-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byji CORE

provided by Repository of the Academy's Library

Cytokin gén polimorfizmus vizsgalata mikrobialis, valamint  komplex aetioldgiaju

betegségekben

Celkitiizések

A cytokin termelést befolyasold un. egy nukleotidos polimorfizmusok (SNPk) szerepét
vizsgaltuk olyan betegségekben, ahol a tlinetek hatterében feltételezheté a tulméretezett
cytokin cascade beinditasa akar koérokozdk részérol, akar egyéb &gensekkel - pl. szOveti
nekrozissal, vagy ezek kombinaciojaval. A tdlméretezett cytokin aktivacio nemcsak
szisztémasan, de lokalisan is megnyilvanulhat, fert6zé agensek hatasara ugyandgy, mint pl.
egyes haematoldgiai betegségekben. Igy elsésorban az

a) inficialt pancreas nekrézissal jard szeptikus korformakat tanulmanyoztuk, ahol
generalizalt cytokin robbanasnak lehetlink tanui,

de érdeklodéstink kiterjedt azokra gastrointesztinalis megbetegedésekre is, ahol a

cytokin aktivacié lokalisan okozhat problémat, igy

b) Helicobacter pylori altal kivaltott fekélybetegségekben és

c) Chron betegségben

d) A tumor necrosis faktor (TNF-o) és a TGF-3 szerepe hematoldgiai betegségekben
is feltételezhet6; ezek polimorfizmusait myelodysplastikus syndromaban (MDS)
szenvedo betegek esetében vizsgaltuk.

e) megvizsgaltuk, hogy az ant-TNF therdpia eredményessége és a TNF-a SNP
kdzott van-e 6sszefiiggés.

f) A human monocyta-M.bovis BCG torzs kolcsénhatasat vizsgalva in vitro
modellben 06sszehasonlitottuk a TNF-a termelést kiilonbdz6 genotipusu donorok
esetében.

Elsésorban a TNF-a, az 1L-10 az IL-8 és a TGF-[ szerepét, valamint ezen cytokinek
termelését befolyasold gének un. egy nukleotidos polimorfizmusat (SNP) vizsgaltuk a fenti
betegségekben, (illetve a BCG torzs tekintetében in vitro modellben) , aszerint, hogy fékent
melyik cytokin vagy cytokinek jelentéségét feltételezzilk a pathogenezisben.Vizsgalatainkat
kiegészitettik a h6-sokk protein- Hsp-70, valamint a szignalizacidban fontosnak itélt CD14,
TLR4 és NOD1 receptorokkal kapcsolatos SNP meghatarozéasokkal.
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Az IL-8 promoter illetve TGF-B un. codon gén polimorfizmusainak vizsgalatokhoz. ARMS
modszert alkalmaztunk. A CD14 és a TLR4 SNP vizsgalatokat olvadaspont analizissel
végeztik, mig a TNF-a, Hsp-70, IL-10, valamint NOD1 SNP-ket RFLP mddszerrel

vizsgaltuk.

Eredmenyek

Cytokin és NOD1 gén polimorfizmusok vizsgalata H.pylori pozitiv gastritises és ulcusos
betegek esetében

A TNF-a és a CD14 promoter polimorfizmusok és a H.pylori fertézést koveté betegségek
manifesztacidja kdzott nem volt szignifikans dsszefugges. Az IL-8 -251 polimorfizmuséaval
kapcsolatosan a magas IL-8 termeléssel jar6 A/T heterozigota mutansok el6fordulasanak
frequencigja viszont szignifikansan magasabb (65.2%) ulcusban, mint H.pylori pozitiv, de
panaszmentes veéradok esetében (36.1%). (Gyulai Z, Klausz G, Tiszai A, Lenart Z, Kasa IT,
Lonovics J, Mandi Y.Genetic polymorphism of interleukin-8 (IL-8) is associated with
Helicobacter pylori-induced duodenal ulcer.Eur Cytokine Netw. 2004 Oct-Dec;15(4):353-8.)
Ezen eredmeények birtokdban tovabbi vizsgalatokat veégeztiinka NOD1 receptor E277K SNP
meghatarozasara. A H.pylori ugyanis —ujabb irodalmi adatok alapjan-az intracellulérisan
taldlhato NOD1 receptort aktivalja, és az igy elinditott szignalizaciés utak IL-8
transzkripciéhoz vezetnek. Vizsgalataink azt bizonyitottdk, hogy maganak a NOD1 un..
E277K SNP-nek inkabb van relevancidja az ulcus kialakulasaban, mint a Toll-like receptor
4- (TLRA4) kétféle SNP-jének. (Hofner,P.,Gyulai, Zs., F. Kiss Zs., Tiszai,A., Tiszlavicz, L., T6th,G.,
Sz6ke,D., Molnar,B., Lonovics,J., Tulassay,Zs., Mandi Y. :Genetic Polymorphisms of NOD1 and IL-8,

but not Polymorphisms of TLR4 Genes, Are associated with Helicobacter pylori-iInduced Duodenal
Ulcer and Gastritis Helicobacter 12 124-131. 2007-).

SNP vizsgalatok acut pancreatitisben

A tumor necrozis factor minden bizonnyal fontos szerepet jatszik az acut pancreatitis
pathomechanizmusaban (Farkas Gy., Marton J., Mandi Y., Leindler L.: Surgical management
and complex treatment of infected pancreatic necrosis: 18 year experience at a single center.
J. Gastrointest. Surg. J Gastrointest Surg. 2006 Feb;10(2):278-85 ). A TNF-a. -308 promoter
polimorfizmus tekintetében a sulyos, necrotizalé pancreatitises betegcsoport vizsgalatanal
talaltunk szignifikans kilonbséget az un. TNF2 allél el6fordulasi gyakorisagaban egészséges

donorokhoz képest, valamint a pancreatitis viszonylag enyhe lefolyasu eseteihez képest.



Bevezettuk a Hsp70-2 polimorfizmus vizsgalatokat is, tekintettel arra, hogy eéppen korabbi,
kooperécidban végzett kutatdsaink felhivtak a figyelmet a stressz proteinek szerepére is.
Eredményeink szerint a Hsp70-2 A/G polimorfizmusnak szerepe van a betegség sulyos, vagy
enyhe kimenetelében, ugyanis a G allél frequencia szignifikansan gyakoribb (53%) a sulyos
szovodmenyekkel jaro pancreatitis eseteiben, mint az. enyhe lefolyasu pancreatitises estekben
(18.9 %). Az A allélt mintegy ,,protektiv” allélkent tekinthetjlik, akar prognosztikai értékkel
is. (Balog A., Gyulai Z., Boros L.G., Farkas G., Takacs T., Lonovics J., Mandi Y.
Polymorphism of the TNF-alpha, HSP70-2, and CD14 genes increases susceptibility to severe
acute pancreatitis. Pancreas 30: 46-50, 2005. ). Azt is megallapitottuk, hogy szignifikans
Osszefuigges van az IL-8 termelést determindlo -251 promoter polimorfizmus és a pancreatitis
sulyossaga kozott. A magasabb IL-8 termelést determinald A/T heterozygotak szama ugyanis
szignifikansan gyakoribb a sulyos szévédményekkel jaré pancreatitis eseteiben (60 %), mint
az. enyhe lefolyasu pancreatitises estekben (42 %). Sem a CD14 -159 sem a TLR4 promoter
polimorfizmusok (Asp299Gly és Thre 3991le)nem mutattak dsszefiiggést az acut pancreatitis
sulyos, vagy enyhe lefolyasu eseteivel, Az egy nukleotidos mutaciok gyakorisaga nem tért el
szignifikdnsan az egészseges kontrollok genotipusatol sem .( Hofner P, Balog A, Gyulai Z,
Farkas G, Rakonczay Z, Takacs T, Mandi Y.Polymorphism in the IL-8 Gene, but Not in the
TLR4 Gene, Increases the Severity of Acute Pancreatitis.Pancreatology. 2006 Nov
23;6(6):542-548)

SNP vizsgalatok Crohn betegségben

Az acut pancreatitisben elvégzett SNP vizsgélatokat kiterjesztettlik a Crohn betegseégben
szenvedok csoportjara is. A cytokin gén polimorfizmus vizsgalatainkat kiegeszitettik az IL-
10 (-1082 G/A) SNP vizsgélattal is .Annak ellenére hogy e cytokin termelés hianyanak
jelentéséget tulajdonitanak Crohn betegségben, adataink, 133 beteg vizsgalata utdn nem
mutattak correlacioét az 1L-10 polymorfizmus és a betegseg megléte, vagy akéar annak
stlyossaga kozott. Osszefliggést talaltunk viszont a Hsp70- 2 polimorfizmus és a betegség
kimenetele, ill. stlyossaga kozott, amennyiben az A allél hordozas enyhébb esetekben volt
szignifikansan gyakoribb, illetve azokban az esetekben ahol sebészi beavatkozasra nem kertilt
sor. (Klausz G., Molnar T., Nagy F., Gyulai Zs., Boda K., Lonovics J., Mandi Y.: The
polymorphism of heat-shock protein gene HSP70-2, but not the polymorphisms of the I1L-10
and CD14 genes, is associated with the outcome of Crohn's disease. Scand. J. Gastroentrol.
40: 1197-1204, 2005)



TNF-a és TGF-B gén polimorfizmusok vizsgalata myelodysplasticus syndromaban

Egészseges véraddkkal Osszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy a refracter anaemiaval jaro
myelodysplastikus szindromas esetekben nem volt eltér6 a TNF-o -308 genotipusok
megoszlasa. Kilénbséget figyeltink meg viszont a TGF- gén 10-es codonjat érint6 SNP
tekintetében, ha a sulyos, pancytopénidval jard eseteket hasonlitottuk Ossze az enyhébb
lefolyasu esetekkel, illetve az egeszséges kontrollokkal. Ezek szerint a TGF-p T-29-C SNP-je
inkabb befolyasolhatja a myelodisplastikus syndroma elérehaladasat, mint a TNF-a. termelést
modulalé genotipus. A magas TGF-f termeléssel jar6 TT genotipus vizsgalataink szerint
kdzel 7-szeresre emeli a bi-vagy pancytopenia valosziniiségét refrakter anaemiés betegekben.
(Balog A., Borbényi Z., Gyulai Z., Molnér L., Mandi Y.: Clinical importance of transforming
growth factor-beta but not of tumor necrosis factor-alpha gene polymorphisms in patients
with the myelodisplastic syndrome belonging to the refractory anemia subtype. Pathobiology
72:165-170, 2005)

A TNF-a genetikai polimorfizmus prognosztikai jelentésége ant-TNF (Infliximab)
kezelés esetén

-Az igen koltséges ant- TNF —Infiximab- therapiat elsésorban rheumatoid arthritisben és
Crohn betegségben alkalmazzék. A therapia rezisztencia igen nagy probléma lehet, és nem
elhanygolhatd az anyagi hattere sem. Az altalunk vizsgalt betegek kozul az un. non-
responderek(12 beteg) kozul 8 hordozta az A allélt, mely a-308 promoter gen esetében egyutt
jar a transzkripcio fokozodasaval. Ugy gondoljuk, a jovében érdemes lenne a potencialis, anti-
TNF terdpiaban részesilé betegek genotipusanak elézetes meghatarozasa prognosztikai
szempontbdl. (Balog A, Klausz G, Gal J, Molnar T, Nagy F, Ocsovszky I, Gyulai Z, Mandi Y.
Investigation of the prognostic value of TNF-alpha gene polymorphism among patients
treated with infliximab, and the effects of infliximab therapy on TNF-alpha production and
apoptosis.Pathobiology. 2004;71(5):274-80) Ehhez természetesen jéval nagyobb szamu, és

mas munkacsoportokkal dsszehangolt vizsgalatok lennének sziikségesek

A TNF-a SNP Osszefiiggése labszarfekéllyel*

*Ez a vizsgalat alapvetéen az SZTE Bérgydgyaaszati Klinika témaja, munkacsoportunk csak
kooperald partnerkent vett részt a munka egy részeben.. (Nagy N, Szolnoky Gy, Szabad G,
Bata-Csorgé Zs, Balogh A, Klausz G, Mandi Y, Dobozy A, Kemény L, Széll M :Tumor

Necrosis Factor-o -308 polymorphism and leg ulceration — possible association with obesity



J.Invest.Dermatol.in press)A TNF-o -308 SNP nek jelentésége van a labszarfekély
kialakulasaval, amennyiben ezekben a betegekben nagyobb szazalékban fordul el6 az A allél.
Ennek a megfigyelésnek elsésorban obes betegeknél van relevancigja.

A BCG-vel fert6zott monocytak TNF-a termelése; dszefliggés a gén polimorfizmussal

A Mycobacterium bovis BCG térzs TNF alpha indukalo képességét in vitro kisérletekben
vizsgaltuk, 50 véradd fehérvérsejt kulturdiban. Huméan periférias vérbol szarmazo
monocytdkat fert6ziink M. bovis BCG torzzsel. A human monocytédk fellluszdiban
meghatéroztuk a termelt TNF-a-t (ELISA). Ezzel parhuzamosan flow cytometeres
vizsgalatokkal detektaltuk a fagocitalt baktériumokat (Erre az ad lehet6séget, hogy a M.
tuberculosis BCG torzsunk a pMV262 plazmidot hordozza, és U.V. fény alatt pirosan
fluoreszkal)Ezzel parhuzamosan teszteltiik az egyének DNS mintaib6l a TNF-alpha -308
promoter polymorphizmust RFLP segitségével. Igen nagy individualis kilonbségeket
tapasztaltunk TNF termelés terén (351-10.000 pg/ml). A TNF-308 SNP és a mért TNF
koncentraciok azonban csak Staphylococcus aureus inducer alkalmazasa eseten mutattak
Osszefliggést, a BCG altal indukalt TNF mennyisége és a promoter polymorphizmus azonban
nem mutatott hasonld correlaciot. Ennek oka valdszinileg az, hogy a kiilénbdz6 kérokozok
kilénb6z6 aktivacios utakon indukalnak TNF-et. (Hofner, P., Gyulai,Zs., Kovacs,L., Miczék,
A., Mandi,Y.: The role of TNF-alpha polymorphism in Mycobacterium bovis BCG induced
TNF production. Acta Microbiol. Immunol. Hung. 52: 58. (Abstr).

Osszefoglalas

A genetikai polimorfizmusok vizsgalatanak jelentésége, hogy egyrészt hozza segit egyes
betegségek pathomechanizmusanak megismeréséhez, amennyiben alatamasztja vagy éppen
elveti bizonyos mediatorok szerepének jelentéségét. Masrészt prognosztikai tényezé szerepét
toltheti be a betegségek sulyossaganak, elérehaladasanak megitélésében.

A témaval kapcsolatosan a kdzleményeken kivil 2 PhD értekezés, 10 eléadas kalfoldi,
nemzetkozi kongresszusokon, szamos eléadas hazai kongresszusokon, valamint és 2 TDK
eléadas szuletett 2004 és 2006. kozott.

Az aldbbi tablazat jelzi, hogy mely betegségekben talaltunk osszefiiggést valamely citokin,

illetve receptor, vagy Hsp70 genetikai polimorfizmusaval.



SNP Betegség

Duodenalis  Gastritis Pancreatitis Crohn Myelodysplasticus RA*

Fekély syndr.

n= 69 n=136 n=92 n=133 n=50 n=50
TNF-a
-308 G/A - - + - - +
IL-8
-251 T/A + + + n.v. n.v. n.v.
TGF-B
T29C n.v. n.v. n.v. n.v. + n.v.
IL-10
-1082 G/A  n.v. n.v. n.v - n.v. n.v.
CD14
-159 C/T - n.v - - n.v. n.v.
TLR4
A12874G - - - n.v. n.v. n.v.
C13174T - - - n.v n.v. n.v..
NOD1
E277K + - n.v. n.v. n.v. n.v.

+ van 0sszefuiggés

- nincs 6sszefligges

n.v. nem vizsgaltuk

A genotipusokat egészséges véradok genotipusaival , vagy egy adott betegségen beliil

kiilénbdz6 alcsoportokkal hasonlitottuk dssze.



