudas ¢és kisérleti adat gytilt 6ssze,
rdadésul biztonsagosnak is tekinthetdek. A klinikai fazis 3 statisztikdi azt mutatjak, hogy
rdadasul ezek a hatdéanyagok tobbnyire nem csak biztonsdgosak, de rendelkeznek a
sziikséges farmakokinetikai €s farmakodinamias tulajdonsagokkal is. Ezeken tul sok
hatdanyagot pusztan stratégiai €s pénziigyi megfontolasokbdl nem fejlesztenek tovabb [81,
84]. Az elfekvd hatdanyagokban 1évd potencialt az utdbbi években tobb allami és ipari
kozos kezdeményezés is felismerte, €s tdmogatja a kiakndzasat (pl. National Center for

Advancing Translational Sciences [83]).

A latszolag hatalmas potencial ellenére az utdbbi évek hatdanyag Ujrapozicionalasi
projektjei és a teriilet startup cégei lehangol6 statisztikat mutatnak [85]. Az évekkel ezelott
megbukott hatéanyagok tobbségének tUjrapozicionalasat hatraltatja, hogy az eredeti
fejlesztd csoport mar altaldban nem elérhetd, az eredmények Osszegylijtése és attekintése
nem egyszert, ¢és nehéz megszerezni a vallalat tamogatasat egy korabban megbukott
hatoanyag jboli vizsgalatdhoz. Raadasul a biztonsagi eldirasok gyorsan véltoznak ¢&s
gyakran a kordbbi kisérletek eredményei mar nem is elegendéek. Komoly biztonsagi
kérdéseket vethet fel, ha az 0j felhasznalasi teriilet jelentOsen eltér, példaul akut helyett
kronikus kezelés, 0j dozirozas, mas beteg populacio, vagy ha az alkalmazas modja eltér. A
legtobb wjrapozicionalt hatdanyag esetén sziikség van jboli preklinikai vizsgalatokra, hogy
igazoljak az 10j hipotézist mieldtt a klinikai vizsgalatokat megkezdhetik, majd a klinikai

tesztek soran a dozirozas Ujboli bedllitdsara, farmakokinetikai és farmakodinamias
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tulajdonsdgok validalasara, biomarkerek vizsgalatara, olyan specialis problémakrol nem is
beszélve, mint a szabadalmi védettség kiterjesztése — tehat a nehézségek nem

lebecsiilenddek [81].

Manapsag az adatrobbanas korszakat ¢€ljiik, 6ridsi mennyiségl elektronikus tudas érheto el:
tobb szaz manudlisan karbantartott vegyiilet adatbazis, tobb ezer klinikai tanulmany, tobb
10 millio szakcikk pl. a PubMed-ben, milliés szdmban elektronikus orvosi kartonok, és
megszamlalhatatlan szocidlis média adatforras terapidk szubjektiv értékelésérdl. Az
informacios korszak a gyodgyszerkutatast egyre inkabb egy Big Data tudoméannya
valtoztatja ¢és a szamitogépes indikacid keresés feladata ezen hatalmas mennyiségli adat
értelmezése [86, 87]. Szamos kivald Osszefoglalo sziiletett a teriiletrdl [88-91], igy alabb

csak a legfontosabb iskoldkat sorolom fel:
e Szovegbanydaszat (szakirodalom, szocialis média, stb.) [92, 93]
e Strukturalis bioinformatika [94, 95]
e Molekularis biologiai adatelemzés (DNS, expresszio, stb.) [96, 97]
e Halozatelemzés [98-100]

e Adatintegracio és adatbanyaszat [101]
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2.3 A targyteriiletek adatai és informacioi

2.3.1 A molekularis orvostudomanyok adatai

A biologiai rendszerek molekularis szinti megértése az adatmérndoki tudomanyokkal
érdekes parhuzamban és id6ben szinte teljes atfedéssel alakult ki, igy a harmadik
informéciorobbanas torténete a molekuléris szintli modszerek fejléddésévével dsszefonddik.
A DNS-t el6szor 1869-ban izolaltdk, majd tobb mint hatvan évnek kellett eltelnie, mire
Watson és Crick 1953-ban felfedezte a kettds helix szerkezetet, és el6szor mondta ki a DNS
adattarolasi képességével kapcsolatos sejtését [102], innentdl kezdve a fejlédés jelentdsen

felgyorsult.

A biologiai rendszerek kiilonboz0 molekularis szabalyzési szinteken (genetikai,
expresszios, proteomikai, metabolomikai, stb.) torténd mérése ¢és megismerése a
szamitogépes biologiaval osszefonddva két, egymastdl éles hatarral nem elvalaszthato, de
eltérd torténeti korszakra oszthatd. Az 1980-as évek végéig a technologiai lehetdségekbdl
adddodan szinte kizardlag hipotézis-vezérelt felfedezd modszereket alkalmaztak: a korszakot
elsésorban a kis adatmennyiséget szolgaltatd, draga molekularis bioldgiai mérések, ¢€s
hipotézis-tesztelésen alapuld kiértékelés jellemezte, ahol a szamitastechnikai eszkozokkel
els6sorban a hipotézis felallitasat timogattak, a hangsuly a szimulacios technikdkon volt. A
1990-as évek elejétdl a miiszertechnikai (és informacid technoldgiai) fejlédés fokozatosan
egyre olcsobba tette méréseket, a nagy ateresztoképességli technikdkkal (mint pl. a
microarray) egy teljes omikai szint (pl. az 6sszes gén expresszidja) egyszerre mérhetove
valt. Ezzel a hangsuly athelyezddott a hipotézismentes tervezésre és vizsgalatokra, a
szamitastechnika fokusza pedig eltolodott az adatok kiértékelése és értelmezése iranyaba
[15, 17]. Ez a szemléletvaltas a bioldgiai rendszerekrdl olyan mennyiségli adatot szolgaltat,
amely néhol a Moore-torvény trendjét is jelentdsen feliilmulja és igy sok teriileten a
szamitastechnika szlik keresztmetszetté valik. A jelenséget el is nevezték Carlson gérbének
(,,Carlson curve”) Rob Carlson utan, amely szerint az elérhetd szekvenalasi teljesitmény

idében legalabb a Moore torvénye szerint nd [103, 104] (6. abra).
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6. abra - A genom szekvenalas koltsége lényegesen gyorsabban csokken, mint a Moore torvény altal
meghatarozott trend (NIH, National Human Genome Research Institute,
http://www.genome.gov/sequencingcosts/, 2014. aprilis).

Azonban nem csak az adatok mennyisége jelenti a kihivast. Két szempontbol is eltérdek
ezek az adatok attol, amelyekkel a huszadik szazad végéig szembesliltek a statisztikai
modszerek. Egyrészt az adatok egyre jelentdsebb része nyers €s strukturalatlan (pl. nyers
DNS szekvencia vagy tudomanyos szdvegek), masrészt ezen adatok dimenzioja szokatlan
¢s a hagyomanyos statisztikai modszerekkel szinte kezelhetetlen. Mig korabban jellemzdbb
volt a relative kisszamu valtozd mérése nagy mintaszdm mellett (optimalis esetben legalabb
1:10 vagy 1:100 ardnyban), addig ma ez az arany nem csak megfordult, de gyakrabban tobb
nagysagrend eltérést is mutat, pl. tipikusan egy ezres szamossagu beteg populacié teljes
genom asszociacids vizsgalata soran millids nagysagrendii valtozot mériink és ez még csak

a legalso bioldgiai szabalyzasi szint.

Az élettudomanyi, molekularis biologiai adatbazisok szdmossaga, komplexitasa és mérete
az évezred elsO évtizedére akkorara duzzadt, hogy csak annak a kimeritd 6sszefoglalasa is
jelentdsen meghaladna jelen értékezés kereteit, az adatbazisok hatékony integraldsa mar
egy évtizede onalld kutatasi teriiletté valt [105]. Alabb bemutatok néhany kiemelt példat,
illetve csoportositom 6ket biologiai ¢és informacidelméleti szempontbdl, hogy
szemléltessem a probléma komplexitdsat és a trendek altal eldre vetitett ujabb

korszakvaltast.
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Az adatbazisokat informécioelméleti szempontbdl két nagy csoportra lehet osztani:
adattarakra és meta-adattarakra. Az elsd csoport a kiilonbdzd rendszerbioldgiai szintek
konkrét mérési eredményeit tartalmazza: igy példaul egyes organizmusok nyers DNS
szekvencia mérési adatait (esetleg elméleti referencia szekvenciait), génexpresszids
mérések eredményeit, vagy akdr fehérjék mérési eredményeit, pl. rontgen diffrakcios
méréseket, bezarolag a teljes Okoszisztémak metagenomikai vagy metabolomikai

karakterizacidjaval.
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7. abra — A Nature 2010-ben kozolt cikket az elérheté DNS adatok mennyiségérol ,,Human genome at
ten: The sequence explosion” cimmel [103]. Az elérheté szekvenalasi adatok mennyisége
exponencialisan nd, mig a szekvenalasi koltségek hasonlé iitemben csokkennek.

A 2005 ota elérhetd ujgeneracids szekvenaldsi technikdk altal szolgaltatott adatok mara
szdmos hatalmas adatbazisban érhetdek el (7. dbra). Ezek koziil az egyik legismertebb az
1000 Genome Project (http://www.1000genomes.org/) 2012-ben jelentette be, hogy tallépte
1000 teljes emberi genom szekvenalasat, mara ez a 2000-et megkdzelitette és 200
terabytenal is tobb DNS adatot kezel. Egy byte négy bazis tarolasat teszi lehetdve, igy a kb.
6 Gb (gigabazis, milliard bazis) méretli teljes, tomoritetlen diploid emberi genom kb. 1,5
GB (gigabyte) adatmennyiséget jelent, de a nyers mérési eredmény ennek 100-szorosa is

lehet. A projektben a legnagyobb intézetek miikddnek egylitt a vilag minden részérérol,

32



DOI:10.14753/SE.2015.1757

beleértve az amerikai National Institutes of Health (NIH), a kinai Bejing Genomics Institute

(BGI) ¢és az angol Wellcome Trust Sanger Institute [106].

A nagy ateresztOképességli expresszios mérések mar a kilencvenes évek végén
megjelentek, igy az elsé publikus expresszids adatbazisokat mar a kétezres évek elején
megalapitottak. A két legismertebb az amerikai NIH altal lizemeltetett Gene Expression
Omnibus  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), ¢és a hasonl6 méreti European
Bioinformatics  Institute = ArrayExpress  (http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/), —mara
mindkettd tallépte az 1 milli6 mérést, 100 terabyteot kozelitdé nagysagrendben tarolnak
mérési eredményeket az emberen kiviil sok mas organizmusokrdl is, és egy méréssel ma
mar 2 millional is tobb valtozot tudunk mérni. Az adatbéazisok tartalmaznak specialis RNS

méréseket is, igy pl. RNA-seq, Chip-Seq adatokat, vagy miRNA méréseket [107].

A fehérjemérés és katalogizalas egyik legfontosabb gylijteménye a Protein Data Bank,
(http://www.rcsb.org/) melyet tobb mint 40 éve alapitottak, és ma amerikai, eurdpai és
japan kooperacioban iizemeltetnek. Az adatbazis ma kb. 100 000 makromolekula (fehérje
¢s nukleinsav) elsdsorban strukturalis méréseit gyljti 0ssze, melynek jelentds része

strukturalatlan jellegi és annak valamilyen kivonata (pl. rontgen diffrakcio) [108].

Informacié elméleti szempontbol az adatbdzisok masodik nagy csoportja metaadat jellegii
(,,adatok az adatokrol”), inkabb taxondmidkat, ontoldgiakat, annotacidkat tartalmaznak: igy
példaul genom részletekkel vagy génekkel kapcsolatos tudast gyiijtenek Ossze, genetikai
variansokat katalogizalnak, géneket csoportositanak bioldgiai funkciok szerint, kiilonb6z6

RNS molekulédkat rendszereznek és katalogizalnak.

A UCSC Genome Browsert (https://genome.ucsc.edu/), az egyik legfontosabb genom
annotacids adatbazist 2000-ben alapitottdk a University of California-n és eredetileg a
Humén Genom Project eredményeinek (mindenki szamara elérhetd) annotalasara jott létre.
Mara 46 faj referencia genomja bongészhetdé az annotacidkkal egyiitt grafikus feliileten
keresztiil [109]. Europaban az Ensembl adatbazis tolt be hasonld szerepet

(http://www.ensembl.org/).
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A molekuléris bioldgiai adatok egy érdekes aspektusa az egyéni genetikai hattérbdl adodo
eltérések, nyilvantartasukra kiilon adatbazisok jottek létre. A genetikai polimorfizmusok
nyilvantartasara készitett, NIH altal lizemeltetett dbSNP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) talan a legfontosabb sztenderd. 1998 6ta mukodtetik
¢s pontmuticidkon til STR szekvencidkat (valtozd szamu rovid ismétléseket), rovid
torléseket, be¢kelodéseket és egyéb variansokat is katalogizalnak tobb organizmustol, ma
Osszesen kozel 100 millit [110]. Az International HapMap  Project
(http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/) mar a humdn genom genetikai variacidinak
katalogizalasan tul azok egyiitt el6fordulasait gytijtotte dssze tobb szdz ember tobb millid
variansanak mérésével. A mar lezarult projekt nemzetkozi 0sszefogasban valosult meg, {6
célja a gyakori genetikai varidnsok kombinacioinak, mintazatainak (haplotipusainak), ¢és
azok rasszonkénti gyakorisagainak oOsszegyiijtésével népegészségiigyi, orvosi kutatasok

tamogatasa [111].

Szamos olyan adatbazist hoztak létre, ahol mar az annotacidk fogalmi szintjét szervezik
ontologidkba. A bioldgiai eredmények egységes megosztasaban ¢és értelmezésében
kulcskérdés a sztenderdizalt fogalomrendszerek, szotarak és taxonomidk létrehozdsa. A
teriilet legfontosabb képviseldje Gene Ontology (http://www.geneontology.org/), amely
gének ¢és géntermékek fogalmait kategorizalja harom témakor szerint (sejtalkotok,
molekularis funkcidk ¢és biologiai folyamatok), ma tobb 10000 fogalmat szervez

rendszerbe [112].

Az évezred elsd évtizedében jellemzden a mérések még mindig iddben tobbnyire
pontszertiek voltak és kevés az iddsoros adat, igy nehéz a kiilonbozé beavatkozasok vagy
kornyezeti hatasok eredményének mérése. Tovabbi problémat jelent, hogy a komplex
rendszerekben mért sok zajos valtozd miatt a statisztikailag szignifikans eredmények
eléréséhez hatalmas mennyiségii mérésre van sziikség. Evtizediink egyik fontos trendje
adhat valaszt ezekre a kérdésekre, amelyet ma Osszefoglalo néven ,,Quantified Self’-nek
hivnak. A mozgalom elsdsorban azt célozza meg, hogy hordozhatd egészségiigyi, fizikai,
kornyezeti, pszichologiai stb. monitorozd eszkozokkel (pl. okostelefonokkal) képesek

legylink elsdsorban sajat testiink folyamatos megfigyelésére, mérésére, és korabban nem
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ismert Osszefliggések feltarasara, illetve valtoztatdsokral az életmindség javitdsara. A
technologia fejlédése azt vetiti eldre, hogy egy évtizeden beliill a sajat testiinkhoz valod
viszonyunk drasztikusan at fog alakulni, a jelenlegi reaktiv (,,curative”) orvosléas helyett a
megeldzd (,,preventiv’) és személyre szabott orvoslas keriil eldtérbe. A mai gépkocsikhoz
hasonléan az eszkozeink képesek lehetnek jelezni, amikor szervizelésre (,,orvosra”) van
sziikség, amikor tulhajtjuk a motort (,,szivet”), amikor nem megfelelé6 az iizemanyag
(,,taplalék”). A Quantified Self fejlédése az okostelefonokhoz hasonléan az emberiség
jelentds részét érintheti, igy ez egyben az egész Big Data teriilet egyik legfontosabb

kihivasa [86].
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2.3.2 A farmakoldgiai adatvagyon

A kémiai és vegyészeti szamitogépes technikak fejlédésében a szamitogépes biologidhoz
hasonlé folyamatokat figyelhetiink meg. A korai szimul4ci6 intenziv szamitogépes kémia
(,,computational chemistry’’) mellett a kilencvenes évek végétdl egyre nagyobb szerep jutott
az adatoknak. A szemléletvaltds egyik mérfoldkovének tekinthetd, amikor F.K. Brown
elészor hasznalta és definialta a , kemoinformatika” (chemoinformatics) kifejezést 1998-
ban. Brown eredeti definicidja szerint a kemoinformatika az informdcié forrasok
integralasa, melynek soran az adatbol informacid, informaciobol pedig tudéas lesz annak

érdekében, hogy a molekulak azonositasa és optimalizalasa hatékonyabba valjon [113].

A szemléletvaltas legfontosabb oka ebben az esetben is a miiszertechnikai fejlédés volt, €s
elsésorban a kilencvenes években népszeriivé valo nagy ateresztd képességli vizsgalod és
szird modszerek (high-throughput screening, HTS), amelyekkel automatizalt laboratoriumi
vizsgélatok végezhetdek el molekuldk ezrein. A kétezres évek elejére valoban hatalmas és
egyre novekvo mennyiségli adat érhetd el kémiai entitasokrol a legkiilonfélébb publikus €s
vallalati adatbazisokban, egyiittes kiaknazasuk komoly potencialt rejt. Segitségiikkel egyre
korabbi stddiumban lehet egyre pontosabban elére jelezni a molekuldk bizonyos

tulajdonsagait, mint pl. potencialis indikaciok, mellékhatasok, toxicitas, stb. [114].

Informatikai szempontbol a gydgyszeripari fejlesztés egy inkrementdlis adatgylijtési
folyamat, kezdve egy elméleti szinten 1étez0 molekulatol, bezardlag egy teljesen
karakterizalt, empirikusan validalt, piaci forgalomban 1év0 hatéanyaggal, melyrél nagy
mennyiségli valos hasznalati tapasztalat (,,post-marketing surveillance”) is elérhetd. Az
amerikai FDA (Food and Drug Administration) vagy az eurdépai EMA (European
Medicines Agency) altal jovahagyott hatéanyagok tekinthetéek az ismert molekuldk azon
halmazanak, melyek ezen adatgytijtési folyamat minden 1épését sikeresen be tudtak fejezni

(az 6sszes ismert hatoanyag osztalyozasat lasd Huang és munkatarsai munkdjaban [115]).

Egy ) molekula vizsgalata sordan a vegyiiletekrdl elérheté adattomeg kiaknézasanak
legéltalanosabb modja ismert profilu, hasonld vegyiiletek vizsgalata. A vegyliletek fizikai

¢s kémiai paraméterei, mint példaul adott kémiai profil vagy szerkezeti taxondmiai
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besorolds mar a legkorabbi hit (vegyiilet taldlat) és lead (vezérmolekula) stddiumban is
ismert minden molekular6l. Ezen adatok segitségével mar korai stddiumban is
Osszehasonlithatoak az adatbéazisokban 1évé molekuldk, és kapcsolatok kereshetdek mas
ismert klinikai profila hatéanyagokkal. Ezen alapvetd fizikai-kémiai paraméterek szinte
minden ismert szerkezetli molekulardl elérhetdek, igy az egylitt elemezhetd entitdsok
mennyisége hatalmas [116]. Szdmos adatbazis tartalmaz ilyen, nagy ateresztOképességii
biokémiai vagy fenotipus szlirési eredményeket is tobb 10 millid hatéoanyagra, pl. a
PubChem (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/, [117]) vagy a ChemBank
(http://chembank.broadinstitute.org/, [118]). Fontos azonban megjegyezni, hogy a sok
ismert entitas mellett is, ezen korai fazisban megismerhetd paraméterek még nagyon
keveset arulnak el a valés klinikai profilrol. Bar egy 1) molekulan minden tovabbi,
komplexebb in vitro mérés (pl. az aktivitas és c¢l profil validalasa) a varhato iizleti €s
klinikai hasznossag pontosabb becslését segiti, de az tijabb mérések megtériilése soha nem
garantdlt, igy egyre kevesebb hatdéanyagra végzik el azokat. A ChEMBL
(https://www.ebi.ac.uk/chembl/), az egyik legbdvebb, manudlisan karbantartott célpont
adatbazis tobb mint 600 000 bioaktiv molekula adatait tartalmazza [119], mig a DrugBank
(http://www.drugbank.ca/) kb. 10 000 FDA éltal jovahagyott és kisérleti stddiumban 1évo
hatéanyagot tart nyilvan, de a kémiai tulajdonsidgok mellett méar a pontosabb célpont
adatokkal egyiitt [120, 121]. Altalanossigban elmondhatd, hogy minden ujabb kisérleti
eredmény egyre tobbet fedhet fel a valos klinikai profilrél, de a mérések egyre
specifikusabbak az adott indikacidra vagy hatdsmechanizmusra, igy egyre kevesebb mas
molekuldval hasonlithatoak 0Ossze (ami fokozottabban igaz a klinikai vizsgélatok

stadiumaiban gytijtott adatokra).

A molekularis bioldgiai és farmakologia adatintenziv modszereinek érdekes metszete a
preklinikai fazisban gyiijtott molekularis biologiai adatok. Génexpresszids €s proteomikai
adatokat évtizedek ota felhasznalnak a gyogyszerfejlesztésben, de az egyre nagyobb
ateresztOképességli modszerek 1) lehetOségeket nyitnak, az egyik legismertebb
megkozelités a Connectivity Map vagy CMAP (https://www.broadinstitute.org/cmap/, [97,
122]). A CMAP a Broad Institute altal fejlesztett adatbazis és eszkoztar, melyben 7000-nél
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is tobb microarray gén expresszids eredményt tartanak nyilvan olyan laboratdriumi
koriilmények kozott szaporitott sejtvonalakrol, melyeket kb. 1300 kismolekulas hatdéanyag
egyikével kezeltek kiilonbozé koncentracidkban. Az adatbéazis ezzel felfedheti
hatoanyagok, gének ¢és betegségek Osszefiiggéseit: pl. ha egy adott betegség és hatdoanyag
ellentétesen modulalja a génexpressziods profilt, akkor feltételezhetd a kapcsolatuk, vagyis

felvetheti a hatéanyag hatdsossagat adott indikacioban.

A preklinikai fazisban az egyre specifikusabb mérések fel¢ haladva az utolsd fontos
mérfoldké az in vivo allatmodellek adatbazisai, mint a MUGEN (http://www.mugen-
noe.org/, [123]) vagy az IKMC (http://www.knockoutmouse.org, [124]). Az utobbi
évtizedekben ezen in vivo kisérletek egy részét is automatizaltak, és igy az egyre nagyobb
ateresztOképességli  modszerek egyre nagyobb fenotipus szlirési adatbazisokat
eredményeznek. Az adatok és modszerek sztenderdizaldsaval ezek a modszerek egyre

fontosabb részét képezhetik a gydgyszerfejlesztésnek.

A nagy mennyiségli adat sztenderdizaldsa és integraldsa a hatékony felhasznalds egyik
kulcskérdése minden mérési technika esetén, hiszen az igazi értéket az adatok egyilittes
elemzése adhatja, de ez szisztematikus mérési hibakkal és eltéré fogalmi sztenderdekkel
nem lehetséges. A Pharmaceutical Collection of the NIH Chemical Genomics Center
(http://tripod.nih.gov/npc/), az amerikai National Institutes of Health egy nagyszabasu
vallalkozasa, amely taldn a legatfogébb, nem redundans, sztenderdizalt fizikai ¢&s
elektronikus gylijteménye az emberiség 4altal ismert Osszes olyan kismolekulas
hatéanyagnak, melyet emberi vagy allati felhasznalasra valaha engedélyeztek (8969
vegylilet). A gylijtemény nagy részét kiilonb6zo koncentracidkban lemérték tobb mint 200
mérési eljarassal, célpontok, szabalyozasi utvonalak ¢és sejtfenotipusok azonositasa
¢érdekében. Ez ma az egyik legértékesebb adatbézis az adatvezérelt hatdanyag fejlesztéshez,
az ismert tulajdonsdgu hatdéanyagok segitségével 0j hatdanyagok kiilonféle tulajdonsagai

becsiilhetéek meg elére egyre hatékonyabban [115].

A klinikai vizsgalatokban keletkezd legtobb adat nagyon specifikus az adott indikaciora és

terapiara (pl. kiilonbozé biomarker eredmények), vagy a prediktiv értékiik viszonylag
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alacsony (pl. dozirozés), esetleg a sztenderdizalds nehézkes (pl. bioelérhetdség,
farmakokinetika és farmakodindmia), és igy viszonylag korlatozottan alkalmazhatoak
prediktiv jellegi szdmitdogépes elemzésre. Van azonban néhany kivétel, amelyeket
viszonylag konnyt sztenderdizalni, felhasznalni, €s egyre nagyobb mennyiségli adat all

rendelkezésre: ezek a mellékhatasok és indikacion tali felhasznalasi lehetéségek.

Minden klinikai kisérletben szigordan monitorozzak a mellékhatasokat sztenderdizalt
modszerekkel. Campillos és munkatarsai azt elemezték, hogy egy hatéanyag mellékhatas
profilja felfedheti-e a hatdsmechanizmus elemeit és igy ravilagithat-e potencidlis 1j
indikéacidkra? Kutatasaik bebizonyitottak, hogy két hatdoanyag hasonldé mellékhatas profilja
esetén nagyobb a valdsziniisége a kozds célpontnak is, igy a mellékhatas adatok akér uj

indikaciok felhasznalasi lehetdségeit is felvethetik [101].

A szovegbanyaszati technikdk mindig is igéretes modszerek voltak [125] orvosbiologiai
tudas gyljtésére, mert segitségiikkel azonosithatdoak olyan attételes kapcsolatok (gének,
fehérjék, betegségek, hatdanyagok, stb. kozott), melyeket korabban még nem
tanulmanyoztak egyiitt [126]. Ezeket a modszereket a mai napig intenziven fejlesztik, de az
utobbi  évtized szotar és  ontoldgia  egységesitési  projektjei  (pl. UMLS
/http://www.nlm.nih.gov/research/umls/, MeSH /http://www.nlm.nih.gov/mesh/, MedDRA
/http://www.meddra.org/, OMIM / http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/, Gene Ontology /
http://www.geneontology.org/, Human Phenotype Ontology /http://www.human-
phenotype-ontology.org/, stb.) jelentdsen hozzajarulnak mind a természetes nyelvi
elemzésen (NLP), mind a kifejezések egyiitt el6fordulési statisztikain alapulé modszerek
eredményeihez. Ez azért is kiilonosen fontos, mert az elektronikusan elérhetd
orvosbiologiai tudds mennyisége mar az olyan folyamatosan novekvd szakteriileti
adatbazisokban is kovethetetlen emberi szakérté szamara, mint a PubMed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/, [92]. A szakteriileti adatbazisokon tul pedig van
egy sokkal bovebb ¢és gyorsabban névekvo szoveg halmaz, ez pedig a szocialis média, ahol
a felhasznalok folyamatosan, valos idoben kozlik a terapidkkal kapcsolatos tapasztalataikat

[127].
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A hatdéanyagokrol elérhetd informaciotomeg a tudasfuzios technikédk réven mar eddig is
jelentdsen hozzajarult a gydgyszerfejlesztéshez, azonban véarhatéan az adatok jelentésen
boviilni fognak néhany 1j forrasbol is. Az informécidk 1) hulldménak forrasai a
mellékhatasokat érintd 1j, szigorubb adatgyiijtést megkoveteld szabalyozasok; a klinikai
tanulmanyok  publicitdsdnak  és  atlathatosaganak  ndvelésére  vonatkozd  (j
kezdeményezések; és az 1j trendek, amelyek a betegek hipotézismentes adatgyiijtését

segitik eld kiilonb6z6é hordozhatd, egészség monitorozo eszkozokkel (,,Quantified Self”).
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2.4 A targyteriiletek adatmérnoki modszerei

2.4.1 Molekularis biolégiai adatelemzési médszerek

Az élettudomanyokban a hipotézis vezérelt kisérlettervezés ¢és hipotézistesztelésre épiild,
ugy nevezett frekventista statisztikai kovetkeztetés szinte egyeduralkodova valt. A
statisztikai eszkoztar haszndlata a mély elméleti megalapozottsagnak, az évezredes
beagyazottsagnak (pl. Arisztotelész, Rétorika [128]) és relative konnyli szamithatosaganak
1s koszonhetd, de jol illeszkedik a megfigyelések, mért adatok jellegéhez is: az
ezredforduloig a teriileten domindnsak voltak a kis adatmennyiséget szolgaltatd, draga és

célzott mérések (PCR, Sanger szekvenalas, stb.).

A frekventista kovetkeztetés elsdsorban a valdszinliség frekventista értelmezésére épit,
mely a legkozelebb all a valdszintiség hétkoznapi értelmezéséhez is. Eszerint egy véletlen
esemény valdszinlisége az az érték, amelyet egy sokszor elvégzett megfigyelés soran a
vizsgélt esemény bekdvetkezésének relativ frekvencidjara egyre inkdbb megkozelit,
altalaban egy 0 és 1 kozotti értékkel reprezentaljak. Mivel a vilagroél minden informécio
nem lehet a birtokunkban, egy relative kisszami megfigyelés alapjan kell a
kovetkeztetéseket levonni, ami a frekventista kovetkeztetési keretrendszerben altalaban
hipotézisek elfogadéasat vagy megcafolasat jelenti. Tehat ehhez elészor fel kell tenni a
megfeleld kérdést, vagyis az alternativ hipotézist, mely a tudomanyos vizsgalatokban
tipikusan két esemény vagy mért érték kozott fennadlld valamilyen kapcsolat (pl. a genetikai
varians €s a betegség Osszefligg); mig ezzel szemben a null hipotézis az alapfeltevés,
vagyis a kapcsolat hidnya, olyan 0sszefiiggés , amit kozvetlentil tesztelni tudunk (pl. a beteg
€s egészséges csoport genetikai varidnsainak eloszlasa megegyezik). A szignifikancia
kiiszobértéket, vagyis a null hipotézis helytelen elutasitasanak elfogadhato valosziniiségét
elore rogziteni kell, igy a kovetkeztetés egy eldontendd kérdésre adott valasz formajaban
jelenik meg. A statisztikai hipotézistesztelést gyakran hivjak megerdsitésen alapulo
adatelemzésnek is (,,conformatory data analysis™), a hipotézist célzott mérésekkel lehet

megerdsiteni vagy elvetni.
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Az utdbbi évtizedben elterjedt nagy ateresztOképességii modszerek mar egyszerre képesek
nagyon sok eseményt mérni, pl. egy microarray méréssel szinte minden gén expresszidjat.
A kiértékelés ilyenkor is elvégezhetd frekventista kovetkeztetéssel, de ebben az esetben
minden mért valtozd (és esetleg azok kombinacioinak) kapcsolatara egy-egy statisztikai
tesztet kellene végezni. Ebben az estben meriil fel a tobbszords hipotézis tesztelés
problémaja, amelyet intuitivan a kovetkezOképpen értelmezhetiink. Minél tobb
valoszinliségi valtozot vizsgalunk két csoport kozott (genetikai variansok, kornyezeti
hatasok, ¢letvitel, €és ezek tetszéleges kombinacioi), annal nagyobb az esélye annak, hogy
eltérd eloszlasu valtozokat taldlunk a két csoport kozott, akkor is, ha a valtozok értékei
teljesen véletlenszerliek - és igy hibasan kovetkeztethetiink a hatdsukra. Ennek megfelelden
a tesztek szdmdval aranyosan korrigalni kell a szignifikancia kiiszobot, ez pedig a
gyakorlatban nem teszi lehetévé gyengébb hatasok kimutatdsat, szinte minden Osszefiiggést
el fog vetni a statisztikai teszt. A modszer nehézségei genetikai asszociacios vizsgalatok
tertiletén jol ismertek. A mért valtozok szama gyakran tobb nagysagrenddel nagyobb lehet
a mintaszdmnal; a varidnsok hatdsa multifaktorialis betegségek esetén tipikusan gyenge,
gyakran populéciofiiggd, a célvaltozok (pl. a betegség) leirdsa nem elég pontos, igy az
Osszefiiggések tul gyengék; a kovetkezd tanulményok nem tudjdk megerdsiteni Oket; a
megtalalt Osszefiiggésekrél gyakran nem lehet eldonteni, hogy kdzvetlen hatdsnak
koszonhetdek-e vagy attételesek-e [129]. Ilyenkor érdemes a megerdsitésen alapuld
adatelemzés helyett felfedez6 jelleghi adatelemzést végezni (,,exploratory data analysis”),
pl. frekventista keretben szoba johetnek vizualizaciés moddszerek vagy fokomponens
analizis. A nagy ateresztoképességli mérések azonban egyre inkdbb dominanssa valtak az
elmult évtizedben, igy a frekventista moédszerekkel szemben érdemes egy alternativ
normativ keretrendszert, a Bayesi kovetkeztetést bevezetni, amely az emlitett problémakat

hatékonyabban képes kezelni.

A Bayesi kovetkeztetés gyokere szintén a valoszinliség értelmezése, mely ebben az esetben
egyfajta szubjektiv értékként, a bizonyitékok alapjan értelmezett hiedelemként jelenik meg.
Egy hipotézis valdsagtartalmanak vizsgalatdhoz a Bayesi keretrendszerben elészor egy

allitas eldzetes valoszinliségét kell specifikdlni (,,a priori”), majd azt minden tovabbi
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megfigyelés alapjan frissiteni. A Bayesi valosziniiség tehat a frekventista értelmezéssel
ellentétben nem egy esemény varhatdo gyakorisdgat jelenti, hanem a hiedelem
bizonyossagadhoz rendelt érték (,,Bayesi valosziniiség”). Az elméleti keretrendszer
kialakitdsa mar a 18. szdzadban megkezdddott (Thomas Bayes, 1701-1761), de széleskorii
gyakorlati alkalmazéasa a nyolcvanas évekig korlatozott volt a bonyolult és szamitasigényes
modszerek miatt. Az informatika és elsdsorban az MCMC (Markov chain Monte Carlo
mintavételez0) modszerek fejlddésével azonban 1) lendiiletet kaptak a Bayesi modszerek

kutatasai, és mara sok gyakorlati probléma esetén kifejezetten elonyt élveznek.

A nyolcvanas években felgyorsulé Bayesi kovetkeztetéssel kapcsolatos kutatdsok egyik
fontos mérfoldkove volt a Bayes-halok leirasa [130]. A Bayes-halok széamtalan
targyteriileten bizonyultak hatékony eszkdznek, de az egészségligyi informatika,
bioinformatika, szamitégépes biologia (gén ¢és fehérje szabalyozéasi halok, fehérje
struktarak, génexpresszios elemzések, GWAS adatelemzés, klinikai dontéstamogatés stb.)
teriiletén kiemelkedd eredményeket értek el. A Bayes-halok kérmentes iranyitott grafok,
melyek csomodpontjai valdszinliségi valtozokat (megfigyelhetd vagy rejtett valtozokat), élei
a valtozok feltételes fliggdségeit irjak le (pl. betegség fennallasat adott szimptémak
fliggvényében). Azok a valtozok, amelyek kozott nem fut ¢€l, fliggetlenek egymastol.
Minden csomoOponthoz tartozik egy valdszintiségi fiiggvény, amelynek bemenetei a hozza
vezetd iranyitott €lek mentén szomszédos csomopontok (vagyis sziilok) értékei, és
kimenete a valtozo altal reprezentalt csomdpont értékeinek az eloszlasa. A Bayes-halo
tetszOleges ismert csomopontjainak értékeit (tehat pl. a megfigyelt szimptomakat vagy mért
értékeket) rogzitve az kovetkeztetni tud az ismeretlen csomdpontok értékeire. A Bayes-halo
struktaraja (tehat a valtozok fliggdségi viszonyai), valamint a csomopontok valdsziniliségi
fiiggvényei (tehat paraméterei) szakértok, pl. orvosok altal elézetesen bedllithatdak, majd

adathalmazokbdl a targyteriileti tudas automatizaltan is frissithet6 [131].

Kutatocsoportunk (Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem Méréstechnika és
Informacidés Rendszerek Tanszék ¢és Semmelweis Egyetem Genetikai, Sejt és
Immunbioldgiai Intézet) részletesen tanulményozta a Bayes-hdlok alkalmazéasat egy

célvéltozoval (vagy célvaltozd halmazzal) szoros kapcsolatban 4ll6 mas valtozok
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keresésére (valtozd kivalasztdsi probléma, ,feature subset selection”) [132]. A
kutatocsoportunk kidolgozta, és szdmos helyen sikerrel alkalmazta a Bayes-halé alapu
Bayesi tobbszintli relevancia elemzés modszertanat (,,Bayesian-Network based Bayesian
Multilevel Analysis of Relevance”, BN-BMLA), amely a Bayes-halok adatokbdl torténd
tanitasanak egy specialis modszertanat hasznalja fel arra, hogy a valtozok
Osszefliggésrendszerének a legfontosabb jegyeit felfedje [133-138]. A modszer valdjaban
az adathalmaz Gsszefiliggéseit jOl reprezentald, kiillonbozo lehetséges Bayes-halok dominans
jegyeit vizsgalja. A modszertan segitségével tehdt nem feltétleniil teljes fliggdségi
haldzatok tanulédsa a cél, gyakran ez a rendelkezésre allo adatok relativ kis mennyisége €s a
nagy szamitasi igény miatt nem is lehetséges. Ezzel szemben lehetséges az Osszefiiggési
halozat lokalis tulajdonsagainak, tehat pl. adott csomdpont kdrnyezetének elemzése, igy a
kozvetlen fiiggdségeinek szerkezete vagy mas valtozokon keresztiili tranzitiv
fiiggdségeinek elemzése, bizonyos esetekben az ok-okozati kapcsolat iranyultsaganak
vizsgélata [139]. A Bayesi keretrendszerben egy hipotézis valosagtartalméanak értékelése
tehat nem inverz médon, hipotézisteszteléssel torténik, hanem a hipotézis valdsagtartalma
(pl. genetikai varidnsok asszociaciéi a betegséggel) az eldzetes hiedelmek (,,priori”
informéaciok, pl. orvosi szaktudas) és a mért adatok fiiggvényében szdmszeriien kifejezhetd
(,,posteriori”), egy szintén nulla és egy kozotti értékkel (ahol intuitivan a 0,5 f6lotti érték
»inkabb valoszini”-t jelent, az alatt ,,inkédbb lehetséges”-t) [140]. Bar ez a hiedelem
fogalom az emberi szubjektiv gondolkodashoz is jol illeszkedik, a megfeleld értelmezése a
gyakorlatban meg is neheziti a mddszer hasznalatat: a hipotézisteszteléssel ellentétben
nincsenek egyezményes kiiszobdk (szignifikancia) melyek iranyt mutatnak az eredmények
megerdsitésében vagy elvetésében, a Bayesi valdszinliségek csak adott kontextusban,
relativizalva értelmezhetéek, ezek a puha hatarok pedig gyakran nehezen

Osszeegyeztethetoek a tudoményos gondolkodassal.

A BN-BMLA modszertan egy kozponti eleme a Markov-takaro fogalma ("Markov
Blanket”, MB), mely a Bayes-haléban azon minimalis szamt valtozot tartalmaz6 algraf,
amelyek egy adott célvaltozot (pl. asztma fenotipust) statisztikai értelemben elszigetelnek

az Osszes tobbi valtozotol a Bayes-haloban. A Markov-takar6 valtozoi a célvaltozonak a
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szUld csomopontjai (tehat amelyekbdl iranyitott él vezet a célvaltozdba), a gyermek
csomopontjai (tehat amelyekbe iranyitott él vezet a célvaltozobodl), illetve a gyermek
csomopontok sziilei; ismeretilk mellett a tobbi valtozd nem befolyasolja a célvaltozo
értékét. A BN-BMLA elemzés elsddleges célja, hogy tobb szinten meghatarozza az MB
szerkezeti valdszintiségeit. Ez a gyakorlatban azt jelenti, hogy az adathalmaz alapjan

minden lehetséges graf jegyre meghatarozza az alabbiakat:

1. Markov Blanket Membership (MBM): minden valtozora egyenként meghatarozza

a Markov-takaroba tartozas posteriori valosziniiségét

2. Markov Blanket Set (MBS): minden lehetséges valtozéd halmazra meghatdrozza
annak a posteriori valdszinliségét, hogy azok ¢€s csak azok a valtozok tartoznak a
Markov-takaroba. Az MBS tovabbi elméleti kiterjesztése a subMBS, mely annak a
valdsziniisége, hogy egy valtozo halmaz része az MBS-nek; mig a supMBS annak a

valdsziniisége, hogy egy valtozo halmaz tartalmazza az MBS-t.

3. Markov Blanket Graph (MBG): minden lehetséges algrafra meghatarozza annak a

posteriori valdsziniiségét, hogy az algraf megegyezik a Markov-takar6 graffal.
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Célvaltozo

8. 4abra - A bal oldali abra a valtozok strukturalis osszefiiggési rendszerének figyelmen kiviil hagyasat
illusztralja, mig a jobb oldali a rendszer alapu modellezést és az dsszefiiggések lehetséges fajtait. Y jeloli
a célvaltozét (pl. asztma), mig X0, X1,..., Xn a kiilonb6z6 mért faktorokat (pl. kérnyezeti hatasok,
anamnézis, genetikai polimorfizmusok, egyéb labor eredmények). A kiilonb6z6 szinek a kapcsolatok
eltéro fajtait jelolik: X0 — ok (lila); Xn — okozat (sarga); X6 — direkt ok (zold); X9 — direkt okozat
(narancs); X4 — interakcios tag (ciankék); X1 — egyebek (vilagoskék). A sima élek kozvetlen, a
szaggatott élek attételes fiiggdségeket jelolnek. Azon csomépontokat, melyek direkt okok, direkt
okozatok, vagy interakcids tagok erdsen relevans faktoroknak nevezziik, ezek statisztikai értelemben
izolaljak a célvaltozot a tobbitél (piros gyiirii) és a célvaltozé Markov-takardjanak nevezziik oket. Az
abrat Hullim és munkatarsainak cikke alapjan készitettem [141].

Az MB szerkezetének elemzésével tehat lehetséges az egyszerli asszociacid fogalmanak
specifikusabb karakterizalasa, pl. direkt, tranzitiv, vagy egyéb zavard hatas okozza-e a
statisztikai asszocidciot, a mért faktorok oki vagy okozati viszonyban vannak-e a
célvaltozoval, valamint Iehetséges ezen allitasok posteriori valoszinliségeinek
meghatarozasa is. Ez a nagy ateresztoképességli mérési eredmények bonyolult 6sszefliggési
rendszerének értelmezésében egy Oridsi 1épés a szokasos frekventista asszocidcid
fogalmahoz képest (8. abra). Az asztma genetikai hatterének kutatdsa soran ezt a két

modszertant alkalmaztam a mérési eredmények értelmezéséhez.
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2.4.2 Virtualis sziirési technikak adatelemzési modszerei

Az 1) vegyiletek kemoinformatikai vizsgalata, kiilonb6z6 paramétereinek joslésa,
hipotézisek generalasa egy fontos koncepcidra épit, amely egyben a vegyiilet konyvtarak
virtualis sziirésének is egy alapvetd feltevése: Johnson ¢és munkatarsai 1989-ban egy
tanulmanyban altaldnossadgban is leirtdk és bizonyitottak, hogy (elsdésorban kémiailag)
hasonlé molekuldk varhatéan hasonlé biologiai aktivitast is mutatnak [142]. igy a nagy
ateresztOképességl virtualis szlirésekben is a hasonld szerkezetli, ismert molekulak alapjan
josolhato a biologiai aktivitds, és sok esetben pl. a potencialis célpontok, mellékhatasok,
indikécidk is. A molekularis célpontok predikcidja egy alaposan tanulmanyozott teriilet a
hatoanyag ujrapozicionaldé modszerek kozott is [143-145], de a vegyiiletekkel kapcsolatos
nagy mennyiségli heterogén adat integralasa és felhasznalasi lehetdségei egy relative Uj

tertilet.

A hatéanyagok ujrapozicionalasat két tudomanyosan jol leirt koncepcio teszi lehetévé, ezek
két, alapvetden kiilonb6zo lehetdséget vetnek fel. Az elsO szerint a legtobb hatoanyag tobb
molekuléris célpontra hat, igy gyakran érdemes a masodlagos célpontokat keresni €és az
azzal kapcsolatos indikacidkat is megvizsgalni (,,off-target repositioning”). A madsik
koncepcid szerint a legtobb molekuldris célpont tobb bioldgiai szabélyozasi
mechanizmusban is részt vesz, igy a célpont eltérd szabalyozasi utvonalaira fokuszalva 1j

indikéciok is felvetddhetnek (,,on-target repositioning”) [146].

A legtobb hatdanyag Ujrapozicionalasi projekt vagy egy hatdéanyagtol (célponttol) indul ki,
vagy egy indikéciotol (betegségtdl), és azt célozza meg, hogy azonositsa a masikat
(hatéanyag vezérelt vagy indikacié vezérelt modszerek). A folyamat kiilonbozhet a kutatést
végz0 szervezet céljaitdl fiiggden is: kisebb cégek szisztematikus Uj indikacid keresést
végeznek piacon 1évé hatdéanyagokra, mig a nagy gyogyszeripari cégek elsdsorban a
szakteriiletiikhoz tartozé indikaciokbol vagy fejlesztés alatt allo gyogyszerekbdl indulnak

ki.

A nagy ateresztoképességli sziirési technikdk (HTS), ahogy az originalis

gyogyszerfejlesztésben, Gigy hatdanyag ujrapozicionalasban is fontos szerepet toltenek be:

47



DOI:10.14753/SE.2015.1757

az alapvetd biokémiai mérésektdl, a célponthalaszoé (,target figshing”) modszereken at az in
vitro sejtes esszékig és in vivo fenotipizalo rendszerekig. Altalaban a médszerek
spektrumanak egyik végén egy ismert molekularis célpont — betegség kapcsolatbol
indulnak ki, és a feladat egy olyan hatdanyag keresése, amely az adott célponthoz kot; a
spektrum masik végén a kutatds nem a célpontra fokuszal, minddssze egy olyan hatdanyag

a cél, amely a keresett fenotipust eredményezi (betegséget kezeli).

A legtobb hagyomanyos ujrapozicionadldsi modszer arra torekszik, hogy hatdéanyag —
indikacio parokat keressen HTS technikdk adatainak az elemzésével, de a kisérletes
validacié mar draga, munkaigényes és jelentds infrastrukturat igényel. Igy a szamitogépes,
virtualis szlirési technikak egyre elterjedtebbek, akar dnmagukban, akar egy HTS projekt

részeként alkalmazva [147].

A vegyiiletek hasonlosag alapu keresése és sorrendezése is egy régota tanulmanyozott
teriilet. Willett és munkatérsai fektették le az alapjait a kilencvenes évek végén, amikor a
feladatot kiillonboz6 alproblémakra bontottdk [148, 149]. Az egyszerli hasonlosagi keresés
(,,similarity search”) teljes molekuldk keresésére fokuszal egyetlen referencia struktirat és
hozza egyetlen hasonldsagi metrikat alkalmazva, anélkiil, hogy kisérletet tenne funkcionalis
al-struktirdk azonositasara. Ebben a kontextusban az adatfuzio (,,data fusion”) egyszerii
hasonlosagi keresések eredményeinek kombindlésara, Osszefésiilésére utal, ahol egyetlen
referenciastrukturat hasznalunk a kereséshez, de tobb hasonldsagi metrikaval, tehat tobb
kiilonboz6 tulajdonsag alapjan végziink keresést. A harmadik megkdzelités, a csoportfiizid
(,,group fusion”) egyetlen hasonldsagi metrikat hasznal a kereséshez, de tobb referencia
molekuldra (vagyis a referencia molekuldktol vett tavolsdgokat atlagoljuk valamilyen
modon). Mas kutatocsoportok, mint pl. Campillos €s munkatarsai [101], kiterjesztették a
keresési keretrendszert nem-kémiai leirokra is; Arany és munkatarsai pedig kifejlesztettek
egy automatikus stlyozéasi metodologiat, mely az informacioforrasok fontossagat az adott

keresésre specifikusan, kernel alapu fuzidval hatarozza meg [150].

Eckert és munkatarsai megvizsgaltdk a molekula hasonldsdgon alapuld virtudlis sziirési

modszereket és megallapitottak, hogy nincsen egyetlen, altalanossadgban is javasolhat6
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technika, de sok modszert talaltak igen hatékonynak mas-mas szempontbol [151]. Svensson
¢s munkatarsai pedig 0sszehasonlitottdk a virtudlis sziirések adatflizids algoritmusait (tehat
vegyliletsorrend Gsszefésiilési modszereket) ¢és hasonld kovetkeztetésekre jutottak [152].
Nincs csodaszer, minden mddszernek megvannak a maga erdsségei, a kulcskérdés az 1j
technikdk megfeleld beillesztése a klasszikus farmakologiai gyakorlatok mellé [153]. Ez
viszont gyakran igen nehézkes, mert az elemzési modszerek matematikai, statisztikai,
adatbanyaszati eredményei gyakran nehezen értelmezhetdek a klasszikus farmakologia

fogalomrendszerében.

Ezért az értekezésem egyik fo témadja a vegyiilet hasonldsagi és sorrendezési modszerek
egy kiegészitd technikdja, amely segit az értelmezésben, ¢és az ismert farmakologiai
fogalomrendszerek szintjén nyuajt tobblet informacidkat a vizsgéalat targyat képezo
vegyiiletrél. A javasolt technika, a feldusulas elemzés (Set Enrichment Analysis) egy
informatikailag jol skalazhat6, statisztikailag robosztus ¢és emberi szakértd széamadra
konnyen értelmezhetd post-hoc értelmezési modszer, melynek matematikai hatterét

molekularis bioldgia teriiletén mar évek oOta sikerrel hasznaljak (GSEA [154]).

A feldusulas elemzés elsO és egyetlen ismert felhasznalasat farmakologiai kontextusban
Thibault és munkatarsai publikaltdk 2010-ben. Ebben a modszert egy specialis esetben,
korai fazisti gyogyszerkutatasban alkalmaztak HTS adatok strukturalis elemzésére [155,
156]. A szerzok moddszere azt a célt szolgélja, hogy a molekulakonyvtar elemzése soran
olyan molekularis szerkezeti jegyeket emeljen ki, melyek gyakrabban fordulnak eld az
elvart biologiai aktivitdst mutatd molekulak kozott, és igy esetleg felelosek lehetnek a
vizsgalt hatasért. Az ¢értekezésem soran bemutatom, hogy a technika mind a
molekulakonyvtarak entitdsai, mind a mért adatok spektruma, mind a vizsgalt jelzések
sokszinlisége tekintetében Iényegesen szélesebb korben alkalmazhatd, valdjaban egy

univerzalis farmakologiai adatintegraciés modszerként is hasznalhato.
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3 Célkitizések

3.1 Asztma genetikai hatterének vizsgalata adatmérnoki eszkozokkel

A post-genom korszak sok értelemben nem véltotta be eddig a hozza fiiz6tt reményeket, az
eredmények nagyon lassan jutnak el a klinikai alkalmazéasig. A multifaktorialis betegségek
Osszetettsége meghaladta a kordbban feltételezetteket, ezért igy szamos molekularis
biologiai és modszertani kérdés var megoldasra. Az asztma kutatdsaim célja elsésorban uj,
asztmara hajlamositdé gének, esetleges terapids célpontok azonositds volt kandidans gén
asszociacios  vizsgalatok tervezésével egy korabbi, ovalbumin indukalt egér
asztmamodellen végzett teljes genom expresszids tanulmany alapjan (GSE11911) [70]. A

tanulméanyaim ezen beliil harom kérdésre fokuszaltak:

1. A genetikai asszociacids vizsgalatok tervezése, kiilondsképpen a mérendd genetikai
polimorfizmusok méréstechnikailag és informacidelméletileg optimalis halmazanak

kivalasztasa hogyan automatizalhaté szamitogépes eszkozokkel?

2. Egy modern eszkozokkel megtervezett, tobbszintli validaciora épitd, asztmaval
kapcsolatos kutatas soran milyen 1) genetikai variansokat, oki tényezoket, terapias

célpontokat lehet azonositani?

3. A hagyoményos frekventista statisztika eszkoztira mellett egy rendszerszintii
modellezés, a Bayes-halo alapu Bayesi tobb szintli relevancia elemzés eszkoztara

mennyiben segitheti az oki tényezok feltarasat?
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3.2 A farmakoldgiai informaciotomeg kiaknazasa feldusulas elemzéssel

Vegyiiletekrél hatalmas mennyiségli heterogén adat- ¢és informéciotomeg érhetd el
publikusan és cégek belsé adatbazisaiban, melyek kiilonb6z6 metszeteit szamtalan modon
hasznalja fel a gyogyszeripar a molekula optimalizaciotol a klinikai biomarkerek
fejlesztéséig. Azonban az egyre ndvekvd mennyiségli adat- és informaciétomeg globalis
értelmezésével és felhasznaldsi lehetdségeivel kapcsolatban nagyon sok a nyitott kérdés
[114]. A tanulmanyaim sordn azt vizsgaltam meg, hogy egy molekuléris bioldgiai
adathalmazok elemzésében bevalt matematikai moddszert, a feldisulas elemzést milyen

moddon lehet atiiltetni farmakologiai teriiletre, és az alabbi két kérdésre kerestem a valaszt.

1. A feldasulas elemzés modszertana hogyan alkalmazhatdo az farmakologiai
informaciotomeg integralasara, a gyenge jelzések elemzésére, és melyek a

felhasznalas korlatai?

2. Milyen funkcidkkal segitheti ez a mddszertan egy adott hatéanyag fejlesztését, és
hogyan agyazhatdak be ezek a technikdk a gydgyszerfejlesztési gyakorlatba?
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4 Modszerek

4.1 Asztma genetika

4.1.1 Genotipizalt populaciod: betegek és kontrollok

A genotipizaldsi tanulményba bevont magyar (kaukdzusi) populdcidé 671 rokonsagi
viszonyban nem all6 személybdl allt (311 asztmas gyermek és 360 egészséges kontroll).
Az asztma diagnézist minden esetben szakorvos allitotta fel a Global Initiative for Asthma
iranyelvek alapjan (http://www.ginasthma.org/). Az asztmas betegeket véletlenszeriien
valasztottuk ki a Budai Gyermekkorhdz és Heim Pal Gyermekkorhaz allergologiai
mérés (RAST test, Roche kit) segitségével diagnosztizaltak. Az atdpiat akkor allapitottak
meg, ha a prick teszt legaldbb egy allergénre pozitiv volt (legalabb 3 mm atmérdja
csalangdb) és/vagy emelkedett teljes vagy specifikus IgE szint volt mérhetd. A teljes
szérum IgE szintet és a specifikus IgE szintet 100-ndl tobb allergénre a 3gAllergy™ vér
teszttel allapitottak meg Immulite 2000 Immunoassay System (Siemens Healthcare
Diagnostics; Deerfield, IL, USA) rendszer segitségével. A szérum IgE szint normalis,
illetve magas besorolést a kdvetkezd, kor szerinti referencidk alapjan allapitottuk meg: 0—1

éves, <15 kU/1; 1-5 éves, <60 kU/1; 5-10 éves, <90; feln6tt, <100 kU/I.

A kontroll gyermekeket véletlenszertien valasztottuk ki a Budai Gyermekkorhaz Ortopédiai
Osztalyarol, illetve a Heim Pal Gyermekkérhaz Uroldgiai Osztalyarol. A kontroll
csoportba tartozé gyermekek asztma tiinetektdl mentesek voltak; olyan enyhe mozgéasszervi
(pl. ludtalp vagy gerincferdiilés) vagy urogenitalis (pl. fitymasziikiilet) panaszaik voltak,
melyek nem igényeltek gyogyszeres kezelést. Iddsebb kontroll személyeket is bevontunk a
vizsgalatba, 0k egészséges véradok voltak, akiknek kordbban sosem volt asztmija a
kitoltott kérdéivek szerint (2. tablazat). A betegek és az egészségesek kozotti kisebb
mértékl atlagéletkor és nemi eltérésbol adodo esetleges torzitd hatdsokat statisztikai

adjusztalassal ¢€s kiilonbozd ellendrzéssekkel kezeltiik.
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2. tablazat - A genotipizalt populicié paraméterei [157].

Klinikai tulajdonsagok | Betegek (n=311) | Kontrollok (n=360)

Age (év) £SD 10,58+4,79 21,71+13,89*
Nem (férfi=1/n6=0) 203/108 181/179%*
Atdpids asztma 195 (62,7%) -

Tanulményainkat els6sorban azért végeztiik asztmas gyermekeken, mert multifaktorialis
betegségek esetén gyermekkorban a betegség kialakulasdban erdsebb a genetikai hattér
szerepe a kornyezeti hatdsokhoz képest, igy a genetikai asszociacié kimutatisa
gyermekekben nagyobb eséllyel lehetséges [49]. Ezzel szemben a gyermek kontrollok
esetén nem allithatd, hogy azoknak késébb sem alakulnak ki asztmas tiineteik, igy indokolt
lehet iddsebb kontrollok bevalogatasa is, mert azok asztma szempontjabol sziirt

kontrolloknak tekinthet6ek.

4.1.2 Indukalt kopet expresszios vizsgalat
Az indukalt kdpet expresszios vizsgalatba 34 felnott személyt vontunk be, de 11 személyt
ki kellett zarni a kopet minésége miatt. Igy végiil a tanulmanyt 13 asztmas és 10 kontroll
személy eredményeire alapoztuk, a csoport adatait Ungvari és munkatdrsai egy korabbi
cikkébdl vettem at [158] (3. tablazat).
3. tablazat - Az expresszios vizsgalatba bevont személyek adatai.; a: Az asztma sulyossagi fokok
meghatarozasa a GINA kritériumok alapjan tortént; b: A csoportok kozotti eltérés szignifikancia

szintje.; * jelzi, hogy az adott paraméter szintjében mérhetd eltérés a vizsgalt csoportok kozott
statisztikailag szignifikans, p < 0,05.; n: esetszam [158]

Betegek n (%) | Kontrollok n (%) p-értékb

Esetszam 13 10 -

Eletkor (atlag + SD, év) 34,6 + 10,1 30,1 £4,1 -
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Nem (férfi/nd) 6/7 5/5 -
Dohényzasi szokas (igen/nem) |7/6 6/4 -
Asztma stlyossaga®

Enyhe 4 (30) - -

Meérsékelt és sulyos 9 (70) - -
Allergia (igen/nem) 10/3 5/5 -
Kopet eozinofil% 122+11,3 0+0 *
Kopet neutrophil % 25,1 £17,7 20,0 £10,0 -
Kopet makrofag % 61,7+ 15,0 74,4 £ 8.4 -
Kopet bronchialis epithél sejt % | 1,3 = 1,7 5,6£5,3 *

Az asztmas betegeknek kozepestdl sulyosig terjedd asztmajuk volt, mas 1€gzdszervi
betegséget vagy fertdzést nem diagnosztizaltak. A betegek FEVI/FVC% értéke (1
masodperc alatti erdltetett kilégzési levegétérfogat a teljeshez képest) legalabb 70% volt, a
metakolinra adott 20%-os légzési térfogat csokkenéséhez (PC20) tartoz6 metakolin
koncentracido pedig kevesebb, mint 16 mg/ml. Az egészséges kontroll személyek a
kutatasban résztvevd egyetemekrdl kertiltek ki. Az alanyoknak nem volt kordbban ismert
kronikus 1éguti megbetegedése, a FEVI/FVC % értékiik 80% folott volt, valamint a
metakolinra adott valaszuk normalis volt (PC20 > 16 m/ml). A két csoport nem kiilonb6zott
szamottevoen kor, nem, dohanyzasi szokasok ¢és allergia szempontjabol. Az FVC (,,forced
vital capacity”) és FEV1 (,forced expiration volume in the first second”) értékeket

spirométerrel mértiik (PDD-301/s, Piston Inc, Budapest, Hungary).

A vizsgélt személyek - vagy kiskorusadguk esetén sziileik — irdsos beleegyezésiiket adtdk a

kutatasokban val6 részvételhez. A vizsgalatokat a Magyar Etikai Bizottsag (Egészségiligyi
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Tudoményos Tanacs Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsag, azaz ETT TUKEB) hagyta
jova, és azok minden esetben megfeleltek a Helsinki Deklardtumban megfogalmazott

alapelveknek.
4.1.3 Kandidans gének és polimorfizmusok kivalasztasa és genotipizalasa

4.1.3.1 Kisérlettervezo rendszer

A polimorfizmusok nagy ateresztOképességli mérése primer extenzids reakcioval tortént,
melynek méréstechnikai tervezését mar kordbbi tanulméinyaim soran is részletesen
vizsgaltam [159, 160]. Az asztmaval kapcsolatos elsé tanulményunk soran (Ungvari €s
munkatérsai [133]) a polimorfizmusok genotipizalasat a sajat laboratériumunkban végeztiik
a GenomeLab SNPstream (Beckman Coulter) platform segitségével, igy a méréstechnikai

optimalizalas is a tanulmany része volt.

A primer extenzios technikdkban egy olyan primert haszndlnak, amely a PCR primerekhez
hasonld ¢és kozvetleniil a polimorfizmust megel6z6 nukleotidnal végzdédik. A DNS
amplifikalasa utdn a reakcidtérbe keverik az extenzios primert €s a polimorfizmus két
lehetséges tipusaval komplementer, fluoreszcensen (vagy méas mddon) jeldlt nukleotidot
tartalmaz6 oldatot. A DNS replikdcidjat végzd enzim a jeldlt nukleotidok koziil csak az
egyiket — amelyik a polimorfizmussal komplementer — képes beépiteni a primer végére,
majd a reakcid terminal. A reakcid eredményének leolvasdshoz végiil a primert egy DNS
chip lapka felszinére hibridizaljak. A miveletnek méréstechnikai szempontbdl tobb
korlatoz6 tényezdje van, amely bizonyos polimorfizmusok mérését, vagy kozds reakcid

térben torténd mérését kizarja.

A kovetelmények elsé csoportja az egyes polimorfizmusokra vonatkozik: a primerek
kotddésének pontossagat, vagyis a reakcid specificitasat tobb tényezd is ronthatja. Egyrészt,
a templaton a révid ismétlodé szakaszok, illetve mas polimorfizmusok a primer
beépiilésének tévesztéséhez, elcstiszdsokhoz vezethetnek. Masrészt, amennyiben a templat
a genomban mashol is el6forduld szakasz, ugy a kivant helyre vald beépiilése sem
garantalhato. Igy olyan polimorfizmusok nem mérhetéek ezzel a technikéval, ahol a

polimorfizmus  kozvetlen  kornyezetében nem  taldlhato  megfelelé  méreti,
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polimorfizmusoktol és (rovid vagy hosszi) ismétlddésektdl mentes templat szakasz a
primer bekotédéséhez. A gyakorlati toleranciakiiszobok kvantitativ elemzésével korabbi
munkdim sordn foglalkoztam részletesebben [159, 160]. A méréstechnikai szempontbdl
problémés polimorfizmusok helyett lehetdleg statisztikailag kapcsolt mas polimorfizmust

kell valasztatni.

A kovetelmények masodik csoportja az egy reakciotérben zajlé mérhetd polimorfizmusokra
vonatkozik. Egyrészt, a primer extenzids reakciok soran a primerek olvadaspontjanak
lehetdleg egyezniiik kell. Ez azt jelenti, hogy a primerekben a guanintcitozin (3
hidrogénhid) és az adenin+timin (2 hidrogénhid) ardnyanak kozel azonosnak kell lennie.
Masrészt, egy reakcidtérben nem mérhetdek hasonlo szakaszokat tartalmazo primerek, mert
ez a primerek helytelen hibridizalasdhoz vezethet. Ez az egymasnak kissé ellentmondé két
kovetelmény egy-egy multiplex mérésbe bevonhaté polimorfizmusok halmazanak egyedi
megtervezését igényli. Tehat a kivalasztott gének méréstechnikai szempontbol is megfeleld

polimorfizmusainak azonositasa egy aprolékos szlirési folyamat eredménye.
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9. dbra - A polimorfizmusok kivalogatasinak munkafolyamat dbraja a TIGER kisérlettervezo rendszer
angol nyelvii dokumentaciéjabdl [159]. Az emberi szakért6 egy ij elemzési projektet indit, melybe
polimorfizmusokat valogathat be. A kivalogatott polimorfizmusokat a rendszer elemzi, a szakérté

manualisan elfogadja vagy elveti az elemzés eredményeit. Amennyiben a miiszeres méréshez elegendé
polimorfizmus Keriilt elfogadasra, igy a munkafolyamat befejezédik, ellenkezé esetben a szakérto 1j
elemzendd polimorfizmusokat valogat dssze.

Store SNP
data in job lib.

A folyamat emberi szakért6k szaméra hosszadalmas, aprdlékos, monoton, sok hibazasi
lehetdséggel, valamint szamos adatbazis (gének, polimorfizmusok, szekvencidk, stb.) és
szoftver (ismétlédések szlirése, kapcsoltsagi vizsgalatok, stb.) hasznalatat igényli. Korabbi
munkdim [159, 160] soran létrehoztam ¢és leirtam egy olyan szoftver rendszert és
modszertant (TIGER kisérlettervezd rendszer), amely a folyamathoz sziikséges

adatbazisokat integralja €s a legtobb 1épését automatizalja (9. abra).
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4.1.3.2 Kandiddns gének és polimorfizmusok kivdlasztdsa

A masodik asztméval kapcsolatos tanulmanyunk soran (Temesi és munkatarsai [157]) a
primer extenzids mérésekhez az iPLEX Gold MassARRAY (Sequenom) platformot
hasznaltuk. Ebben az esetben a méréseket a McGill University and Génome Québec
Innovation Centre (Montréal, Canada) végezte. A méréstechnikai optimalizalast részben a
szolgaltatd végezte a sajat szoftvereivel, igy a TIGER kisérlettervezd rendszert csak

korlatozottan hasznaltuk fel a polimorfizmusok kivalogatasédhoz.

A tanulményt egy korabbi, ovalbumin-indukalt egér asztmamodell génexpresszids vizsgalat
eredményeire alapoztuk, melyet az aldbbiakban roviden Osszefoglalok (tovabbi részletek
elérhetéek Tolgyesi Gergely doktori étkezésében €s publikacidjaban [70]). A korabbi
kisérletbe 6-8 hetes, BALB/c, ndstény, patogén-mentes egereket vontak be, melyek
kizarolag ovalbumin-mentes taplalékot kaptak. Az egerek egyik csoportjat ovalbuminra
érzékennyé tették és az allergénnel kezelték, a mdsik csoporttal ugyanezt az eljarast
végezték el placebo segitségével. A 28-31. napon, 4-24 oOraval az els¢ vagy harmadik
allergénterhelés utan az egereket elaltattdk, BAL (bronchoalveolar lavage) folyadékot
izolaltak ¢és a tlidoket tovabbi vizsgalat céljabol eltavolitottdk. RNS-t izolaltak a
tiidészovetekbdl, majd génexpresszios mérést végeztek Agilent Whole Mouse Genome
Oligo Microarray 4 x 44 K chipek segitségével (GEO adatbazis recordazonositd
GSE11911). A microarray mérések eredményét nem parositott t-teszttel, és egyutas
ANOVA-val (one-way analysis of variance) végezték. Tobb mint 1000 transzkriptum
mutatott legalabb kétszeres, statisztikailag szignifikdnsan eltérd expressziot a vizsgalt

harom csoportban a kontroll csoporthoz képest.

A génexpresszio eredményeit hasznaltuk fel olyan gének kivélasztasara, melyek ortologjai
kiindulé pontjai lehetnek human asztma ¢&s atopia tanulmanynak. Olyan géneket
valasztottunk ki tovabbi vizsgélatra, melyek expresszids valtozasa statisztikailag erdsen
szignifikans volt (p-értékek 0,02 alatt). A kivalasztott gének listajat rendeztik az
expresszids valtozds abszolut értékének mértéke alapjan, majd szubjektiv szempontok

alapjan sziirtiik a listat, pl. az asztmaval val6 potencialis kapcsolat, a szakirodalom korabbi
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megallapitdsai és a tudoméanyos jdonsagereje alapjan. A kivalasztott 60 gén listaja a 4.

tablazatban lathato.

A TIGER kisérlettervezd rendszer mellett a UCSC Genome Browsert hasznaltuk a gének
mérendd polimorfizmusainak (SNP-k) kivalasztdsdhoz [161]; eldnyben részesitettilk a
promoter, missense €s UTR régiokban 1év6 polimorfizmusokat. A kivalasztott gének vagy
régidk legjobb lefedéséhez felhasznaltuk a polimorfizmusok LD (linkage disequilibrium)
kapcsoltsagi adatait (International HapMap Project [162] , Haploview software [163]).

A kivalasztott 90 polimorfizmus listdja a 4. tablazatban lathatdo. A DNS izoléacié vérbdl
tortént az iPrep PureLink gDNA Blood Kit, iPrep Purification Instrument (Invitrogen)

rendszerrel.

4. tablazat — Az értekezésben vizsgalt gének és polimorfizmusok adatai (Genome Variation Server 137
based on dbSNP build 137, June 2013, http://gvs.gs.washington.edu/GVS/) [157] és a minor allél
frekvencia (MAF) eloszlasa. A GVS adatbazis a dbSNP funkcionalis kategoriait hasznalja amennyiben

tartozik bejegyzés a polimorfizmushoz, ellenkezo esetben egy sajat kategoriat hasznal.

Gén SNP Pozicid GVS funkcionalis Allélok | Konrt. Eset
kategoria MAF MAF
ACSBG1 rs3813577 15:78527253 near-gene-5(GVS) C/T 37,94% | 33,39%
AGR?2 rs706072 7:16844663 utr-variant-5-prime(dbSNP) T/C 18,75% | 19,84%
AGR2 rs1459564 7:16846146 near-gene-5(GVS) A/G 33,28% | 30,16%
AGR2 1s706075 7:16846354 near-gene-5(GVS) G/T 25,22% | 24,09%
AGR2 rs10261011 7:16856487 intergenic(GVS) G/A | 51,02% | 49,02%
AIF1 152857600 6:31582287 near-gene-5(GVS) T/C 10,66% | 3,26%
ATP6V0A4 | rs10258719 | 7:138455988 missense(dbSNP) A/G | 28,34% | 29,84%
BIRCS rs1508147 17:76222588 near-gene-3(GVS) A/G | 43,67% | 38,01%
Cc10C 156690827 1:22967496 near-gene-3(GVS) A/G | 29,76% | 35,32%
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cl1oc rs294179 1:22974928 downstream-variant- T/C 42,65% | 48,67%
500B(dbSNP)
cCL2 152530797 17:32586094 near-gene-3(GVS) C/T 33,53% | 37,03%
CCLS rs1821142 17:32649988 near-gene-3(GVS) T/C 3,60% | 4,58%
CCNE1 1s7257330 19:30301823 near-gene-5(GVS) A/G 39,49% | 38,62%
CD6 rs1050922 11:60785352 | synonymous-codon(dbSNP) G/A 31,54% | 33,39%
CD84 rs1055880 1:160517692 | utr-variant-3-prime(dbSNP) T/C 34,24% | 33,50%
CHIA rs17027410 1:111861822 | synonymous-codon(dbSNP) A/G 11,64% | 11,26%
CLEC4E 157299659 12:8696661 intergenic(GVS) A/G 19,05% | 18,61%
COL6A2 rs2839110 21:47538960 missense(dbSNP) G/A | 22,92% | 24,17%
CREB3L4 1s11264743 1:153941514 missense(dbSNP) T/C 31,12% | 30,03%
CXCLI rs3117604 4:74734668 near-gene-5(GVS) T/C 29,30% | 31,25%
CXCL5 1s352045 4:74864687 near-gene-5(GVS) T/G 11,77% | 13,11%
CSF2 rs27438 5:131413255 near-gene-3(GVS) A/G 22,73% | 22,50%
E2F7 rs310830 12:77419593 | synonymous-codon(dbSNP) G/A 10,06% | 13,87%
FABP3 rs16834408 1:31837942 near-gene-3(GVS) A/G 15,92% | 22,02%
FABP3 rs10914367 1:31846206 near-gene-5(GVS) A/G | 24,09% | 22,20%
FXYD4 rs4245604 10:43866528 near-gene-5(GVS) A/C 32,41% | 31,64%
GPR160 rs4955711 3:169753570 intergenic(GVS) G/A | 27,96% | 28,14%
I1COS 1s3923093 2:204798020 intergenic(GVS) T/C 24,15% | 25,17%
ILI7RB 1s2289205 3:53878616 intron-variant(dbSNP) T/C 29,94% | 31,38%
ILIA rs1878320 2:113544467 upstream-variant- C/T 30,15% | 28,31%

2KB(dbSNP)

60




DOI:10.14753/SE.2015.1757

ILIA rs3783520 2:113544339 upstream-variant- T/C 29,41% | 27,93%
2KB(dbSNP)

ILIB rs16944 2:113594867 upstream-variant- G/A 39,02% | 33,50%
2KB(dbSNP)

ILIRLI 1s12905 2:102960007 | utr-variant-3-prime(dbSNP) A/G | 25,00% | 26,99%
1L6 152069827 7:22765456 utr-variant-3-prime(dbSNP) T/G 11,05% | 10,98%
IL6 152069832 7:22767433 intron-variant(dbSNP) A/G 38,52% | 41,45%

ITGAX rs11150614 16:31366016 upstream-variant- A/G 29.31% | 28,95%

2KB(dbSNP)
ITLNI rs4656958 1:160856964 intergenic(GVS) A/G 32,56% | 25,90%
ITLNI 152274910 1:160852046 intron-variant(dbSNP) T/C 33,43% | 27,30%
KLFI15 rs1358087 3:126078890 intergenic(GVS) C/T 36,36% | 35,88%
KLF15 1s9862203 3:126058362 intergenic(GVS) A/G | 23,48% | 28,67%
LAPTMS 1s3762296 1:31231386 near-gene-5(GVS) G/A | 48,02% | 45,07%

LGALS3 rs7160110 14:55594635 upstream-variant- G/A | 40,54% | 37,16%

2KB(dbSNP)

LGMN rs9791 14:93170993 | synonymous-codon(dbSNP) T/C 42,21% | 35,22%

LYS86 15760894 6:6656198 near-gene-3(GVS) G/A | 32,48% | 30,62%
LY9 1s509749 1:160793560 missense(dbSNP) A/G 50,94% | 47,05%
LY9 rs474131 1:160793442 | synonymous-codon(dbSNP) A/G 46,44% | 39,29%

MAFB rs6102095 20:39320751 intergenic(GVS) A/G 17,25% | 15,24%
MAP3K6 rs11247639 1:27679692 intron-variant(dbSNP) G/A | 32,65% | 30,54%
MARCO 156748401 2:119698057 near-gene-5(GVS) G/A | 50,45% | 44,43%
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MATIA rs3827869 10:82031278 downstream-variant- T/C 21,00% | 16,44%
500B(dbSNP)
MATIA rs10887711 10:82034842 | synonymous-codon(dbSNP) A/G 31,53% | 39,53%
MATIA rs10887708 | 10:82027988 intergenic(GVS) A/G | 28,40% | 30,51%
MATIA rs10749550 | 10:82031197 downstream-variant- A/G 35,99% | 37,54%
500B(dbSNP)
MKI67 rs11016071 | 10:129901393 missense(dbSNP) C/T 14,88% | 16,83%
MKI67 rs10082432 | 10:129901722 | synonymous-codon(dbSNP) A/G 17,70% | 18,12%
MKI67 rs8473 10:129899578 missense(dbSNP) C/T 45,22% | 45,73%
MKI167 152152143 10:129906980 missense(dbSNP) A/G | 30,78% | 28,85%
(ritkan
T/C)
MS4A47 rs10750936 | 11:60144180 near-gene-5(GVS) G/A | 36,76% | 34,75%
OSGINI 152432561 16:83982670 intergenic(GVS) A/G 16,74% | 10,82%
PPARGCIB rs32588 5:149200043 | synonymous-codon(dbSNP) C/T 23,46% | 14,73%
PTPN7 rs4359077 1:202129112 | utr-variant-5-prime(dbSNP) A/G 10,59% | 10,70%
RETNLB rs3811687 3:108476519 near-gene-5(GVS) T/C 29.97% | 29,61%
RETNLB rs10933959 | 3:108476205 near-gene-5(GVS) G/A | 23,11% | 19,18%
RETNLB rs9870145 3:108477874 near-gene-5(GVS) T/A 14,93% | 16,45%
RETNLB rs11708527 | 3:108475974 missense(dbSNP) A/G | 29,94% | 29,67%
SAAI rs4638289 11:18285774 intergenic(GVS) A/T 38,37% | 41,48%
SAA1 rs11603089 | 11:18282051 intergenic(GVS) G/A 16,13% | 15,08%
SAA2 rs7130337 11:18270605 near-gene-5(GVS) A/G | 24,42% | 26,66%
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SCIN rs3173628 7:12627245 intron-variant(dbSNP) A/G | 41,28% | 49,83%
SCIN 12240572 7:12610594 missense(dbSNP) G/A | 48,69% | 37,66%
SCIN 152240571 7:12609988 near-gene-5(GVS) C/G 39,80% | 50,00%
SCIN rs3735222 7:12609679 near-gene-5(GVS) A/G | 48,69% | 37,87%
SIGLECI 15625372 20:3684729 missense(dbSNP) T/C 32,04% | 31,94%
SLAMF9 rs16831153 1:159920719 near-gene-3(GVS) A/G 17,85% | 18,90%
SLC26A44 152248465 7:107303628 intron-variant(dbSNP) C/T 26,33% | 29,17%
SLC2644 152701684 7:107299527 near-gene-5(GVS) A/G 32,36% | 34,65%
SLC26A44 1s2701685 7:107299584 near-gene-5(GVS) A/G 23,51% | 25,99%
SLC26A44 rs2712228 7:107300340 near-gene-5(GVS) C/A 30,15% | 30,53%
TBXAS1 rs12532701 | 7:139521534 intron-variant(dbSNP) G/A | 43,07% | 46,73%
TFFI 1184432 21:43787562 near-gene-5(GVS) A/G 31,83% | 28,29%
TFF1 1$225359 21:43787436 near-gene-5(GVS) A/G 33,28% | 30,96%
TFF2 rs225340 21:43772947 near-gene-5(GVS) T/C 44.77% | 41,86%
TFF2 rs3814896 21:43771711 near-gene-5(GVS) G/A | 33,92% | 30,84%
TFF2 1s225333 21:43764496 near-gene-3(GVS) A/G | 28,14% | 27,21%
TIMP3 1s137487 22:33259104 intron-variant(dbSNP) A/G | 47,28% | 45,86%
TK1 rs1065769 17:76170735 | utr-variant-3-prime(dbSNP) T/C 32,44% | 31,17%
TSLP rs3806932 5:110405675 near-gene-5(GVS) G/A | 38,89% | 40,58%
UBE2T rs14451 1:202304868 | synonymous-codon(dbSNP) C/T 44.31% | 47,56%
ULBPI rs1853665 6:150298842 intergenic(GVS) T/C 19,58% | 17,07%
ULBPI 54425606 6:150284435 near-gene-5(GVS) G/A 18,39% | 17,83%
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4.1.4 Indukalt kopet vizsgalat, RNA izolacio és génexpresszios mérés

A résztvevok 400 pg salbutamol belégzése utdn 5 percen keresztiil a De Vilbiss Nebulizer
(Ultra-NebTm 2000 model 200HI) rendszer altal porlasztott, hipertonias, (4,5%-0s) natrium
klorid oldatot 1élegeztek be. Az alanyok haromszor kisérelték meg a kopet felkohogését
(also léguti szekrétumot), minden alkalommal ellendrizték a 1égzésfunkciokat. A kopetet
steril tartadlyban gyijtotték, a nagyobb plakkok kivalogatisa utan azokat 0,1%
dithiothreitol-tartalmu PBS oldattal higitottak (Sigma, St Louis, MO, USA) ¢és 30 percen
keresztiil raztak. Ezt kdvetden a mintadkat 40 um stiriségii nejlonhalén (BD Biosciences,
Falcon cell strainer) sziirték at és 1500 rpm fordulatszamon centrifugaltdk 10 percen
keresztiil. A sejteket PBS oldatban vették fel és 0,4%-os tripankék festékkel (Sigma)
festették, majd Bilirker kamrdban szdmoltdk. A sejtes Osszetételt targylemezen,
fénymikroszkop alatt, Quick Panoptic (Cypress, Langdorp, Belgium) hematologiai festék
segitségével allapitottdk meg minimum 300 sejt azonositasa utan. A sejteket lizispuffer

segitségével emésztettek, majd -80°C-on taroltak.

Az RNA izolaciot Qiagen Mini Rneasy Kittel végeztiik, (Qiagen, Maryland, USA), a
cDNA atirds High Capacity cDNA Reverse Transcription Kittel (Applied Biosystems,
Foster City, CA) tortént. A kivélasztott génekre a real-time quantitative PCR méréseket az
ABI 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA)
rendszerrel végeztik. A mintdk mRNS szintjének normalizalasa a [B-actin expresszid

szintjé¢hez normalizalva tortént, ami stabil referencianak bizonyult.

4.1.5 Frekventista statiszikai elemzés

A Hardy-Weinberg egyensulyt (HWE) khi négyzet probaval ellendriztem az online
DeFinetti alkalmazas segitségével (Helmholtz Zentrum Miinchen, Institut fiir
Humangenetik, http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl). A szignifikancia szintet 0,01-re
allitottuk be. Az eldbbi szoftvert hasznaltam a Pearson-féle khi négyzet probak
elvégzéséhez, hogy az asztmahoz valo asszociacidt és az esélyhanyadosokat (odd ratio,
OR) meghatarozzam, mind allélikus, mind dominans illetve recessziv modellben. A
konfidencia intervallumokat 95%-o0s szinten hatdroztam meg. Minden polimorfizmus

hidnyz6 genotipus adatait az egyvaltozds eloszlasukbdl véletlenszeriien mintavételezve
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potoltam. A poétlast tobb példanyban is elvégeztem ¢€s késObb véletlenszerlien ellendriztem,
hogy a poétlas befolyasolta-e a kapott eredményeket, de kerekitési hibandl nagyobb eltérést
sehol nem taldltam. A Haploview alkalmazast hasznaltam az allélikus asszociaciok
ellendrzéséhez és a haplotipus szintli asszociaciok szamitasdhoz [163]. A tObbszoros
hipotézistesztelés hatdsat HaploView-ban permuticios teszttel korrigaltam mind az
egyvaltozos, mind a tobbvaltozds esetben, minimum 1000 permutacidoval. Az allélikus
Statistics V20 segitségével (Pearson-féle khi négyzet probaval) is ellendriztem; ebben az

esetben a tobbszords hipotézistesztelés korrigalasat Bonferroni korrekcioval végeztem.

A tobbvaltozos logisztikus regresszios elemzéseket IBM SPSS Statistics V20 szoftverrel
végeztem, a kor és a nem minden esetben a modellbe keriilt, hogy elégséges statisztikai
adjusztalast végezziink az esetek és kontrollok kozotti eltérés miatt. A real time quantitative
PCR mérések normalizalasahoz a delta-delta-CT algoritmust hasznéltam (a houskeeping
génhez ¢és a kontroll mintdkhoz normalizalva). Azon mintakat kizartuk, amelyek RNA
Integrity Number értéke tll alacsony volt, vagy a PCR reakcio CT kiugré értéke volt és igy
megbizhatatlan mindségre utalt. A normalizalt transzkriptom valtozasok statisztikai

értékelését Student-féle t-probaval végeztem.

4.1.6 Bayes-halo alapu Bayesi tobbszintii relevancia elemzés

A Bayes-halok (BN) olyan iranyitott kormentes grafok (directed acyclic graph, DAG),
melyek X1, X2, ..., Xn valoszinliségi valtozok egyiittes eloszlasat reprezentaljak. A
valoszinliségi valtozok a teriilet megfigyelt vagy mért faktorait reprezentaljak, igy pl. a
klinikai paramétereket vagy genetikai polimorfizmusokat. A graf egy csomoépontja egy

valtozot reprezental, egy €l pedig a koztiik fennallo direkt fiiggdséget.

A Bayes-halok tanitasa, tehat a valtozok kozotti fiiggdségi viszonyok kinyerése az adatbol
valojaban annak az irdnyitott kdrmentes grafnak a keresését jelenti, amely a legjobban
reprezentalja az adathalmazt. A legtobb esetben az adat mennyisége a valtozok szamahoz
viszonyitva nem elegendd ahhoz, hogy egyértelmiien meghatarozhato legyen egyetlen ilyen

graf, igy a gyakorlatban sok valoszinli grafot talalhatunk. Azonban, gyakran vannak olyan
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strukturalis  jegyek, pl. két csomdpont kozotti €1, melyek nagy valosziniiséggel

rekonstrualhatdak az adathalmazbol.

Tehat Bayesi tanulassal meghatarozhatjuk annak erdsségét, hogy az adat mennyire utal egy

adott jegy meglétére, ha kiszamitjuk az adott jegy posteriori valoszinliségét (1. egyenlet).
P(fID) = ) P(GIDIf(6)
G

1. egyenlet

A G egy Bayes-halo struktarat jeldl, a D az adathalmazt, f(G) értéke pedig 1 amennyiben f
jegy megtalalhatd G-ben, 0 amennyiben nem. Tehat pl. p(MB = s | D) azt a feltételes
valoszinliséget jeloli, hogy s algraf (vagy jegy) egyenldé az MB-vel (Markov-takaréval) a D
adathalmaz tiikrében [164].

Az 1. egyenletben a szumma elsd tagjanak kiszamitdsdhoz a (két kifejezés kozotti

aranyossagot leird) Bayes tételt hasznalhatjuk fel (2. egyenlet).
P(G|D) x P(D|G)P(G)

2. egyenlet
A P(D|G) kifejezés a D adat eldallitdsanak valoszinlisége, amennyiben G grafnak
megfeleld Osszefliggési rendszer érvényes a valtozok kozott; a P(G) pedig a G graf
struktara priori, tehat eldzetes valoszintisége. (Tehat a 2. egyenlet 1ényegében azt mondja
ki, hogy a G 0sszefiiggési rendszer valoszinlisége amennyiben a D adatokat mértiik aranyos
a D adat eldallitdsanak valdszinliségével amennyiben a G Osszefliggési rendszer all fenn,
szorozva a G Osszefliggési rendszer eldzetes valoszinliségével.) A tesztjeink soran minden
graf struktarat azonos valoszinliséglinek tekintettiink (uniform prior). Amennyiben D
adathalmaz teljes (nem tartalmaz hidnyzasokat), a valtozok lehetséges sziild halmazai
tobbvaltozos Dirichlet-eloszlast kovetnek ¢és néhany mas kikotés teljesiilése esetén a
P(D|G) szamitasara létezik hatékony algoritmus [165]. A szamitds elvégzésére tobb
modszertan is ismert, mi ehhez a csoportunk korabbi eredményei alapjan a Cooper-

Herskovits priort vettiik alapul [166].
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A cél tehat egyes graf jegyek posteriori valoszinliségének kiszamitasa (1. egyenlet). Mivel a
targyteriilet Osszefliggéseit leird Osszes lehetséges Bayes-halo struktirak szdmossaga
szuperexponencialis a valtozok szamaéban, igy ezek felsorolasa szamitastechnikailag nem
kivitelezhetd €s a szumma nem szadmithato egzakt médon. A szdmitast Metropolis Coupled
Markov Chain Monte Carlo (MC3) kozelité modszerekkel végeztiik: parhuzamos markov
lancokat definidltunk az irdnyitott kormentes grafok tere folott (melyek staciondrius
eloszlasa a P(G|D) posterior), majd a lancok random bejarasaval mintavételeztiink és ezzel
kozelitettilk a szumma értékét (a konvergencia és konfidencia diagnosztikat Gelman-Rubin
R-score [167] alapjan végeztiik). Egy tetszdleges strukturabol kiindulva a Markov lancban
minden egyes 1épés a kdrmentes grafban egy lokalis graf transzformécionak felelt meg: ¢l
hozzaadésa, ¢l megforditasa, ¢l torlése, mindharom azonos valdszintiséggel (sulyozva az
eredd graf struktira valdsziniiségével az adat tiikrében) [168]. Ezutan MCMC
mintavételez6t futtattunk 10M burn-in periddussal (vagyis az elsé 10M 1épést vizsgalat
nélkiil eldobjuk), a szamitasi komplexitds csokkentése érdekében korlatoztuk a grafban a
sziilok szédmat 2-re (az eredmények atlagolasaval, ,,szétkenddésével” ennek gyakorlati
jelentdsége nincsen, atlagos értelemben nem korlatozza a sziilészdmot), majd 10 ilyen futas

eredményét atlagolva vizsgaltuk néhany kiemelt jegy posteriori valdszinliségét.

5. tablazat - A BN-BMLA elemzés soran vizsgalt relaciok tipusai [133].

Relacio Rovidités Leiras
Péaros relaciok
- Direkt oksagi | DCR(X,Y) X és Y kozott van €l
relvenacia
- Tranzitiv oksagi | TCR(X,Y) X és 'Y kozott létezik iranyitott ut
relevancia
- Zavaro relevancia ConfR(X)Y) X és 'Y kozos Ossel rendelkezik
- Asszociacio A DCR vagy TCR vagy ConfR
- Tiszta interakcids | PIR(X,Y) X és Y kozos gyermekkel rendelkezik
relevancia
- Er6s relevancia SR(X,Y) PIR vagy DCR
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Halmaz relacid

- Eré6s relevancia MBS(Y) Y Markov-takaroja
Tobb célvaltozos relacid
- Direkt relevancia EdgeToAny(X,y) | X és barmely y kozott €l van
- Er0s relevancia SR(X.,y) X ¢és barmely y kozott €l van, vagy X és

barmely 'y  kozds  gyermekkel

rendelkezik

Az MBM, MBS ¢és MBG jegyek posterior valosziniiségének elemzése lehetdvé teszi az
asszociaciok pontosabb karakterizalasat, mint pl. kozvetlen vagy attételes fiiggdség, esetleg

egyéb statisztikai zavard hatas. Az 5. tdblazatban gytijtottiik 0ssze a vizsgalt jegyek tipusait,

.

Jes e

10. abra - Relevanciak tipusai. Paros relevanciak: direkt oksagi relevancia, vagyis sziil6-gyermek
kapcsolat az iranyitott grafban (pl. SNP1 és Y1 koézott van irdnyitott él); tranzitiv oksagi relevancia (pl.
SNPS5 és Y3 kozott van iranyitott ut); zavaro relevancia (pl. Y2-nek és SNP3-nak SNP1 kozos 6se),
asszociacio (barmelyik az el6z6 harom); tiszta interakciés relevancia (pl. Y1-nek és SNP7-nek kozos
gyermeke van); erds relevancia (pl. Y1 és SNP1 kozott mert van iranyitott él koztiik, Y1 és SNP7 kozott
mert tiszta interakcio all fenn koztiik). Halmaz relevancidk: erés relevancia (pl. Y2 Markov-takar6ba
tartozo valtozok Y1, SNP9, Y3, SNP7). Tobb célvaltozos relevancidk: eros relevancia tobb célvaltozora
nézve (pl. Y1, Y2, Y3 valtoz6o halmaz Markov-takardja SNP1, SNP4, SNP7, SNP9). Piros valtozok:
potencialis célvaltozok. Zold valtozok: genetikai polimorfizmusok [133].

a 10. abra szemlélteti a jegyeket egy grafon [133].
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Tovabba, az elemzéssel vizsgalhatoak a statisztikai interakciok és redundanciak is [169]. A
Bayes-halo alapti megkozelitésben két valtozd (pl. két polimorfizmus) interakcidja azt
jelenti, hogy ezek a vizsgalt modellekben nagyobb valoszinliséggel jelennek meg egyszerre
az erésen relevans valtozok kozott, annal mintha fliggetlenek lennének egymastdl (tehat a
hatasukat egyiitt fejtik ki). Ezzel szemben a redundancia azt jelenti, hogy az erésen relevans

valtozok halmazaban ezek felcserélhetdek (tehat hatasuk azonos vagy helyettesithetd).

A nagy szamitasi kapacitast igényl6 elemzéseket a GenaGrid Konzorcium 512 processzoros
SGI Altix ICE szuperszamitogépén végeztiik (mely 2009-ben Magyarorszag legerdsebb
szuperszamitogépe volt). A szuperszamitogépen fut6 BN-BMLA szoftver eszkoztarat és az
eredmények megjelenitéséhez felhasznalt BayesEye kliens program részletesebb leirasat
kutatdcsoportunk tobb esettanulmany soran publikélta [133-138], illetve az eszkoztar
részletesebb elméleti hatterét a Probabilistic graphical models in genetics, genomics,

postgenomics cimii konyv 13. fejezetében foglalta 6ssze [170].
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4.2 Felduasulas elemzés

4.2.1 Szisztematikus hatéanyag Gjrapozicionalas adat fizios modszerekkel

Kutatocsoportunk egy egyediilalld szamitogépes hatdanyag elemzési és 1) indikacio
keresési modszertant (QDF?) fejlesztett ki, mely egyben a kutatas-fejlesztéseim alapjaul
szolgald igényt és technikai problémat is felvetette, igy az aldbbiakban sematikusan

bemutatom a méddszer mikodését [150, 171].

A szamitogépes hatdanyag Ujrapozicionalds sordn a legtobb gyakorlati esetben (ipari,
pénziigyi, szellemi tulajdon védelmi, vagy modszertani okokbol) nem tetszdleges
hatéanyag-indikéacio parokat keresiink. A QDF” egyfajta szakértoi rendszerként miikodik, a
rendszer célja adott hatdbanyaghoz 0j indikacidkat (esetleg célpontot, anyagcsere utvonalat,
betegséget, stb.) keresni, vagy adott indikaciohoz (esetleg célponthoz, anyagcsere
utvonalhoz, betegséghez, stb.) hatdanyagokat keresni - mindezt a nagy mennyiségi

adattomegre és a farmakologiai szakért6di tudasra tdmaszkodva.

Tehat a lekérdezésnek két, alapvetden eltérd célja lehet, €és ennek megfelelden a bemenet is
kétféle lehet. Amennyiben egy hatéanyaghoz (vagy hatéanyagokhoz) keresiink uj
indikéaciokat, abban az esetben a rendszer bemenete kozvetleniil egy vizsgalt hatdanyag
vagy hatéanyagok. A masik lehetdség szerint egy indikacidhoz keresiink hatdanyagot.
Ekkor az elsé 1épés olyan hatdéanyagok keresése melyek ismertek és engedélyezettek az
adott indikacidban, a rendszer a hatéanyagok ezen halmazat fogja bemenetként megkapni.
Hasonlo6an lehet adott célponthoz, anyagcsere Utvonalhoz, betegséghez stb. lekérdezéseket
megfogalmazni, de a jo kérdés (halmaz) megfogalmazasa komoly farmakoldgiai
hattértudast igényel. Igy a méasodik esetben visszavezettiik a problémat az elsére, a bemenet

mindkét esetben az egy vagy tobb hatéanyagot tartalmazé halmaz.

A rendszer az ismert vegyliletekrdl elérhetd adattomegre épit, amely lehet zajos vagy
hianyos, az adatok széles skalajat képes feldolgozni a fizikai, kémiai leiroktol, tetszdleges
farmakologiai tesztek eredményén at barmilyen kvantitativ klinikai jellemzdig. Az adatok
tarolasa kernel matrixok formajaban torténik, amelyek valdjdban a rendszerben tarolt

Osszes ismert vegylilet paronkénti kvantitativ hasonlosagait jelentik az Osszes ismert
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tulajdonsag szerint. Ezek leggyakrabban egyszerlien mérhetdek vagy kiszamithatéak, de
mivel elegendd a paronkénti hasonldsdgaik normativ ismerete, tobb esetben sziikségtelenné
valhat a vegyiiletek pontos tulajdonsagainak mérése is. A QDF? egy komplex matematikai
modszertanra ¢épitve (kernel alapt adatfuzié [172]) képes a bemenetként kapott
vegyiilethalmazhoz hasonlosag alapjan sorba rendezni a referencia adatbdzis vegyiileteit,
méghozza a kiilonb6zd hasonlosagi dimenziokat a konkrét lekérdezés alapjan optimalisan

sulyozva.

Amennyiben a feladat adott indikdcidhoz potencialis hatdanyagok keresése, Ugy a
referencia adatbazis sorrendezése egyértelmiien szolgaltat tesztelhetd hipotéziseket, vagyis
vegylileteket ehhez. Amennyiben adott hatéanyagokhoz tartozo6 indikacio (esetleg célpont,
anyagcsere utvonal, stb.) keresése a feladat, gy az eredmény tovabbi elemzésére ¢és
értelmezésére van sziikség, de a sorrend pontosabb statisztikai elemzése és farmakologiai
értelmezése mar komoly hattértudast igényel. Az eredmény éErtelmezésére léteznek
kiilonb6zé modszerek (szlirések, halozatelemzés, stb.), de ezek sok esetben nehezen
Osszeegyeztethetdek a klasszikus farmakologiai hattértudéassal. Sajat munkaim soran erre a
problémara kiséreltem meg egy 1) eszkozt kidolgozni a molekularis bioldgidban
tanulmanyozott, hasonld kihivasokat kezeld eszkozok alapjan. A vegyiilet sorrendek
elballitasahoz azonban a QDF’-nél egy lényegesen egyszerlibb algoritmust hasznaltam,

hogy a mddszertani fejlesztést egy konnyebben tesztelhetd kornyezetben végezhessem el.

4.2.2 Gene Set Enrichment Analysis

A géncsoport feldisulas elemzés (Gene Set Enrichment Analysis, GSEA) génexpresszios
mintdzatok elemzésében ¢és értelmezésében mar jol bevalt technika. A modszertant
alapvetden nagyszamu entitasbol 4llo sorrendezett listdk absztrakt fogalmi szinteken
torténd elemzésére és értelmezésére fejlesztették ki, igy a moddszertan a megfeleld

modositasokkal alkalmas lehet vegytilet-adatbazisok elemzésére is.

A kétezres évek elején a microarray technikak megjelenésével a nagy ateresztoképességii
génexpresszios elemzés relativ olcsova valt, de a nagymennyiségli transzkriptumok

differencidlis elemzése (eset-kontroll jellegli Osszehasonlitdsa és értelmezése) komoly
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kihivdas maradt. A transzkripciés eredményeket elsé 1épésben vissza lehet vetiteni a
hozzajuk tartoz6 génekre, mint az értelmezés egy kozos szintjére. Az esetek és kontrollok
kozott mérhetd transzkripeids valtozasok vizsgalataval tehat felallithaté egy gén sorrend a
valtozas statisztikai szignifikancidja vagy mértéke alapjan. Gyakran eldéfordul, hogy
statisztikailag egyetlen génben sem szignifikdns a valtozas a tobbszords hipotézistesztelésre
torténd korrekcid utan, rdadasul nehéz felismerni, hogy a legerésebben érintett gének
halmazai milyen ko6zos biologiai funkcidhoz vagy folyamathoz kotddnek. Egy relative
alacsony mértékii expresszios valtozas egy anyagcsere-utvonal minden €rintett génje esetén
gyakran sokkal jelentdsebb hatast valthat ki, mint egyetlen gén transzkripcidjanak
nagysagrendi megvaltozasa. Igy az értelmezés sokkal hatékonyabb lehet a géncsoportok
szintjén (amellyel pl. olyan kijelentéseket tehetnénk, mint ,,gyulladasos folyamatokban
érintett gének eldbbre sorolddtak, tehat az érintett betegeken gyulladas jelei mérhetoek™). A
teriilet sztenderdje, - a Gene Ontology - mellett szdmos gén annoticids adatbazis és
ontoldgia 1étezik, melyek segitségével konnyen definidlhatdak géncsoportok pl. az érintett

biologiai szabalyzasi utvonalak, bioldgiai funkciok, sejtalkotok szerint.

A feldtsulds elemzésnek szamos fajtaja és implementécioja 1étezik, de a kdvetkezd 1épések
szinte mindegyikben megjelennek valamilyen formaban. Adott az 0sszes mért entitdsnak
egy L sorrendje (pl. a géneknek egy sorrendezése az expresszids valtozasaik erdssége
szerint) és az entitdsok egy S részhalmaza (pl. egy sejtfunkcidhoz kotddd gének). Az
algoritmus célja azt meghatarozni, hogy az S halmaz elemeinek eloszlasa L rendezett lista
mentén egyenletes-e, vagyis az entitdsok megjelenése véletlenszerii-e. Az algoritmus

1épései:

1. Feldusulasi érték (,,enrichement score”, ES) szamitasa az S halmazra: sorra vessziik
L lista minden elemét ¢és minden olyan elemre, amely eleme S halmaznak is
megnoveljiik egy olyan egyezményes értékkel az ES értékét, amely ardnyos az adott
rendelkezésre all). Bizonyos esetekben, igy pl. génexpresszio elemzésnél is, a lista

mindkét végét hasonld mértékii sulyozassal vessziik figyelembe, mert a
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transzkriptumok jelentds csokkenésének ¢és novekedésének hasonld biologiai

jelentdsége lehet.

Statisztikai szignifikancia szamitdsa ES-re: permutacio-teszteléssel meghatarozzuk a
null-eloszlast (vagyis véletlenszerien l1étrehozott halmazok feldasulasi értékeinek
eloszlasat vizsgaljuk), amelybdl meghatdrozhaté a vizsgalt ES érték statisztikai

erdssége, vagyis a nominalis p-értéke.

Amennyiben tobb S halmazt vizsgalunk normalizalast, és statisztikai korrekciot kell
végezniink: az S halmazok esetleges eltéré elemszama miatt normalizalni kell az ES
értéket az adott halmaz elemszamaval az 6sszehasonlithatosag érdekében, illetve a
vizsgalt halmazok szaméanak fliggvényében a tObbszords hipotézistesztelési

korrekciot kell alkalmazni a szignifikancia kiiszob meghatarozasanal [154].

Az értekezésben a feldusulds elemzésnek a génsorrendek helyett vegyiiletsorrendek

elemzésére modositott valtozatat fejlesztettem ki, és hasznaltam fel (Compound Set

Enrichment Analysis, CSEA). Felhaszndldsit az ismert vegyliletekrdl elérhetd, egyre

nagyobb mennyiségli publikusan elérheté adat indokolja, amelyek egyiittes értelmezése az

emberi

szakértOk képességeit meghaladja. A modszer legegyszeriibb lehetséges

felhasznalasi esetét a 11. abra mutatja be.

1.

Ismert tulajdonsadgokkal rendelkezd hatoanyagokb6l S halmazokat képeziink

bizonyos kdzos tulajdonsagok, pl. indikaciok vagy mellékhatasok alapjan.

Egy vizsgélt hatéanyag bizonyos tulajdonsagénak kivalasztisa, mérése vagy

szamitasa (pl. kémiai tulajdonsag, célpont, expresszid, mellékhatas, stb.).

A kivalasztott tulajdonsag alapjan, a vizsgalt hatdéanyaghoz valo hasonldsag szerint

rendezziik a referencia adatbazis vegyiileteit, mellyel egy L sorrendet kapunk.

Az eldallitott L sorrendre kiszamitjuk az elére definialt S halmazok ES feldusulasi

értékeit, valamint normalizalast €s statisztikai korrekciot végziink.

Az eredmények értelmezése, pl. lehetséges 1j indikaciok azonositasa.
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11. abra — A Compound Set Enrichment Analysis (CSEA), vagyis a feldusulas elemzés egyszerii,
egydimenzids kemoinformatikai felhasznalasa 5 1épésben Temesi és munkatarsai angol nyelvii
tanulmanyabél [173]: 1, vegyiilet halmazok dsszeallitasa (pl. indikaciok alapjan) 2, hasonlésagi metrika
kivalasztasa (pl. kémiai profil) 3, vegyiiletek sorba rendezése 4, feldusulasi értékek szamitasa a
halmazokra 5, az eredmények farmakoldgiai kiértékelése

Ez egy Ujszerli alkalmazéasa a bevalt feldusulds elemzési technikdnak ezen a teriileten,
amellyel példaul a kovetkezd kijelentést tehetnénk: ,,ha az 0sszes engedélyezett gydgyszer
hatéanyagot a vizsgalt vegyiilethez valé hasonldsag szerint sorrendezziik, akkor az ismert
dopaminerg agonistdk tobbnyire eldre rangsorolddnak, tehat valdsziniisithetd a hatéanyag

dopaminerg hatasa”.

4.2.3 Referencia adatbazis el6készitése
Az elemzésekhez ismert hatdoanyagokbol egy referencia adatbézist épitettiink, melyhez
nyilvanosan elérhetd vegylilet adatbazisokat hasznaltunk €s dolgoztunk fel, a feldolgozas

bizonyos Iépéseit korabban Arany és Bolgar kozleményeiben targyaltuk [150, 171].

A vegyiiletek kémiai profiljahoz harom leir6t hasznéaltunk, mindhdrom vektort a
Schrodinger 2012 Suite szoftver csomag segitségével allitottuk eld. A Molconn-Z leirdk

eredetileg egy kereskedelmi szoftver csomagban valtak elérhetévé, mely kiilonbozo
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sztenderd, elsésorban topoldgiai leir6 paraméterek kiszamitasat tartalmazza (pl. a
vazszerkezet atomjainak tavolsagai) és igy tobb szaz leir¢ éllithat6 eld (http://www.edusoft-
lc.com/molconn/). A MACCS kulcsok eredetileg szintén egy kereskedelmi fejlesztésként
terjedtek el (MDL Information Systems Inc.), tobb szaz fontos kémiai jegy meglétét vagy
hianyat irjak le egy binaris vektorral; mig a 3D Pharmacophore leirdk hasonlé moédon 3D

szerkezeti jegyeket jeldlnek.

A vegyiiletek célpont profiljait a DrugBank [121] adatbazis segitségével allitottuk eld: a ma
ismert 0sszes hatdanyag 0sszes (szédzas nagysagrendil) ismert célfehérjéjébdl binaris vektor

képezhetd, majd ezt vegyiiletenként kitoltottiikk a megfeleld értékekkel.

A mellékhatas profilok egységesitéséhez kigytlijtottiink 760 preferalt kifejezésbol (Preferred
Term) all6 szétarat a nemzetkdzi gyodgyszeripari sztenderdnek szamité MedDRA orvosi
ontoldogiabdl (http://www.meddra.org/) és Osszegylijtottiik ezek lehetséges szinonimait az
NIH egészségiigyi terminologia adatbazisabol, az UMLS-b6l
(http://www.nlm.nih.gov/research/umls/). A DailyMedben
(http://dailymed.nlm.nih.gov/dailymed/) megtaldlhatbak az FDA altal engedélyezett
gyogyszerek betegtajékoztatdi; a kombinalt készitmények kihagyasaval 6460 darab, a
generikum redunandcidk kiszlirésével 1729 hatdanyag betegtdjékoztatdja érhetd el. A
betegtajékoztatok alapjan két mellékhatds vektor reprezentaciot allitottunk eld. Egyrészt, a
betegtajékoztatok nem kivant hatasok részébdl (,,adverse effect”) kiemeltiik a placebo
kontrollalt klinikai vizsgalatok tablazatos eredményeit ahol azok elérhetd voltak (1986
esetben). Minden deszkriptorhoz kiszamitottuk az 1-p értékeket a Pearson-féle khi négyzet
proba alapjan, ahol a nullhipotézis szerint a mellékhatas fliggetlen attol, hogy placebdt vagy
valodi hatéanyagot kaptak a betegek. Ilyen reprezentaciot végiil 153 vegyiilethez tudunk
l1étrehozni (mivel ez tul kis szdm volt, a bemutatott modszertani tesztjeim sordn végiil nem
alkalmaztam). Masrészt, a betegtajékoztatokat szabadszoveges elemzésnek is alavetettiik: a
hatoanyagokhoz kigytjtottiik a betegtdjékoztatoban felbukkand mellékhatasokat, és a
mellékhatasok erdsségét az adott betegtdjékoztatoban megtigyelhetd szdmossaguk alapjan

stlyoztuk a klasszikus TF-IDF (term frequency-inverse document frequency) algoritmussal
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[174]. Ezzel a moddszerrel 1359 hatéanyaghoz tudunk TF-IDF mellékhatds vektorokat

késziteni.

Tovabba, felhasznaltuk a SIDER mellékhatas adatbazist, melyeket a sajat modszeriinkhdz
hasonlé eszkozokkel gyiijtottek dssze [175]. Igy osszességében 652 vegyiilethez sikeriilt
pontos, vagy hozzavetdleges (ritka, nem gyakori, gyakori) mellékhatds prevalencia

karakterisztikat felallitani.

A fenti adatforrasok kombindldasa ¢és redundancidk kiszlirése utan 1941 FDA Altal
engedélyezett hatdbanyag maradt a referencia adatbazisunkban. A CMAP expresszios
adatbazis entitasait utolag vetettiik Ossze a referencia adatbazissal. Azon tovabbi
tesztekben, ahol a CMAP adatbazist is felhasznaltuk, ott kiszlrtilk és csak azokat a
hatoanyagokat vizsgaltuk, amelyek mindkettoben szerepeltek (1730 hatdéanyag maradt).
Kérdés, hogy ez mennyire reprezentativ az 0Osszes FDA 4ltal emberi felhasznalasra
engedélyezett kismolekulds hatéoanyagra nézve. Huang ¢és munkatarsainak alapos
katalogizalasa alapjan ennek szamossaga 2356, igy a referencia konyvtarunk tartalmazza az

engedélyezett molekuldk kézel haromnegyedét [115].
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5.1.1 Kisérlettervezo rendszer (TIGER)
Az asztmaval kapcsolatos elsd tanulmanyunk soran, a munka kezdetén létrehoztam egy
szoftveres genetikai asszocidcios kisérlettervezd rendszert, melyet TIGER-nek neveztem el.

A rendszer egy primer extenzios elven mikodd, nagy ateresztOképességli genotipizalasi

mérés optimalis polimorfizmus készletének kivalasztasat tdimogatja (12. ébra).
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12. 4bra - A TIGER Kkisérlettervez6é rendszer architektiraja az eredeti dokumentaciobél [159]. A DGCI
Power Server az elemzéshez sziikséges adatbazisokbdl masolatokat tart fenn és itt foglalnak helyet a
nagyobb szamitasi kapacitast igénylo elemzési eszkozok is. A DGCI FrontEnd Server a webes
felhasznald feliiletet szolgaltatja és SOAP protokollon keresztiill kommunikal a DGCI Power Serverrel.
A DGCI FronEnd Servert a labor felhasznaloi interneten keresztiil a sajat szamitégépeik web
bongész6jébol érhetik el.
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A TIGER rendszer kozponti szervere (Power Server) egy lokalis adatbazis kdpiat hoz 1étre
a HapMap (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/), a dbSNP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) ¢és a Repbase (http://www.girinst.org/repbase/)
adatbazisokrol, melyeket rendszeresen frissit is. A szerver ezen referencia adatbazisok

segitségével harom funkciora nyujt elemi webszolgaltatasokat:

1. Kiilonb6zd szlrési feltételeknek megfeleld polimorfizmusokat ajanl (pl. egy gén
vagy genom régio, funkcid, gyakorisdg, mds ismert polimorfizmusokkal valo

kapcsoltsag, és mas tényezok alapjan)

2. Egy vizsgalt polimorfizmus kdrnyezetében 1évé szekvencidban a primer kotddését
nehezitd szakaszokat azonosit (pl. kiilonb6z6 1smétlédd szakaszokat, a genomban

mashol is eléforduld szakaszokat vagy polimorfizmusokat).

3. A polimorfizmus kornyezd szekvencidja alapjan olvadaspontot jésol a PCR

reakciohoz.

A felhasznal6i feliiletet kiszolgald szerver (FrontEnd Server) egy munkafolyamat kezeld
rendszert és a webes felhasznaloi feliiletért felelds szoftver komponenst tartalmazza. A
munkafolyamat kezeld rendszer a Power Server szolgéltatisait veszi igénybe, és egy
tetszOleges web bongészovel megjelenitett feliileten teszi elérhetévé. A felhasznéalok egy uj
projekt definidldsa utan bizonyos szirési feltételek (pl. genom pozicid, gén, génen beliili
funkcionalis régid, polimorfizmus tipus, MAF) és a tervezett genotipizalasi mérés
paramétereinek (pl. hany polimorfizmus szimultan mérése lehetséges stb.) megadéasa utan
elindithatnak egy elemzési feladatot. Az eredményrdl e-mailben kapnak értesitést altalaban
par ora elteltével. Ekkor a webes feliileten bongészhetévé valnak a sziirési feltételeknek
megfeleld polimorfizmusok, a polimorfizmusok méréstechnikai alkalmassagi értékei,
illetve egy interaktiv grafos feliilleten a polimorfizmusok kapcsoltsdgi halézata, ahol
vizualisan lathatéva valnak az esetleges redundancidk, vagy a nem mérhetd

polimorfizmusok helyettesitési lehetdségei (13. abra).
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13. abra - A vizsgalt polimorfizmusok kapcsoltsagi halézata a TIGER kisérlettervezo rendszer eredeti
dokumenticiéjabdl [159]. A polimorfizmusok kapcsolatsiaga egy graf forméajaban jelenik meg, ahol a
csomépontok a polimorfizmusokat, az élek a kapcsolatsiagot jelentik. Az élek szine és hossza a
kapcsoltsag erdsségét jeloli. A csomépontok szine a méréstechnikai szempontbél mérhetd, nem mérheto
vagy nem vizsgalt statuszt jelzi. A graf kiteritése animalt és dinamikus, igy jol lathatéak az osszefiiggo
csoportok, pl. egy gén polimorfizmusai.

A szakértd az ajanlott polimorfizmusok jovahagyasaval vagy elutasitdsdval bovitheti a
mérésbe bevont polimorfizmusok halmazat, amig az el nem éri a kivant méretet (illetve
indithat 0j elemzési feladatokat, amennyiben a korabbi elemzés eredményei k6zott nem volt
elegendo elfogadhato polimorfizmus). A rendszer kisérleti jelleggel tamogatja az optimalis
halmaz kivalasztasat is a kiilonb6z6é szempontok szakértd altali el6zetes sulyozasa alapjan
is (pl. ,.keresiink egy olyan 48 polimorfizmusbo6l 4ll6 optimalis halmazt, amelynek elemei
az X vagy Y vagy Z gén kozelében helyezkednek el, de mindharom gén kozelében legalabb
egy polimorfizmussal, mind nagy biztonsaggal mérhetdek, lehetdleg kodold régioban
fekszenek és A/G tipusu nukeotid cserével jarnak, valamint legyenek egymassal minél
kevésbé kapcsoltak™). A TIGER rendszer miikodésének pontos specifikaciodja, leirdsa a

korabbi munkaimban elérheto [159, 160].
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A TIGER rendszer elsé valos felhasznalasanak eredményeit Ungvari [133] cikkében
kozoltik, ennek soran a 11ql2.2-q13.1 ¢és 14q22.1-q22.3 asztmaval asszocialo
genomrégiokban parcialis genomsziiréshez valasztottunk ki polimorfizmusokat. A minor
allél frekvencia als6 hatidra 5% volt (ilyen gyakorisdgminimummal varhaté annyi ritka
homozigdta ¢és heterozigota egyén, amennyivel a statisztikai elemzést még el lehet
végezni); a méréstechnikai szempontbol kizart polimorfizmusok helyett kapcsolt (r* >0,08,
D’ = 1) polimorfizmusokat valasztottunk, majd a technikai sziirésen Aatesett
polimorfizmusokat funkciondlis hatasuk alapjan rangsoroltuk (nem-szinonim, promoter
vagy 3’ UTR régio, szinonim és intronikus). A fent leirt médon a 11q12.2-q13.1 régidéban
68, a 14q22.1-q22.3 régidban 77, egyiittesen 145 SNP keriilt kivalasztasra ¢és
genotipizalasra, a tanulmany eredményei tarsszerzs munkdmban érhetéek [133]. A TIGER
kisérlettervezo rendszert hasonlo beallitasokkal késobb mas kutatasokban is felhasznaltuk,

tobbek kozott a dolgozatom alapjat képezd, kovetkezd asztma tanulmanyomban is [157].

5.1.2 Genotipizalasi eredmények

A maésodik asztma tanulmanyomban kivalasztott 90 polimorfizmus tulajdonsagait (gén, rs
id, funkcio, allél) a 4. tablazat részletezi; az eset és kontroll csoportok Osszes genotipus
frekvencidja, Hardy-Weinberg egyensuly tesztjei és a populdcios asszociaciok statisztikai a
terjedelmi korlatok miatt az eredeti kozleményben érhetéek el [157]. A hidnyzo genotipus
mérések aranya 7,1% volt. Azon betegeket kizartam az elemzésbdl, ahol a hianyzo
genotipus értékek a 80%-ot meghaladtdk (n=9, ~1%); valamint kiz4rtam azon
polimorfizmusokat is, ahol a hidnyzas ardnya a 20%-ot meghaladta (rs2432561, rs3814896,
rs1821142, rs17027410). A maradék 86 polimorfizmusbol 2 esetén mutatkozott
szignifikans eltérés a kontroll csoport Hardy-Weinberg egyensulyaban, ez egyértelmiien

szisztematikus hibara utal, igy ezeket is kizartam (rs11016071, rs2857600).

Az asztmas betegek ¢s kontrollok kozotti genotipus eloszlasok két gén, 0sszesen négy
polimorfizmusa esetén mutattak szignifikdns eltérést minden statisztikai eszkozzel
(DeFinetti HWE alkalmazas, Haploview, IBM SPSS): SCIN, azaz a Scinderin fehérjét
kodolo gén (rs2240572, rs2240571, rs3735222) és PPARGCIB, azaz a Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor Gamma Coactivator 1-Beta fehérjét kodolo gén (rs32588),
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ezek eredményei a 6. tdblazatban lathatéak. Hat masik gén (/TLNI /Intelectin-1/, FABP3
/Fatty Acid Binding Protein 3/, MAT1A /Methionine Adenosyltransferase 1 Alpha/, OSGIN
/Oxidative Stress Induced Growth Inhibitor/, LY9 /Lymphocyte antigen 9/, LGMN
/Legumain/) polimorfizmusai mutattak hatareset kozeli szignifikanciat (tobb teszttel
szignifikans p-értéket kaptunk, de a tobbszords hipotézistesztelési korrekcid miatti
permutacié tesztek mar 0,05 és 0,5 kozé esd p-értékeket adtak). Ennek ellenére a
szignifikancia relativ erdssége, a korabbi egér kisérletek eredményei €s az asztma
patomechanizmuséaban betoltott potencidlis szerepe miatt ezek koziil egy gént a tovabbi
vizsgalatokba is bevontam: ITLN1 (rs4656958).

6. tablazat - Az asztmaval szignifikansan asszocidlt gének és polimorfizmusok listaja a DeFinetti HWE
alkalmazas eredményei alapjan, illetve a HaploView alkalmazas altal szamitott permutalt p-értékek
[157]. A félkovérrel kiemelt p-értékek szignifikinsnak tekinthetéek (p-érték < 0,05). A tablazat fejlécei
a DeFinetti HWE alkalmazas (Helmholtz Zentrum Miinchen, Institut fiir Humangenetik) jeloléseit
kovetik: [1] major allél, [2] minor allél, [11] homozigéta major allél genotipus, [22] homozigéta minor
allél genotipus, [12] heterozigéta genotipus; [11+12] heterozigéta genotipus és homozigota major allél

osszevonva [12+22] heterozigota genotipus és homozigota minor allél 6sszevonva; a szignifikanciat khi-
négyzet prébaval dllapitottuk meg (<->).

[22]<-> [11]<-
Kontroll Eset [1]<-
Permutalt [11+12] >[12+22]
Gén SNP mintaszam [11], mintaszam >[2=minor] )
p-érték (Recessziv (Dominéans
[12], [22] [11], [12], [22] (Allélikus) ) )
minor) minor)
Odds Odds Odds
SCIN rs2240572 94, 164, 85 115, 149, 40 p=0,0046
ratio=0,637 ratio=2,174 ratio=0,620
C.1.=[0,510- C.I=[1,439- C.1.=[0,445-
0,795] 3,287] 0,864]
p=0,00007
p=0,00019 p=0,00466
P)
Odds Odds Odds
SCIN rs3735222 94, 165, 85 115, 149, 41 p=0,0056
ratio=0,642 ratio=2,113 ratio=0,621
C.1=[0,515- C.I=[1,402- C.1.=[0,446-
0,802] 3,185] 0,865]
p=0,00009
p=0,00029 p=0,00474
(P)
PPARGCIB rs32588 196, 130, 15 202, 65, 8 0Odds p=0,0094 Odds Odds
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ratio=0,563 ratio=1,536 ratio=0,488
C.1.=[0,420- C.1=[0,641- C.1.=[0,347-
0,757] 3,677] 0,688]
p=0,00012
p=0,33229 p=0,00004
(P)
Odds Odds Odds
SCIN rs2240571 126, 161, 56 75, 155,75 p=0,0164
ratio=1,513 ratio=0,598 ratio=1,781
C.I=[1,214- C.1.=[0,406- C.1.=[1,266-
1,886] 0,881] 2,504]
p=0,00023
p=0,00894 p=0,00085
(P)
Odds Odds Odds
SCIN rs3173628 120, 164, 60 74,153, 73 p=0,1403
ratio=1,413 ratio=0,657 ratio=1,636
C.I.=[1,133- C.1.=[0,448- C.I.=[1,160-
1,762] 0,964] 2,307]
p=0,00209
p=0,03116 p=0,00482
(P)
Odds Odds Odds
ITLNI1 rs4656958 157, 150, 37 167,118, 20 p=0,4679
ratio=0,724 ratio=1,717 ratio=0,694
C.1.=[0,569- C.1.=[0,974- C.1.=[0,509-
0,922] 3,029] 0,946]
p=0,00863
p=0,05930 p=0,02046
(P)
Odds Odds Odds
ITLNI rs2274910 153,152, 39 160, 122,22 p=0,7164
ratio=0,748 ratio=1,639 ratio=0,721
C.1.=[0,589- C.1.=[0,948- C.1.=[0,529-
0,949] 2,833] 0,983]
p=0,01686
p=0,07446 p=0,03816
(P)

Megvizsgaltam, hogy a dominans (,,a minor all¢l barmilyen megjelenése kivalt-e hatast™) és

recessziv (,,kizdrélag a minor allél hordozésa kivalt-e hatast”) modellek az allélikus
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statisztikak (korrigalatlan) p-értékeihez képest mutatnak-e véltozast, de a kiilonbségek a
SCIN, PPARGCIB és ITLNI esetén jelentéktelen voltak, igy ezeket a modelleket nem
vizsgaltam tovabb (6. tablazat). (Meg kell jegyezni, hogy az allélikus statisztikdval gyengén
szignifikans gének koziil az LGMN gén hatasa domindns-recessziv modellben vizsgalva

Iényegesen erdsebb lett, és a korrigalt szignifikancia kiiszob kozelébe keriilt.)

Ellendrzésképpen a 6. tdblazatban lathato allélikus asszociaciokat és a dominans-recessziv
modelleket a sztenderdnek tekintheté IBM SPSS Statistics V20 szoftverrel is validaltam
Pearson-féle khi négyzet probaval (a DeFinetti HWE alkalmazéas altal is alkalmazott
eljarads), majd a tobbszords hipotézistesztelési korrekciét Bonferroni korrekcioval is
elvégeztem (a korrigalt szignifikancia kiiszob a 90 vizsgalt polimorfizmusra 0,00055 volt).

Ezen eredmények teljes Osszhangban voltak a kordbbi szamitasokkal, ugyanazon

.....

Kiilon statisztikai verifikaciot végeztink (IBM SPSS Statistics V20), hogy a csoportok
atlagéletkor eltérésbol adodod populacids rétegzodés miatti hamis pozitiv asszociacidkat
elkeriiljiik. Példaul, elméletileg lehetséges volna egyes népcsoportok vandorlasa miatt az
iddsebb korcsoportokban egyes variansok eloszlasanak eltérése, ez pedig igy a kontroll
csoport korbeli eltérése miatt hamis asszocidcioval védd hatasként jelentkezhetne a
statisztikai elemzés eredményében. A jelenség kizarasara binaris logisztikus regressziot
alkalmaztam korral és kor nélkiil, és megvizsgaltam, hogy a polimorfizmusok p-értékei és
esélyhdnyadosai hogyan valtoznak. Amennyiben ezek 1ényeges eltérést mutattak volna a
két esetben, az a kor zavar6 hatdsanak egyértelmii jele lenne. A p-értékek ¢és
es¢lyhanyadosok minden esetben kozel azonosak maradtak, a polimorfizmusok védé vagy
hajlamosité hatasa nem véltozott (a legnagyobb esélyhdnyados eltérések 20-30%-osak

voltak), igy populacids rétegzddésnek nem talaltam jelét.

Megvizsgaltam, hogy az egyvaltozos esetekhez képest kimutathatd-e haplotipus blokkok
szintjén erdteljesebb kombinalt hatds. Az elemzések egyértelmiien megerdsitették a korabbi

egyvaltozos eredményeket, bar a haplotipus szintli asszociaciok p-értékei nem tértek el

.....
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tovabbra is erds volt; az ITLNI asszociacid pedig bar erésebb, de tovabbra is hatareseti volt
€s a tobbszords hipotézistesztelési korrekcioval mar nem maradt szignifikans (7. tablazat).
Az is jol lathato, hogy mindkét vizsgalt gén esetén a két leggyakoribb haplotipus az esetek
¢s kontrollok legalabb 85-98%-at lefedi, tehat a géneknek két gyakori varidnsa van, a tobbi
haplotipus szamossaga elhanyagolhato.
7. tablazat - A haplotipus szintii statisztikak a 0,95-nél alacsonyabb permutalt p-értéket mutatd
haplotipus blokkokrdl a HaploView szoftver alapjan. A letorés igen éles, szignifikancia szerint az
otodik legerdsebb haplotipus permutalt p-értéke mar 0,95 feletti, vagyis teljesen inszignifikans. Igy jél

lathatd, hogy génenként egy védo és egy hajlamosité haplotipus figyelheté meg a populaciéban, a t6bbi
elméletileg lehetséges haplotipus szamossaga és szerepe elhanyagolhato [157].

Gén | SNP Haplotipus | p-érték | permutalt p-érték | Eset | Kontroll
1s3735222
152240571
1s2240572
rs3173628
1s3735222
152240571
1s2240572
rs3173628
152274910
154656957
1s2274910
154656958

SCIN 0,0002 | 0,003 472% | 36,8%

SCIN 0,0004 | 0,01 39,3% | 49,1%

ITLNI 0,008 0,2 66,1% | 72,9%

ITLNI 0,0084 | 0,206 32,5% | 25,7%

Q a» 3 a a > » > O Q

Ellendriztem a polimorfizmusok LD (linkage disequilibrium) értékeit, vagyis az egymashoz
valo kapcsoltsdgat, mely jol 0Osszhangban van kordbban vizsgalt a 2-2 gyakori
haplotipussal: az erésen asszocialt polimorfizmusok egy génen beliil egymaéssal is erésen
kapcsoltak (8. tablazat). Mindez azt jelezheti, hogy a géneknek két funkciondlis variansa
van (egy védo és egy hajlamosito tipus), amely az 6sszes vizsgalt polimorfizmus asztmahoz

rrrrrr

volt, igy nem lehetett haplotipus szintii vizsgalatokat végezni.
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8. tablazat - A polimorfizmusok kapcsoltsaga a teljes adathalmazon (r-squared és D prime metrika) a
(HaploView alkalmazas) [157].

Gén | SNP1 SNP2 D'|r

SCIN | rs3735222 | rs2240571 | 99 | 61
SCIN | 1s3735222 | 152240572 | 99 | 99
SCIN | 1s3735222 | rs3173628 | 94 | 56
SCIN | 152240571 | rs2240572 | 99 | 61
SCIN | 152240571 | rs3173628 | 96 | 91
SCIN | 152240572 | rs3173628 | 64 | 58
ITLNI | 12274910 | rs4656958 | 99 | 93

A SCIN gén 4 polimorfizmusa kapcsan meg kell jegyezni egy fontos, értelmezést zavard
jelenséget: a statisztikai kiértékelés szerint (lasd. OR statisztikdk 6. tablazat, allélok 10.
tablazat) a minor allélok két polimorfizmus esetében védenek (rs2240572, rs3735222),
kettd esetében hajlamositanak (rs2240571, rs3173628). Ez akar két kiilonboz6 funkcionalis
hatasra is utalhatna, valdjaban a jelenséget csupan a konvencionalis kddolds anomalidja
okozza. Mind a négy polimorfizmus esetén a két allél frekvenciaja kdzel van az 50%-hoz
az europai gyokerti (CEU) populaciét tekintve (9. tablazat), ilyen esetekben az allélok
minor-major besorolasa gyakran nem egyértelmii.

9. tablazat - A SCIN gén 4 polimorfizmusianak egymassal valé kapcsoltsagai és allél frekvenciai az 1000

Genome Pilot 1 CEU populacio statisztikai a Broad Institute Snap alkalmazasabol

(http://www.broadinstitute.org/mpg/snap). Az SNP oszlop a referencia polimorfizmust tartalmazza (a

vizsgalt 4 SCIN polimorfizmus), a Proxy oszlop mutatja a kapcsolt polimorfizmust (3-3 SCIN
polimorfizmus) és a tobbi oszlop ez utébbinak adatait.

SNP Proxy Tavolsag | r? D' Major | Minor | MAF | Mintaszam
rs3173628 | rs2240571 17257 | 0,967 | 1,000 | G C 0,492 120
rs3173628 | rs2240572 16651 | 0,791 | 1,000 | A G 0,442 120
rs3173628 | rs3735222 17566 | 0,765 | 1,000 | G A 0,433 120
rs2240572 | rs3735222 915 0,967 | 1,000 | G A 0,433 120
rs2240572 | rs3173628 16651 | 0,791 | 1,000 | G A 0,500 120
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rs2240572 | rs2240571 606 | 0,754 | 0,960 | G C 0,492 120
rs2240571 | rs3173628 17257 | 0,967 | 1,000 | G A 0,500 120
rs2240571 | rs3735222 309 |0,791| 1,000 | G A 0,433 120
rs2240571 | rs2240572 606 | 0,754 | 0,960 | A G 0,442 120
rs3735222 | rs2240572 915 | 0,967 | 1,000 | A G 0,442 120
rs3735222 | rs2240571 309 |0,791| 1,000 | G C 0,492 120
rs3735222 | rs3173628 17566 | 0,765 | 1,000 | G A 0,500 120

Példaul a vizsgalt polimorfizmusok esetén az afrikai gyokerti (1000 Genome Pilot 1, YRU)

populécidt tekintve a besorolds két polimorfizmusnal is forditott a CEU populécidohoz

képest. A besorolas kifejezetten félrevezetd is lehet, hiszen kdnnyedén eléfordulhat, hogy

két polimorfizmus kdzel 100%-ban kapcsolt, de az egyiitt el6forduld varidnsok minor-

major besoroldsa pont ellentétes. Jelen esetben is ezt tortént, valdjdban minddssze két

gyakori haplotipus van, de az egy haplotipusban 1évé allélok besoroldsa mégis ellentétes

(10. tablazat).

10. tablazat - A genotipusok (allélok) esetszamai és besorolasa a vizsgalt populacion és egy CEU

populacion.
rs3735222 | rs2240571 | rs2240572 | rs3173628
Kontroll [11] 94 (GG) | 126 (GG) | 94 (AA) | 120 (GG)
Kontroll [12] 165 (GA) | 161 (GC) | 164 (AG) | 164 (GA)
Kontroll [22] 85(AA) | 56(CC) | 85(GG) | 60 (AA)
Eset [11] 115(GG) | 75(GG) | 115(AA) | 74 (GG)
Eset [12] 149 (GA) | 155(GC) | 149 (AG) | 153 (GA)
Eset [22] 41 (AA) | 75(CC) | 40(GG) | T3 (AA)
Védé allél A G G G
CEU populacioban a védé allél minor major minor major
besorolasa
A kontroll populiciéban a védo allél minor major minor major
besorolasa
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Jelen tanulmanyban a minor-major allél besoroldst egységesen a kontroll populacid
genotipus eloszlasa alapjan végeztem el, ez a SCIN polimorfizmusai esetén megegyezik a
CEU populacioban mért allél besorolassal is (10. tablazat), és ezzel konzisztensen
végeztem a statisztikai kiértékelést is. A jelenséget jol szemlélteti az a tény is, hogy a
statisztikai kiértékelés soran a minor allélokra szamitott esélyhdnyadosok egymasnak

gyakorlatilag reciprokai (6. tablazat, OR).

Az eredmények tobbvaltozos elemzéseit logisztikus regresszidval végeztem, ahol iigyeltem
arra, hogy a nem és kor kovaridnsként mindig a modellbe 1épjen (adjusztalas). Az elsd
esetben a logisztikus regresszio 1épésenkénti valtozé kivalasztasi algoritmusat alkalmaztam
(Forward: Wald), tehat megvizsgaltam, mely valtozok tekinthetéek szignifikans
valosziniiséggel kovaridnsnak a modellben (p-érték < 0,05), amennyiben szignifikancia
szerinti sorrendben Iépteti be Oket az algoritmus. A végsé modellbe harom, korabban is
kivalasztott polimorfizmus keriilt be (SCIN: rs2240572, PPARGCIB: rs32588, ITLNI:
1s4656958), mindharom esetben a minor allé¢l ismét védd hatasunak bizonyult (a
tovabbiakban k6zolt OR eredmények minden esetben a polimorfizmusok minor alléljanak
hatasara vonatkozik). Az eredmény Osszhangban van a kordbbi eredményekkel: minden
génbdl pontosan egy polimorfizmus keriilt be a modellbe (11. tdblazat), a gének tobbi
polimorfizmusat (melyek egyvaltozds vizsgalattal er6sen szignifikansak voltak) kiszoritotta
a modellbe keriilt polimorfizmusok hatdsa. Tehat haplotipus szintli asszocidcidé nem
figyelheté meg, az asszociacio egyetlen oki génvarians hatésa.

11. tablazat - IBM SPSS Statistics V20, Binary Logistic Regression (Forward: Wald), Dependent
Variable: Asthma [157].

95% C.l.for EXP(B)
B S.E. | Wald | df | Sig. | Exp(B) | Lower Upper
Step 5° Age -,147 | ,015 | 96,062 | 1 | ,000 ,863 ,838 ,889
rs32588 -408 | 162 | 6,330 | 1| ,012 ,665 ,484 ,914
rs4656958 | -,318 | ,142 | 5,009 | 1 | ,025 727 ,551 ,961
rs2240572 | -,327 | ,1132 | 6,140 | 1| ,013 721 ,557 ,934
Gender(1) | -,429 | ,187 | 5,261 | 1| ,022 ,651 ,452 ,940

Constant 2,777 | ,279 | 98,919 | 1 | ,000 | 16,064
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Tovabba, az adathalmaz kett¢é bontasaval (férfiak és ndk), logisztikus regresszioval
elemeztem az el6z6 elemzés altal kivalasztott polimorfizmusok nemmel dsszefiiggd hatasat
(12. tablazat, 13. tablazat). A SCIN rs2240572 hatasa (p=0,002, OR=0,41) és a PPARGCIB
rs32588 (p=0,013, OR=0,48) hatdsa erdsen szignifikdns volt nék kozott, de az ITLNI
rs4656958 hatasa egyaltalan nem volt szignifikans. Férfiak kozott ennek pont a forditottjat
tapasztaltuk, az ITLNI rs4656958 (p=0,005, OR=0,59) védd hatdsa erdsen szignifikans
volt, mig a mésik kettd alig.

12. tablazat - IBM SPSS Statistics V20, Binary Logistic Regression (Enter), Dependent Variable:
Asthma, Gender = 0 (n6k) [157].

Variables in the Equation

95% C.l.for EXP(B)
B S.E. | Wald | df | Sig. | Exp(B) | Lower Upper

Step 1*  Age -,146 | ,023 | 40,705 | 1 | ,000 ,864 ,826 ,904
rs32588 -734 1,295 | 6209 | 1,013 ,480 ,269 ,855
rs2240572 | -,671 | ,222 | 9,168 | 1 | ,002 ,511 ,331 ,789
rs4656958 | -,032 | ,223 ,020 | 1| ,887 ,969 ,626 1,499

Constant 2,545 | 437 | 33,941 | 1 | ,000 | 12,748

13. tablazat - IBM SPSS Statistics V20, Binary Logistic Regression (Enter), Dependent Variable:
Asthma, Gender =1 (férfiak) [157].

Variables in the Equation

95% C.l.for EXP(B)
B S.E. | Wald | df | Sig. | Exp(B) | Lower Upper

Step 1* Age -,151 | ,020 | 55,184 | 1 | ,000 ,860 ,826 ,895
rs32588 -,251 | ,201 1,567 | 1,211 778 ,525 1,153
rs2240572 | -,102 | ,168 ,370 | 1| ,543 ,903 ,649 1,255
rs4656958 | -,528 | ,189 | 7,815 | 1 | ,005 ,690 ,408 ,854

Constant 2,693 | ,351 | 58,842 | 1 | ,000 | 14,770
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A logisztikus regresszio azt is felfedte, hogy az ITLNI rs4656958 védd hatasa (p=0,007,
OR=0,665) a teljes allergias asztmas csoportban szignifikdnsabb volt (14. tdblazat).

14. tablazat - IBM SPSS Statistics V20, Binary Logistic Regression (Enter), Dependent Variable: Atopy

[157].
Variables in the Equation
95% C.l.for EXP(B)
B S.E. | Wald | df | Sig. | Exp(B) | Lower Upper

Step 1°  rs32588 -343 | 173 | 3,912 | 1| ,048 , 710 ,505 ,997
rs4656958 | -,408 | ,152 | 7,220 | 1 | ,007 ,665 494 ,896
rs2240572 | -,146 | ,136 1,156 | 1 | ,282 ,864 ,663 1,127
Gender ,6566 | ,196 | 11,153 | 1 | ,001 1,926 1,311 2,830
Age -,092 | ,013 | 46,780 | 1 | ,000 ,912 ,888 ,937

Constant ,686 | ,273 | 6,302 | 1| ,012 1,986

Osszegezve az elemzéseket, a genotipizdldsi tanulmany hdrom gén esetén talalt

statisztikailag szignifikans asszociaciot asztmaval: SCIN, PPARGCIB, ITLNI.

5.1.3 Indukalt kopet vizsgalat
Megvizsgaltam, hogy az indukalt kopet vizsgalat eredményei megerdsitik-e a SCIN,
PPARGCIB ¢s az ITLNI gének kapcsolatdt asztmdval. Mindhdrom gén expresszidja

szignifikansan alacsonyabb volt asztmasok esetén a kontrollokhoz képest.

Az eredményeket 0sszehasonlitottam az eredeti egér asztmamodell harmadik idépontjanak
eredményeivel (24 oraval a harmadik, utolsé allergénterhelés utan), de ez varatlan
eredményt hozott. Mindhdrom gén expresszidja az egérmodellhez képest ellenkezd iranyba
valtozott, az asztmas egérmodell tiidészovetekben szignifikdnsan magasabb volt a gének

expresszidja (14. abra).
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L.
sl

14. abra — A Kkisérletbe bevont emberek és egerek expresszidjanak valtozasa [157]. Asztmas betegekben
az expresszio mindharom (SCIN, PPARGCIB, ITLN) gén esetén csokkent, mig az egerek tiidejében
ennek forditottjat tapasztaltam.

5.1.4 Eredmények 6sszegzése Fisher modszerrel

A statisztikailag fiiggetlennek tekinthetd tanulmanyok p-értékeit Fisher modszerével
kombinalhatjuk, igy pl. esetiinkben a genotipizalas és az expresszios mérések eredményeit.
Ez a moddszer képes kvantitativan egyesiteni a kisérletekbdl szarmazo6 bizonyitékokat, és
ezzel az eredmények erdsségét rangsorolni. A szamitast elvégezve valtozatlanul a SCIN gén
p-értéke a legalacsonyabb, vagyis ebben az eseten a legerdsebb a bizonyiték egy valos
kapcsolatra, de PARGCIB génnek is relative alacsony a p-értéke. Megjegyzendd azonban,
hogy ebben az esetben a 0,05 f616tti kombinalt p-érték sem jelenti feltétleniil az asszociacio

hianyat (15. tablazat).

15. tablazat - Fisher teszt eredménye [157].

Kopet gén expresszio | Kombinalt
Gén Genotipizalas permutalt p-érték | p-érték p-érték
SCIN 0,0046 0,0011 0,000067
PPARGCIB | 0,0094 0,0537 0,004341
ITLN1 0,4679 0,0350 0,067466

90



DOI:10.14753/SE.2015.1757

5.1.5 Bayes-halo alapu Bayesi tobbszintii relevancia elemzés

A genotipizaldsi mérések - korabban részletezett modon - megtisztitott adathalmazat
alavetettiik a Bayes-halo alapti Bayesi tobbszintii relevancia elemzésnek (BN-BMLA) is. A
311 aszmas betegbdl 238 beteghez (vagyis 73 kivételével) a korabban emlitett fenotipus
valtozokon kiviil (ASZTMA, ALLERGIA, Nem, Kor) rendelkezésre allt tovabbi 10 masik,
szakorvos altal leirt fenotipus valtoz6: GINA (Global Initiative for Asthma besorolas),
MONO/POLI (egynél tobb allergénre adott pozitiv allergia teszt), INHALATIV (pozitiv
allergias reakcio belégzett allergénre), OUTDOOR (kiiltéri, pl. pollen), INDOOR (beltéri,
pl. hazipor), TERHELESES ASZTMA, INFEKCIOS ASZTMA, INTRINSIC ASZTMA,
TARS. RA (tarsulé rhinithis allergica), TARS. CA (tarsulé allergic conjunctivitis). A BN-
BMLA rendszerszemléletii elemzése kifejezetten alkalmas komplex fenotipus valtozok
elemzésére, de a modszer csak teljes (hianytalan) adathalmazok esetén alkalmazhatd. Mivel
a hidnyzas egy blokkot érintett (vagy minden komplex fenotipus hianyzott, vagy egy sem),
igy a véletlenszerii potlas helyett az adathalmazt a tovabbiakban kettébontottuk: az
egyikben a korabbi adathalmaz (311+360 minta) elemzését végeztik el a komplex
fenotipusok nélkiil (a tovabbiakban ,.egyszerli adathalmaz”), a masikban megvizsgaltuk a
238+360 mintat tartalmazd adathalmazt, immar komplex fenotipusokkal egyiitt (a

tovabbiakban ,.,komplex adathalmaz”).

A BN-BMLA celemzés az adathalmaz Osszefiiggéseinek gyengébb hatédsait is képes
kimutatni és igy részletesebb képet ad valtozok Osszefiiggésének rendszerérdl, de igy a
moddszer érzékenységébdl adodoan bizonyos statisztikai anomalidk konnyen elfedhetik a
valos hatésokat. Igy a frekventista elemzéshez képest a valtozokkal kapcsolatban szigorubb
kritériumokat kellett megfogalmaznunk (16. tabladzat). A 20%-ndl magasabb hidnyzast
mutatd polimorfizmusok (4 db) és HWE-t a kontroll csoportban sért polimorfizmusok (2
db) kizardsa egyértelmii volt. Amennyiben az asztmds vagy a kontroll csoportban egy
genotipus esetszama nem érte el az 5-6t, gy annak statisztikai eszkozokkel torténd
kiértékelése megbizhatatlan eredményt adhat (8 polimorfizmus kizardsa). A beteg
populécioban torzult HWE leggyakrabban szisztematikus hibara utalhat, igy a szigoribb

kritériumok indokoltadk néhany tovabbi valtoz6 kizarasat (2 polimorfizmus).
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16. tablazat - Az elemzésbél kizart polimorfizmusok és kizaras okai.

Sziirési feltétel

Valtozok

Alapvetd mindségi sziirés

Hianyz6 genotipusok ardnya 20% folott

152432561 (OSGINI)
rs3814896 (TFF2)
rs1821142 (CCLS)
rs17027410 (CHIA)

A kontroll csoportban sériil a Hardy-Weinberg egyenstly

rs11016071 (MKI67)
152857600 (AIFI)

Szigorubb sziirési kritériumok

Az egyik csoportban 5 alatti genotipus szam

rs1853665 (ULBPI)

1s3827869 (MATIA)
rs1683440 (FABP3)
154359077 (PTPN7)
rs17027410 (CHIA)
rs310830 (E2F7)
1s352045 (CXCL5)
152069827 (IL6)

Az asztmads csoportban sériil a Hardy-Weinberg egyensuly rs137487 (SYN3)
154245604 (FXYD4)

Egyéb kritériumok

A LY9 gén két polimorfizmusanak egyik kombinaciojaban tal | rs509749 (LY9)

alacsony az esetszdm

A SCIN gén er6s polimorfizmusai mind erésen kapcsoltak €s | rs3173628 (SCIN)

egymas hatasat gyengitik rs2240571 (SCIN)
1rs3735222 (SCIN)

Az elso tesztelemzéseink két tovabbi problémat vetettek fel. A BN-BMLA elemzés minden
beallitasban a LY9 gén 2 polimorfizmusat (rs509749, rs474131) egyiittesen a tobbi

valtozohoz képest kiemelkedden erds prediktorként jeldlte meg, mely a korabbi frekventista
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elemzések tiikrében valdsziniitlennek tint (a frekventista modszerek a 1rs509749
polimorfizmust soha nem mutattak szignifikansnak, a rs474131 polimorfizmust is csak igen
gyengén). Az SPSS Statistics V20 programmal crosstab vizsgalatokat végeztem, melyek
kideritették a jelenség okat: a gén két polimorfizmusanak egy kombindcidja (major
homozigoéta rs509749, minor homozigota rs474131) az adathalmazban Gsszesen csak 6
betegben talalhatdo meg, akik viszont mind asztmésok. A jelenséget a két polimorfizmus
er6s LD kapcsoltsaga (r2~1, D’~1) okozza, igy varidnsaik szinte mindig ,,egyiitt jarnak™, ez
a kivétel nagyon ritka eset. Rdadasul ez az Osszes asztmasnak egy nagyon kis részét teszi
ki, a polimorfizmusoknak kiilon-kiilon nincs statisztikailag szignifikans hatasa. A csoport
kis mintaszdma ebben az esetben is megbizhatatlan kovetkeztetéshez vezet, igy a
tovabbiakban a LY9 gén kevésbé szignifikans polimorfizmusat (rs509749) kizartam a BN-
BMLA elemzésbdl.

A masik problémat a SCIN gén szintén asztméval er0sen asszocidlt és egymassal is erdsen
kapcsolt polimorfizmusai okoztak. A korabbi elemzések egyértelmiien kimutattdk, hogy a
génnek egy oki varidnsa van, de az elemzésben megjelend négy kiilonbozo valtozd erdsen
redundéns, a BN-BMLA MBM poszterior eloszlik a négy polimorfizmus kozott, igy ezek
egymds hatasat gyengitik a modellben. Amennyiben egyértelmii a polimorfizmusok
kapcsoltsaga, akkor a valdsagot jobban tiikr6zé eredményeket kapunk, ha csak a gén
legerésebb polimorfizmusat vonjuk be az elemzésbe fohatasként, igy ezt tettiikk a SCIN

esetén is (3 valtozo kizarasa).

Az adathalmazok megfeleld eldsziirése utan megvizsgaltam az adatok elégségességét a
kovetkeztetések megbizhatosagara vonatkozoan. Az elemzés egyik adathalmaz esetén sem
talalt az asztmara nézve egyértelmiien relevans valtozokat vagy valtozé halmazokat, tehat a
teljes modell tanuldsdhoz nem elégségesek az adatok, a tovabbiakban egyes jegyek

valosziniiségét elemeztem.

Az egyszerli adathalmaz elemzésének elsd 1épése az asztmahoz erésen relevans
polimorfizmusok elemzése volt (17. tablazat). Az elemzés azt mutatta, hogy a vartnak

megfeleléen a Kor, a Nem, a SCIN ¢és a PPARGCIB hatéasa kiemelked6en erés (MBM >
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0,83). Az els6é érdekesség, hogy az LGMN gén egyik polimorfizmusa (rs9791) az
elézéekhez hasonloan kiemelkedden relevansnak bizonyult (MBM = 0,777), igy ezt tovabb
vizsgaltam. A polimorfizmus a korabbi frekventista elemzések soran is a latokoriinkbe
keriilt, de tobbszords hipotézistesztelési korrekcid utdn a hatdsa nem bizonyult
szignifikansnak. A madsodik érdekesség, hogy az ITLNI hatasa a rendszerszintli modell

szerint rendkiviil gyenge, 6sszemosodik a statisztikai zajjal.

17. tablazat - Egyszerii adathalmaz, MBM posteriorok.

Valtozé MBM posterior
Kor 0,999
1s2240572 (SCIN) 0,921
Nem 0,898
1s32588 (PPARGCIB) | 0,837
159791 (LGMN) 0,777
15225359 (TFF1) 0,288
rs16944 (IL1B) 0,215
156690827 (C1QC) 0,174
rs14451 (UBE2T) 0,131
rs184432 (TFF1) 0,125
1s3762296 (LAPTMS5) | 0,108
rs2839110 (COL6A42) | 0,105
1s2274910 (ITLN1) 0,0315
154656958 (ITLN1) 0,0312

Az MBM posteriorokrol altalanossagban elmondhat6, hogy a relevancia erésségének gyors
a lecsengése és 0,777 utan éles letorés lathato, ez jelezheti a valos hatas €s a statisztikai zaj
hatarat. A relevancia szerinti sorrendben kovetkezd 5-10 tovabbi polimorfizmus 6nallo

hatdsat korabban mas eszkdzzel sem tudtunk kimutatni, hatdsuk gyenge vagy
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elhanyagolhat6, bar érdemes lehet az interakcids vagy redundans hatasukat tovabb

vizsgalni.

A legvaldszinlibb lehetséges MBS halmazok koziil tobb mint 60.000 posteriori
valoszinliségét elemezve ujbol a megerdsitést nyert a Kor, a Nem, a SCIN és PPARGCI
kiemelkedd hatésa, illetve az LGMN, TFFI és néhany mas gén gyengébb hatdsa (18.
tablazat). Az MBS posteriorok lecsengése szintén gyors, jol latszik, hogy a 4

legvaldsziniibb valtozé dominalja a leger6sebb halmazokat.

18. tablazat - Egyszerii adathalmaz, MBS posteriorok.

Halmaz MBS

posterior

Kor, Nem, rs2240572 (SCIN), rs32588 (PPARGCIB), rs9791 (LGMN) 0,039

Kor, Nem, 1s2240572 (SCIN), rs32588 (PPARGCIB), 1s9791 (LGMN), | 0,025
1225359 (TFF1)

Kor, Nem, 152240572 (SCIN), rs32588 (PPARGCIB) 0,012

Kor, Nem, 152240572 (SCIN), rs32588 (PPARGCIB), 159791 (LGMN), | 0,0109
rs184432 (TFFI)

Kor, Nem, rs2240572 (SCIN), rs32588 (PPARGCIB), 1s9791 (LGMN), | 0,0094
rs16944 (IL1B)

Kor, Nem, 152240572 (SCIN), rs32588 (PPARGCIB), rs184432 (TFF1) 0,0081

Az MBM ¢és MBS posteriorok lecsengését dendogrammal is szemléltettem (15. abra), ami
ebben az esetben kiilondsen latvanyos. A dendogrammon balrdl jobbra haladva lathatéak az
egyes valtozd halmazokat reprezentalo entitdsok, kezdve az iires halmazzal. Balrol jobbra
haladva az Osszekapcsolt entitdsok a halmaz Gjabb elemekkel torténd bovitését jelképezik.
Tehat, minden egyes entitds azt a halmazt jelképezi, melynek elemei a sajat cimkéjén és a
balra vele kapcsolatban allo entitdsok cimkéin szerepelnek. A dendogramm entitdsainak

szine, mérete ¢és vizszintes helyzete aranyos azzal a posteriori valoszintiséggel, hogy az
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entitds 4altal jelképezett halmaz része a Markov-takarénak (,,subMBS”). Masként
fogalmazva ardnyos annak a valoszintségével, hogy a halmaz minden eleme erdsen
relevans (pontos értéke szamszerlien is leolvashatd az entitds cimkéjérdl). Az alabbi abran
jol lathato, hogy a Kor, a Nem, az rs2240572 (SCIN), a 1s32588 (PPARGCIB), és az rs9791
(LGMN) valtozokbol allo halmazok posteriorja kiemelkedd, ezeket barmilyen méddon
bovitve csokken a subMBS posterior valdszinliség. Ez ujfent azt erdsiti meg, hogy az

adathalmazban elkiilonithetek a valds hatasok €s a statisztikai zaj.

[rs225355]
0.18476

| [156590827]

0.105218
[r=225350] =
0.231128
[rs225359]
0.209471
»[T=184432)
0.102987

[rs225359]
0200734

[Kor,rs14451]

15. abra - Dendogram a subMBS posteriorok szemléltetésére (BayesEye szoftver). A Kor, a Nem, az
rs2240572 (SCIN), a rs32588 (PPARGCIB), és az rs9791 (LGMN) valtozokbdl allé halmazok posteriorja
kiemelkedd, barmilyen ujabb valtozé hozzdadasa csokkenti a posteriori valésziniiséget.

Az er6sen relevans valtozok redundancidit és interakcioit elemezve a hatasok egy
kivételével igen gyengének bizonyulnak (16. dbra). Jol lathatoan kiemelkedik a két TFF1
polimorfizmus (rs184432 és rs225359) erds redundancidja, ami a kapcsoltsagukat tekintve
egy vart hatas. Erdekes emellett a TFF polimorfizmusok SCIN génnel valo interakciojanak
kétszeres megerdsitése. A polimorfizmusok egyenkénti interakcioja bar jol lathat6, de nem
mondhaté kiemelkedden erdsnek, azonban a két redundéns polimorfizmusnak kiszoritd
hat4sa van a modellekben (hasonléan a SCIN gén korabban kizart polimorfizmusaihoz), igy
a TFFI gén modulal6 hatasa a SCIN-re nézve valdjaban kétszeresen megerdsitett €s tovabbi
vizsgalatra érdemes. Lathatunk még egy-egy gyenge interakciot és redundanciat, de ezek

hatdsa mar alig emelkedik ki a statisztikai zajbol, igy tovabb nem elemeztem 6ket.
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16. abra — A vizsgalt polimorfizmusok interakcio-redundancia térképe (BayesEye szoftver). Kékkel a
redundanciakat, pirossal az interakciokat jeloltiik, a kapcsolatok vastagsaga aranyos annak
erdsségével. Az abra kiviilrdl befele haladva a kromoszéma szamokat, a géneket, a polimorfizmusokat,
az MBM posterior mértékét reprezentalé oszlopot, illetve legbeliil az interakcidkat és redundancidkat
mutatja. Jol lathat6 a TFF1 gén polimorfizmusainak redundancidja és ezek interakcidja a SCIN
génnel.

Erdekes még, hogy a Nem a frekventista elemzések szerint erés interakciot mutat mind
SCIN, mint a PPARGCI génnel, amely a modellben nem vagy alig jelenik meg. Ennek oka,
hogy ezen valtozok dnmagukban is kiemelkedden erdsen relevansak, igy ehhez képest az
interakcid tobblet hatasa elhanyagolhat6. Masként fogalmazva, nem mutathaté ki, hogy a
polimorfizmusok a Nem-mel egyiitt nagyobb valosziniiséggel lennének erdsen relevansak,
hiszen mindig erdsen relevansak. Ez egyben azt is jelenti, hogy ebben az adathalmazban a
BN-BMLA mddszerrel a Nem-mel val6 interakcio egyértelmii kimutatasa csak nagyon erds

hatas esetén lenne lehetséges.

Az MBG valbészintiségeket elemezve (17. abra) a koradbbi megallapitasaink nyertek
megerdsitést. A PPARGCIB ¢s az LGMN Xkapcsolata az asztmdaval egyszerii szerkezet,
azonban a SCIN hatésat jo1 lathatéan befolyasoljak a TFFI polimorfizmusok. Erdekes még
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az 1516944 (IL1B) Nem-mel egylitt érvényesiilé hatdsa (mely szintén azonosithaté az
interakciok kozott), illetve az rs6690827 (C1QC), kapcsolata, bar ezek alig emelkednek ki a

statisztikai zajbol.

17. abra - Egyszerii adathalmaz, a legerésebb 10.000 MBG atlaga a 7 legnagyobb posterior
valosziniiségii polimorfizmusra sziirve (BayesEye szoftver). A nyilak vastagsiaga aranyos a kapcsolat
erdsségével, iranyultsiguknak jelen modellben nincs gyakorlati jelentdsége, mivel nem definidltunk
el6zetesen kauzalis megszoritasokat. Jol lathaté a Kor, a Nem, az rs2240572 (SCIN), a rs32588
(PPARGCIB), az rs9791 (LGMN) erés, és néhany mas polimorfizmus gyengébb kapcsoltsaga.

A komplex fenotipusokat tartalmaz6 adathalmazban arra voltunk kivancsiak, hogy
barmelyik fenotipushoz kapcsolodik-e polimorfizmus, igy az elemzést a fenotipus
jegyekkel, mint célvaltozd halmazzal végeztiik. Ebben az esetben az MBM ¢és MBS
valosziniiségek a teljes fenotipus halmazra vonatkoznak, és igy nehezen értelmezhetdek,
bar annyi ebbdl is latszik, hogy a posteriorok lecsengése lényegesen lassabb az el6z6
adathalmaznal, nincs egyértelmii letorés. Eszerint tehat ,,elkentebb, homalyosabb™ a teljes
kép, nehezebben emelhetdek ki a valoban relevans jegyek €s valtozok a statisztikai zajbol,

¢s ez a tendencia egyre tobb fenotipus valtozot elemezve tovabb fokozddik (19. tablazat).

19. tablazat - A komplex adathalmaz normalizalt MBM posteriorjai 4 fenotipus elemzésével.

Valtozé MBM posterior
Kor 0,999
Nem 0,985
1s9791 (LGMN) 0,926
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132588 (PPARGCIB) 0,741
rs12905 (ILIRLI) 0,738
153762296 (LAPTMS) 0,65

156690827 (C1QC) 0,611
1625372 (SIGLECT) 0,602
11055880 (CD84) 0,546
152240572 (SCIN) 0,455
156748401 (MARCO) 0,424

A legvaloszinlibb Markov-takaro grafok (MBG) elemzése mar pontosabb képet adhat arrol,
hogy mely polimorfizmusok mely fenotipusokhoz kapcsolddhatnak, de az elkent kép miatt
az elemzést tobb 1épésben érdemes elvégezni, és tobbszords megerdsitéseket keresni, igy
elészor csak a 4 legfontosabb fenotipust vizsgaltam (ASZTMA, INTRINSIC, GINA,
ALLERGIA), ezek még megbizhatobb eredményt adhatnak (18. dbra).

18. 4dbra - A komplex adathalmaz 50.000 legvalésziniibb MBG atlagaval, 4 fenotipussal mint célvaltozo
halmazzal (a tobbi fenotipust kizartam az elemzésbdl), a 10 legerdsebb polimorfizmusra sziirve
(BayesEye szoftver). A nyilak vastagsaga aranyos a kapcsolat erdsségével, iranyultsaguknak jelen
modellben nincs gyakorlati jelentésége, mivel nem definialtunk elozetesen kauzalis megszoritasokat. A
korabban is vizsgalt erds fiiggések mellett kitiinik, hogy az ASZTMA, ALLERGIA, INTRINSIC
asztma és GINA genetikai hattere jelentdsen kiilonbozik.
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Az 4 fenotious elemzésével eldallt MBG a bizonytalan kép ellenére szolgalt néhany
egyértelmii tanulsaggal. Az INTRINSIC asztmdara hajlamositd polimorfizmusok (melyek
pl. a kapcsolt anyagcsere utvonalakra utalnak) viszonylag ¢€lesen eltérnek az allergiahoz
kapcsolddo polimorfizmusoktol. A kapcsolédo polimorfizmusok rdadasul még a korabban
azonositott, asztmaval asszociald polimorfizmusoknal is erdsebbek, pl. rs6690827 (C1QC),
amelynek gyengébb hatdsa mar kizdrdlag az asztma célvaltozot elemezve is észlelhetd volt.
Kitlinik, hogy mig az ALLERGIA igen erdsen fiigg a Kor-tol és a Nem-tol, addig az
INTRINSIC asztmanak csak attételes a fliggése, ezzel szemben a genetikai hattér hatasa
erdteljes. A korabban azonositott, asztmaval erdsen relevans polimorfizmusok (rs2240572
SCIN, 1532588 PPARGCIB, r1s9791 LGMN) tovabbra is erosebben kétddnek az asztmahoz
mint az INTRINSIC asztmahoz vagy az ALLERGIA-hoz, de az rs9791 (LGMN) esetén
erdsebb, az rs6748401 (MARCO) esetén egy gyengébb fliggés figyelhetd meg az
ALLERGIA-val is. Erdekes, hogy az asztma silyossigat (GINA) lathatéan kevésbé

befolyasolja a genetikai hattér vagy Nem ¢s a Kor, mint a fenotipusok eredd hatéasa.

A masodik 1épésben az Osszes fenotipust mint célvaltozé halmazt elemeztem, de ebben az
esetben az eredmény mar nagyon megbizhatatlannak tlint, a sok célvaltozé tal sok
polimorfizmus gyenge hatasat azonositotta a Markov-takaréban, az eredmények teljesen
O0sszemosodtak a zajjal. Végil az elemzés komplexitasdt némileg csokkentve csak az
asztmara, mint egyetlen célvaltozora megvizsgaltam az MBG eredményeket (19. abra).
Ebben az esetben tehat az elemzés nem az Osszes fenotipushoz kapcsolodd Osszes
polimorfizmust keresi, csupan az asztmaval erdsen relevans valtozokét. Mivel a
fenotipusok varhatéan Iényegesen erdsebben kapcsolodnak az asztmahoz mint a
polimorfizmusok, ezek elnyomhatnak minden mas hatéast, de érdemes megvizsgalni azokat
a legerésebb polimorfizmusokat, melyek modositjak ezeket a hatdasokat. Tehat ezek az
eredmények fenntartassal kezelenddek, de néhany korabban is felismert hatas megerdsitést

nyert.
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19. abra - A komplex adathalmaz 50.000 legvalésziniibb MBG az atlagaval, az asztmaval, mint
célvaltozo halmazzal, a 6 legerdsebb polimorfizmusra sziirve (BayesEye szoftver). A nyilak vastagsaga
aranyos a kapcsolat erdsségével, iranyultsaguknak jelen modellben nincs gyakorlati jelentésége, mivel
nem definialtunk el6zetesen kauzalis megszoritasokat. A valés eredmények igen nehezen kiilonithetdoek
el a statisztikai zajtol, a korabbi erds fiiggések megerdsitése mellett az ITLN1 génrél sikeriilt Kimutatni,

hogy csak INFEKCIOS asztma esetén relevans.

Az eredmények kozott a 6 legerdsebb polimorfizmus kozott nem okozott meglepetést az
152240572 (SCIN), a 1532588 (PPARGCIB), ¢és az 19791 (LGMN) felbukkanasa, ezek
minden elemzésben erdsnek bizonyultak, raadasul az rs32588 (PPARGCIB) a terheléses
asztmaval kapcsolodik 0ssze. Az ITLNI (rs4656958) gén, melyet a frekventista elemzések
rendre erdsnek talaltak, itt jelenik meg elészor a BN-BMLA elemzést soran, és az infekcios
asztmaval mutat Osszefliggést. Tovabba, megerdsitést nyert az rs6748401 (MARCO)
ALLERGIA-val 0sszefiiggd gyenge hatasa, ¢és felbukkant az rs3762296 (LAPTMS) is,
melyet korabban INTINSIC asztmaval és ALLERGIA-val is gyengén Osszefiiggdnek talalt
a rendszer — ez utdbbiak azonban valtozatlanul nehezen kiilonithetdek el a statisztikai

zajtol.
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5.2 Feldusulas elemzés

5.2.1 Compound Set Enrichment Analyis (CSEA) tesztrendszer
A CSEA moédszertan mukodésének vizsgalatdhoz létrehoztam egy olyan szoftveres
tesztrendszert, amely képes egy Uj hatdanyagot ismert hatdanyagok adatai alapjan

farmakologiai fogalmak szintjén leirni.

A GSEA technikaban eredetileg alkalmazott funkciondlis gén halmazok helyett az
Anatomical Therapeutic Chemical (ATC) Classification System, Level 4 vegyllet
halmazait hasznaltam fel a feldusulési jelek (halmazok) definidlasara. Ezt az ontoldgiat a
World Health Organization egyik intézménye, a Center for Drug Statistics Methodology
fejleszti, és hatdanyagokat kategorizal kémiai és terapias tulajdonsagok, érintett szervek és
szervrendszerek szerint, igy pl. alkalmas lehet potencidlis alternativ indikaciok jelzésére is.
Barmilyen tetszéleges vegyiilethalmaz, esetleg adott taxondémia kiilonbozé szintjei vagy
akar taxonomidk keveréke is felhasznalhat6 annak érdekében, hogy mindig az adott célhoz
a legjobban igazodjon a modszer. Ennek megfelelden mas targyteriileti taxondmidk is
bevonhatdak, pl. mellékhatdsok szerint képzett hatéanyag halmazok, amelyek aztan az
adott mellékhatasok eldrejelzésére hasznalhatdéak. Tehat, amennyiben van egy L rendezett
hatéanyaglistank és elére definialt S1, S2, S3... SN vegyiilet halmazaink, akkor célunk a
halmazok feldusulési értékeinek és normalizalt szignifikancidk kiszamitdsa az L sorrend

felett.

A hasonlosagi mérték szamitasahoz egyszeri cosinus fliggvényt hasznaltunk a
mellékhatasok és a célpont leirok esetén, illetve Tanimoto tdvolsagot a kémiai leirok esetén.
A Tanimoto tavolsag egy els0sorban binaris vektorok tavolsdganak szamitasara hasznalatos
gyakran alkalmaznak pl. vegyiiletek Osszehasonlitdsara, kémiai jegyek meglétét leiro
binaris vektor-reprezentaciok esetén. A fliggvény lényegében a két vegyiilet kémiai
jegyeinek szorzata (metszete) ¢és a két vegyiileten megtaldlhatd Osszes kémiai jegy

Osszegének (unidjanak) hanyadosat adja.
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A CMAP expresszios profilok hasonlosdgainak szamitdsahoz az eszkoz alapértelmezett
megoldasat hasznaltam. A kereséshez az alul- és feliillexpresszalt transzkriptumok vagasi
kiiszObét egységesen ugy allitottam be, hogy a 100-100 vegyiiletbdl alljon a keresé halmaz
[122].

A tesztjeink soran kivalasztottunk egy C vegyiiletet, majd a kiilonbozé metrikék alapjan
szamitott hasonlosagok szerint kiilon-kiilon sorba rendeztem a referencia adatbazis Osszes
hatéanyagat (kémiai leirok, célpont, expresszids profil, mellékhatas). A hasonlosagi
mértékeket a cosinus ¢s Tanimoto fliggvényekbdl, illetve a CMAP éltal az expresszids
hasonlosag statisztikai kiértékelésével megallapitott p-értékek 1-p transzformaldsaval
kaptuk. A sorrendezések érdekessége, hogy minden hasonlésagi dimenzid egy teljesen
eltérd aspektust ragadhat meg, pl. két kémiailag egyaltalan nem hasonlé molekula

mellékhatas profilja is lehet nagyon hasonl6 és ez utalhat potencidlis kdzos célpontra.

A feldusulés elemzés egyik erdssége pont a robosztussag, a kiilonbdzd szempontok alapjan
tendencidkat a zajbol. A sorrendi fuzidhoz a SumScore algoritmust hasznaltam, amely
egyszerll, matematikailag torzitdismentes normativ megoldasnak tekinthetd. Az algoritmus a
kiilonb6z6 dimenziok hasonldsagi mértékeit nulla és egy kozé transzformalja,
vegyliletenként Osszeadja, majd az el6alld pontszam alapjan egy mester listdba
rendezhetdek az entitdsok. A SumScore algoritmus a dimenzidkra uniform sulyozast
hasznal (nem sulyozza dket), de 1éteznek lényegesen komplexebb adatfuzids technikék is
[150, 171]. A sorrendi fuzids algoritmusok képesek lennének hidnyos adatokat
(sorrendeket) is kezelni, bar tesztjeimet a torzitdsok elkeriilése érdekében igyekeztem a

dimenzidk mentén kdzos entitds halmazzal végezni.

Végiil a feldasulasi értékek szamitasahoz a SaddleSum algoritmust hasznaltuk, mely a p-
értékeket egy specialis kozelitd eljarassal (Lugananni-Rice formuléval) hatarozza meg. Ezt
az algoritmust tekintik ma az egyik legrobosztusabb implementacionak, mivel bemenetként

felhasznélja a sorrendezett lista alapjat képezé konkrét értékeket is (melyek az egy
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dimenzi6s sorrendezésekben vagy a SumScore sorrendi fuzidobdl is elérhetdek), igy

problémak széles skalajat képes adaptivan kezelni [176].

5.2.2 Az amantadine esettanulmany

A CSEA moddszer demonstralasahoz azt vizsgéltam, hogy a technika milyen
hatékonysaggal hasznalhato hatéanyagok jrapozicionalésara, tehat j indikéaciok joslasara.
Ehhez ismert hatbanyagokat vizsgaltam meg, €s egy valos gyogyszerfejlesztési folyamatot
szimuldlva a fejlesztett vegyiiletrdl gyijtott egyre tobb adat segitségével a predikcio
hatékonysagat mértem. A szamitogépes hatéanyag Ujrapoziciondldsi munkafolyamat egy
komplexebb, a CSEA modszert is magiba foglald keretrendszerét (QDF?) Bolgar és
munkatérsai tanulmanyaban mutattuk be [171], ebben a tanulmanyban a feldusuléas elemzés

modszerére szoritkoztam [173].

Az amantadine egy, a korabbi tanulméanyunkban is vizsgalt Ujrapozicionalt vegyiilet [171].
Az influenzavirus protoncsatorndjahoz vald kapcsoldodéasa, azaz M2-gatld hatdsa révén
eredetileg influenza kezelésére fejlesztettek, mely blokkolja a virusok fehérje burkanak
lebomlasat (uncoating), és igy a genom kiszabadulasat a gazda sejtbe. Késobb, a hatvanas
években véletleniil fedezték fel a dopamin release, dopamin reuptake gatldo és N-metil-D-
aszpartat receptor antagonista hatasat. Az FDA-t6l 1969-ben kapta meg az engedélyt
Parkinson-kor kezelésére, maig hasznaljak a betegség korai stidiuméban monoterapiaként
vagy késObbi fazisban kombinacids terapiaként, igy az amantadine egy hatdéanyag
ujrapozicionaldsi  sikertorténetnek  tekinthetd. A  tovabbiakban az amantadine

esettanulmanyanak elemzésén keresztiil vizsgaltam a CSEA mddszer miikodését.

A hatéanyag fejlesztés szekvencidlis természetét és a minél korabbi indikécid keresést
szemléltetve a kordbbi fejezetben bemutatott hasonlésdgi dimenzidkat a kovetkezd

1épésekben hasznaltuk ki.
1. Kémiai tulajdonsagok
2. Kémiai tulajdonsagok + Célpont

3. Kémiai tulajdonsagok + Célpont + Génexpresszids profil
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4. Kémiai tulajdonsagok + Célpont + Génexpresszios profil + Mellékhatas profil

Minden Iépésben sorrendeztem a referencia adatbazisunk hatdanyagait az egyes
adatforrasok szerint az amantadinehoz valé hasonlosag alapjan. Az egyes lépésekben a
mellyel igy minden 1épésben egyre tobb informaciot felhasznalva a megfeleld informacid
forrdsok egyiittes hatdsat reprezentalod sorrendet kapunk. A feldusulas elemzési Iépésben a
korabban ismertetett ATC taxondmia Level 4 csoportjait hasznéltuk fol: ez dsszesen 778
halmazt jelent, az amantadinet minden halmazbdl toroltik a tesztekhez. A feldusulasi
értékeket a csoportokra a SaddleSum algoritmussal szamitottuk és a kovetkezo
eredményeket kaptuk (20. tablazat).

20. tablazat — Az ATC csoportok feldusulasi értékei szimulalt gyogyszerfejlesztési folyamat négy
pontjan. Félkovérrel kiemeltiik a Parkinson-kor terapidjaban relevans csoportokat [173].

Rank | Annotations (Chem) E-value
1. NO6BA _centrally acting sympathomimetics 1,57163
2. A14AA androstan_derivatives 2,98917
3. LO1XA platinum_ compounds 3,01357
4. GO3AC progestogens 3,58765
5. N04BC_dopamine_agonists 4,9952

6. CO1BA _antiarrhythmics, class_ia 5,13524
7. NO4AA tertiary amines 7,20465
8. NO6AA non-selective_monoamine reuptake inhibitors 7,21062
9. A11CC vitamin_d and analogues 8,65334
10. GO3DC estren_derivatives 9,14267
Rank | Annotations (Chem+Target) E-value
1. NOSAB_phenothiazines with piperazine structure 1,43281
2. N04BC_dopamine_agonists 2,13746
3. NO6BA centrally acting sympathomimetics 4,52393
4. AO3FA propulsives 4,99707
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5. LO1XA platinum compounds 6,38513
6. A14AA androstan derivatives 6,606

7. NO6AA non-selective_ monoamine reuptake inhibitors 8,24364
8. GO3AC progestogens 8,28062
9. NOSAC phenothiazines with piperidine structure 9,24803
10. CO1BA _antiarrhythmics, class ia 10,4918
Rank | Annotations (Chem+Target+CMAP) E-value
l. N04BC _dopamine_agonists 0,288971
2. GO3CC estrogens, combinations_with other drugs 1,36423
3. CO3CA_sulfonamides, plain 1,94929
4. G02CB_prolactine_inhibitors 2,35885
5. C02CC_guanidine derivatives 3,11703
6. NO5SAB_phenothiazines with piperazine structure 5,60553
7. AO3FA propulsives 5,814

8. NOSAE indole derivatives 6,81794
9. GO1AA _antibiotics 7,26617
10. NO7BB_drugs used in_alcohol dependence 7,48064
Rank | Annotations (Chem+Target+CMAP+SE) E-value
l. N04BC _dopamine_agonists 0,663519
2. GO3CC _estrogens, combinations with other drugs 3,22836
3. GO02CB_prolactine_inhibitors 3,64457
4. CO3CA _sulfonamides, plain 4,10682
5. C02CC_guanidine derivatives 5,93538
6. NO5AB_phenothiazines with piperazine structure 7,72258
7. AO3FA propulsives 7,95207
8. NOSAE indole derivatives 8,59378
9. NO7BB_drugs used in alcohol dependence 11,0787
10. NO4AA tertiary amines 11,8485
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A dopaminerg agonistak, mint a Parkinson-kor kezelésének egyik legfontosabb eszkozei,
konzisztensen minden lépésben eldre rangsorolddtak €és az informécid forrasok boviilésével
egyre inkabb megerdsitést nyertek. Erdemes azonban megjegyezni, hogy a CSEA, a
modszer ,,tomeghatas” jellegébdl adodoan nem képes ramutatni, hogy a vizsgalt
halmazokban mely vegyiiletek hasonldosdga okozta a magas feldusulasi értékeket, vagy,
hogy a halmazba tartozé vegyiiletek mekkora része jatszott szerepet. Tovabbi relevans
halmazok voltak pl. kozponti idegrendszerre hatd szimpatomimetikumok, monoamine

reuptake gatlok és prolactine gatlok.

107



DOI:10.14753/SE.2015.1757

6 Megbeszélés

6.1 Asztma genetika

Jelen tanulmanyban egy korabbi egér asztmamodell kisérletiink eredményei alapjan
kivalasztottunk 60 gént, majd genetikai asszocidcios vizsgalatot terveztiink a human
biobankunk mintdin. Egy vizsgéalatra alkalmas, optimalis polimorfizmus készlet
kivalasztdsa manudlisan végrehajtva egy akar tobb honapos, meglehetdsen koriilményes
munka. Ez a lassu, humadéneréforrds igényes el6-optimalizalas tobb nagysagrenddel
csokkentheti a genotipizald6 miszerek és az egész folyamat elméleti ateresztoképességét,
rdaddsul emberi szakértok szamdra sok a hibazasi lehetdség. A kifejlesztett TIGER
kisérlettervezd rendszer segitségével az el0készitd munka iddtartamat kozel egy
nagysagrenddel sikeriilt leszoritani, ennek eredményeként végiil a 60 gén 90

polimorfizmusat genotipizaltuk 311 asztmas és 360 kontroll mintan.

Szamos gén esetén tapasztaltunk eltérd genotipus eloszlasokat a beteg ¢€s az egészséges

.....

.....

modszerekkel (ITLN1, FABP3, MATIA, OSGIN, LY9, LGMN).

A genotipizalasi eredményeket tovabb elemeztem Bayes-halo alapti Bayesi tobbszinti
relevancia elemzéssel (BN-BMLA), hogy részletesebb képet kapjak a genetikai
polimorfizmusok ¢és fenotipus jegyek Osszefiiggéseirdl, ezek néhany 1j, tobbszor
megerdsitett eredményt hoztak. A BN-BMLA a frekventista elemzéshez hasonldéan
egyértelmiien azonositotta a SCIN ¢és PPARGCIB gén hatasat, a SCIN gén esetén erds
interakcidt is azonositott a 7FFI génnel, a PPARGCIB esetén gyenge kolcsonhatast a
terheléses asztmaval. Ugyanakkor a mddszer az ITLNI gén hatasat csak infekcids asztma
esetén taldlta kiemelkeddnek, mig a frekventista mddszerekkel alig kimutathaté LGMN
hatasat minden elemzésben kiemelkeddnek talélta, kiilondsen allergiaval egyiitt vizsgalva.
Az intrinsic asztma endotipust vizsgalva egyértelmiien kirajzolodott annak minden mas

asztma endotipustdl eltérd genetikai hattere, igy feltételezheté a merében eltérd
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patomechanizmus is. Tovabbd, a BN-BMLA elemzés azt is kimutatta, hogy az intrinsic
asztma esetén a genetikai hattér szerepe jelentOsen erdsebb a kor és a nem hatdsandl; a
tobbi asztma (és fOleg az allergids) endotipus esetén ez utdbbiaknak is erds szerepe a
genetikai hattérrel egyiitt; mig az asztma sulyossaga (GINA) és a vizsgalt polimorfizmusok

kozott nem taldltam kozvetlen 0sszefiiggést.

Harom gén (SCIN, PPARGCIB, ITLNI) expressziojat megvizsgaltuk asztmasok és kontroll
személyek indukalt kopet mintaiban is. Mindharom gén expresszidja szignifikdnsan
alacsonyabb volt asztmasokban. Ezen eredmények némileg varatlanok voltak, mivel a
korabbi egér asztmamodell esetén mindhdrom gén expresszidja ellentétes iranyu
Osszefiiggést mutatott. Az eredeti egér kisérletben a mérések harom idépontban torténtek,
de az emelkedett expresszi6 trendszerli volt és nem oszcilldlt, igy nem valoszinli, hogy
véletlenszerli hatasok okoztak az eltérést. Tehat fontos kérdés, hogy ezek a latszolag

ellentmondasos eredmények hogyan magyarazhatoak?

Az eredményeink ellendrzéséhez megvizsgaltam az NCBI GEO-ban publikusan elérhetd
asztmas microarray tanulmanyok adatait és kiszamitottam az expresszids valtozasok
statisztikait. Tsitsiou és munkatarsai keringd T-sejteken végeztek microarray méréseket
(GSE31773), melyek a SCIN és PPARGC1B géneket is magukban foglaltdk, de az ITLNI-
et nem [177]. Az eredményeik a SCIN gén esetén megerdsitik a mi indukalt kopet
vizsgalatunk eredményeit, de a PPARGCI esetén az eltérés nem volt szignifikdns. Egy
masik publikusan elérhetd asztma microarray tanulmany (GSE473) szintén vérbdl izolalt T-
sejteket vizsgalt, szintén mérték a SCIN és PPARGCIB gének expresszidjat, de az ITLNI
gént nem vizsgaltak. Ezen adatok megerdsitették az eredményeinket mindkét gén esetén,
bar a SCIN gén esetén az eredmények szignifikancidja csak hatareseti volt. Igy mindkét
vizsgélat megerdsitette az eredményeinket az expresszio varatlan iranyéaval kapcsolatban, és
fontos azt is megjegyezni, hogy minden, statisztikailag nem szignifikdns eredmény a mi

méréseinket erOsitette.

Megvizsgéltam a szakirodalmat példdkat keresve humdn-egér ellentétes expresszios

eredményekre, ¢és a jelenség jol ismertnek bizonyult. Tsaparas ¢és munkatarsai
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szisztematikusan vizsgaltdk human-egér ortolog gének ko-expresszids halozatat, és a
konzervalt globalis topologiai tulajdonsdgok mellett szamottevd Iényeges -eltérést
tapasztaltak [178]. Kuhn és munkatarsai szintén human-egér ortoldg gének expressziojat
vizsgaltak, vizsgalataikban a szignifikans expresszios eltérések esetén a hasonlo-ellentétes
expresszids valtozasok ardnya 5:1 volt [179]. Szamos mads tanulmany is vizsgélta a

jelenséget és hasonlo eredményre jutott [180-185].

Tobb lehetséges magyarazata is van a tanulmanyunkban tapasztalt jelenségnek. Az elsd,
hogy az egérmodell esetén a teljes tiidot vizsgaltuk, mig az emberek esetén a kopetet. Bar
mindkettot jelentdsen befolydsolja a légutak gyulladasa, a sejtes Osszetételiik 1ényegesen
eltér, igy a génexpressziok atlaga kiilonbozhet. Tovabba, ismert, hogy az allergén indukalt
léguti gyulladds egérben egy akut jelenség, és ennek a folyamatnak a dinamikus
expressziods valtozasait mértiik. Ezzel szemben a humén asztma egy kronikus betegség; a
tanulmanyunkban részvevoknek stabil, kronikus asztmajuk volt akut szimptomak nélkiil.
Felvetdodhet, hogy akut fazisban alul- vagy feliilexpresszalt gének visszaszabalyozasat
latjuk a kronikus fazisban. Lehetséges, hogy alapvetden kiilonb6z6 folyamatokrol van sz6 a
két faj esetén, bar ez nehezen magyarazna meg az ellentétes irdnyll expressziot. Barmi is a
jelenség valds hattere a gének eltér0 expresszidja azt jelezheti, hogy azok érintettek a

folyamatban.

Fontos megjegyezni, hogy az indukalt kdpet biobankunk tal kicsi volt egyértelmi
kovetkeztetések levondsdhoz. Tovabba, az asztmas betegek egy nagyon heterogén
populédciot alkotnak, de az expresszids vizsgalat kis mintaszdma miatt ebben a

tanulmanyunkban nem tudtuk az alcsoportokat kiilon is megvizsgalni.

rrrrrr

kimutatta human populacioban. A SCIN gén harom polimorfizmuséanak, az els6 exonon az
rs2240572-nek (H61R) a minor (guanin varians), valamint a promoter régiéban az
rs2240571-nek a major (guanin varidns) és az rs3735222-nek a minor (adenin varians)
allélja statisztikailag erdsen szignifikans védo hatast mutat az asztmaval szemben. A hatas a

néket kiilon vizsgalva még erdsebbnek bizonyult, valamint a polimorfizmusokat egytitt
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vizsgélva kimutattam, hogy valdjaban egy oki varians felel az asszociacioért. Az asztmasok
indukalt kopet vizsgalataiban szignifikansan alacsonyabb génexpresszidot mértiink az

egészségesekhez képest.

A SCIN gén funkciojat tekintve a SCINderin (mas néven adseverin) fehérjét kodolja, mely
az aktin-filamentum sapkézasat (,,capping”) ¢és hasitasat (,,severing”) katalizal6 enzim,
ezzel képes az apikalis aktin sapka atrendezésére a 1éguti goblet sejtekben [186, 187].
Habéar az egér asztmamodellekben az allergénterhelés utan a SCIN fokozott expresszidjat
tobb tanulmany is megerdsitette [70, 71], eddig humén tanulményok nem szamoltak be
asztmasok és kontrollok kozott eltérd expressziorol. A SCIN gén egyik asztmaval asszocialt
polimorfizmuséval kapcsolatban (rs2240571), mely kb. 400 bazissal a gén el6tt helyezkedik
el a 7. kromoszdéman, mar sclerosis multiplex esetén is megfigyeltek asszociaciot [188]. A
BN-BMLA bizonyitékot talalt a SCIN gén és a TFF1 Osszefliggésére is. A TFF1 a trefoil
faktor 1 fehérjét kodold gén, mely a trefoil fehérjék csaladjaba tartozik (40 aminosavbol
allo trefoil domaint hordozzak), a mucus fontos alkotdéeleme ¢€s gyulladdsos folyamatokban
is szerepe van. Tobb tanulmany is 0sszefliggésbe hozta asztmaval, egérmodellekben ki is
mutattdk, hogy allergén hatasara termelddése fokozodik [189]. Ismereteink szerint nem
végeztek tanulméanyokat a SCIN polimorfizmusainak funkcionalis vagy gén szabalyzé
hatasaval kapcsolatban, igy a mechanizmus pontosabb megéréséhez tovabbi vizsgalatokra

lenne sziikség.

A peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-beta (PPARGCIB) egy
nukleéris hormon receptor, melynek szerepe van a sejt aktivacidjaban, differencialédasédban
¢€s az apoptozisban is. A PPARgamma megvaltozott expressziojat asztmas légutakban mar
korabban is megfigyelték, egyre tobb bizonyiték tamasztja ala szerepét a 1€gut gyulladasban
¢s hiperreszponzivitasban [190]. Tovabbd, a PPARgamma agonistakkal végzett kisérletek
alapjan felvetddott, hogy a PPARgamma egy potencialis asztma terdpias célpont is lehet
[191]. A PPAR transzkripcios faktorként mukodik, aktivitasat fokozza a PPARCIB, igy a
PPARGCI genetikai varidnsai valoszintileg hozzéajarulnak a funkcionalis valtozéasaihoz, €s

ezen keresztiil 1éguti gyulladashoz és remodellinghez vezethetnek az asztmaban.
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Az utdbbi években Lee és munkatarsai szamoltak be egy tanulmanyrol, amely nem talalt
Osszefiiggést a PPARGCIB polimorfizmusai €és az asztmdra valé hajlam kozott [192].
Emellett viszont gén ¢és fehérje expresszids vizsgalatokkal arra talaltak bizonyitékot, hogy a
PPARGCIB promoterén 1évé -427C>T polimorfizmus és a gén 5. exonjaban 1évo
+102525G>A  (R265Q, 1s45520937) polimorfizmus a PPARGCIB géntermék
megvaltoztatasaval hatassal van 1égati hiperreszponzivitasra. Jelen tanulmanyunk volt az
els6, amely Osszefiiggést talalt a gén 2. exonjan 1évo rs32588 (L42L) polimorfizmus és az
asztma kozott. A minor allél védé hatasat mutattuk ki, a BN-BMLA elemzésekben a
polimorfizmussal gyenge kdolcsonhatdst mutatott terheléses asztmaval is, de a pontos
hatdsmechanizmusa nem tisztazott. Mivel az egyetlen vizsgélt polimorfizmus kodolod
régioban van, de szinonim hatasu, igy akar az is feltételezhetd, hogy valojaban mas,

kapcsolt, funkcionalis hatast polimorfizmusok felelések a megfigyelt erds asszociacioért.

Az intelectin-1 (/TLN1) képes felismerni patogének és bakteridlis komponensek szénhidrat
lancait, igy a védekezd6 mechanizmusokban jatszik szerepet. A  génterméknek
gyulladasellenes hatdsa is van a TNF-a indukélta COX-2 expresszio gatlasaval. Mivel a
mikrobas fertézések és a TNF-a is fontos szerepet jatszanak az asztma kialakuldsaban [193-
196], igy az ITLNI génnek is lehet szerepe a folyamatban. A gén 152274907

polimorfizmusat kordbban mar sszefiiggésbe hoztak az asztméaval [197], az rs2274910 és

rrrrrr

.....

14656958 polimorfizmus lényegesen erdsebben), a gén eltérd expresszidja mind az
egértiidoben, mind a human kopet mintdkban kimutathatdo volt. A BN-BMLA elemzés
ramutatott, hogy a polimorfizmusnak infekciés asztméaban van csak szerepe, ami
Osszhangban van a gén ismert funkcionalitdsdval, és ez magyarazat lehet a gyengébb

asszociaciora az 0sszes tObbi asztma endotipussal.

Az LGMN gén a legumain fehérjét kodolja, mely egy cisztein proteaz enzim, bakterialis
eredeti és egyéb endogén peptidek bontisaban van szerepe. Tanulmanyunk klasszikus
frekventista elemzéssel gyengébb, BN-BMLA elemzéssel erds bizonyitékot talalt a gén és

az asztma Osszefliggésére, kiilonosen az allergids csoportban vizsgédlva. A tanulméanyban
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crer

szinonim hatasu, igy feltételezhetd, hogy egy kapcsolt oki varians felelés a kimutatott
hatasért. A fehérje hatasa nem teljesen tisztazott, ismereteink szerint asztmaval kordbban
nem hoztdk Osszefliggésbe, de rdkos és gyulladdsos folyamatokban valo szerepét mar

vizsgaltak [198].

Meg kell jegyezni, hogy a hamis asszocidciok egy lehetséges forrasa az eset és kontroll
populéci6 életkora kdzott nem jelentds, de statisztikailag szignifikans eltérés. Ezt egyrészt a
tobbvaltozos elemzéseinkben azzal kezeltiik, hogy a kor, mint kovarians mindig jelen volt a
modellekben (ez pedig statisztikailag elegendd adjusztalasnak tekinthetd), tovabba
statisztikai validaciokat is végeztiink. Masrészt, az eset és a kontroll populédcio etnikai
Osszetétele azonos volt, a toborzas azonos helyen tortént, igy igen valdsziniitlen, hogy a
vizsgalt polimorfizmusok eloszlasat szignifikansan befolydsolta volna a 11 év kiilonbség az

atlag ¢letkorban, és ezt minden vizsgélatunk is megerdsitette.

Osszességében elmondhatd, hogy tobbszor megerdsitett, erds Osszefiiggéseket taldltam
asztma ¢s a SCIN ¢és PPARGCIB gének, valamint gyengébb, de tobbszor megerdsitett
Osszefliggéseket az asztma ¢és az ITLNI ¢és az LGMN gének kozott. A klasszikus
frekventista statisztikdval csak kiemelkedden erds Osszefliggéseket sikeriilt feltarni, mig a
rendszerszemléleti BN-BMLA segitségével igen fontos gyengébb Osszefiiggéseket is
sikeriilt azonositani, amelyek informaciokat szolgaltathatnak a pontos patomechanizmus

feltarasahoz.
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6.2 Feldusulas elemzés

6.2.1 Az esettanulmany megbeszélése

Habar az eredmények latszolag aldtamasztjdk az amantadine dopaminerg hatasat, tobb
zavard tényez6t érdemes kiemelni. Mas, szamitogépes indikacid-keresési tanulmanyok is
jelezték az expresszids adatok zajossagat [199], a CMAP informécio forrds szamos nehezen
magyarazhatd csoport feldusuldsat jelzi (pl. Osztrogének és szulfonamidok). Egy masik
zavard tényezd, hogy az ATC csoportok valdjaban nem indikéacidkat jeleznek, sokkal
inkabb anatomiai, kémiai vagy egyéb gyakorlati szempontok szerint csoportositjadk a
hatéanyagokat, igy ezek a csoportok az Uj indikacio-keresési problémdkhoz kevésbé
praktikusak. Eppen ezért mas taxonomia adatbazisok hasznélatat is megfontoltuk, de a

hidnyzo6 adatok €s az adatintegracids nehézségek miatt a hasznélatukat elvetettiik.

A sorrendi fuzié és a CSEA egyiittes alkalmazéasa jol kezeli a zajos adatokbdl eredd
problémakat, bar a javasolt modszer a hasonlosagokra ¢épit, igy a rendszer elméleti
hatékonyséaga alacsony, ha nincs a referencia adatbazisban hasonl6 ismert vegyiilet. Ezt a
hatast komplementer informécidforrasok felhasznaldsaval lehet semlegesiteni, pl. ha a
nagyon eltérd szerkezetli vegyiiletek azonos szabalyzasi utvonalak mentén hatnak, akkor az
expresszids vagy mellékhatas profiljuk hasonlod lesz. Amennyiben az egyes informacio

forrasok hibai fiiggetlenek egymastol, gy a modszer ezeket is atlagolja és semlegesiti.

Egy igen fontos zavaro6 hatas is a modszer hasonldsadgokra épitd miikodésébol adodik. A 20.
tablazat eredményei tobb olyan csoportot emelnek ki, melyek dopaminerg antagonistakat,
pl. fenotiazinokat és propulziv szereket (pl. metoclopramide) tartalmaznak. Ez a dopaninerg
agonistak €s antagonistak hasonld kémiai szerkezetének és célpontjaiknak kdszonhetd, a
hasonlésagon alapuldé modszer nem képes ezeket megkiilonboztetni. Az anomalia olyan
informacioforrasok hasznalatdval oldhato fel, melyek nem érzékenyek erre a hibéara, pl. a
mellékhatas profil vagy az expresszidos profil. Pusztan azt a két informacioforrast
felhasznalva, a dopaminerg antagonistadk nem jelennek meg, mig a dopaminerg agonistak
igen (21. tablazat). Ehhez hasonldan (de az el6bbinek inverz esete) a kémiai szempontbodl

eltérd, de azonos bioldgiai folyamatokra hat6 vegyiiletek dsszekapcsolhatoak [200] (pl. az
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amantadine ¢és a dopaminerg agonista Pergolide eltéré kémiai szinten, de tobb informéacio
forras hasznalataval a kozds bioldgiai funkcid lathatova valik). Szintén ezt illusztralja, hogy
e két informacid forras felhasznaldsaval az antiviralis csoport elsé helyre ugrik (mely az
amantadine masik fontos indikécidja), pedig ez a kémiai és fehérje célpont profil alapjan
nem szerepelt az elso tizben sem.

21. tablazat - A CSEA eredménye a két fenotiopus informacio6 forras felhasznalasaval, a relevans ATC
csoportok félkovérrel kiemelve [173].

Rank | Annotations (CMAP+SE) E-value

1. SO01AD_antivirals 0,702238

2. GO3CC estrogens, combinations_with other drugs 0,819319

3. JOSAB nucleosides and nucleotides excl. reverse transcriptase i | 0,886404
nhibitors

4. CO03CA_sulfonamides, plain 2,09367

5. MO1AX other antiinflammatory and antirheumatic agents, non- | 2,86707
steroids

6 D10AF antiinfectives for treatment of acne 3,47238

7. N04BC_dopamine_agonists 3,69115

8 GO02CB_prolactine _inhibitors 4,66169

9 GO1AA_antibiotics 4,7444

10. JOIMB other quinolones 5,56766

6.2.2 Az informacio ujrahasznositas

A gyogyszerfejlesztés informacio technologiai szempontbdl egy inkrementalis adatgytijtési
folyamat, mely egy elméleti molekulastruktiratol indul és tobb mint egy évtized alatt az in
vitro, in vivo majd klinikai teszteken keresztiil végiill a piacra keriilhet. A
gyogyszerfejlesztési folyamat hipotézisvezérelt jellege és az erds fokuszaltsaga elfogulttd
teheti az eredmények értelmezését, és elhomadlyosithat fontos részleteket.  Fontos
felismerni, hogy ebben a folyamatban minden apr6 0j informacionak, minden 0j mérésnek

vagy kiséreltnek értéke lehet, akkor is, ha azt nehéz beilleszteni az eddig felhalmozott
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tudasanyagba, vagy akér ellentétes az eredeti céllal. Eléfordulhat, hogy a kivant terapids
célt nem sikeriil elérni, de maradnak alternativ terapids lehetOségek, ezért az adaptiv

gyogyszerfejlesztési megkozelitések egyre tobb teriileten meghonosodnak [201-203].

A legtobb hatdanyag ujrapozicionaldsi sikertorténet véletlenszeri felfedezésekhez
kapcsolodik és tobbnyire 2006 elott tortént. A késObbi szisztematikus jrapozicionalasi
eréfeszitések koziil kevés valtotta be a hozza flizott reményeket; gy tiinik, hogy a
nyilvanvald ujrapozicionaldsi lehetdségek tobbségét mar kordbban kimeritették. A
fejlesztési folyamat azonban hosszadalmas, igy tal korai lenne itélkezni, de a hatéanyag
ujrapozicionaldsi technikdkat egyre korabbi gydgyszerfejlesztési fazisokban kezdik
alkalmazni és a statisztikdk lassu szemléletvaltast vetitenek elére. Novac és munkatérsai
részletesen elemzik ennek az atmenetnek a hatterét és trendjeit: a véletlenszerszerii
felfedezések helyett a gydgyszerfejlesztés szerves részét képezd, az egyes fazisok
kimenetéhez igazodo, adaptiv moddszerek terjedését; valamint az akar tobb parhuzamos

indikécio fejlesztését is tamogato, elagazo fejlesztési folyamatokat [85].

A tudds ujrahasznositds informatikai értelemben egy olyan szemlélet, amely azt
hangsulyozza, hogy a teljes felhalmozott tudast szisztematikusan ki kell aknazni ahol csak
lehetséges és érdemes, fliggetleniil annak eredetétdl vagy eredeti céljatol. Ez a megkdozelités
motivalta a szdmos iparagban elterjedt adattarhdz technologidk kifejlesztését is. A
gyogyszerfejlesztés eddigi gyakorlatdban a hatoanyag fejlesztés lezarulta utan az eldallitott
jelentés mennyiségli adat hasznositdsa is lezarul. Tagabb értelemben a CSEA a tudas

ujrahasznositas eszkoztaraval novelheti gyogyszerfejlesztés hatékonysagat.

A CSEA moddszer tesztjeihez hasznalt referencia adatbazis jol reprezentdlja az
engedélyezett hatdanyagokrol elérhetd heterogén informacidtomeg teljes spektrumat, igy ez
egy idealis alap a tudas Gjrahasznositas szemléltetéséhez. Az altalam javasolt stratégiank
harom fontos pillére van: 1. az adatok fokozatos gytijtése és rendszerezése, 2. a (publikusan
vagy belsdleg elérhetd) adatvagyon rendszeres ujra elemzése, 3. egy kiegyensulyozott
szamu ¢és kiterjedésti indikatorhalmaz hasznalata, mint pl. potencidlis 0j indikéaciok vagy

mellékhatasok eldrejelzése. A moddszer jol Dbeilleszthetd a gyogyszerfejlesztés
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informacidaramlasi folyamatba, rdadasul statisztikailag robosztus, szamitéstechnikailag jol
skalazhato, és a farmakologiai fogalomrendszerek szintjén képes a farmakologusok altal

definialt fontos kérdéseket jelezni (20. abra).

Similarity ranking of the compound information pool

@@ ' forthe lead/compound under investigation

SIMILARITY 1 2 3
RANK : .
L T 4 3 :
\ e Chemlcal?"_"J“ —\ l Chemical {CompA ‘ Comp G ‘ {Compm ‘
Lead . £ Vi =#indctn 1, Findctn 2 s#indctn 3, Zindctn 5 s&#indctn 3
Discovery ta rget —r - q y
. l Target ‘ Comp B ‘ CompH ‘ Comp N ‘
\ ¥ i ",n w'tro s#indctn 3 szindctn 7 szindctn 4
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20. abra - Tudas ujrahasznositias: a CSEA mdédszertan integralasa a gyogyszerfejlesztési folyamatba
egyre novekvé mennyiségii informaciot felhasznalva, Temesi és munkatarsai tanulmanyabol [173]. A
gyogyszerfejlesztés egyes stadiumaiban (preklinikia és klinikai fazisok) eldallé adatok (kémiai profil,
célfehérje profil, expresszios profil, sth.) segitségével a CSEA egyre finomitja a kovetkeztetéseket (pl.
indikacié joslast), ezek pedig felhasznilhatéak a gyogyszerfejlesztés kovetkezo stadiumainak
tervezésében.

A modszer kiforrott felhasznalasa el6tt természetesen szamos kihivas all, a tudas
ujrahasznositds hosszutavi alkalmazésa, kiilondsen a referencia adatbazis karbantartasa
(reprezentaciok, hasonlosagi metrikdk, hatdéanyag halmazok, stb.) egy nyitott kérdés.
Fontos azt is megjegyezni, hogy a tobbszords hipotézistesztelési probléma is gatat szab a
tudas tUjrahasznositas hipotézismentes alkalmazasanak: minél tobb hatdanyag csoport
feldasulasat vizsgaljuk, anndl tobb statisztikai erdét vesztink el a tobbszords

hipotézistesztelési korrekcid miatt (a mi esetiinkben Bonferroni korrekcio alkalmazva). Ez
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egy jelentés elméleti korlatja a rendszer automatizdlasanak, mely igy egy folyamatos
egyensulyozast igényel a rendszer alkalmazési teriiletének kiterjedése és kovetkeztetéseinek

erdssége kozott.

A munkamat megeldzden a feldusulas elemzést farmakoldgiai kontextusban kizardlag egy
specialis teriileten, korai fazisu gyogyszerfejlesztésben alkalmaztak egy-egy kutatasban
vizsgalt molekula konyvtarakra, ahol kizarolag bioldgiai aktivitds alapjan sorrendezték a
molekulakat és az elemzés soran csak molekuldris szerkezeti elemek feldusuldsat
vizsgaltdk. Ezzel szemben bemutattam, hogy a modszer sikeresen alkalmazhaté a
gyogyszerfejlesztés minden fazisaban: molekulakonyvtarak elemzése helyett integralva
akar az 6sszes ismert hatéanyag mindenfajta mérési adatait (a szerkezeti tulajdonsagoktol a
mellékhatds profilig), és segitségével tulajdonsagok igen széles kore josolhato (akar
mellékhatdsok vagy 1 indikaciok is). Ezzel a kiterjesztés 3 ortogonalis dimenzidban is
megvaldsult és a modszer felhasznalasi teriilete is kibdviilt. Bar egy koltséges
experimentalis validacié meghaladta jelen munka kereteit €és a rendszer finomhangoléasa
tovabbi teszteket igényelhet, azt sikeriilt egyértelmiien demonstralni, hogy molekuldris
biologiabol ,,ujrapoziciondlt” feldisulas elemzési keretrendszer sikeresen alkalmazhato a
farmakologiai  kontextusban a  heterogén informécidotomeg — kiaknazasara  ¢és

ujrahasznositasara.
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7 Kovetkeztetések

7.1 Kisérlettervezo rendszer

A genetikai asszocidcios vizsgalatok tervezése sordn egy vizsgalatra alkalmas, optimalis
polimorfizmus készlet kivalasztdsa emberi szakértok szamara akar tobb honapos,
meglehetésen kortiilményes munka. Ez a lassu, huméneréforras igényes eld-optimalizalas
tobb nagysagrenddel csokkentheti a genotipizald miiszerek és az egész folyamat elméleti
ateresztoképességét, rdadasul sok a hibazasi lehetéség. A kifejlesztett TIGER
kisérlettervezo rendszerrel az elokészitdé munka fontos fazisai automatizalhatoak, és annak

iddtartama kozel egy nagysagrenddel leszorithato.

7.2 SCIN

populaciéban. A SCIN gén harom polimorfizmusanak, az elsé exonon az rs2240572-nek
(H61R) a minor, valamint a prométer régioban az rs2240571-nek a major és az rs3735222-
nek a minor allé¢lja statisztikailag erdsen szignifikdns védd hatast mutat az asztmaval
szemben. Frekventista statisztikai mddszerekkel egyetlen potencialis oki varians hatasat
azonositottam, mely a ndket kiilon vizsgalva még erdsebbnek bizonyult. A BN-BMLA
modszer megerdsitette az eredményeket, és a TFFI gén modositd hatasat sikertilt

azonositani.

7.3 PPARGC1B

Jelen tanulmanyom volt az elsd, amely Osszefliggést talalt a PPARGCIB gén 2. exonjan
1évé rs32588 (L42L) polimorfizmus és az asztma kozott. Frekventista statisztikai
modszerekkel a minor allél er6sen szignifikans védd hatdsat mutattuk ki, a hatds a ndket
kiilon vizsgalva még erdsebbnek bizonyult. A BN-BMLA elemzések megerdsitették az
eredményeket és a vizsgalt apolimorfizmus gyenge kolcsonhatdst mutatott terheléses

asztmaval is.
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7.4 ITLN1

A tanulmdny sordn azonositottam az ITLNI1 gén rs4656958 polimorfizmusanak asztmaval
Osszefiiggd potencialis védd hatdsat. Az asszociaciot tobb maddszerrel is sikeriilt kimutatni,
bar szignifikanciaja frekventista modszerekkel elemezve hataresetinek tekinthetd. A BN-
BMLA modszertan kimutatta, hogy az infekcios asztmas csoportban a hatas joval erdsebb,
ami 0sszhangban van a gén ismert funkcidjaval is: a géntermék bakteridlis komponensek

felismerésében jatszik szerepet.

7.5 LGMN

Kutatdsom az LGMN gén potencidlis szerepét elsoként azonositotta az asztma
patomechanizmusaban. A tanulméany klasszikus frekventista elemzéssel, allé¢likus teszttel
gyenge, dominans-recessziv modellben lényegesen erdsebb, mig BN-BMLA elemzéssel
kifejezetten erds bizonyitékot taldlt a gén és az asztma Osszefiiggésére, kiillondsen az

allergias csoportban vizsgalva.

7.6 Human asztma és egér asztmamodell expresszio

Ovalbumin-indukalt egér asztmamodellben, a tiidoszévetekben a Scin, a Ppargclb és az
Itina gének emelkedett expresszidjat mértiink, mig human indukalt kopet mintakon, az als6
léguti szekrétumban a homolog gének expresszidja a kronikus asztmas populacioban
csokkent. Az eredmények mindharom esetben statisztikailag szignifikdnsak voltak. fgy a
gének patomechanizmusban betoltott szerepe tobbszords megerdsitést nyert, de az eltérd
iranyu expresszid megmutatta a patomechanizmus eltéré dinamikus tulajdonsagait, és igy

az egér asztmamodell korlatait.

7.7 Compund Set Enrichment Analysis (Hatéanyag feldusulas elemzés)

Ez a tanulmany volt az elsd, amely a molekuléaris biolégidban mar bizonyitott feldusulas
elemzés matematikai megkozelitését farmakologiai adatok széles kort integralasara sikerrel
alkalmazta. A modszertan a korabbi specialis alkalmazast jelentésen kibdvitve, tetszOleges
hatéanyag konyvtarak valtozatos mérési adataink alapjan, magas szintli farmakologiai

tulajdonsagok eldrejelzését is lehetdve teszi a gyogyszerfejlesztés minden fazisaban.
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7.8 Informacio ujrahasznositas a CSEA modszertannal

A CSEA modszertan egy statisztikailag robosztus, szamitastechnikailag jol skaldzhato
megolddsnak bizonyult a farmakologiai ismeretanyag ujrahasznositasara, amely a
gyogyszeripariban egy jelentds lehetoségekkel kecsegtetd, de eddig mell6zott modszer volt.
A modszertan a gyogyszerfejlesztésbe konnyen beilleszthetd iterativ modon, heterogén
informacio forrasok jelzéseinek integralasaval képes 1ényegesen eltérd vegyiiletek alapjan

is kovetkeztéseket levonni és a gyenge hatasokat kiemelni a statisztikai zajbol.
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8 Osszefoglalas

Az egészségiigy €s gyogyszeripar eddigi gazdasagi modelljei fenntarthatatlanok, alapvetd
szemléletvaltasra és innovativ megoldasokra van sziikség. Az elmult évtizedekben a
molekularis orvostudomanyok és az informacid technoldgidk olyan 0j interdiszciplindris
eszkoztarat adtak az emberiség kezébe, amelyek kulcsszerepet tolthetnek be ebben az
atalakulasban. Kutatasaim célja volt hozzdjarulni az egészségiigy ¢és gyogyszeripar
kiiszobon allo atalakuldsdhoz az informécié technolégia eszkdzeivel, ennek soran két

parhuzamos kutatasi témaval foglalkoztam.

Elsoként, kifejlesztettem egy szoftver rendszert, amely a genetikai asszociacios vizsgalatok
kisérlettervezésének sebességét kozel egy nagysdgrenddel tudta felgyorsitani. A
kifejlesztett rendszer segitségével egy korabbi ovalbumin indukalt egér asztmamodell
alapjan kivalasztottuk 60 potenciadlisan asztméval Osszefiiggd gén 90 polimorfizmusat
mérésre, majd 671 huméan minta vizsgalataval sikeriilt kimutatni két gén (SCIN,
PPARGCIB) erds, és néhany gén gyenge Osszefiiggését kronikus asztmaval. A két gén
expressziojanak megvaltozasat sikeriilt megerdsiteni humén indukalt kopet vizsgalatokkal
1s. A mérési eredményeket a klasszikus frekventista modszerek utan Bayes-halo alapu
Bayesi tobb szintli relevancia elemzéssel is megvizsgaltam. A rendszerszintli modellezés
nem csak megerdsitette a kimutatott asszociaciokat, de sikeriilt tovabb pontositani is a
gének ¢és fenotipusok kapcsolatat. A gének pontos szerepét €s a patomechanizmust tovabbi
kisérleteknek kell feltarniuk, de a vizsgalataink nem zarjak ki, hogy a géntermékek akar

potencialis uj gyogyszercélpontok is lehetnek.

Masodik kutatasi témam a hatalmas mennyiségii, heterogén farmakoldgiai tudas egységes
értelmezését és a gyogyszerfejlesztésben torténd felhasznéaladsat segitdé moddszertani
fejlesztés volt. A moddszer matematikai hatterét a transzkriptom elemzésben évek ota
sikerrel alkalmazott feldisulds elemzés keretrendszere adta. Javaslatot tettem a technika
beillesztésére a gyogyszerfejlesztés informécidtechnoldgiai munkafolyamataba; majd
bemutattam, hogy a technika hogyan képes a farmakolodgiai fogalomrendszer szintjén uj
indikéaciokat jelezni. Eredményeim szerint az Ujszerli megkozelités egy értékes eszkoze

lehet az egyre novekvo farmakologiai adatvagyon folyamatos ijrahasznositasanak.
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9 Summary

The current business models of the healthcare system and the pharmaceutical industry are
not sustainable anymore; there is a huge need for paradigm shifts and innovative solutions.
Molecular biology and information technology put a new interdisciplinary toolset into the
hands of mankind in the last few decades which could be the key to this transition. The goal
of my research was to contribute to the imminent transformation of the healthcare system
and the pharmaceutical industry with information technology advancements; I was focusing

on two parallel topics.

First, 1 designed a software system, which could speed up the study design process of
genetic association studies by nearly an order of magnitude. With the help of this system
and based on a former ovalbumin induced mouse model of asthma we selected 90
polymorphisms of 60 potential asthma associated genes. I analyzed 671 human subjects and
succeeded in identifying highly significant effect of two genes (SCIN, PPARGCIB) and
borderline significant effect of a few other genes in the chronic asthma group. The potential
role of both genes was also confirmed by an induced sputum gene expression study. The
results were analyzed with traditional frequentist statistics and also with Bayesian network
based Bayesian multilevel analysis of relevance. The systems based analysis confirmed the
results and provided additional information on the relationship of the genes and
phenotypes. Additional studies should be carried out to clarify the role of the genes and
pathomechanisms, but the identified gene products might be new potential therapeutic

targets.

The second theme was a methodological research and development for the unified
interpretation of the heterogeneous pharmacological knowledge and its application in drug
development. The original mathematical background was based on the set enrichment
analysis framework which is a proven method in transcriptome differential analysis. I
suggested a potential integration path into drug development information workflow; and I
demonstrated how the suggested solution is capable of indicating critical issues on the level
of high level terms used in pharmacology. The innovative solution proved to be a valuable

tool in continuous recycling of the growing pharmaceutical knowledge base.
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