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3. Multifaktorialis betegségek genomikai vizsgalati
modszerei

Ebben a fejezetben a multifaktorialis betegségelogekai vizsgalatok fontosabb modszereit,
€s a hozzajuk tartoz6 elméleti alapokat foglaljgkz@. A csak genetikai vizsgalatokra
alkalmas modszereket, illetve a moédszerek techhi&aeréél mas forrasokbol
tajékozodhatunk. A genetikai, statisztikai alapbitacsak annyiban lesz sz, amennyi
szorosan kapcsolodik a targyalt moédszerek megémeésStatisztikat, bioinformatikat
részletesebben a kovetkdejezetben targyalunk.

3.1. Statisztikai alapok

3.1.1. Hardy Weinberg eloszlas

Hardy Weinberg egyensuly (HWE)a genotipusok varhaté eloszlasat irja egy random
populaciéban.
Az allélok relativ gyakorisagat két egyenlettebijbk le.



p+tg=1lesp?+2pq+q*=1
Ahol:

« p agyakoribb (major) allél frekvenciaja

- qarika (minor) allél frekvenciaja

« p?és g2 a homozigbta egyedek gyakorisaga
« 2pq a heterozigoéta egyedek gyakorisaga

A genotipus varhato eloszlasanak szaniseggékeit gy szamolhatjuk ki, hogy a kapott
ertékeket megszorozzuk a vizsgalt populacidbat égyyedek szamaval.

A HWE-t6l valo eltérés ellefrzését minden populaciégenetikai vizsgélatnal BMégezni,
amelyben a vizsgalt csoportok genotipus elosziassgialjuk valamilyen szempontbol. Az
0sszehasonlitadst, amelyben az elméletileg varthasalast hasonlitjuk 6ssze a kapott
eloszlassaly’ statisztikaval lehet elvégezni, és manapsag reméieinternetes programok
allnak rendelkezésre, amelyekkel konnyedén el tud@gezni a tesztet. llyen web oldal pl. a
http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/cgi-bin/hw/hwalgmellyel egyszerre tobb allélnal is el
lehet végezni a vizsgalatot, rdadasul, ha két gapatl hasonlitunk dssze, az oldal
asszociacios teszteket is vegez.

A HWE elméletével itt csak annyiban foglalkozunkgl mit jelenthet altalaban ezekben a
vizsgalatokban, ha a kapott eloszlas szignifikasadnbozik a varttol. Az eltérés tobb okra
vezethed vissza:

* A genotipizalas hibas volt.

* A mintavétel nem véletlensZeml.: sok rokon van a mintaban.

» Beltenyészetifibred) populacié. Mindkét utdbbi esetben a homozigoétdnga
megro.

* Avizsgalt allel egy isméids (repeaj, pl. CNV régidban helyezkedik el. Ebben az
esetben altalaban a heterozigotak arangneg.

* Avizsgélt allél valamilyen szerepet jatszik a gak populacio fenotipusaban. Pl.: a
cisztikus fibrézis (CF) monogénes betegség naggearsfelebs CFTR gémF508-es
allélt vizsgalva, CF-esekben a homozig6ték tulsatydathato ki.

Ha egy genotipusnal eltérést tapasztalunk a HWEaldemtroll populaciéban, akkor az
altalaban kizéarja azt az allélt a tovabbi vizsgathdl, hiszen hibas eredményekhez vezethet.
A beteg populacié esetében is (case-control viasgi@hal) az els négy eset mindegyikében
hasonlo a helyzet, de itt mar ennek megallapitasa elemzéseket igényel, pl. masik
modszerrel is el kell végezni a genotipizalastyvagopulacioban tapasztalhato rokoni
kapcsolatokat mas moédszerekkel is vizsgélni kedl alyenomikai tipusu elemzéseknél,
amikor egyszerre nem egy, hanem esetleg tobb 0wy millié genotipust vizsgalunk,

ez a tébbi genotipus elemzésével tisztazhatd. dan&gppen szamunkra a legutolsé eset a
legérdekesebb. Ha egy genotipus hajlamosit a \idsgi&gségre, akkor az a vartnal
gyakrabban fordulhat &la beteg populaciéban, mint az egészségesben.dHa bhetegség
kialakulasaval szemben, akkor pedig ritkabban. Métesetben értékes informaciéhoz
jutottunk az illet genotipusrol, amit persze mas médszerekkel mégligikell, hiszen,

mivel itt egy statisztikai probat végzink, nem zéhki a véletlenszénévedés lehésege.
Ritkan ezek ellentéte isébrdulhat, azaz pl. egy masik lokuszon talalhatél akozza a
betegséget, és a gyakrabban, vagy ritkabkidardlld genotipus befolyasolja az egyedek
tulélésének esélyét. Természetesen, mivel ittSgasaciorol van szo, erre is érvényesek azok
a megallapitasok, amelyet az asszociacio cimsudalgyalunk.



3.1.2. Kapcsoltsag és haplotipus

Ismert, hogy az ivarsejtek fédésekor aneidézissoran a homolég kromoszémak kozott
crossing over vagygenetikai rekombinéacié zajlik le, azaz a két homolég kromoszéma
genetikai anyaga részben kicséd#k egymassal (1. abra). Példaul, az emberi hirsejeek
meidzisakor atlag 49 crossing over torténik. Ensgkempontunkbél az a jeléstge, hogy a
korabban egy kromoszoman, két egymas melletti malkerulhet egymas méll Mivel az
asszociacios és kapcsoltsagi vizsgalatok esetétigairmarkereket hasznalunk, ennek, mint
latni fogjuk, fontos kovetkezményei vannak. Annakkgmzésere, hogy egy populacioban két
allél milyen eséllyel 6rokidik egyszerre, vezették bdimkage disequilibrium (LD,
kapcsoltsagi kiegyensulyozatlansag) fogalmat. Exyalom azt takarja, hogyha két allél
egymastadl figgetlentil 6rékdiik, akkor a populacios eloszlasuk egymashoz képesiom,
véletlenszdr (azaz koztik egyensuly van). Ha azonban valamaloiogva, (altalaban azért
mert egymas kozelében vannak igy nem egymastoeflaggil 6rokbdnek) ez a véletlenszer
eloszlas megsmik, azt mondjuk, hogy kapcsoltan 6ré#hek, és valamilyen foka LD van
kozottuk. Egy masiklefinicio: egy kromoszoman |éwkét markerpozicié kdzott linkage
disequilibrium all fenn, ha a két pozicion talathatlélokat tekintve bizonyos
allélkombiné&ci6 gyakorisaga eltér az egyes all@pikorisdgadnak szorzatéatol.

Példa: két SNP, mindkétt 50-50% gyakorisaggal A, ill. G nukleotidok fortlatnak eb. Ha
nincs LD a két pozicid kdzoétt, azaz egymastol fiilggell 6rokbdnek akkor az AG
kombinacionak 50% x 50% = 25% gyakorisaggal kélffardulnia egy populaciéban. Ha a
vart 25%-0s egyuttesd@brdulas helyett 40%-ban forduléehz AG kombinacio egy
populaciéban, azt jelenti, hogy nem egymastal ftiggél 6rokbdnek.

Az LD-t koefficienssel szoktak jellemezni. Leggyakban két ilyen koefficienst hasznélnak:
a standardizalt LD koefficienst D’-vel az Un. kdaeiés koefficienst pedidftel jelolik. A két
koefficienst eltéd moddon szamoljak (lasd:
http://en.wikipedia.org/wiki/Linkage_disequilibriuinde az értékik két szélsrtéke és azok
jelentése megegyezik egymassal. Mindkét koefficesetében 0 azt jelenti, hogy a két allél
egymastal figgetlentl ordkdlik (azaz egymassal egyensulyban ,,equilibriumbaai)y mig
az 1-es érték teljes kapcsoltsagot jelent, azat allél abban a populdciéban mindig egyiitt
fordul el. Ezt gy szoktak interpretalni, hogy a két alg@ymassal teljes LD-ben van. Az 1
kozeli értékek mindig és kapcsoltsagra utalnak.

Ha két vagy tobb allél egymas mellett van, és egyyeZordulnak €, akkor azt mondjuk,
hogy egyhaplotipusonvannak. Egy masik definicié szerint: Ha tdbb, eggmelletti allél
gyakran fordul & killénb6z emberekben egyszerre, azaz egyutt Gdikkk (kdzottik csak
ritkan van crossing over) akkor azt mondjuk, hoggkeaz allélok egy haplotipuson vannak.
Hogy egy adott populaciéban milyen gyakran fordklak egyszerre az allélok, annak
jellemzésére aaplotipus frekvenciatszoktuk hasznalni. A kilénbépopulacidkban eltér
haplotipusokat és haplotipus frekvenciakat leHélnia Ennek feltérképezésére indult el
2002-ben aapMap project, a HGP folytatasaként (Itiitp://hapmap.ncbi.nim.nih.goes
http://en.wikipedia.org/wiki/International_HapMapdeci), melynek azota mar 3 fazisa is
lezajlott (1,2).

Genomikai vizsgalatoknal fel szoktak rajzolni asgalt populaciok, és SNP-k haplotipus
térképét. A leggyakrabban hasznalt abrdzolasi mé@otabran mutatjuk be. A haplotipusok
megallapitasara és frekvencigjuk kiszamitasaraesram line szoftverek allnak
rendelkezésre, pl. Haploview 4Http://www.broad.mit.edu/mpa/haploview/




Még térjink vissza a kapcsoltsagra. Genomikai/gjeaietizsgalatokndl a kapcsoltsagot két
ertelemben szoktuk hasznalni. Azéejelentése, ahogy @b is kifejtettiik: kapcsoltsag lehet
két genetikai I6kuszon elhelyezkekiét allél kozott (azaz egyutt 6rékinek). A masik
jelentése, hogy kapcsoltsag lehet egy allél, vagyhaplotipus és egy fenotipus kdzott (pl.
betegség, hajszin, szemszin, 1Q, koleszterinsttint #yenkor feltételezni lehet, hogy ez az
allél (vagy a vele kapcsoltsagbandémasik allél, vagy egy egész haplotipus) befolyasol
annak a fenotipusnak a manifesztalédasat.

3.1.3. LOD score

Bar aLOD scorejelenttsége az utdbbi években csokkent, régebbi genomikdikacidkban
szinte mindig ezt az értéket hasznaltak annaknelésére, hogy egy genetikai marker és egy
fenotipus kdzo6tt milyen és a kapcsoltsag. Itt most a teljesség igénye nék@D score
jelentését tisztazzuk. Részletesebben lehet tapgknmngyenesen letdlth&ebn line
konyvekidl, pl. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7580/agy mas internetes
forrasokbdl, plhttp://en.wikipedia.org/wiki/Genetic_linkage

A LOD jelentésdogarithm of odds azaz azsély 10-es alapu logaritmusaA scoreaz angol
erték sz6. A.OD scoreegy statisztikai fogalom. A statisztikdban sokdzasznaljuk a
nullhipotézist, ami altaldban egy hipotézis elvétgsloli, és azt vizsgaljuk, hogy mennyire
allja meg a helyét a nullhipotézis. A p = 0,05-dglké azt jelenti, hogy ekkora az esélye a
nullhipotézisnek, azaz 0,95 (95%), az esélye, hmmyy igaz. Mas szavakkal, 0,05-6s p
ertéknél 20 esetben egyszer (100 esetben dtsz@dhétiink. Kapcsoltsagi vizsgalatokban a
nullhipotézis azt jelenti, hogy a két I6kusz kdaiitics kapcsoltsad.OD = logarithm of

odds annak az esélynek a 10-es alapu logaritmusa, hokgt [0kusz genetikailag

kapcsolt, 6sszehasonlitva annak az esélyével, haggm kapcsolt Pl. LOD = 3 azt jelenti,
hogy 1000-szeres a valésisiége (18) annak, hogy két l6kusz egyiitt 6réétlk, mint annak,
hogy nem. ALOD score=3 felel meg a p=0,05-6s valosiasegnek (magyarazatat Id. pl. az
elébb emlitett konyvben).

A LOD scoreos elemzést hasznéltak, amikor még a 90-es éeghnek kdrnyékén
feltérképezték a monogénes betegsegek genetikaré@tlyenkor unparametrikus LOD
scoret hasznaltak, azaz paraméterként meg lehetettaackaladfa vizsgalatok alapjan az
oroklodés tipusat (pl. recessziv), és a betegseg peadjerpenetrancia= %-ban kifejezett
érték, amely azt mutatja, hogy a betegséget okaraaiot hordozdk hany szazaléka beteg).
A multifaktorialis betegségeknél ilyen paramétetalam lehet megadni, ezért itham-
parametrikus LOD score szamitast hasznaljak.

A LOD score-t pl. a teljes genoniggéskor hasznaljak (Id. ké&sb). Ezekben a vizsgalatokhoz
olyan csaladokat keresnek, amelyben egy testvénpdtkét (vagy tobb testvér esetén tobb),
tagja beteg a tanulmanyozott betegségbenatiztted sib pair (ASP)analizisnek hivjak.
Ezekben a vizsgalatokban a siiden (esetleg egyéb rokonokban) és nagykbign is
elvégzik a genomikai $izést. A bonyolult statisztikai elemzést pénzért wdasgrolhato
szoftverekkel (pl. Genehunter) lehet elvégezni.éMmagasabb LOD értéket kapunk egy
markerra, annal nagyobb a val6sdége, hogy az illétmarkernek van valami kéze a
betegséghez, azaz pl. kapcsolt egy mutaciéhoz ydmekajarul a betegségre vald
hajlammal. Ezért ezt a vizsgalak@tpcsoltsagi vizsgalatnaks szoktak nevezni. A 3. abra
egyilyen kapcsoltsagi vizsgalat eredményét, azaz a s€e gorbét mutatja. Altalaban
LOD score >3 esetén beszéllink bizonyitott kapcagitd, mig <-2 esetén biztosan kizarjuk a
kapcsoltsagot.




3.1.4. Poziciondlis klbnozéas

Pozicionalis klonozéeak nevezzik azt a technikat, amikor pl. a kapsagltvizsgalatoknal
az asszocialt, a LOD score csucs atagemomregiokat kilénbdaljabb markerekkel tovabb
szikitjuk, majd pl.in silico és laboratoriumi modszerekkel (pl. génexpresgniéss, DNS
szekvenalas, funkciondlis vizsgalatok) megkeresziksszociacioért fetid gént, és annak
mutaciojat. Részletesebbdritp://en.wikipedia.org/wiki/Genetic_screen#Pogitib cloning

3.1.5. Founder popul&ciok

Mivel két I6kusz kozotti, a meidziskor bekdvetkerossing over valoszisége
megkozelibleg aranyos a két I6kusz egymastol vald tavolsdgarafelhasznaltak, az un.
genetikai thvolsagbecslésére, és bevezették (Thomas Hunt Morganifdgbe genetikus
tiszteletére) @entiMorgan (cM) mértékegységet. Ennek alapjat I0kusz kozoétt 1 cM a
genetikai thvolsag, ha annak a valésziisége, hogy koztuk crossing over kdvetkezik be
1%. Régebben, a human genom megszekvenalésaet a mértékegységet hasznaltak két
I6kusz kozotti tavolsag megadésakor. Mivel a reliimd@cio mértéke (a két homoldg X
kromoszOma miatt) enyhén nagyobbdklmen, ezért a genetikai tavolsagok altalaban
kisebbek férfiakban. Manapsag alkalmazasa kezakisz, €s egyre inkabb a bazisokban
megadott fizikai tAvolsagot hasznaljuk, bar markeésolsaga eseténilég
csaladvizsgalatokban, sokszor praktikus a gendtikailsagot (is) megadni. Korulbelll, 1 cM
=1 Mb (megabazis) fizikai tavolsagnak felel meg.

A meibziskor bekovetkézcrossing over kdvetkeztében, ha egy mutécié ketétkegy
csaladban, és az, nemzedékeken at tovabliitikiklh kozelében talalhatd |6kuszok eg§ id
utan egy bizonyos eséllyel elkeriiinek ikl Minél messzebb van egy I6kusz, anndl
nagyobb eséllyel. Ennek, kapcsoltsagi vizsgalato&na kdvetkezmeénye, hogyha egy
betegséget okozd mutaciot egy kapcsolt markersgivel szeretnénk detektalni, annal
kozelebbi markert kell hasznalni, minél régebbdetkezett a mutacio. Ez teljes
genomst#iréseknél azt jelenti, hogy nagyairi genetikai markereket kell alkalmaznunk,
hogy jo eséllyel hasznaljunk olyan markert, ametelyjséget okoz6 mutacioval kapcsolt.
Minél tavolabbi rokonsagban éallnak egy populacgiaaegymastol, annalisibben
elhelyezked markereket kell hasznalnunk. Ehhez még azt is&kelt tenniink, hogyha
torténelmi tavlatokban gondolkodunk, akkor minderber rokonsagban all egymassal.
Példaul, becslések szerint az UK jelenlegi lako&lsakét egymassal nem rokon embernek
atlagosan 22 generacidval eitelvolt kozosése, azaz 44 meiozis valasztjaket egymastol.
Ennek az a kdvetkezménye, hogy a k&iizen 3 cM-ra ley [6kuszok esetén (1-0,0350,26
az esélye, hogy a két nem-rokon emberben is egymelistt maradjanak. Ez agy jon ki, hogy
3 cM azt jeldli, hogy 3% az esély a rekombinaciieét lokusz kozott. Annak az esélye,
hogy nincs rekombinacié 1-0,03 = 0,97, amit a 4degécio miatt, ennyiszer kell
osszeszorozni. 20cM tavolsagbanslédkuszok esetén, (1-02¥5x10° az esély ugyanerre.
Mivel a human genom cM-ben kifejezett mérete 3.€0I0 ki lehet szamolni, hogy az UK
populaciéban, milyenisiin kell a markereket elhelyezni, hogy j6 (mondjukR®bs) esélyiink
legyen arra, hogy minden mutaciot megtalalunk.

A human kapcsoltsagi vizsgalatokban itt lehetdttafsznalni, az an. ,founder populaciokat”.
Founder populécid kisszambsre visszavezethiebeltenyészet populécid, azaz olyan
populacid, melyet vissza lehet vezetni kisszamiadsa, vagy egyénre. Ezek valamilyen
oknal fogva izolaltan élnek (pl. féldrajzi (pl. kizigeten élnek), vagy tarsadalmi, vallasi
okokbol csak egymas kozott kothetnek hazassagutitiea rokoni tavolsag sokkal kisebb
kozo6ttuk, mint egy nyitottabb populécidban. llyeyppléciot alkotnak, pl. a finnek, quebec-i
francia-kanadai populéacio, izlandiak, a huttentegy az amish k6zdsségek. Egy vizsgalatban
bizonyitotték is ezt:



20 mikroszatellita markert vizsgaltak 664 brit & 4inn egyénben a 18921 régiéban. 1 cM
tavolsagban laymarkerek kdzott teljes volt az LD mindkét popuddoan. 1-3 cM esetén 75
markert®l 20 volt kapcsolt egymassal a brit populacioba {2 (26,6% ), 61 a finn
populaciéban (81,3% ). >3cM tavolsagu markerekésset britteknél mar nem voltak LD-
ben egymassal a markerek: 0/62 (0%); a finnekbsronit még 20 egymassal LD-bendév
markert talaltak: 20/66 (30,3% finn). Tehat csdlka populaciéban volt esély arra, hogy egy
markerrel kimutassanak egy >3 cM-ra elhelyegkeditaciot. Emiatt genetikai
vizsgalatokban ékzeretettel hasznaljak a founder populacidkatzéses betegség genetikai
hatterének tisztazasakor jelésneredmeényeket értek el ezek felhasznalasavalalékyyes
cégek founder populaciokat ajanlanak fel ezekhazsgalatokhoz, Id.:
http://www.genizon.com/english/discovery/foundenht ahol a quebec-i francia-kanadai
populaciét ajanljak genetikai vizsgalatokhoz.

3.1.6. Asszociacios vizsgalatok

Valamilyen jellems (pl. betegség) genetikai hatterének tisztazaséalgg a legnépsdrb
modszer az asszociacios vizsgalat. llyenkor magkeotipizalassal, majd statisztikai
modszerekkel azt vizsgaljuk, hogy egy marker milgséllyel asszocial egy betegséggel.
Az asszociacicegy statisztikai kijelentés. Ha egy marker assdagy fenotipussal az azt
jelenti, hogy az adott allél (marker) szignifikanggyakrabban fordul élegyiitt az adott
fenotipussal, mint az varhato.

Pozitiv asszociacionak szamos oka lehet:

- Direkt hatas: a vizsgalt allél okozza a betegseget

-  Természetes szelekcid. Az iltedlléel megndveli a tulélés esélyét a tanulmanyozott
betegséggel szemben

- Populéaciés réte@aés population stratification): egyes népcsoportokban bizonyos
allélok gyakrabban fordulnakdlPl. evépalcika gén (HLA-A1 gyakoribb a kinaiakban)

- Statisztikai hiba (Un. egyes tipusu hiba, azaz bqozitivitas)

- Avizsgalt allél LD-ben van a betegségben szergpsz0 alléllal (pl. mutaciéval).

A fenti okok kozll, itt ketit részleteziink (a statisztikai hibakrdl, Id. pl.ekizo fejezet). Az
egyik a populacios rétegdés, ami az egyik legnehezebben korrigalhaté pnodi@kozza.

Ez azt jelenti, hogy ilyen tipusu populécids vidaggknal fontos szempont, hogy az
0sszehasonlitando két populacio populacios 6ssketdegegyezzen egymassal. Hogy
milyen problémat okozhat, ha ez nem teljesil, stagrtebb elméleti példazat azpalcika-
gén esete. Ez a példazat roviden azt mondja: tefgyiikogy azt akarjuk, kideriteni, hogy
van-e annak a képességnek, hogy valaki tudspaeikaval enni genetikai hattere? {gunk
hozza két populaciot, amelyek k6zll az egyik tushalcikaval enni, a masik nem (kontroll
populacid). Abban az esetben, ha ad elspulacio éleg kinaiakbdl all, a masik pedig nem,
akkor azt fogjuk talalni, hogy a kinaiakban gyakés eurdpaiakban ritkabb) bizonyos HLA-
A2-es allél efs asszociaciéban all azapalcikaval evés képességével. Ez nyilvanvaldéan
hamis asszociacio, amit a két populacio helyes d@agztasaval el lehet kertlni. Azonban ez
nem mindig ilyen egyérteltn Fsleg a mai globalizalt vilagban, gyakran élnek egyiit
kulonbo® etnikai csoportok, részben kevert, sokszor veggestikai hattérrel (pl. USA-ban
afroamerikaiak, hispan-amerikaiak, eurépai erédeterikaiak stb., vagy Magyarorszagon a
romak és nem-romak stb.), és az etnikai besorstdszor pl. etikai okok miatt nagyon
nehézkes, vagy akar lehetetlen. Amikor két ereslptihds etnikumhoz tartozé populécié
genomszinten keveredik egymasgapulation admixture-nek nevezzik, €s ezt a jelenséget



egyes genetikai vizsgalatoknal fel is lehet hasur(&d. population admixture mappirg 9.
fejezetben).

A populéaciérétegadéstdl adodé hibaknak az elkertilésére szamos modszigztak ki. Pl.

a bel$ kontroll modszerek. llyen mansmission disequilibrium test (TDT) alkalmazasa. Ez
ugyan 50%-kal tdbb munkaval jar, hiszen beteg +5zig kellenek hozza. Azokat a sékiet
valasztjak ki, akik heterozigétak a betegséggel@salé M1 markerre, és azt vizsgaljak,
hogy hany szi#l adja at az M1 allélt a beteg gyerekébe vs. hany. ika az M1 marker nem
asszocial a betegséggel, annak esélye, hogy aetgkppja a sz&tol 50 %, ha asszocial,
akkor ennél nagyobb. Ldnttp://en.wikipedia.org/wiki/Transmission_diseghiium_test

Egy masik modszer@iscordant sib pair analizis. Itt olyan testvérparokat vizsgalnak,
melyek kdzil az egyik beteg, a masik nem.

Manapsag a genomikai médszerekdagsével egyszerre rengeteg markert tudunk vizsgalni
Ezzel kapcsolatban mar kifejlesztettek olyan stéikai modszereket, amelyek korrigélni
képesek az eltéretnikai hattérrel rendelkézpopulaciok 6sszehasonlitasabdl éred
statisztikai torzitasokat.

A masik téma, amit itt még ki kell emelni, hogyiasgalt allél LD-ben van a felé&s alléllal.

Ez azért fontos, mert pozitiv asszociacié esetégragyobb valdsziiséggel ez kovetkezik
be. Az egyik fontos feladat annak megallapitasgyteomarker direkt hatasa, vagy az LD-ben

-----

k6zott,in vitro, vagyin vivo modszerekkel, allatkisérletekkel igazoljuk a funkélis hatast.
Manapsag annak is magjhaz esélye, hogw silico modszerekkel taldlunk valamit. Az
interneten szamos olyan adatbazis, szoftver ta@lbaelyekkel egy allélhez funkcionalis
hatast lehet kapcsolni. Példaul, a variacid meggtdtja egy transzkripcios faktor kbielyet,
megvaltoztatja a kddolt protein szerkezetét, miRX&kvenciat, vagy kéhelyet befolyasol,
szabdlyoz6 szekvenciat valtoztat meg, stb. A vitsgiéllal LD-ben 1é felelos allél
azonositasa torténhet direkt szekvenalassal, vagypalacio haplotipus térképe alapjan
keresuink markerunkkel szoros LD-bendémdsik polimorfizmust. A kégbi fejezetben tobb
példat mutatunk be, amelyek mutatjak, hogy menmyiegez egy marker és a betegség kozotti
kapcsolat pontos okat kideriteni. A jelenlegi geil@nvizsgalatokban ez az egyikikz
keresztmetszet.

3.1.7. Mintagyiijtések tipusai

A betegségek pathomechanizmusanak, genetikai aégediti tenyedknek a vizsgalatara két
alapvet mintagyijtési modszert kilonboztetiink meg. Az egyik a igtektiv mintagijtés
(retrospective study), ahol altalaban két populaciot, egy beteget gkegtrollt gyijtiink
0ssze. Ezt technikailag viszonylag egyidebonyolitani, akar egyetlen szakorvos is
kénnyedén elvégezheti, egysiem a hozza jaro betegéktilletve egy kontroll populaciotol
megfeleb bioldgiai mintat vesz, és rogziti (pl. kéid kitdltésével) a vizsgalathoz sziikséges
laboratoriumi, klinikai, kezelési, kdrnyezeti, Vilsedési stb. adatokat. Itt nagyon fontos, hogy
az adatok felvétele gondosan, alaposande elegtervezetten tdrténjen, hiszen ezeken az
adatokon nagyban mulik az értékelésekds@yge. A konniy kivitelezhetseg és a gyors
elvégezheiség miatt a genetikai, genomikai vizsgéalatok tumgadbbségénél ilyen vizsgalat
folyik. Angolbancase-control studynak hivjak ezt a vizsgalatot. Szamos ilyen nagy
vizsgalatot ismerlnk. Kifejezetten a genetikai dratutatasat célozta meg a 2005-ben indult
WTCCC (Wellcome Trust Case-Control Consortium). Itt 2@dt6csoport
egyuttmikddésével 16 ezer beteg és 3 ezer egészségesmintianak segitségével a
gyakori variaciok (SNP és CNV) és a betegsegekedidggéseinek vizsgalatdiztek ki

maguk elé. A projekt sikeres volt, hiszen 90 Ujegi@i variaciot azonositott, amelyek
valamilyen szerepet jatszanak gyakori betegségetéehajlamban. A projekt sikerélég



abban rejlett, hogy a nagyszamu minta és a szgjatisztikai elemzések kbvetkeztében a
talalt uj variaciok mindegyike nagy valésigeggel valds asszociaciot mutat, szemben a
kordbbi eredményekkel, ahol az eredmények talnytiibibségét nem tudtadk egyeértéiem
igazolni. Az eredmények masik nagy jel&s#gét az adja, hogy mivel nem célzott géneket,
variaciokat vizsgaltak, hanem hipotézis mentesgdletokat folytattak (GWAS, Id. kékb) a
talalt gének nagy része a betegségekkel kapcsalptog/agcsereutakat, €s
pathomechanizmusokat tart fel, megadva a tedégfét 0j tipusu kezelések, gydgyszerek
kifejlesztésehez (3).

A WTCCC sikere nyoman 2008. aprilisdban létrehozt@lemzetkdzi WTCCC2-t, amelyben
0sszesen 120 ezer minta mérését és elemiesdk ki célul (teljes genom asszociacios
vizsgalatok segitségével, Id. kéb) kilbnbdsd gyakori betegségekben, de olyan poligénes
jellegekben is, mint a matematikai és az olvas@gekségek, vagy a statin kezelésre adott
valasz.

A prospektiv mintaggjtésnél prospective study egészséges populaciotoligyink mintat,
majd sorsukat (pl. visszahivasokkal) sokszor égdkay nyomon kovetjuk, és
0sszefuggéseket kerestink a bennuk kialakulé bagjegss a kilonbdezvizsgalt, pl.,
genetikai, laboratériumi és kornyezeti ténglek6z6tt. Ez joval nagyobb szervezési munkat,
tobb gyijtott beteget és hosszablbidgenyel, igy dragabb, mint a retrospektiv, vidzon
szamos €Inye van. A retrospektiv vizsgalatoknal szamos tasaehetséges pl. a
mintagytijtésnél. igy a betegségben meghaltak mintai nyislahreprezentaltak.

Tobb hires prospektiv vizsgalatot ismerink. Az kgjrramingham heart study, amely
1948-ban indult az USA-beli Framingham varosabaib52rfi és 1 részvételével, és ma
mar a 3. generacio vizsgalataval azoéta is folyiki Mdasunk nagy része a kardiovaszkularis
betegségek kockazati faktorairol ébh vizsgalatbdl ered (ld.
http://www.framinghamheartstudy.ojg/

Még nagyobb ilyen vizsgalat &K biobank projekt, mely 2007-ben ke#dott és 500 ezer,
40-69 éves ember mintdinak és adatainak 0s§iféggt célozta meg, mely azéta teljesult is
2010-ben. A vizsgalatfcélja a 21. szazad betegsegeinek kutatasa. Rédstléd. a UK
biobank honlapjamttp://www.ukbiobank.ac.uk/

3.1.8. Kockazatszamitas

Asszociacios vizsgélatoknal szamsséteni szoktak a talalt 6sszefliggéselsségét. Az

egyik ilyen jelleme# a p érték, amely azt mutatja, hogy mekkora a vahisége a hamis
asszociacionak. A szignifikancia hatar altalaban(05. Az ennél kisebb értékeket fogadjuk
el szignifikans, azaz statisztikailag igazolt asszcionak. Ld. még Bonferroni korrekcio (2.
fejezet).

A kockazat szamolasnal hasznalt p ertékkel 6ssgétiie hozhatd fogalom retrospektiv
vizsgalatoknal apdds ratio vagy ORérték. OR jelentése: az esély, hogy azdlbdtél (vagy
I6kusz) asszocial a betegséggel a betegekben aazeséllyel a kontroll csoportban.
Részletesebbehtitp://en.wikipedia.org/wiki/Odds_ratio

Ezzel rokon a prospektiv vizsgalatoknal haszrgditive risk, vagyRR érték. RR jelentése:
az asszociacio valostisege a betegcsoportban osztva az asszociacio weildgével a
kontrollcsoportban. Ldhttp://en.wikipedia.org/wiki/Relative risk

Mindkét érték azt mutatja, hogy az adott genetilaians hordozasa hany szoroséara noveli
meg az illed kockazatat a betegség kialakulasara. Az 1-nélotaggrték kockazat
novekedést, a kisebb érték kockazat cstkkenésit jélentos még megadni az érték 95%-0s
konfidencia (95%CI) hatarat is. Ez azokat az érékitokat mutatja, amelyeken belil az
O0sszefliggés 95%-0s valdsmrggel igaz. Az 6sszefliggés akkor fogadhat6 déhka, ha a
két szam kozotti erték nem lépi at az 1-et. PO&z= 3,2 (2,4-4,8) nem Iépi at, igy




elfogadhat6 az 6sszefliggés, mig pl., OR = 1,83®BBatlépi, igy nem valos az 6sszefiiggés.
Egy marker vizsgalatanal p = 0,05 az a hatar, afoéyt atlepi, alatta nem lépi at az OR
95%Cl-je az 1-et. Ez mutatja, hogy a szignifikartadar és a kockazatértékek kdzott
0sszefliggés van.

3.1.9. Genetikai markerek

Minden olyan genetikai variacié hasznalhaté gemetikarkernek, amellyel jellemezni lehet
egy lokuszt, és j6 eséllyel, két homoldg kromoszdtess I6kusz kdzott killbnbséget lehet
tenni.

Az egyik legnépszébb marker anikroszatellita, amelyetshort tandem repeatnek vagy
STR-nek is szoktak hivni. Ezek 1-6 isnt@ésldl (mas definicio szerint 1-4 ismétlésisl)

allo szekvencia szakaszok, melyek altalaban nésdakalllyen pl. a TA isméddés, pl.
TATATATA, amelyet (TA)-nel szokas jeldini (itt n=4). Itt a polimorfizmakbdl adodik,
hogy az ismétidések szama két homoldég kromoszoma kdzo6tt nagykieméklilonbdzhet.
Azaz, pl. (TA}-nél az n értéke széles skalan mozoghat. Egy STRzokas megadni a
diverzitas fokat, azazleeterozigbtasag valbésziiiségét Ez alapjan aiverzitas foka egy
markernél annak a valos#sege, hogy egy marker egy véletlengearkivalasztott emberben
heterozig6ta; 0 ha nem variébilis, 1 ha nagyonaklis. Ez utdbbi értéket nyilvan nem veheti
fel, mert ez azt jelentené, hogy a marker mindehegben mas. Informativ a marker ha a
diverzitas foka= 0,7, azaz >70% a valosiBege, hogy egy véletlensiien kivalasztott
emberben a marker heterozigota. Az STR-eknekd@welaz SNP-kel szemben, hogy egy
STR-nek tobb allélja is lehet (akar >10), szemleB8IdP-knél altalanos 2-vel. Az emberi
genom kezdeti feltérképezéséhez, a monogénes bgadggenomikai hatterének
felderitéséhez, teljes genomiszsekhez mikroszatellita markereket hasznaltakpkszor
hasznalnak még ma isétShizonyos esetekben, pl. emberekn®zok, aldozatok, rokonok
stb.) azonositdsara még ma is ezek a hivatalosemedrkA human genomban kb. 30 ezer STR
markert ismertiink. A human genom, vagy egeér gendimeseket altalaban 5, vagy 10 cM-os
szettel végezték, ami azt jelenti, hogy két madgmastol valo tdvolsdga a human
genomban 5, illetve 10 cM. Ez utébbi a human geraam811 markert jelentett.

Fo6 elonyei:

(1) a nagyfoku polimorfizmusbol adédo diverzitas. Ketber kozott joval kevesebb STR-
rel tudunk kilénbséget tenni, mint a biallélikusFSkel. PI. igazsagugyi
orvosszakeé#i azonositasnal hasznalt 10-15 STR-rel 6sszehasan®0-50 SNP ad
azonos sziritinformaciot.

(2) Régebben hasznaljak, ezért pl. az igazsagugy adatkanind STR alapuak, igy ezek
hasznalatét preferaljak.

Hatranyai:

(1) bonyolult a kimutatasa (Idhttp://en.wikipedia.org/wiki/Microsatellite (genesi). Az
SNP-knél az utobbi években oriasi éejés tortént, amellyel az STR-ek nehézkes
kimutatasa nem tudott Iépést tartani.

(2) Joval kevesebb van lédlik, mint az SNP-k&l (kb. 30 ezer, vs. >30 millid)

(3) Mutécios ratdja 100 ezerszer magasabb, mint azKeNRyy a rokonsagi
vizsgalatoknal hatranyban van.

(4) Eloszldsa nem olyan egyenletes, mint az SNP-két eaénak nem lefedett
genomteriletek.

Manapség az STR-ek hatrdnyai messze meghaladjayedtet, ezért human genomikai
vizsgalatokban egyre inkabb SNP-ket hasznalnakdid. GWAS). De pl., mar készll a 45
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teszteltek, és atveheti az igazsagugyi vizsgalaokiasznalt mikroszatellitak szerepét.
Az SNP-k ebnyeit, mint markerek, tartalmazza a## felsorolas. Hatranya abbdl
szarmazik, amelyik egyben adeye is, hogy olyan mennyiségben lehet egy mérésben
meghataroznbket, amely egy sor U], elemzési, statisztikai peaidt vet fel (Id. élz6
fejezet).

3.1.10.Power analizis

Nagyon sokszor sziikség van arra, hogy megmondpgy; gy adott eredmény mennyire
megbizhatd, illetve forditva, hogy pl. egy popufégenetikai vizsgalatban hany embert kell
gyijtenink és genotipizalnunk, hogy megbizhat6 eregiiéapjunk. Ezeket a teszteket az
an. ,power” analizis segitségével tudjuk elvégeamelyreon lineprogramok allnak
rendelkezéstinkre, (plhifp://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/gpc/cc2.hésl
http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/gp&gy ilyen eredmény megbizhatésaga tébb
mindendl fligg. Ha az a kérdésink, hogy egy beteg-egészgégse-control) 6sszehasonlito
vizsgalatban, ahol azt nézzik, hogy egy adott geaietariacio milyen kockazati értékkel (pl.
OR) rendelkezik a betegségre vonatkozéan, akkocegaltapitasunk erejét, a ,powert”, azaz
megbizhatdésagat néveli a populacidk nagysagajéfrelkvencia, és az OR nagysaga. A
power analizis leheta,priori”, ilyenkor a vizsgalat ékt szeretnénk megbecsiini a kivant
mintaszamot, ésppst hot, ilyenkor a vizsgalat utan elemezzik, hogy milyragbizhat6 az
eredményunk.

Bér nincs standard értéke a kivant megbizhatosgguaker-nek), genetikai vizsgalatokban a
0,8 (vagy 80%) érteket szoktak megfétedk elfogadni. Ez a szanpaés azn kockazat 4:1
aranyéra utal. Itt f kockazat a ll-es tipusu hiba statisztikai valészége, azaz a hamis
negativ eredményé (altalaban 0,2)peaz I-es tipusu statisztikai hiba, azaz a hami#ipoz
eredmeényé (altalaban 0,05). Részletesebbdritfl//en.wikipedia.org/wiki/Statistical _power
A kllénboz faktorok befolydsat mutatjak a kdvetkgzeldak. Ha OR = 1,1, és a kockazati
allél frekvenciaja, q = 10%, akkor 6-6.000 beted@stroll kell a 80% powerhez. 5%
allélfrekvencia mellett, ugyanehhez tébb 10 ezéedpés kontroll sziiksége$t bizonyos
kérdések megvalaszolasahoz akar 100-100 ezendglisOR = 3-nal, és q = 5%-nal 150-150
kordli mintaszam mar elég, OR = 3 és g = 10%-ndlgpB0-50 mintanal is megfelian
megbizhat6é eredményeket kaphatunk.

Sajnos, a multifaktorialis betegségeknél néhangtkit| eltekintve az OR = 1,05-1,2 koruli
ertékek a jellemiek, igy altalaban tébb 10 ezres mintaszamnal vannagbizhato
eredmeény. Ezért van nagy jelésége a > 100 ezres mintaszamadijgynagy projekteknek,
mint az UK Biobank projekt, vagy a WTCCC2.

3.2.Betegségek genomikai hatterének vizsgélati médszere

3.2.1. Genetikai variaciok kimutatasa
Keét 6 tipust kulonboztetiink meg:
- Hipotézis, prekoncepcio altal iranyitott pl. jeldlt gén asszociacios vizsgalat, gének
szekvenalasa, génexpresszid mérés stb. (altalapametikai modszerek
- Hipotézismentes pl. teljes genomsizés, teljes genom asszociacios vizsgaahbéme
wide association study = GWAS$ teljes genomszekvenalas, mikroarray
mérések,denomikai modszerek



A betegségek genetikai hatterének kideritésébagydgyszercélpontok keresésében, a
szemeélyreszabott gyogyaszatban, azaz a gyogysagrkhan nagyon fontosak a genetikai
variaciok, hiszen szamos kutatas igazolta, hogylankb oz betegségekre vald hajlamban,
vagy a gyogyszerekre val6 valaszban dgelentsediek. A molekularis genetikai
fejlédésével lehéség nyilt ezek vizsgalatara is, hiszen mar a HGPibeengeteg variaciot
azonositottak, majd tdbb nagy, nemzetkdzi projelkiziek felderitéséizte ki celul (pl.

Human Variome Project, HapMap, 1000 Genome project)

Kezdetben a legnéps#bbek az un. jeldlt (vagy kandidans) gén asszocagwsgalatok
voltak. Ezekben a vizsgalatokban olyan géneketseéddtak ki, amelyekit tudtak, hogy
szerepet jatszanak a betegség kialakulasaban, lbgenétikai variaciokat kerestek, majd
0sszehasonlitottdk azok gyakorisagat beteg és sz populdciéban. Rengeteg ilyen
vizsgalat tortént a kulonbébetegségekben. Ezekkel a vizsgalatokkal azonkanessz
probléma volt. Elsz6r is ismerni kellett hozza a betegség patoméxntmaisat, azaz 0j gének
(0j gyogyszercelpontok, Uj patomechanizmusok) fEesere nem volt alkalmas. Masodszor,
kulénbo® okok miatt szamos hamis pozitiv eredmény szll|aisthz eredményeket kéb
mas vizsgalok, mas populaciékban nem tudtak readu Végul, példaul az is problémat
jelentett, hogy a korai médszerekkel altalaban 2grye egy, vagy csak néhany variaciot
tudtak vizsgalni, €s mar akkoriban ismert volt, yhag un. multifaktorialis, vagy gyakori
betegségekben (pl. cukorbetegség, atherosclennagas vérnyomas, asztma stb.) tobb szaz
genetikai variacio egymasra hatasabol alakul kd genetikai hajlam, amely a kérnyezeti
faktorok hataséra végul betegséghez vezet.

Az els) és az utolso probléma megoldasataljas genomsirés modszerét fejlesztették ki.
Ebben altalaban beteg testvérparfesdP) rendelked csalddokban a genom teljes terlletén
nagyjabol egyenletesen elosztva variabilis mikrtedlita markereket hataroztak meg, és azt
nézték, hogy a betegekben milyen genomtertletekesl t markerek eloszlasa a varttol. A
markerekhez valOszisegi értékeket rendeltek (LOD score), azaz, hodyemieséllyel
asszocialnak a betegséggel (3. abra). A mddszeraszartékes és hasznos eredményt hozott,
Uj gének felfedezéséhez vezetett, de szamos prahiélnvele. Az egyik, hogy a
mikroszatellitAk meghatarozésa, ahol az istaések pontos szaméat kell meghatarozni,
nagyon munka- és éhényes és draga is. Ezért egy-egy vizsgalatbaruslagny szaz
mikroszatellitat tudtak bevonni, ami azt jelentekttegy az egyes mikroszatellitak egymastol
nagyon tavol (altalaban kb. 10 cM-ra) estek. &lIiifolyolag viszonylag kicsi volt az esély
hogy egy betegség l6kusszal egy mikroszatellita$alpsagban legyen (Id. Founder
populaciok), azaz vele egyszerre otakbn. Ebldl kifolydlag a legtdbb betegséghez
kapcsolhato variacio elveszett. A drdgasagon égg munkaigényen kivil még olyan
problémak is voltak pl., hogy nehéz volt a mintgtgs (nehéz megfelélszamu,
egyuttmikddésre is hajlamos s#likel rendelkeé beteg testvérpart gjteni).



3.2.2. GWAS

A 2000-es evek fejlesztései soran kiderultek, hamgBNP-k kimutatasa automatizalhato, és
oriasi mennyiségben lehéket egyszerre meghatarozni. Parhuzamosan tébls atgain
rendszereket fejlesztett ki, amelyekben egyetleppeh, vagy array-vel tdbb 100 ezer SNP-t
lehet meghatarozni. A versenyben a meghatarozaavlsaikerilt efsen leszoritani. Ma
mar a tobb 100 ezer variaciét kimutatni képes dhipa 100$ nagysagreindA chip
fejlesztések soran derult ki, hogy az SNP-k mefiagy jeleniségik van a CNV-knek is. A
cégek gyorsan reagaltak. Azlkdbzben felfedezett CNV-kre jelleriznarkerek pillanatok
alatt belekerultek a vizsgéalatokba.

Jelenleg két vezétcég van a piacon. Az egyik az Affymetrix, melyreB.0 array-e 906 ezer
SNP-t és 946 ezer CNV-re jellethmarkert tartalmaz. A masik az lllumina, melynelefgeg
legfejlettebb terméke a HumanOmni2.5-8 BeadChigelar@,379 millié 10kuszt jellemez,
mely SNP-ket és CNV-ket is tartalmaz, rdadasuldatypel, egyszerre 8 mintat, mindéssze
200 nanogramnyi DNSédb képes mérni. Kzben mas technikakban, igy pelddanNS
szekvenalasban is driasit fagjott a tudomany. Ennek folyomanyaként olyan prakekt
indultak, mint pl. az 1000 genom projekt, amelydkild6z etnikumu populaciokhoz tartozo,
0sszesen 2500 ember megszekvenalasat tervezi ptdpjeékt mar rengeteg Uj genetikai
variaciot tart fel (4abra). Ezeknek a felhasznalasaval készilt a fehtegndllumina chip,
amely gyakorlatilag minden olyan variaciorol tamalz informéciot, melynek a populacios
gyakorisaga (a megszekvenalt afrikai, azsiai é§paumpopulaciokban) nagyobb, mint 2,5%.
De, mar folynak a fejlesztések mindkét cégnél alewdgermékeik tovabbfejlesztéséért. igy
az llluminanal készll az 5 millié markert tartalmazhip, mely a >1% gyakorisagu
variaciokat képes kimutatni, vagy az Affymetrix i&trm specifikus chipje, mellyel ki lehet
kiisz6bolni a torténelmileg régen elvallt embercstgsokilonbds genetikai variacioibol
adodo nehézségeket.

A GWAS vizsgalatok altalaban ugy térténnek, hodgreotipusos jellel (pl. beteg)
rendelked, illetve kontroll populéaciét genotipizalnak plfent emlitett chipek segitségével,
majd megkeresik, hogy melyik marker (SNP) gyakaaskiilonbozott a két populacio kozaott.
A statisztikai modszerek féiésével mar folytonos véaltozokat is fel lehet hasanGWAS-
okban. Példaul a vércukorszinttel, vagy vérnyonlassszocialo genetikai markerek
keresésénél mar nincs szikség két jol elkulorithepuléciora. Ha statisztikailag
szignifikans 6sszefliggeést talalnak, akkor azt makdjogy a marker kapcsolt a jelleghez. Ez
legtobbszor két dolgot jelenthet: (1) a markerrk@ionélisan befolyasolja a jelleget (pl.
fehérje strukturat, genom 3D strukturat, genexmiés (2) a markerhez genetikailag
kapcsolt (vele altalaban egyitt 6ro#d) szekvencia-variacio a jelleg funkciondlis oka (Id
meég asszociacios vizsgalatok). A modszbipatézismentesnddszerek kozé tartozik, azaz
végrehajtasa nem igényebeétes genetikai tudast a jellégr

Napjainkban a GWAS driasi lelisggeket nydjt a multifaktorialis jellegek genomikai
hatterének tisztdzaséara, amit a kiloribkatatbcsoportok gyakorlatilag régton ki is
hasznaltak. Mivel ezek az eredmények nagy valdsgiggel valos 6sszefliggéseket mutatnak,
pl. a betegségek patomechanizmusanak Uj aspektugttjak be, |étrehoztak egy web oldalt
is, amelyre 6sszegjve felkerllnek az eredmények (A Catalog of Putd# Genome-Wide
Association Studieshftp://www.genome.gov/gwastudi@s/Erre olyan vizsgalatoknak az
eredmeényei kerilhetnek fel, amelyekben minimum d2€r SNP-t vizsgaltak, és csak olyan
SNP-k, melyekre a p érték 9,5x3zaz ekkora a tévedés esélye. Az eredmények
mennyiségére jellenéz hogy 2008. november 25. és 2011. novembere kii@6& publikacio
€s 5267 SNP kerdlt fel az oldalra.




3.2.3. GWAS eredmények értékelése

A GWAS eredmények értékelése kulondsen nagy kirgléallitotta a bioinformatikusokat.
Mint ahogy mar korabban is irtuk, a hamis pozitiitas elkertlése miatt nagyon szigoru
statisztikai szabalyokat kellett bevezetni az er&xayak értékelésénél. A legegydisr, és
legtbbbsz6r hasznalt a Bonferroni korrekcid, amik@;,05-0s p értéket osztjuk a vizsgalt
SNP-k szamaval, és akkor mondjuk, hogy egy SNPRoagdzha a ra kapott p érték ennél az
ertéknél kisebb. Ennek teljesiilésekor azt mondjoky az SNRjenomszinti asszociaciot
mutatott. Ez pl., 1 milli6 SNP esetén 5 X’ 1L&nnek eléréséhez, viszont a multifaktorialis
betegségekre jellerizzyenge hatasu variansok miatt, sokszor 100 ezggsagrenil
populacidkat kell vizsgalni (Id. power analizispelyet egyes betegségeknél nagyon nehéz,
vagy nem is lehet elérni. Ezen probléma elkerllés@z egyik modszere, hogy tébb kisebb
populaciét kulon-kulén vizsgélnak, pl. ugy, hogyeds) teljes GWAS-ban kivalasztjak a
legjobban asszocialo x darab (x = 25-120) SNP-azédsmeéth populacidkban (replication
cohorts) mér csak ezeket nézik. Mivel az egyes ldajpkban kapott p értékek
0sszeszorzodnak, raadasul a Bonferroni korreksiésak x-szel (mondjuk 100-zal) kell
végezni, igy meghaz esélye, hogy pozitiv asszociaciot talaljanalekiben a vizsgalatokban
az el$ elemzés a kritikus, hiszen ilyenkor kell ,elkapa? asszocialo SNP-ket, és a nagy
mennyisé adat miatt itt merilnek fel azok a nehézségek peheéll a 2. fejezetben

szoltunk, azaz pl. a tdbbszoros tesztelés probkBanferroni korrekcid), vagy az SNP-
SNP kélcsénhatasok oridsi mennyisége. Ennek adlasgk az is az éhye, hogy igy két
vagy tébb fliggetlen populacion is validaljuk azdenényeinket, igy nagymertékben
lecsokkenthetjuk a hamis pozitiv eredményeket. &g, hogy a hamis negativ eredmények
szama is éhet. Az ebny viszont tulkompenzalja a hatranyt, hiszen egyibaozitiv
eredmeény sokszor tébb év felesleges kutatasaiavaaga utan, annak minden kdoltség,
munka és ifivonzataval egytitt. Emiatt a jelésebb Ujsagok ma mar megkdvetelik, hogy az
asszociacios vizsgalatok eredményeit legalabb iggyetlen populécion validalni kell.

Egy masik lehetséges megoldasyamnal analizis(5). Itt a géneket aszerint, hogy az
altaluk kodolt fehérjék milyen anyagcsereutvonalbaerepelnek funkcionalis kategoriakba
soroljak. Ebben két fontos adatbazis all rendelkezé&GO, azazGene Ontology
(http://www.geneontology.oryy/illetve aKEGG, azaz Kyoto Encyclopedia of Genes and
GenomesHttp://www.genome.jp/kegg/ Ezutan, egy megfelekzoftverrel (pl. ALIGATOR)
azt nézik, hogy az Utvonalon &egyes génekben genotipizalt szignifikans variansok
feldasulnak-e az egyes utvonalon. Azaz azt vizagakzoftver, hogy az egyes Utvonalakon
talalt asszocialt SNP-k eloszlasa hogyan tér éraaloszlastol. Ha egy atvonalon sok olyan
gén van, amelyben szignifikansan asszocialé SN&akak, akkor az az utvonal szerepet
jatszhat a betegségben, vagy egyéb jellegben. Fpeisze, hogy itt az egyes SNP-kre a
szignifikancia hatar nem a genomstisrignifikancia érték, hanem annal nagysagrendekkel
magasabb. A Bonferroni korrekciot itt altaldbamauiményozott Gtvonalak szamaval végzik.
Hasonlé a&ene set enrichment analysis (GSEAamelyet eélsz6r a génexpressziés
eredmeények értékeléseére fejlesztettek ki. iteemeghatarozott ,gén szetteket” elemeznek,
€s azt nézik, hogy az egyes gén szettekben hangsgencial az adott fenotipussal, és
eszerint rangsoroljak az egyes gén szetteket.

Ezeknél a vizsgalatoknal felmeril, hogy az olyarPSJamelyek nem génben talalhatoak,
hova sorolhatok? Itt az egyes statisztikusok més-stratégiat kovetnek. Az egyik ilyen,
hogy a nem génben talalhaté SNP ahhoz a génhezikaramelyik az SNPét 20 kb-on belil
taldlhat6. Ha tobb ilyen gén is van, akkor mind&bgi tartozik. Ha nincs ilyen gén, akkor az
SNP kiesik eb8l az elemzési.

Ezekkel a modszerekkel tobb, mar a hagyomanyos zedds elemzett GWAS-t értékeltek
Ujra, és pl. magas vérnyomasban szamos addig iserera vernyomas szabalyozasaban
addig nem ismert anyagcsereutvonalat fedeztek fel.




3.2.4. Parcidlis genomsérések

A teljes genomdirések mellett ezek egys#bb valtozatai is gyakran kertlnek alkalmazasra.
llyen pl. a kapcsoltsagi analizisek utan elvéggattialis genomgzés, vagy jeldlt régid
asszociacios vizsgalat. Itt a korabbi vizsgalatokb@D csucsokat adé markerek kozelében
nagyobb 8risédi Ujabb markerekkel, altalaban SNP-kel végeznekoasszids vizsgalatot
(partial genome association study, vagy PGASEI6nye, hogy joval kevesebb adatot kell
elemezni, igy a statisztikai nehézségek j6 résagpidédik.

Egy masik lehéiség, hogy a betegségben szerepet jatsz0 szovetmleg allat modellek
segitségével elvégzett teljes mikroarray génexpi@ssnérés utan, a kivalasztott génekben
végeznek SNP-asszociacios vizsgalatot.

3.2.5. Személyre szabott genomika
A szigoruan vett tudomanyos kutatdsok mellett, spkamar felismerték, hogy a GWAS
kapacitasat, eredményeit profit orientalt médoériekesiteni lehet. Hamarosan megjelentek
a személyre szabott genomikeefsonal genomicyjelszavat a zaszléjukréas, az
eredményeket kdzvetlenil a felhasznal6 szamarahemesre bocsato cégek (angaluéect
to consumervagy DTC szolgaltatas; 1. tablazat). Ennek aikdggismertebb példaja a
23andMe cég (6). A cégnél a feltételidKktiggéen 99-399 $ kozott lehet a szolgaltatast
megrendelni. Ekkor elkildenek egy kisebb tartafyt eészletes utmutatéval. A tartalyban a
nyalunkat kell visszakildeni, ameBlDNS-t vonnak ki, majd az lllumina egyik chipje
segitségével kb. 1 milli6 SNP-t hataroznak meg beAz eredményeket kielemezve 6-8 hét
mulva kapjuk meg. Olyan informéacidkat kaphatunkninpl.: a genomunk milyen etnikuma
genomok keveredéséltszarmazik; ha csaladunk tébb tagjanak a mintagétildtik,
meghatarozzak, hogy a genetikai hattertik milyenydran egyezik, kulénbozik (pl. testverek
unokatestvérek, tavolabbi rokonok stb.). Ertesit@phatunk, ha veliink rokonsagban allékat
talaltak; kulonboé hires emberekkel hasonlitjak 6ssze a genomunkelerdegi tudomanyos
ismeretek birtokaban 198 betegsi#dpecslést kapunk, hogy az atlag populacidhoz képes
nagyobb vagy kisebb kockazattal rendelkezink; \\aggnomunk hogyan befolyasolja
kilénb6d, gyogyszerekre vald reagélasunkat, stb.
Amint az varhato is volt, a kbzvetlenil a megrefidek, $t ,laikusoknak” eladott genetikai
teszt eredmények szamos jogi és etikai probléntatte& fel. Ez kifejezetten igaz akkor,
amikor a kulénbo& betegségekre valé hajlamrdl van sz6. llyen pro&lképéldaul, hogy joga
van-e egy profitorientalt magancégnek ilyen tipasiosi jelledi diagnozist kiadni, illetve,
hogy mit kezd egy ember egy olyan informéaciévalgyhbizonyos betegségre az atlagosnal
egy kicsit emelkedett hajlama van? A varatlan, gyechnikai fefpdés, és a hozza
kapcsolddo szolgaltatas a torvényhozokat is vardédyzet elé allitotta. Erre jelleidzhogy
példaul Kalifornia 2008. juniusaban levelet kilditilyen cégnek, amelyben felszdlitotta a
cégeket, hogy allitsak le ezeknek a teszteknekaatAsat kaliforniai lakosok szamara, és
bizonyitékokat kert arra vonatkozolag, hogy a cégekfeleb szabalyozassal és
engedélyekkel rendelkeznek (7). Az elmult évekbeagek idomultak a meglév
szabalyozasokhoz, és pl. Kalifornidban is engedétemikdodésiket, bar hozza kell tenni,
hogy a térvényhozas, illetve szabélyozasok éggatem tudtak |épést tartani az Uj
kihivasokkal. Pl. az USA-ban egyetlen torvény staitezekkel a tesztekkel kapcsolatban,
amely azt mondja, hogy eredményeiket biztosito kcéiletve munkaadok semmilyen médon
nem vehetik figyelembe.
A cégek hangsulyozzak, hogy az altaluk adott infozid nem helyettesiti a szakorvosi
tanacsot, diagnozist vagy kezelést. Példaul a 28aralyan dokumentumot irat ala a



megrendeivel, amely tartalmazza, hogy a kapott informacidmrszolgal betegség vagy mas
allapot diagnéziséara, megakadalyozasa, vagy keaeléss a szolgaltatas kizarolag oktatasi €s
kutatasi célokat szolgal.

Sokan tartottak attél, hogy az olyan informaciéégy az illebnek valamilyen sulyos, esetleg
kezelhetetlen betegségre az atlagosnal nagyokdneayjan, karosan befolyasolja az dlet
pszichés allapotat, példaul depresszios lesz. Esdgiodon, az ezzel kapcsolatos felmérések
semmi ilyesmit nem mutattak ki. Valdsi#ileg ez kicsit hasonlit ahhoz, mint amikor a
dohanyos, vagy elhizott ember is tudja, hogy szémetesgségre megra hajlama. &, mivel
feltehebleg az atlagosnal egészségtudatosabb emberek kBmeelknformaciokat, inkabb
pozitiv hatdsokat tapasztaltak. Azaz, a kapottre&yek hatasara egyes emberek tudatosan
megebzé lépéseket tettek, vagy egészseégesebb életforéréedt tit.

3.2.6. Ujgeneracios szekvenalas (NGS)

Részleteket Id. az 1. fejezetben.

Az NGS jelenleg még tul kdltséges tobb alkalmazasisonehezen kezelliehagy
mennyisé§ adatot ad. Ezért sokszor ennek redukalt form&zmajak. llyen pl. aBxom
szekvenalasamikor csak a fehérjét kddolé gének exonjait geakljak meg, ami kb. 30 Mb,
a teljes genom 1%-a. Lchttp://en.wikipedia.org/wiki/Exome_sequencinBecslések szerint
a monogénes betegségeket okozd mutaciok 85%-hatiatt. Hatranya persze, hogy mas
funkcionalis szekvenciakrdl nem kapunk informacést becslések szerint a multifaktorialis
jellegekért (pl. betegséq) fetsl variaciok 80%-a a protein-kodold régiokon kivsike

3.2.7. Génexpresszié mérés

A harmadik nagy jeledsédi médszer, amely alkalmas a genom vizsgalatarap$msterepe
van a gyoégyszerkutatasban, és itt roviden ismarketdz a génexpresszié mérés. Mint tudjuk
a kulonb6d sejtjeink genomja megegyezik egymassal. Amibenisn@donbbdznek az az
expresszalt, vagyis thodé gének halmaza. A sejtekiikbdésébl sok informaciot kaphatunk,
ha ismerjik a bennikithodé géneket, azaz melyik gén, milyen aranyban irogik a
expresszalodik. Ez egy adott szovet esetén ideltéttol fliggen, hogy éppen milyen
allapotban van, milyen hatasok érik. Példaul egymads tidben, vagy egy atherosclerotikus
plakkban mas a génexpresszidés mintazat, mint egyzegges szovetben. Ugyanigy a sejtekre
hato kil$ hatasok, pl. a gyogyszerek is, megvaltoztatjadjtagenexpresszios mintazatat.

A fejlodés itt is azt az utat jarta be, mint a DNS vadiécal. Ebszor egyesével, elég
bonyolult médon prébaltak meg kvantifikalni a gémelkodését, majd a magyar szarmazasu
Stephen Fodor révén az Affymetrix cég 1996-ban teeetiforgalmazni génexpresszios
chipjeit. Azota mas ceégek, (pl. az Agilent, lllura)ris megjelentek a piacon, és a modszer
egyre inkabb kezdi levetkni gyermekbetegségeit. Kezdetben ugyanis sok @naddi

jelentett a nagy mérési pontatlansag, nehezendegéthato és értékellieeredmények,
valamint a médszerek magas ara. Jelenleg az &iakdalasiakhoz képest drasztikusan
lecsOkkentek, a folyamatos fejlesztésekkel a m&rgsatossaga, reprodukalhatésaga is sokat
javult, és az adatok értékelése is rengetegédi@jl az elmult években. Egy Agilent chip 44
ezer transzkriptumot tud mérnitsegyes termékeken (pl. 4x44K chip) parhuzamoshb t6
kulénbo® mintat is lehet vizsgalni. Szerte a vilagon, iggdwarorszagon is, tébb szolgaltatd
labor mikédik ahol viszonylag olcson, teljes génexpressmiogazatot lehet, ma mar elég
pontosan mérni, azaz nem is kell feltétlentl megvardraga leolvasot. A bioinformatika
fejlédésével pedig a nem matematikus vénaval rendela@atok is ertékes eredményeket



tudnak kihozni a tobb 10 ezer, &ls igen kaotikusnakiné szamadatbél, amely egyetlen
meéréshez tartozik.

A nagyateres#tképesséiymodszerek kozé az utdbbblaen felzarkdzott az NGS technikat
felhasznald RNS szekvenaldwtp://en.wikipedia.org/wiki/RNA-S&gs. A modszer éhye,
hogy a transzkriptum mennyiségének mérése meligthanformaciokat is kaphatunk, mint
pl., hogyan expresszaldédnak a gén kilohkgieljai, detektalhatoak a poszt-transzkripcios
mutaciok, vagy a génfaziok.

3.2.8. Egyéb mikroarray alapu modszerek

A technika, illetve a tudasunk féfésével szamos egyéb termékt ki a génexpresszids chip
modszerédl. A miRNS-ek felfedezése utan révidesen megjeleatpiacon a miRNS chipek,
a komparativ genom hibridizaciéval (CGH), pedigQiNV-ket lehet mérni, vagy vizsgalni
lehet a tumorokban keletkénagyobb genomikai atrende&eseket. A ChlP-on-chip array
termékkel monitorozni lehet, hogy a génexpresszab8lyozasdban résztwefehérjék hova
kotédnek. A metilacios array-kel, pedig a genom meitiigienintazatat lehet tanulméanyozni; a
traszkriptom térképezém@pping technikaval, pedig lokalizalni lehet az expressza
géneket a genomban. Ez utébbi moédszerdkliag, array’” modszercsaladba tartoznak, de
ugyanazzal a leolvasoval letidtet értékelni, és hasonlé elveriikddnek, mint a
hagyomanyos génexpresszios chipek.

3.3. Allatmodellek

3.3.1. Allatmodellek ebnyei

A multifaktorialis betegségek genomikai hatterénetpmechanizmusanak megismerésében
nagyon fontos szerepet toltenek be az allatkisds|éllatmodellek. Vannak olyan betegségek
(pl. asztma, atherosclerosis), amelyek patomechargaban a molekularis és sejt-siint
tudasunk nagy részeét allatkisérletek révén nyertik.

Nézzik meg, milyen éhyei vannak ezekben a vizsgalatokban az allatokriddatanak:

A kisérleti allatok altalaban szabadon keresztéethetAz emberrel szemben, itt
lehetiségunk nyilik tébb generacion keresztil a genetikttiér, és a fenotipus kdzotti
O0sszefliggéseket vizsgalni, ezzel kapcsolatban bkkkayebb QTL vizsgalatokat
elvégezni. Az egérnek pl. 2 honap a generacios,idgemben az ember 20-30 évével.
Iranyitott keresztezésekkel nyomon lehet pl. kyétogy egy genetikai marker
milyen QT-val, fenotipussal asszocial, szegredal st

Kilénb6z egeértorzsek allnak rendelkezésre, amelyek fensibigou (pl. betegségre
valé hajlamban) kilénb6znek egymastol. Ezeket egyriel lehet hasznalni
betegségmodellként, vagy keresztezésekkel vizsgdithe fenotipus és a genotipus
szegregacidjanak dsszefliggését. Ezeket az allapimtrian kontrollalt
koérilmények kozott tarthatjuk, szemben az embeaired) a vizsgalatban részt\idkv
elééletét, kornyezetét, taplalkozasat stb. nem letvetgsan ismerni, kontrollalni.

Gén-szinten az ember nem kiilénbdzik jederh a tobbi élénytsl. A legfontosabb
alap-gének gyakorlatilag minder6i&nyben megtalalhatok. Az eésiokh6z

kuléndsen hasonlit az ember gén-szinten, pl., éz@gnom csak 300 génben
kulonbozik az emberét, de sok vizsgalatban alacsonyabb fealfatokat is
eredményesen hasznalhatunk, pl. gyimadlcslegyes@piula melanogaster), vagy a
Caenorhabditis elegans riefonalférget elterjedten hasznaljak genetikai
vizsgéalatokban. Erdekesség, hogy ez a kis allaszetes Nobel-dijas”, hiszen mind a



szervfejbdés és a programozott sejthalal genetikai szabébgwal, mind az RNS
interferencia leirasaval kapcsolatban tanulmanypklaibel-dijjal tintették ki.

Embereken nyilvanvalo etikai okokbdl csak nagyoridozottan lehet kisérletezni.
Allatokkal, ez sokkal szélesebb kérben megt&het

Az el6z6ek folytatdsaként az allatokbdl sokkal kénnyeblvesgkhez jutni (pl. tidl
agy stb.), és pl. génexpresszids vizsgalatokatarégkdnnyebb, pontosabb a
betegségek diagndzisa.

Rengeteg allat-specifikus reagens, anyag all nmtal&ezéstinkre, pl. egérspecifikus
ellenanyagok, genetikai probak. Ismert mar tobdt @éntérképe.

Legtdbb betegségiinkre kidolgozhaté allatmodell, lpsegitségével részletesen
vizsgalhato a betegségek molekularis hattere Ziegyes betegségeknél).

Genetikailag médositott allatok lelisége.

Ez utobbi két pontot, témank miatt kicsit részletdsen targyaljuk.

Témank szempontjabdl két tipusu genetikailag mdosillatot kell megemliteni. Az egyik a
genkiutott,knockout, vagy KO allat. Kozulik is magasan kiemelkedik témank
szempontjabol a KO egér, melynek kialakitasaér7288n Nobel dijat is adtak. Réviden, itt
az egeér egy genjét (vagy esetleg a genom egy rhasikionalis egységét) valamilyen
modszerrel inaktivva tesznek. Részletesebbip://en.wikipedia.org/wiki/Knockout _mouse
2006-ban 9 orszagban 33 kutatokdzpont megalak#att#ernational Knockout Mouse
Consortium-ot (IKMC), majd 2011 juniusdban daternational Mouse Phenotyping
Consortium-ot (IMPC), amelyek azt a céliaték ki maguk elé, hogy az 6sszes génre
eléallitanak KO egeret, majd fenotipizaljéket.

KO allatok segitségével vizsgalni lehet, hogy eéy bianyanak milyen fenotipusos jegyei
vannak, igy a gén funkciojardl jéval tobbet megtatdink, mintha csaia vitro kdrilmények
kozott tanulmanyoznank. Az ismert gének tobbségéér kaphato KO egér, illetve meg is
rendelhetiink cégelttilyen egereket. igy derult ki pl., hogy &POA5 gén hianya magas
szérum triglicerid szintet okoz. Egy masik leisety, hogy gén-KO segitségéved kehet
allitani az egéren valamilyen betegséget. Pl.,igrhegy a ,vad” egéren nem alakul ki
atherosclerosis. Azonban, ha az LDL recept®@L(R ), vagy azAPOE génjuket kiltjuk, és
megfeleb, un. Western-tipusu diétaval etetjthket, az emberéhez igen hasonlo
atherosclerotikus Iéziok alakulnak ki az ereik lialA.

A masik tipusu genetikailag médositott allat, diéteg egeret hasznélnakiranszgenikus
eger. Itt szemben az &éekkel, egyes génekitkodését feldisitik, tul-expresszaltatjak.
Ennek végs céljai ugyanazok, mint a KO egérnél elmondottak.

Mindkeét technikat akar szévet-specifikusan is atk@thatjuk. Pl. transzgenikus esetben a
gént egy olyan gén promotere utan illesztjik ba,@ak az egyik szovetben expresszalédik.
Pl., aSCGB1A1, korabban CC16 géileg a tidben expresszalodik, ott viszont nagyon
erésen. Amikor egérbe di5 génjét raktak mogé, az IL5 a tibn mutatott igen és
expressziot, és az allatban élebzinofilia, és asztma alakult ki. Ezzel bizonéhk, hogy az
IL-5 citokin az eozinofilek rikodésében fontos szerepet jatszik, és & diadinofilia
kozvetlenll asztmat okozhat.

Sokaig problémat okozott a magzati életben éledkségu gének tanulméanyozasa, hiszen
azok hianya, vagy esetleg tulexpresszidja magpaltidn letalis. Ezért fejlesztették ki a Cre-
lox rekombiné&ciod segitségével (ldip://en.wikipedia.org/wiki/Cre-Lox_recombinatipaz
olyan KO allatokat, ahol, pl. valamilyen indukcid.(antibiotikum-eveés) segitségével
id6zitetten lehein vivo kivagni a kérdéses gént, vagy genom-szakaszt. & ék.
kondicionalis KO allatok.

Mas, in vivo technikakkal is lehet még géneketlEhesen inaktivalni. Ezek kozil a
legjelentsebb az RNS interferencia jelenségét felhasznélniieak. Pl. a fonalféreg




Caenorhabditi:legans-ban minden génnek tanulmanyoztak az RBISiaktivalt hatasat.
De a modszer pl. egérben isikadik.

3.3.2. Allatmodellek hatranyai

Ha gén-szinten kicsi is a kilénbség pl. ember és kdzott, genom-szinten nagyobb. A
vizsgéalatok soran kiderult, hogy egyes folyamatg&rekben teljesen mashogyikddhetnek,
mint emberben. Eldb az kbvetkezik, hogy az egéren kapott eredméngak kiindulo-

pontok lehetnek, ha emberre akarunk kdvetkeztEtnitan, még az dsszefliggéseket
emberben is meg kell &iteni, ami persze nem mindig koriny

Hasonl6 a helyzet a betegségeknél is. Sok betegsagnodellezhéttokéletesen egérben,
masok a vezétpatomechanizmusok, sokszor pont a legfontosatsidlrkilénbdznek, vagy
egyes gének hianyai emberben igen, egérben nenmakdetegséget, vagy forditva. Egyes, a
betegségben az emberben jelsrgének az egérben mas sejtekben, vagy szévetekben
expresszalddnak, mas a funkciéjuk. Példaul, adimrezisztenciat fokozé hatasu, igy a 2-es
tipusu cukorbetegségben fontos resistin gén egdéébema zsirsejtekben, emberben a
makrofagokban expresszaladik.

3.3.3. Kisérleti betegségmodellek

Mint ahogy majd az egyes betegségek targyalasamlfbgjuk, a betegségben fontos gének
manipulalasaval az emberéhez hasonl6 betegseghiettdgereken @tlézni. Ezt lehet
kozvetlenll az ismert gének kittésével, vagy titegpzidjaval, de lehet keresztezésekkel is
elérni, amikor tébb nemzedéken keresztul mindigtedség tineteit leginkabb hordozo
allatokat szaporitunk tovabb. Ez utdbbi esetbempiai szempontbdl a cél, hogy
megallapitsuk a betegséget okozo variaciokat. Rashdgenkor az emberi multifaktorialis
kérképekhez sokkal hasonlobb kérformakat kapurdgdn itt, szemben az egy gén
modositasaval okozott betegseggel, altalaban déigobgértorzsben jelenlévamugy

gyenge hatasu variaciok keveredhetnek 6ssze, halthamak fel. Ezt a folyamatot
mesterségesen is fel lehet gyorsitani. Ez tortghi& ,The Jackson Laboratory’-ban, ahol a
him egerekbe N-ethyl-N-nitrosourdaNU)-t juttatnak, amely1000x-sére noveli a
spermatogenezisben a mutacids ratat. Ezutan mEgkeleesztezésekkel tovabbszaporitjak az
egereket. Nagyon részletes fenotipizalas segite¢gélonbdd betegség-tiineteket hordozé
egereket katalogizalnak, amelyekre ra lehet kerésnineg lehet vasarolket. Az egész a
»Mouse phenome projectbdl nétt ki, és az adatokatMouse Phenome Databasban
taroljak. Részletekattp://phenome.jax.org/

3.3.4. QTL analizis egérben

A modszer alapja, hogy a beltenyésztett egértoriz8editti merhei fenotipusos jellegekben
kuldnbségek vannak. A QTL analizis soran keresgtkié| és visszakeresztezésekkel
ezeket nyomon kovetik, majd a kilonbséget okoz@ujesn hatteret tisztazzak.

Két tipusu egértorzs bizonyult igen hasznosnakleaea vizsgalatokban. Az egyik a
kongenikus térzs(congenic strair): olyan (altalaban egér)tdrzs amely a fenotipyisem
hajlamos” torzstl csak a hajlamosité genomikai régidban kilonbdgiikdig a QT-t
hordozoallatokat kell 5-10 generacion keresztidzageresztezni a QT-t nem-hordoz6 &zl
egértorzzsel (5. 4bra).

Jo példa erre egy atherosclerosis genomikai hbttarélvégzett QTL analizis (6. abra).
Korabban ismert volt, hogy a C57BL/6J (B6)-nak remteegértérzsben az LDLR gén kiltése
segitségével az emberi atherosclerosis-hoz habetdgséget, Iézidkat lehetetbidezni.



Ugyanezzel szemben a CAST/Ei (Cast) egértorzs vediet Ezzel a vizsgalattal azt akartak
megallapitani, hogy mi a genomikai oka ennek a tigéignek. A 6. abran lathaté modon
keresztezték a két torzset, €s az F2 generéciéhjas genomsést végeztek. Itt, a LOD
score gorbe segitségével megallapitottak, hoggslGomoszéman van néhany
mikroszatellita marker, amely az aorta 1ézi6 naggsal és inzulin rezisztenciaval asszocialt
(a LOD score csucsot ado markerek). llyenkor a gesairést ugy vegzik, hogy olyan
markereket hasznalnak, amelyekkel egyérieimkilonbséget lehet tenni a két egértorzs
kozott (azaz a mikroszatellita ism#@es-szamban kilonbozik ezekben a markerekben a két
torzs egymastal). Azt nézik, hogy melyik marker atwtsszociaciot a kérdéses fenotipussal
az F2 generacioban. Itt azt is kihasznaljak, haglfageneraciéban a rekombinacio miatt
mar olyan kromoszomak talalhatok, amelyekben aligyszib genetikai anyaga keveredett
egymassal. Itt akar 100-nal tdbb egeret is hasatrék, hogy egyértelinLOD score csucsot
kapjanak. Ezutan az F2 generaciobdl kivalasztatraikat az egereket, melyek hordozték a
csucsot ado markereket, és a kérdéses tinetekstuigszakeresztezték, ebben az esetben a
B6 egérrel. Ezek utddai kozil azokat keresztezigdea megint csak a B6 egérrel, amelyek
hordoztak a genomikai markereket. Kongenikus egéstéballitasanal ezt kell 5-10-szer
megismeételni. A végén olyan egeret kaptak, ameajgitomja kb. 99%-ban a B6 edireés 1
%-ban a Cast egéitszarmazott, viszont ez az 1 % az, amely éslelz atherosclerosis-sal
szembeni védelemért. Ezt az utolsé generacionatifénalassal megésitették, majd
valamilyen modszerrel (altaldban irodalmi, vagytbhdais kutatasing silico) kivalasztottak a
lesZikitett genomrégidbdl a potencialis, a tiineteketzékgént, itt az 5-lipoxigenazt (5-LO).
Ezt itt megszekvenaltak és talaltak benne egy fidakesztéstlpst of function okozd
mutaciot. Ezutan éAllitottak egy 5-LO KO egeret és megallapitottadgyez is védett
atherosclerosis-sal szemben. Ezzel bizonyitottddfy lmz 5-LO-nak fontos szerepe van az
atherosclerosis patomechanizmusabanéBlgemberben a homol@J.OX5 génben SNP-
ket kerestek, és asszociacios vizsgalattal igdezdidgy vannak olyan variaciok, amelyek
emberben befolydsoljdk a betegségre valo hajlag&y. (

Pontokba szedve azoebekben részletezett QTL analizist:

+ F2 generacidéban LOD score analizissel megallapdt&m L-t.

+ Kongenikus allat Iétrehozasa, mindig a QTL-t hoé#tatot kell visszakeresztezni.
+ A QTL-t tovabbi markerek segitsegével finomitariérget felbontas kb. 1 cM.

+ Pozicionalis jeldlt gének keresése.

+  Human ortol6g keresése.

« Asszociacibs vizsgalatok emberben.

Az elézéekhez hozza kell tenni, hogy az esetek tobbségalegidlinak az F2 generacidban
elvégzett genomsgrésnél, és megadjak a LOD score csucsokat mutatngeegiokat.

A masik tipusu egértdrzsracombinant inbred vagy Rl egértorzs. Itt, 2 s#iilegértdrzset
kereszteznek a 7. abran lathat6 médon 10-20 gederéeresztil (10). Itt
testvérkeresztezésekkel stabilizalnak genotipusiskar ezekhez tartozé fenotipusokat
egyszerre tobb térzsben.

Ezek a modszerek egy nagysagrenddel érzékenyetibetka human genomses.



Cég Szolgéltatas Ar

23andMe Kb. 1 milli6 SNP meghatarozasabdl 178 lsétgg 399 $, vagy 99 $ +
genetikai kockazataroél egy becslés, illetve szaan&s| 9%/ honap
rokonsag elemzés eléfizetés az Ujabb

eredmeényekre

deCODEme | lllumina Human 1M BeadChip, mely >1 miifiP-t | 2.000 $
detektdl, 47 betegség, szarmazas

Knome lllumina genom szekvenal6 platform; az eretyek | 39.500 $
értelmezése

Existence Sajat fejlesztdschip; 700 betegség és jelleg; 350 %

Genetics javaslatok a betegségek meigeisére

Navigenics Affymetrix 6.0; 900.000 SNP; szigorudathnyos 999 $
kovetelmények, 28 betegség, 12 gyogyszerre valo
reagalas

1. tablazat

Jelentsebb cégek, melyek orvosi és mas célokbdl genortekatek elvégzését, és az
eredmények értékelését kinaljak.



Single I Double recombinants

Two-strand Threa-strand Four-strand
(A) (B) (o)

(€}
Ay = = ¥ A A Ay A, Ay P
Bivalents -
in prophase
of meiosis |
B, H B. B, = B, 5., B, B
ﬂ 1 Gametes ﬂ

e 8N e 85 LI N X ] LLE X .

Chromatids Key:
in gamete

N Nonrecombinant

R Racombinant
between A and B loci

MERM MM NN RMAMN RERR

1. abra

Rekombinéacié, vagy crossing over meidziskor. Pdldawemberi férfi meioziskor sejtenként
atlag 49 rekombinécio torténik. A folyamatban a lotdg, két szidi kromoszoma genetikai
anyaga kicserdtlik. Eredményeképpen, az eredetileg egymas medléthato allélok (pl. A
és B) elkerllhetnek egymas mélll
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2. ébra

Az LD és haplotipus blokkok legelterjedtebb abragal A haromszdg feletti szamok egy-egy
allélt jel6lnek, itt 15-6t. Minden allélhoz két ima tartozik, amelyet az éisnégyzet felfelé
mutatd két oldala jelképez. Az egyes négyzetektmzamok LD koefficienst jelentenek,
amelyek a négyzet két félsldala iranydban az egyes allélokra vonatkoznakddel a 11-es
€s a 8-as allél kozott az LD koefficiens értékea88j 0,83-at jelent. A jobb vizualizacié miatt
a négyzetek szinezve vannak. Minél sététebb pggpségyzet, annél nagyobb az LD érték a
két allél kozott. A fehér négyzetek azt jelentibgy a két allél k6zott nincs kapcsoltsag,
alacsony az LD koefficiens. Bizonyos allélok, a yesjekkel egyiitt, egy 6tszdgbe vannak
rajzolva. Ezek kozott nagy az LD, és haplotipukkdiat alkotnak. Ezen az abran 3
haplotipus blokkot lathatunk.
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3. abra
A

LOD score elemzés eredményének abrazolasa. Azgelyan az egyes kromoszémak
szamai lathatok, amelyeken tobb markerre is eluéfez LOD score szamolast. Az Y
tengelyen az MLS = maximum Lod score. A genoms#zaignifikancia értéket altalaban
MLS = 3-nal szoktdk meghuzni. Itt a 10-es kromosadi@thatunk ilyen csucsot. A csucs
alatti tertileten lehetségesek olyan szekvenciawiak, allélok, amely a vizsgalt fenotipussal
asszocialnak, kapcsoltak vele.

B.

Az egyik LOD score csucs (a 6-0os kromoszoman) fglitea. Felll lathatok az elemzett
markerek (mikroszatellitak, vagy STR-ek) elnevezd3e, D6S1040, ahol a D utani szam
altaldban a kromoszoma szamara utal. Az abran &0.6s a 90 cM kozo6tt genom terllet esik
a csucs ala.



Az egynukleotid-polimorfizmusok (SNP-k) nyilvanos adatbazisanak béviilése
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4. abra

A nyilvanos SNP adatbazis névekedése. 2009 és B8 @z 1000 genom project 8,5 millié
0j SNP-t talalt a megszekvenalt, kilonba@&tnikumi genomokban (4).
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5. abra
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utolso generacidban a recipiens allat genomjatzakdesne donor allat genomjanak adott

része.
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6. abra
QTL vizsgalat atherosclerosisban efaiz emberig (8, 9). Magyarazatot Id. a szévegben.
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7. abra

Recombinant inbred (RI) (rekombinans beltenyégzadiitok eballitasa. Az abran az SHR
révidités ,spontaneously hypertensive rat’et jel&#taz az esszencialis, vagy allatoknal
spontan magas vérnyomas genetikai hatterének \ézag#ljabdl végezték el a két
patkanytorzs keresztezéseét (10).
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3.5.Fejezethez tartozé kérdések

=

Milyen modszereket lehet hasznalni a multifaktasiéletegségek genomikai hatterének

tisztazasara?

Mi az a Hardy Weinberg eloszlas?

Mi lehet az oka a Hardy Weinberg egyensulytol \eltérésnek?

Mi az a haplotipus?

Mi az a linkage disequlibrium?

Mivel foglalkozik a HapMap project?

Mit hasznalunk az LD mérésére, milyen értékei lebletts azok mit jelentenek?

Genetikai vizsgalatokban mik kdz6tt lehet kapcsg)®s

. Mi a 0 hipotézis kapcsoltsagi analizisnél?

10.Mi az a LOD érték?

11.Mi a kulonbség a parametrikus és a nemparametti@iz score analizis k6zo6tt?

12.Melyik a legelterjedtebb modszer a nemparametrikdB score vizsgalatnal?

13.Mi az a pozicionalis klonozas?

14.Mit jelent a ,founder populacio” és mi azdalye kapcsoltsagi vizsgalatoknal?

15. Mit jelenthet a jeldlt gén polimorfizmusanak vizigakor az asszociacio?

16.Mik lehetnek a pozitiv asszociacié okai SNP vizag@knal?

17.Mi az a ,population stratification?

18.Mi az a population admixture?

19. Milyen médszert lehet hasznélni, hogy asszociagitsgalatoknal a kontroll csoport
0sszetétele ne befolyasolja nagyon az asszocigizi€galat eredmeényét?

20.Mi az a prospective €s a retrospective vizsgalatfdybn példat!

21.Miaz a WTCCC?

22.Kockézatszamolasnal milyen értékeket hasznalhatunk?

23.Mi genetikai vizsgalatokban a power analizis?

24.Mondjon példat a hipotézis altal iranyitott és patézismentes genomikai modszerekre!

25. Multifaktorialis betegségek vizsgalatakor hol hadbhatjak a mikroszatellitakat?

26.Mi a hatrdnya a kapcsoltsagi vizsgalatoknak?

27.Multifaktorialis betegségek vizsgalatakor hol hadhatjak az SNP-ket?

28.Mi az a jel6lt gén asszociacids vizsgalat, és maldaye és a hatranya?

29. Milyen markereket hasznalnak a kapcsoltsagi vizégihal?

30. Mit jellemez egy marker esetén a heterozigotasatehe?

31.Minek a roviditése a GWAS?

32.Mi az a teljes genom asszociaciés vizsgalat?

33.Mi a hatranya a teljes genom asszociacios vizsgalak?

34.Mi az a genomszifitasszociacio?

35.Mi az az utvonal analizis?

36.Mi az a parciélis genomé@s?

37.Milyen céget ismer, amelyik nagyteljesitmérgenotipizalé berendezést forgalmaz, és
kb. mekkora ezek teljesitménye?

38. Mit jelent személyreszabott genomika?

39.Mi az az exom szekvendlas?

40. Mi lehet az ebnye a microarray génexpresszios méreseknek?

41.Milyen elonyei lehetnek betegségek tanulmanyozasanal allaieédalkalmazasanak?

42.Milyen hatranyai vannak human betegségek tanulnzasaesetén az
allatmodelleknek?

43. Milyen tipusu genetikailag modositott allatmodedielsmer?
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44.Mire lehet hasznélni KO allatokat?

45.Mi az a transzgenikus egér?

46.Mi aza kondicionalis KO éllat?

47.Mi az a kongenikus egér?

48.Hogyan lehet betegségekre genetikailag hajlamaséegseket éallitani?
49.Mi az a QTL analizis, hogyan végezhet?



