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1. Bevezetés

Az elmult évtized soran az asztma és a kronikus obstruktiv tiidobetegség
(COPD) eléfordulasi gyakorisaga nagy 1éptékii novekedést mutatott, mellyel a
terapids ¢és differencidldiagnosztikai modszerek nem tudtak lépést tartani.
Jelenleg nincs olyan differencidldiagnosztikai marker, amellyel megbizhatdan
lehetne megkiilonbdztetni az egyes asztma vagy COPD altipusokat egymastdl,
raadasul ez utdbbi két betegség egyiittesen is eléfordulhat, asztma-COPD
szindromat (ACOS) okozva, melynek biomarkerek segitségével torténd
elkiilonitése a mai napig nem megoldott. A betegségek pontos diagnosztizalasa
elengedhetetlen a megfeleld terapia kivalasztasa érdekében.

A komplex betegségek kozé sorolhaté asztma, COPD ¢és allergia
kialakulasanak hatterében szamos minor hatdsu gén jatszik szerepet, melyek
teljes genom asszociaciés vizsgalat révén kimutathatéoak. Ily modon
azonositottak a TEK gént is, amely vizsgélataink egyik f6 célpontja és mar tobb
cikkben is Osszefiiggésbe hoztak asztmaval és allergias conjunctivitisszel.

A neutrofil granulocitak kiemelt szereppel birnak mind az asztma, mind a
COPD kialakulasaban, hozzajarulva a kronikus gyulladas fenntartdsahoz. A
neutrofil granulocitdk képesek extracellularis csapdakat l1étrehozni bizonyos
triggerek hatasara. A csapdak jelenlétét mar asztmasok tiidejében is kimutattak,
viszont a kivalté tényezd és a sulyossaggal vald Gsszefiiggés még nem tisztazott.

A kédolod génszekvencidk a human genom kortilbeliil 1,2%-at teszik ki. Ez
a régebben ,,junk DNS”-ként emlegetett, de ma mar bizonyitottan igen fontos
szabalyozo6 szereppel bird6 DNS szakasz nem-kodolé RNS-¢ irodhat at. A 200
bazisparnal hosszabb ilyen szakaszokat hossz nem-kodold RNS-eknek
(IncRNS) nevezziik. Az IncRNS-ek expresszidjanak valtozasa szerepet jatszhat
szamos korkép kialakuldsaban, beleértve a kronikus 1égzdszervi betegségeket
is.



2. Célkitiizések

PhD munkam soran a Klinikai genomika munkacsoport tagjaként célul
tliztem ki az asztma és allergia hatterében all6 patomechanizmusok vizsgélatat.
A munkacsoport f6 célja olyan biomarkerek felderitése, amelyek kvantitativ
vagy kvalitativn moédon egyedi Kkarakterisztikdit mutatnak betegségek
endotipusaiban, igy segitséget nytjthatnak a differencialdiagnosztika teriiletén.
A patomechanizmusok meghatarozasa 1j potencialis terapias célpontok
felderitését teszi lehet6vé. Az itt bemutatott doktori munka soran tobb
molekularis szinten (DNS, RNS, fehérje) végeztiink vizsgalatokat.

Célkitiizéseim a kovetkez6k voltak:

1. A DesensIT projekt soran kapott GWAS eredmények ujraértékelése a
TEK gén kiemelt vizsgalataval felnétt parlagfii allergias populacioban,
majd az asztmaval, illetve allergids conjunctivitisszel legerdsebb
asszociaciot mutatdé SNP-k (single nucleotide polymorphism) tovabbi
genotipizalasa és asszociacios tesztek elvégzése felnétt, illetve gyermek
asztmas populacioban. Emellett terveink kozott szerepelt a TEK gén és
a kapcsolodd Tie2 tutvonal egyéb komponenseinek génexpresszios
analizise ovalbumin-szenzitizalt asztma-egér modellben, az ttvonal
asztmaban jatszott szerepének felderitése érdekében.

2. Neutrofil extracellularis csapddk 4aramlasi citométerrel vald
kimutatasara alkalmas modszer kifejlesztése. Ezt felhasznalva, gyermek
és felnétt asztmas, kontroll, COPD és ACOS mintak cirkulald NET-
szintjének meghatarozasa, majd potencialis asszociaciok felderitése. A
léguti betegségek egyes szubtipusainak Osszehasonlitdsa, sulyossag,
FEVI1 értek és gyogyszeres kezelés alapjan. A mért eredmények
validalasa.

3. Felfedez6 kohorsz soran 84, gyulladasos immunvalaszban és
autoimmunitasban szerepet jatszo cirkulald hosszi nem-kodoldé RNS
array-alapu vizsgalata felnott sulyos, illetve enyhe asztmas, COPD-s és
kontroll mintakban. A kiértékelés soran a legjelentésebb eltérést
mutato, és irodalomkutatas alapjan is relevansnak mondhato IncRNS-
ek expresszios szintll validaldsa egy kiterjesztett, mar gyermek és
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allergias mintakat is tartalmazo populdcion. Emellett, a kivalasztott
INcCRNS-ek potencialis biologiai szerepének vizsgalata
rendszerbioldgiai analizissel.

3. Modszerek

3.1 Populacio

Teljes genom és jelolt gén asszocidcios vizsgalatban résztvevo személyek

Ezen vizsgalat sordn tanulmanyozott populacid tobb alcsoportbdl allt. A
parlagfii allergias paciens vett részt, 22%-uk asztma és 76%-uk allergias
conjunctivitis diagnozissal is rendelkezett.

A validalo populacio Osszesen 1258 személybdl allt, melynek 64%-a
gyermek és 36%-a felnott. Négyszazotvennégy felndtt mintabol 237 asztmas
megbetegedésben, mig 101 allergias conjunctivitisben is szenvedett. A FEV1
értékeket az asztmas betegek tlid6funkcidjanak becslésére hasznaltuk.

Cirkulalo IncRNS vizsgdlatban résztvevd személyek jellemzése

A hosszu nem-kodold RNS-ek vizsgalata szintén két szakaszbol allt. Az els6
fazisban 24 felnott paciens vérmintajat hasznaltuk fel. A felfedez6 populaciot 4
darab 6 f0s csoportra osztottuk: kontroll, enyhe-kozépstlyos asztma (GINA1-
3), sulyos asztma (GINA4-5) és COPD.

A replikaciés kohorsz sordan 11 asztmds gyermek, 95 feln6tt asztmas, 9
COPD-s, 25 allergias rhinitis és 23 egészséges kontroll mintat tartalmazott. A
feln6tt asztmas betegek kozel 33%-a stlyos asztmaban (GINA4-5) szenvedett,
mig 64 paciens enyhe-kozépsilyos GINA1-3 besorolast asztma diagnozissal
rendelkezett.

Plazma mintak NET-szintjiének mérésében résztvevo személyek jellemzoi

A vizsgalatban 46 feln6tt asztmas, 17 gyermek asztmas, 6 COPD-ben, 6
ACOS-ban szenved6 paciens mintajat tartalmazta. A kontrollcsoport 23
egészséges személy mintajabol allt.



3.2 Alkalmazott laboratoriumi technikak

Human mintak

A periférias vérmintdk EDTA tartalmi csében keriiltek levételre és
felhasznalasig (DNS izolalas) -20°C-on taroltuk azokat.

RNS izolalas céljabol specialis PAXgene Blood RNA Tube csovet
hasznaltunk, melyet, vérvételt kvetden 8-10 alkalommal megforgattunk és 2-3
ora szobahdmérsékleten torténd inkubaciot kovetden —20°C-on taroltunk.

A neutrofil extracellularis csapdak in vivo vizsgalata vérlemezke-mentes
plazma (PFP) mintakbol tortént. A vérmintak natrium-citrat tartalmua csévekben
keriiltek levételre, majd két egymas utani 15 perces 2500 RCF-en torténd
centrifugalasi 1épést kdvetden a feliiliszot -70°C-on taroltuk.

Genomialis DNS izoldldsa

A gén asszociacids vizsgalat soran 1564 személy teljes vérmintajabol
szeparaltunk genomi DNS-t QIAamp DNA Blood Midi kit segitségével
manualisan, mig a DesensIT projekt mintai az iPrep PureLink gDNA Blood kit
felhasznalasaval iPrep Purification Instrument segitségével, automatizalva
keriiltek izolalasra.

Teljes genom asszocidcios vizsgalat (GWAS)

A DesenslT projekt genomikai analizise Genome-Wide Human SNP Array
6.0 felhasznalasaval készilt, amely hozzavet6legesen 1.8 milli6 genetikai
marker azonositasat teszi lehetévé. Ezen vizsgalat soran a TEK génben 112
SNP-t értékeltiik.

Jelolt gén asszocidcios vizsgalat

A vizsgalatok az rs3739542, 1s994934, rs622232, rs638203, rs7034505 SNP-
k esetében a KBiosciences Competitive Allele-Specific PCR (KASP) version 4.0
genotipizald rendszer hasznalataval, manualisan torténtek ABI 7900HT Fast
Real-Time PCR berendezés alkalmazasaval. A hatodik vizsgalt SNP
(rs3824410) mérése TagMan SNP Genotyping Assay ¢és Master Mix
felhasznalasaval tortént.



RNS izoldlas és reverz transzkripcio

Az izolalas a PAXgene Blood RNA Kit hasznalataval tortént, gyartoi
utasitasok alapjan. Az ezt koveté koncentraciomérés NanoDrop ND-1000
spektrofotométer segitségével tortént.

srer

sziikséges RNS amplifikacidja €s reverz transzkripcidja RT2 PreAMP cDNA
Sythesis Kit hasznalataval tortént. A replikacios vizsgalat mérése High Capacity
RNA-to-cDNA Kit felhasznalasaval valosult meg.

LncRNS PCR array és assay

Az IncRNS vizsgalat elsé fazisaban feltérképezd méréseket végeztiink a
Human RT2 IncRNA PCR Array (LASH-004Z) panel segitségével, amely 84
elézetesen validalt primerpart tartalmazott olyan specifikus IncRNS génekre,
melyek részt vesznek autoimmun folyamatokban ¢és  gyulladdsos
immunvalaszban. Az array ezek mellett tartalmazott 5 primerpart referencia
génekre, 3-3 primerpart a reverz transzkripci6 és a PCR reakci6 ellenérzésére és
1-et a human genomialis DNS kontaminacié detektalasara. A real-time PCR
reakci6 az Applied Biosystems 7900HT késziilék segitségével zajlott RT2 SYBR
Green ROX gPCR Master Mix hasznélataval.

A replikacios kohorszban 6 kivalasztott hosszii nem-kodoldé RNS és 2
referencia gén expressziojat vizsgaltuk TagMan Non-coding RNA Assay (JPX;
AC016629.8; HNRNPU; OIP5-AS1; RP11-282018.3; RP11-325K4.3) és Gene
Expression Assay (B2M; RPLPO0), valamint Gene Expression Master Mix
felhasznalasaval. A mérések soran minden minta duplikatumban szerepelt,
pozitiv és negativ kontrollokkal egyetemben.

Egér-asztma modell vizsgdlata

Munkacsoportunk altal korabban eldallitott (Tolgyesi et. al., 2009)
ovalbumin-indukalt egér-asztma modell vizsgalata soran Agilent Whole Mouse
Genome Oligo Microarray 4x44K chip altal kapott eredményeket hasznaltuk fel
kontroll és allergizalt allatok izolalt tiidészovetére jellemzO génexpresszids
profil Osszehasonlitdsa érdekében. A tiidOszovetbdl torténd RNS izolalas
RNeasy oszlopok altal valosult meg.



Az egérmodell elballitasa soran 6-8 hetes, néstény, patogénmentes BALB/c
egerekbdl indultunk ki. Harom egércsoportot szenzitizaltunk. Ovalbumin,
aluminium-hidroxid, és PBS tartalma intraperitonealis oldat injektalasaval
kezeltiik 6ket a 0. és 14. napon. A kontroll egércsoport kizarolag PBS és
aluminium-hidroxid kombinaciojat kapta. Az egerek a 28., 29. és 30. napon 1%-
0s OVA aeroszolt vagy csupan PBS-t (kontrollok) 1¢legeztek be 20 percen at
egy milanyag kamraban. A 28. és a 30. napon 4 ora elteltével az elsé és a
harmadik allergén provokaciot kovetdéen az 1-es és 2-es csoport egereit
elaltattuk és a tiiddszovetet tovabbi analizis céljabol eltavolitottuk. A 31. napon,
24 o6raval a harmadik allergén provokaciot kdvetdéen a 3. egércsoport és a
kontrollcsoport egyedei esetében is altatasra, majd tiidészovet eltavolitasra
keriilt sor.

Neutrofil granulocitik izoldlasa

Az aramlasi citométer paraméteres beallitasahoz elengedhetetlen volt a
neutrofil granulocitdk izolalasa, és PMA altali stimuldcidja, majd hasznalata
pozitiv kontrollként. A neutrofil sejtek szeparalasa stirliség gradiens modszerrel
tortént, 5%-os dextran és percoll (63%-o0s és 72%-0S) oldat felhasznalasaval,
EDTA tartalmi vérvételi csovekbdl kiindulva. A szeparalt granulocitakhoz
PMA (100X) és 2% BSA (szarvasmarha szérum albumin) oldatot pipettaztunk,
majd 4 oras inkubaciot kovetéen specifikus antitesteket és DNS festéket
tartalmazo oldattal kezeltiik a feliiliszot.

Aramlisi citométer alapii NET detektdlds

A NET-ek kimutatasa anti-MPO FITC (anti-human mouse IgG) és rabbit
anti-histone H3 (citrulline R2 + R8 + R17) antitestek alkalmazasaval, valamint
egy nagy affinitasu nukleinsav festék, a SYTOX Red dead cell stain parallel
hasznalataval tortént. Az anti-hiszton H3 antitest jeldletlen voltabol fakaddan
egy szekunder antitest (rabbit 1gG PE-conjugated antibody) hasznalatara is
szlikség volt a detektalas érdekében. A mintakat els6 1épésben higitottuk PFA
oldattal, majd egy FACS csébe pipettaztuk az emlitett antitestekkel és
nukleinsav ~ festékkel (leszamitva a szekunder antitestet) egyiitt.
Szobahomérsékleten torténd inkubacid utan a szekunder antitest is hozzaadasra
keriilt, majd ijabb inkubacio kdvetkezett. Az oldathoz ezutan szlirt PBS oldatot
¢s PKH26 Reference Microbeads gyongyoket adtunk, a mérések kvantitativva
tétele érdekében. Pozitiv eredményként csak a harmas pozitiv, tehat MPO/Sytox
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Red/Histone pozitiv eseményeket azonositottuk. A mérések BD FACSCalibur
késziiléken zajlottak. Az aramlasi citométer optimalizaldsa és a kapuzasi
stratégiak van der Pol et al. 2018-as cikke alapjan torténtek.

Konfokalis lézer-pasztazo mikroszkopia

A neutrofil extracellularis csapdak jelenlétének megerésitése érdekében a
PFP mintakat konfokalis 1ézer-pasztazo mikroszkop segitségével vizsgaltuk. A
mintaeldkészités soran hasonld jeloléseket hasznaltunk, mint az aramlasi
citométerrel torténé mérés soran. Elsé 1épésként PFP mintat cseppentettiink
specialis targylemezre (MilliCell EZ tdrgylemez) 10 perc szobahdmérsékleten
torténd szaradast kovetden PFA oldattal fixaltuk a mintakat. Hairom egymast
kovetd 1% PBS-el torténd mosas utan 5% BSA-val tortént a blokkolas, majd 30
perces inkubalasi 1épés kovetkezett. A targylemezen 1évé mintdkat ezutan
els6dleges antitestekkel (mouse monoclonal anti-MPO FITC és rabbit
polyclonal anti-histone H3) kezeltiik. Egy 6ran at tartd inkubacio és 5% BSA-
val torténé mosast kovetden a targylemezre pipettaztuk a masodlagos
antitesteket is (F(ab")2-goat anti-mouse I9G (H+L) konjugalva eFluor 570 és
goat anti-rabbit IgG konjugdlva ATTO647N), majd 1 oran at pihenni hagytuk
szintén szobahémérsékleten, sotétben. Mosast kovetden a targylemezeket DAPI
(4',6-diamidino-2-phenylindole) tartalmu fed6lemezzel fedtiik be (Prolong
Diamond). A mintdk vizsgalata Lecia SP8 konfokdlis lézer-pdsztdzo
mikroszkoppal tortént.

3.3 Bioinformatikai médszerek

Jelolt gén asszocidcios vizgsgdalatban alkalmazott modszerek

Az allélfrekvenciat és a Hardy-Weinberg egyenstly fennallasat egy online
DeFinetti HWE szoftverrel (Helmholtz Zentrum Miinchen, Institut fiir
Humangenetik, http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl), Khi-négyzet (y*) proba
segitségével szamoltuk ki, a HWE-t6l valo szignifikans eltérést pedig p-érték
<0,01 megallapitasaval hataroztuk meg. A nyers eredmények elemzése az SPSS
v19 szoftver segitségével tortént. Logisztikus regresszid modszerével értékeltiik
nemre és korra illesztve.

Az asztma-egér modell vizsgalata soran kapott adatok a GeneSpring 9.02
program segitségével lettek kiértékelve. A statisztikai analizis R statisztikai
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szoftver (version 3.5.1.) segitségével tortént. A génexpresszids adatok
Osszehasonlitasa az egyes csoportok kozott, illetve a kontrollokhoz viszonyitva
T-préba alkalmazasaval valosult meg. A kivélasztott 10 Tie2 utvonalban
szerepet jatszO gén logFC értéke is meghatarozasra keriilt. A tobbszoros
tesztelésbdl adodo hibalehetéséget Benjamini-Hochberg korrekcid szamitasaval
kompenzaltuk, p < 0,05 érték figyelembe vételével.

Neutrofil extracellularis csapdak vizsgdlata sordan alkalmazott statisztikai
mddszerek

A statisztikai elemzések az R statisztikai program segitségével keriiltek
kiértékelésre. A vizsgalati csoportok kozotti  kiilonbségek  feltarasa
egyszempontos varianciaanalizis (ANOVA) modszerével valosult meg, F-
eloszlas hasznalatdval. Az alcsoportok dsszehasonlitdsa Student-féle paros t-
probaval tortént. A p-értékeket a hamis felfedezési arany korrekcigja érdekében
Benjamini-Hochberg moédszerrel korrigaltuk, amelyet kovetden csak a 0,05
alatti p-értéket tekintettiink statisztikailag szignifikansnak. A NET-szintek és
FEV1 értékek viszonyat Pearson-féle korrelacios egyiitthatdo kiszamitasaval
értékeltiik. Az eredmények grafikus megjelenitéséhez szintén a mar emlitett R
statisztikai programot hasznaltunk.

Cirkulalo IncRNS vizsgadlatban alkalmazott biostatisztikai modszerek

A szamitasok R statisztikai szoftver segitségével késziiltek. A felfedez6
populacidban alkalmazott elére elkészitett specifikus Human RT2 IncRNA PCR
Array panel 5 referencia génre specifikus primerpart tartalmazott, melyek
génexpresszios atlagat, mint normalizald faktort hasznaltunk a szamitdsok
soran. A referencia gének koziil validalasra a B2M és RPLPO géneket
valasztottuk ki, mert ezek mutattak a legkisebb szorast a mintak kozott. Az
IncRNS expresszios kiilonbségek a Limma csomag altal kertiltek kiértékelésre.
A vizsgalat eredményeként kapott nominalis p-értékeket tobbszoros
hipotézistesztelési korrekcios modszerrel modositottuk.

LncRNS-ek vizsgdlata, mint diagnosztikai markerek

A hat kivalasztott IncRNS elemzése, mint diagnosztikai marker kronikus
léguti betegségekben, Naive Bayes-modellek létrehozasaval tortént az R
szoftver el071 csomagjdnak hasznéalatdval. Az osztdlyozas a normalizalt
expresszios értékeken alapul kiilonbozé IncRNS-eket, illetve azok
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kombindacidjat figyelembe véve: (1) minden IncRNS 6nmagaban, (2) egyiitt a 6
INcRNS, (3) csak azon IncRNS-ek figyelembe vétele, melyek az adott
Osszehasonlitasban szignifikdnsan eltérd expressziot produkaltak.

Mivel a paciensek szdma jelentds szérast mutatott az alcsoportok kozott, az
osztalyozasi modell soran stlyozott pontossagot (weighted accuracy - WA)
szamoltunk. Minden modell esetén kiszamitottuk a tévesztési matrix értékét egy
keresztvalidacios sémaval, tgynevezett ,leave-one-out” elv alapjan. Ezt
kovetéen megjosoltuk a kimaradt minta osztalyat egy alapértelmezett 0,5-0s cut-
off értékhatar segitségével, és Osszehasonlitottuk az adott minta eldre jelzett
osztalyelnevezésével.

Az INCRNS-ek feltételezett funkcioinak elorejelzése

Elészor az IncRNS-gének halozatat alakitottuk ki, harom kiilonb6z6
adatbazis adatait Osszevetve (GTEx adatbazis; LncTarD adatbazis; STRING
adatbazis). A létrehozott halézat csomodpontjai géneket, a csomoOpontokat
0sszekoto élek pedig funkcionalis kapcsolatot képviselnek. Ezutan a hat IncRNS
mindegyikébdl inditottunk haldzati terjedési algoritmust, véletlenszeri sétat
yjrainditassal, az egyes IncRNS-ek altal szabalyzott gének kvantitativ
rangsorolasara. Ezt kovetéen génhalmaz feldusulasi elemzést (GSEA)
végeztiink a funkciondlisan relevans utvonalak és a Gene Ontology (GO)
kifejezések azonositasara.

A statisztikai szamitasok Dr. Gézsi Andras segitségével valosultak meg.

4. Eredmények
Tie2 utvonal és a TEK gén szerepének vizsgalata

A TEK gén ¢és a Tie2 utvonal 0sszefliggéseit asztmaval ¢és allergias
conjunctivitisszel kapcsolatban vizsgalva, az eredmények alapjan az alabbi 5
SNP mutatott nominalisan szignifikans asszociaciot conjunctivitisszel:
rs3739542; rs994934; rs622232; rs638203; rs7034505, igy ezeket egy
kibovitett vizsgalati csoportban elemeztiik tovabb. Asztmaval kapcsolatban
egyetlen variacio (rs3824410) mutatott nominalisan szignifikans eltérést.
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A replikacids kohorszban gyermekkori asztmas populacion beliil az
15622232 SNP ritka allé¢lja 0sszefiiggést mutatott conjunctivitisszel fiakban,
dominéns (p=0,004; OR =476 (95% CI: 1,54-14,75)) és allélikus mddon is.
Ezzel ellentétben az rs7034505 SNP ritka alléljanak hordozasa 2,42-szeresére
noveli a conjunctvitis kialakulasanak valoszintiségét lanyokban. Ezen SNP
ritka alléljara nézve homozigéta személyek 5,46-szoros kockazati értékkel
rendelkeznek conjunctivitisre, mint a gyakori allélra nézve homozigotak.
Feln6tt asztmas populaciodt vizsgalva, az rs3824410 SNP ritka alléljanak
hordozasa negativan asszocidlt a stlyos asztma kialakuldsaval, tehat
csokkentette kialakulasanak valdszintiségét (dominans modell: p=0,022; OR =
0,45 (95% ClI: 0,22-0,90)). Amikor tovabb sziikitettiik a vizsgalati csoportot a
felnott allergias asztmas paciensekre, a rs3824410 variacio ritka allélja szintén
alacsonyabb rizikoval asszocialt stlyos asztmara allélikus és dominans modon
egyarant.

Egérmodell segitségével a Tek és Angptl gének expresszidjanak
szignifikans csokkenését mutattuk ki az asztma kivaltasanak folyamata soran,
mig a proinflammatorikus hatast Nfkb expresszidja szignifikansan emelkedett
a kontrollcsoporthoz képest.

Neutrofil extracellularis csapdak vizsgalata

Konfokalis 1ézer-pasztazd mikroszkop segitségével a neutrofil
extracellularis csapdék jelenlétét igazolni tudtuk, stimulalatlan sejtmentes
plazma mintdbdl, amelyre jelen tudasunk szerint az irodalomban még nem volt
példa.

A kering6é NET-ek in vivo kvantitativ kimutatasara egy aramlasi citometrian
alapul6 moédszert dolgoztunk ki, mely akar klinikai koriilmények kozott is
alkalmazhat6. A NET-ek szintje a csoportok (felnétt- és gyermekkori asztma,
COPD, ACOS, felnétt és gyermek kontroll) k6zott nem tért el egymastol
szignifikansan, azonban asztma csoporton beliil szignifikans 6sszefliggést
(korrigalt p=0,027) mutatott az betegség sulyossagaval (GINA besorolas
alapjan), és negativan korrelalt a FEV1 1égzésfunkcios értékkel (r =-0,39, p =
0,002). Ennek megfeleléen minél alacsonyabb a FEV1 érték (rosszabb
tiild6funkcio), annal magasabb a NET-szintje. A gyogyszerhasznalat vizsgalata
alapjan elmondhato, hogy az inhalécios kortikoszteroid folyamatos hasznalata
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alacsony plazma NET-szinttel asszocial (p = 0,016; korrigalt p = 0,027). A
NET mennyisége szignifikansan magasabb volt azok kdzott, akik nem
alkalmaztak rendszeresen inhalacios kortikoszteroidot szemben azokkal, akik
igen.

Hosszu nem-kdédolé RNS-ek vizsgalata

Nyolcvannégy hosszi nem-kodolé RNS expressziojat vizsgaltuk asztmas,
COPD-s ¢s kontroll mintakbol allo felfedezé populacidban. Irodalomkutatas,
adatbazis-elemzés €s sajat vizsgalatunk eredményei alapjan 6 hosszii nem-
kodolo RNS-t (OIP5-AS1, HNRNPU-AS1, RP11-325K4.3, JPX, RP11-
282018.3, AC016629.8) valasztottunk ki validalasra egy kibdvitett
populacion, melyben gyermek és allergias rhinitises mintak is helyet kaptak.

A validalo vizsgalatban mind a 6 altalunk vizsgalt IncRNS szignifikansan
magasabb szinten expresszalodott felnétt allergiaban kontrollokhoz képest. A
tovabbi eredmények az alabbi abran megtekinthetoek:

HNRNPU
RP11-282018.3
RP11-325K4.3

Feln6tt asztma
Nem- JPX

allergiés MZF1-AS1
OIP5-AS1

Allergias —

Kontroll
Gyermek— Felnétt

Allergias
rhinitis

1. abra. A szignifikans értékek osszefoglalo abrazolasa, a nyilak iranya a csékkeno
normalizalt expresszios szint fele mutat, mig a nyilak szine az egyes IncRNS-eket jeloli

Biomarker vizsgalat soran az allergias rhinitis vs. felnott kontroll
Osszehasonlitasban értiik el mindharom modellben a legmagasabb stlyozott
pontossagi értéket. Az OIP5-AS1 és JPX rendelkezett a legmagasabb
diszkriminativ értékkel. Emellett a feln6tt allergias rhinitis és nem-allergias
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asztma 0sszehasonlitds soran szintén az OIP5-AS1 hosszi nem-kodold RNS
érte el a legmagasabb WA értéket az 6sszes modell koziil (WA=0,74).

5. Kovetkeztetések

Tie2 utvonal és a TEK gén szerepének vizsgalata

e Azrs622232 SNP jelenléte gyermekkori asztmas populacioban, fiakban
megndvelte az allergids conjunctivitis kialakuldsdnak kockazatat

e az rs7034505 variacié minor alléljanak homozigéta formaban vald
jelenléte lanyokban emelkedett allergids conjunctivitis kockazattal
asszocialt

o az rs3824410 variacidé minor T alléljanak jelenléte csokkenti a sulyos
asztma kialakulasanak rizikojat felnott (allergias) asztmas populacioban

e asztma-egér modell vizsgalata soran a Tek és Angptl gén
alulexpresszalodott kontrollokhoz képest, mig az Nfkb expresszioja
szignifikdnsan emelkedett

e a Tie2 utvonal és TEK gén szerepe asztmaban ¢és allergias
conjunctivitisben tovabbi bizonyitast nyert

e a Tie2 utvonal, a TEK gén és a kapcsolodd génvariaciok potencialis

terapias célpontok lehetnek asztmaban és allergias conjunctivitisben.

Neutrofil extracellularis csapdak vizsgalata

o Kidolgoztunk egy 10j aramlasi citométer alapu mérési technikat a
neutrofil extracellularis csapdak mennyiségi értékeléséhez, amely akar
a klinikumban is alkalmazhat6

e nem tapasztaltunk szignifikdns eltérést a betegcsoportok kozotti atlag

NET-szintben
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e az asztma sulyossaggal parallel emelkedd NET atlagértéket kaptunk

o a légzésfunkci6 FEV1 értéke negativ korrelaciot mutatott a NET-
szinttel

e az inhalacios kortikoszteroidok NET-csokkentd hatastiak lehetnek,
mely jelenség kihasznalhat6 lehetne olyan korképekben, ahol a netozis

folyamata szerepet jatszik a betegség patogenezisében.

Hosszi nem-kdédolé RNS-ek vizsgalata

o A felfedezd kohorszban 27 IncRNS mutatott nominalisan szignifikans
eltérést legalabb egy 6sszehasonlitasban

e mind a hat, replikacios vizsgalatra kivalasztott (OIP5-AS1, HNRNPU,
RP11-325K4.3, JPX, RP11-282018.3, MZF1-AS1) IncRNS
szignifikansan magasabb szinten expresszalodott felnétt allergias
rhinitisben kontrollokhoz képest

e allergias asztmaban az RP11-325K4.3, HNRNPU és OIP5-AS1
INCRNS-ek szignifikinsan magasabb expressziét mutattak nem-
allergids asztmaval szemben

e felndtt asztma és COPD kozott egyetlen IncRNS mutatott kiilonbséget,
az RP11-325K4.3, mely szignifikinsan magasabb normalizalt
expresszios szintet mutatott asztmaban COPD-vel szemben, azonban a
nagy mintdk kozotti szords miatt differencidldiagnosztikara nem
alkalmas

e az OIP5-AS1 atlag expresszidja minden esetben szignifikansan
magasabb szintet mutatott abban a csoportban, ahol az allergia jelen volt
onmagéaban vagy tarsbetegség formajaban, valamint a biomarkerként

torténd vizsgalata soran a legmagasabb diszkriminativ erdvel
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rendelkezett > Allergénspecifikus immunterapia nyomonkovetésére

alkalmas lehet.
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