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Diagnosztikai eljarasokat ismertetiink, amely in vitro eljarasok arra szolgélnak, hogy el6re jelezzék, hogy egy paciens

reagal-e TNFa inhibitorral torténd kezelésre. Az ismertetett gének expresszios szintjének meghatarozésa révén
elddnthetd, hogy varhatdéan hatésos lesz-e egy TNFa inhibitorral végzett kezelés
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DIAGNOSZTIRAI ELIARAS

A taldlodny terilete

A tallimdny a disgnosstikal sliarisok teritletdes esik. UL, in vige elidrdsokat ismertettlink

TP inhibitorral 10rténd keeelds batskonveduinak eldroielzesdre.
S Adechaiks SHasa

A twmor nehrdzis faktor howedidndl & genllafdsos vilasareakeld klalabuldsdhow, ami
szimos autoimmuen betegség, Gpvmint reumatoid ariritisz (RA), spondylitls ankviopoetics,

Crobn-betegsdy, plikelysmér, hydeadenitis suppurative & silyos asstma tineteinegk okozdja
Eeoket a betopségeket obvkor TNF indubitoreal keselik.

g A reumatold  antritisz (RAY & kromikus gmiasi&axsi g, seisetdmds  awodmmun
betegedgek ki sorolhatd, ami sedmos szervet S5 salivetst drinthet, de jollemaden az xitletoket
idmadis. RA opy fjdalmas, gyskman mogickoditozottsigeal 1t botegedy, amd idéval g

mozgaskdpossdg telies elvesmdedved jarhat. & Crobnbelegsdg 2 pyolladdsos bethetegsduek
{Inflamasatory Bowel DHseuse, [BD) kdsd tartordk, and a sofitdl e vigbdlnylidslp, ax
18 emdszifszerveendszer barmely résedt &rinthetl & Hinstek opdszr sordt okozhatja, A tinetel
elsdantban az  alhasl  fidddom,  hesmends,  hénwds  vagy  fogvds,  de okoshat

smdsridsrerveendareren kivili tlneteket s

A kot betepségek Rezeldsére jelendop rendelleadsre A6 mddszerek minden betep

psetében aronosad. Broek crodményekent ax ismert kezelések alkalmazdsdval néhiny betey tébh

2 olkdoramal credménylelen keweldsben wdsrestll, micldtt o szdmdra hadkony gydpvimddo
meglaldindk. & TNF alfdval Sosveflipgéshe horhatd betepségek (pl. RAL IBD) hasdkonyvabh
kemelése €8 w2 oredmeuyes gydgymdd sronositdes Srdekdben seliksdy van tohét 2 beten

szemelydre szabedt terdpide

Az BP 1 857 33% sxdmil bejelentds in vitro elidodst tumertet annsk eBrsiclzésére, hogv a

e
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beteg fogdkony lesz-e a TNFe inhibitorral Brdnd kereldsre, Az eljarss tdrgya 8 pon expresszidg
seintidnek Boldgin mintdhd] wWrtdnd meghatdresiss, shol 4 géaek » kdvetkezdk: FPSLS, HLA-
OPFBL AKAPS, RASGRPE MTUBPR, PINPIL, MRPLE2 ss RPR2R

A WO ZOHTDNT0T sedmd bejolontds oljdeist fsmertst ek clbrejelzdadrs, hogy sgy

N <

repmatold ariritissben spenvedd boteg fopskony lesr-o 8 TNFi inhiliorrs! 1906nd Lereldsre, Ax

93
o’

eljdeds thrgya o HLADRB 1 shared epitope”™ (HLA-DRBL SEY alb! jelentitének moghatirozdsa
n beteg mintdiabal, ahol legalibb egy kople HLA-DRE | 8E alls! jeloniéte valdssintisitl, bogy &

beteg fogckony losz 8 TNFg inhibitorral tdréad keselésre
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Annak ellenére, hogy 8 WO 201 H/ORT30T &5 BP 1857 539 sedontl bejelontésekben mar
ismertettel & ThFo inhibstorral Hridnd kezelds hatdkonysdgdnak eldrejuindsére alkalmas
@}jézréisoka:t, seiikség van tovabbi huatdkony ds pontos madszerekre ghhor, hogy elfre
eldénthesstk, hogy a TNFu-val Osszefiigpdsbe hozhaid betegségekben szenveddk mely kezeldsre

fesrnek fogdkonyak,
A taldlmdny rivid leiviss

200 vty vildgszerte 19bb mint 2 000 000, 1bbek k828 reumatold artritiszben (RA)
vagy Crohn-betegséghen (CD) szenvedd beteg kapott TNFo cllenes bioldgiai szercket
{infliximabot, adalinnunabot és etancrceptet) haidkonysagokban koldnbdzd credménnyel (MR
Karampetsou et al., QM (2014) 163 (12): 817-928.1

A kronikus gyuliadasos meghetegedésel monoklondlis antitestekkel t8rténd kezelésdvel
kapcse}ams £& problémak két, a kizelmblthan megielent publibdcld kdvetkeztetdsethil
zofoplathatdk: 1) Az RA-s belegek szignifikduns ardnyg, 30%-ok nent fogdkony & binldgial
tergpidea (Van Baarsen of al, Geoes and humunity 11, 622-639) ) Szamoes, az autoimmun
hategségek hieiégjai arerekkel 0rténd keraldsdt vizspdld tandmény eredménye axt jelad, hogy s
terapids hatdkonysag a mésodik TNE inhibitor kezelést kivetden coxdlkenhet (Rubbert-Roth ¢
al,, Arthritis Research & Therapy 2009),

Ezér g klinikal gvakorlatban igény van tovabbi, 8 beteg terapidra vald fogékonysigdnak
eldrgjelededre alkalmas mddszerre, az elsd vagy mdsodik keselést megeldeden. Egy ilven
madszer nagy hatdssal bims sz ilyen Hpush szerek alkalmazdsirs a tordpiak kGlség-

hatdkonyabba tételdvel, &y a szemelyre szabott kerzalés lehetliadgdnek megleremtdsével.

A talalmdny sreringl eljdrds Motoformatikdn dapuld slgoritomes haszndlatén slapud, amely
alkalruas  génosoportok  azonositdsdra, amely  péncsoportok  expresszids  mimdratdnak
clemededvel alkalmas @ TNFg inhibitor keeelésre fogdkony ¢s nem fogdkony betegek

elictilandtésére,

Kzelebledl a jelen wldiminy feltdaldl a fonti probléma mepoldisdra olvan in vino
elidrdst fejlesatettek Xy, amely alkalmas beteg TNFa inhibitor terdpidea vald fogskonysdpinak
elérejolzésére, amely elidrds tartallmazen a kovotkesd gének kozil valasziont legaldbb ha 2en
expesarids  szintidnek  meghatirordsdt @ betep Holdgial minddjahéh ABCCY, AIDA,
ARHGEF12, BMPS, BINIAZ, CAQ, CADM2Z, CI00E, CYPIBL, ENDODI, FCGRIA,
FMNL, GOLC, GPR34, HORMADI, IGF2BR2, IWISRL, ILIRLIL, KATZB, MAPILOAB,
MMD, MS84aA4da, MB4aA7, QDCL, PRXI, POYTIB, PIP4K2A, PIPSKIB, PRDMI, PSMEY,
RADZ3A, RIOKE, RNASEZ, RNFIL, SLOTAS, THEMS, TMEMITSA, TMEMITER, UBE2H,
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WARS vagy o kdvotkesd pének kool vilasaiont legaddbh hat pfn expessnios seinidaek
meghatirozdsit 2 botog Moldpial mintdidhal APQRECIA, AQPR, CULL, ONTRARF, CYPary,
DHRESS, EIFZAKD2, BELOVLY, BPRTH, FCOR3A, GPRAM, GPRIS, GZMR, P15, IFl4,
IFMAL, TFTG, TFITL, TRIT2, IPTUR IFTTML, TL2RE, IRE2, IRP7, MUOAM, MICA, MME, MY,
CIASE, PR4, PTGSZ, RAVERR, RFCL, RGSI, R3AD, S‘E{E{}& SERPINBIG, SERPINGE,
SIGLECL TNF, TNFAIPS.

A taldlmany spy eldnyds megvaldsiias! madia sorn @ vilasaiont gének oxprossvids seintidnek

Aty

vallosasdt egy nommalizald (housekeoping) gén exprowzididngl viltozdedval Sesrohasontitdsban

P

relatiy madon wpzik, ahol 2 normalisdldl oén eluvésen & ovolo shbin, elfnvdisebben a
£ & , & A

yelophilin A {(PPIAY A boldgial mista clényosen perifiids vir, elémydsebben perifiride wér

monenuklednis seit (PMBC)

A taldlmday egytk olinyds kivitel mddin szerint se ELOVLY, P44, ISITY, IFITR,
MICA, ORZAGE ¢5 RAVERD pének, vagy sz APOBECIA, P4, IFIGL, IBITL IFITML,
MICA & RUBT gének, vagy ax APOREURA, DHRSR, IFI35, IFd4, P4, MICA & R¥CH

ginek expresselde sainyét hattrowzdk meg oldnvisen reumaloid artritiazben (RAY ssenvedd

beleg bioldgial numdidbal,

A taldhmany egy mdsik olinyds Kvitel modie seenint a BMPS, CDIGOE. CYPIBL
QLT BXFIL &5 UBEZH penek, vagy ar ARHGEFIR, CADMZ, CDB00E, GOLE, RIDKS &
UBEZH geoek, vagy a CADMZ, CINBOOE, CYPIRL, MMD, ODCT, BNFI and UBR2H gdnek
exprosszids seinit hatdrozzdk mep olfnydsen gyulladdsos béibetouséaben, peldid Crobne

befopsdehen a szavedd heteg Blolipisl mintaighal

Elonytisen o ftaldlmdoy  seerid az eligeast 3 TNFu  inhibitermsd vald heselss
fndkonyadpinak kdveidsdre alkalnweaik,

2

A jelen lalilmdny seerint! elideds megvaldsitds sordn 8 TNFa inhibitor elénydsen TNFa

X

ellenes antitest, TNFool fuzdondlt fohérje vapy rekombindasy TNE-k3% fohérie, cltnydsebben
@

addalimmumab, certolizumab pegol, stanercept, golimumal, inflixinmeb, pegpsunercep vagy ezek

Bdemely biohasonld viltezata, mdy eldnydselber infliximab vagy Mobasonls viltozata,

A midmdny szerindt oljaras epyik megvaldsitial widdia tartslmures tovabba & fontl gének

exprosszios srinfiének Usseshasonlitd viespllatdt o teedplien fogdkony 83 nem fopskony

%

bolegesoporiokbdl sedrmard reforvns dridkekkel,

A talshoany sveriotl eljdrde sonin aw pénerprosszid méricke elénydsen a fontl génekel

Aot mRNS mennyisdgl mérdsdvel tirtduik, a2 adott bioligia mintihal. & péuck expresszids
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szintiének meghativordsdrs killtndsen cldnyls elieds 2 E}NSvciﬁp technika 8% 8 roverz

transekripoict kdvetd valds-tdeid (hvantitativ realtime) polimerds Bonwreakeid (RT-PCR)

A aldlmdny seevintl olifrds opyik megvalositdsl modin wwrtelmazzs tovebbd egy
biorerker fohdrfe szintidnek meghatdroadeadt, shol » blomarker fehdrfe elényisen gvulladiskelis

§ uitokin, kemokin vagy cpy hatdanvay eilent antitest,

A jaldtlmény gy fovibbd TNFa inhibiter alkalmasdss ThFawal deszeffiopdshe
hozhatd betegstgek kezeléscben, ahol a kezeléshen részesilld beteg o tuldlmdny szerint olidngs
segitsepdvel a TNFu inhibltorral vald hesclésre fogskony betepsk esoportishs Jatt sorolva s a
TNFo inhibitor sdalimumal, cenolimned pegol ctanercept, golimunmab, flikinad vagy

1 pegaunercept

Az abrdk rovid broerteidse
1. abra & ldimdny szerintl vizsedhy elrenderss 88 1d8iers

Eg

2. dSher Az automatikus génpanehgenerdhis sematilus dtvonala,

S
7%
e

abrar Az reumatold ariritiseben (RA) szenvedd betegek seethen szignifikdng
expressaids valtezast produlkald gének normaliadll mBNE ssintiel o kezalés oSt &
utdn  {(pedrtidkeks AQPS: 003 TNFAIMG Q008 G 0010 Az okl

meghatdrezass pHoroarsay nuirds slapiin Bndnt

4, ghegr A reumatord aeteBiszben (RAY wonvedd borogek esetdhen statisstikailag

2 szignifikans expresszide viltoadst produkdld ¢ gdn normalizdlt mRNS szimisnek

~

dssrsbasonlitisa 8 tentpidrs fogdkony (R, Revmm%r} & nem fopdkony betegek (NR,

Men-roaporder) csoporiia ket

5. abwar A Crohn-betegedpben (UD) szenverdt hotopek sseteben szignifikins expresszids
viltozast produkddd geének normadizall mRNS szimjel o kerelde ol08 & utdn {pe
25 srtckek: MMPR G018, AQPS: 0,011, IGKO: 0001, TNFPAIFS: 0005, MGAM:

30111 Az Srtdhek meghatirorzdss micronrray mdnds alapidn tSrtdat,
! ; & pis

6. abrar Ax Oobnebetegségben (UD) svenvedd betegsk  oxoidhen  statiswrilailag
szignifikdns exprosszits valtozdst produkals 4 pfn normalizalt mBENS seintidnck

Sssvehiasontitdsa & MR & R betogek csoporija kiess

553
o,
(e
e,

Lipearts disdkriminanciaz-analizizsed (LA éridelt hivom géulista reumatold svitiss

cseten {BA} Av vazlopokban a baloldalil sdvok a nem fopdkony betepeket, a jobb
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oldalt sdvok pedig a fogskony betegeket reprezentaliak. Mindl nagyobb & tdvolsdy a
csaportok ko281t &e mindl kisebb az &ifedés 2 mintak kassu anndl jobb ctkaloniié
kepességpel rendelkerik az adott génlista. A Hsta teteién o sedralékok & STERTELACID
ardnyat &s a keresztvaliddlas emfiméayét mutatidk & pem fogékony betegek maxdmalis
szaménak  szonosfidsdne  fokuszalva, A microarray  vizsgdlathsl {tesziosoport)
searmazd eredmények a bal oselopokban, az RT-qPCR vizsgdlathdl (validdlis
csopert) szdrmazd eredmények @ jobb oszlopokban lathatdk, mindegyik génpanel

etén. A microarmay adatok a%a;ggsm legnagyobb p-értdket motatd gének fistdja a jobb

oldalon szerepld oszlophan Jithatd, ezek szolgaltak negatty kontrolként,

Linedris disskriminancia-analizissel (LDA} éndkelt hirom génlista Crohn-betegség
ssetén (CD). Az oszlopokban a baloldali sdvek a nem fogekony betegeket, a jobb
oldall sévok pedig s fogskony betegeket reprezentdlisk, Ming! nagyobb a tavolsdg a

CSOportor ko6t & mindl kisehb az &tfedés a mintsk kbzott anidl jobb elkiianits
képességgel rendelkerik ax adett géntista, A lista tetején & sedealéhok a szegregdeio
aranyat €s @ kereszrvaliddlis eredményét mutatidk a nem fogékony betepek maximalis
szamédnak  aonositisdra  fokuszélva, A& microarray  vizsgdlathal {tesztesupon)
sehrmazd eredmények g hal osxlopokban, az RT-gPCR vizegalathdl (validdlasi
csoport) setrmazé eredmények 2 jobb oszl topokban lathatdk, mindepyik génpanel
gsetén. A microarray adatok alapidn legnagyolb p-értéket mutaid gének listdia a jobb

sidalon szerepld oselopban lathato, ezck smigé.kak negativ kontrolként.

Az egyes génpanclekben szerepld gének széma és az adott geénpanel F-dridke kosott

korrelicié minden génpane! esetén a feszesoportban és validaldsi csoporthan, RA-ban,

Az egyes génpanelekben szerepld gének széma ds oz adent geénpanel F-éridhe koot

korreldeid minden génpane! esetén a teazcsoportban és validalast csoportban, CD-ben.
dbra; Crobu beteghen ELINA-val mdet IENy suint (fesziesoport)

gbra: Crohn betegben BLISA-val mért [L-6 szint {tenztesoport)

cabrat RA-s  betegekben szzgmﬁ}\am kiltobséget mutaid  seérum citolinek

pontdiagrammia (fesstosoport)

- &b RA-s betegek kiinduldsi mintdiban BLISAvval mért TNFu szintje (teszicsoport)
. dbra: RA-¢ betegek kéthetes mintdiban RLISA- val méet TNFa aFintie {tes zi‘i_:sgs;}erzr}

- dbrar BA-s betegek Minduldsl és kéthetos mintdihan BLISA-val mérnt TNFa wwintie
b4 3§

{tesztosoport)
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17. dbras RA-s betegek kéthetes €5 14 hetes mintdban ELISA~val mért infliximeb seingje

{teszicsoport)
18, Crohn betegek kéthetes mintéiban BLISA-val mént infliximab szintie (eszicsaport)

{9, RA-s betepek kéthetes mindiiban ELISA-val mért infiximab szintje (tesatesoport)

A teldbmdny réseletes lofrisg

A teljes génexpresszios profil periférids vérbdl tdridnd meghatdrozdsa seokdsos sljdras ax
autolmumun betegségek patogenetikal jellomedinek loirdsdn &3 a betegségek csoporiosiidsdra. A
periférids vér egy kiinnyen hozzaferhetd, sejieket tartalmard bioldgial anvepminta & sziindst
eliarisok sordn ©rdnd haszndlatinak vanoak eldnvel. Tovabbd a keringd periférife vér
mononnkiedrds sejtek (PMBCOY & pyulladdsban részt vevd sejtek  kulcefigurdl, sedmos
kutatéesoport vizsgdlta mdr Sket microarsay technolbgiival. A keringd monocitak, T s B sejtek
génexpresszids mintazate nem feltétient] tikedzi az adott belegsdge tipusdt, tehdt o terapids
hatékonysiy ¢s g betegsdy lefolvdsdnak elbrejolzdséher a farmakogenomikal markercken wil
seltkadg van multigénes dlsgnosstikal panelvizssgdlatokma, A PBMU génexpresszids profilidnak
meghatérozdsu joval olesobb & kevéshe invaziv megoldis, munt a blopszia vagy sgyéb tavasiv
elidrasok. Ennek ellendre eddig, o MitlSnféle autoimmun betepsdpek génexpreserids profiljdaak, a

speciilis kezolds Bnychen ndnd dsspchasontitd vizsgilatdt vem végeatdk el

A terdpids hatas clfrejeledsére alkalmazhatt biomarkercket vagy ezl csoperit
dlalanosan haszodlidk a kezelds hatdkonyedpdnak javitdedra. A periférids vérbdl torténd
mindavéielnek ax clbuyds tulgidonsdpat ismertek, De a mintgk vétele és kidridkeldse sordn mind
a klintkai dolgoadk, mind a kutatdk résededl ssigord oldirdsokat kell betartani a mintdk

heterogenitdsdnak elkeriilése érdekében.

A jelon taldlmdny foltaldldt 1o elkilonitd képessdgpe! bird génpancleket azonositottak egy

teszicsoportban  periférids vér telies génexpresszids profilifnal meghatérozdsdval & az

sredményeket epy Riggetlon validdcids csoporton validaliak,

A taldlmany szerintl eljdedst a kovetkezdkben Ssszegeseiik, Aw RA-ban vagy CD-ben
szenvedd betegeltd] peribirids wért vesslink és Kivint esetben a PEMC-ket kinverjitk. A
periférids vérbdl, vagy az teoldlt PRMC-biI RNSA olihunk és revers transzkripeidval cDINSw
alftunk old. A taldlmdny szenintl gének relatfy expressaids seintiének meghaidrozdsérs

epyidejlieg RY-gPCR reakeidt is vigziink
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A jelen jalflmdny megalkotisa sordn teljes génerpresszids vizspalato vigeatiink egy
fesriosoporton Affymetrly  microarray  techsol g sepitsdpdvel  wodn, hogy  géneket
azonusitsunk, amely géneket autdn ey fig geetlan csoporton validding lchet a 2 joval pontosabh
kvantitativ real-ime polimerdz lanceeakcié segitstgevel. Az RT-qPUR a legjobb médszer s

genexpresszid mérdsére (az Srzékenység, dinamikus tanomany, a standardizalas, a teljesitmény

£s ar tekintetében) és egyben idedlis diagnosetikal esekoz is.

Ugy gondolink, hogy & validdashios nem esupan a kitnduldsl, havem a kéthetes adatok is
hasenathatok. Brért & validdlands genek csoportidhoz azokat & géneket is hozzdadndk, amelyek
expressziia a 2 hetes mintdkban is statisztikailag spignifikdns eltérdst mutatolt, tovabbd nchdny

a szakoirodalombd! ismert gént is bevontunk & vissgalaiba,

A microarray technolbgidval vizsgdlt kitnduldsi g kéthetes CD mintdk Sssechasonlitésa
sordn 5 olysn gém taldbtunk, amelyek estében a terapia hatdsdra bekdveikezd expressaids
valtozas mindkét mintacsoporthan észlelhets volt, B ek 8zl ax AQP2-t &3 a TNFAIPS-of mude
kordbban szonuvsftottdk, mint IRD markert, a2z MOAM egy feljes Senorra kiterjedd
hozzdarendelési vizsgdlat sorén azonositoft TFa-gaile kezolés hatdkonysdednak elérejeledsére

alkalmas marker gyermek 1BD esetén, az MMPY ¢ gén kifejerlddse kimutathats g gyulladésban
v fekélyes bélmintabal IBD esetshen s kKifejerddése o stromdban az IBDere jellemad
genetikal marker. Az RA betegek mintdinak vizspdlala sordn minden pén, amely szignifikdos
expresseids valtordst mutatott sz elsé két hethen Ssszefligedst mutat a beteg S€g patogenezisével:
9z AQPY &5 & TNFAIPE géuck segitségsvel elkiltnithetSk az RA betegek az epdevsdoes knntrol
cmaberektd] PEBMC génexpresszics mintizat elempds ssely aw K33 ¢ immungiﬁbtﬁin Iy gen
expresszidia pudiy seignifikdns slideést mutatott ikrekben, az RA beteg és ¢ exzséges ikorteatvdr

kb1t

Az eredmények egy fppetion validéciss os soporton RT-qPCR-rel vald validdlasa syintén
gy sor olyan gént eredményezett, amelyek expresseaidia sxignifikdns eltérést nutatott a ferdpidra
fogékony és nem fogskony hetegek kézott, O esetén exek a pének a kdvetkerth: TMEMI76R
€8 TMEM1764, amelyek a dendrilos sejtek mitkadiss befolydsolisk azdital, hogy multimereket
képeznek és patolisk a dendrikus sejt érésst. URE 2H, amellvel kapesolatban simondhatd, hogy a
TNF-a egy ismert regulftora ax UBRH- ~figed uldkvitin kowjugdld akiivitdsanak: & g WARS,
ami egy op-RNS szintetiz. RA esetén pedig 8 kivetkezSle OVPARY, ami az ostheoarthirtis
patomechanizmuosdval howhats dsszefigedshe: | PHRSS, MGAM,; és PF4, amiket &gy proteomikat
vizegalal sordn szonositottak, mint a2 RA-ben hasmale miiximab terdpia hatastalansdginak

ellrgjeladséhen fontos szereplék.
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Habdr spyss pdnek expresssidia » worapiara fogdkony €s nem fogdkony betegek kizdn

o

szignifikdns clidrést mudathay, a terdpla haldkonysdgdnak nagy pontossdagn elfreieladse csupdn

Dol

>3

génpaneiek analizdldsaval ¢rheté el

4

A legiobb elkiilon{td képesséppel bird génpanclek aronosiiasshoz Canonical variates
anglizist (CVA), vagy linedrs diszkriminancia-anglizist végestink, mivel czekben 9bh gén
egyideill, géupaneliént tSrtdnd vizsgdlata lehetsdges, amely soran knudathatok olyan slapvetd
ktlonhapeket, amelyek tkdletes elhitiSntlést eredményvernek a obbviliozds rben. Szemben
aw ggyvaltozds analizizekkel, amik figvelmen kivil hagvisk a pének kooott Itrejive

s

interakeidkat.

A hasonld génexpresarits vizsgdlatok sordn azonostiott végpont-figed génpaaslek csak
achany kizds gént tartalmaznsk, aminek oka a minte feldolgozds, mRNK extrakeid, vagy sz
adatelemzes eltdrd mddszere vagy akér a kiintkal sremponthd! omopénnek tekinthetd beteg
esoportokon vizsgdll markerek egyedi varigeidd, heterogniiasa lehet. Az a tény, hopy egv gén a
fogskony s nem fogekony betegek koot statisaiikailag seignifikéns killénbséget mutand gének
kdzé sorolhatd, nem feltddentl jelenti azt, hogy aw adoll gén a betegsée vagy kezelés
patogenstiicdiaban fontos  szerepet  jatszik.  Ennek  megllelden a3 mepfeleld  terdpia

kavalasaiasdhor o Pogckonysdgeal kapesolatba horbatd pének egy osoportidt kell viesgdlat,

Mindkét belegsdy esetén 8 fogdkony &8s nem fogdhony csoportok kfizini 1 elkilonid
képussépgel bird génpanelek, egy fladunk kdseltett bloindormatikal alporitmus segitségével
trténd auwtomatikus kivalasstdsa kirliibeldtl 4700 génpanelt eredadnyezett, 1009 szegregdoitt
eredményezve 7 fogdhony &t nem fogskony betegek koedtt. Bzek ktwil 3-3 olvan génpanelt
aronositoitunk, amelyek a panelek F-éricke, keresst validaldst adatok s hatdrértdkek slapidn a

esoportok kSzott a legiobb elkiltnits képesadggel birtak,

Meglepbdve tapasataltuk, hogy

5

1y A kedmgkus gynlladasos botegségekben, dgymimt CD d8 RA a periférids vér
pénexpresszids mintdzata alkadmas prediftiv génpanelek aronositdsdrs, smelyek

slkalmasak wz inflixioed terdpin hatdsossdginak eldrejelzdsére a panelekben sésst

veyd gének expresazids srintiének intliximab terdpia «ldtt 9rténd mérdsdvel;

2y Meglepd modon teljesen  kilSnbdzd génpanclek alkalmasak g hatdkonysdg
el8rejeledodre o CIF és RA betogek escidben, anmak cllendre, hogy g két betegség

hasonld patogenetika hitterti; &5



iRy

o
i

.
33 szdmos olyan pénpancl sther@lt  avonositant, amely  tokéletes  eliliSoiildst
eredményez a feset, &8 validdoldy vaoportok kieda, tovabba ords elkiiidniticst mutatolt

a kervesst validaldsl analiziy sordn s

A jaliimény szerintl oljdeds kulospontis o mintavéte! oddja. Az alkalmazott mddszerck

kritdriuma azw RNS bomiissnak mepakaddlyozdsa o mintdk throléss ¢s seallftisa sordn, Hrre

alkabmas eszhdeadk kereskedelmi forgalomban kaphatdk (pl. Paxgene, Leucoloo) de seek (8bhé

kevdshe eltéed seitpopulici sredményeznek, mind amilyet ujelen tanulmdny sordn hagznditunk.
A mitavéell mddszer tovibbd alkelmee kell, legven 8 mepfileld statiswmikal slomsdsher
seitkséges, lopaldbd 120-140 nunta witeldre. A mintak feldolpostsa, ¢ QU & RTPCR

technobipia mindunnd 181 et elidrdsok

Az dlalunk svoncsitont ¢ validall taldbmdny srerintl génesoport egy régdta {onndll
ipdnyt oldplt ki axeal, hogy mind a Urolm betegsde, mind 2 roumaiedd artritisz eseiében 3 TNFg

inhibiter torépldra Dgdkony & nom fogskony betepek egyérielmtt elkiilinitesdt teval lehetdvd

4
s,

genomikal elidrds beretdhen. & taddlondny srerintl disprosatibad offdrdy even a terideten sladként

touzl heheaded a soomdlyvre saboft orvosidey, amely nunden betegnek eldnydre valhat. Tuvibba
IR oxupdn & botopek wamdrs jelent oldayt, azzal hogy meghiodli oket 8 hatckony terdpia

septalalisa o6t nom hatdhony Rescldatdl, honem v orvosek, & opdseségligyt hatdsagnk

szandra s z‘.’:§€$n}g’f§s&s}.§&v§tja 2 hatdsossdgot Ss birtorndgossdgot.
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PELDAK

Vizagsiatl elrenderés

helegs

A vizspilathan o feszicsoporiol, amin g mucroarrsy vizsgdlatot elvépezitk, 206 Crohne

geben €5 19 reamainid artritisz-ben szenvedd betep alkotta (kereldst megeléizd és kéthetes

mintavétellel).

= validdlds soran 15, s validdldsi croportbs fartozd RA beteg kitnduldsi mintdist, §, a

tesztesoportha tartoxd betog mintdify &s 20 a validdlést csoportbe tartezd O beteg kiindulas

mintapdd vizagaltdk RT«qPCRarel. Az 1. dbrdn szerepld sematibus dagram mtatia a vissgdlat

eirenderdsdt ds idBbeoartisdt.

Yizagdlt seemélvek toboraing

A) Reumateld ariritisz

Bevalasztast kettériumok

&

®

Kliinikatlag disgnosstizalt rewrnatodd arivitise (az American Rheumatism Association
1987-0ta drvényes kntériumal alapjan) |
20 s 60 &y kozttt clother
Legalabb kettd, a betegséget befolydsold anti-roumés készitmény hatdstalansdga, shol az

epyik késrftmény a metotrexdl volt.
Aktiv betepség (a 28 i=dilcten smdnolt betopségakitvitas index (DAR28) »3.2).
Anti-TNF terdpifban nem részesiilt beleg

Napi 10 mg-os predaizon terapia engedélyverett, azzal a kikdidssel, hogy a dézisa
belépést megeldrden legalabh 2 hénapia stabil wolt.
Oralis kortikoseterpidok (prednizan: maximum dozis 10 mgfnap) &5 nemeszternid
gyutiadas-gatlok engedélveretiek, azzal 8 kikotéssel, hogy o déais kilndulast megelézten
fegalshb 1 hénapis stabil volt
A betegek a kitndulast megeldzd legalibb 4 hét dfa a metotrexd maxinum tolerathatd
ddzisat kaptdk {3-30 mg/héh.

N§:Férfi arday 3:1

Rizdrasi keitérivmnk:

Dohdnyzds vagy bordbbi dohdnyzas: terhesedy vagy szoptatds; malignoma vagy korabbi

malignoma; kitnikatlag szignifikdns mértékd komorhiditds, fennglls fortdudses

meghetegedés;

(lyan betegek, skiknek egyéb eredetll skt fzillet] gyolladissal jard betegsdge van/volt

R

Geyfijine adatoks



o
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Keor, RA diagnosziizdlasanak éve; IDASZE; CRP; WE,; komorbiditas; készfimények (pl
DMARDS}
A kezelést kOvetd 14 héttel a klintkat hatdkonysde Sridkelése FULAR kritdrinmok alapidn
Wrtdnik s o DARZE éridk legalabb 1,2-vel tOrténd eadlkendse eaetén hatdkonynak tekinthetd

a kezelds,

B} Uroba-betegade

Bevalaszigsi kritérivmok:
= Klinikailag disgnosstizélt Crohn-betegség
e 20 &5 60 &y kozoti Sletkar
¢ (IRAIR3SO
e Koribbl anti-TNFo terdpia kizdrt
e mefotrexdt MTX] kezelés engedélverety, de <20 mpfhét
¢ preduizol kezelds engedéiverett, de <10 mgfap
e N&:Férfiavdany 111

Kizdrast kritériumok:
Diohdnyras vagy kordbbi dohdnysds; terhesséy vagy szoplatds; malignoma vagy korabbi
malignoma; klintkailag szignifikans méreka komorbiditds; fenndlld fertbadses
megbetegedés; Olyan betegek, akiknek egvéb eradetit akut gnulladisos bélhetegsdge
vandvolt,

Gyitan adateke
Kor, CD diagnosztizélasinak eve;UDATL (ha a CDAL &rtek 130 ald catiklent, akkor a terdpiat
hatckonynak tekintik, spydh esethen nem hatdkony)y CRP; WE| komorhiditas; készitmények;
vastaghdl biopszia eredménye (ha volty; hatdkonysdy értdkeldse a kereldot kévetd 14 hdét
utan.

Mintavétel, (8roliy & feldolgords:

A hatékouysagot a hezelést kovetd 14 hét utdn orvosok értékeliek a fent Jeirt kritérivmok
alapidn, A pertférids vérmuntdkat (0 mly EDTA tartslmazd BD Vacutrainer K2E vérvdteli
osvekbe gyijibngk &5 abbdl szepardltdk a PBMC ket tovabbi 10 mi periféeids vért vettek sterdl
cstihe a szérum mintikhoz, Minden munta 8 gylijidst kdvetd gy drdn beltil feldolgozdsra keriilt.

A PBMC-ket Ficoll gradiens centrifupdldssal kildnitettds el A perifécids vért 10 md

fiziologids séoldantal highotdh &8 10 ml Fleollva réogeatéh. A Centrifipdlas 2500 mpm

sebességeel 20 percig folyt, maid a PBMCO tledéket Ssevegyiliiionék. A sejteket sévldathan

kétszar mostdk (1700 rpmy, 7 pere). TRIzo! reagensse] Hedlidk. Ax RNE fzoldldsig a tralds -70°C

fokon Bridnl.
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& végpontok statisztiksi slemadse
A betegeseporiok végpontiainak Gssrchasonlitass GraphPad Prism softverrel &8 Maane

Whitney U«;}r@h&v al toridnt (seignifikancia-szint p<0,05).

RNES obilis

Az RNS ixolilésa a PRMC-bSI TRIzol reagens (Invitrogen) felhssendldsdval tortént o
gydrtd protokollia szerint. Az RNS mennyisége Nanolkop 1000 spekirofotométer (Thermo
Scientific) késpiiicken, mig a mindsél slemzds Agilent bicanalizétor {Agilent Technologies)

kesziilekeken tSrtdnt.
Microareay

A weljes géne:{?r 58208 mintazat elemzdse a 28869 gént tartalmard Alfymetrix GeneChip
Human Gene 1.6 8T array slhkehuazésdval toriént. Ambion WT Expression Kidet {Apphed
Biosvatems) és GeneChip WT Terminal Labeling s Control Kitet (Affymetrix) hagsendlionk a
250 ng RNS minta amplifikdldsdra &5 jeldidsdre. A mintdkat 45 °C fokon, 16 dran &t
hibridizaltattuk, & mosdst GoneChip Fluidies Station 4530 agtonmwtin végestiik, a gvans
protokolin szerint, mayd g2 array sekenneldsdhez GeneUhip Seanner 704 {Allvmetnix) rendazent

hasenditunk

Micresrray-adatok kiéritkeldse

Microarray-adatok kidridhelése Genespring GX18 {Agilent Biotechnologies) szoftverrel
Wridnt. Az Affymetaix adat file-okat RMA algoritmaussal importaliuk s 8 normalizalt adatokbdl
medidnt sedmoliunk. A Kiinduldsi és 2 hetes fridhek Ssszehasonlitisa sordn, olsd Kipdsben 8
probakészlet avon 20 Y-8t amd a legalacaonyebly expressyids szintet mutatts, kisdetuk, wajd &
megmaradt prdbakeéssletet a ,fold change™ (pénexpresszios valtordsl &gk} alapidn selrigk (1,2
Srigkig Kicjtettik) A statisztikat elemzéshez Mann-Whiley U-prébit hasendliunk Benjamini-
Hochberg t6bbsz8eds hipotéris korrekeidval,

A terdpidra fogékony ¢ nem fogdkony be&ege\k érickeinek dssrshasoniitisa sordn elsd
lépéshen a probakészlet azon 20 %e-dt, ami a legalacsonyabb expresseids szindet mutatta,
Kizdrtuk, majd a megmaradt prébakéerictet o fold change” {génexprosszids vallozdsi énék)
alapidn calirtik (1,2 ortékig kiepentiik). A statisztikal elemods sordn két minids tprabdt
haszndltunk  Benmjamini-Hochberg 10bbsptrds hipottzis korrsheldval. A gének funkelondlis
csoportositdsa Panther Classification System segitségével irtént (hitp/werw panthendb.org).
HT-gPCR

A génexprosszids adatokokat TagMan Low Density Arvay (TLDA) {Applied Blosysten zs}
384wl Card segitadégdvel nyertiik, amd alkalmas akidr 184 real-time PCR egyideilt fuitatdsdea ¢

szdmos vizsgilatban alkabmazidk wdr génexressaids profil meghatiroededndl, Ezeken a kis &
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korepes teliesiiményd, a 96 dltalunk vizsgdlt géare specifikus TagMan® Gene Expression
Assay-cl elGre fehdlot moroflnidikal kictydkon egyideiideg 2 minta futhat, A cl¥NS-eket High
Capscity cDNA Reverse Transcription Kit segitségével allitotiuk el a gvartd utasitisainak
megfelelfen. Az RTPCR futdsokhor muinden mintdhd! 1pg RNS-t hasendliunk, Mintdnként 400
ng {4 ply cDNSH alkalmaziunk, Az RT-gPCR mérdsher 193¢ pl nukledementes vizet, 200 pl 2x
TagMan Untversal PCR Master Mix-et (Applied Biosysterns) adtunk, Ezt a keverdk aztén
epyenifon elosatottuk a TLIDA négy minta-bevezetd nyilisaba. Az array-ket 1 percig, 1300 rpoy
mel szobmldimdradkiaten egyaver centrifugdiuk a mintdk cgvenletes closatdsa miatt Ezutén a
kértyat lezdrtuk, hogy elkertlitk a sk keveredésdt ax egyes vukak kéz8it Az gPCR reakeist
Applied Blosystems Prissn 7TO00HT szekvencia detekigld rendorer sepiisépdvel végeatik a
kdvetkerdl sperint themwal cyeler conditions: 2 pere 30°C fokon, 10 pere 94,5°C fokon, majd
3¢ mp B7°C fokon 40 ciklpson keresztiil &5 1 pere 59.7°C fokon A kisdrietet 8 korabbi
microarray vizsgalal sovdn kivalasstott 81 pénnel & a normalizalishoz hasendlt 5 nonmalizald

{housekeeping) génnel végeatik,

RT-qPCH adatelemads

RT-qPCR adst filokal Duta Assist ssoftverrel {Applicd BioSystems) importaltuk 85 ax
alapanalizis sovdn kapolt nyers €f értdhelet o meglelld normalizals (housekesping) pénekkel
normalizaltuk, A pormalizélé génként a Cyclophilin A< (PPIA} hasmnadltuk, mert even gén
exprosszios sziuje mudatta @ Jogkisebb shdrdst z mintdk kdzdtt. Azokat 3 geneket amelvek
expresszios suintie clidndst mulatott a tordpidra fogékony € nem fogekony belegek csoportia
kzdtt nem  porsméteres  statisziikal  tesztettel (Mann-Whitney U préba) és linedns

diszhrindnancia {L.DA) analizis segitaépével taldluk meg.

Kanonikus variancis anslizis {TVA), Hnedris diszkrininancia {1LBA)

Az clbre meghatdrozott csoporiba tartords meghatdrozdsira a canonical variate analysis
{CVA) a legmeplelelSbb madszer. A VS a8 lnedrls diszhriminancia-analisis generalizglt
valtozata, a tovibbiakban a k&t fogalmat arones ériclomben hasendljuk. A& VAL ara
hasznaltuk, hogy megdllspftsuk, hogy o tevdpidra fopdkony & nem fogdhony betepek csoportia
srétvilik-e g thbbdimenzids térben 8 genetikal viltoratossdgek slapidn, és ha igen, akkor mely
génpanelek rendelkernek a legiobl elkiilonitd képességael, A CVA eredmédnyel ax frv kanonikus
érckek (viszonyitd pontok a kanondkus térben, amelyeket o kanonikus figpvények sajatérieked
hatdroznak meg),

Autpmatikus géapanel-gonerdlas

A linedris diseheindremeis-anabizist (LAY (Hamadeh HK ot 2l Prediction of cowmpound

signature using high density gene expression profiling. Togicol Sci 2000 s TRER32-40.)
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obvan géo-panelek sutomatikus Rtechostaim hapodlak, amelyek o ktvertkezd slgositoussal

sedmoiva 100 %-08 seogrogioiat erodmdnysenek o terdpidrs fogdkany & nom fopshony betegek

cxoportis ka8t nundket betepadg veatdn, tovebbd mind » toset, ruind a validdlast esoport kdzdt

(UL} esetén 40, RA osetdn 41 gént hasvndltonk, amelveket » tessosoporon sefirtiink & 8

validalasi csoporion validdhunk):

1} A Lgenes in wmodel” szett Bochosdsa, Blelnte o szett & Sovves pént tantslmazza, Az fn.

Ls

st

B

ey

e

§

sprotecied penes” seott irehosdsa, Blointe oz a szetf tres.
Az Fedrick kisshmitase minden glue, ami o csoporiel kfz®g e csopoerton belil
variamaa srinyi.
Az :}szi‘éiyz}xé algoritmust {(LDA)Y ok mindkét csoportban  (validdcits s
tosstosopant) 8 genes in model” szettee, Mindkst escthon egy pontossip! sedzalékdrisket
Kapunk, amil 1 Jogiebb pontossdgd drtd™ként hassnalunk.
A selectable pones™ seottet a kverkesdként hatdroznk meg:

welectable pones™ = genes in model”™ minunse protected penes”
Ha & ,scleclsble pones™ szett nem fires, akkor az alporitons ax §. lépés swerdnt
'fi)iﬁ&i‘.{} ik, ha fres, akkor & 7. Mpésee ugrunk.

A selontatde penes™ aretth] péneket vossiink ki o kivetkerd modelizk alapiin

Y

2z

ad random mdadon egyentt valdszintsegpe! (uniforam moded);

b} mndore médon a gések Fodetdhkdvel forditotian ardnyos ekl valdszintisdppel
{F_prop madd};

o) & legalacsonyabh Fadridkd péneket vesenik ki

Mindegyik exetben o kivélasstott gént Simenetileg bivesseitk 2 “gones in mods!™ ssenhdl

& sutochasstibns wodellek 8 min Fomodellber képest  jobb  ssepreptiddist

sredmdnyeanek a csoportel k2Bl A wniform & Foprop modellek saochasztibus

N

algoritnusok, mig amin ooded determinisetious.

A csoportositd algontmust sz (Muowesetileg osthhentetty . genes in model” szetten

fRatink,

2} ha sz {gy szdmolt pontosadyl Sk slacaonyabb lese v, Jegobb pontossdad Sdk ™ ndl,
ghkor a Kivdleszton géat visssatossek g peves in model” szettbe #y a giw
helerakiuk a protected genex” axstthe,

b b oaw gy sedmolt pomtossag dedke logaldbb aldiora fesy, mint 2 Jegiobh portossd

Eriek™, akkor a kivilosziot gént véglopesen kivesszik o, penes In modal™ seenbdl ¢
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& profected gmt:»’ szettet kilrftjtk. A L legiobb pontossdgt Sriék”-et pedip atirjuk az
pomtossagt éridkre.
Az algoriimus a 4. Epdmél fulyviatddik.
7y Az algorttmus véget ér. A végeredmény a .genes i model” szett és egy Jegiobb
pontossigt Srtdk™
A linedris diszkriminancis-analizist az R szofiver segitsépdvel végeatiik (R Development Core
Teara (2008). R A language and environment for statisticad compuiing, R Foundation for
Statistical Computing, Vienng, Austria. ISBN 3-900031-07-0, URL htipdeww Boprofectorg ) a
seemiglictésher package MASS (Venables, W. N & Ripley, B, D. (2002} Modern Applied

Statistics with 8. Fourth Edition. Springer, New York) ¢s package wordelowd-ot haszadlva {Ian
Fellows (012} wordcloud: Word Clouds. R package version 2.0, http/CRANR-

project.org/packageswordeloud).

Enzimber kapesolt tmmunoszorbens assays (ELISA)

Az o6, -8 He12, FNg THFa, inflicionb és antt-inflixhmad antitest széram
szintjeinek moghatdrozdss <¢rdekében cnwimber RO cllemanyag  vizspilaier (ELISA)
alkalmazinnk. Quantikin ELISA kiteket (R&D Systems) hasendltank 10-6, 1L-8, 1L-12 & IFNg
mérdsekhez a gydrtd protokolia seerind. THNFa, inflivimab éx anti-infliximab antitest ruéréssher
LA8A ~TRACKER Premiom Inflodmed et (BioMedical Disgnostics) husznsltunk, Az
eredmeényeket pg'mi-ben adiuk mep. Az adatok elemyése GraphPad Prism szefiverrs! és Mann-
Whitney U-probdval drtdnt {szignifikancia-szing: (p<,05)

PELDAR
1. péida

A reumatoid sriritiseben seenvedd betegek teszivsoportjdnak mintdin végreit feljes
génexpresszids analixy
Rewmatoid artritischen szenvedd betegek teszcsoporiia

19 beteg kitnduldst &s kéthetes mintdia szercpelt @ microarray vizsgalatban, & fogdkony és
13 nem, vagy mérsdkelten fogdhony beteget azonosftottek ax orvosok. Mindegyik beteg
ugyanabban a kezelésben rédavesilt & nem-dohdnyzd volt. A fopdkony (R) és nem-fopskony
{NR} csoport kdadit nern volt szignifikdns & kildobaég 4 kor, DASZS, HAQ, CRP, rheumaiaid
faktor, anti-COP vagy DMARDK tekinterében (1. tdbldsrat),
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Microarvay qaadizis

Fogékony Nemn vagy mérsekelten
{ARLT0-30) fogdkony (ARC20-0)
kitnduldsndd 6 13

Nem FérfrNg 1S 2
Kar N§ 44,33 47 08
DAR2ZY NK 5,63 5,26
HAQ N& 127 2,06
CRP (mgfal) NR 16,83 2831
DMARDs NS 283 2,68

RF (IL¥mb) NS 105,83 14882

CCP (i) NS 875,78 73631

1. tdblazat; Az RA betegek tesziosoportianak dsszesitett klintkai paramétersi.
NS jelemiése: nom szignifikans, a DARZS, HAC &3 DMARDs . score” éridkek.

§s

A plobdlis gévexpresszids anslizis olyvan géneket Wit &&l, amelyek expresssidia
statiszitkailag seipnifikdns ohiéedst puntatott a fopgkony & nem-fogdlony betegek Riinduldsi

minddiban. A kéthetes mintdk analinise sordn szintén taldltunk péneket, amelyvek expresseidia
statiszitkalag szignifikans elidedst mutatott & fogékony ¢s nem-fogékony betegek mimal kdsdtt
Néhiny gén expresszidia ovir a kilnduldst murgdkban is s2ignifikiog eltérdst mutaiol (EPSTIL,
IFIa4, IFTTL, TRITZ, IFITE, RPCL &8 RSADRY de szamos olvan géot is taddltunk, melvek
expressidifngk valtozdsa osak a 2 hetes mintakbol volt kimutathatd (FCGR3A, GPAM, MICA,
ELOVLY, PP4, RGRT & SNORDMD. A fentt gének kdzdl g swabdrodalom ©9bbet mar
Ssszefiippdste hozott a RAwel (FCGRIA, MICA, PR IFITL, sth)A kilnduldst &s kéthetes
3 olvan gént taldliunk (AQPS, IGJ and THNPAIPS),

smely statisatikailag szignifikéns elidrés mutatolt a Benjamini-Hochberg korrekeidt kdvetden is.

mintak Ssszehasoniitdss credmdnyeként

Ezen a gének expresszidjdnak idébelt valtozdsm jelat tordpia hatdsdt. {3, dbra)

& pilda

A reumatoid arivitiszes génpanel validdlise RT-qPCR-red
Rewmatoid wrivitizshen szenvedd hetegek validacids esaportia

15 beteg kiindulast mintija seerepelt sz RUGPCR vizspdlatban, 4 fopdhony s 11 nem,
vagy mérsékelten fogdkony beteget avoumftottak az orvosok. Mindegyik beteg vgvanabban a

kezpléshen rédaresilt & nem-dohanysd volt A fopdkony (R) és nem-fogskony (NR) csapott
4 g AR Rt B
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tekintetdhen {2

s & nem fogdhony betegst azonositonak az orvosek. Mindegeik beteg ngvasabban & keseldshen

Sazeaiill 8% nemingd

ROt mem wolt

Biinduldsngl

ctabdasan.

{igsetosoporty

17

szignifiking & ktlduhs a kor,

DASRRR,

HAQ, URP vagy DMARDX

Fogdhony

Nem vagy ménackelten
fogekony

4 {6}

Naem

FérfrNe

G (15

Kop

Sy
seignifikdng

S4{a43%)

DASIR

nEm
szignifiking

HAD

e
seipnifihdns

CRP {mgdmb)
Umgim

nem
seignifikdns

LRARDs

3

som

szignifikdns

23 .69

X

RPgPOR ardlizis
Ax RUGPCR wizseal

fogdkony 85 3

Rrtyaken, tovibba 6

Shdn

Ezek kel 27 gént {8 nom snnolglt

gingl 13

s

steR mintiiaL

4. tablazet: Az RA botegek validboids caoporiianak Sasaesit

Lardielben o tosdtosoport sdatal kthatdk, o i}:\fxé& HAQ

vatamint @ tesatosoponied
nem-fogekony) mintdist haszndlng &L A validdlashos

clrendesdse g k¥vetkerd volt A nudoroarray vizsgllatok eredménye seerinm

mintakban 28 probe set mutstolt statisstihatlag seignifikdos oltdedat a B ¢

goneket ¢ 1 snoBNSeket Ksdrtud) vizsgibunk a
&t a kéthetes NR & R mintdh dsssshason

szakirodatombdl fsment gint. Ar aldbb lefrt véged analisist cock kaztl 41 pénen végentt
X %5

esiett khnkal prramdiorel

g5 DMARDs (score™ éngkek.

S beteg 2
haszndlt qPCR assay
& Rimdulds
3 NR nontik kg
TLDA
Hidsabal & 18, &
itk el ¢

killonhadget nen mutatd glosket bedank), Az RT-qPCR sredménye alopidn 4 gén expressel "j:a~

wutedt statisstikailag wipnifikdne {egyoldali Mann-Whithey U teset) el
£ s AN & "

st 2 B & MR

aoportok Kot {5, dboa), Technikat validalist is végeattink, ami ssintén sikerssnek Mzonyult.

A Crobn betegek tesatesoportjanal minidin végeelt teljes génexpresszids analizis
A Crohn betegek sessiosoportin

24 beteg kitndulast ¢ kéthetes mintdja seerepelt o microarmay vizsgalnhan, 14 fopdhony

ohdayed volte A foggkony (R) & non-fogdkony (MR ¢

conport kizdH nam volt




T4

i3

18
seignitikdos @ kidtnbedg a kor, CDAL ORP, hemoglobin, loukooiia vagy nowtrefi] gramdociia (3
bt}

Fogdkony Nom fogskony
kisncdniganal 14 &
Nem FerfiiNg 8% 33
Kor nom 362 36

saigaifikang
~ nem 318a 351
Chal e e

seiguiiiking

- porogr SRR
ey st nem RIVREAN 13,50
CRE i) et ? ;

ST szignifikdns

nen 1254 128,86

Hemoglobin (g N ? ’
il (& signifikdns

1 eucocita (G nem RRES ARG

SASREOERA 183 » -y

AN extanifikang

nem 0 4.5

Nentrodilek (W)

seignifikang
3. tablazat A CD betegek tesutcsoportjinak Gssresitett klinikat parastored,
A CDAL jelentése Croha's Discuse Activity Index &téh.

Micragrray enalizis

A globdlis génexpresszids snallzls olvan géneket @t fel, wmelyel exprosezisia
statisaitkailog seipnifiking eltdrdst mutatolt & fogdhony & nenv-fogshony betegek kilndulast
mintdiban, & kéthetes mintdk aoalfsise sordn szintén taldltunk géoeket, smelvek expresssidia
statisztikailap szignifiking eltdrést mutatott o Hpdkony &s nem-fopdkony botegek mintdl kot
Nehfny gfn oxprosszioln midr 8 kinduldst mintilan B oszignifikans olidrdst mutsion
ADXUILE, BMP6, THEMS &5 ABQU4Y de ssdown olysn géat is ialibunk, mebeb
expresszicianak valtordsa caak 2 keéthotes mintdkbal wolt kimutathatd (GPR34, PRI,
ILIRLL CAZ, MMD, SCL7AS, CADMEZ & RATNZAY A fent gémﬁk kOetil a szakirodalom
tibbet mar Sswmefliggdshe horott & Ch-vel, (BMPS, ABCCY, CAZ, HIRLIS PRDMIL A
Kiindulast #s kéthetes mintdk Ssszehasoniiidsn crododnyeként ¥ olvan péot talsltunk {AQPS,
IGRC, MUAM, MMPS and TNFAIPS), amely statisvtibaileg suignifikdns olideds mutatolt a
Benjamini-Hochberg korrekeiot kivetden s Ezen gluek exprossaiditnak idohel valtordsn jelad

terdpia hatdsdt (5. dlws)

4. piida
A Urohn betepsfges gfnpenel validdlise RT-gPURred

A Crodus berepek vallddelds esoporgia
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19
20 beteg Minduldsl mintda szerepelt ax RTgPCR vizsgdlathan, 13 fogdkony &8 7 new,
fogskony betege! axonositotiak ax orvosek. Mindegvik beteg ugyvanshban o keselésben részestils
S pemedobdnyzd volt. A fopdhony (B & nemefogdhony (MR} csoport kSséit nem wvalt
seignifikans a kilinbede o ker, CDAL CRP, hemoglobin, loukocita vagy neutrofl] granudocita

ekintettben {4, tabdaeat),

Fogekony Meam fogskony
kitndulasndl {fesstosoport) 13 {143 7 {6}
Nem Férfihé &5 (3/6) 444 (343
f 2OR 36,2} 302 (36}
Bar , : ; g
seignifikdn
COAL wen I3RI 319 3707 35L5
e szignifikine
B LTS 103 (13,58

CRP {mpimi
o seignifikdns

nem 13 (123,13 1271306
ssipniiking

Hewmoglobin {gh

Leupoeita (G} e 78 (3:02) 24300
AROIA i > rew
Y sugnifikans

fem 40 {700 TARIF45)

Neutrofilek 9% RO
{8) szignifikans

4. tabbisatc A OD bategek validacios osoportidnsk Gsseesitent Klintkal paramstersd,
Lardjeiben g tesatosoport adatal thatdk, CDAT {Oroln’s Disease Activity Index) énckek,

RE-GPROR anadlsls

A validélashoz hasenalt gPUR assay elrendesdse g kbvetkesd volt & tosetosoporion
vegrelt microarray viesgilal eredménye szerint a Kindolisi mintdkban A% probe set mutatsnt
statisztikailag selgnifikdng oltdrdst & R & NR ndatdk k826t Eeek RS20l 36 ol (o nom annotilt
géneket &8 g spoRNS-chet kizdrtuk) vissgdltuonk o TLDA kértyakon, tovibba 8 pént a kéthetes
NE &5 R mintak Sssechasonlitdedbd] $5 7, a szakirodalombd! jsmert gl Az aldbb lefrt végss

analizist ook kst 40 pnen vigeatik of (o kilinbedpet nom mutatd pdnsket kizdrink), Az RT-
¥ & R ¥ :

gPUR erodimdnye alapian 4 gén expresazitia manatont stathyetiballag seignifivdns {oypvoldali

N

Mann-Whitney U tesat) elidedst 1 B & NR csoportok késtt (8. dha)

5. példs

Az expresszids adstek Mostatisetikai olemadse

A slatigetihal analizist a 4041 RANTD) cldonlint gén exprosseids adatain vigestik

mundkét csopovtbar g fentiekben véscletesen lefrt auwtomeata génpansh-prseeilas sepfindadvel,
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arely slgoritmust arra ervezilik, hogy a logiobb, a terdpidea fogdkony &5 nem fogdkony betepek
kit elkilonitd képessépgel rendelkezd génpansieket azonositsuk.
Ar algoritmust & determintsstikus min F modellel 8¢ 5000s2¢r a satohasztikus modelickkel is
lefuttaituk. RA esetén sz F prop modell g 4747 olyan génpanel kombindeidt eredményerett,
amely 100%-08 szegregdcidt mutstott & fogékony & nem fogskony betegek kSzdtt, mind a
teszesoportban, mind a validdeids csoportban (& micreamay €5 az RT-gPUR adatokat is
haszndlval, a uniforre modell még cxndl is €ibb, 4909 génpanelt eredményezett. CD ssetdn az
credmdny 4657 ax F_prop és 4878 g uniform modellt hesandlva. A min F modellt hasendlva is
haptunk 100%%0-03 seepregteidt eredményedd géopaneleket, de meg kell jegvesniink, hogy a
artohasstibus  modellsk  mélyebb  elvildsokat  credmdnyeziek a pomiossdgl  indikdtorek
tekintetében mindkét betogség tekinteicben, Az 5000 funatds eredménycként lureidtt, 100%-us
seegrepacidt credményezé génpanclek magas szame azt sugallia, bogy & vasnak tovabhi 100%-
08 szegregdoidt eredmenyest géapanclek, ezek srdms megkSrelitleg 530 000-re tehetd,

A kereszivahiddlas megmutatis, hogy 8 modell hogyan iHlesgkedik g hipototihus validécids
szetther, wmenoyiben valds validécids szett nem &l rendelkeséwe. Mi 2 leave-one-ouwt
kereszrvaliddeidt {egvet kihagy™, LOOCY) hasznglak, ahol a validald adutként egy, ar eredett
vizegalatl korhél kiveit megfigvelést baszndltunk, odg a ireining”™ adatokat a8 maradék
meghigveldsek adtdk, Bzt addig ismételiik, mig 8 viesgdlal ki minden megfigyvelese syerepelt
validdle adatként. A szemiélictésher 393, az Foértek, keresztvaliddcid ¢s a szopregalodd

ezoportok hatdral tekintetében legiobb olktionitd képessdapel rendelkezé génpanelt valaszottuk,
A microarray adatok alapidn legnagyobb p-értdket mutatd gdnek seolpdltak negativ konirolként,
amelvek nem ruutatisk szepregactdt (5. dtwa).

Az RA escichen a legiobb elktiidnitd képewséggel bird génpanel a kéverkezd géneket
jartalmazza: CNTNAPS, OYP4ES, GIMB, MME, MX1, RAVERZD, SERPINBIO & TNFAIPS
{RA1Y: a masodik génpanel a kivetkerd pénshet tortalmazear CWINAPE, CYP4APS, EPSTI,
MME, RGS1, SERPINBIO & TNFAIPS (RAZ); s barmadik génpanel pedig 8 kovetkezdket;
FOGR3A, GRAM, GZME, IF135, MME, PTGSZ, RAVERZ, RECEés READR (RAZ3Y (7. aba)

A CD eseidben a legiobb olkidtnlid képességgel bird pdopanel a kévetkerd géncket
tartalmarze: ARHGEFIR, ENDODI, POORIA, GULLC, GPR34, KAT2B, MAPLLLA3R ¢ DO
{CD1) 2 masodik génpanel a kdvethezd géneket tartalmarza: ABLC4Y, AIDA, ARHGEFR1Z,
CADMI, FMNI, KATZE, ODCL, PCYTIB & RNASE2 (CD2); a harmadik géupanel pedig a
kivetkerSket; AIDA, CADM2, GCLC, KATRB, MMD, PCYTIR, PIPSKIH, RIOK? ¢ RNF1
{CI33) (8. dbwa).



‘ Negatilv
Génpanel # RAlL RAZ RA3
Koniroll

reumatedd | Teszi- | Validdel | Teset- | Validdeis | Teszt | Validaeid | Teszt-
ariritisz | csopo 8s csopo | 8 cspport | esopo | 8 csoport | csopert
csaport ¥t esoport vl Fy 4
Csaportok | 100% 100% 100% 100% 100% 100%

L&
(V]
R

szegregdeid

ja
Keresztvali | 100% §7% Q5% 93% 5% 37% -
dalas
credménye
Adatok Micro RT- Micro | RTgPCR | Micro | RT-gPCR | Micro-
forrdsa -grray | gPCR | waray ~arTay array
Negativ
Génpuanel # (8} B2 Ch3
kontroll
Crobo- | Teset- | Validdct | Teset- | Validicid | Teszt | Validdeié | Tesete
betegadg S0P 8% SROpa | S oseport | csope | s asoport | esoport
csoport rt eseport ¥t £t
Csoportok | 10% 100% 100% 0% 100% 100%% 35%

SECRTeRActd

Ja
Rergsetvall | #5% &% G4 R5% Qi RQ%% -
délds
eredmeénye

Adatok | Micro | RI- | Micro | RT-qPCR | Micro | RI-GPCR | Micro-
forrdse “attay { qPCR | -areay ~RLERY array

3. tablarat: A szeniSletdshez vélasetot! géupanelek pontossigt indikatoral. A valasstott
génpanelek szegregaoids €s keveszivalidélas adatal, valamint 8 negativ kontroll lithatok,

A 8. & 10, dhrdn lathaidk a fogdkony &¢ nem fogdkony belegek kdzsn 10M%-03 szegregdeidt
mutatd panalek Feéridke én a benndk szerepld pinek széma panelenkdnt, minden betegosoporths]
{mindl nagyobh az F &rtéh, anndl jobb a szopregdcid, tehdt a legalscsonyabb Fudnékhel
rendethezd panel a modell loggyengdth ponidt képviseld), F-érick alapian sorba rendezve, a

legiobh elktlonitd képessépgel bind génpanclek varhatd sedméngk becslése érdekében. A
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mingmwn F-grtdk ghebe  inflexids  pontia  alapitn mwgallapithatd, hogy RA esetén
hozravetblogosen 330, mig CD ssetén kirtlbelll 200 gdupavel eredményez 16 elkiildniést,
megiegyetk, hogy ax AbrAn szerepld Sssres géupansl 1000%-os elkiiloniilést eredményes a

fogékony ée nem fogdkony csoportok KOzt
&. példs

ELISA analizis

Az BELISA wmérésck célia 8t gyulladiskelié citokan (TNFo, 116, LR, IFNg & ILI2) ax
mflixinalr ¢s az infliximab ellend antitest szédrunmzintidnek meghatdrozdse volt, A 6, tdblsat
mutalia, hogy az RA-s betegek esetdhen az {L-12 swintichen statisztikailag szignifikéns eltérés
volt lapasziathatd a fopdkony és nem fogdkony belegek kitnduldst mintdi kSzdtt {statisztikad
anadizist wvégesve), mig a Crohn betegek esetdben a TNFy sinfje rutatott szignifikdng
kitlonbséget, Ar RA~s csoporthan a TNFe szintet with TRACKER Prenmdum hufliximab kittel

méntik, & 11-13, dbrak pontdiagramijai mnatagak az Ssszehasonlitdat,

Reumstoid artritisz Crohn-betegsdy
NRvsRa kitndulds vy KRwERa kiindulis vs
kiinduldaskor kethetes kiinduliskor kéthetes

.6 0,2 8,03 a2 8,085
I8 0.3 .01 8,9 0,06
112 #.08 8,058 3.8 a8
INKg 4.5 0,5 §.02 0,06
THRE 0.2 0.67

6. tablazat A citokinel BELINA mérésénck statisztikal. A pdridheket az NE vs R és
kitnduldst vs kéthetes citokin szintek adatainak statisztika analizisével hatdroziuk meg,
amihez Mann-Whitney 11 tesziet haszndltunk, A pirossal jelSh éeidkek g statisstikailag

seignifikdos drigkek.

A TNFr, gz infliximab 63 gz abinfliximad ELISA tessteket LISA “TRACKER Promium
Infliximab kittel is elvégeatiik. & kitek korldtozotl szdmirs tekintetie] csak o tesztcsoport mintait

vontuk be g viesgdlatba, A mintak a kSvetkezdk voltak:

ThFa 17 RA kiindulasi, 17 RA kéthetes 7 RA 14 hetes
Inthiximab 16 CD kdéthetes 19 RA kéthetes 7 RA 14 hetes
Anti-infliximab 17D kéthetes 19 RA kéthetes TRA 14 hetss

A THFa szind teh@ csak a teswtosoport mintdin left mephatirozva, de sem & kiindulasi
mintdkban, sem a 2 hetes mintdban, sem 3 kiinduldst & 2 hetes eredmények Sssechasonlitisa
sordn nem Ssslohiink eltéedst {14-16. dhrdka

Az infiximab &5 az inflisimab ellent gntitest szintidt az BA &8 OD tesstosoport 2 hetes g8 14 hetes
mintdiban méritk (17-16, dbray. Az nfliximeb ellend antitest seinijét csak abban a 3 beteg

anntgisbol lehetent deteltdlnd, skiknek = 14 betes mintidban az infliximad szintje O volt
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