DOI:10.14753/SE.2014.1903

A gyermekkori asztma patomechanizmusat
befolyasold genetikai variaciok és gén-kornyezet
interakciok vizsgalata

Doktori értekezés

Ungvari Ildiko

Semmelweis Egyetem
Molekularis Orvostudomanyok Doktori Iskola

[ SEMMELWEIS
| EGYETEM

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

Hivatalos biralok:
Dr. Halasz Adrien, féorvos, Ph.D
Dr. Ronai Zsolt, egyetemi adjunktus, Ph.D

Szigorlati bizottsag elndke:

Dr. Sasvéari Méria, egyetemi tanar, az MTA doktora
Szigorlati bizottsag tagjai:

Dr. Mészaros Tamas, egyetemi adjunktus, Ph.D

Dr. Vizler Csaba, tudomanyos fomunkatars, Ph.D

Budapest
2013



DOI:10.14753/SE.2014.1903

TARTALOMJIEGYZEK

ROVIATTESEK ...ttt ettt st bbbt bbb e e e sae e 4
1 1rodalmi AHEKINES........ie it e 8
1.1 ASZEMA S AIIEIGIA. ... 8
1.2 Az asztma epidemiolOgiaja ........ccooeiveriiiieiie i 9
1.3 Kornyezeti tényez6k szerepe az asztma kialakuldsaban............................ 10
1.4 Az asztma PatomMEChANIZIMUSA. .......c.cueeiiriieiieiie et 14
141 GYUIIAdASOS SEJIEK ...t e 15
142 Gyulladasos MEAIALOIOK. ..........ccueiirieiiii e 17
1.4.2.1 Kemokinek az allergia és asztma patomechanizmusaban.................. 17
1.4.2.2  Nitrogén-monoXid (NO).......ccceeoiiiireiiiiiiiie e 19
1.5 ASZtMa €S 8Z APOPLOZIS ....e.veeeeeeie ettt 21
1.6 Az asztma genetikai hattere; a fontosabb genetikai/genomikai vizsgalati
MOASZErEK ALEEKINTESE ..ottt e e 23
2 CRILKILUZES ..eeveeeueieee ettt ettt ettt et ettt b ettt na e e en s 27
3 MOUSZEIEK. ...t e ettt s 29
3.1 A biobank ismertetése: betegek és kontrollok..............cccoceiiiiiiiniinnen, 29

3.1.1 A genotipus asszociacios vizsgalatokban résztvevo személyek
JEHEMZOT. i e e 29
3.12 Az indukalt kopet vizsgalatban résztvevo személyek jellemzoi ............ 34
3.2 Genomialis DNS SZEPAralaS ..........coverieieiiiiiie et 35
3.3 Genotipizaldsi MOASZErekK ........ccoovoviiiiiiii e 36
3.3.1 RANTES -403 A/G és CCR5A32 polimorfizmusok genotipizélasa ...... 36
3.3.2 Genotipizalds GenomeLab SNPstream rendszerrel...........cccccoeeiininenne 37

3.33 Rs545659 genotipizalasa 5’nukleaz TagMan allél-specifikus PCR
MOASZEITEL ...t et 39
3.34 Genotipizalds Sequenom iPLEX Gold MassARRAY technoldgiaval ... 40

3.4 Mycoplasma pneumoniae specifikus 1gG és IgA antitestek meghatéarozasa ..

................................................................................................................ 40
3.5 Laboratdriumi paraméterek meghatarozasa ............ccooveveeveiiniiecenneseenn 40
3.6 KOPELINAUKCIO ... e s 41
3.7 LEQgzesTuUNKCIO, FENO MEATES ......cveieeeieeeee e 41



DOI:10.14753/SE.2014.1903

3.8 Legszennyezettségi ertékek megallapitasa...........ccoovveeieiiiiiiiiiic i 42
3.9 EQEr allergizalas .........c.ooiiiiiiiie e 42
3.10 RNS szeparalas, koncentraciomérés és mindség-ellendrzés...................... 42

3. 11 Reverz transzkripcié és mRNS expresszido meres TagMan valosideji PCR

MOASZEITEI ..ttt ettt e reaseeaen 43
3.12  Asszociécios vizsgalatokat megel6z6 bioinformatikai szOrés ...................... 43
3.13 Asszociacios vizsgalatok sorédn alkalmazott statisztikai madszerek............. 44
EredmMENYEK ......ooi i e 46
4.1 Mycoplasma pneumoniae fert6zés, RANTES -403G/A és CCR5A32
polimorfizmusok hatasa az asztma Kialakulasara .............ccccooeiiiiiin i 46
4.2 NFE2L2 és KEAP1 genek polimorfizmusai és a légkori nitrogén-dioxid
szennyezés hatasa az asztma KialaKUul&Sara .............cccooeiiiiniiiiiieie e 49
421 SNP assz0CIaCiOs eIMEZESEK ........ceevieiiiiiiieie e 51
422 Gén-kornyezet interakCiok Vizsgalata..........cooeveieiieiiiiiiiiiie e 54
4.3 11913 és 14922 kromoszomarégiok parcialis genomsziirése .................... 56
43.1 A frekventista statisztikai modszer eredményei...........ccccceoviiieinninnne 60
4.3.2 A bayesi-elemzés soran kapott eredmeények ............ccocevviiiiiiniinenns 63
4321 EQyvaltozos VIzSgAlatoK............coiiiiiiiiie i 63
4.3.2.2 SNP-SNP és gén-gén interakCiok ...........ccoevviiiiiiiniiniiieciceeecee 65
4.3.2.3 A megfigyelt asszociaciok tipusainak meghatarozésa............cc.c....... 67
433 GENEXPIESSZIO MEBFES ...ttt e 69
4.4 A survivin szerepe az asztmaban...........cccvieiiiiiiienice s 70

4.4.1 BIRCS expresszidjanak meghatarozasa ovalbuminnal allergizalt egérben

és human indukalt kdpet mintakban ... 70

4.42  BIRCS5 szabalyozo6 régidiban 1évé SNP-k vizsgalata...........cccceveiviinnne 74
IMBODESZEIES .. ...ttt ettt et 80
5.1 Vizsgélatok a bakterialis fertdzés - genetikai hattér - asztma hajlam
NArOMSZOGEDEN ... 80
5.2 NFE2L2 eés KEAP1 gének polimorfizmusainak asztméra hajlamosito
hatdsanak vizsgalata a 1égszennyezettség tUKrében ............ccooeveiie e 81
53 A 11913 és 14922 genomterilletek parcidlis genomsziirése soran kapott
eredmeények MeghESZEIESE. ... .....ov it 84



DOI:10.14753/SE.2014.1903

© 00 N O

11

5.4 A BIRC5 gén szerepe az asztma illetve endofenotipusainak
MEGJEIENESEDEN ...t 90
KOVELKEZEBLESEK ... et e e 93
OSSZEFOGIAIAS ..ottt 96
SUMIMIBIY ... ettt e e e e ne e n 97
IrOdAlOMJEGYZEK. ... e e 98
Sajat PUDIIKACIOK JEQYZEKE ... .ot e 110
KOSZONBINYIHIVANTTAS ...t 112



Roviditések

ACT
ADAM33
ADAMTSI12

ADRB2
ANKRD5
ANOVA
ARE
ASRGL1
ATS
BAL
BDP
BHR
BIR
BIRC5
BMP4
BN-BMLA
CARD
CCDC86
CCR5
CD
CDE
CDKNS3
CGRRF1
CHML
CHR

Cl

CLI
CNIH
cNOS
CNV
COPD
CTLA4
CYFIP2
CYSLTR2
DDHD1
DLGAPS
DPP10
EAACI
ECP
EGFR
EMTU
eNOS
EP
ERO1L
ERS

DOI:10.14753/SE.2014.1903

Asthma Control Test

A disintegrin and metalloproteinase domain 33
A disintegrin and metalloproteinase domain with thrombospondin
type motif 12

B2 adrenerg receptor

ankyrin repeat domain 5

analysis of variance

Adenylate-uridylate-rich elements
asparaginase like 1

American Thoracic Society

bronchoalveolaris lavage

Beclomethason Dipropionate

bronchial hyperreactivity

Baculoviral 1AP repeat

Baculoviral 1AP repeat containing 5

bone morphogenetic protein 4

Bayesian network based Bayesian multilevel analysis of relevance
caspase activation and recruitment domains
coiled-coil domain containing 86

C-C chemokine receptor type 5

cluster of differentiation

cell cycle dependent element
cyclin-dependent kinase inhibitor 3

cell growth regulator with ring finger domain 1
choroideremia-like

cell cycle homology region

confidence interval

group with clinical data

cornichon homolog

constitutive NO synthase

copy number variation

chronic obstructive pulmonary disease
cytotoxic T-lymphocyte antigen 4

cytoplasmic FMR1-interacting protein 2
cysteinyl leukotriene receptor 2

DDHD domain containing 1

discs, large (Drosophila) homolog-associated protein 5
dipeptidyl peptidase 10

European Academy of Allergology and Clinical Immunology
eosinophil cationic protein
epidermal growth factor receptor

epithelial mesenchymal trophical unit
endothelial NO synthase

eosinophil peroxidase

ERO1-like

European Respiratory Society



ESR1
ETT-TUKEB

FceRI
FceRII
FENO
FERMT2
FEV1
FRMD6
GATA-3
GCH1
GINA
GM-CSF
GMFB
GNG2
GPRA
GPR
GSTP1
GWAS
HIV1
HLA- DQB1
HLA-G
HWE
IAP

ICS
IFN-a
IFN-y

Ig

IHA

IL

iNOS
IRAK-3
JAG1
KEAP1
LATS1/2
LHR
LIFR
LGALS3
LOD
LOH
LPS
LTA
MAF
MAPK1IP1L
MBP
MCP-4
MIP-1
MP

DOI:10.14753/SE.2014.1903

estrogen receptor 1

Egészségligyi Tudoméanyos Tanacs Tudomanyos és Kutatasetikai
Bizottsag

high affinity IgE receptor |

low affinity IgE receptor Il

fractional exhaled nitric oxide

fermitin family homolog 2

forced expiratory volume

FERM domain containing 6

GATA-binding factor 3

guanosine triphosphate cyclohydrolase

Global Initiative for Asthma
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
glia maturation factor, beta

guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(O) subunit gamma-2

gene protein receptor for asthma susceptibility
G protein-coupled receptor
glutathione S-transferase pi 1
genome-wide association study
human immundeficiency virus 1
human leukocyte antigen DQ beta 1
human leukocyte antigen G
Hardy-Weinberg Equlibrium
inhibitor of apoptosis protein family
inhaled corticosteroid

interferon- o

interferon-y

immunglobulin

infection induced asthma

interleukin

induced NO synthase

interleukin-1 receptor-associated kinase 3
jagged 1

Kelch-like ECH-associated protein-1
large tumor suppressor, homolog 1/2
légati hiperreaktivitas

leukemia inhibitory factor receptor
galectin-3

logarithm of odds

loss of heterozygosity
lypopolysaccharide

lymphotoxin-a

minor allele frequency
mitogen-activated protein kinase 1 interacting protein 1-like
major basic protein

macrophag chemotactic protein-4
macrophag inflammation protein-1
Mycoplasma Pneumoniae



MRNS
mMiRNS
MST1/2
MS4A
NAT?2
NDUFV1
NFE2L2
NID2
NNOS
NO

NO,
NOS
NQO1
OO0SP1
OPN3
OR
ORMDL3
OVA
PBS
PEF
PHF11
PLACI1L
PRPF19
PTGDR
PTGER4
RA
RANTES
RFLP
ROS

Is#

RSV

RT
SAMD4A
SAP
SBE
SCGB1
SD
SFRS8
SLC15A3
SOCS4
SNP
STAT4
STYX
TAMRA
TBX10
TCR
TCRG
TGFB

DOI:10.14753/SE.2014.1903

messenger RNS

microRNS

mammalian STE20-like protein kinase 1/2
membrane-spanning 4-domains, subfamily A
N-acetyltransferase 2

NADH dehydrogenase (ubiquinone) flavoprotein
nuclear factor erythroid-derived 2-like-2
nidogen 2

neuronal NO synthase

nitrogen monoxide

nitrogen dioxide

nitrogen monoxide synthase

NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1
oocyte-secreted protein 1

opsin 3

odds ratio

ORM1-like 3

ovalbumin

phosphate buffered saline

peak expiratory flow

plant homeodomain finger protein 11
placenta-specific 1-like
Pre-mRNA-processing factor 19
Prostaglandin D receptor

Prostaglandin E4 receptor

Rhinitis allergica

regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted
restriction fragment length polymorphism
reactive oxygen species

reference SNP number

respiratory syncytial virus

reverse transcription

sterile alpha motif domain containing 4A
shrimp alkaline phosphatase

single base extension
secretoglobin, family 1A, member 1
standard deviation

splicing factor, arginine/serine-rich 8
solute carrier family 15, member 3
suppressor of cytokine signaling 4

single nucleotide polymorphism

signal transducer and activator of transcription 4
serine/threonine/tyrosine interacting protein
6-karboxi-tetrametil-rodamin

T-box-10

T cell receptor

T cell receptor gamma

transforming growth factor, beta



Thl

Th2
TLE4
TLR
TMEM
TNF-a
TXNDC16
VDR

VS.

UTR
ZFR3
ZP1
WDHD1

DOI:10.14753/SE.2014.1903

T-helper 1

T-helper 2

transducin-like enhancer of split 4
toll-like receptor

transmembrane protein

tumor necrosis factor-a
thioredoxin domain containing 16
1,25-dihydroxyvitamin D3 receptor gene
Versus

untranslated region

zinc finger RNA binding protein
zona pellucida glycoprotein 1

WD repeat and HMG-box DNA-binding protein 1



DOI:10.14753/SE.2014.1903

1 Irodalmi attekintés

1.1 Asztma és allergia

Az asztma a légutak krdnikus gyulladasos betegsége, melyet a kis légutak
kiillonboz6  stimulusokra adott, epizodokban jelentkez6 gyulladasa ¢és ennek
kovetkeztében kialakuld sziikiilete jellemez. Az asztma rohamok lehetnek enyhék és
¢letveszélyesen sulyosak is. Kivaltasukért kiilonb6zo allergének, bizonyos fertézések, a
fizikai munkavégzés, a hirtelen éghajlatvaltozas, vagy egyes 1égszennyezd anyagok is
felelGssé tehetéek. Tinetei k6zé sorolhatd a légszomj, sipold légzés, kohdgés, mellkasi
fajdalom és feszllés, zihalas, valamint ezek kombinacidi, melyek kiterjedt, valtozd
mérték 1éguti aramlasi nehezitettséggel kapcsolatosak. Az obstruktiv ventillacios zavar
spontan vagy gyogyszer (B2-mimetikum) hatdsara reverzibilis. A kdrkép egyik kulcs
tlnete a kiilonb6z6 stimulusokkal szemben fennallo bronchialis/légati hiperreaktivitas
(BHR/LHR) [1].

Az immunoldgiai mechanizmusok &ltal medialt, felismerten kilsé tényezé altal
kivaltott asztmat korabban extrinsic asztmanak, ma allergias asztmanak, mig ha nem
ismertink kivaltd kiils6 tényez6t, azt intrinsic asztmanak, vagy mostanaban inkabb nem-
allergids asztménak definidljak. Az extrinsic asztma &ltaldban méar gyermekkorban
kialakul és magas szérum immunglobulin E (IgE) szint jellemzi, mig az inké&bb
feln6ttkorban jellemz6 intrinsic asztma esetében a szérum IgE-szintje nem emelkedett.
Mivel az asztma egy igen heterogén betegség, a kivaltd tényezOk (pl. allergén-, virus-,
gyogyszer-, vagy terhelés-indukélt), a kezelésre adott valasz (pl. szteroid érzekeny,
nem-érzekeny, asztma kontrollalhatésaganak mértéke), vagy a tiinetek alapjan (pl.
sulyossagi besoroldsok, eozinofil-, nem eozinofil-asztma) még szdmos asztma
fenotipust, alcsoportot lehet, és szoktak megkiilénbdztetni.

Az allergia immunoldgiai mechanizmus &ltal inditott talérzékenységi reakcio (I-es
tipusi vagy azonnali tdlérzékenysegi reakcid), mely lényegében a gazdaszervezet
megvaltozott reaktivitisat jelenti egy adott agenssel (allergénnel) val6 masodik vagy
tobbszori taldlkozés esetén. Régota ismert, hogy az allergének csak uUn. atdpids
egyénekben valtanak ki talérzékenységi reakciot. Az EAACI (European Academy of
Allergology and Clinical Immunology) definicidja szerint az atopia egyéni, vagy csaladi

hajlam arra, hogy az egyen alacsony dézisu allergén, altaldban fehérjék hatéséra IgE
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ellenanyagot termeljen, és olyan jellegzetes tiineteket mutasson, mint az asztma,
rhinoconjunctivitis, vagy az ekcéma/dermatitis [2]. A kilonféle allergias &llapotok
megjelenésében a kornyezeti tényezok mellett tehat genetikai hajlamosité faktorok,
tovabba egyes immunszabalyozasi zavarok is egyarant szerepet jatszanak.

Az asztma diagnozis felallitdsa az anamnézis, a fizikalis és légzésfunkcios vizsgalat,
az obstrukcio reverzibilitdsanak vizsgélata (farmakodindmias proba) és méas diagndzisok
lehetdség szerinti kizarasa utjan torténik. Kérdéses esetekben a 1éguti hiperreaktivitas
kimutatasa megerdsiti a korismét. A legtobb alkalmazott diagnosztikai eljards azonban
nem nyujt felvilagositast a légutakban zajlo gyulladas természetér6l és stlyossagi
fokéarol. A léguati gyulladés és az LHR pedig nem mutat olyan szoros korrelaciot [3],
mint azt kordbban feltételezték [4]. A légutakban zajl6 folyamatokrol biopszia és
bronchoalveolaris lavage (BAL) végzésével, valamint bronchofiberoszkdpos
vizsgalattal, invaziv modon, tovibba az indukalt kopet és a kilégzett levegd
kondenzatum analizisével, és a kilégzett nitrogén-monoxid (NO) koncentrécio
meghatarozésaval, non-invaziv modon is valds képet nyerhetiink.

Az asztma kezelésében rendelkezésre allo gydgyszerkészitményeket alapvetéen két
csoportba soroljuk. A fenntart6 terapidhoz hasznalt szerek kozé tartoznak tébbek kdzott
az inhalacios szteroidok (ICS), antileukotriének, hossz( hatdsu 2-agonistak, és az anti-
IgE, mig a tlineti kezelést legink&bb a gyors hatasu f2-agonisték, szisztémas szteroidok,

antikolinerg szerek, valamint a teofillin jelentik.

1.2 Az asztma epidemioldgidja

Epidemiologiai vizsgalatok szerint a légati allergias megbetegedések gyakoriséga
15-30%, mig az asztma 3,5-20%-0s gyakorisidggal van jelen a vildg lakossaganak
korében [5]. Egy 2003-as felmérés alapjan Magyarorszdgon az asztma el6fordulasi
gyakorisaga 7,75%, a vilagon pedig becslések szerint kb. 300 milli6 asztmés beteg él [6,
7].

Az allergiés betegségek és az asztma kutatasat kiemelt jelent6ségtivé teszi, hogy a
vildg fejlett orszagaiban tobb ember szenved ezekben a korképekben, mint a tobbi
kronikus betegseégben dsszesen. Az USA példajan szemléltetve az allergia és asztma 60

milli6 embert, mig a diabetes 17, a kiilonb6z6 rakfajtak 10, koronarias szivbetegseg 7,
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stroke 6, Alzheimer 5, a Parkinson koér pedig 3 milli6 embert érint

(http://www.aafa.org/display.cfm?id=9&sub=30). B&r az asztmahoz kapcsolt mortalitas

Iényegesen alacsonyabb, mint az elébb felsorolt betegségek tobbségének esetében, a
stlyos asztmésok kozott el6fordulhat a betegséggel kapcsolatos halal. Magyarorszagon
évente kb. 200-an halnak meg a betegség kovetkeztében.

Az asztma és egyeb allergias betegsegek eléfordulasi gyakoriséga az elmalt
évszdzadban drasztikusan megemelkedett és ennek a novekvé tendencianak még
napjainkban is tanui lehetlink. A WHO becslései szerint 2025-re az asztma és a kronikus
obstruktiv tiidobetegség (COPD) a harmadik vezeté halalokka 1éphetnek el6 [6]. Az
asztmat ma a leggyakoribb kronikus gyermekkori betegségként tartjuk szdmon [8].
Ahogy mér korébban emlitettem, a korkép felnéttkorban is megjelenhet, viszont a ket
korcsoportban a kialakulas hatterében mas folyamatok alinak. Az asztmaban szenved6k
mintegy felénél mar 10 éves kor el6tt kialakul a betegség, a legtobb esetben pedig 30
éves kor elott megjelenik. Fiatal gyermekek kozott a fiuk esetében kétszer olyan
gyakori, mint lanyoknal, a pubertast kiséré hormonalis valtozasok azonban forditanak a
képen.

Mindezek mellett fontosnak tartom megjegyezni, hogy a betegség incidencidjanak
és prevalencidjanak pontos meghatérozasét nagymértékben befolyésolja az asztma nem
egyseges klinikai megjelenése, illetve a hasonl6 klinikai képet mutatd kdrformaktol (pl.

kronikus obstruktiv tiidébetegség) torténé elkiilonitésének diagnosztikus nehézségei is.

1.3 Kornyezeti tényezok szerepe az asztma kialakulasaban

7=z

egyéni genetikai varidciok és a kdrnyezeti tényezOk kolcsonhatasai hatarozzék meg.
Egyre tobb kutatas tAmasztja ala, hogy az utdbbi évtizedekben megndvekedett asztma
prevalencia és incidencia értékek javarészt kornyezeti és életvezetéssel kapcsolatos
tényezOknek kdszonhetdek. Bizonyos allergének (pl.: hazipor-atka, parlagfii) [9, 10],
kornyezetszennyezd anyagok (pl: dizel-lUzemanyag égéstermékek) fokozott
fogyasztasat) [12]; tulzott antibiotikum-hasznalatot [13] mind dsszefliggésbe hozték a

korkép megndvekedett gyakorisdgéval.

10
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A légszennyezés léguti funkciokra gyakorolt kedvezoétlen hatdsanak vizsgalata az
utobbi id6kben kiemelt figyelmet kapott. Kutatasok igazoltdk, hogy a nitrogén-dioxid
(NOy), 6zon, valamint a lebeg6 részecskék a szervezetbe keriilve szabad-gyok termelést
és gyulladasos vdlaszt inditanak el [14]. Poynter és munkatérsai Aallatkisérleteik
eredményeként kozolték, hogy az ismételt, nagy ddzisi NO, expozicio karositja a tiid6t
és kiilonboz6 1égzdszervi megbetegedésekhez vezet [15]. Linaker és munkatarsai arrol
léguti infekcidt kovetd asztma exacerbaciok gyakorisiga [16]. Ezzel pArhuzamosan az is
bizonyitott, hogy a folyamatos NO- expozicio megnoveli a 1éguti fertézések kockazatat
[17].

Mara szamos kozlemény igazolta, hogy a légszennyez6 komponensek altal kivaltott
gyulladésos valaszreakciot a redox jelatviteli folyamatok medialjak, ezaltal az oxidativ
stresszvalaszban szerepet jatsz6 ~molekuldak kiilonb6z6 varidnsai  potencidlis
meghatarozoi a 1égszennyez6 anyagok léguti hatasait megszabo egyéni érzékenységnek.

Az oxidativ stresszvalasz kdzponti szabalyoz6 elemei az NFE2L2 (nuclear factor
erythroid-derived 2-like-2) transzkripcids faktor és a fehérje negativ regulétora, a
KEAP1 protein (Kelch-like ECH-associated protein-1). A légszennyezé anyaggal vald
talalkozast kovetd alacsony szintli oxidativ stresszvalasz soran az NFE2L2 fehérje
felszabadul a KEAP1 gétl hatasa alol, és aktivalja tobb mint 200 antioxidans vagy 1l-es
fazisu detoxifikdlé enzim, valamint stresszvalasz fehérje étirasat [18]. A folyamat

sematikus rajzat az 1. abra mutatja be.

11
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1. &bra: Az NFE2L2 szerepe a reaktiv oxigén szdrmazékok semlegesitésében

Az NFE2L2 védé szerepe nemcsak az oxidativ folyamatokban, hanem a
gyulladdsos megbetegedésekben is jol ismert [19]. Ovalbumin (OVA)-indukalt egér
asztma modellben megfigyelték, hogy az Nfe2l2-deficiens egerek nagyobb mértékii
légati gyulladassal, 1égati hiperreaktivitassal és Th2 iranyba eltolddott citokin profillal
rendelkeztek OVA-indukciot kovetéen, a vad tipust egerekkel Osszehasonlitva [20].
Egy masik vizsgalatban ezek az egerek fogékonyabbnak bizonyultak a cigaretta flst
okozta emphyseméra is [21].

Mér szdmos tanulmany sziiletett a Iégszennyezés, az antioxidans rendszer génjeinek
genetikai/epigenetikai variacioi és az asztma, valamint mas légati megbetegedések

kozotti komplex Osszefliggések vizsgalata nyoman. Az NO; expozicio altal kivaltott
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légati folyamatokban megmutatkoz6 egyedi eltérések genetikai meghatarozottsagara
allatkisérletek és huméan génasszociécios vizsgalatok szolgéalnak bizonyitékul [22-24].
Az utdbbi tanulméanyok irtak le, hogy a GSTP1, NQO1, TNFa, TLR2 és TLR4 gének
polimorfizmusai jelentésen modositjdk a NO, A&ltal meghatérozott légszennyezés
tidéfunkciokra gyakorolt hatasat [25, 26].

Az allergias betegségek gyakorisaganak megemelkedéséért a korai életévekben
elszenvedett  fertézések szamanak ¢és  gyakorisdganak, valamint bizonyos
a csokkenését teszi felelossé az Un. higiéné-hipotézis [27].

Sz&mos vizsgélatban igazoltdk, hogy a korai baktérium és virusfert6zéseken vald
atesés ved az asztmas fenotipus kialakulasatdl [28], feltehet6en az immunrendszer Thl-
Th2 (T-helper 1- T-helper 2) egyensulyanak Thl iranyba torténd elbillentésével.
Kimutattak azt is, hogy az alacsony jovedelmi csaladokban, illetve farmgazdasagokban
¢l6k, valamint a fejlédé orszagok elmaradott régioinak lakosai egyforman nagy
baktériumexpozicionak vannak kitéve, és ez a kornyezet csokkenti az allergias
megbetegedések kockazatat. A fert6zések védd hatdsa csak gyermekkorban igazolt.
Feltételezik, hogy a védéoltasok és antibiotikum terapia kdvetkeztében ritkabba valo
(vagy kevesbe sulyos lefolyast) infekciok, a kismértékii bélféreg atfert6zottség,
valamint a csokkent kornyezeti mikrobaexpozicié (alacsony csiraszdm) az
immunrendszer szabalyozasi zavardt okozza [29], ami az allergids betegségek
eléretdrését eredményezheti.

Ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy a léguti virus - (Rhinovirus, RSV) [30] és
baktériumfert6zések (Chlamydia, Mycoplasma) [31] bizonyos esetekben fontos szerepet
toltenek be az asztma kialakuldsaban, valamint az asztma exacerbaciok fellépésében.
Egy vizsgalatban kimutattak, hogy asztméaval vagy mas allergias betegséggel szemben
Orokletesen fogékony (0-1 éves) gyermekek esetében az otthoni (hazipor) LPS
expozicio fluggetlen rizikofaktora barmilyen (esetenként ismétlodd) nehézlégzésnek
[32]. Mar kialakult asztméaban megfigyelték, hogy a betegség sulyossagi foka egyenesen
aranyos a hézipor LPS-tartalméval [33]. Egy masik kozlemény pedig arr6l szamol be,
hogy a Thl polarizaciot serkentd influenza virussal vald fertdzés nemhogy enyhitette,
hanem ellenkezdleg, egyenesen stlyosbitotta a 1éguti gyulladast kisérletesen eldidézett

egér asztma modellen [34]. Emellett megfigyelték, hogy az LPS dozisa is befolyasolja a
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kivaltott immunvélaszt: nagy dézisban Thl iranyu differenciaciot (illetve allergizalt
allatokban a Th2 gyulladds csokkenéset [35] eredményezi), mig kis dozishan
hozzajarulhat a Th2 dominancia kialakulasdhoz [36].

A természetes immunstimulansok és az allergids megbetegedések kozti kapcsolatrol
kialakult képet tovabb szinezi, hogy az immunmoduléciéban szerepet jatszo
mintazatfelismerd receptorok szamos polimorfizmusarol is kimutattdk, hogy egyarant
lehetnek hajlamositd, vagy éppen védd hatdstiak. Ennek legeklatansabb példajat a
CD14-gyel kapcsolatos eredmények szolgaltatjadk. A molekula a bakteridlis LPS
(endotoxin) koreceptora és elsésorban makrofagokon fejezédik ki. A CD14 génjének
promdterében taldlhatd -159T variansat mind hajlamositd, mind pedig protektiv
faktorként is leirtdk mar kiilonb6z6 tanulmanyok [37, 38]. A legujabb kutatasok szerint
a polimorfizmus a kérnyezeti LPS expozicié mértékének fliggvényében fejti ki védo,
illetve hajlamositd hatésat, vagyis a kornyezet befolydsa csak meghatarozott genetikai
hattérrel pérosulva érvényesil [39]. Az eléz6ekben bemutatott és ezekhez hasonld
eredmények alapjan a higiéné-hipotézis - bar szamos érv szl mellette - kiegészitésre
szorul, és egyre inkdbb egy Uj definici6, az Un. mddositott higiéné-hipotézis van
kialakul6ban [40].

1.4 Az asztma patomechanizmusa

Az asztmds betegek szervezetében zajlo komplex korélettani folyamatok
ismertetése messze meghaladja ezen értekezés kereteit. Jelen dolgozatban csak egy
atfogo képet szeretnék nyujtani az asztma patofizioldgiajarol.

Az asztma egyik f6 jellemzdje a spontan, vagy gyogyszer (B-mimetikum) hatésara
reverzibilis obstruktiv ventillaciés zavar. Ma mér egyértelmiien bizonyitott, hogy az
asztma hétterében a légutak gyulladasos elvaltozasa, karosodasa &ll. A léguti epitél
részleges lehdmlasa, a bronchusfal 6démas duzzanata, a fokozott mucus-elvalasztas és
perivascularis valamint peribronchialis — f6ként limfocitdk és eozinofil granulocitdk
alkotta — gyulladdsos sejtbearamlds minden esetben megfigyelheté [41]. Az akut és
kronikus gyulladdsos folyamatok végul irreverzibilis strukturalis és funkcionalis
karosodashoz, (n. remodelling-hez vezethetnek. Allergids asztméban a folyamat

hatterében egy vagy tobb antigén (allergén) hatésara kialakuld, specifikus IgE
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termel6déséhez kotott, tulzott mértékii immunaktivacio all, amely kronikus léguti
gyulladés forméajaban perzisztal. A betegek egy kisebb csoportjat képez6 nem-allergias
asztmasok betegsége altalaban idésebb korban jelentkezik és tobbnyire stlyosabb
lefolyasu.

A 1égati hiperreaktivitdss a horgbérendszer simaizomzatanak specifikus (pl.
allergének) és aspecifikus provokald agensek (pl. hisztamin, metacholin) hatdsara
fellépd fokozott mértékii gorese, mely jelentds mértékben hozzajarul a 1éguti obstrukcio

kialakulasahoz.

1.4.1 Gyulladésos sejtek

Az asztma patomechanizmuséban szamos kulonféle sejt vesz részt. Az asztmasok
bronchoalveoléris lavage folyadéka nagysz&mu hizosejtet, limfocitat, eozinofilt és
aktivalt makrofagot tartalmaz a nem asztméas kontrollcsoporthoz képest. A biopszis
szOvetmintét is ezen sejtek akkumulécidja jellemzi. A gyulladasos eltérések az enyhe
asztmds csoportban tiinetmentesség idején is fellelhetdek.

AT - limfocitak kozponti szerepet toltenek be a léguti gyulladéas kialakulaséban. Az
asztmas egyének légutai nagy mennyiségben tartalmaznak Th2 sejteket, melyek
jellemzd citokinjei az IL-4, IL-5, IL-9 és IL-13, valamint fokozottan expresszaljak a
GATA-3 transzkripcios faktort. A T-sejt citokinek hatdsanak kdvetkezmeénye a légutak
eozinofil infiltracidja, az eozinofil sejtek thlélése, a léguti hizdsejtek jelenléte, és az IgE
termelés. A Thl és Th2 sejtek az &ltaluk kifejezett citokinek révén kdlcséndsen képesek
egymas differencidlodéasat és miikodését gatolni. Részben ez a felismerés alapozta meg
az un. higiéné-hipotézis elméletét, melyrdl a korabbiakban mar esett szo.

Allergids betegségekben a B - limfocitak izotipusvaltas soran IgE termeld
plazmasejtekké differencidlodnak. Az atalakulds beinditdsaban az IL- 4 jatszik kozponti
szerepet. Egyes Ujabb eredmények arra utalnak, hogy az IgE szisztémasan, illetve
lokalisan megfigyelhet6 tiltermelédése allergias és nem-allergids asztmaban egyarant
kulcsfontossagu eleme a patomechanizmusnak [42].

A 1éguti kotészovetben, a lamina propridban nagyszamu hizosejt taldlhato. Az
allergids reakcidé korai fazisdban a hizosejtek kronikus aktivécidja és felfokozott

szekrécids tevékenysége, degranulacidja figyelhet6 meg. A hizdsejtben taldlhatd
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preformalt bronchokonstriktor hatdst mediatorok (pl. hisztamin), proteazok, citokinek
kiszabadulasat szamos inger idézheti eld. llyen inger a hizosejt felszinén talalhaté nagy
affintitdsti FceRI-hez kotott IgE és az allergén keresztkdtése, amely az I-es tipusu
(azonnali) allergias reakciohoz vezet. A kiszabadul6 mediatorok hatdsara akut
bronchusgorcs és nyalkahartya 6déma jelentkezik, valamint fokozott mennyiségii nyak
képzodik. Egyes elképzelések szerint azonban a hizosejteknek a korfolyamat korébbi
fazisaban, a Th2 sejtek dominancidjanak kialakitdsaban (IL-4 citokinmilié
létrehozasaban) is szerepe lehet [43]. Ezen korai aktivalodas elsédleges oka nem ismert,
de a mikrobak konzervalt strukturait felismerd Toll-szerti receptorok (Toll-like receptor,
TLR) sejtfelszini jelenléte felveti a veleszlletett immunits szerepét is ebben a
folyamatban [44-46]. A hizdsejtek citokintermelésiik (IL-4, IL-13) révén feltehetéen
részt vesznek a kronikus léguti gyulladés fenntartasaban is.

A makrofagok az alacsony affinitdst FceRII-n keresztiil aktivalodnak allergének
hatdsara. A légutakban taldlhaté alveolaris makrofagok az &ket ért stimulusoktol
fiiggden kiillonb6zd medidtorokat képesek elvalasztani, mellyel hozzajarulnak az
asztmara jellemz6 citokinkdrnyezet kialakitasdhoz és ezaltal az immunvalasz iranyanak
meghatarozdsahoz. Fiziologias kortlmények kodzott, 1L-10 termeléstik ltal gatoljak az
effektor limfocitak miikodését (tolerogén hatas), de asztmésokban, allergén expoziciot
kovetéen ez jelent6sen csokken [47]. A makrofigok IL-12 szintézise szintén
mérséklédik asztmaban, ami a Th2-irAnyd immunfolyamatok kialakuldsanak egyik
eleme lehet [48].

A dendritikus sejtek T-sejt medialta immunvalasz indukélasara képes
professzionalis antigén-prezentéld sejtek. A dendritikus sejtek halézatot képeznek a
léguti epitelben, folyamatosan felveszik és feldolgozzak a belélegzett kornyezeti
antigéneket, majd a mediastinlis nyirokcsomokba vandorolva prezentéaljak azokat a
naiv T-sejteknek. Allatkisérletekben kimutattak, hogy a mieloid dendritikus sejtek
kulcsfontossaguak a Th2-es immunvalasz és az eozinofilia kialakulasaban [49].

Az eozinofil-infiltracié az allergias gyulladas f6 jellemzéje. Az allergén inhalaciot
kovetd késoi reakcido idején megné a BAL folyadék eozinofil-szintje, ami szoros
korrelacidban all a l1éguti hiperreaktivitds mértékével. Az eozinofil granulocitak szamos
mediatort (példaul f6 béazikus proteint (MBP), eozinofil kationos proteint (ECP),

eozinofil peroxidazt (EP)) termelnek, melyek hozzajarulnak az asztmaban jellegzetes
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léguti epitelialis kdrosodas létrehozasdhoz és a gyulladas sdlyosbitasdhoz [50]. Az
légutak falaba és a bronchoalveoléris térbe kerllnek, szamos kemotaktikus hatasu anyag
vesz részt. llyen kemokinek példaul a RANTES (regulated on activation, normal T-cell
expressed and secreted), az eotaxin 1-3, és a makrofag kemotaktikus protein-4 (MCP 4)
[51]. A légutakba jutott eozinofilek tuléléséhez bizonyos ndvekedési és érési faktorok
jelenléte sziikséges. Az allergias gyulladas soran féként a GM-CSF és az IL-5 tolti be
ezt a szerepet [52], ugyanis ezek jelenléte nélkill az eozinofilek apoptdzis készsége
fokozott [53]. Az eozinofilekkel szemben, a neutrofil granulocitak felhalmozddasa
legink&bb a sulyos asztméban szenved6 betegekben jellemzé. A sulyos asztmésok
kopetében mért emelkedett IL-8 koncentrécid a neutrofilek aktiv toborzaséra utal [54],
de az is elképzelhet6, hogy a szteroid-kezelés neutrofil granulocitak apoptézisat gatld
hatdsa &ll a neutrofil akkumulacié hatterében [55].

A légutakat alkotd szovetek - epitelialis mezenchimalis trofikus egység (EMTU) -
sejtjei, vagyis az az epitelidlis és endotelialis sejtek, a fibroblasztok és a léguti
simaizomsejtek is képesek gyulladasos mediatorok termelésére. A kronikus korfolyamat
sordn a strukturalis sejtek szdma messze meghaladja az inflammatorikus sejtek
mennyiségét, és a kronikus léguti gyulladast eredményezé medidtorok f6 forrasat

képezik.

1.4.2 Gyulladasos mediatorok

Az asztméban szerepld sejtes és humoralis immunfolyamatok szabalyoz&saban
résztvevé medidtorok sokasagabdl a kovetkezékben csak az ertekezés szempontjabol

fontos elemeket mutatom be.

1.4.2.1 Kemokinek az allergia és asztma patomechanizmusdban

A szervezetiinket szamos gyulladast provokald trigger éri (infekcid, trauma, tumor,
allergén, autoantigén, stb). A kéarosodas lekuzdésére hivatott effektor immunsejtek
helyszinre aramlasat adhéziés molekuldk, kemotaktikus anyagok segitik. Kemotaktikus
hatastuak az IL-8, a vérlemezke aktivalé faktor, a neutrofil granulocitakbdl szarmazo

bizonyos peptidek, egyes bakterialis termékek (formil-metioninleucin-fenilalanin),

17



DOI:10.14753/SE.2014.1903

bizonyos enzimek (makrofag protedz), és a kulonleges tulajdonsagokkal bird kemokin
csalad is.

A kemokinek 8-10 kD sulyd, kb. 70-80 amindsavbdl allé heparinkoté polipeptidek.
Nem csak kemotaxist indukdlnak, hanem a fehérvérsejtek egy-egy alcsoportjat
specifikusan aktivalni is képesek. A citokinekhez hasonléan kis koncentracidban is nagy
hatas elérésére képesek. Rovid életidejliek, redundansok és pleiotropok. A legtébb
kemokin gén 2 intronbdl és 3 exonbodl all. Legfontosabb konzervalt csoportjaik azok a
cisztein aminosavak, melyek hidrogén-hidak révén a molekula harmadlagos
szerkezetének Kkialakitasaban vesznek részt. A cisztein csoportok elhelyezkedése szerint
az alabbi tipusokat kuldnithetjik el: CC, CXC, CXXC és CXXXC kemokinek [56].

Az allergiads folyamatokban leginkdbb a 17-es kromoszéma &ltal kddolt CC-
kemokinek (pl. Monocyta chemotactic protein-ek (MCP), Macrophag inflammatory
protein -1 (MIP-1), RANTES, Eotaxin) vesznek részt. Monocitak, fibroblasztok, epitél
sejtek, simaizomsejtek, endotél sejtek, tovabba glioma és melanéma sejtek termelik
6ket. A CC-kemokinek olyan sejtekre hatnak, amelyek CCR receptorral rendelkeznek és
az allergids mechanizmusban fontos szerepet toltenek be.

A kemokinreceptorok (CCR) 7 transzmemran doménbdl allo, ugynevezett
szerpentinreceptor csaladba tartoznak. A receptor extracellularisan elhelyezked6
aminotermindlis szakasza koti a kemokineket. A jelatviteli folyamatra jellemz6
enzimatikus kaszk&d vegeredményekent a citoszkeleton atrendez6dik, aktinja
polimerizalodik, és a kemotaxishoz sziikséges elmozdulés Iétrejohet.
clokeszitése es végrehajtdsa részben az adhéziés molekuldk kapcsoldédasanak
elésegitése, részben a kemotaxisra birt molekulak aktivalasa révén. igy részt vesznek a
patogének elleni kuzdelemben, a leukocitdk aktivalasiban, immunsejtek érésében,
Th1/Th2 egyensuly alakitadséban, a gyulladasos folyamatokban, s6t az angiogenezisben,
sebgydgyulasban, a hemopoezisben, a metasztazis képzésben is. A kronikus allergias
gyulladésban, az allergids asztmaban az eozinofil sejtek peribronchidlis
felszaporodasaért az eozinofilekre kemoattraktdns RANTES, eotaxin, MCP-3, stb.
tehetéek feleléssé. Ezeknek a kemokineknek vagy receptorainak mutacioi,

polimorfizmusai hatassal lehetnek az asztma fenotipusara.
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A RANTES prométerében két olyan polimorfizmust irtak le, melyekrdl
sejtvonalakban igazoltadk, hogy befolyasoljak a gén transzkripcidjat. A -28C/G és a -
403G/A polimorfizmus esetében is a ritka allélok novelik a promoter erfsségét, igy
feltételezhetden a molekula szoveti szintjét is [57, 58]. Ezen prométer polimorfizmusok
és az asztma, illetve atopias megbetegedések kozotti kapcsolatot vizsgalva ellentmondd
eredmények szilettek. EQy nemrég megjelent meta-analizisben Zhang és munkatarsai
azt talaltdk, hogy egyik emlitett polimorfizmus sem befolyasolja az asztméara vald
hajlamot, bar szignifikdns eredményeket kaptak a -403 A allél kapcsan, ha csak az
allergiés asztma alcsoportot vizsgaltak [59].

A RANTES egyik receptora az egyik legtobbet vizsgélt kemokin receptor, a CCRS.
Génjének 32 bazisparnyi delécios mutacidja a receptor elégtelen miikodését, s6t annak
hianyat is okozhatja. Mivel a CCR5 a HIV-1 (human immundeficiency virus 1)
koreceptora, a muténs allél (CCR5A32) hordozasa a HIV elleni részleges védettséghez
vezet [60]. Mér tobb tanulméanyban vizsgaltdk, hogy a RANTES receptoranak
elégtelensége véd-e az asztma kialakulasdval szemben. A téméban megjelent
kozlemények azonban eltér6 eredményeket mutatnak be. Hall és munkatarsai a
CCR5A32 mutéaciot szignifikdnsan ritkdbban tudtdk Kkimutatni skét gyermek
asztméasokban, mint kontrollokban [61]. Ezzel szemben Mitchell és munkatarsai nem
talaltak szignifikans dsszefliggest ezen mutacio és az asztma/ atopia kozott, dél-angliai

és kelet-ausztral populacidt vizsgalva [62].

1.4.2.2 Nitrogén-monoxid (NO)

A legszélesebb korben kutatott, élettani és korélettani vonatkozasaiban leginkabb
ismert kilégzett gaz a nitrogén-monoxid (NO). Az NO egy rovid fél-¢letidejii, reaktiv
szabadgyOk. A szervezetben az L-arginin aminosav L-citrullinnd torténd oxidacioja
soran képz6dik, mely folyamatot a nitrogéen-monoxid szintetdz (NOS) enzim kiilonbz6
izoformai Kkatalizaljadk. A harom ismert izoenzim a neuronalis NOS (nNOS), az
endotelialis NOS (eNOS) és az indukalhatd NOS (iNOS). Az nNOS a léguti
simaizomzatot beidegzé idegrostokban talalhatd meg [63], az eNOS pedig foként a
bronchiélis epitélsejtekben, a Il. tipusd alveoléris pneumocitakban, és az erek
endotélsejtjeiben van jelen [64]. Az INOS ugyanakkor szamos strukturélis sejtben

(bronchidlis epitél és simaizom sejtek, Il. tipusi pneumocitédk, fibroblasztok,
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endotélsejtek) és gyulladdsos sejtekben (hizosejt, makrofdg, eozinofil és neutrofil
granulocita) is fellelhetd [65]. Mindhdrom izoenzim konstitutiv médon expresszalodik
az egészseges légutakban és bizonyos kiils6 és belsé hatasokra (pl. citokinek, bakterialis
toxinok, fertézések) expresszidjuk és mikodésiik egyarant fokozodhat [66-68].
Egészséges személyekben a kilégzett levegében mért NO-t foként az eNOS és nNOS
(korébbi elnevezés szerint konstitutiv — c-NOS) termeli, mig patoldgias allapotokban
(pl. a késoi allergias valasz soran) az iNOS aktivalodik. Az NO egészségesekben foként
az orr-garatiiregbdl, illetve kis részben az als6 légutakbdl szarmazik, mig az
asztmasoknal mérheté emelkedett NO leginkdbb a mély légutakban termel6dik.
Egészségesekben a kilégzett levegében az NO részaranya (FENO - a kilégzett NO
frakcionalis koncentracioja) 5-25 ppb (parts per billion). Az asztmésokban termel6d6
nagy mennyiségii NO tovabbi proinflammatorikus hatast fejt ki a 1égutakban: fokozza
az érfal permeabilitasat, kemokinek expresszidjanak novelésén at a gyulladasos sejtes
infiltraciot, valamint citotoxikus hatdsd. Mindez a természetes immunitas részeként
hozzajarul a kérokozok elleni védelemhez, asztmaban viszont a betegség progresszidjat
segiti eld. A Kkilégzett NO koncentrdcid asztmés betegekben korreladl az LHR
mertékével, a vér és a kopet eozinofil sejtszdméval, valamint az eozinofil kationos
protein indukalt kopetben mért szintjével [69, 70]. A kortikoszteroid [71, 72], illetve
mas gyulladascsokkenté (leukotrién-receptor antagonista [73], anti-IgE [74]) terdpiak
hatdsara jelentdsen csokken a FENO értéke.

Jol ismert, hogy asztmaban az NO mellett a reaktiv oxigén szarmazékok (reactive
oxygen species, ROS) mennyisége is megnd, melyek reakciojanak eredményeképpen
erésen oxidalo hatast ugynevezett reaktiv nitrogén-szarmazekok képzédnek. Az NO és
szuperoxid anion egyesiilésébdl keletkezik a peroxinitrit, egy rovid életidejii, rendkiviil
reaktiv anyag, amely gyorsan kodlcsonhatésba 1ép a keletkezés helyén talalhaté egyéb
molekulékkal, és azok modosulasat (nitralasat) okozza. Allatkisérletben kimutattak,
hogy a peroxinitrit fokozza az LHR-t, és aktivéalja az eozinofil granulocitikat [75].
Mivel a fokozott NO szintézis sz&mos ponton kapcsolodik az asztma
patomechanizmusahoz, az American Thoracic Society (ATS) és a European Respiratory
Society (ERS) koz0s ajanlasa alapjan [76] — a FENO jol hasznalhatd a betegek
kezelésének nyomon kovetésére. Habar a megemelkedett FENO tdmogatja az asztma

diagndzisat, mas betegségekben, példaul a kronikus obstruktiv tiidébetegség akut
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exacerbacioban is magas értéket kaphatunk [77]. Fontos szem el6tt tartani azt is, hogy a
FENO abszolit szamértékébdl nem kOvetkeztethetlink az asztma stlyossagi fokéra,
mivel értéke (kildndsen szteroid-kezelt asztméasokban) rosszul korrelal a 1égzésfunkcios
eltérésekkel, valamint szamos tényez6, példaul a dohanyzés [78], infekcidk [79, 80] és a

léguti gyulladas minésége (pl.: eozinofil vagy neutrofil talsuly) is befolyasolhatja [81].

1.5 Asztma és az apoptozis

Régota ismert, hogy az apoptotikus folyamatok az asztma patomechanizmusdban
kozponti szerepet toltenek be [82]. Kimutattak, hogy rhinovirus fert6zést kovetden az
asztméasok tudejének epitél sejtjei nem lépnek az apoptdzisba, hanem az 0sztddo virus
direkt citopatids hatasanak koszonhetéen pusztulnak el [83, 84]. Emellett tobb
tanulmany igazolta, hogy az eozinofilsejtek bronchialis szovetekben torténd
felhalmozddésa az asztmés folyamat soradn, egyrészt az apoptdzis, masrészt az
eozinofilek makrofagok altali  eltakaritdsdnak (,,eosinophil-clearance”) hibas
miikddésének koszonheté [85-87]. Duncan és munkatérsai azt is kimutattdk, hogy az
eozinofil sejtek apoptdzisanak mértéke korrelaciot mutat az asztma sulyossagi fokéval
[88].

A sejt thlélése és az apoptdzis kozotti egészséges egyensuly fenntartasisaban és
kontrollldsaban szamos szabalyoz6 molekula vesz részt. Az utdbbi évek kutatdsai
nyilvanvalova tették, hogy ezen szabéalyozd fehérjék funkcioi gyakran sokkal
Osszetettebbek, mint azt eleinte gondoltuk [89]. Erra talan a legjobb példat nydjtjak az
apoptozis inhibitor fehérjecsalad (inhibitor of apoptosis protein family, 1AP) tagjai,
melyekr6l bebizonyosodott, hogy a kaszpaz-fliggd apoptotikus Utvonalak gatlasan tul
fontos szerepet toltenek be a sejtciklus és sejtosztodas szabalyozaséban is. Ennek
ismeretében nem meglepd, hogy a fehérjecsalad tagjainak rendellenes expresszidja a
sejtek koros miikodéséhez és kontrolldlatlan sejtosztodashoz vezethet.

A BIRC5 (Baculoviral 1AP repeat containing 5), masnéven survivin, az apoptozis
inhibitor fehérjecsalad egyik fontos tagja. A 16,5 kDa méreti fehérjét egy 14,7 kb
hosszlsagl, 4 exont és 3 intront tartalmazé gen kodolja, amely a 17. kromoszéman
lokalizalodik. Az IAP csalad tobbi tagjaval szemben a BIRC5 csak egy darab N-

termindlisan elhelyezked6 BIR (baculovirus IAP repeat) domént tartalmaz, és nem
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rendelkezik a csalad tobbi tagjara jellemzé RING vagy CARD doménekkel, melyek a
termindlis effektor kaszpédz-3 és kaszpaz-7 megkoteséért és direkt inaktivalasaért
felelések [90]. A BIRCS5 apoptdzis-gatld hatdsat egyéb IAP fehérjekkel és mas
interakcids partnerekkel val6 kapcsolodas Gtjan fejti ki.

A BIRC5 gén terméke sejtciklus-fiiggd modon expresszalodik és legnagyobb
mennyiségben a G2/M fazisban, a mitotikus apparatushoz kapcsolddva van jelen [91].
A gén promoterének proximdlis szakaszan egy sejtciklus homoldg régié (CHR, cell
cycle homology region) és sejtciklus-fiiggd elemek (CDE, cell cycle dependent
element) helyezkednek el, melyek a fehérje transzkripcids szintli szabalyozasat
ubiquitin-figgd lebontd folyamatok a felelések [93].

Sokédig ugy tartottuk, hogy a BIRC5 leginkdbb a magzati szOvetekben
expresszalodik, és csak elhanyagolhatdé mértékben van jelen a termindlisan
differencialddott felnétt szovetekben. Kivételt képeznek ez alol a tumoros szovetek,
melyekben a BIRCS expresszio jelentds megemelkedését figyelhetjilk meg. Ennek
kovetkeztében a BIRC5 az utdbbi évek daganatok ellen iranyuld terdpidinak kiemelt
célpontjava valt [94]. Ujabb tanulméanyok azonban kimutattdk, hogy a BIRC5
tumorfejlddésben €s tumorprogresszioban betdltott szerepén tal fontos résztvevdje lehet
kiilonb6z6 gyulladasos folyamatoknak, és az asztma patogenezisében bet6ltott szerepére
utal6 adatok is megjelentek [95-97].

A munkacsoportunk altal kordbban létrehozott ovalbumin-indukalt egér asztma
modellben, microarray elemzés sorén azt talaltuk, hogy a Birc5 mRNS szintje az OVA-
indukciot kovetden jelentésen megemelkedett (fold change érték: 5,94, p = 0.001) [98].
A mi eredményeinkkel egybecsengé adatokat kozoltek Tumes és munkatérsai is [99].
Tanulményukban tovabba leirtdk azt is, hogy a bronchoalveolaris folyadékbol kinyert
eozinofil sejtekben a Birc5 mRNS ¢és fehérje szintje erds korrelaciot mutat az eozinofil

sejtszammal.

22



DOI:10.14753/SE.2014.1903

1.6 Az asztma genetikai hattere; a fontosabb genetikai/genomikai vizsgélati

maodszerek attekintése

Az utobbi évtizedekben megfigyelhetd, a molekularis biologia és bioinformatika
teriiletén zajlo rohammértéka fejlodés ellenére a multifaktorialis betegségek genetikai
hatterérol és patomechanizmusaro6l sz6l6 ismereteink még mindig nagyon korlatozottak.
Nemcsak azért, mert ezeket a korképeket szamos gén, illetve azok modosulésai
befolyasoljak, hanem szamolni kell azok komplex kolcsonhatdsaival, valamint a
genetikai és kornyezeti faktorok sajatos egymasra hatasaval is.

Az asztméra valdé hajlam genetikai meghatarozottsagara az elsé bizonyitékokat
iker-vizsgalatok szolgéltattdk, melyek a jelleg 6rokolhetéségének mértékét 36% és 77%
kozott becsulték (konkordancia értékek) [100-103]. Leirtdk tovabba, hogy ha egyik
sziilo sem allergids, akkor az allergids betegség eldforduldsi gyakorisaga gyermekeikben
csak 11-13%, mig ha mindkét sziilé érintett, akkor ez 50-70%-ra né [104].

Napjainkban alapvetdéen haromféle vizsgalati mod létezik, amit a komplex
betegségek genetikai hatterének felfedésére rutinszeriien alkalmaznak a kutatok. Ezek a
a jelolt gén-asszocidcios vizsgalatok, a teljes genomsziirések és a teljes genom
asszociacios vizsgalatok (GWAS).

A betegségek genetikai hatterének felfedésére alkalmazott modszerek kozil a
legnépszeriibbek az (n. jeldlt gén-asszociacios vizsgélatok, melyek soran elére
meghatarozott génekben vagy azok kdzelében talélhatd genetikai variaciok gyakorisagat
hasonlitjuk 6ssze egészséges és beteg populaciokban. Napjainkra tobb mint 1000
genasszociacios tanulmany latott mar napvildgot, melyek t6bb mint 120 gént hoztak
kapcsolatba az asztméaval, illetve az asztmahoz és atopidhoz kothet fenotipusokkal
[105]. Eddig azonban minddssze 54 olyan gént talaltak, amelyet sikerilt 2-5 fuiggetlen
vizsgalatban igazolni, 15 gént, amelyet 6-10 vizsgélatban, és 10 gént, amelyet tobb mint
10 vizsgalatban. Ez utobbiakban talalhatd genetikai variaciokrol jelenthetd ki, hogy
nagy valOszintiséggel befolyasoljak az asztméra, allergiara valdé hajlamot, bar
kovetkezok: interleukin-4 (1L4), interleukin-13 (IL13), B2 adrenergic receptor (ADRB2),
{6 hisztokompatibilitasi komplex, class 11, DQ B1 (HLA- DQB1), tumor necrosis factor-
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a (TNF), lymphotoxin-a (LTA), nagy affinitasu IgE receptor (FceRIA és MS4A2), 1L-4
receptor (IL4R), CD14 és ADAM33 [106-120].

A jeldlt gén asszociacios vizsgalatok legnagyobb hatranya, hogy prekoncepciora
épulnek és nem képesek atfogé képet adni az Un. multifaktorialis, vagy gyakori
betegségekrol (pl. cukorbetegség, atherosclerosis, magas vérnyomas, asztma stb.), ahol
tobb szaz genetikai variacio egymésra hatasabol alakul ki az a genetikai hajlam, amely a
kornyezeti faktorok hatésara végul betegséghez vezet. A probléméra egyfajta megoldast
jelentenek a reljes genomsziirések, ahol beteg testvérparral rendelkez6 csaladokban tobb
szdz mikroszatellita-marker eloszlasat vizsgaljak. Ezen vizsgalatok eredményeképpen
szamos olyan genomterilet kerult azonositasra, melyek asztmara/atdpidra hajlamositd
géneket tartalmaznak. Mivel ezek a genomterililetek altaldban 10-20 millié bazispér
nagysaguak, egyenként tobb szaz jeldlt gént is tartalmazhatnak. 1999-ben publikaltak az
els6 olyan tanulmanyt, amelyben az asztma és egy konkrét genetikai l6kusz (11913)
kozti kapcsoltsagrol szamolnak be a szerzok [121]. Tovéabbi kapcsoltsagi elemzések
eredményeképpen, pontosabban az azokat kovetd pozicionalis klonozds soran
azonositottak a kovetkezé asztmahoz kothetd géneket: ADAMS33 (A disintegrin and
metalloproteinase domain 33) [107], DPP10 (dipeptidyl peptidase 10) [122], GPRA
(gene protein receptor for asztma susceptibility) [123], HLA-G (human leukocyte
antigen G) [124], CYFIP2 (cytoplasmic FMR1-interacting protein 2) [125], ORMDL3
(ORM1-like 3) [126].

Bar a kapcsoltsdgi vizsgalatok sok értékes eredményt hoztak [127], a mddszer
szamos gyakorlati nehézséget rejtett magaban. Ezen problémék orvosolasanak igénye és
a rohammeértékli technikai fejlodés végiil a ma leghatékonyabbnak tartott genomikai
vizsgalati maod, a teljes genom asszociécios analizis (GWAS) megjelenéséhez vezettek.
Az egyszerre tobb szézezer SNP-t (single nucleotid polymorphism) és CNV-t (copy
number variation) vizsgalé nagy atereszt6képességli modszer alkalmazasaval mar tobb
asztméra hajlamositd gént/genomterilletet irtak le. Az asztméhoz kotheté legfontosabb

genomteriileteket és az ott lokalizalodo kandidans géneket foglalja 0ssze az 1. tablazat.
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1. tablazat: Az asztméhoz vagy asztméhoz-kapcsolt fenotipusokhoz kotheté fontosabb
kromoszomalis régiok és gének.

Kromoszéma | Lokusz Kandidans gének
1 1p36,1qter,1q23 FCER1A,OPN3,CHML, 1L10
2 2q14,2932,2933,2p DPP10,IL18R1,CTLA4, CD28
3 3921-922,3921.3,3p TLR9
IL4,IL9,ZFR3,LIFR,
5 5031-933,5931,5p13,5p15,5023.3 | PTGER4,ADAMTS12,IL7R
6 6p21,6024-25,6025.3 HLAG, ESR1,TNF
7 7p14-p15,7q TCRG, GPR154
8 8p23.3-23.2 NAT2
9 9p1,9p21,9p22 TLE4,IFNA
11 11913,11921,11q,11p14 MS4A2,GSTP1
12913.12-923.3,12913- SFRS8,CD45,IFNG,
12 12024,12021,12q24.31,12024.33 | IRAK3,VDR
13 13q14,13q PHF11,CYSLTR2
14 14q11.2,14913-023,14024,14g23 | TCR,ACT
17 17921 ORMDL3
19 19913,19913.3 FCER2
20 20013,20p12 ADAM33,JAG1,ANKRD5
21 21p21 -
X Xp,Xg -

A tablazat Gu és Zhao cikke nyoman késziilt [128].

A funkcionalis genomika egyik agat képezé microarray vizsgélatok a betegekben
¢s egészségesekben eltérden expresszaloddo géneket tarjak fel, melyek nagy
valoszintiséggel szerepet jatszanak a betegség kialakulasaban. A human tiidészovetbol
szarmazo6 minta korlatozott hozzaférhetdsége miatt azonban gyakran csak allatkisérletek
eredményei allnak rendelkezéstinkre, melyek human érvényessége korlatozott.

A GWAS-ok, a teljes genom szekvendlas, vagy a microarray vizsgalatok sorén
keletkez6 oriasi adathalmazok, valamint az egyre komplexebb képet mutatdé genomikai
halozatok elemzéséhez a technikai fejlédéssel parhuzamosan Uj, integrlt elemzéseket
lehetéveé tevd statisztikai, bioinformatikai modszerek széles palettdja jelent meg. A
grafikus valosziniiségi modellek egyik nagy elénye a hagyomanyos statisztikdkkal
szemben, hogy a génasszocidcids tanulmanyokat gyakran jellemzd, itt nem részletezett
torzitd hatasoktél mintegy filiggetlenedve, hatékonyan és pontosan reprezentalnak

komplex hal6zatokat. Az ilyen modellek egyik legelterjedtebb valtozatdt a Bayes-
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halézatok jelentik, melyek egyértelmii grafikus modelleken keresztiil jelenitik meg és
kulonitik el a célvaltozéra haté direkt és indirekt hatasokat, és a vizsgalt valtozok
kozotti potencidlis kapcsolatokat. Ezaltal a bayesi statisztikan alapuld elemzések tobb
relevans valtozot képesek detektdlni, mint a genetikai vizsgéalatok soran &ltalanosan
alkalmazott, gyakorisdgon alapuld statisztikai elemzések, melyek esetében a nem

kozvetlenul vagy nem 6nmagéaban hatd valtozok &ltalaban rejtve maradnak.
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2  Célkitiizés

Kutatasaink sordn az asztma patomechanizmusdnak genetikai - genomikai héatterét

vizsgaltuk.

Munkam célkitiizései az alabbiakban foglalhatéak ossze:

1.

2.

3.

A genetikai és kornyezeti tényezdk interakcidjanak vizsgalata az asztma
kialakulasaban

e Annak vizsgélata, hogy az asztma patomechanizmuséban fontos szerepet
jatsz6 CCR5 valamint RANTES gének gyakori polimorfizmusai
maddositjak-e a Mycoplasma pneumoniae fertézésre, illetve az asztméara
valé hajlamot.

e Az oxidativ stresszvalaszban kdzponti mediétor szerepet bet61t6 NFE2L2
és a KEAP1 gének szabalyoz6 régidiban elhelyezkedd polimorfizmusok
és a légszennyezettségi markerként hasznalt NO, koncentracié kozotti
Osszefuggések feltdrdsa az asztma kialakuldsaban betoltott szerepikre
nézve.

Asztmaéra hajlamosito genetikai tényez6k vizsgalata olyan, korabbi kapcsoltsagi
elemzések alapjan azonositott Un. asztma-régiokon, mint a 11q13 illetve a
14q22.

e Mivel a sok SNP-t nagyszam{i mintan vizsgald elemzésekbdl szarmazo
adatmennyiség a klasszikus statisztikai eljardsokon tdl az interakcios
elemzéseket is lehetévé teszi, célunk az adatainkat a tobbszinti
elemzésre is alkalmas Bayesi statisztika eszkdzeivel is megvizsgalni.

e A Dbetegsegasszociaciot mutatd polimorfizmusokat hordozd gének
expresszids szintjének meghatérozéasa és dsszehasonlitasa egészséges és
asztmaés populécioban.

A munkacsoportunk altal korabban eléallitott ovalbumin-indukalt egér asztma
modell eredményei alapjan az antiapoptotikus BIRC5 gén asztma-

e A gén szabalyoz6 régidiban talalhatd polimorfizmusainak asszociacios

vizsgalata.

27



DOI:10.14753/SE.2014.1903

e A gén expresszios szintjének megallapitasa és dsszevetése egészséges és

asztmaés populécioban.
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3 Modbdszerek

3.1 A biobank ismertetése: betegek és kontrollok

3.1.1 A genotipus asszociacios vizsgalatokban résztvevé személyek jellemzdi

Az asszociacios vizsgalatokba bevont beteg és kontroll populdciok mérete a
folyamatosan boviilé biobankunkban aktudlisan rendelkezésiinkre allé6 mintaszam, az
alkalmazott genotipizélasi mddszerek korlatai és a felmeriilé koltségek kovetkeztében
vizsgalatonként eltérd. Az egyes mérésekben résztvevé beteg és kontroll csoportok
jellemzéit a 2., 3., 4. és 5. tdblazatok foglaljak dssze. Mivel az egyes vizsgélatokban

mas-mas klinikai, illetve egyéb jellemz6 tekintetében vizsgéltuk a mintapopuléciot, a

feltiintetett paraméterek tablazatonként kismertékben eltérnek.

2. tébldzat: A CCR5 és RANTES gének polimorfizmusainak, valamint a M.
pneumoniae fert6zés asztmara hajlamositd egyittes hatasanak tanulményozésahoz

felhasznalt vizsgalati populécio jellemzoéi.

Kontrollok

Betegek (b
n (%) n (%) p-érték
Esetszam 254 260 -
Eletkor (atlag + SD, év) 10,4+ 4,6 11,1+51 -
Nem (férfi/né) 130/124 124/136 -
Atopia 202 (79,5%) 48 (23,8%) *

Asztma stlyossaga®

enyhe asztma

72 (28,4%)

mérsékelt asztma

182 (71,6%)

stlyos asztma 0 (0%) — -
Szérum abszolut eozinofil szam *
IgE (atlag+SD, kU/L) ® 260,0 + 281,1 | 108,1 + 206,0 *

M. pneumoniae pozitivitas

79 (31,1%)

47 (18,1%)

#: Az asztma sulyossagi fokok meghatarozasa a GINA (Global Initiative for
Asthma) kritériumok alapjan tortént.

b A csoportok kdzotti eltérés szignifikancia szintje, ahol értelmezheto.

" jelzi, hogy az adott paraméter szintjében mérhet eltérés a vizsgalt csoportok

kozott statisztikailag szignifikans, p < 0,05.

n: esetszam
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3. tbl4zat: az NFE2L2 és KEAP1 gének polimorfizmusainak és a Iégszennyezettség
asztméra hajlamositd egyuttes hatdsdnak tanulméanyozdsahoz felhasznélt vizsgalati

populacid jellemzai.

Betegek Kontrollok iU
n (O/go) n (%) p-érték

Esetszdm 307 344 -
Eletkor (atlag + SD, év) 105+ 47 21,8+13,9 *
Nem (férfi/né) 200/107 173/171 *
Endofenotipusok

Atdpia 191 (62,2%) - -

Terheléses asztma 63 (20,5%) - -

Infekcids asztma 88 (28,7%) - -

Nem-allergias asztma

59 (19,2%)

Asztma sullyossaga®

enyhe asztma

117 (38,1%)

mérsékelt asztma

165 (53,7%)

stlyos asztma

25 (8,1%)

NO; koncentracio alapjan a
lakohely légszennyezettsége

Magas ( >32 pug/m°)

116 (37,8%)

285 (82,8%)

Alacsony ( <32 pg/m°)

191 (62,2%)

59 (17,2%)

#: Az asztma sulyossagi fokok meghatarozasa a GINA kritériumok alapjan tortént.
b A csoportok kozétti eltérés szignifikancia szintje.

" jelzi, hogy az adott paraméter szintjében mérhet eltérés a vizsgalt csoportok
kozott statisztikailag szignifikéns, p < 0,05.

n: esetszam

A 1égkdri NO; koncentracio adatokat az Orszagos Légszennyezettségi Mér6halozat
mérdallomasain detektaltak.
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4. tAblazat: A BIRCS5 gén polimorfizmusainak asztmara hajlamosit6 hatasanak
tanulmanyozasahoz felhasznalt vizsgalati populacio jellemzoi.

Betegek Kontrollok _6rtekP
n (%) n (%) P

Esetszdm 307 344 -
Eletkor (atlag + SD, év) 10,6 + 4,7 21,8 +13,9 *
Nem (férfi/n6) 200/107 173/171 *
Endofenotipusok

Atdpia 191 (62,2%) - -

Terheléses asztma 63 (20,5%) - -

Infekcids asztma 88 (28,7%) - -

Nem-allergias asztma 59 (19,2%) - -

As_zt_ma tarsbetegs_(?ggel _ (_al_lgrglas 110 (35,8%) _ i
rhinitis vagy allergias conjunctivitis)
Szérum abszolut eozinofil szam *
(atlag=SD, G/L)* 0,3740,27 0,25+0,21
Normalis/magas abszolut eozinofil *
sejtszimmal rendelkezok * 33/18 34/21
Szérum relativ eozinofil szam *
(4tlagSD, %)? 55+42 37+26
Normalis/magas relativ eozinofil *
sejtszimmal rendelkezok * 68/49 53/5
IgE (4tlag+SD, kU/L) ° 288,1 +317,1 | 835+ 1658 *
Normalis/magas IgE szinttel x
rendelkezék ° 43173 7020

#: Az adatok a mintapopulacié egy részében alltak rendelkezéstinkre
®+ A csoportok kozotti eltérés szignifikancia szintje.
" jelzi, hogy az adott paraméter szintjében mérhet eltérés a vizsgalt csoportok
kozott statisztikailag szignifikéns, p < 0,05.

A 11ql3 ¢és 14922 kromoszomarégiok parcialis genomsziirése soran a bayesi
elemzéseket a vizsgalati populacio harom részhalmazan végeztiik el. Jellemzbiket az 5.
tablazat foglalja 0ssze.

Az 1. halmaz az 6sszes, vizsgalatba bevont személyt tartalmazta (,,A” halmaz).

A 2. halmazba azokat a személyeket vontuk be, akik esetében az allergias rhinitis
statusz ismert volt. Ez a populacié magéba foglalta az 6sszes asztmast (436 f6) és 664
kontrollt.

A 3. halmazba azok a vizsgélati személyek kerlltek be, akiknél olyan Klinikai

paraméterek, mint a szérum IgE, illetve szérum eozinofil szejtszam is elérhetéek voltak.
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5. tAblazat: A parcialis genomsziirésben résztvevé mintapopulaciok jellemzdi.

Teljes (“A”) mintapopulacio

Betegek Kontrollok o21b
n (%) n (%) p-érték

Esetszdm 436 765 -
Eletkor (atlag + SD, év) 11,7+6,3 19,0+12,1

Nem (férfi/né) 278/158 405/360

Allergias rhinitis (“RA”) mintapopulécio

Esetszdm 436 664 -
Eletkor (atlag + SD, év) 11,7 £6,3 17,8 £11,2 *
Nem (férfi/né) 278/158 365/299 *
Rhinitis (%) 278 (64,0) 233 (35,1) *

Klinikai (,,CLI’’) mintapopul&cid

Esetszam 106 94 -
Eletkor (atlag + SD, év) 115+6,1 16 +8,2 *
Nem (férfi/né) 63/43 55/39 -
Rhinitis (%) 70 (66,0) 30 (31,9) *
IgE (atlag+SD, kU/L) 260,4 + 111 94,6 + 63 *
Szérum abszolut eozinofil szam *
(atlagxSD, G/L) 0,34 £0,25 0,14 + 0,07

Az asszociacids vizsgalatokban

résztvevd asztmas

gyermekek a Budai

Gyermekkdrhaz Allergologiai szakambulancigjan jelentkeztek. Mindegyik gyermeknek
szakorvos é&ltal diagnosztizalt asztmdja volt, melyet az alébbiak jellemeztek: (1)
visszatérd, kezelést igénylo 1égszomj és kilégzési nehezitettség (dyspnoe); (2) orvos
altal diagnosztizalt fulladas/fulladdsos roham sipold légzéssel; (3) bronchodilatitor
kezelés hataséra reverzibilis fulladds (sipold legzés) és dyspnoe, melyet a FEV1 (1
masodperc alatti forszirozott kilégzési levegbtérfogat) segitségével hatroztak meg. Az
asztméas gyermekeket (vagy szlleiket) megtanitottik arra, hogy pontosan jegyezzék fol
két héten keresztll tineteiket es kezelésiiket, valamint egy nap kétszer (este és reggel)
merjék meg PEF (kilégzési csucsaramlas) értékeiket. Az 5-évesnél fiatalabb
gyermekeknél — akiknél altalaban nem volt lehetséges se a PEF, se a FEV1 mérése — a
betegség diagndzisat az egyéb tlinetek alapjan végezték el.

Az asztma klasszifikaciot, vagyis a kiillonb6z6 szub/endofenotipusokhoz valod tartozas

megallapitasat a szakorvos a kdvetkezé kritériumok alapjan végezte:
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- Az atopias allapototot egy vagy tobb antigénre adott pozitiv prick borproba
(legalabb 3 mm atmérdjii csalangob) vagy emelkedett teljes vagy specifikus IgE
szint, illetve ezek egyiittes eldfordulasa jelezte.

- Ha az asztma kialakuldsa vagy az asztma rohamok megjelenése valamilyen
fert6zés eredetli akut felsé léguti megbetegéssel tarsult, a beteg az infekcids
asztma alcsoportba kertlt.

- Azon péciensek esetében, akiknél jelent6s fizikai terhelés soran asztma rohamok
léptek fel és a FEV értékiik a terhelés el6ttihez képest legaldbb 10%-0s
csOkkenést mutatott, terheléses asztmarol beszéltlink.

Fontos megjegyezni, hogy az emlitett szubfenotipusok szamos esetben atfednek
egymassal, igy a terheléses illetve infekcios alcsoportba tartozd péciensek szdmos
esetben allergias fenotipust is mutatnak. A kordbban intrinsic névvel jelzett nem
allergiés alcsoportot igy csak azok a terheléses vagy infekcids asztméas alcsoportokba
tartozd személyek jelentették, akiknél a fent leirt médokon atdpiés reakcié nem volt
kimutathato.

Az allergiés rhinitis diagn6zisat szakorvos vegezte el a fennallo tlinetek (orrdugulas,
vizes orrfolyas, altalanos kozérzetromléds, Kkimutathatd megfazds vagy influenza
fennallasa nélkul) alapjan.

A péciensek egy részénél nem tortént meg az asztma Klasszifikacidja, igy az
endofenotipusokat érintd vizsgalatokban 0k nem vehettek részt.

A kontroll gyermekeket véletlenszerlien valasztottuk ki a Budai Gyermekkorhaz
Ortopédiai Osztalyarol illetve a Heim Pal Gyermekkorhdz Uroldgiai Osztalyéarol. A
felndtt kontrollok egészséges véradok koziil kertiltek ki.

A Mycoplasma fert6zés és asztma kozti asszociaciot vizsgalé munkénkban (a dolgozat
4.1 pontja) kizartuk a kontroll populaciobdl azokat a személyeket, akik a vizsgalatot
megel6z6 6 hétben barmilyen gyogyszeres kezelés alatt alltak, illetve akiknek akut
Mycoplasma Pneumoniae vagy egyéb kimutathatd bakteridlis vagy viralis fert6zésiik

volt.
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3.1.2 Az indukalt kdpet vizsgalatban résztvevo személyek jellemzoi

Az indukalt kopet génexpresszids vizsgalatdba 34 személyt vontunk be, de néhany
esetben a produkalt kdpet mennyiségi vagy mindségi szempontok alapjan nem
bizonyult mérésre alkalmasnak. A BIRC5 mRNS szintjét 13 asztmas (6 férfi, 7 nd,
életkor: 19-56 év, atlag 34,6, SD: 10,1) és 10 egészséges (5 férfi és 5 nd, életkor: 22-40
év, atlag 30,1 év, SD: 4,1) egyénbdl szarmaz6 kopetmintaban hasonlitottuk ossze. Az
FRDM®6, PRPF19, AHNAK, PTGER és PTGDR mRNS szintjét 12 asztmas (5 férfi, 7
né; életkor: 19-61 év, atlag 36,3 év, SD: 13,0) és 9 kontroll (4 férfi, 5 n6, életkor: 22-40
év, atlag 29,3 év, SD: 4,9) mintaban vizsgaltuk.

Az asztmés pécienseknél a diagndzist a GINA nemzetkdzi Utmutatd, a Global

Initiative for Asthma guidelines (http://www.ginasthma.org/) alapjan szakorvos allitotta
fel. Légzésfunkci6 adataik alapjan enyhe (n = 4), illetve kdzepestdl stlyosig terjedé (n
=9 ) asztma stadiumba sorolta 6ket. Tiz beteg rendszeres inhalativ kortikoszteroid
kezelés alatt &llt, a kovetkez6 ddzisokban: <500 pg/nap Beclomethason Dipropionate
(BDP) vagy annak megfelelé dozis (n = 4), 500-1000 pg/nap BDP vagy annak
megfeleld dozis (n = 4) és >1000 pg/nap BDP vagy annak megfelelé dozis (n = 2). A
paciensek asztma kontroll értekeit a nemzetkdzi Asthma Control Test™ (ACT;
QualityMetric, Inc., Lincoln, RI, USA) hitelesitett magyar forditasa alapjan vettiik fel.

Az egészséges kontrollok budapesti egyetemek dolgozdi és hallgatdi kozil kertltek
ki. Légzésfunkcio ertékeik normélis tartomanyba estek, és esetlikben semmilyen
légzbszervi betegség nem allt fenn.

Az egészséges es asztmas kohortok kozott nem, kor, dohdnyzéasi szokésok és
allergids statusz tekintetében statisztikai eltérést nem mutattunk ki. A vizsgalatban
résztvevo személyek egyike sem esett at léguti fertézésen a vizsgalatot megel6z6 4

hétben.
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Betegek Kontrollok (b
n (0%) n (%) p-érték

Esetszdm 13 10 -
Eletkor (atlag + SD, év) 34.6 +10.1 30.1+4.1 -
Nem (férfi/n6) 6/7 5/5 -
Dohényzési szokés
(igen/nem) 7/6 6/4 ]
Asztma sllyossaga®

Enyhe 4 (30) - -

Meérsékelt es sulyos 9 (70) - -
Allergia (igen/nem) 10/3 5/5 -
Kdpet eozinofil% 122+ 113 00 *
Kdpet neutrophil % 25.1+17.7 20.0 £10.0 -
Kdpet makrofag % 61.7£15.0 744+8.4 -
Kopet bronchialis epithél *
sejt % 13+17 56+53

#: Az asztma stlyossagi fokok meghatarozasa a GINA kritériumok alapjan
tortént
b A csoportok kozotti eltérés szignifikancia szintje.

jelzi, hogy az adott paraméter szintjében mérhet6 eltérés a vizsgalt csoportok
kozott statisztikailag szignifikans, p < 0,05.
n: esetszdm

A dolgozat soran bemutatott human vizsgéalatokba bevont személyek minden
esetben a magyar (kaukdzusi) populaciéhoz tartoztak, viszont a magyarorszagi
statisztikai adatok alapjdn roma szarmazést feltételezhetiink az altalunk vizsgalt
populédcié mintegy 5%-anal.

A vizsgalt személyek - vagy kiskorusaguk esetén szileik — irdsos beleegyezésiket
adtadk a kutatasokban valé részvételhez. A vizsgalatokat a Magyar Etikai bizottsag
(Egészségugyi Tudoményos Tanacs Tudoméanyos es Kutatasetikai Bizottsag, azaz ETT
TUKEB) hagyta jové, és azok minden esetben megfeleltek a Helsinki Deklaratumban

megfogalmazott alapelveknek.

3.2 Genomidlis DNS szeparalas

Humén molekuldris genetikai vizsgalataink soran a genomialis DNS-t a perifériés

vérbol szarmazé mononuklearis sejtekb6l Qiagen DNA Blood Mini kit (Qiagen GmbH,

35



DOI:10.14753/SE.2014.1903

Germany, Hilden), illetve iPrep PureLink gDNA Blood Kit (Invitrogen, US)

segitségével izolaltuk a gyartok utasitdsainak megfelelden.

3.3 Genotipizalasi modszerek

Az egyes technikdk kivalasztasanal az adott kutatasi id6szakban rendelkezésre allo
technikai lehetoségek és a koltséghatékonysag jelentette a dontd szempontot. A 7.
tblazatban az adott meérések sordn alkalmazott modszerek lathatok. A vizsgalt

polimorfizmusok jellemz6inek részletes bemutatasara az eredmények részben kerl sor.

7. tblazat: A hasznalt genotipizalasi modszerek.

Alkalmazott mddszer Vizsgalt SNP

PCR CCR5432
PCR-RFLP RANTES
GenomelLab SNPstream 11g13 és 1422
rendszer genomrégiok SNP-i
TagMan rs545659
Sequenom iPLEX Gold BIRC5, NFE2L2 és
MassARRAY KEAP1 SNP-k

A nagy-ateresztd-képességii (in. high-throughput) technikék esetében a genotipizalast
el6zetes bioinformatikai sziirés elézte meg, melynek részleteit a modszerek fejezet

Végén, a 3.12 pontban irom le.

3.3.1 RANTES -403 G/A és CCR5432 polimorfizmusok genotipizalasa

A RANTES -403 G/A polimorfizmusanak meghatarozadsahoz PCR-RFLP mddszert
alkalmaztunk. Megfelel$ restrikcios endonukledz hasitohely hianyaban a PCR-t olyan
mismatch primerrel végeztik, amely segitsegével sikerilt enzim hasitohelyet bevinni. A
hasitds sordn kapott termékeket hagyomanyos gélelektroforézis segitségével
vélasztottuk szét, amelyhez 1 pg/ml etidium-bromidot tartalmazd, 3%-os tdménységii
agardz gélt hasznaltunk fel.

A CCR5432 esetében a 32 bézisparnyi delécio kimutatasa hasitds nélkil, 2%-os
toménységli agardz gélelektroforézissel tortént. A szétvalasztott DNS-EtBr

fragmentumokat mindkét esetben UV-fénnyel megvilagitva, KODAK DC290
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geldokumentécios eszkdzzel detektdltuk. Az alkalmazott PCR-ek paramétereit a 8.

tablazat tartalmazza.

Minden genotipust legaldbb kétszer hataroztunk meg, és csak azokat a genotipus
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adatokat fogadtuk el ahol a két genotipizalas megegyez6 eredményt hozott.

8. tblazat: CCR5432 és RANTES -403G/A polimorfizmusok meghatirozasahoz

hasznalt PCR illetve PCR-RFLP mddszerek paraméterei.

CCR5432

RANTES -403 G/A

Szekvencia specifikus
primerek

Forward:

5°-CTT CAT TAC ACC
TGC AGC TCT CA-3’;
Reverse:

5°-CAC AGC CCT GTG
CCTCTTCTT CTC A-3

Forward:

5 - CAC AAG AGG ACT
CAT TCC AAC TCA-3’
Reverse:

5°-GTT CCT GCT TAT
TCATTA CAG ATC
GTA-3’

PCR elegy dsszetétele

20 ng/pl DNS templat, 200
UM dNTP, 0,5 uM primer,
0,5 U/ul Tag DNS
polimeraz

20 ng/pl DNS templat, 200
MM dNTP, 0,5 uM primer,
0,5 U/ul Tag DNS
polimeraz

Polimeraz lancreakcié

I. denaturacié
94°C-on 4 perc

I. denaturacié
94°C-on 4 perc

I1. 35 ciklus

1. denaturéacié
95°C-on 30 mp

2. primer bekotédés
65 °C-on 60 mp

3. lanchosszabbitas
72 °C-on 30 mp

I1. 35 ciklus

1. denaturéacié
95°C-on 30 mp

2. primer bekotddés
60 °C-on 60 mp

3. lanchosszabbitas
72 °C-on 30 mp

1. végso lanchosszabbitas
72 °C-on 5 perc

1. végso6 lanchosszabbitas
72 °C-on 5 perc

Restrikcids endonukledz

Rsa | (8U/ul)

Restrikcios
fragmentumok

180 bp + 26 bp

3.3.2 Genotipizalas GenomeLab SNPstream rendszerrel

A 11g12.2-q13.1

polimorfizmusbdl 144-et az intézetiinkben korabban miikodé6 SNP Core Facility
keretein bellll, egy nagy atereszté-képességii GenomeLab SNPstream® Genotyping

és

14922.1-g22.3  genomteruleteken

kivalasztott

System (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA) segitségével genotipizaltuk.
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A GenomeLab SNPstream (Beckman Coulter) genotipizald rendszer mitkodésének
alapja egy multiplex PCR-t kovetd egy bazisparnyi primer extenzio, fluoreszcensen
jelolt nukleotidok felhasznalasaval. A mérés sordn az SNP-ket tartalmazé
genszakaszokat polimeraz lancreakcidval amplifikéljuk, majd a terméket megtisztitjuk a
feleslegben maradt nukleotidoktol, primerekt6l. A masodik PCR reakcié egy un.
extenzids primer jelenlétében torténik. Ez a primer pontosan a vizsgalni kivant SNP
el6tti nukleotidig illeszkedik az els6 PCR-ben keletkezett termékhez. A reakcid soran
fluoreszcens festékkel (TAMRA: 6-karboxi-tetrametil-rodamin ill. Bodipy-fluoreszcein)
jelolt dideoxi-nukleotidok épiilnek be a primer 3° végére a polimorf helyen levd allélnak
megfelelden. Mivel egyszerre csak két festék alkalmazhat6, egy mérés soran - vagyis
egy 384 mintat tartalmazd plate-en - csak egyféle nukleotid csere és ennek
komplementere vizsgalhat6. Egy mintan egyszerre 48 SNP lemérését végezziik, ehhez
48-plex PCR beallitasa sziikséges. Mivel az alkalmazott extenzids primerek 5° vége
komplementer egy eldre gyartott oligonukleotidokat tartalmaz6 384 Ilyuku plate
megfeleld helyével, a hibridizaci6 a plate elére meghatarozott helyein torténik meg. A
hibridizaciot kovetd lézeres leolvasas utan a két festék aranya szolgal a genotipusok
megéallapitasanak alapjaul.

A mérést a gyarto utasitdsai alapjan, az alabbiak szerint végeztik:

PCR reakcid, tisztitas, primer extenzié

A PCR reakciot 5ul végtérfogatban végeztilk, amiben 20 ng genomi DNS, 5 mM
MgCl, (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 90-90 uM a négyféle dNTP-bél
(Invitrogen), 50-50 nM a két PCR primerbdl, 0,5 unit AmpliTaq Gold polimeraz
(Applied Biosystems) es 1x koncentrécioban PCR puffer 1l (Applied Biosystems) volt.
A kovetkezo reakcio koriilményeket hasznaltuk: kezdeti denaturacié 94 °C 1 min, majd
40 ciklus 94 °C 30 sec, 55 °C 30 sec és 72 °C 1 min.

Ezt kovet6en megtisztitottuk a kapott terméket a be nem éplilt deoxi-nukleotidoktdl
¢s primerekt6l 3ul of SBE Cleanup Reagent (USB, Cleveland, OH, USA)
hozzaadasaval, ami exonukledz | -et és garnéla alkalikus foszfatazt tartalmazott. A
reakciot 37 °C-on 30 percig inkubaltuk, majd inaktivaltuk az enzimeket (96 °C 10 min).

Az egy béazisparnyi primer extenzid elvégzéséhez 7 pl extenzids reakcidelegyet
adtunk minden mintadhoz. Ez tartalmaz 3,76 pl SNPware extenzids puffert (Beckman

Coulter), 0,2 pul SNPware extenzids mixet (ebben vannak a jel6lt dideoxi-nukleotidok)
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(SNPware Extension Mix, Beckman Coulter), 2,97 pl Ultrapure DNaz/RNé&z mentes
desztillalt vizet (Invitrogen), 0,02 pl SNPware DNS polimerazt (Beckman Coulter) és
az extenzios primereket (5-5 pM). A PCR korulmények: 96 °C 3 min, majd 46 ciklus 94
oC 20 sec, 40 °C 11 sec.

A felsorolt PCR reakcidkat 384-es plate-eken (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) a
PKGD PTC 0220 DNA Engine Dyad (Bio-Rad) PCR késziilékben végeztik.

Hibridizacio és plate leolvasas

Az extenziés primerek 5° végével komplementer oligonukleotidokat tartalmazd
384-lyukd un. SNPware tag array plate-eket (Beckman Coulter) aktivaltuk 1x
koncentracioban SNPware mosé puffer 1-gyel (Beckman Coulter) torténd eldmosassal.

A primer extenzi6 utan keletkezett termékhez 8pl hibridizaciés mixet adtunk,
amiben 7,56 pl hibridizacios oldat (SNPware Hybridization Solution, Beckman Coulter)
és 0,44 pl SNPware Hybridization Additive, Beckman Coulter) volt. A PCR-termék és
hibridizacios mix keverékéb6l 20 pl-t vittiink & az SNPware plate-re. Ezt lezért
kamraban 100%-os paratartalom mellett inkubaltuk 42 °C-on 2 6raig (15 perc). A jelolt
extenziés primerek ekkor hibridizdlnak a plate-eken levé komplementer
oligonukleotidokhoz. Ezutan a nem kot6dott primereket lemostuk 1x koncentracioban
SNPware moso puffer 2-vel (Beckman Coulter).

A munkafolyamatot Biomek FX Dual Arm system (Beckman Coulter) pipettazo
robotokkal tudtuk teljesen automatizalni. Tiz random mint4t mértlink harom
parhuzamos futtatasban a technikai hibak tesztelése érdekében.

A plate-eket GenomeLab SNPStream Imager (Beckman Coulter) késziilékkel olvastuk

le. A plate-r61 késziilt képet a rendszer sajat szoftverével értékeltiik ki.

3.3.3 Rsb45659 genotipizadlasa 5’nukledz  TagMan allél-specifikus PCR

maodszerrel

A 11913 genomrégioban talalhatd rs545659 egypontos nukleotid polimorfizmus
nem volt alkalmas a GenomeLab SNPstream rendszerrel torténé genotipizalésra, ezert
ennek genotipusat TagMan 5’ nukleaz allélspecifikus PCR mddszerrel hatéroztuk meg
(az assay katalogus sz&ma: C_7512539 10). A TagMan PCR reakcidhoz szikséges

0sszes komponens az Applied Biosystems-t61 szarmazott. A reakcidelegy kb. 10-50 ng
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genomidlis DNS mintat, 200 nM TagMan prébéat, 900 nM forward és reverse primer
part, 1x végkoncentracioban PCR ,,master mixet” tartalmazott. A reakciét 7900HT Fast
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Life Technologies) készilékben
végeztik. A miiveletek soran alkalmazott 0sszes lépés a gyartd utasitasainak

megfelelden tortént.

3.3.4 Genotipizalds Sequenom iPLEX Gold MassARRAY technoldgiaval

A BIRC5, NFE2L2 és KEAP1 gének szabalyozd régidiban elhelyezkedd
polimorfizmusok genotipiz&lasa Sequenom iPLEX Gold MassARRAY technoldgiéval
tortént egy kanadai kutatokozpontban (McGill University and Génome Québec

Innovation Centre, Montréal,Québec, Canada, http://www.seqguenom.com).

Az egy bézisparnyi primer extenzién alapulé moddszer nagyban hasonlit a
GenomeLab SNPstream modszerhez, de az eltéré detektdlasi mod és a multiplex PCR
magasabb hatékonysaga miatt itt kevesebb technikai szempontot kell figyelembe venni
a mérés tervezésekor. A genotipusok detektalasa MALDI-TOF témegspektrométerrel

torténik.

3.4 Mycoplasma pneumoniae specifikus IgG és IgA antitestek meghatarozésa

A Mycoplasma pneumoniae (MP) specifikus antitestek meghatérozasa szérumbol
tortént Sero MP-IgA, IgG protein ELISA kitek (Savyon Diagnostic Ltd.) segitségével a
gyartd utasitdsai szerint. A kronikus vagy visszatéré Mycoplasma-fert6zottség
vizsgalatdhoz csak azokat a pacienseket tekintettik MP pozitivnak, akiknél az IgG

pozitivitdshoz IgA pozitivités is tarsult.

3.5 Laboratériumi paraméterek meghatarozasa

A szérum teljes, valamint tobb mint 100 allergénre specifikus IgE szintjét
Pharmacia CAP System miiszerrel hataroztuk meg. A teljes IgE szintet akkor

tekintettlik korosnak, ha az alabbi, kor-specifikus referencia tartomanyokon kiviil esett:
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0-1 év: <15 kU/L; 1-5 év: < 60 kU/L; 5-10 év: < 90 kU/L; felnéttek: < 100 kU/L. Az
allergén specifikus IgE-t 0,35 kU/L-t meghaladva vettiik pozitivnak.

A veér eozinofil granulocita koncentraciokat Coulter MAXM Analyser miszerrel
hataroztuk meg. A relativ értékeket 1-6% kozotti tartoményban, az abszolut eozinofil
sejtszam értékét 0,05 és 0,200 G/I kdzott tekintettiik normalisnak.

3.6 Kopetindukcio

Az indukcioét 10 perces idokozonként, haromszor végeztik el és azt minden
alkalommal légzésfunkcié mérése kovette.

A vizsgalt szemeélyek 400 pg salbutamol inhaldciot kovetden a De Vilbiss
Nebulizer (Ultra-NebTm 2000 model 200HI) altal porlasztott hipertonias (4,5 %-0s)
natrium klorid oldatot 1élegeztek be 5 percen keresztiil. Ezt kdvetéen a felkdhdgott
kopetet (also leguti szekrétumot) steril tartalyban gyajtottik, majd kivalogattuk a
nagyobb plakkokat. A mintdkat 0,1% dithiotreitol-tartalmi PBS-sel higitottuk (Sigma,
St Louis, MO, USA), megkevertilk, és 30 percig razora helyeztik. Ezt kovetben a
mintakat 40 um nylonhalon (BD Biosciences, Falcon cell strainer) sziirtiik at, és 1500
rpm-en centrifugaltuk 10 percen keresztill. A sejteket 1 ml PBS-ben vettik fel, majd a
sejtszuszpenzid egy részét azonos mennyiségii 0,4%-0s tripAnkék festékkel (Sigma)
kevertik 0ssze. A sejteket Birker kamrdban szamoltuk meg. A maradek
sejtszuszpenzidt tovabb higitottuk PBS-sel és citocentrifugdval (Hettich-Zentrifugen,
Tuttlingen, Németorszag) targylemezre centrifugaltuk. A prepardtumokat Quick
Panoptic (Cypress, Langdorp, Belgium) hematoldgiai festékkel festettiik, és a sejtes
Osszetételt fénymikroszkdp alatt hataroztuk meg minimum 300 sejt azonositaséval. A
sejtosszetétel megallapitasat kovetden a sejteket lizis pufferben vettlik fel, és -80°C-on

taroltuk.

3.7 Légzésfunkcio, FENO mérés

Az FVC és FEV1 értékeket spirométerrel mértik (PDD-301/s, Piston Inc,
Budapest, Hungary), a kilélegzett levegé nitrogén monoxid (FENO) szintjét NO
szenzorral detektaltuk (NIOX MINO, Aerocrine, Solna, Sweden).
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3.8 Légszennyezettsegi értékek megéllapitasa

A légszennyezettség markereként az ilyen jellegli kutatdsokban leggyakrabban
alkalmazott légkori NO, koncentracio adatokat hasznéltuk fel. A vizsgélatba olyan
személyeket vontunk be, akiknél az asztma kialakulasa (a kezelésre torténé jelentkezés)
2003 és 2006 kozotti intervallumban tortént. Ezen periddust megel6zo évek részletes
légszennyezettsegi adatait az Orszdgos Légszennyezettségi Méréhalozat munkatarsai
kozremitkodésével gyijtottiik be és elemeztik. A vizsgélatban olyan személyek
szerepeltek, akik lakohelyének kozelében volt NO, koncentraciot is detektalé automata
méréallomas. Elemzéseink soran a NO, koncentraci6t diszkretizaltuk, és a 32 ug/m’
alatti atlagértéket mutatd teriileteket alacsony légszennyezettséglinek, az e feletti
atlagértékkel rendelkezd teriileteket magas légszennyezettséglinek tekintettiik. A 32
Hg/m3-es hatart a vizsgélt geogréfiai teriileteken mért atlagolt NO, koncentraciok

medianjanal hiztuk meg.

3.9 Egér allergizalas

A munkacsoportunkban korabban eléallitottunk egy ovalbumin-indukalt egér-
asztma modellt, ahol microarray génexpresszid analizis segitségével hasonlitottuk dssze
a kontroll és allergizalt allatok tiidoszovetére jellemzd génexpresszids profilt. A munka

egy korabbi, nyilvanosan elérhetd doktori dolgozatban részletes leirasra keriilt

(http://phd.sote.hu/mwp/phd_live/vedes/export/tolgyesigergely.d.pdf), igy itt csak az

idetartoz6 méréseket és eredményeket mutatom be.

3. 10 RNS szeparalas, koncentraciémeérés és minéség-ellendrzés

Az RNS izolaldsa az indukalt kdpet mintakb6l RNeasy (Qiagen, Valencia, CA)
szeparal6 oszlopok felhasznélasaval tortént, a gyart6 utasitasai szerint. A kinyert RNS
mennyiségét NanoDrop ND-1000 spektrofotométerrel (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE) mértiilk meg, mindségét Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA) késziilék segitségével hataroztuk meg. A tovabbiakban

csak azokat a mintakat hasznaltuk fel a kiilonb6z6 microarray valamint valos idejii PCR
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merésekhez, melyek RNS integritds szima meghaladta a 8,0-as értéket, tiszta gélszerii
képet mutattak, nem tartalmaztak DNS kontaminaciét, valamint a NanoDrop késziiléken
mert 260/280 és a 260/230 aranyuk nagyobb volt, mint 1,8.

3. 11 Reverz transzkripcio és mRNS expresszio mérés TagMan valésideji PCR

maodszerrel

Az indukalt kdpet mintdk esetében a cDNS atirast a High Capacity cDNA reverse
transcription kit (Applied Biosystems) alkalmazasaval végeztiik. A valdsidejii PCR
reakciokat ABI 7900HT Fast Real-Time PCR késziléken végeztik a gyartd utasitasai
szerint (Applied Biosystems) 1,5 pl cDNS/lyuk felhasznaldsdval 25 pl-es
végtérfogatban. Haztartasi kontrollként a p-actin genjét hasznaltuk. A haztartasi génhez
normalizalt szignalértékeket az 0sszehasonlito Ct (delta Ct) mddszer felhasznaldséval

hataroztuk meg.

3. 12 Asszociacios vizsgalatokat megel6zo bioinformatikai sziirés

A jelolt régio asszociacids vizsgéalatokban célunk az irodalmi adatok alapjan
kivalasztott régiok (11913 és 14922) egypontos nukleotid polimorfizmusokkal torténd
teljes lefedése volt a kapcsoltsagi adatok figyelembe vétele mellett. A tanulményozott
régiokat az NCBI Genome Build 36.3 alapjan a 11q12.2-q13.1 és 14g22.1-922.3
genomteriiletek jelentették.

A vizsgalni kivant régiok mar leirt polimorfizmusait letdltéttuk a HapMap
adatbazisbdl (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/) és innen kivalasztottuk a gyakoribb
SNP-ket. A minor allél frekvencia (MAF) legals6 hatérat 5%-nal (0,05) hataroztuk meg.

Ennek oka az, hogy a rendelkezésinkre &ll6 betegpopuldcioban ilyen
gyakorisagminimummal véarhatdan lesz annyi ritka homozigo6ta és heterozig6ta egyén,
amennyivel a statisztikai elemzést még el lehet végezni.

Ezutén a vizsgélt kromoszoma szakasz kapcsoltsagi adatait, haplotipus blokkjait a
HapMap adatbézisa alapjan dolgozé Haploview 4.1 program

(http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/) segitségével hataroztuk meg. A haplotipus

blokkok megéallapitasara azert volt szikség, mert a genomot jellemz6 kapcsoltsagi
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viszonyok felhasznalasaval néhany, jol megvalasztott SNP genotipizalasa elegendd
lehet nagyobb genomteriletek feltérképezéséhez. Kapcsoltsagi paraméterekként a
kovetkezé értékeket vettiik figyelembe: r* >0,08, D” = 1.

Az alkalmazott médszer multiplex jellegéb6l adodoan az SNP-k kivélasztisanal az
elméleti megfontoldsokon tdal szémos technikai szempontot is figyelembe kellett
venniink. Egyrészt figyelnunk kellett arra, hogy az amplifikalni kivant DNS szakaszok
GC aranya minden mérendé SNP esetén 40 és 65% kozé essen. A szekvencidkon beliili
ismétlodések esetleges elofordulasat a RepeatMasker on-line programmal ellendriztiik

(http://www.repeatmasker.org/), a genomban fellelhet, nagyfoku hasonlésagot mutato

szekvencidk létét pedig az NCBI Blast (http://blast.ncbi.nim.nih.gov) programjaval

zértuk ki. A primerek (két PCR primer és egy extenzids primer) tervezéséhez az

Autoprimer szoftvert (http://www.autoprimer.com) (Beckman Coulter) hasznaltuk a

gyartod utasitasai szerint. A technikai sziirésen atesett SNP-ket leirt vagy feltételezett
funkciondlis sorrendjik alapjan rangsoroltuk és valasztottuk ki az adott haplotipus
blokkot reprezentdl6 SNP-ket. A sorrend a kovetkezé: nem-szinonim (azaz
aminosavcserét okozd) SNP, promoter vagy 3° UTR régidoban levé SNP, szinonim (azaz
aminosavcserét nem okozd) és intronban levd SNP. A fent leirt modon a 11q12.2-q13.1
régidban 68, a 14¢g22.1-q22.3 régidban 77, egylttesen 145 SNP ker(lt kivalasztasra és

genotipizalasra.

3. 13 Asszocidcios vizsgélatok sorén alkalmazott statisztikai modszerek

Az allélfrekvenciat allélszamolassal hataroztuk meg. A Hardy-Weinberg

egyenloség (HWE) meglétét az on-line elérhetd http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/cqgi-

bin/hw/hwal.pl szoftverrel szdmoltuk ki, a HWE-t61 valo szignifikans eltérést p<0,01
érték esetén allapitottunk meg.

A kategorikus valtozok (genotipusok, haplotipusok, diszkretizlt szérum IgE érték)
és az asztma, illetve annak endofenotipusai kdzotti asszociaciot logisztikus regresszios
analizissel vizsgaltuk, 95%-o0s konfidencia intervallum (Cl 95%) alkalmazésaval. Az
elemzéseket minden esetben korrigaltuk nemre és korra. A haplotipusra vonatkoz6 odds

ratio (OR) értéket feltételes logisztikus regresszios modellel hatdroztuk meg. A
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haplotipusokat és ezek frekvencidjat a Haploview 4.1

(http://www.broad.mit.edu/mpa/haploview/) programmal becstiltik meg.

A szérum, és kopet eozinofil szintek, valamint az IgE értékek - mint folytonos
valtozdk - esetében a fenotipusok genetikai hatterének meghatarozasahoz lineéris
regressziés modellt hasznéltunk.

A normalizélt génexpresszié szinteket Mann-Whitney U teszt eés Kruskal-Wallis
teszt segitségével hasonlitottuk 6ssze. A kontingencia tablakat Fisher exact teszttel
elemeztiik. A korrelaciok mérésére a Spearman-féle rangkorrelaciot alkalmaztuk.

Tobbszoros hipotézis tesztelés esetén a p ertékeket a Bonferroni-korrekcionak
megfeleléen korrigltuk az 6sszehasonlitdsok sz&méaval. Az igy alkalmazott p értékeket
az adott vizsgalat eredményeinek bemutatasanal tiintetem fel.

Az elemzéseket SPSS 17.0 (Armonk, NY, USA) illetve MedCalc 10.0.2 (MedCalc
Software) szoftverekkel végeztik.

A bayesi statisztikai szamitasokat a Budapesti Miiszaki és Gazdasadgtudomanyi
Egyetem Méréstechnika és Informaciés Rendszerek Tanszékén, dr. Antal Péter
kutatdcsoportja végezte a ket csoport altal kdzdsen kidolgozott BN-BMLA (Bayesian

network based Bayesian multilevel analysis of relevance) madszerrel [129, 130].
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4 Eredmények

4.1 Mycoplasma pneumoniae fert6zés, RANTES -403G/A és CCR5432

polimorfizmusok hatésa az asztma kialakuldsara

A Mycoplasma p. (MP) ellenes 1gG antitest szérumbeli jelenléte arra utal, hogy az
illetd a multban atesett egy Mycoplasma p. fertézésen, mig IgA jelenléte mind akut,
mind kronikus fert6zottségre utalhat. Amennyiben az IgG pozitivitas IgA pozitivitassal
egyszerre fordul el6, az kronikus, vagy ismétlodo fert6zottség meglétét bizonyitja.

Vizsgélataink sordn 254 asztmaés és 260 egészséges gyermekben hasonlitottuk §ssze
a Mycoplasma p. fertdzottséget. Az asztmas gyermekek kozott szignifikansan nagyobb
aranyban talaltunk Mycoplasma p. pozitivitast, mint a kontroll populécidban (31,1% vs.
18,1 %, p = 0,0009).

Ezt kdvetéen megvizsgaltuk, hogy a RANTES -403G/A polimorfizmusa, illetéleg a
mutatott szignifikans kilonbséget egyik vizsgalt genetikai variacio tekintetében sem. A
két polimorfizmus genotipus- és alléleloszlasat a két csoport kdzott a 9. tAblazat mutatja
be.

9. tbldzat: A RANTES -403G/A és CCR5432 polimorfizmusok allél- és genotipus
eloszlasa a kontroll és asztmas populacidban.

Polimorfizmus
RANTES -403G/A CCR5A32
Kontroll Asztma Kontroll Asztma
Genotipus 199 (76,5) 188 (74) 203 (78,1) 207 (81,5)
n 11 (%)
Genotipus 56 (21,5) 59 (23,2) 54 (20,8) 42 (16,5)
n 12 (%)"

Genotipus 5(1,9) 7(2,8) 3(1,2) 5(2,0)
n 22 (%)"

MAF 0,13 0,14 0,12 0,10
p-érték’ 0,7 0,7

' 11: gyakori allélra homozig6ta, 12: heterozigota; 22: ritka allélra homozigé6ta
2 A 2 csoport allélfrekvenciaja kozti eltérés p-értéke
Roviditések: MAF: minor allél frekvencia.
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A Mycoplasma p. fertézottség és a két genetikai varians kozotti kapcsolat elemzése
soran azt talaltuk, hogy a CCR5432 allélja szignifikdnsan gyakrabban fordult el6 a MP
szeropozitiv gyermekekben a MP szeronegativ gyermekekhez képest (18% vs. 8,6%, p
= 0,006). Hasonl6 eredményt kaptunk mikor a CCR5432 alléljat homozigéta forméban
hordozd gyermekek aranyat hasonlitottuk dssze a MP szeropozitiv és MP szeronegativ
csoportok kozott (2,4% vs. 1,3%).

A RANTES -403A allélja és a Mycoplasma p. fert6zottség kozott nem talaltunk
Osszefuiggeést.

Ezt kovetden tobbszords logisztikus regresszioval teszteltik, hogy a MP
fert6zottség, a vizsgalt polimorfizmusok vagy ezek interakcidja asszocial-e az
asztmara/atopiara valo hajlammal, vagy az asztma sulyossagi fokaval. Eredményeinket

a 10. tablazat foglalja 6ssze.

10. tdblazat: A MP infekcié, a RANTES -403A, a CCR5432 és ezek interakcidinak
asztma/atOpia kockazatra es asztma sulyossagra gyakorolt hatdsat vizsgalo elemzés
eredményei.

Asztma Atopia Asztma sulyossaga
p- OR p- OR p- OR
érték | (95% CI) | érték | (95% CI) | érték | (95% CI)
. ., 2,0 1,7 0,7
MP infekci6 0,001 (1,3 -3.1) 0,01 (1,1-2,6) 0,6 (0,3-1,9)
RANTES 11 14 11
_403A 06 1 07:17) | %08 | (0922) | % | (0430
0,8 0,9 0,3
CCR5A32 0,4 (05.1.3) 0,7 0.6.1.4) 0,2 (0,03-2.2)
RANTES
2,2 1,6 0,8
-403A 0,07 ’ 0,2 ! 0,8 !
+ MP infekcié (0,9-5,3) (0,8-3,5) (0,2-3,3)
CCR5A32 0,4 0,8
+ MPinfekcio | 0% | ©2:07) | %° | (0415 | L NA

Roviditések: NA: nincs adat, a tul alacsony mintaszdm miatt
95% ClI: 95%-0s konfidencia intervallum, OR: odds ratio

Elemzésink sorén azt talaltuk, hogy a MP fert6zottség szignifikins asszociaciot
mutat az asztméara (OR = 2,0, 95% CI = 1,3-3,1, p = 0,001), illet6leg az atopiara (OR =
1,7,95% CI = 1,1-2,6, p = 0,01) val6 megndvekedett hajlammal. Azonban, mikor a MP

fert6zottség és az atopia kozti asszocidciot nem az dsszes atopias betegen vizsgaltunk,
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hanem kulon-kilon az asztmas és kontroll populédcid atdpids csoportjain, az elébb
tapasztalt szignifikdns asszocidcid eltiint. Mivel ezek az eredmények felvetik annak
lehet6ségét, hogy az atOpias statusz befolydsolja a MP fert6zés asztma kockazatra
gyakorolt hatdsat, a nem és kor mellett az atopias statuszt is bevontuk kofaktorként az
elemzésbe. Eredményeink ebben az esetben is szignifikansak maradtak: a MP infekci6
asztmara hajlamosit6 hatasa: OR = 1,8, 95% CI = 1,2-3,0, p = 0,005.

Amikor azt vizsgaltuk, hogy a Mycoplasma p. fertézés és a polimorfizmusok ritka
genotipusainak interakcioja befolyasolja-e az asztmara val6 hajlamot, azt talaltuk, hogy
a MP szeropozitivitdss és a CCR5432 ritka alléljanak egyiittes eléforduldsa véd az
asztmaval szemben (OR = 0,4, 95% CI = 0,2-0,7, p = 0,003). Ez az eredmény abban is
megmutatkozik, hogy szignifikinsan kevesebb MP fert6zo6tt asztmas, mint MP fert6zott
kontroll személy hordozza a CCR5A32 ritka alléljat (3,9% MP(+) asztmés vs. 12,7%
MP (+) kontroll). Az MP szeropozitivitds és a RANTES -403A alléljanak egyittes

eléfordulésa esetén nem talaltunk hasonlé asszociaciot.
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4.2 NFE2L2 és KEAP1 gének polimorfizmusai és a légkori nitrogén-dioxid

szennyezés hatasa az asztma kialakulasara

Az NFE2L2 és KEAP1 gének polimorfizmusainak gyermekkori asztma
kialakuldsdban betoltott szerepét a vizsgalt személyek lakohelyére jellemz6
légszennyezettségi adatok fuggvényeben vizsgaltuk meg. Mivel az NFE2L2 és KEAP1
genek kontroll és asztmas csoport kdzotti genotipus megoszIasarol ezidaig nem sziletett
adat, el0szor megvizsgaltuk, hogy a gének szabalyozé régidiban elhelyezkedd
polimorfizmusok mutatnak-e asszociaciot az asztmara, vagy annak endofenotipusaira

valé hajlammal. A vizsgalt SNP-k jellemz6it a 11. tdblazatban mutatom be.
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11. tdblazat: Az KEAP1 és NFE2L2 gének polimorfizmusainak jellemz6i és allélfrekvencidi a vizsgalt populacion.

, MAF MAF
L a Allélek _Genh?z a a p- d
SNP Pozicio (1/2) b V|szony|totF kontroll beteg értek © HWE
elhelyezkedeés
csoportban | csoportban
Chr:19
rs11085735 | 10602180 C/IA Intron 0,07 0,06 0,50 0,94
rs8113472 | 10608064 CIA Intron 0,07 0,08 0,37 0,55
rs11668429 | 10616303 T/G Promoter 0,34 0,33 0,68 0,24
rs7246953 10621108 G/A Promoter 0,19 0,18 0,68 0,03
Chr:2

rs2588882 | 178087165 T/G 3’ régio 0,08 0,11 0,06 0,28
rs2706110 | 178092162 CIT 3’ régio 0,15 0,18 0,23 0,53
rs10183914 | 178097666 CIT Intron 0,29 0,28 0,79 0,12
rs1806649 | 178118152 CIT Intron 0,22 0,20 0,50 0,88
rs6721961 178130037 G/IT Promoter (-617) 0,13 0,14 0,70 0,45
rs6706649 178130071 CIT Promoter (-651) 0,12 0,11 0,71 0,52
rs35652124 | 178130073 T/C Promoter(-653) 0,34 0,36 0,35 0,58
rs2364725 178132988 T/G Promoter 0,45 0,43 0,49 0,97

& : Genomialis pozici6 az NCBI Genome Build 37.1 alapjan.

®: Allélek a forward szalon (1: gyakori, 2: ritka allél).

Z : A beteg és kontroll csoportok allélfrekvencidja kdzotti eltérés p értéke.

. eltérés a Hardy-Weinberg egyenléségt6l a kontroll populacidban.

Roviditések: MAF: minor allél frekvencia, Chr: kromoszéma
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4.2.1 SNP asszociacios elmezések

A genotipus csoportok megoszlasa mindenhol Hardy-Weinberg egyensulyban volt.
Az elemzéseinket az additiv (11 genotipus vs. 12 genotipus vs. 22 genotipus), dominans
(11 vs. 12/22), illetve recessziv (11/12 vs. 22) modelleket alkalmazva is elvégeztik. A
tobbszords 6sszehasonlitds miatt a p értéket az SNP-k szdmaval (12) és az alkalmazott
modellek sz&maval (3) is Kkorrigaltuk, igy a p<0,0033 értekeket tekintettiik
szignifikdnsnak. Az asszociacids elemzések eredményei a 12. tblazatban lathatoak.

Az asztma - kontroll 6sszehasonlitdsban egyetlen SNP sem érte el a Bonferroni-
korrigalt szignifikancia hatért, bar az NFE2L2 3’ régidjaban elhelyezked6 rs2588882
nomindlisan szignifikansnak bizonyult (p = 0,05).

A legerGsebb asszociaciot az infekcio-indukalt asztma (I1A) fenotipus és az
rs2588882 kozott talaltuk, mely SNP ritka allélja (G) szignifikdnsan ritkdbban fordult
el6 az ITA csoportban a nem ITA csoporthoz képest (9% vs. 26%, OR = 0,28, 95% CI =
0,13-0,60, p = 0,0005). A ritka allélt hordozd genotipusok (12 és 22) mind a dominans
(OR =0,28 95% CI = 0,12-0,62, p = 0,002), mind az additiv modellt (OR = 0,29, 95%
Cl =0,13-0,62, p = 0,002) alkalmazva ritkdbbnak bizonyultak az 1lA csoportban, ami a
G allél (mintsem a G allét hordozd genotipusok) infekcid-indukalt asztma fenotipus
elleni védo hatasara utal.

A -617G/T promoéter SNP (rs6721961) kismértékii asszociaciot mutatott az 11A-
val, de ennek szignifikancia szintje (p = 0,007) nem érte el a Bonferroni-korrigélt hatért.
Az atopias asztma fenotipus is csak gyenge asszociaciot mutatott az rs6721961 (p =
0,035) es rs7246953 (p = 0,016) SNP-k ritka genotipusaival.

A KEAP1 gén SNP-i esetében nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget az
allélgyakorisagokban és a genotipusok megoszlasiban a vizsgalt csoportok kdzott.

Az NFE2L2 gén polimorfizmusai &ltal alkotott haplotipusok frekvencidi kdzotti
kulonbségek a vizsgalt csoportok kdzott — bar némely esetben szignifikdnsnak
bizonyultak- , nem mutattak er6sebb asszociaciot az asztmara, illetve endofenotipusaira

valé hajlammal, mint amit a genotipus-elemzések sordn tapasztaltunk.
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12. tdblazat: Az NFE2L2 és KEAP1 gének polimorfizmusai és az asztma endofenotipusok kdzotti asszociacios vizsgalatok eredményei.

¢S

Asztma Atopias asztma Infekcids asztma
SNP Gén Modell | p-érték | OR (95% CI) | p-érték OR (95% CI) p-érték | OR (95% CI)

Domindns | 0,11 |145(0,91-231) | 0,71 0,89 (0,49-1,61) | 0,002* | 0,28 (0,12-0,62)

rs2588882 | NFE2L2 | Recessziv | 0,06 |7,43(0,85-64,57)| 0,58 0,65 (0,14— 3,03) 0,99 NA
Additiv 0,05 |153(1,00-2,33) | 0,62 0,88 (0,53—1,46) | 0,002* | 0,29 (0,13-0,62)
Domindns | 0,27 | 1,24(0,83-1,85) | 0,63 1,13 (0,67—1,92) 0,16 0,66 (0,37-1,18)
rs2706110 | NFE2L2 | Recessziv | 0,06 | 2,72 (0,94-7,86) | 0,34 1,78 (0,53— 5,89) 0,07 0,15 (0,02-1,21)
Additiv 011 [131(0,93-1,83) | 0,45 1,17 (0,76— 1,80) 0,06 0,63 (0,38-1,02)
Dominans | 0,73 |1,06(0,73-1,53)| 046 | 1,19(0,73-1,94) | 014 | 1,47 (0,87-2,47)
rs10183914 | NFE2L2 | Recessziv | 0,94 [1,02(0,49-2,10)| 0,18 2,17 (0,68—6,94) 0,01 3,49 (1,32-9,12)
Additiv 0,76 | 1,04(0,77-1,40) | 0,25 1,26 (0,84-1,89) 0,02 1,61 (1,06-2,45)
Domindns | 0,98 [0,99 (0,68-1,44)| 0,64 1,12 (0,68-1,85) 0,48 1,20 (0,71-2,02)
rs1806649 | NFE2L2 | Recessziv | 0,68 |0,83(0,35-1,98) | 0,95 1,04 (0,29-3,67) 0,22 2,10 (0,63-6,97)
Additiv 0,86 | 0,97(0,71-1,33) | 0,67 1,09 (0,71-1,68) 0,30 1,25 (0,81-1,95)
Domindns | 0,68 | 1,09(0,72-1,64) | 0,17 0,68 (0,40-1,18) 0,01 0,43 (0,23-0,83)

rs6721961 | NFE2L2 | Recessziv | 0,92 | 1,06 (0,31-3,62) | 0,04 0,09 (0,01-0,84) 0,99 NA
Additiv 0,69 |1,07(0,74-154)| 0,05 0,62 (0,38—1,00) | 0,007 | 0,44 (0,28-0,80)
Domindns | 0,58 | 0,88 (0,57-1,36) | 0,93 1,02 (0,57-1,81) 0,63 1,15 (0,63—-2,07)

rs6706649 | NFE2L2 | Recessziv | 0,20 | 0,28(0,04-198) | 0,74 1,63 (0,08-31,14) | 0,99 NA
Additiv 042 |0,84(0,56-1,27) | 0,88 1,04 (0,60-1,79) 0,83 1,06 (0,60-1,86)
Dominans | 055 |1,11(0,77-1,61)| 0,89 0,96 (0,59-1,58) | 0,38 | 1,26 (0,74-2,15)
rs35652124 | NFE2L2 | Recessziv | 0,73 [0,91(0,52-156) | 0,25 1,54 (0,73-3,25) 0,25 0,61 (0,26-1,42)
Additiv 0,79 ]1,03(0,79-1,35)| 0,62 1,09 (0,76—1,56) 0,94 1,01 (0,69-1,48)
Domindns | 0,78 | 1,05(0,71-1,56) | 0,48 0,82 (0,49-1,39) 0,72 0,90 (0,52—1,55)
rs2364725 | NFE2L2 | Recessziv | 0,71 [0,91(058-1,44) | 058 0,84 (0,44-157) | 019 [ 0,61(0,29-1,27)
Additiv 097 [099(0,77-1,28)| 0,43 0,87 (0,61-1,23) 0,33 0,83 (0,57-1,21)
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Dominans 0,28 0,75 (0,44-1,27) 0,80 1,09 (0,52—2,31) 0,29 1,48 (0,70-3,10)

rs11085735 | KEAP1 | Recessziv 0,54 0,47 (0,04-5,33) 0,99 NA 0,99 NA
Additiv 0,26 |0,75(0,45-1,23) 0,75 1,12 (0,54-2,32) 0,18 1,60 (0,79-3,25)
Dominans 0,91 1,02 (0,61-1,72) 0,44 1,30 (0,66—2,56) 0,49 0,77 (0,37-1,60)
rs8113472 | KEAP1 | Recessziv 0,28 |5,70(0,23-137,4)| 0,39 0,33 (0,02—4,20) 0,93 1,10 (0,09-13,48)
Additiv 0,75 1,08 (0,66- 1,77) 0,62 1,16 (0,63—2,14) 0,54 0,81 (0,42—1,58)
Dominans 0,98 0,96 (0,68-1,43) 0,99 1,00 (0,61—1,63) 0,22 1,38 (0,81-2,33)
rs11668429 | KEAP1 | Recessziv 0,82 0,93 (0,51-1,69) 0,73 0,87 (0,40-1,90) 0,72 0,85 (0,36—2,01)
Additiv 0,90 | 0,98 (0,74-1,29) 0,87 0,97 (0,67—1,40) 0,45 1,15 (0,78—1,706
Dominans 0,89 0,97 (0,67-1,42) | 0,80 1,06 (0,64—1,77) 0,05 1,68 (0,99-2,85)
rs7246953 | KEAP1 | Recessziv 0,97 1,02 (0,28-3,64) 0,02 0,07 (0,01-0,61) 0,50 1,65 (0,37-7,27)
Additiv 0,91 0,98 (0,69-1,38) 0,51 0,86 (0,54—1,34) 0,05 1,56 (0,99—2,48)

A logisztikus regresszio elemzést additiv (11 vs. 12 vs. 22 genotipusok), recessziv (11/12 vs. 22) és dominéns (11 vs. 12/22)
modelleken hajtottuk végre, a vad genotipust az 11 jel6li.
* . Bonferroni korrekci6 utani szignifikins p-értékek

Roviditések: NA: nincs adat, a 22 genotipus hidnyabol addédoan, 95% CI: 95%-o0s konfidencia intervallum, OR: odds ratio
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4.2.2 Gén-kdrnyezet interakciok vizsgalata

A vizsgalt személyek lakohelyére jellemz6 atlagos NO, koncentracid értékeket
megvizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a relative magas légszennyezettségli teriiletrol
szignifikdnsan tobb kontroll (83%) és szignifikdnsan kevesebb asztméas (38%) személy
kerult ki, mint az alacsony NO, koncentracioval jellemezhet6 régiokbol. Mivel a
vizsgalt (beteg és kontroll) személyek nem egyenletesen oszlanak meg a magas illetve
alacsony légszennyezettségli teriiletek kozott, a tovabbiakban az asztmas csoporton
bellil elemeztiik a genotipusok és NO, koncentréacid kozotti 6sszefliggéseket.

A gén-koérnyezet interakcidés vizsgalatok (n. *“case-only”, vagyis csak
betegcsoportot felhasznald elemzési madjanak széles szakirodalma van. Szamitésainkat
Botto és Khoury munkaja nyoméan végeztik [131]. A “case-only” megkdzelitési mod
alkalmazhat6saganak egyetlen kritériuma, hogy a kornyezeti és genetikai faktorok
egymastdl fiiggetlentl legyenek jelen a kontroll populécioban [132]. Az Altalunk
elemzett kontroll populéciéban nem talaltunk kapcsolatot a vizsgalt markerek kozott
(p> 0,54). Az asztmés csoporton beliil kettd SNP esetében talaltunk kiilonbséget az
eltéré légszennyezettségii teriiletr6l szarmazd mintak genotipus eloszlasa kozott.
Szignifikans eredményeinket a 13. tablazatban tuntettem fel.

Eredmeényeink azt mutatjak, hogy az rs2588882 és rs6721961 SNP-k ritka alléljai,
pontosabban a ritka allélt hordoz6 12 (heterozigdta) és 22 (ritka homozigéta)
genotipusok egybevéve szignifikansan gyakrabban fordulnak el6 azokban a
gyermekekben, akik lakohelye kisebb 1égszennyezettségii régioban helyezkedik el (a
ritka homozigdta genotipust egyénekrél mintabeli alulreprezentéltsaguk kovetkeztében
nem tudunk megbizhaté statisztikdt késziteni). Az alacsony vs. magas
légszennyezettségli teriileteken a heterozigota és ritka homozigota genotipusok
dsszevont frekvencidja az rs2588882 esetében 25,8% vs. 13,9%, (OR = 0,43, 95% CI =
0,23-0,82, p = 0,01); az rs6721961 esetében 30,5% vs. 20,0%, (OR = 0,51, 95% CI =
0,29-0,90, p = 0,02). Az atopias és infekcids-asztmés alcsoportot vizsgalva nem
talaltunk hasonl6 dsszefliggést.

Az egymarkeres SNP vizsgalat eredményeihez hasonléan, az NFE2L2 gén 8
vizsgalt SNP-je altal 1étrehozott haplotipusok gyakorisdgat megvizsgalva is azt talaltuk,
hogy az rs2588882 és rs6721961 ritka alléljat is hordozd haplotipus (GTCCTCTG)
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szignifikansan gyakoribb az alacsony légszennyezettségl teriileteken (5,6% a magas,
12,3% az alacsony légszennyezettség esetén, OR (95% CI) = 0,42 (0,30-0,59), p =
0,007). Mivel ezen haplotipus frekvenciai kozotti eltérés enyhén szignifikdnsabb, mint
az egyedi SNP-k genotipus frekvenciai kozti eltérések, feltételezhetjik, hogy az emlitett

polimorfizmusok ritka alléljai szinergista modon vesznek részt az allélt hordozd

egyének légszennyezettségre adott eltérd valaszkészségében.

13. tdblazat: Genotipusok és légszennyezettség interakcidja az asztmas

betegcsoportban.
rs2588882 | NO; magas (n) | NO alacsony (n) | ORI (95% CI) p-értek
TT 99 (86,1%) 141 (74,2%) 1 -
TG 13 (11,3%) 45 (23,7%) 0,38 (0,19-0,76) 0,006
GG 3 (2,6%) 4 (2,1%) 1,20 (0,26-5,58) 0,82
GG+TG 16 (13,9%) 49 (25,8%) 0,43 (0,23-0,82) 0,01
rs6721961 | NO; magas (n) | NO, alacsony (n) | ORI (95% CI) p-értek
GG 92 (80%) 132 (69,5%) 1 -
GT 21 (18,3%) 54 (28,4%) 0,51 (0,29-0,91) 0,02
TT 2 (1,7%) 4 (2,1%) 0,75 (0,13-4,23) 0,74
TT+GT 23 (20%) 58 (30,5%) 0,51 (0,29-0,90) 0,02

NO, magas: NO; koncentracié > 32 p,g/m3 , NO; alacsony: NO, koncentraci6 < 32

pg/m’

Roviditések: ORi: interakcids odds ratio, a genotipusok és a légszennyezettség
egyuttes hatasanak elemzésére, 95% CI: 95%-0s konfidencia intervallum,

n: esetszam
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4.3 11913 és 14922 kromoszomarégiok parcialis genomsziirése

A 145 genotipizalt SNP kozil 5 monomorfnak bizonyult (MAF = 0), 5 eltérést
mutatott a HWE-t61 a kontroll populacidban, 28 SNP esetében pedig a genotipizas
alacsony sikeressegi ratija nem tette lehet6vé a tovabbi elemzéseket. Ennek
kovetkeztében 0Osszesen 102 SNP (53 a 11gl2.2-q13.1 és 59 a 14922.1-22.3
genomteriileteken) eloszlasat elemeztik, frekventista és BN-BMLA (Bayesian network
based Bayesian multilevel analysis of relevance) statisztikai modszerrel. A BN-BMLA
modszert a Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem munkatarsa, Dr. Antal
Péter és kollégai segitségével alkalmaztuk az adatainkra. Az ily mddon kapott
eredményeinket a mérési eljarasok részletes statisztikai hatterének targyalasa nelkil

mutatom be. Az SNP-k altalanos jellemzése a 14. tablazatban taldlhaté meg.

14. tdblazat: A parcialis genomsziirés soran vizsgalt SNP-k jellemz6i.

Génhez
, viszonyitott .
SNP '?1”/?)65 Pozici6 ° Gén eIher_ez>I/<edés/ sﬂﬁ?c
aminosav
csere
Chr: 14

rs3751464 |[C/T 52117892 | FRMD6 promoter
rs735265 |[C/T 52120264 | FRMD6 intron *
rs17666653 | C/T 52122477 | FRMD6 intron
rs17666689 | C/T 52122619 | FRMDG6 intron
rs941703 |[C/T 52124421 | FRMD6 intron *
rs9671722 (G/A 52127059 | FRMD6 intron
rs10141001 | G/A 52132201 | FRMD6 intron
rs2277495 |(C/T 52186966 | FRMD6 T398T
rs2277494 [T/C 52186972 | FRMD6 P400P
rs7150275 [A/G 52195290 | FRMD6 3'UTR
rs7149810 |[A/G 52195320 | FRMD6 3'UTR
rs12895034 | T/C 52344768 | GNG2 intron
rs1953861 [G/A 52345317 | GNG2 intron
rs12889199 [ A/G 52346962 | GNG2 intron
rs3825596 |C/T 52434883 | GNG2 3'UTR
rs1051069 |(C/T 52478315 |NID2 A1169A
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rs946615 |[G/A 52481917 |NID2 R1035R
rs2273431 [T/C 52496407 | NID2 E753E
rs3742536 |(C/T 52507429 | NID2 S656P
rs3818186 |[T/C 52509501 | NID2 ES526E
rs1874569 |[G/A 52519555 | NID2 intron
rs2101919 [A/G 52520368 | NID2 G453D
rs984050 |[T/C 52535415 | NID2 intron *
rs2357311 |T/C 52536159 | NID2 Promoter *
rs1497082 [G/A 52536512 | NID2 Promoter
rs4901200 [A/G 52584357 | - -

rs803012 [T/C 52732723 | PTGDR promoter
rs11157906 [ A/G 52733030 | PTGDR promoter *
rs708486 |[T/C 52740971 | PTGDR intron
rs17125273 | G/A 52741646 | PTGDR R348R
rs17831675| G/A 52742151 | PTGDR 3'UTR
rs17831682 | T/C 52742180 | PTGDR 3'UTR
rs1254602 [A/G 52779333 | PTGER2 promoter *k
rs1254601 [T/C 52779545 | PTGER?2 promoter
rs1254600 [C/T 52780453 | PTGER?2 promoter
rs1254595 [A/G 52787934 | PTGER2 intron
rs12587410( C/T 52790535 | PTGER?2 intron

rs708498 |[G/A 52792500 | PTGER2 intron

rs708502 |[G/A 52794234 | PTGER2 3'UTR

rs17197 T/C 52794381 | PTGER?2 3'UTR
rs1565970 [A/G 52898076 | TXNDC16 3'UTR
rs762063 |[A/G 53098902 | GPR137C 1247V
rs8013756 |G/A 53107682 | ERO1L 3’ régio
rs4898762 |C/T 53110384 | ERO1L intron
rs8004624 [G/A 53197711 |STYX intron
rs6572868 |[T/C 53325090 | FERMT?2 3'UTR
rs17694496 [ T/C 53331679 | FERMT?2 intron
rs2357947 [A/IG 53345378 | FERMT?2 Y294Y
rs17126074|T/C 53510734 | DDHD1 3'régio
rs7145029 |(C/T 53516409 | DDHD1 intron

rs17563 CIT 54417522 | BMP4,.0C100286880 | A151V *
rs1957844 |[T/C 54458078 | - -

rs2235961 [A/G 54863577 | CDKN3 promoter *
rs1803843 [T/C 54884593 | CDKN3 S156F *x
rs10151361|C/T 54895766 | CNIH intron *
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rs17127595 | G/A 54945681 | GMFB intron
rs17127622 | G/A 54996630 | CGRRF1 intron
rs3742558 |C/T 55034879 | LOC645602,SAMDA4A |intron *
rs1307289 [A/G 55042615 | SAMD4A intron
rs11431 T/IC 55255673 | SAMD4A 3'UTR
rsd4l CIT 55310492 | GCH1 Intron *
rs10143089 | T/C 55315675 | GCH1 intron
rs17253619 | T/C 55411744 | WDHD1 intron
rs11846854 [ A/IG 55493025 | SOCS4 Promoter kel
rs1209087 [A/G 55493220 | SOCS4 Promoter
rs1187878 [G/A 55493350 | SOCS4 Promoter *
rs1201378 [G/A 55493408 | SOCS4 Promoter
rs17128136 | G/A 55510110 SOCS4 P116P
rs2340943 |(C/T 55518007 | MAPK1IP1L promoter *
rs2251366 |T/C 55518156 | MAPK1IP1L promoter *
rs2075598 [C/T 55604353 | LGALS3 intron
rs10148371 | G/A 55609418 | LGALS3 K183R *k
rs10498475(C/T 55612480 | LGALS3 3'régio
rs11622740 [ G/A 55617844 | LGALS3 3’ régio
rs10144326 | A/IG 55643908 | DLGAP5 F307F
rs2274271 [G/A 55655692 | DLGAP5 G69E *
rs3759666 |G/A 55658259 | DLGAP5 5'UTR

Chr: 11
rs7935186 |[C/T 59748663 | OOSP1 intron
rs563748 |T/C 59766499 | OOSP1 intron
rs1144744 |[T/C 59798348 | PLAC1L Promoter
rs2276044 |[A/G 59814287 | PLAC1L intron *
rs528823 |[C/T 59837097 | MS4A3 T188T
rs569108 |[T/C 59863104 | MS4A2 E237G
rs540170 |[G/A 59880038 | - -
rs646924 |(C/T 59950417 | MS4A6A Intron faieled
rs607639 |[G/A 59978172 | MS4AAE -
rs7127662 |[C/T 60013117 | - -
rs11230221 | C/T 60035236 | - -
rs10750931 [ A/G 60059810 | MS4A4A K52E
rs12792791 | G/A 60082497 | MS4A4A 3’ régio
rs2304934 [T/C 60102396 | MS4A6E T10A *
rs10792269 [ A/IG 60117126 | MS4A6E 3’ régio
rs3829247 |(C/T 60138201 | MS4A7 Promoter
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rs2233253 |T/C 60157166 | MS4A7 intron
rs4939353 [G/A 60173554 | MS4A14 intron
rs11230311|T/C 60197765 | MS4A5 intron *
rs1941030 [T/C 60225758 | MS4A1 intron
rs7925087 |[C/T 60250397 | MS4A12 Promoter
rs2298553 |C/T 60265002 | MS4A12 Q71X
rs2298559 |[T/C 60274640 | MS4A12 3'UTR
rs2847204 |C/IT 60326521 | - -

rs4939426 |(C/T 60375128 | C1lorf64 Promoter
rs1552474 |T/C 60388078 | C1lorf64 Intron

rs586571 |[G/A 60454333 | Cllorf64 Intron
rs1567083 [G/A 60473821 | MS4A8B intron
rs4939452 |(C/T 60537578 | MS4A15 intron *
rs751026 |(C/T 60561613 | MS4A10 intron
rs12419635 | C/T 60565921 | MS4A10 P219L
rs6591625 [A/G 60566362 | MS4A10 intron *x
rs7935803 |[C/T 60566458 | MS4A10 intron
rs1032936 |T/C 60566750 | MS4A10 intron

rs488483 |[C/T 60592227 | - -

rs2074422 |T/C 60609972 | CCDCB86 P126P

rs493176 |[T/C 60617942 | GPR44 3’ régio *
rs7167 T/IC 60618134 | GPR44 3’ régio
rs545659 |[G/A 60619657 | GPR44 3'UTR
rs12807053 | T/C 60620267 | GPR44 D309G *
rs2467642 |(C/T 60620585 | GPR44 V203A *
rs514524 [T/C 60645214 | ZP1 3’ régio
rs3763840 |(C/T 60666341 | PRPF19 S348S
rs7928208 [A/G 60667907 | PRPF19 intron

rs555835 |[C/T 60689445 | TMEM109 P179P
rs3794042 [A/G 60696884 | TMEM132A intron

rs525574 [T/C 60703260 | TMEM132A intron
rs2469887 |G/A 60704213 | TMEM132A A969V *
rs12422200 | C/T 60728850 | SLC15A3 Promoter
rs2905506 |C/T 60750048 | CD6 intron
rs2237997 |T/C 60772090 | CD6 intron

rs954237 |C/IT 62064715 | SCGB1D4 intron
rs2513081 [T/C 62092267 | - -

rs2302360 [A/G 62158068 | ASRGL1 intron
rs3741240 [G/A 62186542 | SCGB1Al 5'UTR
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rs2259606 |T/C 62201131 | AHNAK 3'UTR Hkk
rs7118247 [T/C 62213758 | AHNAK intron
rs2513044 |(C/T 62237317 | AHNAK intron
rs11827029 | C/T 62255617 | AHNAK intron
rs11231128 | A/IG 62290719 | AHNAK S3724P
rs2509961 [A/G 62310909 | AHNAK intron *
rs7941395 [A/G 67347417 | GSTP1 Promoter

rs1695 AIG 67352689 | GSTP1 1105V
rs1138272 |(CIT 67353579 | GSTP1 Al14V
rs1871043 [A/G 67374581 | NDUFV1 intron *
rs3765088 |T/C 67399970 | TBX10 intron *
rs1993839 [A/G 67406829 | TBX10 intron
rs2509712 [A/G 67408090 | TBX10 Promoter

& Allélek a forward szalon (1: gyakori, 2: ritka allél).

®: Genomialis pozicié az NCBI Genome Build 37.1 alapjan.

°: Kizaras oka:

* sikertelen genotipizalés

**MAF =0

*** HWE-t6l valo szignifikans eltérés a kontroll csoportban

Roviditések: MAF: minor allél frekvencia, Chr: kromoszéma, UTR: untranslated
(nem &tir6do) régio

4.3.1 A frekventista statisztikai modszer eredményei

Az SNP-k allél és genotipus gyakorisdgainak értékeit a 15. tablazatban, a
frekvencia adatokkal szdmolt HWE, OR és az azokra vonatkozd p értékeket azok
terjedelmére vald tekintettel a Melléklet 1. tablazatdban mutatom be. A Bonferroni-
korrigdlt szignifikancia szint hatérat a vizsgalt SNP-k szamanak megfeleléen p = 0,0005
értéknel hdztuk meg.

Az alléleloszlast megvizsgélva egyedill az FRMD6 (FERM domain containing 6)
gén promoterében elhelyezkedd rs3751464 SNP ritka (T) allélja esetében talaltunk
szignifikans asszociaciot az asztmaval (OR = 1,43, 95% CI = 1,18-1,75, p = 0,0003).

A genotipus eloszlés tekintetében a PTGDR (Prostaglandin D receptor gén) 3° UTR
régidjaban elhelyezkedd rs17831682 ritka genotipusa (CC) mutatott szignifikans
asszociaciot az asztma fenotipussal (OR = 27,23, 95 % CI = 1,55-478,07, p = 0,00039).
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Ezt kdvetéen meghataroztuk a vizsgalt SNP-k altal alkotott haplotipusokat, és

gyakorisagukat dsszehasonlitottuk a kontroll és beteg populaciéban. Az FRMD6 génben
taldlhatd két SNP, az rs3751464 és rs17666653 altal alkotott haplotipusok eloszlasaban
szignifikins kulonbséget talaltunk a kontroll és asztmas csoport kdzott. Mig a TC
haplotipus (gyakorisaga kontrollokban 19%, betegekben 25%) névelte (OR = 1,41, 95%
Cl = 1,07-1,87, p = 0,048), a CC haplotipus (61% vs. 53%) csokkentette az asztméra
valé hajlamot (OR = 0,73, 95% CI = 0,57-0,92, p = 0,02). Meg kell jegyezni azonban,

hogy a haplotipus-asszocidciok szignifikancia szintje joval alatta marad az SNP-

asszocidciok szignifikancia szintjének, és megléte valoszintleg csak az rs3751464

0néllé hatdsanak tulajdonithato.

15. tdbldzat: A parcialis genomsziirés soran vizsgalt SNP-k allél- és genotipus

eloszlasa.

MAF MAF Genotipus frekvencia | Genotipus frekvencia
a a a kontroll csoportban a beteg csoportban
SNP kontroll beteg (%)* (%)*
csoportban | csoportban
(%) (%) 0 1 2 0 1 2

rs2513081 19,35 19,38 65,10 | 31,11 | 3,79 | 6491 | 3142 | 3,67
rs7118247 19,74 16,97 65,23 | 30,07 | 4,71 | 69,27 | 2752 | 3,21
rs10750931 15,10 16,17 71,90 | 26,01 | 2,09 | 69,95 | 27,75 | 2,29
rs528823 32,68 30,73 4536 | 43,92 | 10,72 | 48,85 | 40,83 | 10,32
rs2302360 21,24 20,87 63,27 | 30,98 | 5,75 | 62,61 | 33,03 | 4,36
rs540170 45,75 48,97 29,02 | 50,46 | 20,52 | 2454 | 52,98 | 22,48
rs7127662 22,16 19,15 60,92 | 33,86 | 5,23 | 65,60 | 30,50 | 3,90
rs2847204 13,07 11,12 76,21 | 21,44 | 235 | 7890 | 19,95 | 1,15
rs1567083 14,51 12,50 7333 | 2431 | 235 | 76,61 | 21,79 | 161
rs7925087 7,52 5,96 85,36 | 1425 | 0,39 | 88,30 | 11,47 | 0,23
rs2074422 19,61 21,22 64,31 | 32,16 | 353 | 61,70 | 34,17 | 4,13
rs488483 20,26 19,50 62,88 | 33,73 | 3,40 | 65,14 | 30,73 | 4,13
rs7935803 35,75 39,91 42,61 | 43,27 | 14,12 | 38,76 | 42,66 | 18,58
rs12422200| 23,07 24,20 58,95 | 35,95 | 5,10 | 57,80 | 36,01 | 6,19
rs7928208 2,03 3,56 96,21 | 353 | 0,26 | 9289 | 7,11 | 0,00
rs2237997 36,14 33,37 40,26 | 47,19 | 12,55 | 43,35 | 46,56 | 10,09
rs3741240 35,23 35,21 43,01 | 43,53 | 13,46 | 40,60 | 48,39 | 11,01
rs11827029 4,38 2,87 9190 | 745 | 0,65 | 9427 | 573 | 0,00
rs11231128 3,07 2,06 9399 | 588 | 0,13 | 95,87 | 4,13 | 0,00
rs954237 37,25 37,50 40,13 | 45,23 | 14,64 | 39,22 | 46,56 | 14,22
rs2905506 23,01 24,20 60,26 | 33,46 | 6,27 | 58,26 | 35,09 | 6,65
rs563748 10,92 9,40 79,61 | 1895 | 144 | 82,11 | 16,97 | 0,92
rs10792269 36,60 34,52 40,52 | 45,75 | 13,73 | 44,50 | 4197 | 13,53
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rs12792791 30,39 28,33 47,71 | 43,79 | 8,50 | 51,61 | 40,14 | 8,26
rs7935186 24,25 26,49 59,08 | 3333 | 7,58 | 53,90 | 39,22 | 6,88
rs2513044 37,52 36,81 36,60 | 51,76 | 11,63 | 38,53 | 49,31 | 12,16
rs2298553 48,63 48,51 25,62 | 51,50 | 22,88 | 27,98 | 47,02 | 25,00
rs569108 3,01 2,18 9451 | 497 | 052 | 0,23 | 3,90 | 95,87
rs514524 34,05 31,31 4327 | 4536 | 11,37 | 47,02 | 43,35 | 9,63
rs4939426 12,35 10,67 77,78 | 19,74 | 2,48 | 79,82 | 19,04 | 1,15
rs1941030 37,84 36,35 3843 | 47,45 | 1412 | 39,45 | 48,39 | 12,16
rs4939353 28,10 27,18 52,81 | 38,17 | 9,02 | 53,67 | 38,30 | 8,03
rs3829247 27,39 26,49 52,94 | 39,35 | 7,71 | 53,67 | 39,68 | 6,65
rs708498 17,58 18,00 67,71 | 2941 | 2,88 | 66,51 | 30,96 | 2,52
rs3818186 26,08 25,92 53,59 | 40,65 | 5,75 | 55,28 | 37,61 | 7,11
rs3759666 1,18 1,26 9765 | 235 | 0,00 | 9748 | 2,52 | 0,00
rs751026 46,80 49,54 28,50 | 49,41 | 22,09 | 27,75 | 45,41 | 26,83
rs2101919 25,62 25,00 54,38 | 40,00 | 5,62 | 6,65 | 36,70 | 56,65
rs17197 14,18 13,65 7333 | 2497 | 1,70 | 73,85 | 25,00 | 1,15
rs2273431 8,17 9,52 84,31 | 1503 | 0,65 | 82,80 | 15,37 | 1,83
rs1307289 16,27 14,68 70,59 | 26,27 | 3,14 | 7294 | 24777 | 2,29
rs1138272 9,35 7,45 82,35 | 16,60 | 1,05 | 86,24 | 12,61 | 1,15
rs1254600 16,54 17,55 69,80 | 27,32 | 2,88 | 67,43 | 30,05 | 2,52

rs12419635 9,22 9,86 82,22 | 17,12 | 0,65 | 80,96 | 18,35 | 0,69
rs7941395 37,25 38,19 38,82 | 47,84 | 13,33 | 38,99 | 45,64 | 15,37
rs2277494 24,05 23,97 58,69 | 3451 | 6,80 | 58,94 | 34,17 | 6,88
rs1051069 46,80 48,05 27,32 | 51,76 | 20,92 | 25,69 | 52,52 | 21,79
rs3763840 34,64 35,55 42,88 | 4497 | 12,16 | 41,74 | 45,41 | 12,84
rs8013756 12,16 11,47 77,78 | 20,13 | 2,09 | 77,52 | 22,02 | 0,46
rs1032936 31,44 28,56 46,93 | 43,27 | 9,80 | 52,29 | 38,30 | 9,40
rs1254601 43,20 41,86 31,50 | 50,59 | 17,91 | 34,86 | 46,56 | 18,58
rs7145029 16,47 17,66 69,80 | 27,45 | 2,75 | 67,43 | 29,82 | 2,75

rs10498475 6,93 6,42 86,54 | 13,07 | 0,39 | 87,39 | 12,39 | 0,23

rs17126074 1,05 0,57 9791 | 209 | 0,00 | 9885 | 1,15 | 0,00
rs8004624 49,02 48,74 26,27 | 49,41 | 2431 | 25,46 | 46,56 | 27,98
rs6572868 10,33 10,32 80,13 | 19,08 | 0,78 | 80,73 | 17,89 | 1,38
rs3825596 7,78 8,49 84,84 | 14,77 | 0,39 | 83,72 | 15,60 | 0,69

rs17127622 6,21 4,24 8797 | 1163 | 0,39 | 9197 | 757 | 0,46
rs762063 43,46 39,91 32,42 | 48,24 | 19,35 | 34,40 | 51,38 | 14,22

rs12889199 7,65 7,00 85,36 | 13,99 | 0,65 | 86,70 | 12,61 | 0,69

rs17253619 10,85 11,93 79,74 | 1882 | 144 | 77,06 | 22,02 | 0,92
rs2357947 10,07 10,67 80,78 | 18,30 | 0,92 | 80,05 | 18,58 | 1,38

rs11622740 35,69 32,91 41,57 | 4549 | 1294 | 46,33 | 41,51 | 12,16
rs946615 26,27 24,31 53,59 | 40,26 | 6,14 | 58,03 | 35,32 | 6,65
rs2277495 31,63 29,13 4745 | 4183 | 10,72 | 50,92 | 39,91 | 917
rs3751464 19,61 25,92 64,71 | 31,37 | 3,92 | 55,05 | 38,07 | 6,88

rs17127595 13,66 15,02 7425 | 2418 | 157 | 72,48 | 25,00 | 2,52

rs1695 30,72 31,42 48,550 | 41,57 | 9,93 | 46,56 | 44,04 | 9,40
rs11431 48,56 48,05 24,58 | 53,73 | 21,70 | 24,77 | 54,36 | 20,87
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rs2075598 1,76 1,03 96,47 | 353 | 0,00 | 9794 | 2,06 | 0,00
rs4901200 13,07 11,93 7582 | 2222 | 196 | 77,29 | 21,56 | 1,15
rs7150275 22,81 23,39 59,87 | 3464 | 549 | 60,09 | 33,03 | 6,88
rs10141001 14,18 12,96 73,73 | 24,18 | 2,09 | 7546 | 23,17 | 1,38
rs3794042 39,41 39,68 37,78 | 45,62 | 16,60 | 36,47 | 47,71 | 15,83
rs1874569 25,29 24,43 54,90 | 39,61 | 549 | 58,03 | 3509 | 6,88
rs2509712 18,43 20,30 66,14 | 30,85 | 3,01 | 62,16 | 3509 | 2,75
rs7149810 23,14 23,97 59,74 | 3425 | 6,01 | 59,40 | 33,26 | 7,34
rs7167 22,81 23,05 60,39 | 3359 | 6,01 | 59,17 | 35,55 | 5,28
rs3742536 22,29 21,33 59,87 | 3569 | 4,44 | 61,24 | 34,86 | 3,90
rs12895034 33,86 33,94 4431 | 43,66 | 12,03 | 44,95 | 42,20 | 12,84
rs17694496 21,63 18,12 60,52 | 3569 | 3,79 | 67,66 | 28,44 | 3,90
rs1201378 40,33 39,91 34,90 | 49,54 | 1556 | 38,30 | 43,58 | 18,12
rs803012 22,68 21,67 59,61 | 3542 | 497 | 60,78 | 3509 | 4,13
rs708502 14,12 13,88 73,59 | 2458 | 183 | 73,39 | 25446 | 1,15
rs1209087 40,33 40,71 35,03 | 49,28 | 1569 | 37,84 | 42,89 | 19,27
rs17125273 15,36 17,20 7163 | 26,01 | 2,35 | 70,18 | 25,23 | 4,59
rs1565970 7,12 6,19 86,14 | 1346 | 0,39 | 87,84 | 11,93 | 0,23
rs1957844 20,52 22,02 63,01 | 32,94 | 405 | 61,01 | 3394 | 5,05
rs17666653 20,33 22,13 63,66 | 32,03 | 431 | 59,40 | 36,93 | 3,67
rs17128136 9,22 10,32 82,88 | 1582 | 131 | 81,42 | 16,51 | 2,06
rs12587410 3,27 3,78 9373 | 601 | 0,26 | 9266 | 7,11 | 0,23
rs17831682 7,39 9,63 8523 | 14,77 | 0,00 | 82,34 | 16,06 | 1,61
rs17666689 16,08 17,43 70,46 | 26,93 | 2,61 | 68,58 | 27,98 | 3,44
rs708486 45,82 48,62 28,63 | 51,11 | 20,26 | 28,21 | 46,33 | 25,46
rs9671722 16,01 17,09 71,24 | 2549 | 3,27 | 69,50 | 26,83 | 3,67
rs1953861 38,24 41,28 37,78 | 47,97 | 1425 | 34,63 | 48,17 | 17,20
rs17831675 7,25 9,63 8562 | 1425 | 0,13 | 82,11 | 16,51 | 1,38
rs1993839 19,67 80,85 64,31 | 32,03 | 3,66 | 65,60 | 30,50 | 3,90
rs555835 42,22 39,91 33,33 | 48,89 | 17,78 | 36,24 | 47,71 | 16,06
rs545659 23,46 23,17 59,48 | 34,12 | 6,41 | 59,40 | 34,86 | 5,73

*: 0 a vad/gyakori homozigéta, 1 a heterozigota, 2 a ritka homozigéta genotipusokat

jeloli.

Roviditések: MAF: minor allél frekvencia

4.3.2 A bayesi-elemzés soran kapott eredmények

4.3.2.1 Egyvaltozds vizsgélatok

A Dbayesi

elemzés

legelemibb feladata a célvdltozd Markov-takardjanak

meghatarozasa, €s ennek révén a célvaltozoval szoros kapcsolatban allo, relevans

elemek feltardsa. Munkank soran el6szor azt vizsgaltuk, hogy az asztmaval, mint

célvaltozéval

milyen egyeb valtozok, SNP-k allnak direkt

kapcsolatban. A

legrelevansabbnak bizonyul6 SNP-ket a 16. tablazatban mutatom be. Az ,,a posteriori”
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értékek a célvaltozod és a vizsgalt valtozo kozotti kapcsolat valdszinliségét adjak meg,
melyet matematikailag 0,5 érték felett inkbb tartunk valdsziniinek, mint elvetendének.
Az 06sszehasonlitds konnyebbsége érdekében a tablazat utolsdé ketté oszlopaban a

frekventista elemzés (logisztikus regreszio) soran kapott eredményeket is feltlintettem.

16. tblazat: A bayesi elemzés soran legjelent6sebbnek bizonyulé SNP-k ,,a posteriori”
értékei.

© — —~
s S S O
o c | € § | Tx 2 ¥
zZ @ >\= o - o K] —_
@ o o3 = 8 & o P
TR S o o o
m ¥ < O
1,78
rs7928208 PRPF19 | asztma | 11ql2.2 0,73 (1,08- 2,95) 0,02
1,43
rs3751464 FRMD6 | asztma | 14g22.1 0,86 (1,18-1,75) 0,0003
1,38
rs17831682 PTGDR | asztma | 14g22.1 0,51 (1,00-1,80) 0,05
0,98
rs708502 PTGER2 | asztma | 140922 0,85 (0,77-1,25) 0,9
1,05
rs17197 PTGER2 | asztma | 140922 0,82 (0,82-1,33) 0,7
asztma 438
rs7928208 PRPF19 | 6éves | 119122 | 0,91 ' 0,0005
korban (1,89-10,14)

Roviditések: OR: odds ratio, 95% CI: 95%-0s konfidencia intervallum

Az asztma, mint 0nall6 célvaltozé vizsgalatakor Osszesen 5 SNP bizonyult
relevansnak. Ez az 5 SNP 4 kiilonb6z6 génben helyezkedik el: a PRPF19 (Pre-mRNA-
processing factor 19) gén a 11-es, az FRMD6, PTDGR és PTGER2 (Prostaglandin E2
receptor) gének a 14-es kromoszomakon. A PRPF19 génben talalhaté rs7928208 az
asztma fiatalkori kialakulasaval/diagnézisaval mutatott kapcsolatot.

Az SNP-ket megvizsgéltuk az RA (allergids rhinitis) és a CLI (klinikai
paraméterekkel rendelkez6) adathalmazokon is, melyek esetében az allergiés rhinitis és
asztma (RA mintapopulacid), illetve az IgE szint, eozinofil szint, allergias rhinitis és
asztma (CLI mintapopulacio) tobbszords célvaltozdkat alkottak.

Jelentésebb eredmenyeinket (,,a posteriori” értékeiket) a 17. tdblazatban foglalom 6ssze.
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17. tablazat: A célvaltozdkkal asszociaciét mutatd relevans SNP-k és ,,a posteriori”
értékeik az RA és CLI adathalmazokon mérve.

RA CLI

Asztma, mint Asztma, mint
egyeduli Tobb egyeduli Tobb

Gén SNP célvaltozo célvaltozo célvaltozo célvaltozo

AHNAK |rs11231128 0,801 0,826 0,394 0,684
AHNAK |rs11827029 0,798 0,810 0,426 0,774
FRMDG6 | rs3751464 0,324 0,280 0,039 0,267
MS4A2 | rs569108 0,098 0,151 0,441 0,787
PRPF19 | rs7928208 0,801 0,781 0,145 0,449
PTGDR |rs17831675 0,371 0,365 0,424 0,669
PTGDR |rs17831682 0,542 0,598 0,466 0,703
PTGER2 |rs12587410 0,367 0,348 0,772 0,922
PTGER2 | rs17197 0,380 0,371 0,596 0,881
PTGER2 | rs708498 0,248 0,206 0,557 0,688
TXNDC16| rs1565970 0,754 0,717 0,235 0,484

Roviditések: RA: allergias rhinitis, CLI: klinikai paraméterekkel bird
mintapopulécio

Az eredmények kozil a 11913-as kromoszdma terlilet legtobbet tanulményozott, a
nagy affinitasd IgE receptor p-lancét kédold MS4A2 gént emelném ki, melynek SNP-je,
rs569108 a klinikai parameéterek (IgE-, eozinofil szint, allergias rhinitis és asztma), mint
tobbszoros célvaltozok alkalmazaskor mutatott ers asszoCiaciot (magas ,,a posteriori”
értéket) az asztmaval. Az RA mintapopulacidban pedig az AHNAK (desmoyokin) gén
két SNP-je (rs11231128 és rs11827029) mutatta a legerésebb asszociaciot az asztmaval,

megpedig rhinitis fennallasa esetében.

4.3.2.2 SNP-SNP és gén-gén interakciok

A 16. téblazat utolso oszlopaiban jol lathat6, hogy a PTGER2 génjében vizsgalt 2
SNP eloszlasa nem killénbozik a kontroll és az asztméas csoportban (1 korili OR érték).
Ez felveti annak a lehet6ségét, hogy az SNP-k nem 6nmagukban, hanem més SNP-kel
valé interakcidjukban befolyasoljak az asztmara valé hajlamot.

A 18. tablazatban mutatom be azokat az asztma esetében leginkabb kiemelkedé gén-gén

és SNP-SNP kolcsonhatdsokat, melyeket a bayesi elemzések valdszintisitenck. A
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tablazat tartalmazza a genotipus-kdlcsdnhatasokra szdmolt legkisebb p és OR értékeket

is (khi-négyzet teszt alapjan).

18. tdblazat: A gének illetve SNP-k kdlcsdnhatésaira szamolt valoszintiségi értékek.

A

Kolcsonhaté | Kolcsonhatd | Kdlcsonhato L OR p-

# . i g « | posteriori o ey
gének SNP-k genotipusok értékek (95%CiI) értek
PTGER2 rs17197 0 3,06

! PTGER2 rs708502 1 0.81 (1,98-7,84) 0,02
FRMD6 rs3751464 2 3,52

2 PTGER2 rs708502 0 0.80 (1,78-6,95 0,0002
PTGER2 rs17197 2 3,52

3 " FRMDS6 rs3751464 0 0.79 (1,78-6,95) 0,0002
PRPF19 rs7928208 0 0,65

4 " FrMD6 rs3751464 0 061 (0,51-0,82) 0,0005
PRPF19 rs7928208 1 4,01

> T PTGER2 | rs708502 1 059 1 (123:1310)| 203
PRPF19 rs7928208 1 2,97

® " prGERZ | rs17197 1 058 | (107-823) | 2%
PTGER2 rs17197 0 352

7 FRMD6 rs3751464 2 0,78 1 78’_6 95) 0,0003
PTGER2 rs708502 0 ' ’
PRPF19 rs7928208 1 2 80

8 PTGER2 rs17197 0 0,58 1 08’_7 28) 0,05
PTGER2 rs708502 1 ' ’
PRPF19 rs7928208 2 0.66

9 FRMDG6 rs3751464 0 0,56 © 52’_0 84) 0,0008
PTGER2 rs708502 0 ' ’
PRPF19 rs7928208 0 3.2

10 PTGER2 rs17197 0 0,55 1 61,—643) 0,0009
FRMD6 rs3751464 2 ' ’

*: 0 a vad/gyakori homozigoéta, 1 a heterozigéta, 2 a ritka homozigota
genotipusokat jeldli.
Roviditések: 95% Cl: 95%-0s konfidencia intervallum, OR: odds ratio

Statisztikailag

relevans

interakcidkat taldltunk génen belil

(PTGER2-ben

elhelyezkedd rs17197 és rs708502), gének kozott (pl. rs17197 a PTGER2-ben és
rs3751464 az FRMD6 génben), és kromoszomak kozott is (pl. rs7928208 a PRPF19

génben a 11-es kromoszoman és rs3751464 az FRMD6-ban a 14-es kromoszéman).
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Eredményeink alapjan az FRMD6 génjében elhelyezkedé rs3751464 bizonyult a
legjelentdsebb polimorfizmusnak az altalunk vizsgalt SNP-k kozil. Az asztmara vald
hajlamot 6nmagéaban, és mas SNP-kel kolcsonhatasban is befolydsolja. Az SNP ritka
genotipusaval (TT) vald interakcid6 minden esetben megndveli az asztma kockazatat
(3,22 és 3,52 kozotti OR értékek), mig a gyakori genotipus (CC) csokkenti azt (0,65 és
0,66 OR értékek).

4.3.2.3 A megfigyelt asszociaciok tipusainak meghatarozasa

Egy genetikai varidcio és a vizsgalt fenotipus kozti asszociacio tobbféle lehet. Az
asszociacios vizsgalatok soran talalt SNP-k, az SNP-k kdzott fennalld kapcsoltsagi
viszonyok -linkage disequilibrium, LD- kovetkeztében, gyakran egy méasik SNP hatasat
tikrozik, és nem jatszanak kozvetlen szerepet a fenotipus kialakulasaban. Ezekben az
esetekben tranzitiv, attételes asszociaciorol beszéliink. Ezen talmenden, tObbszoros
célvaltozok alkalmazésa esetén a megfigyelt asszociaciok szarmazhatnak a fenotipus
valtozdk kozotti kapcsolatbol is. Példaul egy, az IgE szintet befolydsold SNP és az
asztma kozti kapcsolat megvaldsulhat kdzvetlen moédon, valamint tranzitiv hatas

eredményeként is. Ezt szemlélteti az 2. dbra.

SNP
Allergén L Allergia
Eozinofilia Asztma

2. 4bra: Egy SNP és az asztma kozott megfigyelt asszocicid lehetséges modjainak
sematikus modellje
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Ez alapjan tovabb karakterizaltuk az RA adathalmaz vizsgélata kapcsan megfigyelt,
a 17. téblazatban kordbban bemutatott asszocidciokat. Minden SNP esetében
meghataroztuk a valosziniiségi értékeket azokra az esetekre, amikor az SNP kdzvetlenil
vagy tranzitiv médon, vagy maéssal kdlcsonhatasban (interakcidban) befolyésolja az
asztma fenotipust. A legmagasabb valosziniiségi értékkel bird SNP-kre vonatkozd
adatokat a 19. tablazat mutatom be. Az erésen relevans oszlopban talilhat ,,a
posteriori” értékek megfelelnek a 17. tabldzatban, RA adathalmaz és asztma mint
egyeduli célvaltozd esetében szamolt ,,a posteriori” értékeknek. Az eredmények
részletes elemzése nélkil arra hivndm fel a figyelmet, hogy a szamitott valosziniiségi
értékek alapjan a megfigyelt asszociaciok nagy resze inkdbb tranzitiv, mintsem
kozvetlen hatasnak tulajdonithatd, vagyis az SNP és az asztma kozti kapcsolat egy

masik fenotipus-valtozo, jelen esetben a rhinitis statusz ismeretétél fiigg.

19. tablazat. Az asszociaciok egyes tipusaira szamolt valosziniiségi értékek. A
tblazatban csak a magas “a posteriori” értékkel rendelkez6 SNP-k Kerllnek
bemutatésra.

GEN SNP Asszociacio Erés,en Kozve,tlen Tranz,ltlv Interakcié
relevans hatas hatas

AHNAK |rs11231128 0,643 0,736 0,029 0,535 0,708
AHNAK |rs11827029 0,868 0,728 0,021 0,399 0,707
FRMD6 | rs3751464 0,862 0,300 0,284 0,331 0,016
MS4A2 rs569108 0,653 0,111 0,087 0,633 0,024
PRPF19 | rs7928208 0,878 0,843 0,718 0,822 0,125
PTGDR |rs17831675 0,923 0,362 0,326 0,747 0,035
PTGDR |rs17831682 0,923 0,524 0,578 0,863 0,000
PTGDR | rs803012 0,973 0,002 0,000 0,539 0,002
PTGER?2 | rs1254600 0,970 0,088 0,090 0,353 0,000
PTGER?2 | rs1254601 0,989 0,046 0,013 0,126 0,033
PTGER?2 |rs12587410 0,618 0,405 0,157 0,522 0,248
PTGER2 | rs17197 0,970 0,354 0,350 0,604 0,004
PTGER2 | rs708498 0,983 0,227 0,002 0,108 0,225
TXNDC16 | rs1565970 0,309 0,722 0,008 0,189 0,713
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4.3.3 Génexpresszio mérés

Az SNP elemzések soran az asztmaval, vagy annak valamely endofenotipuséaval
asszociaciot mutatd gének expresszidjat egészséges és asztmas személyekbdl szarmazo
indukalt kdpet mintdkban hasonlitottuk dssze. Az dsszesen 31, kdpetindukcion atesett
személy mintaibél az asztmasok kozul 12, a kontrollok kozil 9 esetben tudtunk
expresszios elemzéshez megfelelé mindségli RNS-t izolalni. A vizsgélt gének kozil
egyedul az FRMD6 esetében talaltunk szignifikins eltérést, a kontroll mintakban
atlagosan 2,73-szor magasabb értékkel a beteg mintakhoz viszonyitva (p = 10°). A
tobbi vizsgalt gén (PTGDR, PTGER2, MS4A2, AHNAK, PRPF19, TXNDCL16) esetében
nem talaltunk statisztikailag szignifik&ns kiilonbséget az asztmas és a kontroll csoport
mintdiban mérhetd mRNS szintek kozott. Az FRMD6 expresszidjdnak hasonld
csokkenését figyeltik meg a csoportunkban korabban allergizalt egérmodellben is az
OVA indukciét kdvetden (fold change= 1,53).
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4.4 Asurvivin szerepe az asztméaban

4.4.1 A BIRCS5 expressziojanak meghatarozasa ovalbuminnal allergizalt egérben

és human indukalt kopet mintdkban

Ahogy mar a bevezetdben emlitettem, a munkacsoportunkban korabban létrehozott
ovalbumin-indukalt allergias asztma egér modelloen a BIRC5 expresszidja
szignifikdnsan magasabbnak bizonyult az allergizalt llatok tiidészovetében a kontroll
allatokéhoz képest (fold change érték: 5,94, p = 0.001) [98].

Jelen vizsgalatunk els6 1épéseként az egér tiidoszovetek génexpresszids szintjét
detektald microarray elemzésbél szdrmazo adatainkat real-time PCR technikaval

validaltuk. Az eredmények a 3. bréan lathatoak.

Mérés
BRT-FCR
& ,00 B microarray

4 00—

Kontrollhoz kepest mert
expresszio valtozas

T T

0,00

T I
kontroll ova

Csoport

3. 4bra: A BIRCS5 gén expresszigjanak valtozasa ovalbumin (OVA)-indukci6 hatésara
microarray és RT-PCR rendszerekben mérve

A molekula human asztmaban bet6ltott szerepének aldtamasztasa céljabol a BIRC5
MRNS szintjét 13 asztmas és 10 egészséges kontroll személytél gyiijtott indukalt kdpet
mintaban hasonlitottuk dssze.

A 4/A abrén lathatd, hogy az atlagos gen-expresszio szint szignifikdnsan magasabb

volt az asztmas szemelyek mintaiban a kontroll mintdkban mért mRNS szinthez kepest
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(p = 0,03). Az asztma sulyossagi foka (GINA stadiumok) és a kopet BIRC5 mRNS
szintje kdzott nem talaltunk 0sszefliggést.

A BIRC5 mRNS szint szignifikans korrelaciot mutatott a kopetben jelenlévo
eozinofil sejtek ardnyaval (r = 0,468, p = 0,02, 4/B &bra). A nem, életkor és a
dohényzéasi szokasok nem mutattak dsszefiiggést a kdpetben kimutathaté BIRC5 mRNS

szintjével.
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4. abra: BIRC5 mRNS szint, a kdpet relativ eozinofil szintje és az asztma
stlyossagi fokok kozotti kapcsolatok. A BIRC5 mRNS szintet a B-actin
expresszidhoz viszonyitva abrazoltuk, az adatok szazalékban vannak feltiintetve.
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5. dbra: A kopetben mért BIRC5 mRNS szintek és a betegek klinikai paraméterei kozti
korreléciok (A, C, E &brak), valamint a kopet relativ eozinofil/neutrofil sejtszamai és a
betegek klinikai paraméterei kdzti korrelaciok mertéke (B, D, F abrék).

A Kkorrelécios gorbeket csak szignifikdns értekek esetében abrézoltuk.

Roviditések: FENO: exhaled nitric oxide level, ICS: inhaled corticosteroids
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Erdemes megemliteni, hogy a kopet eozinofil sejtaranya a stlyosabb asztma
stddiumokban 1év6 vizsgalati személyek esetében szignifikinsan magasabb, mint a
kontroll, illetve az enyhébb asztma stadiumba sorolhat6 személyek esetében (p = 4*10™,
4/C é&bra). A kopet neutrofil sejtardnydval kapcsolatban hasonld korrel4ciot nem
tapasztaltunk (p = 0,75).

A BIRC5 mRNS szintje nem mutatott dsszefliggést az Asztma Kontroll Teszt, a
kilélegzett nitrogén-monoxid (FENO), és az alkalmazott kortikoszteroid ddzis (ICS)
értékeivel sem (5/A, 5/C, 5/E abrék).

Statisztikailag szignifikans, am eltéré iranya Korrelaciot tapasztaltunk a FENO
értékek és a kopet relativ eozinofil (p = 0,006, r = 0,742) illetve neutrofil (p =0,048, r =
-0,58) sejtszama kozott (5/D abra). Gyenge korrelaciot figyeltiink meg a kopet relativ
eozinofil sejtszama és az Asztma Kontroll Teszt értékek kdzott (p = 0048, r = - 055, 5/B

abra), mig az ICS dozis nem &llt 6sszefliggésben a kdpet sejtardnyokkal (5/F &bra).

4.4.2 BIRCS szabalyozo régioiban 1évé SNP-k vizsgalata

A genotipiz&lt SNP-k jellemz6i a 20. tdblazatban lathatéak. A hat vizsgalt
polimorfizmus kozill az rs3764384 genotipus eloszlasa a kontroll populacion belil
jelent6s eltérést mutatott a Hardy-Weinberg egyenldségtol, igy ezt az SNP-t kizértuk a
tovabbi vizsgalatokbol.

A logisztikus regresszids elemzések eredményeként azt talaltuk, hogy az rs8073903
és az rs8073069 SNP-k ritka alléljai (C) szignifik&ns asszocidciot mutatnak az asztméra
valé megndvekedett hajlammal, bar az utdbbi SNP esetében az asszocidcié meértéke nem
érte el a Bonferroni-korrigalt szignifikancia szintet (OR = 1,458, 95% CI = 1,126-1,889,
p = 0,004 az rs8073903 esetében és OR = 1,393, 95% CI = 1,061-1,830, p = 0,017 az
rs8073069 esetében). A nemeket kulon vizsgalva mindkét SNP esetében azt
tapasztaltuk, hogy az asszociacio a n6k kdrében meg kifejezettebb.

Az eredmények a 21. tablazatban keriilnek bemutatésra.
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20. t&blazat: A BIRCS5 gén polimorfizmusainak jellemz6i és allélfrekvencidi a vizsgélt populécion.

Relativ , MAF MAF
SNP Pozicig® | POZIcioa  Allélek visgce)rr]]h?tzott a a -6rték © | HWE ¢
start | (1/2)° elhel ezyke 4| Kontroll beteg | P
kodontdl y csoportban | csoportban
rs3764384 |chrl7:76207728 |-2670 CIT 5’ régio 0,39 0,36 0,77 0,00005
rs8073903 |chrl7:76209754 | -644 T/C 57 régio 0,34 0,42 0,30 0,16
rs8073069 |chrl7:76209773 |-625 G/IC 57 régio 0,25 0,32 0,34 0,05
rs17878467 | chrl7:76210157 | -241 CIT 5’ régio 0,09 0,10 1 0,88
rs9904341 |chrl7:76210367 |-31 G/IC 5 UTR 0,35 0,34 1 0,55
rs1508147 |chrl7:76222588|12190 |G/A 3’ régiod 0,42 0,44 0,88 0,06
& : Genomialis pozicié az NCBI Genome Build 37.1 alapjan.
®: Allélek a forward szalon (1: gyakori, 2: ritka allél).
Z : A beteg és kontroll csoportok allélfrekvencidja kdzotti eltérés p értéke.

Roviditések: MAF: minor allél frekvencia.

. eltérés a Hardy-Weinberg egyenléségt6l a kontroll populacidban.
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21. tbldzat: A BIRCS génben vizsgalt SNP-k és az asztma koz0tti asszocidcios elemzések eredményei.

rs8073903 rs8073069 rs17878467 rs9904341 rs1508147
p- OR p- OR p- OR p- OR p- OR

érték | (95% CI) |érték| (95% CI) |érték| (95% CI1) |érték| (95% CI) |érték| (95% CI)
1,46 1,39 1,28 0,89 1,27

Asztma 0,004 /(1,13-1,89)|0,017|(1,06-1,83)|0,263| (0,83—-1,96 |0,373| (0,68—1,15) | 0,080 |(0,97—1,65)
1,87 1,89 1,03 0,89 1,68

Noék 0,003/ (1,23-2,84)|0,003(1,24—2,88)|0,918| (0,55-1,95) 10,585| (0,60-1,34) | 0,017 ((1,10-2,59)
1,25 1,12 1,52 0,89 1,06

Férfiak 0,195/ (0,89-1,73) | 0,553 (0,78-1,60) | 0,163 | (0,85—2,72) 10,491| (0,63—1,25) | 0,756 |(0,75—1,48)
1,02 0,96 1,17 0,96 1,10

Allergias asztma 0,927 /(0,72-1,43)|0,813|(0,66-1,39)|0,576| (0,67—2,06) 10,818 (0,68-1,36) | 0,618 |(0,77—1,57)
1,74 1,38 1,50 0,62 1,51

Noék 0,089 (0,92-3,22)|0,339(0,71-2,69)|0,387| (0,60-3,78) | 0,11 | (0,35-1,11) | 0,210(0,79-2,89)
0,85 0,83 1,11 1,18 1,04

Férfiak 0,449 /(0,55-1,31)|0,421|(0,52-1,32)| 0,783 | (0,53-2,31) 10,488| (0,74-1,88) | 0,853 |(0,66—1,65)
0,95 0,87 1,30 0,79 0,97

Infekciés asztma 0,792 (0,66—1,37)| 0,500 (0,58-1,30) | 0,365| (0,74—2,30) |0,220| (0,54—1,15) | 0,870 [0,66—1,417)
0,81 0,82 0,95 0,82 0,87

Nék 0,518 (0,42—-1,55)|0,528(0,45-1,51)|0,920| (0,38-2,42) 10,528 | (0,45-1,51) | 0,670 |(0,45—1,68)
1,04 0,89 1,62 0,75 1,03

Férfiak 0,852 (0,67-1,62)|0,634|(0,54-1,45)|0,190| (0,79-3,33) 10,260 (0,46—1,23) | 0,906 |(0,64—1,64)
1,62 2,01 0,70 1,43 1,43

Nem-allergias asztma 0,022 |(1,07-2,46) | 0,001 | (1,34-3,02) | 0,347 | (0,33—1,47) |0,099| (0,94-2,18) | 0,101 |(0,93-2,20)
2,81 3,10 0,65 1,61 3,06

Nék 0,005 (1,37-5,75)|0,001 | (1,57—6,11) | 0,440 | (0,22-1,95) 10,141 | (0,86—3,02) | 0,003 |(1,46—6,47)
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1,11 1,46 0,68 1,42 1,70

Férfiak 0,708 (0,64—-1,92)|0,172|(0,85—2,53)| 0,461 | (0,25-1,90) 10,242| (0,79-2,56) | 0,081 |(0,94-3,09)
0,89 0,72 151 1,20 1,03

Terheléses asztma 0,588 (0,59-1,34)|0,169(0,45-1,15)|0,181| (0,83-2,79) /0,381 | (0,80—-1,81) | 0,892 |(0,67—1,58)
1,04 0,86 1,34 0,89 1,30

N6k 0,921(0,51-2,11) | 0,696 | (0,40-1,84) | 0,538 | (0,53-3,43) 0,729 | (0,46—1,73) | 0,500 |(0,61-2,78)
0,82 0,65 1,62 1,46 0,89

Férfiak 0,445 (0,50-1,36) |0,159|(0,35-1,19) | 0,241 | (0,73-3,63) 0,154 | (0,87-2,45) | 0,663 |(0,52—1,51)
1,04 (- 1,02 (- 1,04 0,92 1,03

Abszolut eozinofil szam 0,232 | 0,02—0,09) | 0,506 | 0,04—0,09) | 0,366 | (-0,05—0,14) | 0,004 | (-0,15—-0,03) | 0,384 | (-0,04—0,09)
1,84 (- 1,41 (- 2,44 0,27 1,70

Relativ eozinofil szint 0,140| 0,20-1,42) |0,436| 0,53-1,22) | 0,193 | (-0,46—-2,24) 10,002 | (-2,13—-0,47) | 0,247 | (-0,37—1,41)
0,98 1,17 0,62 1,38 1,04

IgE szint 0,917 (0,65-1,48)|0,471|(0,76-1,81)|0,175| (0,32-1,23) |0,135| (0,90-2,11) | 0,853 |(0,66—1,64)

A félkovér karakterek a Bonferroni-korrekcid szerinti (p<0,01) szignifikans eredményeket jelolik.
Roviditések: 95% Cl: 95%-0s konfidencia intervallum, OR: odds ratio
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Az asztma endofenotipusok tekintetében az rs8073903 és az rs8073069 SNP-k ritka
alléljai a nem-allergids asztmara valdé fokozott hajlammal asszociéltak szignifikans
mértékben (OR = 1,887, 95% CI = 1,238-2,878, p = 0,003 az rs8073069, és OR =
1,872, 95% CI = 1,232-2,843, p = 0,003 az rs8073903 esetében). Hasonldan a kontroll-
asztma vizsgélatokhoz, a kontroll és a nem allergids asztma csoportok kozott
megfigyelhetd genotipus eloszlas a két emlitett SNP esetében szignifikdnsan erdsebb

Az infekcio- valamint a terhelés &ltal indukalt asztma endofenotipusokkal egyik
vizsgalt SNP sem mutatott szignifik&ns asszociaciot.

Az SNP-K és a szérum eozinofil, valamint a szérum IgE szintek kozotti korrelacio
meghatarozésara linearis regressziot alkalmaztunk.

Statisztikailag szignifikans korrel4ciot talaltunk az rs9904341 SNP és a szérum
eozinofil szintek k6zott, mind a relativ, mind pedig az abszolit sejtszam értékek
tekintetében. Adataink alapjan az rs9904341 SNP vad genotipusat hordozé vizsgélati
személyek szignifikdnsan magasabb szérum eozinofil szinttel rendelkeznek, mint azok a
személyek, akik a ritka allélt is hordozzak (66,2% vs. 58,9%, p= 0,004 az abszolut,
43,6% vs. 24,2%, p=0,002 a relativ eozinofil szint esetében).

Az IgE szint és a vizsgélt SNP-k kdzott nem talaltunk szignifikans korrelaciot.

Ezt kovetéen meghatdroztuk a polimorfizmusok 4ltal alkotott becsult
haplotipusokat és 0sszehasonlitottuk a becsult haplotipus frekvencidkat a kiilonb6z6
vizsgalati csoportok kozott. A szignifikdns kulonbséget mutatd haplotipusok adatait az
22. tdblazatban foglaltam 6ssze. A legmarkénsabb kilonbségeket az rs8073903 és az
rs8073069 altal alkotott haplotipusok mutattak. Az asztmés és kontroll populécié kozott
er0sen szignifikans kiilonbséget talaltunk a két polimorfizmus vad alléljai altal alkotott
haplotipus (TG) megoszlaséban (57% vs. 65%, a beteg vs. kontroll csoportban, p =
0,004), ami a vad haplotipus asztmaban betdltott véd6 szerepére utal. A két SNP ritka
alléljai altal alkotott haplotipus nominalisan szignifikans, azaz kevésbé erds kiilonbséget
mutatott a vizsgalt populéciok kdzott (31% vs. 25%, p = 0,019).

A nem-allergés asztmas és az egyéb asztmas alpopulacidkat dsszehasonlitva ugyanezen
haplotipusok gyakorisdgaban még kifejezettebb eltéréseket tapasztaltunk. A ritka allélek

kombinacidjabol 1étrejové haplotipus (CC) szignifikansan gyakrabban fodult €16 a nem-
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allergids asztmés alpopulacidoban az egyéb asztmés alpopulédcidhoz képest (47% vs.
27%, p = 5*10°).

A szérum eozinofil szintet vizsgalva azt talaltuk, hogy az rs9904341 ritka alléljat
hordoz6 haplotipusok gyakrabban fordulnak el6 az alacsony relativ eozinofil szammal
rendelkez6 beteg egyénekben, mint azokban, akik szérumjanak relativ eozinofil szintje
magas (pl. az 5 vizsgalt SNP-t magéba foglalé, TGCCG haplotipus esetében: 34% vs.
21%, p = 0,015). Mivel ennek a kulonbségnek a szignifikancia szintje alacsonyabb,
mint amit az rs9904341 és a szérum eozinofil szintek vizsgalatanal tapasztaltunk, arra
kovetkeztethetlink, hogy ebben az esetben a haplotipusok szintjén megfigyelhet6

statisztikai szignifikancia kizarolag az rs9904341 hatasanak tulajdonithato.

22. tblazat: A BIRCS5 gén polimorfizmusai altal alkotott haplotipusok gyakorisaga és

------

Haplotipus Gyakorisag OR (95% CI) p-érték

ASZTMA
rs8073903-rs8073069

Kontroll Asztma
TG 0,651 0,574 0,721 (0,576-0,902) 0,004
CC 0,253 0,311 1,336 (1,048-1,703) 0,019
CG 0,096 0,111 1,182 (0,862-1,690) 0,379
NEM-ALLERGIAS ASZTMA
rs8073903-rs8073069

. Nem-
Egyeb allergias
asztma
asztma

TG 0,606 0,440 0,512 (0,341-0,769) 0,001
CC 0,274 0,466 2,308 (1,528-3,486) 0,00005
CG 0,120 0,077 0,606 (0,291-1,260) 0,182
SZERUM EOZINOFIL SZINT
rs8073903-rs8073069-rs17878467-rs9904341-rs1508147

Alacsony Magas
TGCCG 0,335 0,207 0,508 (0,296-0,871) 0,015
TGCGG 0,235 0,318 1,491 (0,901-2,466) 0,1017
CCCGA 0,252 0,228 0,893 (0,524-1,523) 0,6219
CGTGA 0,087 0,148 1,830 (0,914-3,665) 0,0846

A félkovér karakterek a Bonferroni-korrekcid szerinti szignifikans eredményeket

jelolik.

Roviditések: OR: odds ratio, 95% CI: 95%-0s konfidencia intervallum
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5 Megbeszélés

Munkénk célja az intézetben Iétrehozott, folyamatosan boviilé asztma biobank
vizsgalata volt a rendelkezésre &ll6 Klinikai adatok kiértékelésével. A CCR5432,
RANTES -403G/A polimorfizmusok és a Mycoplasma pneumoniae fert6zottség,
valamint az NFE2L2 és KEAP1 gének egypontos nukleotid polimorfizmusai és a 1égkori
nitrogén-dioxid  koncentraci6  kozétt  fennallo, az asztma  kialakulasat,
patomechanizmuséat befolyasol6 gén-kornyezet kdlcsdnhatdsokat interakcios modellben
vizsgaltuk. Jeldlt régio es jelolt gén asszociécios vizsgalatokkal tanulményoztuk az
asztmaéra és annak endofenotipusaira valo hajlam genetikai hatterét. A kandidans gének
expresszidjanak mértékét allergizalt egér modellben, valamint huméan asztmas és

egészséges személyektdl szarmazo indukalt kdpet mintakban hasonlitottuk 6ssze.

5.1 Vizsgalatok a bakterialis fert6zés - genetikai hattér - asztma hajlam

haromszdgében

A CCR5 és RANTES gének gyakori polimorfizmusainak vizsgalata soran arra a
kérdésre kerestik a valaszt, hogy ezen genetikai varidciok vajon mennyiben
befolydsoljak az asztma kockazatat, és jelenlétiik hatdssal van-e a M. pneumoniae
fert6zés és az asztma kozotti kapcsolat kialakuldsara. A M. pneumoniae és az asztma
kozotti asszociaciorol mar korabbi tanulmanyokban is beszamoltak, melyet jelen
munkankkal is megerdsitettiink. A fert6zés és az asztma kozotti ok-okozati kapcsolat
iranya azonban a mai napig nem tisztazott, hiszen egyaréant lehetseéges az is, hogy a
légutak gyulladdsa kedvez a MP fertdzésnek, valamint az is, hogy az infekcio
valamilyen modon befolyésolja az asztma patomechanizmusat.

Habar az epidemioldgiai vizsgéalatok bizonyos populéciokban magas Mycoplasma
pneumoniae infekcids ratat mutattak ki, ugy tiinik, hogy egyes emberek fogékonyabbak
a MP fert6zésre, mint masok. Szamos adat tamasztja ald, hogy a genetikai faktoroknak
nagy szerepe van a fertézésre valo eltéré fogékonysagban, és befolyasoljak az also
légutak infekcidra adott valaszkészségét is. Eredmeényeink alapjan elmondhatd, hogy a
CCRS5A32 varians allél hordozasa megnoveli a kronikus MP fertdzésre vald hajlamot,

azonban a MP fert6zott gyermekekben az allél jelenléte csokkenti az asztma
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kialakuldsanak kockazatat. A CCR5A32, illetve a RANTES -403A allélek és az asztma
kialakulasa kdzott az altalunk vizsgalt populaciéban nem talaltunk kapcsolatot.

Jol ismert, hogy a gazdaszervezet intracellularis patogénekkel szemben kialakuld
védelmi reakcioja a hatékony sejtes immunvalaszra épil, melynek lefolyasaban jelent6s
szerepet jarszanak a sejtek altal kibocsatott szolubilis fehérjek (pl. citokinek és
kemokinek). Az also légutak M. pneumoniae fertdzésének hatasara makrofagok és T
limfocitak aktivalédnak, és kemotaktikus szignalokat kovetve a fertdzés helyére
vandorolnak. A makrofagok és a T-sejtek is hordozzak a CCR5 molekulat, ami alapjan
feltételezhetd, hogy a molekula szerepet jatszik a leukocitaknak a fert6zott egyének
elképzelhetd, hogy a CCRS5 hibas valtozatanak hordozasa a M. pneumoniae elleni
védelem csokkent hatasfokaval parosul, ami a MP fert6zott személyeket fogékonyabba
teszi a kronikus MP kialakuldsara. Ezt tamasztja ala az a megfigyelés is, miszerint
CCR5 génkiutott (KO) egerekben megemelkedik az IFN-y termelés, ami Thl-
deléciés mutacidja, ami a receptor funkcioképességének elvesztéséhez vezet, jotékony,
védo hatassal birhat az asztmaval vagy més atopias megbetegedéssel szemben. A CCR5
funkciovesztésének egyiittjarasa a fertézésekkel szembeni védelem gyengiilésével 1j
megvilagitdsba helyezi a HIV/AIDS, vagy egyes gyulladasos megbetegedések (pl.

rheumatoid arthritis) kezelésére fejlesztett CCR5-blokkolok hasznalatat.

5.2 NFE2L2 és KEAP1 genek polimorfizmusainak asztméara hajlamositd

hatdsanak vizsgélata a légszennyezettség tukrében

Az NFE2L2 és KEAP1 gének az oxidativ stresszvilaszban kdzponti meditor
az akut tidékarosodas és a Parkinson-kér kialakulasaval mar korabban leirtak [134,
135].

Munké&nk sordn azt vizsgaltuk, hogy a gének egyes regulétor polimorfizmusai
szerepet jatszanak-e az asztméra vald hajlam kialakuldsaban, és befolyasoljak-e a

levegé szennyezettsége és az asztma kialakulasa kozotti lehetséges interakcidkat.
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Minthogy az NFE2L2 és KEAP1 gének vizsgalt SNP-inek eloszldsa nem tért el az
asztmés és kontroll csoportok kozott, nem tartjuk valdsziniinek, hogy ezen SNP-k
meghataroz6 szerepet toltenek be az asztmara valé hajlam kialakuldsdban. Amikor
azonban a kiilonboz6 asztma endofenotipusok és az SNP-k kozti asszocidcidkat
tanulmanyoztuk, azt talaltuk, hogy az NFE2L2 gén regulator régidiban elhelyezkedd
rs2588882 és rs6721961 SNP-k varians alléljait hordozd genotipusok ritkabbak az
infekcios asztmésok koreében, ami ezen genotipusok infekcids-asztméval szembeni
lehetséges védo hatdsara utal.

A genetikai varidciok és a légszennyezettség interakcidjanak az asztma
kialakuldsdban betoltott hatdsat vizsgilva azt taldltuk, hogy az emlitett két
polimorfizmus genotipus eloszlasa szignifikansan eltér az alacsony, illetve magas
légszennyezettségli teriileteken €16 asztmasok kozott. Eredményeink arra engednek
kovetkeztetni, hogy az NFE2L2 genotipusai, a légszennyezettség mértéke és az
infekcio-indukalt asztma exacerbaciok kdzott komplex kdlcsdnhatasok hizodnak meg.

Bar egyre boviil azon tanulmanyok sora, melyek az rs6721961 promoter SNP (-617
G/T) és az NFE2L2 @gén transzkripcios aktivitdsa kozotti kapcsolatot kutatja, a
polimorfizmus pontos, in vivo funkcidja a mai napig tisztdzatlan. A kérdéssel
foglalkoz6 publikaciok megismerése azonban kozelebb vihet benninket az
eredményeink megértéséhez.

Marzec és kollégai tranziens transzfekcios esszékben kimutattak, hogy az
rs6721961 gyakori alléljat hordoz6 promoter konstrukciok nagyobb luciferdz aktivitast
mutatnak az SNP, és egy kozeli, a -651-es nukleotidpozicioban elhelyezkedé SNP
(rs6706649) ritka alléljat hordozd konstrukciokhoz képest [134]. Ez a megfigyelés arra
utal, hogy az rs6721961 és rs6706649 SNP-k genotipusai befolydsoljak az NFE2L2
expresszios szintjét.

Ismert, hogy az NFE2L2 az antioxidans és ll-es fazisi detoxifikald enzimek
génjeinek transzkripcidjat a genek ,upstream” szabalyoz6 régidiban talalhaté un.
antioxidant response element (ARE)-hez torténd kapcsolodas tutjan szabalyozza.
Erdekes mddon, az NFE2L2 prométerének proximalis régidja szintén hordoz két ARE-
szer(l elemet, ami a gén trankszripcidjanak dnszabalyozé mechanizmusat veti fel [136].
Habéar egyes vizsgélatok szerint tobb ARE teriletre van szikség a maximalis

transzkripcios aktivitds eléréséhez [137], az NFE2L2 autoregulatorikus hatasa
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hozzajarulhat a fehérje folyamatos sejtmagi jelenlétéhez. Abbdl kiindulva, hogy az
rs6721961 SNP a promoter régio emlitett ARE-szer( elemeinek egyikében helyezkedik
el, Marzec és munkatarsai megvizsgaltak a polimorfizmus hatasat az NFE2L2 fehérje és
gén promoterét tartalmazd DNS teriilet kozott 1étrejovo kotés kialakulasara [134]. Az
elézetes elvarasoknak megfelelden azt talaltdk, hogy az NFE2L2 kevésbé kotddik az
olyan ARE-szeri szekvenciakhoz, melyek az rs6721961 SNP ritka alléljat (T)
hordozzak, és ezéltal kevésbé emeli meg a sajat transzkripcios aktivitasat.

Az eddigieket figyelembe véve azt feltételezhetnénk, hogy az rs6721961 ritka
alléljanak hordozésa, az antioxidans rendszer hatékonysagat csokkentve, megnoveli az
asztméra valé hajlamot. Tovabba, mivel az Nfe2l2-deficiens egerek sokkal
fogékonyabbnak bizonyulnak a oxidativ stresszt kovetd bakterialis infekciora [138],
elképzelhetd, hogy az rs6721961 ritka alléljanak hordozasaval osszefliggd alacsonyabb
NFE2L2 expresszios szint hozzajarul az infekcié-indukalt —exacerbaciok
megjelenéséhez.

Az Aéltalunk vizsgélt populdcidban azonban a vérttal ellentétes eredmeényeket
kaptunk, hiszen az infekci6-indukalt exacerbaciok nem a ritka, hanem az SNP gyakori
alléljat hordozok korében fordult el6 nagyobb mértékben. Elképzelhetd, hogy az
rs6721961 SNP ritka alléljanak az infekcids exacerbaciok kialakuldsaban feltételezett
veédo szerepét €s az allél hordozasabol eredd csokkent génexpresszidt mas, altalunk nem
vizsgalt polimorfizmusok, vagy az antioxidans védelmi rendszerben résztvevé egyéb
genek (pl. KEAP1) kompenzaljék.

Az a megfigyelésiink, miszerint az NFE2L2 némely SNP-jének varians allélja
nagyobb gyakorisadggal van jelen azokban az asztmas gyermekekben, akik relative
kevésbé szennyezett teriileten élnek, jol illeszkedik a Li és térsai altal 2003-ban leirt dn.
hierarchikus oxidativ stressz modellhez [139]. A modell szerint nagymértékii pro-
oxidativ stimulus hatdsara a sejtekben olyan jelatviteli utak aktivalédnak, melyek
gyullad&sos mediatorok expresszidjdhoz vezetnek. Ha elfogadjuk, hogy a hosszu tavon
jelenlévoé magas NO; koncentracid egy adott teriileten a levegd relativ rossz mindségét
jelzi, akkor elképzelhetd, hogy a szennyezd agensek elnyujtott és nagymértéki
expozicidja gyulladdsos folyamatokat indit el, s ezaltal az egyénekben megfigyelhetd,
eltér6 genetikai hajlam oka az ezen folyamatokban részt vevo gének

polimorfizmusaiban, mintsem az NFE2L2-tGtvonalban keresendd.
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Fontosnak tartom megjegyezni, hogy az ehhez hasonlé ellentmondésos adatok igen
gyakoriak a kornyezet-genetikai kutatdsok palettajan. Az egyik legjelentésebb ezek
kozil a CD14 polimorfizmusai és a bakteridlis endotoxin szint kdzotti interakcio
szerepe az allergia és asztma kialakuldsanak kockézatdban, melyet mar részletesen
bemutattam a bevezetében.

Arra a kerdésre, hogy az rs2588882 SNP miként befolydsolhatja az asztmés
folyamatokat, még kevesebb véalaszt talalunk a szakirodalomban. Az SNP 3’
(downstream) elhelyezkedése felveti a miRNS szabélyozés lehetdségét, de erre egyeldre

nem talaltunk bizonyitékot.

5.3 A 11ql3 és 14q22 genomteriiletek parcialis genomsziirése soran kapott

eredmények megbeszélése

Munkénk sorén a 11q12.2-q13.1 és 14g22.1-22.3 genomrégiok és az asztma, illetve
annak egyes endofenotipusainak asszociacids elemzését végeztilk el. Osszesen 102
SNP-t genotipizaltunk, melyek 57 gént reprezentaltak az érintett teriileteken. Korabbi
publikdciokban méar szamos itt lokalizal6dé gént, illetve polimorfizmust hoztak
Osszefuggésbe az asztmaval, de ezek egyikét sem erdsitették meg kés6bbi GWAS
elemzések soran, bar a PTGDR és GSTP1 gének asztméaban betoltott szerepét tobb jelolt
gén asszociacids vizsgalatban is igazoltk [140].

Munké&nk sordn az SNP-k allél- és genotipus eloszlasat frekventista és bayesi
statisztikai modszerrel is elemeztik. A BN-BMLA moédszert hasznalva megerdsitettiik a
mar korabban publikalt asszociaciokat az asztma és a PTGDR, PTGER2 valamint az
MS4A2 gének kozott. A frekventista modszert alkalmazva ugyanezt csak a PTGDR gén
esetében értiik el, ami feltehetdleg annak kdszonhetd, hogy a harom gén koziil csak ez
utdbbi befolyasolja kozvetlenul az asztma megjelenését. Eredményeink alapjan a
PTGER2 polimorfizmusai csak interakcidban vagy kozvetve hatnak az asztma
kialakulaséra, és hasonloképpen, az MS4A2 E237G variansa (rs569108) is csak tranzitiv
maddon befolyasolja azt. Ezek a kapcsolatok pedig rejtve maradnak a hagyoméanyos
(frekventista) statisztikai elemzések alkalmazasakor, mig a bayes halds elemzések soran

elénk tarulnak. Ez a jelenség adhat valaszt arra a kérdésre, hogy miért nem sikerult
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korabban mér szamos, frekventista statisztikai modszert hasznal6 genetikai vizsgalatnak
megerdsitenie az MS4A2 asztmaban és mas atopias megbetegedésben betdltott szerepét.
A nagy affinitasd IgE receptor B alegységét kddold MS4A2 gén (kordbbi nevén FceRI-
B) kozponti szerepet tolt be a hizdsejt degranuldciéban és az IgE medialt allergias
reakcidban. Az rs569108 polimorfizmus, ami az E237G aminosavcserét okozza,
konformacié predikcids eljardsok szerint a receptor C-termindlis részén belil
hidrofobicitas valtozast idéz el6. A molekula ezen része szomszédos az Un. ITAM
(immunoreceptor tyrosine activation motif) motivummal, és befolyasolhatja a
receptorbdl kiinduld intracelluléris jelatvitelt. Az MS4A2 az atdpids megbetegedések
els6 kandidans génjei kozott szerepelt, és mar 1996-ban asszociaciot irtak le az E237G
varians és a fokozott bérproba reakcid, valamint a metacholin provokécioval kivaltott
bronchidlis reaktivitas kdzott, egy, az Egyesult Kiralysdgban elvégzett kutatas alapjan
[141]. Azota szamos populdcion vizsgaltdk a polimorfizmus szerepét az asztma és
atépia megjelenésében, de az eredmények rendkivil ellentmondasosnak bizonyultak.
Jelen munkénkban nem sikerlt aldtdmasztanunk a kdzvetlen asszociaciot az asztma és
az E237G varians kdzott, am amikor az IgE és eozinofil szinteket, valamint a rhinitist is
célvaltozoként kezeltik az asztma mellett (CLI adathalmaz), az E237G tranzitiv

Régota ismert, hogy a prostaglandin D2 kdzponti szerepet jatszik az asztmas
légutak fiziologiai valtozasaiban, a bronchokonstrikcio és vazodilatacié kivaltasan,
valamint az érpermeabilitds és mucus termelésének fokozasan keresztil. PTGDR
genkiutott egerekben nem alakul ki 1éguati hiperreaktivitas ovalbumin indukcié hatéséra,
ami arra utal, hogy a receptor fontos szerepet tolt be az asztma patomechanizmusdban
[142]. A gén variansai és az asztma kozti asszociaciot tobb populacion is kimutattak
[143]. Munkénk soran, magyar populéciot vizsgalva harom polimorfizmus (rs17831675,
rs17831682, rs803012) esetében igazoltunk direkt vagy tranzitiv asszociaciot.

A Prostaglandin E2 gyulladascsokkent6 és bronchoprotektiv hatdsu, gatolja az
eozinofilek eotaxin, prostaglandin D2 és Cba &ltal kivaltott kemotaxisat [144]. A
PTGER2 receptor polimorfizmusainak szerepét féként aszpirin-intolerans asztmaban
[145]. Sajat eredményeink alapjan, magyar populacibban a PTGER2

polimorfizmusainak genotipus eloszlasa nem kiillonbdzik az asztmés és kontroll csoport
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kozott, de az SNP-SNP interakciokat vizsgdlva azt taldltuk, hogy a PTGER2
polimorfizmusai majdnem minden szignifikdns asszociaciot mutatd kolcsonhatasban
részt vettek. Ez arra utal, hogy a génben lokalizl6d6 SNP-k 6nmagukban nem, csak
mas SNP-kel interakcioban befolyasoljak az asztma kockéazatat.

Korébbi eredmények replikalasan talmenden tanulmanyunkban 0j asztma géneket
is azonositottunk a vizsgalt teriileteken. Legjelent6sebb eredményiink az asztma és az

FRMD6 (FERM domain containing 6, kordbban EX1, vagy willin) kapcsolatanak

= sz

------

SNP ritka alléljanak hordozasa énmagaban és mas polimorfizmusokkal interakcioban is
megnoveli az asztma kock&zatat. Tovabba, az FRMDG6 egyik haplotipusardl szintén
kimutattuk, hogy befolyasolja az asztméra vald hajlamot. A gén expresszids szintje
szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult mind allergizalt egerek, mind pedig huméan
asztméasok légutaiban a kontroll egyénekhez képest. Bar a molekula pontos funkcioja és
az asztméban betoltott szerepe egyelére nem ismert, az aldbb ismertetett korabbi
tanulméanyok és sajat, itt nem bemutatott eredményeink valosziniisitik, hogy az FRMD6
genvaridnsai a Hippo jelatviteli dtvonal befolydsoldsan keresztul hatnak az asztma
kialakulasara.

Sz&mos tanulmany tdmasztja ala, hogy a Hippo szignaltranszdukcids Ut az egyik
legjelentdsebb konzervalt szignalkaszkad, ami a sejt-sejt kapcsolatok szab&lyozaséaban,
a szervek méretének kontrollaldsaban, a sejtproliferécio illetve apoptdzis iranyitasaban,
valamint a tumorigenezisben vesz részt [146, 147]. Egyértelmii, hogy a jelatviteli utat
érinté kis eltérések is megvaltoztathatjadk a tid6 normalis morfogenezisét, ami a
kornyezeti &rtalmakra adott modosult valaszkészséget és asztméra vald hajlamot
indukdlhat. A citoszkeletélis fehérjéket a plazmamembranhoz horgonyz6 FERM (4.1
ezrin, radixin, moesin) doménnel rendelkez6 FRMD6 molekula a Hippo
szignaltranszdukcids dtvonal egyik upstream komponense [148]. Kutatasunk
szempontjabol érdekes egybeesés, hogy a szignalut egyik célmolekuldja az
antiapoptotikus BIRC5 (survivin) gén [149], melynek humén asztmas és allergizalt egér
tiddben mért emelkedett expressz6ja — mely a dolgozat 4.4.1 pontjaban Kerdlt
bemutatésra - aldtdmasztja a Hippo jelatviteli Gt asztméaban betoltott szerepét.

A Hippo jelatviteli utat a 6. bran mutatom be.
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6. abra: A Hippo szignalut sematikus rajza

Lathatd, hogy a =zavartalanul miikod6 szignalfolyamat sordn az MST1/2
(mammalian STE20-like protein kinase 1/2), és LATS1/2 (large tumor suppressor,
homolog 1/2) foszforilacidéjanak eredményeképpen a YAPL (yes-associated protein 1)
és a TAZ (tafazzin) molekulak a citoplazmaban foszforilalodnak és degradal6dnak, és
nem képesek a sejtmagban olyan transzkripcios faktorokhoz kotédni, melyek a
sejtproliferacioért vagy apoptdzis gatlasért felelés targetgének, pl. CTGF (connective
tissue growth factor), TGFB (transforming growth factor-beta) vagy a BIRC5S atirddésat
inditandk el. Ezaltal a Hippo szignalkaszkad aktivacidja (példaul nagy sejtstirliség
esetén) a sejtosztodds gatlasat, valamint apoptdzis indukalasat eredményezi.

Feltételezhetjik, hogy az asztma progresszidja soran a Hippo szignalutat eddig nem
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ismert mechanizmusok gatoljak, ami sorén a transzkripcids faktorokhoz kotédni képes
YAP1 és TAZ molekuldk mennyisége megnd, és ennek kovetkeztében a
targetmolekuldk mRNS szintje is emelkedik. Hipotézisiink aldtdmasztasa érdekében a
dolgozatban mar ismertetett indukalt képet mintabankunkban megvizsgéltuk a jelatviteli
ut fébb komponenseinek génexpresszidjanak mértékét, és a YAP1 molekula esetében az
asztmés személyek kopetmintéiban szignifikAnsan magasabb mRNS szintet detektaltunk
az egészséges személyek mintaihoz képest.

Jogosan merdl fel a kérdés, hogy kordbbi GWAS vizsgalatok sordn miért nem
azonositottdk az FRMD6-ot, mint kandidans asztma gént? Ennck valdsziniileg az az
oka, hogy ezeket a tanulmédnyok csak egy SNP-t genotipizaltak a génen belil
(rs7140150), mely nem &ll LD-ben az &ltalunk elemzett rs3751464-gyel. Egyes szerz6k
szerint a GWAS vizsgalatok lefedettsége nem elégséges a jelolt asztma gének kimeritd
feltérképezéséhez [140], amit ezen eredmeényiink is alatdmaszt. Réadésul ezeket a
GWAS-okat a miénktdl eltérd populacidkban végezték el, ami jelentdsen korlatozza az
eredmények sszehasonlithatdsagat.

Az rs3751464 az FRMD6 5’UTR szakaszaban helyezkedik el a 14922.1
kromoszomarégidban, 52117892 bazisparndl. In silico modszerrel sajnos nem talaltunk
adatot arra vonatkozoan, hogy az SNP, vagy az azzal LD-ben &ll6 mas SNP-k miként
befolyasoljak a gén funkcidjat, vagy a betegseget, ugyanis nyilvanos adatbazisokban
nincsen elérhetd informacid arrdl, hogy ezen SNP-k vagy haplotipusaik barmilyen
szabalyozo6 elem kotéséért lennének feleldsek.

Tovabbi jelentds eredményiink az AHNAK (desmoyokin) génben lokaliz&l6dd
polimorfizmus az allergi&s rhinitis-szel interakcidban befolyasolja az asztméara val
hajlamot. Az AHNAK fehérje szamos sejtféleségben megtalélhat6. Az epitél sejtekben
foképp a sejtmembranon lokalizalodik, és feltehetdleg a ’tight junction’ kialalakitasban
van szerepe. Tobben igazolték, hogy a helyteleniil szervez6d6 ’tight junction’ struktarak
elégteleniil Iatjak el barrier funkcidjukat, ami megndvekedett asztma hajlamhoz vezet
[150-152]. A vizsgélatunk soran asszocidciot mutatd rs11231128 egy un. missense SNP,
befolydsolhatja annak 3D szerkezetét. R&adasul, az Ingenuity adatbazis alapjan, az

AHNAK kélcsonhat olyan fehérjekkel, mint a TGFB1 (transforming growth factor, beta
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1), EGFR (epidermal growth factor receptor), IL6 és a STAT4 (signal transducer and
activator of transcription 4), melyek jelentds szerepet tdltenck be az asztma
patomechanizmusaban. (Ingenuity Pathway Analysis (IPA) 9.0 Software (Ingenuity
Systems, Redwood City, CA, USA; www.ingenuity.com)).

Hasonloképpen, a TXNDC16 (thioredoxin domain containing 16) gen 3’UTR

=z

V4

azonban nem all rendelkezésre informécio a nyilvanos adatbazisokban.

Er6s, direkt asszociaciot talaltunk a PRPF19 gén rs7928208 SNP-je és az asztma
kozott, rdadasul a polimorfizmus asszociaciot mutatott az asztma 6 éves kor alatti
megjelenésével is. Habar a molekula asztmaban bet6ltott szerepe nem ismert, a PRPF19
gen terméke, hasonléan mds, korabban leirt asztma génhez (pl. RAD50) a DNS
javitadsban vesz részt, igy elképzelhetd hogy a fehérje megvéltozott funkcidja

befolyasolja a sejtek stresszvalaszat [153-155].
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5.4 A BIRCS gén szerepe az asztma illetve endofenotipusainak megjelenésében

A BIRC5 asztmaés, allergids folyamatokban betdltdtt potencidlis szerepére egy
korabban létrehozott allergizalt egér modell génexpresszids eredményei és irodalmi
adatok Osszecsengése hivta fel a figyelmiinket. Miutdn az egér tiiddszoveten végzett
microarray vizsgalatunk eredményét real-time PCR technikéval alatémasztottuk, arra a
kérdésre kerestiik a valaszt, hogy talalhato-e genetikai (SNP-szintil), illetve az egér-
modellben megfigyelthez hasonld génexpresszids kilonbség asztmas és egeészséges
személyek kozott is?

Munkénkban a BIRC5 gén szabalyozo régidiban elhelyezkedd polimorfizmusokat
vizsgalva azt taldltuk, hogy az 5 szabalyoz6 teriileten elhelyezked6 rs8073903 és
rs8073069 SNP-k allél- és genotipusfrekvenciaja eltér a beteg és a kontroll csoport
kozott. Ez a kiilonbség még kifejezettebbnek bizonyult, ha csak a ndket vizsgaltuk, ami
egy nem-altal meghatarozott folyamat lehet6ségét veti fel. Az asztmas csoportot
endofenotipusok szerint tovabb osztlyozva azt tapasztaltuk hogy ezen
polimorfizmusok asztmara hajlamosit6 hatasa még markéansabb a nem-allergias asztmas
alcsoporton belill. Mivel az eozinofilia sokkal inkabb jellemzi a nem-allergids asztma
fenotipust mint az allergiasat, eredményeink megfeleltek az elézetes varakozasainknak.
Ezen talmenden, korrelaciét mutattunk ki az ltalunk vizsgalt 5> UTR SNP genotipusai
és a szérum eozinofil szintek kozott. A genotipus vizsgélatokbol szarmazd
eredményeinket a haplotipus-elemzések eredményei is megerdsitették.

A BIRCS génjében, illetve szabalyozd régidiban elhelyezkedd polimorfizmusok
szerepét eddig leginkabb daganatos betegekbdl szarmazo mintakon vizsgaltak. Yang és
munkatarsai nyeldcsé daganatos betegeken végzett kutatasaik eredményeként irtak le,
hogy a -625 G/C (rs8073069) polimorfizmus ritka alléljdnak jelenléte a BIRCS
expresszidjanak emelkedett szintjét eredményezi [156]. Ez alapjan feltételezhetjuk,
hogy az SNP ritka alléljat hordozok korében megfigyelt, asztméra - pontosabban a nem-
allergis asztma endofenotipusra - val6 megndvekedett hajlam az SNP ritka alléljanak
BIRCS expresszidra gyakorolt hatasanak tulajdonithatd. Egyértelmii kijelentést azonban
a kérdésre irdnyuld részletesebb, asztméas betegcsoporton végzett vizsgalatok nélkil

nem tehetiink.
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A masik, elemzéseink alapjan asztmara, illetve a nem-allergids asztma
endofenotipusra nagymértékben hajlamositd polimorfizmus (-644C/T, rs8073903) és
egyeb patologias folyamatok kozotti asszociaciora az irodalomban jelenleg nem
tallhat6 adat.

A gént6l 3’ irAnyban elhelyezkedd rs1508147 kapcsan egy nemrég publikalt, uan.
teljes genomra kiterjed6 asszociacids vizsgalat (GWAS) soran Dixon és munkatérsai azt
talaltdk, hogy ennek a polimorfizmusnak van a legerésebb hatasa a BIRCS
expresszidjara (LOD érték: 19.89) [157]. Arra a kérdésre, hogy a polimorfizmus ritka
allélja (A) miként befolyasolja a génexpressziot, adatok hidnydban csak
feltételezésekkel valaszolhatunk. Az SNP 3’ elhelyezkedése felveti a miRNS
szabalyozas modositasanak lehetdségét (j miRNS kotdhelyek létrehozasaval vagy
régiek tonkretételével), de a jelenleg rendelkezésiinkre allo6 miRNS kotéhely prediktalo
szoftverek segitségével ezt a hipotézist eddig nem tudtuk megerésiteni. Erdemes azt is
megemliteni, hogy a HapMap adatai alapjan (release #27, NCBI Build 36), az
rs1508147 nagyon erés kapcsoltsagban (D’ = 1, r* = 1) van 11 tovabbi SNP-vel, melyek
szintén feleldsek lehetnek a megfigyelt hatasért.

Mivel egyre tobb irodalmi adat tAmasztja al4 a BIRC5 szerepét az eozinofil sejtek
talélésében, megvizsgaltuk, hogy van-e kimutathat6 6sszefiiggés a szérum eozinofil és
IgE szintek, valamint az &ltalunk vizsgalt SNP-k genotipusai kozott.

Elemzéseink soran azt talaltuk, hogy azok a vizsgalati személyek, akik
homozigotédk az rs9904341 (-31G/C) vad-tipusu alléljara (azaz a -31GG genotipust
hordozzak), magasabb szérum eozinofil szinttel rendelkeznek, mint azok a személyek,
akik a ritka allélt is hordozzak genomjukban.

Az rs9904341 (-31G/C) a legtdbbet tanulményozott BIRC5 polimorfizmus. A gén
fliggd transzkripcidjara. Szamos tanulmany foglalkozik a polimorfizmus szerepének
vizsgalataval kiillonb6z6 daganat-tipusokban, azonban a kozolt eredmények
meglehetésen ellentmondasosak [158-160]. Egy nemrég publikdlt meta-analizis
eredményei alapjan Sristava és munkatarsai arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
polimorfizmus ritka, -31CC genotipusa csak az &zsiai populdciokban asszociél

megndvekedett daganat-képz6 hajlammal [161].
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A BIRC5 gén szabalyozo régidiban elhelyezkedd SNP-k vizsgéalatabdl szarmazd
ellentmondasos eredmények arra utalnak, hogy a gén expresszidjanak szabéalyozésaban
mas genetikai/epigenetikai moddositd tényezdk is szerepet jatszanak. Erre szolgal
példaval Boidot eés munkatarsai kozlemeénye, akik mellrdkos betegekben a BIRCS
emelkedett mértékii expressziojat allélvesztéssel (LOH = loss of heterozigosity) illetve
megnovekedett demetildz expresszidval hoztak dsszefliggesbe [162].

Az asszociécios vizsgalatokat kovetden mRNS expresszios analizist végeztink
indukalt kdpet mintdkban és azt talaltuk, hogy a BIRC5 mRNS szintje szignifikdnsan
magasabb az asztmas betegek légutjaiban, 6sszehasonlitva az egészséges kontroll
személyek légatjaiban mert értékekkel. Méréseink alapjan a kopet eozinofil szint
korrelaciot mutatott a BIRC5 mRNS szintjével, az asztma kontroll teszt értékekkel, az
asztma sulyossagi fokéval, valamint a kilélegzett nitrogén-monoxid értékekkel. Nem
talaltunk azonban 0sszefiiggést a belélegzett kortikoszteroid dozis és a kdpet eozinofil
szint kozott.

Az altalunk talalt pozitiv korrelacié a BIRC5 mRNS szintje és a kopet eozinofil
sejtaranya kdzott a molekula apoptozist gatlo szerepét leird tanulméanyokat timasztja alé
[96]. A méréseink sordn kapott egyéb eredményeink nagy része megfelel a korabbi
irodalmi adatoknak [88, 163-165]. A belélegzett kortikoszteroid dozis és a kopet
eozinofil szint kozotti, més tanulmanyok sordn kimutatott 6sszefiggés hianyéat
magyarazhatja az indukalt kopet méréseink sordn alkalmazott viszonylag Kkis
mintaszam. Emellett, mivel az ICS adasa és a kopet indukcié kozott eltelt id6
kilonbozott az egyes vizsgélati személyeknél, nem zarhatjuk ki annak a lehetéségét
sem, hogy ezen id6intervallumok heterogenitasa befolyasolta az ICS dozissal

kapcsolatos eredményeinket.
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6 Kovetkeztetések

A gyermekkori asztma genetikai hétterét vizsgalé kutatasaink sordn az aldbbi

eredményekre jutottunk.

Genotipus-kornyezet interakcios vizsgélataink elsé részében kimutattuk, hogy a
CCR5 kemokinreceptor deléciés formajanak hordozdsa megndveli a kronikus
Mycoplasma pneumoniae fert6zésre vald hajlamot, azonban a Mycoplasma p. ellenes
IgG pozitiv gyermekekben a CCR5432 allél jelenléte csokkenti az asztma
kialakulasanak kockézatat.

Meger6sitettiik a Mycoplasma p. fert6zés és az asztma kialakuldsa kozott fennallo
asszociaciot, melyr6l mar kordbbi tanulmanyokban beszamoltak.

A CCR5432, illetve a RANTES -403A allélek hordozésa és az asztma megjelenése

kozott az 4ltalunk vizsgalt populécidban nem taldltunk direkt kapcsolatot.

Az oxidativ stresszvalasz szabalyozasaban kozponti szerepet betolté NFE2L2 és
KEAP1 gének vizsgélt SNP-inek eloszlasanak tekintetében nem talaltunk kulonbséget
az asztmas és kontroll csoportok kozott.

Az NFE2L2 regulator régidiban elhelyezkedé polimorfizmusok vizsgalatakor azt
talaltuk, hogy az rs2588882 G és rs6721961 T alléleit hordozd genotipusok ritk&dbban
fordulnak el6 az infekciés asztmasok korében, mint més asztma endofenotipusu
csoportokndl, ami ezen allélek infekcids asztméval szembeni lehetséges védé hatasara
utal.

A genetikai variansok és a levegd NO, koncentracid egyuttes szerepét
tanulmanyozva azt tapasztaltuk, hogy az alacsonyabb légszennyezettségli régiokban €16
asztmés gyermekek kozott az rs2588882 G, valamint az rs6721961 T (ritka) allélek
gyakrabban fordulnak el6.

Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy az NFE2L2 g@én polimorfizmusai
befolydsolhatjak az infekcid altal kivaltott asztma kockazatat, és gén-kornyezet
kolcsonhatasban befolyasolhatjak a kdrnyezeti (Iégszennyezettségi) faktorok hatdsat az

asztma kialakulasara.

93



DOI:10.14753/SE.2014.1903

A 11g12.2-q13.1 és 14g22.1-22.3 genomrégiok vizsgalata sordn az asztma és az
frekventista és bayesi statisztikai eljards alkalmazéasaval is igazoltuk. Kimutattuk, hogy
az SNP ritka allélja (T) ©nmagaban, mas polimorfizmusokkal interakcioban és
haplotipus szinten is megndveli az asztma kockéazatat.

Az FRMD6 gén expresszids szintjét alacsonyabbnak talaltuk OVA-indukalt egér
asztma modellben az allergizalast kovetden, és human asztmasok Iégutaiban a kontroll
egyénekhez képest.

Kimutattuk, hogy az AHNAK génben lokalizal6dé rs11231128 és a TXNDC16 gén

fennall6 rhinitis esetén befolyésoljak az asztma kockézatot.

Er6s, direkt asszociaciot detektaltunk az asztma és a PRPF19 gén rs7928208 SNP-
jének ritka allélja (G) kozott, rdadasul a polimorfizmus asszocidciot mutatott az asztma
6 éves kor alatti megjelenésével is.

A BN-BMLA modszert hasznalva megerdsitettik a mar korabban publikalt
asszociaciokat az asztma és a PTGDR (rs17831682), PTGER2 (rs708502 és rs17197),
valamint az MS4A2 gén (E237G, rs569108) variansai kozott. Megéllapitottuk, hogy
ezen gének kozil csak a PTGDR SNP-je befolydsolja kozvetleniul az asztma
megjelenését, mig a PTGER2 polimorfizmusai csak interakcioban vagy kdzvetve, és az
MS4A2 E237G variansa tranzitiv mddon befolyasolja az asztma kialakulsat.

Megfigyeléseink igazoljak az interakciok és kozvetetett asszociaciok kimutatasara is

=z

korképek tanulméanyozaséaban.

Egér allergias asztma modellben detektalt eredményeinket megerdsitve kimutattuk,
hogy az asztmasok légutaiban szignifikdnsan magasabb az antiapoptotikus hatésu
BIRC5 mRNS szintje, mint az egészséges személyek légutaiban.

Megallapitottuk, hogy a BIRC5 mRNS szintje szignifikans korrelaciét mutat az
indukdlt kopetben jelenlévé eozinofil sejtek ardnydval. Az eozinofil szint ezen
tilmenden korrelaciot mutatott az asztma kontroll teszt értékekkel, az asztma sulyossagi

fokéaval, valamint a kilélegzett nitrogén-monoxid értékekkel.
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A gén regulator régidiban elhelyezkedd polimorfizmusok allél- és genotipus
eloszlasat vizsgalva az rs8073903 és az rs8073069 SNP-k ritka allélei és az asztma
kozott szignifikans asszociaciot mutattunk ki, mely a nék korében még kifejezettebbnek
bizonyult. Az emlitett SNP-k vad allélei altal alkotott haplotipusrdl (TG) kimutattuk,
hogy az szignifikansan gyakrabban fordul el6 az egészségesek korében, mint az
asztmésok kozott. Az egyes asztma endofenotipusokat kilon elemezve azt taldltuk,
hogy a fenti SNP-k ritka allélei a nem-allergids asztméra val6 fokozott hajlammal
asszocialnak szignifikdns mértékben.

Statisztikailag szignifikans korrelaciot talaltunk az rs9904341 és a szerum relativ és
abszolut eozinofil szintje koz6tt, mely szerint az SNP vad genotipusat (GG) hordozd
személyek magasabb szérum eozinofil szinttel rendelkeznek, mint azok, akik a ritka
allélt is hordozzak genomjukban.

A fenti eredmények aldtamasztjak, hogy a BIRC5 molekula fontos komponense a
légutak normalis mitkodésének és modosulasai hozzajarulhatnak az asztmas fenotipus

megjelenéséhez.
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7 Osszefoglalas

A multifaktoridlis betegségek genetikai hatterének feltérképezése tobbréti
genetikai-genomikai vizsgalatokat igényel. Munkénk sordn a gyermekkori asztma
patomechanizmusanak pontosabb megértése céljabol gén-asszociacios elemzéseket,
parcialis genomsziirést, valamint gén-kornyezet interakcios vizsgalatokat végeztiink.

Eredmeényeink alapjdn megéllapitottuk, hogy a CCR5432 allél hordozésa
megnoveli a Mycoplasma pneumoniae fert6zés kockazatat, viszont a fertdzott
személyekben az allél jelenléte csokkent rizikot jelent az asztma kialakulaséra.
Kimutattuk a Mycoplasma p. fert6zés és az asztma kozott fennall6 asszociéciot.

Az NFE2L2 génjének szabéalyozd regidjaban elhelyezkedd két polimorfizmus
(rs258888 és rs6721961) esetében azt taldltuk, hogy genotipusaik inverz asszociaciot
mutatnak infekcids asztmaval. Ezen SNP-k gyakorisdgai kuloénboznek az asztmas
betegek kozott, attdl fiiggden, hogy azok milyen 1égszennyezettségl teriileten élnek.

A 11q12.2-q13.1 es 14g22.1-22.3 genomrégiok vizsgalata soran az asztma és az

bayesi statisztikai eljards alkalmazésaval is igazoltuk. A gén expresszids szintjét
szignifikdnsan alacsonyabbnak talaltuk OVA-indukalt egér asztma modellben az
allergizalast kovetden, és human asztmasok légutaiban a kontroll egyénekhez képest.
Erds, kozvetlen asszociaciot taldltunk a PRPF19 gén rs7928208 SNP-jének ritka allélja
és az asztma, valamint az asztma 6 éves kor alatti megjelenése kozott. Kimutattuk, hogy
az AHNAK (rs11231128) és a TXNDC16 (rs1565970) gének polimorfizmusai
kozvetetten, csak fenndlld rhinitis esetén befolyasoljak az asztma kockazatot. A BN-
BMLA modszer alkalmazasival asszociaciot talaltunk az asztma és a PTGDR
(rs17831682), PTGER2 (rs708502 és rs17197), valamint az MS4A2 gén (E237G,
rs569108) variansai kozott, melyek kozil csak a PTGDR SNP-je befolyésolja
kozvetlenul az asztma megjelenését.

Megallapitottuk, hogy a BIRC5 gén expresszios szintje szignifikdnsan magasabb az
asztméasok légutaiban az egészséges személyek légutaival 6sszevetve. Kimutattuk, hogy
a molekula mRNS szintje, valamint az rs9904341 SNP vad genotipusa szignifikans
korrelaciét mutat az indukalt kopetben jelenlévd eozinofil sejtek aranyaval. Szignifikans
asszociaciot detektaltunk az rs8073903 és rs8073069 SNP-k valamint az asztma, azon

beliil pedig a nem-allergiés asztma endofenotipus kdzott.
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8 Summary

Revealing the genetic background of multifactorial diseases requires manifold
genetic and genomic studies. In our work, to understand more precisely the
pathomechanism of childhood asthma, we carried out gene association analyses, partial
genome screening and gene-environment interaction studies.

We found that carrying the deleted allele of CCR5 gene (CCR5A32) increases the
risk of Mycoplasma pneumoniae (MP) infection, however in MP infected people the
presence of the allele decreases the risk of asthma development. We detected
association between Mycoplasma p. infection and asthma. When studying NFE2L2, we
detected that two polymorphisms (rs258888 and rs6721961) were inversely associated
with susceptibility to infection-induced asthma. Also, we found remarkable differences
in the genotype distributions of these polymorphisms between distinctly polluted
regions. As the result of the partial genome screening conducted on the 11g12.2-q13.1
and 14g22.1-22.3 genome regions we found strong association between an FRMD6
gene polymorphism (rs3751464) and asthma, which was verified by both frequentist
and bayesian statistical approaches. The expression level of FRMD6 was found to be
significantly decreased in OVVA-induced mouse model of asthma after allergization and
it was significantly lower in the lungs of asthma patients compared to those of healthy
subjects. Strong and direct association was found between rs7928208 in the PRPF19
gene and asthma and this SNP was also associated with asthma development before 6
years of age. We showed that rs11231128 in the AHNAK gene and rs1565970 in the
TXNDC16 gene influenced asthma risk in interaction with rhinitis. Using the BN-
BMLA method we found different types of associations between SNPs in PTGDR
(rs17831682), PTGER2 (rs708502 and rs17197), MS4A2 (E237G, rs569108) and
asthma. We found the expression level of the anti-apoptotic BIRC5 gene significantly
higher in the airways of asthma patients than of healthy controls. The BIRC5 mRNA
level and also the wide type genotype of rs9904341 were significantly correlated with
the eosinophil ratio in induced sputum. We detected significant associations between

rs8073903 and rs8073069 SNPs and asthma, especially in non-allergic asthma.
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