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A jelentés soran az elért eredményeket az eredeti munkaterv pontjainak sorrendjében

targyaljuk.

ELSO RESZ

Eredeti terv: Ot mar klénozott és annotalt, de funkciéjaban még kevéssé ismert,
asthméval kapcsolatos gének genetikai variansait és expresszidjat vizsgaljuk.

Eredmények:

1. T-bet, GATA-3 illetve az SCCA-1,2 gének esetében, szemben néhany irodalmi adattal a
hazai populécidban (n= 350) nem siker(lt szignifikans korrelaciét talalnunk a gén variansok
frekvenciaja és az asztma kozott. A latszdlag negativ eredményt hozé munka ,,nem-vart”
eredménye viszont az eddig ismeretlen funkcioju GATA-2 ( A 9 tagu GATA csalad egyik
tagja) tobb genetikai valtozatanak kimutatasa. Minthogy ez a gén elsé (publikalas alatt)
eredményeink szerint a melanoma angiogenezisét szabalyozza, a funkciot érint6 (enhancer)
mutaciok leirasa jelentés eredménynek latszik a tumorterapia targetek kijejolése

szempontjabol.

2. A galectin-1 (Gal-1) szint ovalbuminnal immunizélt kontroll és hisztaminhianyos (HDC
knock-out) egerek tlidejében és bronchoalveolaris mosofolyadékaban (BAL) masképpen
valtozik. Tudészovet esetében csak vad (kontroll) egerekben a BAL sejtekben (makrofagok)
csak a hisztaminhianyos allatokban né. Makrofag sejtvonalakban LPS hatasara ugyancsak né
a galectin szint, de csak, ha a hisztaminszintézist el6z6leg gatoltak (FMH). Mindez a galectin-

1 szerepét igazolja az asztma patogenezisében

A publikaciés listan megadottakon kivil két tovabbi kézlemény készil.
Tovabbi terv: A késébbiekben a galectin géncsalad szerepére fogunk koncentralni

asztmaban



MASODIK RESZ

Eredeti terv: kivalasztott ,,candidate” gének pontmutacidinak (SNP) vizsgalata

1. A CCR5A32 mutacid gyakorisdgaban a nemzetkozi tudomanyos irodalomban kézolt
adatokkal ellentétben nem talaltunk kilénbséget asztmas, allergiés és kontroll
gyermekcsoportokban.

2.A kemokin MCP-1 szabalyozo régidjaban talalhaté —2518G mutacio szignifikansan
gyakrabban fordult elé asztmas gyermekekben, mint nem-asztmas atopias, illetve kontroll
gyermekekben (34.4% vs 20.9% ,illetve 21,1%). A G homozigo6taknal az aszma tinetei
sulyosabbak voltak, és a vér eozinophil szamuk is szignifikansan magasabb volt. Nem
talaltunk ilyen 6sszefiiggéseket a RANTES promoter polimorfimusok esetében.

3.5zamos, a nemzetkdzi szakirodalomban szereplé allergia/asztma megbetegedésekkel
kapcsolatba hozott polimorfizmust vizsgéltunk magyar populécioban. llyenek példaul az
SUMO, CCR2, GATA-3, CC16, GSTM, GSTT, FceRI-p llel81Leu, T-bet, és a TNFa -308A
asztméban és allergidban, az MCP-1 -2518A, a RANTES -403G, -28G atOpias
ekcéma/dermatitis szindromaban. A vizsgalt polimorfizmusok kozul egyiknél sem lehetett
igazolni, hogy a magyar populéacioban fokozott hajlamot okoz a vizsgalt megbetegedésekre.
4.A TNFa -308A allélja jelentésen megndveli annak az esélyét, hogy a Chlamydia
pneumoniae (CP) fert6zo6tt gyermekekben asztma alakuljon ki (Odds ratio (OR)=3.52(1.52-
7.53); P=0.005). Az MCP-1 -2518G polimorfizmusa 6nmagaban noveli az asztma
kialakulasanak az esélyét, azonban a fert6zés ezt az esélyt nem maddositja. A kronikus CP
fert6zott RANTES -403A hordozdknak sokkal nagyobb eselylk van, hogy asztmasak
legyenek, dsszehasonlitva 6ket a G/G (vad) homozigota, hasonlo fert6zottsegi gyermekekkel
(OR=4.32(1.19-15.56)); P = 0.03).

Tovabbi terv: A Beckman Coulter SNPstream (Orchid rendszer) készilékkel
(Semmelweis Egyetem-Richter Gedeon Gyogyszergyar kozos nagyteljesitményi (3 millié
SNP/24 6ra) genotipizald rendszere a SE Genetikai-, Sejt és Immunbioldgiai Intézetben) az
emberi genom teljes tertiletén szeretnénk vizsgalni az SNP-k hatasat asztma tiineteire. A
készilek adta lehetéségeket kihasznalva 2006. marciusatdl mintegy 2000 gént gént és
génenként tobb (10-150) SNP-t terveziink vizsgalni. Megfelelé bioinformatikai hattérrel
vizsgalni fogjuk a gén-gén kolcsonhatasok szerepét asztmaban. Tervezzik tovabba, hogy

olyan genom teriileten, amelyet tobb genom sziirés is megjel6lt, mint asztmaban szerepet



jatszo regiot, de még nem siker(lt egyértelmtien tisztazni, hogy milyen genomvariaciok
jatszhatnak szerepet a betegségben, a HapMap projekt és az SNP adatbank adatait
felhasznalva SNP-sziirést végziink. A munka kezdeteként a 11913 régidban mintegy 400 gént
vizsgalunk, hiszen ezt a génszakaszt tobb fliggetlen genomsziirésen is asztma-régioként
jelolték meg, eddig nem siker(lt egyértelmien bizonyitani egyik polimorfizmusnak, vagy

génnek a szerepét sem.

A publikacios listdn megadottakon kivil egy cikk nyomdaban van és két tovabbi

kozlemény készul.

HARMADIK RESZ

Eredeti terv: Génexpresszids mintazat vizsgalata cDNS chip-ek segitségével

nagyszamu emberi gént tartalmazé chip-en

Az expresszids array vizsgélatokat a GVOP palyazaton elnyert Agilent géen chip rendszeren
hajtottuk végre, mely a SE Genetikai-, Sejt és Immunbioldgiai Intézet tulajdondban van és
2006-t6l a budapesti régid egyik genomikai core-facility-jeként funkcional.

Munkank korai tervezése soran azt a dontést hoztuk, hogy az expresszios kutatast az allergias

patofizioldgias folyamat egyik legfontosabb sejtjén, a hizosejteken hajtjuk végre.

I. A mukozalis hizosejtek in vitro differencialédasanak nyomon kovetése DNS-

microarray maédszerrel (1. abra)
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Célkittizés:
A hizosejtek az azonnali tipusu tulérzékenységi reakciokban betoltott fontos szerepik révén
valtak ismertté, de azOta mas folyamatokban is igazolodott jelentéségik, mint pl. a
baktériumok és férgek elleni immunvalaszban. Egérben a hizosejtek ket alapveté tipusat lehet
elkiloniteni, melyek mind szoveti lokalizaciojukban, mind szekrécids tulajdonsagaikban
eltérnek egymastol: a kotoszoveti- és a mukozalis hizosejteket. Ez utdbbi tipusra jellemzé —
tobbek kozott - az Mcptl és Mcpt2 kiméazok expresszioja.
A hizésejtek granulumai kilénbdzé medidtorokat tartalmaznak: hisztamint, proteoglikanokat
(heparin, kondroitin-szulfat), IL-16-ot, TNF-a-at, proteazokat, melyek a sejtek stimulélasa
soran a kornyezetbe kerllnek. A hizosejtek altal termelt protedzok két alapveté csoportba
sorolhatdk: triptazok és kimézok.
A mukozalis hizdsejtek a tlidében, valamint a bélrendszer mukoza rétegében taldlhatdak, s
feltételezések szerint a parazitak elleni immunvédekezésben jelentések. Irodalmi adatok
alapjan ismert, hogy a mukdza epitélsejtjei altal konstitutivan szecernalt TGF-3 mellett IL-9,
SCF és IL-3 szilikséges érett formajuk in vitro el6allitasahoz.
Trichinella spiralis féregfert6zés hatasara a bél mukdza epitélrétegében a hizdsejtek
felgyulemlése (hiperplazia) figyelheté6 meg. A fert6zés kezdete utan 5-10 nappal emelkedett
Mcpt-1 és Mcpt-2 szint figyelheté meg a vérben. Hizdsejt-, vagy Mcpt-1-deficiens egerekben

megfigyelték, hogy a parazitatdl valo megszabadulas késleltetett, illetve nem torténik meg.



Ezen irodalmi adatok alapjan feltételezhet6 volt, hogy a hizosejtek lokalis differencialodasa

sorén létezik egy atmeneti stddium, mely jellegzetes funkcidval rendelkezik.

Kisérleti modszerek:

Az izolalt RNS mennyiségi és mindségi vizsgalata Agilent Bionalyzer-en, az RNA Nano kit
segitségevel tortént. Csak >8,0 RIN mindségii RNS-t haszndltunk fel (150-150 ng-bol indult a
linearis amplifikacio). A lineéris amplifikacio utan kapott cDNS-t Cy3-vel vagy Cy5-val jel6lt
CRNS-sé irtuk vissza (>8,0 pmol festék/ug DNS), majd 1-1 ug jelélt cRNS-t hibridizaltattunk
Agilent mouse 22K oligonucleotide (Toxicology) microarray-ek felszinére. A 17 oras
hibridizacié utdn SSPE-vel mostunk az 6zon karositd hatasanak kivedése érdekében. A
szkennelt microarray-ket az Agilent Feature Extraction szoftver segitségével analizltuk. A
kapott adatok elsédleges mindségi kontrollja utdn a tovabbi statisztikai analizis a Rosetta
Luminator program segitségével tortént.

A pusztan a véletlen folytan kapott szignifikans expresszios kilénbségek (fals pozitiv
talalatok) szamanak minimalizalasa érdekében szigoru statisztikai paraméterekkel dolgoztunk,
és csak azokat az expresszids kulonbségeket fogadtuk el, melyek expresszios kilénbsége
legalabb 1,8-szeres volt p<0,0001 szinten. Az adatok csoportositasahoz a hierarchikus
csoportositasi eljarast hasznaltuk euklideszi tavolsagméréssel. A kapott expresszids
mintazathoz bioldgiailag értelmezhet6 ,idealizalt” mintazatokat rendeltink (pl: korai
expresszios emelkedés: d20/d4 és d9/d4 Gsszehasonlitasokban emelkedés, a d20/d9 esetén
satgnalas figyelhet6 meg).

A vizsgalatok soran 2-2 bioldgiai parhuzamost, valamint festékcserével technikai
parhuzamosokat is alkalmaztunk a megbizhatdsag novelése érdekében. El6bb a technikai,

majd a bioldgiai parhuzamosokat 6sszegeztilk a Rosetta Luminatorral.

A valosidejii PCR-t a TagMan rendszerrel végeztik.

Eredmények:
1. Az alapkoncepcid helyességét bizonyitja, hogy a gének expresszids dinamikajukat
tekintve csoportokba sorolhatok, léteznek koran fel, koran le, késén fel regulalodott
géneket tartalmaz6 csoportok, ami jelzi, hogy aa mukozalis hizosejtek differencialodasa

diszkontinuus Iépésekben torténik.

2 Néhany érdekes kiemelt példa:



Késai up-regulalt genek: Mcptl és 2,( ezek jellegzetesek az érett mukozalis hizosejtekre)
Korai up-regulalt gének Mcpt5 és 7 (triptdz). A T memoria fenotipus fenttartasaért felelés
IL-15 a korai gének kozé tartozik. A Carboxypeptidase A génexpresszid végig emelkedik
és a hisztamintermelésért felelés HDC gén a kései idében leregulalodo gének kozé tartozik.

Valosidejii PCR-relsikerilt alatdmasztani a microarray eredmenyeinek megbizhatosagat.

3. Kilon emlitést érdemel egy géncsoport, mely dtmeneti expresszids emelkedéssel
jellemezheté a fejlodés 9. napja kdrnyékén. Feltiing, hogy ez a csoport igen sok kemokint
tartalmaz (MCP1, MCP3, Scyab, stb) —ez felveti annak a lehetéségét, hogy a kemokinek
autokrin vagy parakrin szabalyozo faktorokkent szerepelhetnek a mukozalis hizdsejtek
differencialodasaban. Valoban, irodalmi adatok szerint a human hizdsejtek in vitro érése
sorén a kemokin receptorok expresszioja jellegzetesen valtozik. A microarray adatokat az

MCP-1 valésidejit PCR-vizsgalata is megerésitette.

A tovabbiakban a hizdsejtekre jellemz6 genekre iranyult a figyelmiink, ezért csak azon
géneket vizsgaltuk, melyek esetében a d20/d4 dsszehasonlitasban szignifikans emelkedés
volt kimutathato.

1. Az egér hizdsejtek protedz és proteaz inhibitor expresszidjanak dsszehasonlitd
elemzése emberben, a mukozalis hizdsejtekre nézve Uj HtrAl szerin proteaz

azonositasa

Célkittizés

Minthogy a hizésejtek egyik legfontosabb jellegzetessége gazdag proteaztartalmuk, ezért a
protedzok és inhibitorok expresszios mintazatat részletesebben is jellemeztiik.

Célunk volt olyan protedzokat talalni, amelyek hizosejtben valé el6forduldsardl kevés adat all
rendelkezésre, valamint hogy ezen proteazok eéretlen, mukozalis, ionomicinnel (Ca-ionofor)
stimulalt mukozalis, valamint kotészoveti tipusi hizdsejtekben valé expresszidjat
0sszehasonlitsuk.

A DNS-microarray adatok kozil olyan géneket valogattunk ki, melyek:

* expresszioja magasnak bizonyult,

svalamint szignifikansan nagy expresszids emelkedést mutattak a két szélsé idépont (d20/d4)

0sszehasonlitasakor.



Ezen megfontolasok alapjan az altalunk elsoként talalt alabbi 4 protedzzal, illetve proteadz
inhibitorral dolgoztunk:
. Tmprss8 (Tmsp-1) (Disp): Uj proteaz, szerepe még nem tisztazott.
. Tpsgl (tryptase gammal): hizdsejtekre jellemzé transzmembran-triptaz. A
leguti hiperreaktivitast serkenti IL-13/IL-4 receptoron keresztil.
. Spink2 (serine protease inhibitor Kazal-type 2): akrozin-tripszin inhibitor. A
genitélis traktusra jellemzé.
. HtrAl (Prss1l): a szerin-proteaz csalad tagja, szerepet jatszik az extracellularis

matrix bontaséban, valamint gatolja a TGF-p csalad egyes tagjainak hatasat.

Kisérleti modszerek:

A nem végdifferencialodott mukozalis hizdsejtek (“éretlenek™) elballitasakor a tapoldat csak
SCF-et és IL-3-at tartalmazott. Ezen sejtek alcidnkék-safraninnal kékre festédtek.

A kotoészoveti hizosejteket a peritoneum kimosasaval, majd a CD117-re nézve pozitiv sejtek
kétszeres magneses szeparalasaval nyertiik. A kapott hizdsejtek pirosra festodtek alciankék-
safraninnal, tovabba a FACS-analizis igazolta a tisztasagot (B220: B-sejtekre, CD11b:
monocitakra/makrofadgokra marker).

A human hizésejteket az 1. sz. Szilészeti- és NO6gydgyaszati Klinika Neonatalis Intenziv
Centrumaval kollaboracidoban allitottuk el6. A levett koldokveért Ficoll-on frakcionaltuk, majd
a CD34+ 0ssejteket magnesesen szeparaltuk. A sejteket SCF, IL-6 és lizofoszfatidsav
jelenlétében 5 hétig tenyésztettilk, majd CD117 alapjan ismét szeparaltunk. A sejtkultira
tisztasagat FACS-szal (CD117) es toluidinkék festéssel ellenériztik. A hizosejteket tovabbi 8
napig TGF-B jelenlétében/hianyaban tenyésztettilk, majd RNS-t, ill. Fehérjét izolaltunk.
Felhasznalt mddszerek: microarray, FACS, valdsideji PCR, Western-blot, az intézetiinkben

beallitott HtrA1-re nézve specifikus ELISA, mégneses izol&cio.

Eredmények:
1. A proteazok és inhibitorok 6sszehasonlitd elemzése. Ennek soran szamos Uj gén
annotalast végeztik el.
2. Egy Uj, a mukozalis hizosejtekre nézve specifikus protedz vizsgalata. Elséként
mutattuk ki a HtrA1 szerin proteaz jelentdségét hizosejtekben.
3. A HtrAl vizsgalata valosidejii PCR-rel kotészoveti hizdsejtekben: eredményeink
alapjan az expresszidja mind az éretlen, mind pedig a kotészoveti hizosejtekben

nagyon alacsony szinti.



4. A HtrAl kimutathato6 mind valosideji PCR-rel, mind pedig Western-blottal a
koldokverbol differencialtatott human hizdsejtekben is, és szintje mind mRNS, mind
pedig fehérjeszinten TGF-B kezelés hatasara megemelkedik.

5. HtrAl-re nézve specifikus, az intézetiinkben beallitott ELISA alapjan a human
stimulalatlan hizosejtek feluliszéjdban a HtrAl koncentracioja a detektalasi
hatarérték kozeléeben mozgott (1-2 ng/ml).

6. Jelenleg arra vagyunk kivancsiak, hogy degranulacié utan a hizésejtek felliszéjaban
megemelkedik-e a HtrAl koncentracid, azaz ez a proteaz vajon tarolddik-e a
granulumokban. Azt is vizsgaljuk tovabba, hogy a HtrAl-nek milyen hatasa van az
LA4-es egér tido epitelidlis sejtvonalra nézve (a tido és a légutak mukozalis
epitéliumaban ugyanis az asztma sordn megemelkedik a mukozalis hizdsejtek szama).

7. A Kkisérleti eredmények alapjan létezik egy jol elkulonitheté kdztes érési stadium (9.
nap), mely Mcpt5 és 7-et, valamint Tpsg-t és Spink2-t mar expresszal, HtrAl-et és
Mcptl-et azonban még nem. Ez azt jelenti, hogy ez a fejlodési stadium jellegzetes és
korllirhaté proteaz/inhibitor expresszioval jellemezheté. Tovabba, jellegzetessége
még a magas szintii és széles spektrumi kemokin expresszid, mely alapjan
feltételezhetd, hogy a kdztes mukozalis hizosejt érési stadium kildnleges szereppel
bir a féregfert6zes, illetve az asztma soran a tobbi sejttipus (granulocitak, limfocitak,

monocitak) helyszinre térténé odavonzasaban).

I11. A TGF-BI serkenti a human MC(T) sejtek kialakulasat. A TGF-BlI hatasanak

génexpresszids analizise

Célkittizés:

A human hizdsejteket két alapveté csoportba lehet besorolni: az MC(TC) tipus kimazt,
cathepsin G-t és triptazt tartalmaz, elsésorban a bérben és a tiid6, valamint a bélrendszer
szubmukdza rétegében talalhatd; az MC(T) sejtek cask triptazt expresszalnak, és a tudo,
legutak és a belrendszer mukozalis epitélrétegében fodulnak elé nagy szamban. Az MC(T)
szOveti lokalizacioja alapjan tehat megfeleltetheté az egér mukozalis hizosejt tipusanak.
Koldokvérbél, in vitro IL-6 és SCF jelenlétében éretlen hizdsejtek allithatok elé (morfoldgiai
jellegzetességeik alapjan). Erett human hizosejtek kialakulasat kokultirakban figyelték meg: a
hizosejt-fibroblaszt egyuitt-tenyésztés az MC(TC), mig a hizdsejt-1éguti epitélsejtek
kélcsonhatdsa MC(T) tipushoz vezetett.



Minthogy az egér mukozélis hizosejtek kialakulasahoz a TGF-BI szlkséges, ezért

feltételeztiik, hogy ez a citokin serkenti a human MC(T) sejtek éréset is. Tovabba, a TGF-SI

altal indukalt génexpresszios valtozasokat is elemeztuk.

Modszerek:

1.

DNS-microarray: 4-4 bioldgiai parhuzamos 6sszehasonlitasa, mindig a kezeletlent a
hozza tartozé TGF-BI-gyel kezelttel hasonlitottuk (2 ng/ml, 8 napon keresztil). Az
egyik dsszehasonlitasnal festékcserét is alkalmaztunk (technikai parhuzamos).
Valosidejii PCR

Western-blot

FACS

Eredmények:

1.

Mind a kontroll, mind pedig a kezelt hizdsejt kulturankban csak a triptazt tudtuk

kimutatni, a kimazt nem (FACS), mely megerésiti, hogy nem differencidlodtak

MC(TC) sejtek. Ez 6sszhangban all azzal az irodalmi adattal, hogy viszonylag

alacsony SCF-koncentracié (kb. 50 ng/ml, mi 40 ng/ml-t hasznaltunk) az MC(T)

tipusnak kedvez.

TGF-BI hatasara a CD117 expresszio csokkent, mely igazolja, hogy a TGF-BI hatasos

volt.

A péarhuzamos microarray 0sszehasonlitadsok esetében magas sulyozott korrelacios

egyutthato ertékeket kaptunk, mely a merések repodukalhatosagat igazolja.

A biologiai parhuzamosok és a gének csoportositasa utan vilagos, hogy a legtébb gén

konzekvensen viselkedett valamennyi 0sszehasonlitds soran (csak azon géneket

csoportositottuk, melyek legalabb egy 6sszehasonlitdsban, p<0,0001 szinten >2,0

expresszids eltérést mutattak).

A legnagyobb expresszios eltérést mutatd géneket listaztattuk.

Ezek alapjan a kivalasztott gének, melyek expresszids eltérésenek igazolasa valosidejt

PCR-rel, Western-blottal, FACS-szal folyamatban van:

e Cathepsin G, a leukotrien szintézis két kulcsfontossagu enzimje —leregulalédnak,
mely azt bizonyitja, hogy a TGF-BI tényleg stimulélja az MC(T) sejtek terminalis

éréseét.
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e BAMBI: sejtfelszini pszudo-TGF- receptor, a TGF-B hatasat gatolja, a negative
visszacsatolasban lehet szerepe.

e GDF-15: a makrofagok funkcioit gatolja

e TIM-3: a Thl-es sejtek felszinén van jelen, az immunvélasz irdnyanak kozponti
szabalyozoja.

e Sejtfelszini adhézids molekulak: CD49d, CD44.

Tovabbi terv: Uj, hizdsejtek protedzgének kiemelése, a géntermékek szerepének
azonositasa és szerepének vizsgalata asztmaban és a hizdsejt-tumor koélcsonhatés (pl.
matrix fellazitas, metasztazis) soran.

Funkciondlisan aktiv proteazok farmakogenomikai analizise, 0j gyogyszertargetek
kijelolése.

A publikéciéds listdn megadottakon kivil hdrom tovabbi kdzlemény készul.

NEGYEDIK RESZ

Eredeti terv: a magyar asthma biobank létrehozasa

A magyar biobank rendszert (www.biobank.hu) az Orszagos Genomikai Konzorcium

keretében Dr. Falus Andras hozta létre eés koordinalja (segit6i: Dr. Vasarhelyi Barna —SE |. sz.
Gyerekgyogyészati Klinika és Dr. Bencsik Péter, PhD hallgatd)
A Magyar Biobank létrehozasaval szamos nemzetkozi szervezet (pl. P3G) tagjai lett az orszag

. Ennek soran az Egyestlt Kiralysag biobankjaval (www.dna-network.ac.uk ) vald

kapcsolatfelvétek eredményeképpen tovabbi 2300 DNS mintahoz jutottunk. Ez a cohort szam
mar jelentés nagy allergia/asztma genomikai kutatast tesz lehet6vé minden magyar kutato
szamara.

Az asztma biobank allapota: jelenleg 564 magyarorszagi asztmas gyerektdl van DNS-Unk,
vagy Guthrie-n beszaritott vércsepplink. Kozelitéleg ezer kontroll DNS minta all

rendelkezésiinkre.

Eredmeny: létrehoztuk az orszagos asztma biobankot.
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Tovabbi terv: Nagy nemzetkdzi multicenter vizsgalatokban val6 aktiv részvétel
biztositasa a bioban révén. Publikus hazai honlap létrehozésa. Csatlakozas
(folyamatban) az ALLERGOM nemzetkozi hal6zathoz (http://www.allergome.orq).

OTODIK RESZ

Eredeti terv: egérmodellen asztma-rezisztenciaért felelés gének kivalasztasa
Eredmények:

1. Egér asztma modellt allitottunk be ovalbumin immunizalassal és inhalacioval.

2. Az ovalbumin indukalt asztma-modell a ,vad”, BALB/c egereken jelentésen
megnovelte a porlasztott methacholinra adott légati érzékenységet a kontroll
csoporthoz kepest, mig a HDC KO egereken szinte semmiféle l1éguti talérzékenység
nem volt megfigyelheto.

3. A tldé szovettani vizsgalata szerint, az asztmara jellemz6 perivascularis és
peribronchialis eosinophil infiltracio csak a vad, asztmas egerekben volt egyértelmt,
az asztmasitott KO allatok tlid6-metszeteit altalanos szovettani festés utan a kontroll
allatok metszeteire hasonlitottak, tehat nem vagy alig mutattak eosinophil
besziirgdést.

4. OVA-indukalta léguti gyulladasban 6sszesen 92 gén expresszidvaltozasat kovettik
nyomon vad és HDC KO egerekben. A tanulméanyozott 23 kemokin gén kozul 18
volt detektalhaté a tldoben, melyek kozil 10-nek az expresszidja csokkent, vagy
novekedett dsszehasonlitva az OVA-val, illetve a PBS-sel kezelt egereket. A vad
egerekben 5 kemokin expresszidja mutatott szignifikans novekedést OVA hatasara:
eotaxin, eotaxin-2, IP-10, MCP-1, MIG; 5 mutatott expresszidcsokkenést: 6-Ckine,
MIP-1a, PF4, SDF-1a, SDF-2; mig a HDC KO éallatokban 6 kemokin expresszidja
ndvekedett: IP-10, MCP-1, MIG, MIP-1a, PF4, SDF-2; és kettonek az expresszidja
csokkent: 6-Ckine, SDF-la. Az OVA kezelt vad és a HDC KO Allatokat

0sszehasonlitva, 5 kemokin expresszidja kilonbozott szignifikansan: a vad egerek
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tldejében az eotaxin, az eotaxin-2 és az MCP-3 mRNS szintje volt magasabb, mig
az SDF-2 és a MIG expresszidja a HDC KO éallatokban volt magasabb.

5. A tobbi tanulmanyozott gén kozul 6 citokin (IL-1a, 1L-18, IL-4, IL-5, IL-6, INF-y),
3 citokinreceptor (IL-1R, IL-9R IL-10R), és egy kemokinreceptor (CCR1)
expresszidja ndvekedett a vad OV A kezelt egerek tiidejében. Az OVA-kezelt HDC
KO allatokban 2 citokin (IL-1R, and 1L-4) és egy citokin receptor (IL-10R) mRNS
szintje emelkedett szignifikdnsan. A vad és a HDC KO allatok 6sszesen 7 gén
expresszidjaban kulonboztek szignifikansan: IL-5, IL-6, IL-1a, IL-1R, IL-4, és INF-y
expresszidja magasabb volt a vad allatokban, az IL-10 expresszidja magasabb volt a
HDC KO allatokban.

6. galectin-1 kisérletek: lasd ELSO RESZ

Ezen munka alpjan irta és védte meg PhD értekezését Kozma Gergely summa cum

laudae mindsitéssel.

Tovabbi terv: farmakogenetikai vizsgalatok az egér asztmamodellen, szabadalmi

tervek teljes vizsgalati workflow kialakitasara az egérrendszeren.

A publikécids listan megadottakon kivil egy tovabbi kdzlemény készil.

HATODIK RESZ

Eredeti terv: asthma-rezisztenciaval kapcsolatba hozhaté egérgének emberi
megfeleléit szeretnénk klénozni és jellemezni lehetséges, Uj gyogyszer célpontok

kiemelése érdekében..

I. Lasd HARMADIK RESZ Il. és 1. pontja, ahol az egér mukozalis hizdsejt génexpresszios
eredmeények alapjan emberi koldokzsinorvérbél differencialtatott hizosejtek protedzgénjeit
sikerdlt felismerni (eredményeket itt nem ismételjiik meg, részletesen lasd HARMADIK
RESZ-ben). Ezek szerepének analizise (pl. tumor-hizdsejt kdlcsonhatas) egy 2006-t61 PhD-jét
kezdé fiatal munkaja lesz.
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Ezen eredmények alapjan tovabbi tervek:

1. Melanoma modellen (egér és emberi), melyhez human hizésejtek sziikségesek, az
altalunk azonositott proteazgenek funkcionalis vizsgalata (Cél: Tumor-hizosejt
kolcsdnhatas).

2. A DNS-microarray adatok alapjan a hizosejtekben detektalt, és még kevéssé ismert
sejtfelszini receptorokon &t megvalosuld Uj hizosejt-aktivalasi mechanizmusok
vizsgalata. Ilyen gének (G-fehérjéhez kotott felszini receptorok): Gprd3, Gpré4,
Gpr35, UDP-glukdz receptor. (Cél: uj betegség“pathway”-ek azonositasa tumorban és

eredeti gyogyszertargetek felismerése.)

I1. Vizsgaltuk, hogy van-e kulonbség a szérum MCP-1 szintben az asztmas és az egeszséges
gyerekek kodzott, valamint a —2518 polimorfizmus befolyasolja-e a szérum MCP-1 szintet?
Eredményeink alapjan az asztmasokban szignifikansan alacsonyabb volt az MCP-1 szint,
mint az egészségesekben. Az MCP-1 -2518 genotipus nem befolyasolta a szérum MCP-1

szintet egyik csoportban sem.

Az MBL-nek leirtak 3 gyakori polimorfizmusat, melyek megzavarjak a fehérje
haromdimenzids aktiv szerkezetének a kialakulasat. Mivel ezek dominans negativ mutaciok,
hatasukra, az MBL szérum aktivitasa a heterozigdta hordozokban 10%-ra csokken, mig
homozigdtakban kimutathatatlan lesz. Osszehasonlitottuk a 3 polimorfizmus gyakorisagat az
asztmas és az egészséges csoportban, és nem talaltunk szignifikans kilénbséget se az egyes
genotipusok, se a mutans/vad dsszehasonlitas vonatkozasaban. Az asztmasok kozott
szignifikansan tobb olyan gyermeket talaltunk, akik hordoztak legalabb egy MBL mutaciot es
pozitivak voltak CP ellenes IgG-re, mint a kontroll csoportban. Az IgA és IgM-re pozitiv
gyermekek kozo6tt nem talaltunk ilyen dsszefliggést. Ezutan a vizsgalt gyermekeket
fert6zottséguk szerint csoportositottuk, és dsszehasonlitottuk az asztmas és a kontroll
csoportokat az MBL statuszuk alapjan. A genotipusok eloszlasa szignifikansan kulonb6zott
egymastol az asztmas és a kontroll csoport kdzott akik pozitivak voltak CP ellenes 1gG-re,
IgA-ra, vagy mindkettore. A legnagyobb kilonbseg a két csoport kozott akkor volt, ha azokat
a gyerekeket vettiik figyelembe, akik mind 1gG-re, mind IgA-ra pozitivak voltak. A két
antitest egyuttes elé6forduldsa ismétlédo, kronikus CP fert6zésekre utal. Ezekben az esetekben
az MBL mutaciot hordozok aranya szignifikansan magasabb volt az asztmas gyerekek kozott,

mint a hasonld fertézottség allapotu kontroll gyerekek kozott. Ezek az eredmenyek arra
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utalnak, hogy azoknak a krdonikusan es ismétlédéen CP-vel fertézott gyerekeknek, akik
hordozoik valamelyik hibas MBL allélnak szignifikansan nagyobb esélyiik van arra, hogy

asztmasak legyenek, mint a mutaciot nem hordozéknak.

Tovabbi terv: Bioinformatikai eszk6zokkel (GeneSpring softver) az Uj gének mellett Uj
génhal6zatok kiemelése és csatolasa egyes asztma endofenotipusokhoz. A megkdzelités
Iényege a CGH (comparative genome hybridisation), SNP- és expresszios-, valamint a

bibliogréafiai adatbazisok komplex analizise.

A publikécids listan megadottakon kivil egy tovabbi kdzlemény készil.

TOVABBI, EREDETILEG NEM TERVEZETT
TEVEKENYSEG

RNS interferencia kisérletek allatmodellen

Egér MCP-1 gén ellen siRNS-eket szintetizaltattunk. Jelenleg epitélsejtekbe
transzfektaljuk 6ket es vizsgaljuk hatdsukat. A szintetizaltatott SIRNS-ek koziil
kivalasztottuk azt amelyik a legnagyobb mértékben csdkkentette az MCP-1 expressziot.
Tovabbiakban az igy kivalasztott SiIRNS-t in vivo kisérletekben szeretnénk felhasznalni.
Ki akarunk egy olyan mddszert dolgozni, amelyikkel az sSiRNS-t be tudjuk juttatni az
egér tldejébe, és ott csokkenteni tudjuk vele az MCP-1 génexpressziot. Az igy
kidolgozott mddszerrel azt szeretnénk vizsgalni, hogy befolyasolni tudjuk-e az allergias

léguti gyulladas tineteit sSiRNS-sel egér asztma-modellinkon.

A microarray génexpresszié mérést szeretnénk alkalmazni az siRNS kisérleteinkben. Arra
lennénk kivancsiak, hogy asztma modelliinkben hogyan befolyasolja az siRNS kezelés az
asztma tlneteit és a tidében a genexpressziot? Az el6zéekben emlitett MCP-1 mellett mas

gének in vivo madositasat és annak hatasat is szeretnénk vizsgalni.
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Tovabbi terv: Beallitjuk az siRNS technikat olyan asztma-kapcsolt génekre, melyek in vivo
maodositasa egerekben reményt jelent egy késébbi emberi asztma génterapias protokoll
kidolgozésara.

A elsé eredmények alapjan egy kdzlemény keszil.

Munkankat és az eredményekbdél szarmazd tovabbi terveket a 2. abran foglaljuk dssze.
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2.abra Az eredmények és a lehetséges trendek 6sszefoglalasa

Ismert, asztmaval kapcsolatos gének i .
Ismeretlen gének SNP analizise
2

(citokinek, kemokinek, receptorok,
transzkripcids faktorok, stb) SNP

analizise

Emberi expresszids
profilvizsgélat
hizosejtekben,
protedzok kiemelése

SiRNS
modellkisérletek,

génterapia Emberi homologok expresszids profilja és

elokisérietek 7 ||| kiemelése,
ellenérzése

ASTHMA BIOBANK
(elsésorban DNS) 4 Il BIOBANK

Asztma rezisztens HDC
knock-out egérmodell

5

6 funkcionalis jelemzése
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