View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by fCORE

provided by Semmelweis Repository

Hatoanyagok €s terapias célpontok vizsgalata
adatmeérnoki eszkozokkel

Doktori tézisek
Temesi Gergely Botond

Semmelweis Egyetem
Molekularis orvostudomanyok Doktori Iskola

[ SEMMELWEIS
| EGYETEM

Témavezeto:
Dr. Szalai Csaba, az MTA doktora, egyetemi tanar

Hivatalos biralok:
Dr. Gulyas-Kovécs Attila, Ph.D.
Dr. Rénai Zsolt, Ph.D., egyetemi adjunktus

Szigorlati bizottsag elndke:
Dr. Vésarhelyi Barna, az MTA doktora, egyetemi tanar

Szigorlati bizottsag tagjai:
Dr. Cserz6 Miklos, Ph.D., tudomanyos fémunkatars
Dr. Szakacs Orsolya, Ph.D.

Budapest
2014


https://core.ac.uk/display/50567942?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Bevezetés

Az 10j évezred valoban egy uj korszakot is nyitott szamos tudomanyos, technologiai és
gazdasagi teriileten. A nyugati tdrsadalmak oregedésének egészségiigyi kiadasai évtizedek ota egyre
novekvo gazdasagi nyomast okoznak. A gydgyszeripar a szigorodo szabalyzasok hatasara az utobbi
¢vtizedben évrdl-évre egyre drasztikusabb koltségndvekedésrdl szamol be, mikdzben az éves
szinten engedélyezett hatdbanyagok szdma az elmult hasz év alatt csak csdkkent. Ezek a folyamatok
nemzetgazdasagi €s ipardgi szinten is fenntarthatatlanok. Mindekdzben az élettudomanyok, és
els6sorban a molekularis élettudomanyok az elmult 50 évben hatalmas fejlddésen mentek keresztiil.
Bar a genomika eredményeinek transzlacidja a klinikum szintjére a vartnal lassabban halad, a nagy
ateresztOképességli miiszeres modszerek fejlodése soha nem latott mennyiségli adatot szolgaltat a
biologiai rendszerekr6l. A szamitastechnika elmult oOtven éves fejlédése még talan az
¢lettudoméanyokndl is nagyobb jelent6ségi volt, a vildgon elérhetd digitdlis adat- ¢és
informaciotomeg a hatvanas évek 6ta minden teriileten exponencialisan névekszik (,,Big Data”).

Az egészségiigy €s gyogyszeripar fenntarthatatlan modelljeibdl valo kitorés egyik legfontosabb
eszkOze lehet az informacid technologidk fokozott kiakndzasa. Ezeket a trendeket felismerve,
korabbi Mémok Informatikus MSc €és Orvosbiologiai Mérnok MSc tanulmanyaimra épitve PhD
kutatdsaim soran olyan informacid technoldgiai eszkdzok kutatasat és fejlesztését tiiztem ki célul,
amelyek a vilag kiiszobon allo egészségiligyi €s gyogyszeripari valtozasaira reagalnak, illetve
képesek segiteni azt.

Az els6 kutatasi témamban (,,Asztma genetika) az asztma ¢és gyulladasos megbetegedések
molekularis patomechanizmusat, els6sorban genetikai hatterét vizsgaltam. Ebben az esetben egy
teljes orvosbiologiai felfedez kutatas kivitelezése volt célom: kezdve a korabbi allatmodell
kutatasok alapjan a kisérlet megtervezésétol, a human biobank gylijtésen és a tobb szintli omikai
vizsgalatok elvégzésén at, modern informacié technoldgiai modszerekkel torténd kiértékelésig.
Ebben az esetben az informacio technologiai modszerek eszkozként jelentek meg a kisérlet
megtervezésében és a targyteriilet adatainak rendszerszintii modellezésében, elsdsorban korabbi
fejlesztési eredmények felhasznalasaval.

A masodik téma (,,Feldusulas elemzés™) fokusza ezzel szemben egy 10 informacio technologiai
modszertan fejlesztése volt farmakoldgiai teriileten. Ebben az esetben is egy komplex targyteriilet
adatainak integraldsa és elemzése volt a cél, de itt az (1j modszertan fejlesztésén volt a hangsuly,
amelyet egy targyteriileti probléman teszteltem is. A technikaval ismert hatéanyagok heterogén
tulajdonsagai és mérési eredményei alapjan elére lehet jelezni egy Uj vegyiilet kiillonbozo

tulajdonsagait, igy példaul lehetséges indikaciokat. A modszer teszteléséhez az amantadinet
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vizsgaltam meg, mely egy jol ismert, tobb indikacioval rendelkezd hatéanyag, igy jol tudtuk

ellendrizni a modszer hatékonysagat és korlatait.

Asztma genetika

Az asztma a légutak kronikus, Osszetett multifaktorialis betegsége, genetikai és kdrnyezeti
hatasok egylitt alakithatjak ki. Az allergia és az asztma egyiitt tobb embert érint, mint az Osszes
tobbi kronikus betegég Osszesen. A betegség tiinetei vagy a kezelésekre adott valaszok nagyon
heterogének, szamos endofenotipust kiilonboztetnek meg. Az utdbbi évtizedek rohamos molekularis
biologiai fejlodése mellett szamos asszocidlt gént és patomechanizmust vizsgaltak, de az egyre
novekvo ismeretanyag mellett sem tisztazottak a pontos kivalté okok. Eddig tobb mint 120 gént
hoztak Osszefiiggésbe asztmaval illetve atopidval, de csak kb. 10 olyan gén van, amelyet tiznél is
tobb vizsgalat tudott igazolni. A multifaktorialis jellegek ¢és betegségek esetén tobbnyire hasonlo a
helyzet, a sikertelenségre szdmos hipotézis és ezzel egylitt Uj kutatasi stratégia sziiletett (,,hidnyzo
orokletesség”, ,,genetika sotét anyaga™).

A molekularis orvostudomanyokban az 1980-as évek végéig a technologiai lehetdségekbol
adodoan szinte kizardlag hipotézis-vezérelt felfedez6 modszereket alkalmaztak: a korszakot
elsdsorban a kis adatmennyiséget szolgaltatd, draga mérések, és hipotézis-tesztelésen alapuld, ugy
nevezett frekventista statisztikai kiértékelés jellemezte. A 1990-as évek elejétdl a miiszertechnikai
(és informacio technologiai) fejlodéssel a nagy ateresztOképességili technikakkal teljes omikai
szintek (pl. az &sszes gén expresszidja) valtak egyszerre mérhetdve, ezzel a hangsuly athelyezodott
a hipotézismentes tervezésre és vizsgalatokra. Az Gj mddszerek altal szolgaltatott adatok dimenzidja
a hagyomanyos statisztikai modszerekkel igen nehezen kezelhetd, ezért érdemes egy alternativ
normativ keretrendszert, a Bayesi kovetkeztetést bevezetni. Kutatocsoportunk részletesen
tanulmanyozta, kidolgozta és szamos helyen sikerrel alkalmazta a Bayes-halo alapu Bayesi
tobbszintli relevancia (BN-BMLA) elemzés moddszertanat. Segitségével lehetséges az egyszerii
statisztikai asszociacio fogalmanak specifikusabb karakterizalasa, a gyengébb hatdsok kimutatésa,

¢s igy a multifaktorialis betegségek pontosabb megismerése.

Feldusulas elemzés

Sok biztat6 jel utal arra, hogy a gyodgyszeriparnak sikeriil elkeriilnie a fenntarthatatlan tizleti
modell katasztrofajat (,,patent cliff disaster”), de az ipar tovabbra is intenziven keresi a
hatékonysagnoveld stratégidkat. Az egyik ilyen innovativ ipari torekvés azt célozza meg, hogy
kiilonb6z6 modszerekkel hatéanyagok indikacioit vagy alkalmazasait kiterjessze, Gjrapozicionalja.

Egy ujrapozicionalt hatéanyag piacra juttatdsa az originalis fejlesztéshez képest jelentdsen gyorsabb
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¢és olcsobb, rdadasul a gyogyszeripari cégek polcain heverd bukott hatdanyagok szamat 2000 és
30 000 kozé teszik. A hatdanyagok ujrapozicionalasat két tudomanyosan jol leirt koncepcio is
lehetdvé teszi. Az elsé szerint a legtobb hatéanyag tobb molekularis célpontra hat, igy gyakran
érdemes a masodlagos célpontokat keresni (,,off-target repositioning”). A masik koncepcio szerint a
legtobb molekularis célpont tobb biolodgiai szabalyozasi mechanizmusban is részt vesz, igy a
célpont eltérd szabalyozasi utvonalaira fokuszalva 0j indikaciok is felvetddhetnek (,,on-target
repositioning”).

A kémiai és vegyészeti szamitogépes technikdk fejlodésében a szamitogépes biologiahoz
hasonlé folyamatokat figyelhetiink meg. A korai szimuldcié-intenziv szamitogépes kémia
(,,computational chemistry”’) mellett a kilencvenes évek végétdl a nagy ateresztd képességll vizsgalod
modszerek terjedésével egyre nagyobb szerep jutott az adatoknak és az adatintegracios
technikdknak (,,chemoinformatika”). Az ismert, hasonlé molekuldk alapjan josolhatd a biologiai
aktivitas, €s sok esetben pl. a potencialis célpontok, a mellékhatasok, és az indikaciok is. A
vegyiiletek hasonlosag alapt keresése és sorrendezése egy régota tanulmanyozott probléma,
melynek a szamitogépes hatdanyag uUjrapozicionalds teriiletén is léteznek alkalmazasai. A
kiilonb6z6 modszereknek megvannak a maguk erdsségei, jelenleg a legfontosabb kérdés a
heterogén eredmények integralasa és az 1j technikdk megfeleld beillesztése a klasszikus

farmakologiai szaktudas mellé.

Célkitiizés
Az asztma kutatasaim célja elsOsorban 1j, asztmara hajlamositdé gének, esetleges terapias
célpontok azonositdsa volt kandidans gén asszociacids vizsgalatok tervezésével egy korabbi,

ovalbumin indukalt egér asztmamodellen végzett teljes genom expresszids tanulmany alapjan. A

kutatasaim ezen beliill harom kérdésre fokuszaltak:

1. A genetikai asszociacios vizsgalatok tervezése, kiillonosképpen a mérendd genetikai
polimorfizmusok méréstechnikailag ¢€s informacidelméletileg optimalis halmazanak
kivalasztasa hogyan automatizalhat6 szamitogépes eszkozokkel?

2. Egy modern eszkozokkel megtervezett, tobbszintli validacidra épitd, asztmaval
kapcsolatos kutatas soran milyen 0j genetikai varidnsokat, oki tényezdket, terapias
célpontokat lehet azonositani?

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

mennyiben segitheti az oki tényezok feltarasat?
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A farmakologiaban felhasznalt vegyiiletekrol hatalmas mennyiségli heterogén adat- és
informaciotomeg érhet6 el. A tanulmanyaim soran azt vizsgaltam meg, hogy egy molekularis
biologiai adathalmazok elemzésében bevalt matematikai modszert, a feldiisulas elemzést, milyen

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

1. A feldusulas elemzés modszertana hogyan alkalmazhaté a farmakoldgiai
informaciotomeg integraldsara, a gyenge jelzések elemzésére, és melyek a felhasznalas
korlatai?

2. Milyen funkciokkal segitheti ez a modszertan egy adott hatéanyag fejlesztését, €s
hogyan agyazhatoak be ezek a technikak a gyogyszerfejlesztési gyakorlatba?

Modszerek

Asztma genetika

Kutatasaimat kutatocsoportunk egy korabbi, ovalbumin-indukalt egér asztmamodell
vizsgalatanak eredményeire alapoztam. A tanulmany génexpresszios eredményeit hasznaltuk fel 60
olyan kandidans gén kivalasztasara, melyek ortologjai kiinduld pontjai lehetnek egy human asztma
¢s atopia tanulmanynak.

A kandidans gének polimorfizmusainak nagy ateresztoképességli mérése tobb
tanulmanyunkban is primer extenzios technikdval tortént. A miveletnek méréstechnikai
szempontbol t6bb korlatozo tényezdéje van, amely bizonyos polimorfizmusok mérését kizarja (pl. a
PCR primereken a rovid ismétlodo szakaszok beépiilés tévesztéshez vezethetnek), vagy kozos
reakcid térben torténd mérését nem teszi lehetdve (pl. az dsszes primer olvadaspontjanak lehetdleg
egyeznie kell). Ezek az egymasnak kissé ellentmond6 kovetelmények egy-egy multiplex mérésbe
bevonhatd polimorfizmusok halmazénak egyedi megtervezését igénylik. Ezért létrehoztam ¢&s
leirtam egy olyan szoftver rendszert ¢s modszertant (TIGER kisérlettervezd rendszer), amely a
kisérlettervezési folyamathoz sziikséges adatbazisokat integralja és a legtobb 1épését automatizalja.

A kisérlettervezés soran 60 kivalasztott génben 90 mérendd polimorfizmust azonositottunk
funkcionalis, kapcsoltsagi és méréstechnikai szempontok alapjan. A genotipizalasi tanulmanyba
bevont magyar (kaukazusi) populaciéo 671 rokonsagi viszonyban nem allé személybdl allt (311
asztmas gyermek €s 360 egészséges kontroll), akikr6l komplex fenotipusos adatot is gytijtottiink.
Végiil a genotipizalas eredményei alapjan indukalt kdpet expresszios vizsgalatot végeztiink, melybe

Osszesen 34 felndtt személyt vontunk be.



A genotipizalds eredményein a Hardy-Weinberg egyensulyt (HWE) khi négyzet probaval
ellendriztem, a hidnyz6 genotipus adatokat a polimorfizmusok egyvaltozos eloszlasabol
véletlenszerlien mintavételezve potoltam. A HaploView és IBM SPSS Statistics V20 szoftvereket
hasznaltam a Pearson-féle khi négyzet probak elvégzéséhez, hogy az asztmahoz vald asszociaciot és
az esélyhanyadosokat meghatarozzam, mind allélikus, mind domindns-recessziv modellben, illetve
haplotipus szinten is. A tobbvaltozés logisztikus regresszids elemzéseket szintén IBM SPSS
Statistics V20 szoftverrel végeztem, a kor €s a nem minden esetben a modellbe keriilt, hogy
clégséges statisztikai adjusztalast végezziink az esetek ¢s kontrollok kozotti eltérés miatt. A
tobbszords hipotézistesztelés hatasat permutacios teszttel és Bonferroni korrekcidval is elvégeztem.

A genotipizalasi adatok elemzését rendszerszintli modellezéssel is elvégeztem, ehhez a
kutatocsoportunk altal kifejlesztett Bayes-halo alapu Bayesi tobbszintli relevancia elemzést (BN-
BMLA) hasznaltam. Az adat oksagi Osszefiiggéseit legjobban leképezd Bayes-halo grafokat
Osszegezve a BN-BMLA modszerrel meghatdrozhatd egy-egy adott graf jegy poszteriori
valoszinlisége pl. direkt, attételes, vagy egyéb zavard hatas okozza-e a statisztikai asszociaciot a
betegséggel. A nagy szamitasi kapacitast igényl0 rendszer szintli elemzéseket a GenaGrid
Konzorcium 512 processzoros SGI Altix ICE szuperszamitogépén végeztiikk, az eredmények
megjelenitéséhez a BayesEye kliens programot hasznaltam.

Az indukalt kopet expresszios vizsgalatot real time quantitative PCR méréssel végeztiik,
normalizalasahoz a delta-delta-CT algoritmust hasznaltam (a houskeeping génhez ¢és a kontroll
mintakhoz normalizalva). A normalizalt transzkriptom valtozasok statisztikai értékelését Student-

féle t-probaval végeztem.

Feldusulas elemzés

A szamitogépes hatoanyag Ujrapozicionalds soran a legegyszerlibb esetben egy hatdéanyaghoz
keresiink 1Uj indikaciokat, igy a rendszer bemenete altaldban egy vizsgalt hatéanyag. A
kutatocsoportunk altal kifejlesztett QDF’ modszertan az ismert vegyiiletekrdl elérhetd adattomegre
épit, amely lehet zajos vagy hianyos, az adatok széles skalajat képes feldolgozni a fizikai, kémiai
leir6ktol, tetszoleges farmakologiai tesztek eredményén at barmilyen kvantitativ klinikai jellemzoig.
A QDF?* modszertan a vizsgalt hatéanyaghoz vald hasonlosagok szerint egy kernel fuzios
modszerrel sorrendezi a referencia adatbazisban szerepld vegyiileteket. Az eredmény farmakologiai
értelmezése a hatdanyag tulajdonsagaival kapcsolatosban 10j hipotéziseket vethet fel (pl. uj
indikacio, célpont, anyagcsere utvonal, stb.). A sorrend vizsgalatara léteznek kiilonb6z6 modszerek

(sztirések, halozatelemzés, stb.), de ezek mar komoly hattértudast igényelnek, és sok esetben



nehezen Osszeegyeztethetdek a klasszikus farmakologiai hattértudassal. Sajat munkaim soran erre a
problémara kiséreltem meg egy 11j eszkozt kidolgozni.

A géncsoport feldusulds elemzés (Gene Set Enrichment Analysis, GSEA) génexpresszios
mintazatok elemzésében és értelmezésében mar jol bevalt technika. A moddszertant alapvetden
nagyszamu entitdsbol allo sorrendezett listak absztrakt fogalmi szinteken torténd elemzésére és
értelmezésére fejlesztették ki, igy a modszertan a megfeleld modositasokkal alkalmas vegyiilet-
adatbazisok elemzésére is. Munkam sordan a feldasulds elemzésnek a génsorrendek helyett
vegyiiletsorrendek elemzésére modositott valtozatat fejlesztettem ki (Compound Set Enrichment
Analysis, CSEA). Ez egy olyan Ujszert alkalmazasa a bevalt feldisulas elemzési technikanak ezen
a teriileten, amellyel példaul a kovetkezd kijelentést tehetnénk: ,ha az Osszes engedélyezett
hatéanyagot a vizsgalt vegyiilethez vald hasonlosdg szerint sorrendezziik, akkor az ismert
dopaminerg agonistak tobbnyire eldre rangsorolodnak, tehat valosziniisitheté a hatéanyag
dopaminerg hatasa”.

Az elemzésekhez ismert hatoanyagokbol egy referencia adatbazist épitettiink. A vegyiiletek
kémiai profiljahoz harom (Molconn-Z, MACCS kulcsok, 3D Pharmacophore) leir6t hasznaltunk,
mindharom vektort a Schrodinger 2012 Suite szoftver csomag segitségével allitottuk eld. A
vegyiiletek fehérje célpont profiljait a DrugBank adatbazis segitségével allitottuk eld. Az egységes
mellékhatas profilokat a DailyMed adatbazisban talalhatdé gydgyszer betegtajékoztatok
szOvegbanyaszataval nyertiik ki. A CMAP expresszios adatbazist hasznaltuk fel a hatéanyagokhoz
tartozd expresszios profilok eldallitdsahoz. Ezzel létrehoztunk egy 1730 hatdanyagbol allo

referencia adatbazist, ez az FDA altal engedélyezett hatdanyagok kozel haromnegyede.

Eredmények

Asztma genetika

Egy vizsgalatra alkalmas, optimalis polimorfizmus készlet kivalasztdsa manuélisan végrehajtva
akar tobb honapos, meglehetdsen koriilményes munka. Az altalam kifejlesztett TIGER
kisérlettervezd szoftver rendszer segitségével a felhasznalok stlyozott polimorfizmus szlirési
feltételeket definialhatnak (pl. genom poziciod, gén, génen beliili funkcionalis régio, polimorfizmus
tipus, MAF); a rendszer elvégzi a méréstechnikai megfeleloség ellendrzését; esetleges helyettesitd
polimorfizmusokat javasol ¢€s tdmogatja a méréstechnikai szempontbdl optimalis halmaz
kivalasztasat. A TIGER kisérlettervezd rendszer segitségével tobb tanulmanyunkban is sikeriilt az
elokészitd munka iddtartamat kozel egy nagysagrenddel leszoritani, mikdzben a hibazasi

lehetdségek is 1ényegesen csokkentek.



Az asztma tanulmanyunkban a 90 mért polimorfizmus koziil tobb esetén tapasztaltunk eltérd

genotipus eloszlast a beteg és az egészséges populacido kozott. Ezek kozil két génben 4
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szignifikanciat klasszikus frekventista statisztikai modszerekkel (ITLNI, FABP3, MATIA, OSGIN,
LY9, LGMN). Tovabbi vizsgalatokkal sikeriilt kimutatni, hogy a SCIN ¢és a PPARGCIB gének védo
hatdsa nok kozott 1ényegesen erdsebb; mig az ITLNI gén az allergias csoportban, az LGMN gén
pedig dominans-recessziv modellben vizsgalva szignifikans asszociacidt mutat.

A genotipizalasi eredményeket tovabb elemeztem Bayes-halo alapi Bayesi tobbszintii
relevancia elemzéssel (BN-BMLA), hogy részletesebb képet kapjak a genetikai polimorfizmusok €s
fenotipus jegyek Osszefiiggéseirdl. A BN-BMLA a frekventista elemzéshez hasonloan egyértelmiien
azonositotta a SCIN és PPARGCIB gén hatasat. A SCIN gén esetén erds interakciot is azonositott a
TFF1 génnel, a PPARGCIB esetén gyenge kolcsOnhatast a terheléses asztmaval. Ugyanakkor a
modszer az ITLNI gén hatasat csak infekciés asztma esetén taldlta kiemelkedének, mig a
frekventista modszerekkel alig kimutathaté LGMN hatasat minden elemzésben kiemelkeddnek
talalta, kiilondsen allergiaval egyiitt vizsgalva. Az intrinsic asztma endotipust vizsgalva
egyértelmiien kirajzolodott annak minden mas asztma endotipustol eltérd genetikai hattere, igy
feltételezhetd a merdben eltéré patomechanizmus is. Tovabba, a BN-BMLA elemzés azt is
kimutatta, hogy az intrinsic asztma esetén a genetikai hattér szerepe jelentdsen erdsebb a kor és a
nem hatasanal; a tobbi asztma (és foleg az allergias) endotipus esetén ez utdbbiaknak is erds a
szerepe a genetikai hattérrel egyiitt; mig az asztma sulyossdga (GINA) ¢és a vizsgalt
polimorfizmusok k6z6tt nem talaltam kdzvetlen Osszefliggést.

Harom gén (SCIN, PPARGCIB, ITLNI) expressziojat megvizsgaltuk asztmasok és kontroll
személyek indukalt kdpet mintaiban is. Mindharom gén expresszidja szignifikansan alacsonyabb
volt asztmdsokban. Ezen eredmények némileg varatlanok voltak, mivel a korabbi egér
asztmamodell esetén mindharom gén expresszidja ellentétes iranyu Osszefliggést mutatott. Az
eredményeink ellenérzéséhez megvizsgaltam az NCBI GEO-ban publikusan elérhetd asztmas
microarray tanulmanyok adatait, ezek megerdsitették az eredményeinket. Megvizsgaltam a
szakirodalmat, példakat keresve human-egér ellentétes expresszidos eredményekre, és a jelenség
ismertnek bizonyult, szamos tanulmany foglalkozott szisztematikusan is a kérdéssel. Tobb
lehetséges magyarazata is van a jelenségnek. Az elsd, hogy az egérmodell esetén a teljes tiidot
vizsgaltuk, mig az emberek esetén a kdpetet, igy a sejtes Osszetételilk eltérése miatt a

génexpressziok atlaga kiillonbozhet. Masrészt ismert, hogy a human asztma egy kronikus betegség,
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mig az allergén indukalt léguti gyulladds egérben egy akut jelenség, €s ennek a folyamatnak a
dinamikus expresszios valtozasait mértiik. Barmi is a jelenség valos hattere a gének eltérd

expresszioja azt jelezheti, hogy azok érintettek a folyamatban.

Feldusulas elemzés

A CSEA modszertan mukodésének vizsgalatdhoz Iétrehoztam egy olyan szoftveres
tesztrendszert, amely képes egy 0 hatdéanyagot ismert hatdéanyagok adatai alapjan farmakologiai
fogalmakkal jellemezni, igy pl. akar potencidlis indikaciokat vagy mellékhatasokat josolni.

A GSEA technikaban eredetileg alkalmazott funkcionalis gén halmazok helyett az Anatomical
Therapeutic Chemical (ATC) Classification System, Level 4 vegyiilet halmazait hasznéltam fel a
feldusulasi jelek definidlasara (egy-egy indikaciohoz tartoz6 hatdoanyag halmazok). A hatéanyagok
hasonlosaganak szamitasahoz egyszerti cosinus fliggvényt hasznaltunk a mellékhatasok €s a célpont
leirdk esetén, illetve Tanimoto tavolsagot a kémiai leirok esetén. A CMAP expresszios profilok
hasonlosagainak szamitasahoz az eszkoz alapértelmezett megoldasat hasznaltam.

A CSEA modszer tesztjei soran kivalasztottam egy-egy vegyiiletet, majd a kiilonb6zé metrikdk
alapjan szamitott hasonlosagok szerint kiilon-kiilon sorba rendeztem a referencia adatbazis Osszes
hatéanyagat (kémiai leirok, célpont, expresszios profil, mellékhatds). A kovetkezd lépésben
sorrendi fizidt végeztem a SumScore algoritmussal, amely sorrendek Osszefésiilésére egy egyszerti,
matematikailag torzitdsmentes normativ megoldasnak tekinthet6. Végiil azt vizsgaltam meg, hogy
az eldre definialt hatéanyag halmazok elemeinek megjelenése a rendezett listdban véletlenszerti-e.
A halmazok (vagyis indikaciok) feldusulasi értékeinek szamitasahoz a SaddleSum algoritmust
hasznaltuk, mely a p-értékeket egy specidlis kozelitd eljarassal (Lugananni-Rice formuldval)
hatarozza meg.

A teljes folyamat demonstralasdhoz egy gyogyszerfejlesztés 1épéseit szimulaltam, amikor is
eloszor a vizsgalt vegyliletnek csak a kémiai profilja elérhetd, majd késobb egyre tobb mérési
eredmény. Kivalasztottam az amantadinet, amely egy ismert Gjrapoziciondlt vegyiilet, eredetileg
influenza kezelésére fejlesztették, késobb megkapta az engedélyt Parkinson-kor kezelésére is.
El6szor sorrendeztem a referencia adatbazisunk hatdanyagait az egyes adatforrasok szerint az
amantadinehoz val6é hasonlosag alapjan. Majd minden lépésben egyre tobb informacioforrast
felhasznalva flzionaltam sorrendeket, és a megfeleld informacié forrasok egyiittes hatasat
reprezentald sorrendeket vizsgaltam feldisulas elemzéssel. A dopaminerg agonistak, mint a
Parkinson-kor kezelésének egyik legfontosabb eszkozei, konzisztensen minden Iépésben eldre
rangsorolodtak, és az informacid forrdsok boviilésével egyre inkabb megerdsitést nyertek. A

sorrendi fuzi6 és a CSEA egyiittes alkalmazésa jol kezeli a zajos adatokbol eredd problémakat, de
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egy fontos zavard hatds is adodik a modszer hasonlosagokra épité miikodésébol: az eredmények
tobb olyan csoportot emelnek ki, amelyek dopaminerg antagonistakat tartalmaznak. Ez a
dopaninerg agonistak és antagonistak hasonl6 kémiai szerkezetének és célpontjaiknak kdszonheto, a
hasonlosagon alapuldé moddszer nem képes ezeket megkiilonboztetni. Az anomalia olyan
informacioforrasok hasznalataval oldhato fel, melyek nem érzékenyek erre a hibara, pl. a
mellékhatas profil vagy az expresszios profil. Pusztan azt a két informacioforrast felhasznalva a
dopaminerg antagonistak nem jelennek meg, mig a dopaminerg agonistak igen. Ehhez hasonl6an
(de az el6bbinek inverz esete) a kémiai szempontbol eltérd, de azonos bioldgiai folyamatokra hato
vegyiiletek is 6sszekapcsolhatoak.

A tudas ujrahasznositas informatikai értelemben egy olyan szemlélet, amely azt hangstlyozza,
hogy a teljes felhalmozott tudast szisztematikusan ki kell aknazni ahol csak lehetséges és érdemes,
fiiggetleniil annak eredetétdl vagy eredeti céljatol. Ez a megkozelités motivalta a szamos iparagban
elterjedt adattarhaz technologidk kifejlesztését is. A gyogyszerfejlesztés eddigi gyakorlatdban a
hatdéanyag fejlesztés lezarulta utan az eldallitott jelentds mennyiségli adat hasznositasa is lezarul.
Tagabb értelemben a CSEA a tudas Ujrahasznositas eszkoztaraval novelheti gyogyszerfejlesztés
hatékonysagat. Az esettanulmany bemutatta, hogy a mddszer jol beilleszthetd a gyogyszerfejlesztés
informacidaramlasi folyamataba, rdadasul statisztikailag robosztus, szamitastechnikailag jol
skalazhato, és a farmakologiai fogalomrendszerek szintjén képes a farmakologusok altal definialt

fontos kérdéseket jelezni.

Kovetkeztetések

1. Kisérlettervezo rendszer

Egy genetikai asszocidcids vizsgalat manudlis tervezése akar tobb hoénapos, meglehetdsen
koriilményes munka. Ez a lass, humaner6forras igényes eld-optimalizalas tobb nagysagrenddel
csokkentheti a genotipizald miszerek €és az egész folyamat elméleti ateresztOképességét, raadasul
sok a hibazasi lehetdség. A kifejlesztett TIGER kisérlettervezé rendszerrel az eldkészité munka

fontos fazisai automatizalhatoak és annak idétartama kozel egy nagysagrenddel leszorithato.

2. SCIN

¢s kimutatta human populacioban. A SCIN gén harom polimorfizmusanak, az elsd exonon az
152240572-nek (H61R) a minor, valamint a promoter régioban az rs2240571-nek a major és az
1s3735222-nek a minor allélja statisztikailag er0sen szignifikans védd hatast mutat az asztméaval

szemben. Frekventista statisztikai modszerekkel egyetlen potencidlis oki varidns hatasat
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azonositottam, mely a ndket kiilon vizsgalva még erdsebbnek bizonyult. A BN-BMLA modszer
megerositette az eredményeket és a TFFI gén modulalé hatdsat sikeriilt azonositani, amely

illeszkedik a SCIN gén ismert funkcidjahoz is: mindkét génnek a mucus termelésben van szerepe.

3. PPARGCIB

Jelen tanulmanyom volt az els6, amely Osszefiiggést talalt a PPARGCIB (Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor Gamma Coactivator 1-Beta) gén 2. exonjan 1évo rs32588 (L42L)
polimorfizmus és az asztma kozott. Frekventista statisztikai modszerekkel a minor allél erdsen
szignifikans védo hatasat mutattuk ki, a hatas a noket kiilon vizsgalva még erdsebbnek bizonyult. A
BN-BMLA eclemzések megerdsitették az eredményeket, és a vizsgalt polimorfizmus gyenge

kolcsOnhatast mutatott terheléses asztmaval is.

4. ITLN1

A tanulmény soran azonositottam az /TLNI (Intelectin-1) gén rs4656958 polimorfizmusanak
asztmaval Osszefliggd potencialis védOo hatasat. Az asszociaciot tobb moddszerrel is sikeriilt
kimutatni, bar szignifikanciaja frekventista modszerekkel elemezve hataresetinek tekinthet6. A BN-
BMLA modszertan kimutatta, hogy az infekcios asztmas csoportban a hatas joval erésebb, ami
Osszhangban van a gén ismert funkcidjaval is: a géntermék bakterialis komponensek felismerésében

jatszik szerepet.

5. LGMN

Kutatdsom az LGMN (Legumain) gén potencidlis szerepét elsoként azonositotta az asztma
patomechanizmusaban. A tanulmany klasszikus frekventista elemzéssel, allélikus teszttel gyenge,
dominans-recessziv modellben 1ényegesen erdsebb, mig BN-BMLA elemzéssel erds bizonyitékot

talalt a gén és az asztma Osszefiiggésére, kiilondsen az allergias csoportban vizsgalva.

6. Human asztma és egér asztmamodell expresszio

Ovalbumin-indukalt egér asztmamodellben, a tiidészovetekben a Scin, a Ppargclb és az Itina
gének emelkedett expresszidjat mértiink, mig human indukalt kopet mintdkon, az als6 léguti
szekrétumban a homoldg gének expresszidja a kronikus asztmas populacidban csokkent. Az
eredmények mindhdrom esetben statisztikailag szignifikinsak voltak. gy a gének
patomechanizmusban betdltott szerepe tobbszoros megerdsitést nyert, de az eltérd iranyu expresszio
megmutatta a patomechanizmus eltér6 dinamikus tulajdonsagait és igy az egér asztmamodell

korlatait.
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7. Compund Set Enrichment Analysis (Hatéanyag feldusulas elemzés)

Ez a tanulmany volt az elsd, amely a molekularis biolégidban mar bizonyitott feldusulas
elemzés matematikai megkdzelitését farmakologiai adatok széles korli integralasara sikerrel
alkalmazta. A modszertan a korabbi specialis alkalmazast jelent0sen kibdvitve tetszOleges
hatéanyag konyvtarak valtozatos mérési adataink alapjan, magas szintli farmakologiai

tulajdonsagok elodrejelzését is lehetdve teszi a gyogyszerfejlesztés minden fazisaban.

8. Informacio ujrahasznositas a CSEA mdédszertannal

A CSEA moddszertan egy statisztikailag robosztus, szamitastechnikailag jol skalazhato
megoldasnak  bizonyult a farmakologiai ismeretanyag ujrahasznositasara, amely a
gyogyszeripariban egy jelentds lehetdségekkel kecsegtetd, de eddig mell6z6tt mddszer volt. A
modszertan a gyogyszerfejlesztésbe konnyen beilleszthetd iterativ modon, heterogén informaciod
forrasok jelzéseinek integraldsaval képes lényegesen eltérd vegyiiletek alapjan is kovetkeztéseket

levonni, és a gyenge hatasokat kiemelni a statisztikai zajbol.
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