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1. Bevezetés

1.1. Roviditésjegyzék

ABC: Adenosine Triphosphate Binding Cassette; ATP Binding Cassette
AHR: Aryl Hydrocarbon Receptor

API: Application Programming Interface

ATP: Adenosine Triphosphate

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

CAR: Konstitutiv Androsztan Receptor (NR113)

CCRP: Cytoplasmic CAR Retention Protein

CID: PubChem Chemical ID

CTD: Comparative Toxicogenomics Database

CYP: Citokrom P450

EC50: Maximalis hatékony koncentrécio fele

ESR1: Osztrogén Receptor

ESR2: Béta 0sztrogén receptor

GSH: Glutation

GST: Glutation S-Transzferaz

IC50: Half Maximal Inhibitory Concentration

LC50: Az a koncentracio, ami a kiserletek felében halélos
MDR: Multidrog-Rezisztencia

Metrabase: Metabolism and Transport Database

MRP1: Multidrug Resistance-Associated Protein 1

NBD: Nukleotide Binding Domain

NR: Nukleéaris Receptor

ORM: Object Relational Mapper

PCA: Fékomponens analizis

PP2A: Protein Phosphatase 2A

PPARA: Peroxisome proliferator-activated receptor alpha
PPARD: Peroxisome proliferator-activated receptor delta
PPARG: Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
PXR: Pregndn X Receptor (NR1I12)

RDBMS: Relational Database Management System
RXRA: Retinoic acid receptor RXR-alpha

SID: PubChem Substance ID

SLC: Solute Carrier

SQL.: Structured Query Language

TMD: Transzmembran Domen

VDR: Vitamin D3 Receptor (NR111)

VDRE: Vitamin D Response Elements

1.2. A feladat ismertetése, célkitiizések

A sejt védekezik az idegen anyagok ellen, amelyek magukba foglalnak nem csak

gyogyszereket, hanem mindenféle egyéb kornyezeti, légzéssel vagy taplalkozassal bejutd

anyagokat is. A védekezésben kiilonb6z6 fehérjék, dsszefoglaldo néven kemoimmun fehérjék

vesznek részt: nuklearis receptorok, melyek felismerik az idegen anyagokat, metabolikus
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enzimek, melyek atalakitjak ezeket a sejtidegen vegytileteket, és multidrog transzporterek,
melyek kipumpaljak a sejtb6l az idegennek szamitd vegylileteket, illetve azok metabolitjait.
Ezen fehérjék fontos szerepet jatszanak gyogyszerek metabolizmusdban és a rakos sejtek
kemoterapiaval szemben kialakul6 rezisztencidjaban (multidrog-rezisztencia, MDR) is. Egy
fehérje nem sziikségszeriien csak egy anyagot ismer fel, hanem felismerhet nagyon sok anyagot
is. Ezeket a fehérjéket nevezziik multidrog-koté fehérjéknek, és a kutatdsunk soran vizsgalt
fehérjék nagy része ilyen.

A kutatds soran azt a kérdest vizsgaljuk, hogy vajon ezek a fehérjék egy héalozatban
egyiittmiikodve végzik-e feladatukat. Erre tobb tény is utal. Példaul, amikor a kemoterapiaval
szembeni rezisztenciat célzottan egy-egy fehérje modositasaval probaltak felfiiggeszteni, nem
jartak eredménnyel, azaz a védekezeés redundans [1]. E mellett az irodalombdl ismert tény, hogy
a nukleéris receptorok szabalyozzdk az ABC transzporterek [2] és a Citokrom P450 (CYP)
oxigenazok [3] miikodését, és ha xenobiotikum kotédik a nukledris receptorokhoz, akkor azok
erdsithetik azon célfehérjék expressziojat, amelyek a xenobiotikum metabolizmusaban és
sejtbol valo eltavolitasaban vesznek részt [4-5].

Azokat a fehérjéket szeretnénk azonositani, amik egylitt mikodnek egy vegylilet vagy
vegylletcsoport elleni védelemben azzal, hogy ugyanazt a vegyuletet vagy vegyiletcsoportot
ismerik fel.

1. El6szor arra a kérdésre szeretnénk valaszolni, hogy milyen a nukleéris receptorok
ligand atfedése, azaz mely vegylletek ligandjai két vagy tobb adott nuklearis receptornak.
Ehhez nuklearis receptorok ligandjait és a ligandokat tartalmazd Kkisérletek adatait kell
rendszereznink.

2. Azt is vizsgéljuk, hogy melyek azok az enzimek és transzporterek, amelyeknek
ugyanazok a vegyuletek a szubsztratjaik. Ehhez meg kell ismernink a metabolikus enzimek,
illetve multidrog transzporterek szubsztratjait.

3. A kutatas soran publikus adatbazisokbol elérhetd adatok segitségével szeretnénk arra
valaszt kapni, hogy azok a vegyiletek, amelyek ugyanazokat a nukleéris receptorokat
aktivaljak, azok ugyanazoknak az enzimeknek és transzportereknek a szubsztratjai-e.

Ha talalunk olyan nukleéaris receptorokat, amelyek nagyszamu vegytuletet felismernek,
és talalunk olyan enzimeket és transzportereket, amelyeknek szubsztratjai ugyanebbe a
vegyulethalmazba tartoznak, akkor megtalaltuk azokat a fehérjéket, amelyekrdl

feltételezhetjiik, hogy egyiittmiikodnek ezen idegen anyagok elleni védekezésben.



1.3. Biologiai hattér: A kemoimmunitasi rendszer
Ismert tény, hogy a sejtbe bejutd idegen molekuldk (xenobiotikumok) a sejtben
kotddnek bizonyos fehérjékhez, metabolizalodnak, transzporterek juttatjak ki dket vagy épp
metabolizalt formajukat a sejtbol.

0. Fazis 1. Fazis 1I. Fazis 11l Fazis

FELVETEL

OXIDALAS KONJUGALAS EXKRECIO

transzferazok

ELTAVOLITAS cYP-ek

1.1. &bra: A sejt idegen anyagok elleni védekezésének fazisai és a benniik részt vevd fehérjék. CYP-ek: citokrom
P450 monooxigendzok, G2: ABCG2, C1: ABCC1, B1: ABCB1. Az abra Power Pointtal készlilt.

Az idegen anyagok elleni védekezésnek négy fazisat kiilonboztetjik meg (1.1. abra). A
sejtbe diffazidval vagy SLC (Solute Carrier) fehérjék altal jutnak be az idegen anyagok, melyek
altalaban kisméretii, hidroféb molekulak. Ezeket a nulladik fazisban ABC (ATP Binding
Cassette) fehérjék pumpaljak ki a sejtb6l. A védekezés elsé fazisaban kilonféle enzimek
oxidaljdk az idegen anyagokat, példaul a citokrom P450 monooxigendzok, melyek a
legfontosabbak ezen redox enzimek kozil, de e feladatot végzik példaul az alkohol
dehidrogenazok is. A masodik fazisban az oxidalt xenobiotikumokat tébbek kézott a glutation
transzferazok konjugaljak, vagyis funkcids csoportokat kapcsolnak ezekhez a vegytletekhez. E
folyamat soran nem vagy keveshé toxikus, vizoldéekony vegytletek keletkeznek. A harmadik
fazis soran transzporterek, példaul az MRP1 fehérje (Multidrug resistance-associated protein 1,
ABCC1) pumpaljék ki a sejtbél a keletkezett metabolitokat [2-3].

A sejtbe valé bejutdskor az idegen molekulak promiszkuis (t6bbféle vegyiletet
felismeré) nuklearis receptorokhoz kotddnek, melyek transzkripcios faktorok, ezért erdsitik

azon célfehérjek expressziojat, amelyek a xenobiotikum metabolizmusaban és sejtbol valod



eltavolitasaban vesznek részt [4-5]. Azaz a nuklearis receptorok veégzik a védekezés

szabalyozasat.

1.3.1. Nuklearis receptorok

A nuklearis receptorok ligand vezérelt transzkripcios faktorok. Az amino
terminalisukon van egy A/B doménjik, amelynek része az aktivaciés funkcids rész, amely
ligand nélkal is mindig aktiv. Van egy DNS kot6 doménjiik, és egy csuklospant (hinge)
régiojuk, mely Osszekoti a DNS kotd domént a ligand koté doménnel. A nukleéris
receptoroknak hét alcsaladja van (0-tdl 6-ig szamozva), amelyeket filogenetikai elemzéssel
alakitottak ki. Vannak olyan nukleéris receptorok, amelyeknek meghatéarozott bels6, fiziologias
ligandjaik vannak, példaul az NR1H2-nek (LXRp), az NR1H3-nak (LXRa) és az NR1H4-nek
(LXRa) a 24(S),25-epoxikoleszterol a majban, a 24(S)-hidroxikoleszterol az agyban, és a 27-
hidroxikoleszterol a makrofagokban, de vannak olyanok is, amelyeknek nincs belsé fiziologias
ligandjuk, ilyenek példaul az NR4Al és az NR4A2. E mellett vannak olyan nuklearis
receptorok is, amelyeknek tobb ligandja van, példaul az NR1C1 (PPARa), az NR1C2
(PPARp/3) és az NR1C3 (PPARY), amelyek zsirsavakat ismernek fel. Vannak olyan nuklearis
receptorok is, amelyeknek nincs belsé ligandja, de kapcsolatba hozhatok a multidrog-

rezisztenciaval, vagyis az idegen anyagok elleni védelemmel, mivel azokat ismerik fel [6].

A f6bb promiszkuis nuklearis receptorok: a CAR és a PXR, és a kontrollként hasznalt VDR
A Konstitutiv Androsztan Receptor (CAR, NR113), a Pregnan X Receptor (PXR, ;
NR1I2) és a D3 vitamin receptor (VDR, NR1I1) nukleéris receptorok strukturalis jellemz6ik

miatt egy csoportot alkotnak az NR1 alcsaladon beliil [7]. A CAR és a PXR ligandjai toxikus
metabolikus melléktermékek., Fizioldgias ligandjuk azonban nem ismert, ezért ezt a két fehérjét
arva receptornak is nevezik [4]. A VDR-nek fiziologias ligandja a D vitamin. Kevés fajta
vegyiletet ismer fel, ezért valasztottuk kontrollnak az igen sok vegyiletet felismeré6 CAR és

PXR mellé részletes vizsgalatunkban.
Konstitutiv Androsztan Receptor (CAR)

A konstitutiv androsztan receptor nevét az androsztanokrol kapta, melyek in vitro
gatoljak az eleve aktiv allapotat. Inaktivalt allapotban a CAR a citoplazmaban tartozkodik a
Hsp90 hdsokk fehérjével és a CCRP (cytoplasmic CAR Retention Protein) fehérjével
komplexet alkotva. Amikor a PP2A (protein phosphatase 2A) defoszforilalja a CAR ligand-

crer

RXR fehérjével képez komplexet. Ez az indirekt aktivalas, ami ligand hianyaban is
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megtorténhet. A CAR-RXR komplex a DNS bizonyos régidihoz tud kapcsolodni, aktivalva az
idegen anyagok metabolizmusaban részt vevé fehérjék transzkripciojat [7].

A CAR-nak joval tobb ismert ligandja van, mint a VDR-nek, de kevesebb, mint a PXR-
nak [8].

Pregnan X Receptor (PXR)

A Pregnan X receptor nevét szteroid ligandjairdl kapta, melyek hatékony aktivaloi a
fehérjének. A PXR alapesetben a sejtmagban tartozkodik, és inaktiv formaja represszor
fehérjékkel alkot komplexet, igy gatolja bizonyos gének transzkripcidjat. Ha egy vegyulet
aktivalja, akkor disszocialodik a represszoroktdl, és az RXR alfa fehérjével dimerizalodva
koaktivator fehérjéket toboroz, igy erdsitve célgénjeinek transzkripciojat [7].

A héarom fehérje kdzil a PXR a legkevésbé specifikus, amely 6sszhangban van azzal a
ténnyel, hogy nagy és flexibilis a ligand-koté zsebe. Az emberi PXR fehérje ligandjai kézé

tartozik sok gyogyszer, névényi hatdéanyag, kornyezetszennyez6 anyag, szteroid és epesav [8].
D3 vitamin receptor (VDR)

A D3 vitamin receptor nagy affinitassal koti a D3 vitamint, és a CAR-hoz és a PXR-hez
hasonléan ligand altal aktivalt transzkripcios faktorként miikodik. A CAR-hoz hasonléan ligand
kotéskor heterodimerizalodik az RXR-rel, majd a DNS specialis régidihoz, ugynevezett D
vitamin valasz elemekhez (Vitamin D response elements, VDRE) kotédik. A VDR vélasz
elemek, a VDR és egyéb transzkripcios faktorok a transzkripcios preiniciacios komplexet
alkotjak, amely erésitheti vagy gatolhatja a VDR altal kezdeményezett transzkripciét [9].

A két el6z6 fehérjéhez képest viszonylag sziik a szubsztratspektruma. Ligandjai féképp

a calcitriol (méas néven 1,25 dihydroxyvitamin D3), és annak szintetikus anal6gjai [8].

1.3.2. Az elso fazis enzimei
A metabolikus Fazis | folyamatokban olyan enzimek vesznek részt, amelyek a bejutott
idegen anyagot oxidaljak, redukaljak, vagy hidrolizaljak, hogy hidroxil vagy karboxil csoportok
keriiljenek ra, és igy az idegen anyag atalakitott formaja a mésodik fazisaba kerulhessen. Ide
tartoznak peéldaul az FMO (Flavin-containing monooxigenase), az aldehid dehidrogenaz
enzimek (ALDH1A1, ALDH3A, ALASL1) és a karboxilészterazok (CES2, CES3, ES1) [3].

Kozulik azonban a legfontosabbak a CYP oxidazok.



CYP oxidazok
A citokrém P450 (CYP) enzimek a monooxigendzok csaladjanak tagjai [10]. A CYP
enzimek tobbféle kémiai reakciot kataliz&lnak, példaul a kulonféle vegyiiletek oxidativ,
metabolizmusat [3]. Eddig 57 human CYP-r6l tudunk, melyek szekvencia hasonldsag alapjan
18 fehérjecsaladba és 43 alcsaladba tartoznak [10]. Katalitikus kdzpontjukban egy hem csoport
talalhatd. A szubsztrat a hem csoport felszine felett kapcsolddik fehérjéhez. Mindig a fehérje
strukturalis magja a legkonzervéltabb, és a szubsztrat-két6 zseb a legkevésbé konzervalt [11].

1.3.3. A masodik fazis enzimei

A Fézis Il enzimei olyan fehérjék, amelyek acetilaljak, szulfatdljak, aminosavakkal
konjugaljak, glikuronidaljak a sejtbe bejuté anyagok metabolitjait, hogy a keletkezett, immar
vizben oldhat6 vegyiletek Kitrulhessenek a sejtb6l, majd a majon vagy a vesén keresztil a
szervezetbol. Ezen enzimek kozé tartoznak példaul az N-acetil transzferdzok (NAT1, NAT2),
a tiopurin-S-metiltranszferaz, a katechol-O-metiltranszferaz, a szulfotranszferdzok (SULT2A1,
SULTN, PAPSS2), az acetil-koenzim A szintetdz, és a glukuronozil transzferazok (UDP-
GT1A, UDP-GT2B) [3]. Kozuluk legfontosabbak a glutation transzferazok.

A glutation transzferdzok

A glutation S-transzferdzok (GST-k) csaladjanak tagjai a legtobb ¢él6lényben
megtalalhatéak. Feladatuk, hogy glutationt (GSH) kdssenek (konjugaljanak) hidroféb
szubsztratjaikkal, igy vizoldékonyabba tegyék o6ket. A szolubilis GST-k dimerek. Mindkét
félnek van egy aktiv helye, mely két részbdl all, egy hidrofil G részbél, ahol a GSH-t koti, és
egy szomszédos H részbdl, ahol egy hidrofob kornyezet alakul ki a strukturdlisan kiilonb6z6
elektrofil szubsztratok szamara. A G rész igen konzervalt, a H rész viszont nem, igy eltér6
enzimek igen eltéré ligandokat ismernek fel. A GST-k segitenek tobbek kozott az epoxid

karcinogének és a lipid peroxidok méregtelenitésében [12].

1.3.4. A harmadik fazis fehérjéi: az ABC transzporterek

Az ABC (Adenosine triphosphate Binding Cassette) transzporterek nagyméreti,
sejtmembranba agyazott fehérjék, melyekre jellemzd, hogy rendelkeznek transzmembran
(TMD) és nukleotid-koté (NBD) doménekkel. A fehérjecsalad tagjai az eukariotaktol kezdve
az eml6sokig minden él6lényben jelen vannak. Emberekben sokféle feladatuk van. Részt
vesznek példaul az immunrendszer miikodésében, epesavak kivalasztasaban, stb. A harom
legfontosabb ABC multidrog-reszisztenciaban (MDR) részt vevo transzporter: az ABCB1 (més
néven MDR1 vagy P-glycoprotein), az ABCC1 (MRP1), illetve az ABCG2 (MXR, BCRP).
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Ezek a multidrog-rezisztencidban szerepet jatszo fehérjék is szubsztratként igen eltérd
vegyuletek csoportjait ismerik fel [2]. Jelen vannak szdveti gatakban: példaul a bélben
megakadalyozzdk karcinogenek, mérgez6 anyagok és egyéb sejtidegen vegyiiletek
felszivodasat, a vér-agy-gatban megakadalyozzak a rovarirtoszerek bejutdsat az agyba, a

placentaban pedig megakadalyozzak az anyaban 1év6 méreganyagok atjutasat a magzatba.

10



2. Mddszerek

2.1. A kutatds sordn felhasznalt eszkozok

2.1.1. RBDMS, SQLAIchemy, ORM

A kemoimmun fehérjék ligand és szubsztrat adatait MySQL 5.5. verzioju
(http://dev.mysqgl.com/doc/refman/5.5/en/what-is-mysql.html) RDBMS (Relational Database
Management System) adatbdzis rendszerbe helyeztiik, mert igy kdnnyen elérhetéek,
konnyebben kezelhetéek, elemezhet6ek €s nem redundansan tarolhatoak.

Az adatok tovabbi elemzését a Python programnyelv segitségével végeztik, ezeért
kézenfekvé volt, hogy az adatbazist is a Python SQLAIlchemy [13] nevii modulja segitségével
érjik el. Ez a modul Python szintaktikabdl general SQL parancsokat, é€s ezt adja tovabb az
adatbazis kezel6 rendszernek. A modul egy objektum-relacids megfeleltetést (Object Relational
Mapping, ORM) végez, ami azt jelenti, hogy az adatbazis tablai megfeleltethetéek Python
objektumoknak, és az objektumok attribGtumai a tablazat oszlopai, azaz a modul képes
objektumorientéltan elérni az adatbazist, ami hatékonyabb kodolast tesz lehetévé. A tablak
adatokkal valo feltdltése az objektumok példanyainak Iétrehozasaval torténik, lekérdezéseket
pedig az objektumok attributumain keresztiil végezhetiink.

A 2.1. 4brén az SQL (Structured Query Language) szintaktika és a Python SQLAIlchemy
modul szintaktikajanak dsszehasonlitasat latjuk. Az utobbi joval atlathatdbb, objektumorientalt,
igy hatékonyabban hasznalhato.

A) B)

CREATE TABLE ‘protein’ (
protein_id" int(11) NOT NULL AUTO_INCREMENT,
gene_name’ varchar(300) DEFAULT NULL,
acc’ varchar(300) DEFAULT NULL,
entry_name’ varchar(300) DEFAULT NULL,
organism varchar(300) DEFAULT NULL,
PRIMARY KEY ( protein_id"),
UNIQUE KEY “acc’™ ( acc’)
) ENGINE=InnoDB AUTO_INCREMENT=12 DEFAULT CHARSET=latinl$$

, unique=True)
)
00))

= relationship( j", backref=" t )

(o] D)

SELECT results=DBSession.query(Protein).filter (Protein.acc== ).allQ)
protein”. protein_id", for protein in results: print protein

protein’ . gene_name",

protein’ . acc’,

protein’ . entry_name’,

protein’. organism

FROM ‘drugdb’. protein

WHERE ‘protein’. acc ='075469';

2.1. dbra: az SQL és a Python SQLAIchemy modul szintaktikajanak dsszehasonlitasa
A) Egy tabla létrehozésa SQL nyelvben; B) Egy tabla létrehozasa SQLAIchemyvel,
C) Lekérdezés SQL nyelvben; D) Lekérdezés SQLAIchemyvel

11


http://dev.mysql.com/doc/refman/5.1/en/what-is-mysql.html

2.1.2. Publikus adatbazisok
Vizsgalatunkhoz sok kemoimmun fehérje szubsztrét, illetve ligand adat sziikséges,

amelyet masok mar kigytjtottek az irodalombol és adatbazisokba szerveztek.

nem tartalmaz nuklearis
receptorokat.

Adatbazis Tartalom, leiras link verzié Hivatkozas
Y. Wang, T. Suzek, J. Zhang, J.
A PubChem adatbazis Wang, S. He, T. Cheng, B. A.
része. Vegyliletek Shoemaker, A. (ilndulyte, and
P,UbChem fehérjékre gyakorolt http/Awvww.ncbi.nim.nih.gov/pcassay/ | 2014. julius S_' H. Bryant, PUbChenj,
BioAssay e BioAssay: 2014 update,
h%lt&}sat VIZSgaIC:, . NucleicAcids Res., vol. 42, no.
kisérleteket gylijt Ossze. Database issue, pp.
D1075-1082, Jan. 2014.
Tartalmaz 33
) transzporterhez és Metrabase Development
Metabolism . . . . .
and Transport mtabol[ku§ ?n2|mhez Team, University of Cambr.ldge,
Database kapcsolodd dsszesen http/Avww-metrabase.ch.cam.ac.uk/ 1.0 Metrabase The Metabolism
(Metrabase) 3438 vegytletet, azonban and Transport Database user

manual v2014.01. 2014.

Comparative

Vegyiletek, gének és
betegségek kozotti

A. P. Davis, C. G. Murphy, R.
Johnson, J. M. Lay, K. Lennon-
Hopkins, C. Saraceni-Richards,

D. Sciaky, B. L. King, M. C.
Rosenstein, T. C. Wiegers, and

egyltt, egyesitve a
gyogyszerek és
célpontjaik adatait.

Toxicogenomic [kapcsolatokat és
& ,p . http//ctdbase.org/ 2014. szept. 14. C.J. Mattingly, “The
s Database génexpresszios tartalmaz . . .
(CTD) dott szintaktikéid Comparative Toxicogenomics
adott szintax aju Database: update 2013,”
mondatok formajéban. Nucleic Acids Res., vol. 41, no.
Database issue, pp.
D1104-1114, Jan. 2013.
V. Law, C. Knox, Y. Djoumbou,
T.Jewison, A. C. Guo, Y. Liu, A.
Gy6gyszereket és Maciejewski, D. Arndt, M.
gy6gyszerjelolteket foglal Wilson, V. Neveu, A. Tang, G.
. . Gabriel, C. Ly, S. Adamjee, Z. T.
magaba, sok gyogyszer 5 B Han. Y. 7h ab.s
. ame, B. Han, Y. Zhou, and D. S.
DrugBank célponttal (fehérjével) http/Awww.drugbank.ca/ 4.0

Wishart, “DrugBank 4.0:
shedding new light on drug
metabolism,” Nucleic Acids

Res., vol. 42, no. Database
issue, pp. D1091-1097, Jan.
2014.

2.1. tablazat: Publikus adatbazisok
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2.2. Eljardsok

2.2.1. Lekérdezés a PubChem BioAssay adatbazisbol

A PubChem BioAssay adatbazisbdl a PubChem Bioactivity Data Dicer segitségével
olyan kisérletek adatait kérdeztik le, amelyekben szerepel a 48 emberi nuklearis receptor. A
lekérdezést ugy hajtottuk végre, hogy a génnév mezdébe OR’- al elvélasztva beadtuk a 48
génnevet. De mivel a rendszer nem enged letdlteni 1 millio rekordnal tobbet, ezért kikotottik,
hogy a kisérlet kimenetele aktiv legyen, azaz legyen kdlcsonhatés a fehérje és a vegyllet kdzott.
Igy sikeriilt lecsokkenteni a kapott eredmények szamat, pillanatnyi elemzéseinkhez pedig tgyis
csak az aktiv kimenetelt produkal6 vegyiletekre volt sziikségunk.

A PubChem BioAssay adatbazishdl a Metrabase-ben szereplé transzporterek és
metabolikus enzimek génneveit OR-al elvalasztva is kérdeztink le Kisérleti adatokat, itt is az

aktiv kimenetell kisérletekre sziikitve a keresést.

2.2.2. Lekérdezés a Comparative Toxicogenomics (CTD) adatbazisbdl
A CTD adatbazisban a vegytletek és gének, a vegylletek és betegségek, illetve a gének
és betegségek kdzotti kapcsolatok jol meghatarozott szintaktikdval vannak definialva, példaul
,ABCBI protein results in increased transport of 10,11-dihydro-10-hydroxycarbamazepine”,
ezert a fehérjék genjei és a vegyuletek kdzotti kapcsolatokban a lokalisan letoltott és MySQL
RBDMS-be rendezett adatbazisban specidlis mondatokkal kerestiink, melyekbe mindig
behelyettesitettiik az adott gén nevét. A mondatok vazai 2.2. tablazatban szerepelnek.
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Fehérjetipus

Keresdkifejezés

Szubsztratok
szama

Exporterek és enzimek

<génnév> protein results in increased
secretion of <vegylletnév>

<génnév> protein results in increased
transport of <vegytletnév>

<génnév> protein results in increased
export of <vegyiletnév>

<génnév> protein results in decreased
susceptibility to <vegytletnév>

<génnév> results in increased activity of
<génnév> protein

260

Neklearis receptorok és
transzkripciés faktorok

<génnév> binds to and results in
increased activity of <génnév> protein

690

Importerek

<génnév> protein results in increased
uptake of <vegyliletnév>

<génnév> protein results in increased
import of <vegyiiletnév>

<génnév> protein results in increased
susceptibility to <vegyiletnév>

<génnév> protein results in increased
transport of <vegyiiletnév>

<génnév> protein affects the uptake of
<vegylletnév>

<génnév> protein results in increased
uptake of and results in increased
susceptibility to <vegyiletnév>

<génnév> protein affects the transport
of <vegyiiletnév>

371

2.2. tblazat: Keres6kifejezések a Comparative Toxicogenomics Database lekérdezésekhez

Az adatbazisban 1év vegyiileteket igy azonositottuk, hogy a PubChembdl letoltottiik

az Osszes 1étezd olyan anyagot (substance), ami a CTD-bdl szarmazik, igy megtudtuk azok SID-

jeit, azon keresztiil pedig a CID-juket (Chemical ID, vegyulet azonositd) tudtuk meg.

Az adatbazisbol lekérdezett ligand és szubsztrat adatok statisztikai elemzéséhez az
adatokat Ossze kellett gyiijteni, és elrendezni. Ennek soran az adatokat egy olyan binéris
matrixba helyeztuk, amelynek oszlopai a fehérjék, sorai a vegylletek. A tablazat adott
fehérjéhez és vegyulethez tartozé cellajaban 1 van, ha a vegyiilet szubsztratja vagy ligandja az

adott fehérjének, és 0, ha nincs adatunk arrél, hogy az adott vegyilet kdlcsénhat-e az adott

2.2.3. Az adatok rendezése
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fehérjeével, vagy ha az adott vegyilet biztosan nem szubsztratja/ligandja az adott feherjének. A
tablazat sorai vagy oszlopai felfoghatok vektorok halmazanak, melyeket tobbféle modon
elemeztiink. A CTD adatbazisban csak a vegyiilet és a fehérje kozotti kapcsolat mindsége
szerepel, szamszer(i adatok nélkiil, ezért reprezentaljuk binarisan azt, hogy az adott vegyiilet

szubsztratja, ligandja-e a fehérjének vagy sem.

2.2.4. Klaszterezés

A kemoimmun fehérjéket és a hozzdjuk kapcsolodd vegyiileteket a Python
programnyelv numpy csomagja, illetve a programnyelv scipy csomagjanak cluster alcsomagjan
belil a hierarchy alcsomag segitségével Kklasztereztik a Ward mddszert hasznalva.
Vegyileteknél a sorok kozotti, fehérjéknél az oszlopok kozotti tavolsdgot korrelacioként
(Pearson) definidltjuk, s ez alapjan végeztik a klaszterezést. A vektorok kdzotti korreléciét a
Python programnyelv pandas nevii csomagjaval szamoltuk. Az eredményil kapott
dendrogramot, a Python programnyelv matplotlib csomagjaval abréazoltuk.

A vegyuleteket hierarchikusan klasztereztiik, amivel egy fat kaptunk. Ezt a fat kellett
Ugy agaira darabolnunk, hogy csoportokat kapjunk. Nem mindegy azonban, hogy milyen
kiiszobértéknél vagjuk el a fat. Ezt az értéket, azaz a klaszterek optimalis szamat Ugy hataroztuk
meg, hogy vizsgaltuk a szorast a csoportszam fliggvényében. Ha kevés klaszteriink van, akkor
egy-egy klaszteren beliil a szoras nagy, hiszen sokkal inkabb kiilonb6z6bb vegytletek kertilnek
egy klaszterbe, mint abban az esetben, ha tobb a klaszteriink. Azonban lesz egy adott szdmu
klaszter, amelynél ha tovabb ndveljuk a klaszterszamot, a szords mar alig csokken. Ha
grafikonon 4abrazoljuk a szorast a klaszterszam fliggvényében, akkor az optimalis
klaszterszamnal talalhatdé pont, az uUgynevezett konyokpont jol latszik. A konyokpont

csoportszama az optimalis csoportszam.

2.2.5. Fékomponens analizis (PCA)

Ezzel a modszerrel a vegylleteket elemeztiik aszerint, hogy mely fehérjéhez kotddnek.
Minden vegyiilethez tartozé olyan adatok, melyek leirjak, hogy mely fehérjehez kapcsolodik,
egy vektort alkotnak, amely annyi dimenzios, ahany fehérje van. Azaz minden vektor egy pont
a fehérjék altal meghatarozott sokdimenzios térben. A fékomponens analizis a fehérjevaltozok
terébdl atviszi ezeket a vektorokat egy kisebb dimenzios térbe, ahol a fehérjék helyett az 0j
valtozok az ugynevezett fokomponensek, amelyeknél a legelsé mentén van az adatoknak a
legnagyobb varianciaja, a masodiknal a masodik legnagyobb variancia oly mddon, hogy

emellett a fokomponensek még merdlegesek is legyenek egymasra.
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Ezeknek a vektoroknak, amelyek megmondjak, hogy mely vegyulet mely fehérjéhez
kapcsolodik, a pontjait levetitve az elsé és a masodik komponens altal alkotott sikra, a pontok
a lehetd legjobban szorodnak, ezért itt lathatoak a legjobban, hogy mely pontok vannak kozel
egyméshoz, azaz melyek tartoznak egy csoportba.

A fékomponens analizist a Python programnyelv matplotlib csomagjanak mlab
alcsomagjaval végeztiik, és az eredményt a matplotlib csomag pyplot alcsomagjaval jelenitettiik

meg.
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3. Eredmények

3.1. Kemoimmun fehérjék ligandjainak és szubsztratjainak feltérképezése
publikus adatbazisok segitségével

A kutatasunk arra iranyul, hogy megtudjuk, van-e atfedés azon vegyiletek kozott,
amelyek adott nukleéris receptorok ligandjai, és amelyek adott enzimek és transzporterek
szubsztrétjai. Es ha van atfedés, mely vegyiiletek alkotjak?

Ehhez nukleéris receptorok ligandjainak, metabolikus enzimek és multidrog
transzporterek szubsztratjainak 6sszegytijtése volt szikséges, melyhez publikus adatbazisok
segitségét vettik igénybe. Ezek a PubChem adatbazis Bioassay nevii része, a Metabolism and
Transport Database (Metrabase), a Comparative Toxicogenomics Database (CTD) és a
DrugBank adatbazis.

Kutatasunk soran fehérjéket vizsgalunk, azonban az adatbazisok nagy részében nem
fehérjék vannak feltiintetve, hanem a gének, amelyekrdl a fehérjék atirodnak, igy a génnevekkel
dolgozunk.

A publikus adatbézisok adatait kinyerés utan lokalisan taroljuk, mivel intenziv keresést
altalaban a webalkalmazéasok nem engednek. E mellett a webalkalmazésok nem tartalmaznak
minden esetben olyan keresési lehetéségeket, amelyekre sziikségiink lenne, a lokalis adatokon
pedig igen széles korii lekérdezéseket tudunk futtatni, tovabbé a lokalis keresések rugalmasak,
és gyorsabbak. A lokalis adattarolassal pedig biztosithatjuk, hogy a projekt soran végig az
adatbazis ugyanazon verzidjaval, vagyis ugyanazzal az adathalmazzal dolgozzunk, biztositva
ezzel az eredmények konzisztensségét. Végiil pedig a lokalis tarolas arra is lehetdséget ad, hogy
tobbféle publikus adatbazis adatait Osszeflizziik, egy rendszerben taroljuk, egyszerre

lekérdezhetdve tegyiik.

3.1.1. PubChem BioAssay adatbazis
A PubChem adatbazis (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/about.html) kis vegyiiletekrol

tarol rendszerezetten nagyon sok adatot, és teszi Oket letolthet6vé. Ez az adatbazis magaba
foglalja a vegyuletek szinonimait, és kémiai szerkezetét is.

A PubChem adatbazisnak fontos szerepe van a kutatdsainkban, mivel a kiilonboz6
adatbazisokban tarolt vegyuleteket ezen adatbazis segitségével lehet azonositani, ugyanis a
kémiai adatbazisok tobbsége feltlinteti az adott vegyiiletnek ebben az adatbazisban 1évé
azonositojat, a PubChem CID-t (Chemical ID). A PubChem adatbazis tartalmaz anyagokat is

(substance), amelyeknek kilon azonositéjuk van (SID, Substance ID), melyet az adatbazis
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adminisztratorai adnak az anyagnak ugy, hogy az adott SID-t egy mar l1étezé CID-hez csatoljak.
Amennyiben még nem szerepel az adatbazisban olyan vegyulet, amely azonos ezzel az
anyaggal, akkor egy Uj CID-t kap a vegyiilet, és ehhez csatoljak a kiosztott SID-et. T6bb anyag
egyuttesen alkot egy vegyiulet rekordot, melyhez egy CID tartozik.

A PubChem adatbazison belil a PubChem Bioassay adatbazis

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcassay) [14-16] tobb, mint 700000 olyan Kisérletet gytijt 6ssze,

amelyek vegyuletek bioaktivitasat, azaz a kuloénbozo fehérjékkel vald kolcsonhatasat
vizsgaljak. Ezeket az egyedi kisérleteket 6sszefoglalo bioaktivitasi jelentésbdl pedig 200 millio
darab talalhat6 az adatbazisban.

A bioaktivitasi adatok elérését segiti a PubChem Bioactivity Data Dicer webalkalmazas
(http://dd.ncbi.nlm.nih.gov/datadicer/2/), amellyel a PubChem Bioassay adatbazisban lehet
keresni génnevek, organizmus és eredmény alapjan.

A let6ltott adatok a bioaktivitasi jelentésekben tobbféle mddon jellemezhetik a fehérje
és a vegyulet kozotti kapcsolatot. Ez lehet pusztan kvalitativ (inaktiv vagy aktiv), vagy
kvantitativ, azaz tartalmazhat koncentracio értékeket uM-ban kifejezve, pl. IC50 (Half Maximal
Inhibitory Concentration) értéket, vagy ECS50 értéket, vagyis a maximalis hatékony
koncentracio felét. Minél kisebbek ezek az értékek, annal szorosabb a kdlcsénhatas a fehérje €s
a vegyulet kozott.

A kemoimmun fehérjékkel kolcsonhatd vegylleteket szerettik volna kinyerni a
PubChem BioAssay adatbazisbdl a Bioactivity DataDicer webalkalmazés segitéségével,
azonban enzimeknél és transzportereknél csak kevés adatot talaltunk

Lekérdeztlik az 6sszes olyan kisérleti adatot, amelyben az altalunk vizsgalt 48 emberi
nukledris receptornak, illetve a Metrabaseben taldlhatd enzimek és transzporterek
kolcsonhatasat tanulmanyoztak kiilonféle vegyiiletekkel. Osszesen 7049 olyan adatot talaltunk,
amelynek kimenetele aktiv volt. Ezek kozil olyan adat, amelyben valamilyen koncentracio
érték is szerepelt, 5120 van, és Osszesen 553 kulonféle vegyuletet tartalmaz. Ezek kozil
kivalasztottuk azon kiserletek adatait, amelyeknél a koncentracio érték nem gatlo koncentracio
(IC50), hanem a maximalis hatékony koncentracio fele (EC50), hatekonysagi koncentracio
(Potency), illetve LC50 érték volt feltlintetve. Ezek szama 4124. Azon vegylletek szama,

melyek ezekben szerepelnek, 534.

3.1.2. Metabolism and Transport Database (Metrabase)
A Metrabase (http://www-metrabase.ch.cam.ac.uk/) adatbazis [17] rendezett

fizikokémiai és biologiai adatokat tartalmaz 20 transzporterr6l és 13 Citokrom P450
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monooxigenazrdl. 3438 olyan vegyiilet talalhatd ebben az adatbazisban, amely valamiképpen
kapcsolodik e 33 fehérjéhez. A vegyiletek lehetnek peldaul szubsztratok, gatldszerek,
transzkripciét indukalé anyagok.

Az adatbazisban fellelheté vegyiiletek kozott vannak olyanok is, amelyekrdl leirtak,
hogy biztosan nem szubsztratjai a 33 fehérje kozll bizonyos fehérjéknek. llyen adatokat az
irodalomban ritkan kozdlnek, és nem minden adatbazisban jelenitenek meg, pedig jelentésen
segitik a vegyuletek és fehérjék kdzotti kapcsolatok feltérképezesét.

A Metrabase adatait egy MySQL adatbazisba mentettik le, egyesitve a PubChem
BioAssay adatbazisbdl a fentebb részletezett modon kinyert nuklearis receptor adatokkal. A
MySQL adatbazisbol kérdeztem le a benne talalhat6é 33 fehérje szubsztrat adatait.

A Metrabase adatbazis alkalmas transzporterek és enzimek szubsztrat adatainak
megismerésére, azonban nem tartalmaz adatokat nukleéris receptorokrol, ezért fordultunk a

Comparative Toxicogenomics Database (CTD) felé.

3.1.3. Comparative Toxicogenomics Database (CTD)

Ebben az adatbazisban [18] (http://ctdbase.org) vegyuletek, gének és betegségek kdzotti
kapcsolatokat leird adatokat helyeztek el, 6sszesen 24 004 160 darab kapcsolatot. Elsédleges
celja volt az adatbazis létrehozdsanak annak megismerése, hogy a kornyezetbél szarmazo
anyagok milyen hatassal vannak az ember egészségére. A vegyuletek, gének, vegyiletek és
betegségek, illetve gének és betegségek kozotti kapcsolatokat az adatbazis készit6i irodalombol
manudlisan gyijtotték ossze. Az adatbazis adatait lokalis MySQL adatbazisba gyjtottiik, abbol

kérdeztiik le kemoimmun fehérjék szubsztratjait a 2.2.2 fejezetben leirt modon.

3.1.4. DrugBank adatbazis

A DrugBank adatbazis [19-22] (http://www.drugbank.ca/about) gyogyszereket és
gyégyszerjelolteket tartalmaz. Egyesiti a gyogyszerek és a fehérjék reszletes adatait, példaul
fehérjéknél az atvonal adatokat is tartalmazza. Sok mas adatbazisra hivatkozik, igy megkonnyiti
a vegyuletek es a fehérjék azonositasat. A DrugBank adatbazis 7740 gyogyszert, 4282 feherjét,
illetve a gyogyszerek és fehérjék kapcsolatait foglalja magaba. Minden egyes DrugBank
bejegyzés (DrugCard entry) tobb, mint 200 adatmez6bdl all, melyek fele a gyogyszerrél, a
masik fele pedig a gyogyszer célpontjairol tartalmaz informéaciot. Az adatbazis sokféle modon
kereshetd, pl. szoveges lekérdezéssel, aminosav szekvenciaval BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) lekérdezéssel, vagy kémiai strukturaval, illetve SMILES kémiai struktura leiré

szOveggel. Az adatbazis egésze letolthet6 XML formatumban. A megfelelé adatok kinyerés
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utan XML formatumbol relacios adatbazisba rendezhet6k. Az adatok feldolgozasa folyamatban

van.

3.1.5. Irodalmi adatok

A fent részletezett publikus adatbazisok kézil nem mindegyik tartalmaz adatot minden
fajta kemoimmun fehérjérdl, e mellett az adatbazisok szubsztrat adataiban kevés az atfedés a
nukleéris receptorok, illetve multidrog transzporterek szubsztratjai kozott (Isd. 3.2.2 fejezet),
ezért elkezdtiik adatok osszegytijtését az irodalombdl.

A Kkutatds elején harom kivalasztott nuklearis receptor: a CAR a PXR és a VDR
ligandjait gytijtottem 6ssze cikkekbdl.

A fehérjék és a ligandok kozotti kapcsolatok, vagyis kotési adatok egyenként
szerepelnek az adatbéazisban. Tébb kotési adat van, mint ligand, azaz vegyulet, mert egy
vegyllet tobb fehérjéhez is kothet.

Osszesen 12 db fehérjéhez 60 db ligandot, 98 db ligand kétési adatot 5 db cikkbél [4, 7-
8, 23-24] gytjtottem Gssze. Azért nem 3, hanem 12 fehérje van az adatbazisban, mert nem csak
emberi, hanem egyéb fajokbdl szarmazd fehérjéket is Gsszegyujtottiink, ugyanis a cikkekben
van sok adat mas fajok fehérjéirdl is, és igy a jovében a fajspecifikus eltéréseket is lehet
tanulmanyozni. A feldolgozott cikkek szdma azért ilyen alacsony, mert ezek attekint6 jellegiiek,

azaz mindegyike sok adatot tartalmaz.

3.1.6. A publikus adatbazisok dsszehasonlitasa

A Metabolism and Transport Database (Metrabase) adatbazis sajnos nem tartalmaz
nukleéris receptorokat.

A Comparative Toxicogenomics Databaseben (CTD) vannak olyan vegyiilet fehérje
interakcidkat leir6 mondatok, amelyek szdgletes zardjelek kozott tartalmaznak mas ilyen
mondatokat, példaul ,,.Dexamethasone inhibits the reaction [ABCG2 protein affects the
transport of 2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo(4,5-b)pyridine]”. Ha egy vegyiilet és egy
fehérje kozotti kapcsolatra keresek, akkor talalok ilyen mondatokat is, meg olyanokat is,
amelyek nem tartalmaznak mas mondatokat, példaul ,,ABCC1 protein results in increased
export of 2',7'-bis-(carboxypropyl)-5(6)-carboxyfluorescein”. Ez utobbi mondatokat nevezem
egyszerli mondatoknak, mivel nem tartalmaznak mas mondatokat szdgletes zardjelen beliil.
Csak egyszerti mondatokkal keresve a 48 nukledris receptorra és a 33 Metrabaseben szerepld
fehérjéhez 680 ligandot talaltam, mig egyszeri és nem egyszeri mondatokat Gsszesen 690

ligandot, illetve szubsztratot foglalnak magukba. Mivel a CTD-ben tbb vegyiiletet talaltunk,
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mint a PubChem BioAssay adatbazisban, ezért arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a CTD
adatait érdemesebb elemzésnek alavetni.

A publikus adatbazisok két fontos hibalehetéséggel terheltek. (1) Ha nincs adat a fehérje
és a vegyulet kdzotti kdlcsonhatésrdl, az jelentheti azt, hogy a fehérje valéban nem ismeri fel a
vegyuletet, de jelentheti azt is, hogy még nem végeztek Kkisérletet az adott fehérjével és
vegyulettel, vagy még nem raktak be erre vonatkoz0 adatokat az adatbazisba. (2)
Membrantranszporterek esetén szubsztratnak mindsiil vegyiiletet jelolnek meg tobb esetben

gatldszerként az alapjan, hogy (kompetitiv modon) gatoljak egy masik szubsztrat transzportjat.

3.1.7. A ligand- és szubsztrat adatok egyesitése: az altalunk létrehozott DrugDB
adatbazis

Ahhoz, hogy megtudjuk, mely vegyiiletek aktivaljak ugyanazokat a nukleéaris
receptorokat, bizonyos nuklearis receptorok irodalomban fellelheté ligandjait és a ligand
kotések tulajdonsagait jellemz6 adatok strukturalt rendszerbe helyezése volt szikséges, ezért
Iétrehoztunk egy adatbazist. Ez egyelére még csak a PXR, a VDR és a CAR éltalunk az
irodalombdl kigyiijtott ligandjait, azaz a 3.1.5. fejezetben leirt adatokat tartalmazza, azonban
ebben az adatbazisban tervezzilk integralni a fenti adatbazisokban és a EMBL-EBI ChEMBL
adatbazisban (https://www.ebi.ac.uk/chembl/) talalhaté kemoimmun fehérje szubsztratokat és
ligandokat.

A DrugDB adatbazis szerkezete

A DrugDB nevii adatbazisban fehérjék ligand és szubsztrat kolcsdnhatasait jellemz6
adatok tarolasat oldottuk meg. Ehhez tobb adatbazisbol gytijtottiink adatokat: A PubChembdl
[14], az UniProtbol [25] és a PubMedbdl [26].

Az adatbazis hat tablabol all. A ,,protein” nevii tabla a fehérjék adatainak tarolasara
szolgal. A vegyiiletek adatait a ,,compound” nevi tabla tartalmazza, az irodalmi hivatkozasok
tarolasaért pedig az ,.article” nevii tabla a felelés. A ,,protein” tabla oszlopai: génnév, UniProt
azonosito (acc), melynél megkoveteltik az egyediséget (unique oszlop), hogy semmiképp se
szurjuk be tobbszor ugyanazt a fehérjét. E mellett a fehérje tabla tartalmazza a kovetkez6
oszlopokat: beirasi név (entry name) és az organizmus. A ,,compound” tabla oszlopai: a
vegylilet neve €s egy megjegyzés a vegylilethez. Az ,.article” tabla oszlopai: a cim, a szerzok,
az 6sszefoglalo és a PubMed azonositd, melynél szintén megkoveteltiik az egyediséget, hogy
semmiképp se szurjuk be tdébbszor az adott irodalmi hivatkozast.

A vegyliletek adatbazisokban 1év6 azonositoinak tarolasara egy Ujabb tablat hoztunk

létre, melynek neve ,,compound xref’. E megoldéassal egy vegyiilethez tobb azonositd is
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tartozhat. Ennek a tblanak az oszlopai: az adatbazis neve, melybdl a vegyiiletet leird adatokat
kinyertik (pl. a PubChem [14]), a vegyiilet adatbazisban 1évé azonositdja, a vegyiilet neve, és
egy logikai valtozo6, mely 1, ha az adott hivatkozas elsédlegesnek tekintendd, és 0, ha nem.
Minden vegyiiletnél kivalasztottunk egy elsédleges azonositot, amely az els6é az adatbazisbol
lekérdezett azonositok koziil. A tabla kiilsé kulcsként (foreign key) tartalmazza a vegyiilet
elsddleges kulcsat. Az adatbazis nevének és az adatbazisban tarolt azonositonak egylittesen
véve egyedinek kell lennie, mert el6fordulhat, hogy egy vegyiiletnek ugyanaz az azonositoja
egy kiils6 adatbazisban, mint egy masik vegyiiletnek egy masik kiilsé adatbazisban.

Az adatbazis hat tablajabol egy kapcsolotabla, vagyis tobb a tébbhoz kapcsolatot 1étesit
entitasok kdzott. Az irodalmi hivatkozasok tablajat koti 6ssze a ligandkotések tablajaval. A neve
marticle binding”. Ennek segitségével egy ligandkdtéshez tobb irodalmi hivatkozas, és egy
irodalmi hivatkozéashoz tobb ligandkotés is tartozhat (many-to-many relationship). Csak az
Osszekapcsolando entitasok elsddleges kulcsait tartalmazza.

Az adatbézis szive az a ,,binding” nevill tdbla, melyben a fehérjék ligand kotéseinek
adatai vannak tarolva. Oszlopai a kotés tipusa (pl. agonista), a kisérletnél alkalmazott
koncentracid tipusa (pl. ECso), és a koncentréacid értéke nM-ban kifejezve. Mindezek mellett
van még egy logikai valtozo annak tarolasara, hogy a kisérletet in vivo vagy in vitro hajtottak-
e vegre, megtalalhatdé még egy megjegyzés a kisérlethez vagy kotéshez, és egy kilsé a
vegylleteket tarol6 tablahoz.

Az adatbazis fentebb vézolt szerkezete a 3.1. abrén, lathato.

| compound_xref v
compound_xref_id INT(11)
] compound v
db_name VARCHAR(100) nd_id INT(11
compound_id INT(11)
id_trom_db VARCHAR(50) P i VARCHAR(300)
name (300)

compound_name VARCHAR(300
remark VARCHAR({300)

is_primary TINVINT(1)

» compound_id INT(11) 7

] binding v
binding_id INT(11)

blype VARCHARGO) 1,/ W
conc_nM VARCHAR(50) -

" article_id INT(11)
ctype VARCHAR(10)
- ype / binding_id INT(11)
’ in_vivo TINYINT(1)
-, remark VARCHAR(300) i

-’ » compound_id INT(11)

| protein v ] article : v

protein_id INT(11) article_id INT(11)

gene_name VARCHAR(300) title VARCHAR(500)

acc VARCHAR(300] authors VARCHAR(500)

entry_name VARCHAR(300) abstract VARCHAR(2000)

organism VARCHAR(300 pmid INT(11)
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3.1. abra: A DrugDB adatbazis EER diagramja ,,crows feet” (varjulab) jeldlési modban. Piros ponttal vannak
jelolve az els6dleges kulcsok, és sarga jellel a kiils6 kulcsok.
Az abrat a MySQL Workbench (http://www.mysgl.com/products/workbench/) nevii programmal készitettem,

egyszerlsitett nézetet hasznalva

A DrugDB adatbazisba bet6ltott adatok dsszegyiijtése
A DrugDB-be illesztett ligand kotési adatokat a 3.1.5. fejezetben hivatkozott cikkekben

[4, 7-8, 23-24] megtalalhato tablazatokbdl gyijtottem Ossze. Ezekre gy talaltam ra, hogy a
PubMedben (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) a ’nuclear receptor CAR PXR review’,
‘nuclear receptor CAR PXR ligand review’ és a ’Vitamin D3 receptor ligand review’
kifejezésekkel kerestem, a talalatok kozul pedig kivalogattam azokat, amelyek tablazatokban
sok vegylletet tartalmaznak. A ligandok Osszegyiijtését nehezitette az a tény, hogy vannak
olyan vegyuletek, melyek hatassal lehetnek a vizsgélt fehérjékre anélkiil, hogy ténylegesen
kotédnének hozzajuk. Az irodalom olvasasa soran figyelnem kellett arra, hogy ténylegesen a
ligand sz6val megjelélt vegyiileteket vegyem csak figyelembe. Igy az adatbazisba csak olyan
vegyuletek keriiltek bele, melyeket ligandként irtak le.

A fehérjékre vonatkoz6 adatokat ugy kerestem meg, hogy az UniProt adatbazisban a
kovetkez6 kifejezéssel hajtottam végre lekérdezést: ,,gene: NR112 or gene: NR1I3 or gene:
VDR”, a kapott eredményeket szovegfajlként lementettem, majd a fehérjék adatait, példaul
UniProt azonositoit a Biopython [27] modul segitségével nyertem ki és toltéttem be az
adatbazisba. A vegyiletekre és a cikkekre vonatkozé adatokat scriptekkel kértiik le a PubChem,
illetve a PubMed adatbézisbdl. A fentebb emlitett adatbazisok és az adatok kinyerésének madja

lathatd dsszefoglalva a 3.2. abran.

Keresés: vegyliletnév
alapjan web-API-vel
és scripttel

Keresés: web-API
,gene: NR1I2 or gene:
NR1I3 or gene: VDR”
Eredmény lementése és
feldoltozasa scripttel

Keresés web-API:

pl. ,nuclear
receptor car pxr
review”

3.2. abra: A DrugDB adatbazis forrasadatbazisai és az adatkinyerés modjali
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Az adatbazisban jelenleg harom nukleéris receptornak, a PXR-nak (NR112), a CAR-nek
(NR1I3) és a VDR-nek (NRI1I1) irodalombol kigyiijtott ligandjai vannak, de ebbe az
adatbazisba tervezziik egyesiteni a PubChem BioAssay, a Metabolism and Transport Database
(Metrabase), a Comparative Toxicogenomics (CTD) és a DrugBank adatbazisok kemoimmun

fehérjekre vonatkozo szubsztrat es ligand adatait.

3.2. A Comparative Toxicogenomics Database-bol szarmazo szubsztrdt- és
ligand adatok elemzése

3.2.1. A rendelkezésre allo adatok elemzése

A kutatdsunk soran azt szeretnénk megvalaszolni, hogy vajon a kemoimmunitasi
fehérjék halozatként végzik-e feladatukat, az idegen anyagok atalakitasat és sejtb6l valo
eltavolitasat, vagyis a sejt idegen anyagok, kis molekulék elleni védelmét. Ehhez azt vizsgaljuk
meg, hogy a vegytletek egy csoportja a kemoimmun fehérjék egy csoportjaval ha-e kdlcson.
Mivel a fentebb leirt publikus adatbazisok kozul a CTD-ben talalhaté a legtébb szubsztrat adat,
és ebben az adatbazisban nuklearis receptorok ligandjai is megtalalhatéak, ezért ugy dontottink,
hogy ennek az adatbazisnak az adatait elemezzlk részletesebben. E mellett a CTD adatbazis
génexpresszios adatokat is tartalmaz, amelyek a fehérjeszabalyozads felderitésében
nélkuldzhetetlenek, ezért is érdemes jobban megismerni ezt az adatbazist.

Az CTD-bdl lekerdezett ligand és szubsztrat adatokat a 2.2.3 fejezetben leirt modon

0sszegylijtottem, hogy azutan statisztikailag elemezni tudjuk dket.

Fehérjék szubsztrat, illetve ligandspektrum szerinti klaszterezése

A fehérjéket szubsztratspektrumukalapjan a 2.2.4. fejezetben leirt modon
csoportositottuk.

Az eredményként kapott dendrogramot (fat), illetve annak kinagyitott részeit latjuk a
3.3. abréan.
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3.3. abra: Fehérjék szubsztrat és ligandspektrum szerinti klaszterezésébdl szdrmazo dendrogram, és
annak kinagyitott részei.

Két fehérjeklaszter lathat6 zolddel bekeretezve az dbra jobb oldali kinagyitott részén. A
felsé klaszterben olyan ABC és SLC transzporterek, illetve GST fehérjék vannak, amelyek
multidrog-kot6 fehérjék. Ez azt mutatja, hogy jol klasztereztink, hiszen hasonld fehérjék
kerlltek egy csoportba. Az als6 klaszterben alkohol dehidrogendzok és SLC22 transzporeterek
talalhatok. Ezeket a fehérjéket egyiitt még nem emlitik az irodalomban, egyiittmiikodésiik

lehetésége 1j informacio. A négy fehérje kozos szubsztratja a doxorubicin.

Vegyilletek klaszterezése fehérjékhez vald kapcsolédasuk szerint

Azt szeretnénk megtudni, mely vegytletek hasonlitanak abban, hogy ugyanazoknak a
fehérjéknek szubsztratjai vagy ligandjai. Ezért a fehérjék és a vegyiletek kdzotti kapcsolatot
leird el6bbi adathalmazt most ugy klasztereztik a 2.2.4. fejezetben leirt modon, hogy a
vegylletek alkossanak klasztert. Az optimalis klaszterszamot meghataroztuk, mely 10 lett. Ezen
optimalis klaszterszam alapjan hataroztuk meg azt a kiiszobértéket, amely alapjan az 3.4. abran
lathaté dendrogramot szineztik.
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3.4 &bra: vegyuletek szubsztrat illetve ligandspektrum szerinti klaszterezésének dendrogramja. Harom kiemelt

klaszter be van keretezve.

Ezutan megnéztik klaszterenként, hogy melyek azok a fehérjék, amelyekhez az adott
csoportban 1év6 vegyiilet kapcsolodik, azok kozil is kivalasztottuk azokat a fehérjéket, amelyek
sok vegyliletet felismernek az adott vegytletcsoportbol. Az igy kapott fehérjecsoportokban egy
fehérje tobb helyen is szerepelhet, hiszen tobb vegyllet kapcsolddhat egy fehérjéhez (egy
fehérje eltérd csoportba klaszterezddott vegylileteket is felismerhet).

Az alabbiakban harom ilyen fehérjecsoportot emelink ki és mutatunk be. A nekik
megfeleld harom vegyiiletklasztert a 3.4. abran feketével bekereteztik, a csoport fehérjéi és a

fehérjek kozotti kapcsolatok pedig a 3.1. tablazatban lathatdak.
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Kemoimmun fehérjék 1. csoport
PPARD

Nuklearis receptorok,
transzkripcios faktorok

Transzporterek (fazis 0, 111)

Metabolikus enzimek (Fazis |) CYP19A1

3.1. tablazat: a harom kiemelt fehérjecsoport tagjai. Szam a fels6é indexben: a csoportbon belil az adott nukleéris
receptor és egyéb mas fehérje kdzotti kapcsolatot jelenti,, pl. 1: a PXR szabalyozza transzkripciésan az ABCB1-

et. A fehérjekapcsolatok a [3] irodalmi hivatkozésban talalhatdk:

Mindharom kiemelt csoportban olyan fehérjék szerepelnek, amelyek az adott
vegyuletcsoportbdl legalabb 14-et felismernek. Az els6 csoport csak négy fehérjébdol all. Mivel
ezeknek a fehérjéknek lipid felismerés a feladata, ez a klaszter joI mutatja, hogy elemzési
maodszeriink alkalmas a hasonl6 anyagokkal kélcsénhatd fehérjék azonositasara.

A maésodik csoport hat fehérjébol all. A PXR és az ABCBL egytt szereplését igazolja
az irodalombol ismert tény, hogy a PXR szabalyozza az ABCB1-et [3].

A harmadik csoportot 11 fehérje alkotja. Az irodalombdl [3] ismert, hogy az AHR
szabalyozza a CYP1Al, a CYP1A2 és a CYP1B1 fehérjéket, ezért ezek a fehérjék egy
csoportban 1év6 elhelyezkedése indokolt.

Fehérjék paronkénti szubsztratatfedése

A csoportokat a kovetkezOképpen is vizsgaltam: megszamoltam minden egyes
kemoimmun fehérjeparra, hogy hany csoportban szerepelnek egyiitt a 10-bél, és ebbdl egy
olyan tablazatot készitettem, ahol az 6sszes kemoimmun fehérje szerepel az oszlopok és a sorok
fejléceiben is, és a celldkban az talalhatd, hogy a sorfejlécben és az oszlopfejlécben 1év6 fehérje
hany csoportban szerepel egyiitt. Ezutan csak azokat a sorokat és oszlopokat hagytam meg, ahol
magas értekek talalhatok (6 vagy 7), és ezeket zolddel jeléltem meg. Az eredmény az alabbi
3.2. tablazatban lathato.
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ABCB1 |CYP1A1l |[CYP1A2 |CYP2B6 |CYP3A4 |[NR3A1/ESR1 [NR1I2/PXR

ABCB1 5 5 4 6 5 6
CYP1A1 4 4 6 5 5
CYP1A2 2 12 4 6 5 5
CYP2B6 1 4 7 6 5 5
CYP3A4 4 4 8 15 6 7
NR3A1/ESR1 8 12 4 1 7 5
NR1I12/PXR 8 7 7 9 23 33

3.2. tablazat: Foatlo felett: fehérjeparonként az az érték, hogy az adott fehérjepar a vegyiletcsoportokbdl
meghatarozott 10 fehérjecsoportbél hanyban szerepel egyditt, a magas értékek zélddel vannak jeldlve. Fatlo

alatt; fehérjék szubsztratatfedése

Mivel a kiindulé fehérjecsoportok vegyuletcsoportokbdl voltak szarmaztatva gy, hogy
azok a fehérjék vannak egy csoportban, melyeknek van olyan szubsztratjuk vagy ligandjuk,
amely vegyllet az adott csoportban van, ezért a fentebbi 3.1. tablazatban szerepl6 értékek minél
nagyobbak, annal tobb vegyiiletet ismer fel a fehérje. Es minél tobb csoportban szerepel egyiitt
két fehérje, annal nagyobb a szubsztratatfedésik.

Figyelemre mélto az, hogy az ABCB1 és az NR112 (PXR) 6 csoportban egyutt szerepel
a 10-b6l. Ez az egyittallas azt sejteti, hogy a PXR specifikusan olyan transzporter
transzkripcidjat serkenti, amelyek az &ltala felismert ligandok transzportélasara képes. Az
ABCBL és a PXR éltal is felismert vegyletek, melyek az adott vegyuletcsoportba tartoznak: a
Dexametazon, az Endoszulfan, az Etinil dsztrogén, a Paclitaxel, a Ritonavir, az alachlor, a
docetaxel és a metolachlor.

A CYP3A4 és az NR1I2 (PXR) 7 csoportban is egyutt van a 10-bdl. Irodalombdl ismert
tény, hogy a PXR er6siti a CYP3A4 expresszidjat [3]. Kozosen felismert vegyileteik a
Karbamazepin, a Chlorpyrifos, a Clotrimazole, a Dexametazon, a Diethylhexyl Phthalate, a
Diethylstilbestrol, a Flutamid, a Lithocholic Acid, a Paclitaxel, a Fenobarbital, a Fenitoin, a
Rifampin, a Sulfinpyrazone, a Triclosan, a Troleandomycin, a bisphenol A, a cyhalothrin, a
cypermethrin, a decamethrin, a dexamethasone 21-tributylacetate fenvalerate, a o,p'-DDT és a
phenthoate.

A CYP3A4 és az ESR1 6 csoportban is egyutt szerepel. Kozdsen felismert vegyuleteik
a 2,2',4,4'-tetrabromodiphenyl éter, a Diethylhexyl Phthalate, a Diethylstilbestrol, a ndvényi
kivonatok, a biszfenol A, a fenvalerate és az o,p'-DDT.
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Vegyviiletek fé6komponens analizis (PCA) alapjdn valo klaszterezése

A klaszterezés mellett egy masik modszer a fékomponens analizis (PCA), melyet azért
alkalmaztunk, hogy mas szemszogbdl is megnézve uUjabb Osszefliggéseket keressiink a

kemoimmun fehérjék szubsztrat és ligand adatai kozott.

Scree plot — f6komponensek aranya
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3.5. abra: Vegyiiletek fokomponens analizis komponenseinek aranya

A fenti 3.5. abran a komponensek aranya lathato.

Noha az els6 két komponens lathatéan joval nagyobb, mint a tobbi, egyik komponens
sem haladja meg a 14 szé&zalékot.

Amikor ravetitettik a vegyiiletek pontjait az elsé két fékomponens sikjara (3.6. abra),
egy népes csoportot lattunk az origoban, és egy vagy néhany vegyuletet szétszérddva. Az
origoban 1év6 csoportosulds azt sejteti, hogy sok olyan vegydlet van, amely csak egy-egy

fehérjéhez kapcsolodik.

29



Scatter plot

30 T T T T
o]
o]
< 20} .
<
a
Q 0
=
g 10 ... ® i
O
Q iy
E ° ‘.
K B
Lo
% &
o
0 °
S -10} o !
[ ]
_20 1 1 1 1 1 1
—60 =50 —-40 -30 -20 -10 0 10

Elsé fékomponens (12.9%)

3.6. dbra: Vegylletek pontjainak elhelyezkedése a vegyiiletek fékomponens analizisébdl szarmazo ket

legjelentdsebb komponens altal meghatarozott sikon

Ez a mddszer nem vilagitott ra Gjabb 0sszefliggésekre, csupan azt sejteti, mennyire sok
olyan vegyiilet van, amely csak egy vagy néhany fehérjével hozhaté kapcsolatba az adataink

alapjan.
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3.2.2. A Comparative Toxicogenimocs Database-bél szarmazé adatok jellemzése
Az eddigi elemzések eredményeit latva meg kell vizsgalnunk, milyen is az adathalmaz,
amivel dolgozunk.
A 3.7. abran egy hisztogram lathatd, mely azt mutatja, hany olyan fehérje van, amely

adott szamu vegydletet ismer fel.
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3.7. dbra: Hisztogram a fehérjék altal felismert vegyiiletek szaméarél a Comparative Toxicogenomics Database
(CTD) adatait felhasznalva. A fiigg6leges tengelyen a fehérjék szama, a vizszintes tengelyen a felismert

vegyliletek szama lathatd.

Szembetiind, hogy nagyon sok olyan fehérje van, amelynél csak egy vegyulettel
kapcsolatban van adatunk, és sok olyan fehérje, ahol csak néhany vegyiulettel kapcsolatban van
adatunk, és csak igen kevés olyan fehérje, amelyrdl sok a szubsztrat vagy ligand adat. Ezt
tamasztja al4 a vegyliletek fOkomponens analizisérdl szol6 3.6. abran az origo koré csoportosult
vegylletek nagy szama is.

E mellett azt is vizsgaltuk, hogy mennyire fednek 4t a kiilonb6zd fehérjék szubsztratjai.

A 3.8. abra els6 oszlopa azt mutatja, hogy az AHR ligandjainak és az ABC fehérjék
szubsztratjainak atfedése hany vegytiletbdl is all, és azok pontosan mely ABC fehérjéhez
kapcsolddnak. Lathatd, hogy csak egy-egy vegyulet kapcsolddik az ABC fehérjékkel, 6sszesen
5 darabbal. A masodik oszlop azt mutatja, hogy az AHR ligandjai az SLC fehérjék kozil csak
az SLC8AL1 fehérjével fednek at egy vegytulet erejéig. A harmadik oszlop az AHR ligandjainak
a citokrom P450 fehérjék szubsztratjaival vald atfedését mutatja CYP fehérjénként. Osszesen 8
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db citokrom P450 fehérje szubsztratjaival fednek at az AHR ligandjai, és csak a CYP1Al
ligandjaival fednek at jelent6sen, 20 vegyiiletnél is.

AHR ligandok atfedése mas fehérjék szubsztratjaival,
fehérjefajtak szerint
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3.8. bra: AHR ligandok atfedése kiilonbozé fehérjék szubsztratjaival, fehérjefajtak szerint.

A 3.9. dbra a CAR ligandjainak atfedését mutatja mas fehérjék szubsztratjaival. Az els6é
oszlopban az ABC fehérjék szubsztratjaival vald atfedés lathatd. Osszesen négy fehérje
szubsztratjaival fed at, és kdziluk is csak egy olyan fehérje van, amelynél két vegydlet is atfed,
a tobbinél csak egy-egy. A méasodik oszlop a CAR ligandjainak citokrom P450 fehérjék
szubsztratjaival vald atfedését mutatja. Itt a CYP3A4 szubsztratjaival fed at 4 vegyiletben,
amely igen kevés az AHR és CYP1A1 20 vegyiletes atfedéseéhez képest. A CAR ligandjai a
tobbi fehérjével még kevéshé fednek at, a CYP2B6 szubsztréatjaival két vegyllet erejéig, a
maradék ket citokrom P450 fehérje szubsztratjai és a CAR ligandjai kozott csak egy-egy

vegyiilet fed at. Osszességében a CAR-nak nagyon kevés olyan ismert ligandja van, mely étfed
mas fehérjék szubsztratjaival.
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CAR ligandok atfedése mas fehérjék szubsztratjaival,
fehérjefajtak szerint
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3.9. dbra: CAR ligandok atfedése kiilonbozo fehérjék szubsztratjaival, fehérjefajtak szerint

A 3.10. abrén pedig a PXR ligandok atfedését latjuk az elsé oszlopban az ABC fehérjék
szubsztratjaival, a masodikban az SLC fehérjék szubsztratjaival, a harmadikban a citokrom
P450 fehérjek szubsztratjaival. Az AHR, a PXR és a CAR szubsztratjai kdzul a PXR ligandjai
fednek at a leginkédbb mas fehérjék szubsztratjaival.

PXR ligandok atfedése mas fehérjék szubsztratjaival,
fehérjefajtak szerint
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3.10. dbra: PXR ligandok atfedése kiilonboz6 fehérjék szubsztratjaival, fehérjefajtak szerint.
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Az alabbi 3.3-as tablazat kemoimmun fehérjék szubsztrat, illetve ligand atfedését
mutatja. Csak azon kemoimmun fehérjék szerepelnek benne, amelyekhez kapcsolodo
vegyiletek barmely masikkal valé atfedését tobb, mint két vegyilet alkotja. Lathato, hogy a
tobb, mint két vegyiilet erejéig atfed6 fehérjék kdzil is a legnagyobb atfedés az NR112 (PXR)
és a CYP3A4 fehérjék kozotti 23 vegyllet, ahol a PXR dsszes ligandjainak szama 196, ez 12%-
os atfedést jelent. Az egyetlen jelentés atfedés az AHR-hez és a CYP1A1l-hez kapcsolddd
vegyuletek kozotti 20 vegyiilet az AHR 54 ligandjabol, mely 37%-os atfedést jelent. Ezen kivil
csak egy darab 10 folotti atfedési értéket latunk, az ESR1-hez és a CYP1A1-hez kapcsol6do
vegyuletek kozott, ez 12 az ESR1 149 ligandjabol, ami 8%-os atfedést jelent.

Irodalombdl tudjuk [3], hogy a PXR szabalyozza az MDR1-et. Azt varnank, hogy sok
atfed6 vegyiiletet talalunk a két fehérje kozott, pedig csak 8 ilyen vegyiilet van a CTD adatai
szerint. E mellett leirtak [3], hogy az AHR szabalyozza a CYP1B1-et, igy sok olyan vegyiletet

varnank, ami mindkeét fehérjéhez kot, azonban csak két ilyen vegyiilet van a CTD-ben.
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3.3 tablazat: Kemoimmun fehérjékhez kapcsolodo atfedd vegyliletek szama a Comparative Toxicogenomics
Database (CTD) adatai szerint, Az oszlopokban azok a nukleéaris receporok, a sorokban pedig azok az egyéb
kemoimmun fehérjék helyezkednek el, amelyekhez a kapcsol6dé vegyiletek atfedése tobb, mint két vegyiletbél

all (zold kiemelés).

A kevés szubsztrat és ligand atfedés azzal magyarazhato, hogy a kutatok egy adott
fehérjével kapcsolatban csak az adott fehérjecsaladra jellemzd vegyliletekkel végeznek
kisérleteket, nem terjesztik ki Kkisérleteiket mas kemoimmun fehérjékkel kapcsolatos
vegylletekre. Ez a jelenség pedig igen megneheziti a kemoimmun fehérjék szubsztrat illetve
ligand atfedésének vizsgalatat. E mellett nagyon kevés adatbazisban irnak arrol, hogy egy adott
vegyuletet biztosan nem ismer fel egy fehérje. Pedig ezek az adatok is nagyon sokat segitenének

a fehérjék szubsztrat és ligand adatainak vizsgalataban.
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4, Osszefoglalas

Az altalunk hasznalt adatbazisok, a PubChem BioAssay adatbazis, a Metabolism and
Transport Database (Metrabase) és a Comparative Toxicogenomics Database (CTD)
adathalmazai kevés olyan vegyuletet tartalmaznak, amelyeket a sejt idegen anyagok elleni
védekezésének tébb fazisabdl vald fehérjek ismernek fel. A rendelkezésre &ll6 adatok tovabbra
is arra utalnak , hogy a kemoimmun fehérjék, melyek a sejtet vedik az idegen anyagoktdl,
rendszerben mitkodnek.

A fehérjék egylittmikodésének bizonyitdsdhoz jobb adathalmazt nyujtana az
adatbazisok adatainak egyesitése, melyet az altalunk fejlesztett DrubDB adatbéazis fog
tartalmazni.

Emellett az irodalombol is szandékozunk Gjabb adatokat keresni, hogy kiegészitsiuk az
egyesitett adathalmazt.

Az adatok egyik hianyossaga az, hogy a fehérjékhez kapcsolddoé vegyiletek halmazai
alig fednek &t. Ezt az atfedést tervezi a kutatdcsoport in vitro kisérletekkel névelni Ggy, hogy

......

amelyeket még nem vizsgaltak meg az adott fehérjével kapcsolatban.
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