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1 Bevezetés

A j6v6 orvoslasat a személyre szabott orvoslas fogja atagbezni, mely lehévé
teszi, hogy mindenki a sajat genomikai hatterénekegfeieb kezelést,
betegségmegebzési tanacsokat és diagnosztikat kapjon. A Humam@eProjekt 2001-
2001-es els bejelentése Uj lehétégeket nyitott meg, egyben fontos etikai és adpriv
szféraval kapcsolatos kérdéseket is felvetett. Wjiviast jelent ezt a hatalmas
informaciomennyiséget feldolgozni és relevans drveslaszokkd formalin. A
kulcsténye# pedig a tudomanyos eredmények atforditAsa a gyégysnomika

nyelvére.

1.1 Autoimmunitas

A komplex betegségek szamara rejt igazan nagytdebgeket a szemeélyre
szabott medicina, kivaltképp az autoimmune korképeeén. Vizsgalatainkban ez utobbi
korképeket vettik gorésala.

Az autoimmune betegségekben patoldgids valaszulakika szervezet sajat
sejtjei, szovetei vagy szervei ellen betegséghezetve, azaz az egészséges

immuntolerancia szenved zavart.

1.2 Az autoimmunitas molekularis hattere

Normadlis koralmények kozott, azok a T és B sejtmlelyek sajat antigénekkel
Iépnek kapcsolatba, lebontédnak. Ahogy a limfoditAkB sejt less a csontédlen és T
sejt a csecsebmirigyben, ha ezek mar talalkoztak sajat antigénagbptdzison mennek
keresztll (centralis tolerancia).

Amikor méar az érett limfocitak talalkoznak sajatntigénnel anergian vagy
delécion mennek keresztul a masodlagos limfoidvekdren (periférias tolerancia).

Hiba vagy zavar ezek kozll barmelyikben vezeth#bimmune reakciéhoz és

akar betegséghez.

1.3 Példak autoimmun betegségekre
1.3.1 Rheumatoid arthritis



Az RA egy kronikus, szisztémas autoimmune betegsegly gyulladast és
szovetkarosodast okoz az izlletekben. A biologaagiak nagyban javithatjak a
tlineteket, ezek altaldban TNFa gatlé kezeléselefahercept, infliximab, adalimumab),
de més célpontu antitestek is hazsnalatban vanpha&z(IL6 receptor géatlo tocilizumab).

Viszont a betegek kdzel harmada nem valaszol ezetegpiakra.

1.3.2 Psoriasis

A psoriasis egy kronikusdb- és izlleti gyulladas, mely plakkok formajaban is
megjelenhet a gyulladasos terilleteken. Emelletbraydkon, térdeken, fefioon és a
genitaliak kornyekeén is.

1.3.4 Gyulladasos bélbetegségek

Az IBD magéaba foglalja a Crohn betegséeget (CDllésrative colitis-t (UC) is,
melyek egyuttesen kb. 1,4 millié embert érintenelkJSA-ban és 2,2 milliot Eurgpaban.
Az emeészirendszer gyulladasat okozzak autoimmune eredettddglminden rétege

érintett lehet CD-ben, de UC-ben a mucosa szokioitvé lenni.

1.4 Génexpresszios profilozas

A génexpresszios profilozast egyre gyakrabban Irakazak klinikai
vizsgalatokban is, ami torténhet periférias vér amuklearis sejtjeil (PBMC), teljes
versl, biopszias mintakbdl, vagy mas mRNS forrasbdl.

A PBMC kevésbé invaziv mintaszerzési lélséget biztosit a biopszidkhoz
képest, de cask a periférias lenyomatat mutatjgkbetegségnek. A PBMC-k CD4+ és
CD8+ T-limfocitdkbdl (70% az 6sszes sejtnek), Bfboitakbol (15%), natural killer
sejteki®l (10%), monocitakbdl (5%) és dendritikus sejiélki1%) allnak.

Alapvetten harom modszer all rendelkezéslinkre génexprassaniataok
kinywerésére, az érzékeny real-time kvantitativirpetaz lancreakcié (RT-QPCR), a
globalus génexpresszids analizis, mely akar 28000e set elemzését is lehat teszi
(microarray) és az egyszerre tbbb gént érzékenysmadckl vizsgadloé TagMan Low
Density Array (TLDA) kéartyak



1.5 Autoimmun kérképek génexpresszios elemzeése

Nagy szamu tanulméanyok foglalkoznak autoimmunéddydekkel génexpresszios
szemszOghl, de ezek nagy része biopszids mintdkat haszbaélsz0vetet IBD-ben,
bérmintat psoriasisban, vagy izuleti szovetet RA-ban)

Az mér bizonyitasra kerilt, hogy a betegségek kubéeis mintazatai mintdkon
keresztlil prominensebbek, mint a szdveti moleksil@mintazatok betegségek kozott.

Azaz van lehdiség a betegség periférias szignaturajat elemezdiiPBasznalataval.

2. Célok

Génpanelek meghatarozdsa, melyek autoimmune bgigdé valasztanak el

egészsegesedlt vagy biologiai terdpiak valaszkészségét pretjidta

 PBMC génexpresszios mintdzatainak azonositasanamtoie betegségek (RA,
psoriasis és IBD) és egészségesek kozott. (Cly&iay

* Autoimmun betegségek mintazatainak 6sszehasonlitasa

» Tocilizumab valaszkészség meghatarozasa RA-ban RBMC

» Infliximab valaszkészség meghatarozasa RA-ban éb&DPBMC-BI

* Az RA-s és CD-s génpanelek dsszehasonlitasa

3. Mbédszerek

3.1 Betegcsoportok

A Debreceni Egyetem Etikai Bizottsdganak engedélyéolytak a vizsgalatok.
irasbeli nyilatkozatot tett minden mintéat ado beteg

A vérmintakat a klinikusok vették le kaukazusidgek6l reggel 8 és 9 ora kdzott
12 oranyi éhezés utan, a terapiat vizsgald tanujoidran az els és a masodik kezelés
elétt. A bevalogatasi kritériumokat a klinikusok hatZziak meg. 13 beteg (% s 4 férfi)

kerilt bevalogatasra a tocilizumabos vizsgalatd@nCD (16 & és 24 férfi, illetve 34



RA (28 o és 6 férfi) kerllt bevalogatasra az infliximabasulmany teszt kohortjaban,
és tovabbi 20 CD és 19 RA beteg a validaciés kokben.

3.2 PBMC szeparacios

10 ml periférids vénas vért vettek le a kliniku&iRTA-t tartalmazé csévekbe és
masik 10ml-t a szérum kinyerése végett. Ficoll gnasl centrifugalassal PBMC-ket
szeparaltunk és Trizol segitségével vontuk ki aSRN

3.3 Microarray kisérlet

Affymetrix GeneChip Human Gene 1.0 ST array-t hattunk a 28869 gén
elemzésére. Ambion WT Expression Kit (Life Techigiés) és GeneChip WT Terminal
Labeling and Control Kit (Affymetrix) kerult felhasalasra a 250 ng RNS mintak
sokszorositasara és megjelolésére.

3.4 TagMan mRNS elemzés RT-QPCR-rel

A CID vizsgalatban 96 éte kivalasztott gen kerult fel a TLDA kartyakra és
relative génexpresszios szinteket szamoltunk a koatty Ct modszerrel GAPDH-ra
normalizalva.

A statisztikai elemzést a Graphpad Prisminezoftverével végeztik. Mivel
mintaink nem kovették a normal eloszlast, Mann-Wiyt U tesztet alkalmaztunk, 0,05

erték alatt tekintettiik a p értéket szignifikAnsnak

3.5 Univaridns adatelemzés

Az infliximabos és tocilizumabos vizsgalatokban raicroarray adatokat
Genespring GX10 segitségével elemeztik. Arési folyamatok kdzott szerepelt az
expresszius szint, fold change és statisztikate&sszerinti sérés.

3.6 Multivarians adatelemzés



3.6.2 Canonical Variates Analysis (CVA)
A CVA mutatja meg legjobban két mintacsoport kiiziégnagyobb elvalasokat

egy valtozokbal allo lista alapjan, ez esetben géefek alapjan..

3.6.3 Linear discriminant analysis (LDA)
Az LDA és CVA azonos vizsgélati moédszerek, melyelebbdl a célbdl
hasznéltunk, hogy automatikusan azonosithassukles2a@lokat €s nem-valaszadokat

elvélaszto legéisebb génpaneleket.

3.7 ELISA

Az IL-6, IL-8, IL-12, és IFNg szérumban I&vszintjeit enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) modszerrel mértuk dliximabos tanulmanyban. A
tocilizumabos vizsgalat IL-6, IL-1b és IL-8 szintjea e-as szamu Belklinika

laboratoriuma mérte (DEOEC).

3.8 1gG N-glikanok elemzése
Az 1gG glikanok elemzését a tocilizumabos vizsti@a a Horvath Laboratory of

Bioseparation Sciences (DEOEC) végezte.

4. Eredmeények
4.1 RA, psoriasis és IBD génexpresszids profiljai

Olyan génpaneleket azonositottunk, melyek elv§dsa 3 korkép barmelyikét
az egeészséges kohorttdl, egyszerre tobb betegségehorttdl; betegség altipusokat
mutatnak ki (arthritis pozitiv és negative formanissisban, CD és UC IBD-ben) vagy

prognoézist hataroznak meg (csonter6zio RA-ban

4.1.2 A kronikus gyulladas markerei
5 gént taldltunk, ADM, AQP9, CXCL2, IL10 és NAMPTelyek szignifikans
kilonbséget mutattak mindharom korkép génexpressaiofiljai és az egészségesek

kbzott.



4.2 Tocilizumab valaszkészség meghatarozasa perits vérbol

4.2.1 Globalis génexpressziés elemzeés és valid&adsQPCR-rel

13 beteg kezelés@ti és masodik kezelésatli mintdinak elemzésével 59 gént
hataroztunk meg, melyek a kezelés hatasat jeleletiek13 beteg kezelésdati mintainak
elemzése 787 olyan gént eredményezett, melyek aszkdszséget hataroztdk meg.
Ezek®l a nemek kodzotti genetikai kiulonbségek levonas®&8 gén maradt, melyek
statisztikai tovabbdzése 4 gént eredményezett (CCDC32, DHFR, EPHA4RSVB-
3). A technikai validalas 3-at ezek kozil sikereseegedsitett (CCDC32, EPHA4 és
TRAVS-3)

4.2.2 A CVA a legebsebb génpaneleket mutatja ki
9 génpanelt vizsgéltunk meg (kdztuk a légebb génekd allo6 panel, vagy az
IL6 utvonal génjeinek listaja), melyek elvalaszistta responder és non-responder

betegeket, ezekb3 lista mutatott teljes elvalast.

4.3 Infliximab valaszkészség meghatarozasa RA-bars €D-ben, és az eredmények
validalasa RT-QPCR-ral

4.3.1 Globalis génexpresszios elemzés

A CD mintdk esetén 48 gén azonositottunk, melyekesponder statuszt
hataroztdk meg, de voltak gének, melyek a masodik kezeklés éit is elvalast
mutattak, mint ABCC4, BMP6 és THEMS5. RA-ban 30 géataltunk ugyanilyen
0sszevetésben.

Az eredményeket flggetlen mintaszetten is valitald-4 gént taldlva CD-ben
(TMEM176A, TMEM176B, UBE2H és WARS); és RA—ban (C¥F3, DHRS9, PF4 és
MGAM).

4.3.4 Biostatisztikai elemzés



A génpanelek manualis kivalasztasa és tesztelédgeth egy algoritmust
készitettlink, mely automatikusan elemzi és tesatiedlgerésebb génpaneleket. Enhez 40
elészirt gént hasznaltunk fel CD-ben és 41-et RA-ban. bT@&zer génpanelt lehet
azonositani, melyek 100%-0s elvalast mutatnak aszadd és nem valaszado betegek
kozott, melyek kozott szignifikancia szerint lebk@ionbséget tenni. A két korképben a

legjobb 3-3 génpanelt abrazoltuk CVA segitségével.

5. Megbeszélés

A génexpresszids profilozas periférias ériszéleskdiien hasznalt modszer
komplex kérképek elemzésére. A modszer egyik Katlédja, hogy a periférias ver
elemzésével a betegség periférias mintazatait &iggg igy elméletileg a betegség
eredeti szOvetének és a periférids vér mintazdtadgglittes elemzése hozhatnd meg a

legmegbizhatobb eredményeket.

5.1 Kronikus gyulladasos kérképek génexpresszioseshzése

A betegségek egészséges kohortokkal valo 6sszdhasakor tobb olyan gént
azonsitottunk, melyek ismertek voltak az irodalomi®TGS2, CCR1 psoriasisban;
ADAM10, PTPN22, IL8 RA-ban; és GZMK, MMP9 és IFN®D-ban). A krénikus
gyulladas 5 markere fontos része az elemzésiunknekjek koézil az ADM a human
bélszbévetben is kifejédik és a sérllések gyogyulaséért is tedelmig az IL10 ismert

psoriasis marker, azaz a gének relevansak és towviabgalatuk megalapozott.

5.2 Tocilizumab valaszkészség megitélése

A farmakogenomika felé fordulva, fontos, hogy aélésekre nem véalaszado
betegek nagy szadma miatt, szamukra mdr wedéasztasnal hatékony terapiat valasszunk,
mivel a kezelés hatékonysaga romlik, hi#sebr sem megfelél gyogyszert kaptak. Ezért
jelentbs eredmény a 4 gén azonsitasa, melyek mar kapgusdddatek hozva az RA-val, a
DHFR DHFR (dihydrofolate reductase) SNP szinten ethotrexat valaszkészséget
hatarozza meg, a TRAV8-3 pedig T sejt receptooppit



A CVA matematikai moddszere bebizonyitotta, hogykakhas génpanelek

elemzésére és azok elvalasztd erejének bemutataséara

5.3 Infliximab valaszkészség meghatarozasa CD-bes RA-ban

Hasonldan a tocilizumabos vizsgalathoz a klinpaiaméterek 6nmagukban nem
tudtak megjésolni a valaszkészséget, igy genonki&aiponenseket is be kell vonni a
predikcidoba. Nem volt meglép hogy RA-ban az interferonnal kapcsolatbar|§eének
lettek szignifikansakidentify ugy, mint a IFI44,4EL, IFIT1, IFIT2 és IRF2, mivel ezek
irodalma ismert. A flggetlen kohorton valo validald-4 olyan gént eredményezett,
melyek kevéssé ismertek RA és CD tekintetébenggled® gének elvalaszto ereje keves,
ezeért génpanelek azonositasa érdekében automatigodtmust hoztunk létre, mely
megtalalta a legnagyobb elvalasztével rendelkeé listéakat.

Az a megfigyelés, hogy ilyen kohortokban toébbsegénlistat is lehet talalni, nem
0j, Domany tanulmanyaiban mar volt erre utalas,séatrilt most klinikai vizsgalatban
bizonyitani. A szamos nagy efiegénpanelben jatszott szerepik alapjan score &gtke
rendeltiink minden génhez, melyéklbgy létrejott a 24 legésebb gén listdja, ezeket

erdemes validalni nemzetkdzi, még nagyobb kohortoko

6. Kovetkeztetés

A génexpresszios elemzés akar microarray, akk&QRTR fokuszl, haldzat-
kdzponta gondolkodast igényel. A klinikai genomikébaz egyedi gének altal mutatott
statisztikai kulonbségek kis klinikai alkalmazasbwel birnak, igy olyan génpanelek
kutatdsara érdemes koncentralni, melyek egylttesedmeényezik a legjobb elvalast
beteg és egészséges; valaszadd és nem valaszegékiehzott.

Az () generacios szekvendlas egyeértedm Uj utakat nyit meg a Kklinikai
genomikaban, egyben 6éridsi adatmennyiség elemzés@tidsat is igényelni fogja,
emellett az RNAseq jelenthet forradalmi leisgtgeket az autoimmune korképek
elemzésében. Ezek egylttesen, egymast kiegésefizik imajd lehéwé, hogy a lehét
legszemélyreszabottabb kezelések, diagnosztikaitsdgek és ami még fontosabb, a
betegségek medaését diseqgi® megoldasokat alkalmazhassunk a Klinikai
gyakorlatban.
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