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Bevezetés

Az asztma etiologidjat tekintve multifaktoridlis megbetegedés, kialakuldsat az egyéni
genetikai variaciok és a kornyezeti tényezok kolcsOnhatdsai hatarozzak meg. Kapcsoltsagi és
asszociacids vizsgalatok mar szamos asztma gént és asztma lokuszt azonositottak, am ezen
genomteriiletek némelyikén maig nem tisztdzott hogy pontosan melyik gén, illetve génvaridns
vesz részt az asztma és annak endofenotipusainak megjelenésében.

Egyre tobb kutatas tdmasztja ald, hogy az utdbbi évtizedekben megndvekedett asztma
prevalencia ¢€s incidencia értékek javarészt kornyezeti €s €letvezetéssel kapcsolatos tényezdknek
koszonhetdek. A légszennyezés léguti funkciokra gyakorolt kedvezdtlen hatasanak vizsgalata az
utobbi idékben kiemelt figyelmet kapott. Kutatasok igazoltak, hogy a nitrogén-dioxid (NO>),
6zon, valamint a lebegd részecskék a szervezetbe keriilve szabad-gyok termelést és gyulladasos
valaszt inditanak el, ezaltal az oxidativ stresszvalaszban szerepet jatszo molekuldk kiilonb6zo
variansai potencialis meghatarozoi a légszennyezd anyagok léguti hatasait megszabo egyéni
érzékenységnek. Az oxidativ stresszvalasz kozponti szabalyoz6 elemei az NFE2L2 (nuclear
factor erythroid-derived 2-like-2) transzkripcios faktor és a fehérje negativ regulatora, a KEAP1
protein (Kelch-like ECH-associated protein-1). A 1égszennyezé anyaggal val6 talalkozast kovetd
alacsony szinti oxidativ stresszvalasz soran az NFE2L2 fehérje aktivalja tobb mint 200
antioxidans vagy Il-es fazisu detoxifikaldé enzim, valamint stresszvalasz fehérje atirasat. A
molekula asztmaban betoltott szerepére ovalbumin (OVA)-indukalt egér asztma modellben
megfigyelt eredmények hivjak fel a figyelmet, melyek szerint az Nfe2l2-deficiens egerek
nagyobb mértékii 1éguti gyulladéassal, léguti hiperreaktivitassal és Th2 iranyba eltolddott citokin
profillal rendelkeznek OV A-indukciot kovetden, mint a vad tipust egerek.

Az allergias betegségek gyakorisagdnak emelkedéséért a korai életévekben elszenvedett
fertdzések szamdnak és gyakorisaganak csokkenése, valamint bizonyos mikroorganizmusok altal
termelt anyagok kisebb mértékii expozicioja is felelossé tehetd. Ugyanakkor a 1éguti virus és
baktériumfertézések bizonyos esetekben fontos szerepet toltenek be az asztma kialakulasaban, és
az asztma exacerbaciok fellépésében, dm az infekciok és a korkép kozti kapcsolatot szamos
tényez0 modositja. Ezek egyikét az asztma pathomechanizmusdban szerepet jatszo gének
variansai jelentik, melyek egyes esetekben, a mikroba-expozicio mértékétdl, idétartamatol vagy

a vizsgalt populaciotol fliggéen egyarant lehetnek hajlamosito, vagy éppen védo hatastak.



A szervezetet éré kiilonbozo triggerek hajlamositd genetikai hattér esetén szamos, részben
atfedd mechanizmus beinditdsaval vezetnek el a léguti gyulladas kialakulasahoz. Az asztmas
gyulladasban kozponti szerepet toltenck be az apoptotikus folyamatok. Kimutattak, hogy
rhinovirus fertdzést kovetden az asztmasok tiidejének epitél sejtjei nem Iépnek az apoptdzisba,
hanem az oszt6dd virus direkt citopatias hatasanak koszonhetéen pusztulnak el. Emellett tobb
tanulmany igazolta, hogy az eozinofilsejtek bronchialis szovetekben torténd felhalmozddasa az
asztmas folyamat sordn, egyrészt az apoptdzis, masrészt az eozinofilek makrofagok 4altali
eltakaritasanak (,,eosinophil-clearance”) hibas miikodésének koszonheté. Az eozinofil sejtek
apoptozisanak mértéke pedig korrelaciot mutat az asztma sulyossagi fokaval. A sejt talélése és az
apoptozis kozotti egészséges egyensuly fenntartasasaban €s kontrollalasdban szamos szabalyozo
molekula vesz részt. Ezek egyike az apoptdzis inhibitor fehérjecsalad (inhibitor of apoptosis
protein family, 1AP), mely tagjairol bebizonyosodott, hogy a kaszpaz-fliggé apoptotikus
utvonalak gatlasan tul fontos szerepet toltenek be a sejtciklus €s sejtosztddas szabdlyozasaban is.
A BIRCS5 (Baculoviral IAP repeat containing 5), masnéven survivin, az apoptdzis inhibitor
fehérjecsalad egyik fontos tagja. Sokaig ugy tartottuk, hogy a BIRCS leginkdbb a magzati
szovetekben expresszalodik, és csak elhanyagolhatdé mértékben van jelen a termindlisan
differencialodott felndtt szovetekben. Ujabb tanulmanyok szerint azonban fontos résztvevie
lehet kiilonb6z6 gyulladasos folyamatoknak, és az asztma patogenezisében betoltott szerepére
utald adatok is megjelentek. Munkacsoportunk és mas kutatok egér asztma modellb6l szarmazo
eredményei szerint a Birc5 mRNS szintje allergizalas hatasara jelentésen megemelkedik.
Emellett, a molekula eozinofil felhalmozddasban bet6ltott szerepére utal az a megfigyelés, mely
szerint a bronchoalveolaris folyadékbodl kinyert eozinofil sejtekben a Birc5 mRNS és fehérje
szintje korrelaciot mutat a BAL folyadék eozinofil sejtszamaval. Mindezek alapjan feltételezziik,

hogy a BIRCS meghataroz6 szerepet tolt be az asztma pathomechanizmusaban.



Célkitiizések

Doktori dolgozatom célkitlizései az alabbiakban foglalhatdak ossze:
1. A genetikai és kornyezeti tényezok interakcidjanak vizsgalata az asztma
kialakulasaban

e Annak vizsgélata, hogy az asztma patomechanizmusaban fontos szerepet jatszo
CCR5 wvalamint RANTES gének gyakori polimorfizmusai modositjak-e a
Mycoplasma pneumoniae fert6zésre, illetve az asztmara vald hajlamot.

e Az oxidativ stresszvalaszban kdzponti mediator szerepet betoltd6 NFE2L2 ¢és a
KEAP1 gének szabalyoz6 régidiban elhelyezkedd polimorfizmusok ¢és a
légszennyezettségi markerként hasznalt NO, koncentraci6 kozotti dsszefliggések
feltarasa az asztma kialakulasaban betoltott szerepiikre nézve.

2. Asztmara hajlamosité genetikai tényezok vizsgalata olyan, korabbi kapcsoltsagi
elemzések alapjan azonositott iin. asztma-régiokon, mint a 11q13 illetve a 14q22.

e Mivel a sok SNP-t nagyszami mintan vizsgald elemzésekbdl szarmazo
adatmennyiség a klasszikus statisztikai eljarasokon tul az interakcids elemzéseket is
lehetové teszi, célunk az adatainkat a tobbszintli elemzésre is alkalmas Bayesi
statisztika eszkozeivel is megvizsgalni.

e A betegségasszociaciot mutatd polimorfizmusokat hordozd gének expresszios
szintjének meghatarozasa és dsszehasonlitasa egészséges €s asztmas populacioban.

3. A munkacsoportunk altal korabban eldallitott ovalbumin-indukalt egér asztma
vizsgalata human mintakon.

e A gén szabalyoz6 régidiban talalhaté polimorfizmusainak asszocidcids vizsgalata.

e A gén expresszios szintjének megallapitdsa és Gsszevetése egészséges €s asztmas

populacidban.



Alkalmazott moédszerek

Vizsgalt populaciok
Az asszociacios vizsgalatokban résztvevd asztmas gyermekek a Budai Gyermekkoérhaz

Allergologiai szakambulancidjan jelentkeztek. Mindegyik gyermeknek szakorvos altal diagnosztizalt
asztmaja volt. A kontroll gyermekeket véletlenszeriien valasztottuk ki a Budai Gyermekkorhaz Ortopédiai
Osztalyarol illetve a Heim Pal Gyermekkorhaz Urologiai Osztalyardl. A felnétt kontrollok egészséges
véradok koziil kertiltek ki. Az indukalt kopet génexpresszids vizsgalataba bevont asztmas pacienseknél a
diagnézist a GINA nemzetkozi utmutatd, a Global Initiative for Asthma guidelines alapjan szakorvos
allitotta fel. Légzésfunkcié adataik alapjan enyhe illetve kozepestdl stlyosig terjedd asztma stadiumba
sorolta 6ket. Tiz beteg rendszeres inhalativ kortikoszteroid kezelés alatt allt. A paciensek asztma kontroll
értekeit a nemzetkézi Asthma Control Test™ hitelesitett magyar forditasa alapjan vettiik fel. Az
egészséges kontrollok budapesti egyetemek dolgozoi és hallgatoi koziil keriiltek ki, Légzésfunkcio
értékeik normalis tartomanyba estek, és esetiikben semmilyen 1égzdszervi betegség nem allt fenn.
Genomialis DNS szeparalas, genotipizalasi modszerek

A genomialis DNS-t a periférias vérbol szarmazo mononuklearis sejtekb6l Qiagen DNA Blood Mini
kit illetve iPrep PureLink gDNA Blood Kit segitségével izolaltuk a gyartok utasitasainak megfelel6en.
A RANTES -403 G/A polimorfizmusanak meghatarozasihoz PCR-RFLP modszert alkalmaztunk. A
CCR5432 esetében a 32 bazisparnyi delécio kimutatasa hasitds nélkiil, 2%-os toménységli agardz
gélelektroforézissel tortént. A 11ql12.2-q13.1 és 14q22.1-q22.3 genomteriileteken kivalasztott 145
polimorfizmusbdl 144-et az intézetiinkben korabban miikodé SNP Core Facility keretein beliil, egy nagy
atereszt6-képességii GenomeLab SNPstream® Genotyping System segitségével genotipizaltuk. A 11q13
genomrégioban talalhato rs545659 egypontos nukleotid polimorfizmus nem volt alkalmas a GenomeLab
SNPstream rendszerrel torténd genotipizalasra, ezért ennek genotipusat TagqMan 5° nukleaz
allélspecifikus PCR modszerrel hataroztuk meg. A BIRC5, NFE2L2 és KEAP1 gének szabalyozé
régioiban elhelyezked6 polimorfizmusok genotipizalasa Sequenom iPLEX Gold MassARRAY
technologiaval tortént egy kanadai kutatokdzpontban (McGill University and Génome Québec Innovation

Centre, Montréal,Québec, Canada).
Laboratériumi paraméterek meghatarozasa

A Mycoplasma pneumoniae (MP) specifikus antitestek meghatarozasa szérumbol tortént Sero MP-
IgA, IgG protein ELISA kitek segitségével a gyarto utasitasai szerint. A szérum teljes, valamint tobb mint
100 allergénre specifikus IgE szintjét Pharmacia CAP System miszerrel hataroztuk meg. A teljes IgE
szintet akkor tekintettiik korosnak, ha az alabbi, kor-specifikus referencia tartomanyokon kiviil esett: 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
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0,35 kU/L-t meghaladva vettiik pozitivnak. A vér eozinofil granulocita koncentracidkat Coulter MAXM
Analyser miiszerrel hataroztuk meg. A relativ értékeket 1-6% kozotti tartomanyban, az abszolit eozinofil

sejtszam értékét 0,05 és 0,200 G/1 kdzott tekintettiik normalisnak.
Kopetindukci6

Az indukciot 10 perces id6kozonként, haromszor végeztik el és azt minden alkalommal
1égzésfunkcido mérése kovette. A vizsgalt személyek 400 g salbutamol inhalaciot kovetéen a De Vilbiss
Nebulizer (Ultra-NebTm 2000 model 200HI) altal porlasztott hipertonias (4,5 %-os) natrium klorid
oldatot 1élegeztek be 5 percen keresztiil. Ezt kovetoen a felkohogott kopetet (alsd 1éghti szekrétumot)
steril tartalyban gyijtottik, majd kivalogattuk a nagyobb plakkokat. A mintakat 0.1% dithiotreitol-
tartalmu PBS-sel higitottuk (Sigma, St Louis, MO, USA), vortexeltiik, és 30 percrig razora helyeztiik. Ezt
kdvetden a mintakat 40 um nylonhaléon (BD Biosciences, Falcon cell strainer) sziirtiik at, és 1500 rpm-en
centrifugaltuk 10 percen keresztiil. A sejteket 1 ml PBS-ben vettiik fel, majd a sejtszuszpenzid egy részét
azonos mennyiségli 0,4%-os tripankék festékkel kevertiik 6ssze. A sejteket Biirker kamraban szamoltuk
meg. A maradék sejtszuszpenziét tovabb higitottuk PBS-sel és citocentrifugaval (Hettich-Zentrifugen,
Tuttlingen, Németorszag) targylemezre centrifugaltuk. A preparatumokat Quick Panoptic (Cypress,
Langdorp, Belgium) hematologiai festékkel festettik, és a sejtes Osszetételt fénymikroszkop alatt
hataroztuk meg minimum 300 sejt azonositasaval. A sejtosszetétel megallapitasat kovetOen a sejteket lizis

pufferben vettiik fel, és -80°C-on taroltuk.
Légzésfunkcié, FENO mérés

Az FVC és FEVI értékeket spirométerrel mértik, a kilélegzett levegd nitrogén monoxid (FENO)
szintjét NO szenzorral detektaltuk.
Légszennyezettségi értékek megallapitasa

A légszennyezettség markereként az ilyen jellegli kutatdsokban leggyakrabban alkalmazott 1égkdri
NO, koncentracié adatokat hasznaltuk fel. A vizsgalatba olyan személyeket vontunk be, akiknél az
asztma kialakuldsa (a kezelésre torténd jelentkezés) 2003 és 2006 kozotti intervallumban tortént. Ezen
periodust megel6zd évek részletes légszennyezettségi adatait az Orszagos Légszennyezettségi
Meérdohalézat munkatarsai kozremiikodésével gyiijtottiik be és elemeztiik. A vizsgalatban olyan személyek
szerepeltek, akik lakohelyének kozelében volt NO, koncentraciot is detektaldo automata méréallomas.
Elemzéseink soran a NO, koncentraciot diszkretizaltuk, és a 32 pg/m® alatti atlagértéket mutato
teriileteket alacsony légszennyezettségiinek, az e feletti atlagértékkel rendelkezd teriileteket magas
légszennyezettségiinek tekintettik. A 32 pg/m’-es hatart a vizsgalt geografiai teriileteken mért atlagolt

NO; koncentraciok medianjanal huztuk meg.



RNS szeparalas, koncentraciomérés és mindség-ellendrzés

Az RNS izolalasa az indukalt kopet mintdkbol RNeasy (Qiagen, Valencia, CA) szeparald oszlopok
felhasznalasaval tortént, a gyartd utasitasai szerint. A kinyert RNS mennyiségét NanoDrop ND-1000
spektrofotométerrel (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE) mértik meg, minéségét Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, CA) késziilék segitségével hataroztuk meg. A
tovabbiakban csak azokat a mintdkat hasznaltuk fel a kiillonb6z6 microarray valamint valds idejii PCR
mérésekhez, melyek RNS integritds szama meghaladta a 8,0-as értéket, tiszta gélszeri képet mutattak,
nem tartalmaztak DNS kontaminaciot, valamint a NanoDrop késziiléken mért 260/280 és a 260/230

aranyuk nagyobb volt, mint 1,8.
Reverz transzkripcié és mRNS expresszio mérés TagMan valésidejii PCR mddszerrel

Az indukalt kopet mintak esetében a ¢cDNS atirast a High Capacity cDNA reverse transcription kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA) alkalmazasaval végeztiik. A valosideji PCR reakciokat ABI
7900HT Fast Real-Time PCR késziiléken végeztiik a gyart6 utasitasai szerint. Haztartasi kontrollként a j-
actin génjét hasznaltuk. A haztartasi génhez normalizalt szignalértékeket az Gsszehasonlitd Ct (delta CT)

modszer felhasznalasaval hataroztuk meg.
Alkalmazott statisztikai modszerek

A genotipizalasi eredmények kiértékelését logisztikus regresszidval végeztiikk. A haplotipusokat és
ezek frekvenciajat a Haploview 4.1 programmal becsiiltiik meg. A szérum, és kopet eozinofil szintek,
valamint az IgE értékek esetében a fenotipusok genetikai hatterének meghatdrozdsdhoz linedris
regressziés modellt haszndltunk. A normalizalt génexpresszié szinteket Mann-Whitney U teszt és
Kruskal-Wallis teszt segitségével hasonlitottuk Ossze. A kontingencia tablakat Fisher exact teszttel
elemeztiik. A korrelaciok mérésére a Spearman-féle rangkorrelaciot alkalmaztuk. Tébbszords hipotézis
tesztelés esetén a p értékeket a Bonferroni-korrekcionak megfeleléen korrigdltuk az 6sszehasonlitasok
szdmaval. A bayesi statisztikai szamitasokat a Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem
Méréstechnika és Informacidés Rendszerek Tanszékén, dr. Antal Péter kutatdcsoportja végezte a két
csoport altal kézosen kidolgozott BN-BMLA (Bayesian network based Bayesian multilevel analysis of

relevance) modszerrel.



Eredmények

A RANTES -403G/A és a CCR5432 polimorfizmusok, és a Mycoplasma Pneumoniae
fertdzés asztma kockazatra gyakorolt hatdsat vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy az asztmas
gyermekek kozott szignifikansan nagyobb aranyban fordul elé Mycoplasma p. pozitivitas, mint
az egészséges gyermekek kozott (31,1% vs. 18,1 %, p = 0,0009), a két csoport azonban nem
mutatott szignifikdns kiilonbséget sem a RANTES, sem a CCR5 gének vizsgalt varidnsainak
eloszlasanak tekintetében. A vizsgalt valtozok kozotti kapcsolatot tekintve azt talaltuk, hogy a
CCR5432 allélja szignifikansan gyakrabban fordult el6 a MP szeropozitiv gyermekekben a MP
szeronegativ gyermekekhez képest (18% vs. 8,6%, p = 0,006). Hasonldé eredményt kaptunk
mikor a CCR5432 alléljat homozigota formaban hordozo gyermekek aranyat hasonlitottuk 6ssze
a MP szeropozitiv és MP szeronegativ csoportok kozott (2,4% vs. 1,3%). Ezzel szemben a
RANTES -403A allélja és a Mycoplasma p. fert6zottség kozott nem talaltunk osszefliggést.

Tobbszords logisztikus regresszidos elemzés soran azt talaltuk, hogy a MP fertdzottség
szignifikans asszociaciot mutat az asztmara (OR = 2,0, 95% CI = 1,3-3,1, p = 0,001), illetéleg az
atopiara (OR = 1,7, 95% CI = 1,1-2,6, p = 0,01) valé megndvekedett hajlammal, és kimutattuk,
hogy a MP szeropozitivitas és a CCR5432 ritka alléljanak egyiittes el6fordulasa véd az
asztmaval szemben (OR = 0,4, 95% CI = 0,2-0,7, p = 0,003). A MP szeropozitivitas és a
RANTES -403A all¢ljanak egyiittes eléforduldsa esetén nem talaltunk hasonlo asszociaciot.

Az NFE2L2 és KEAPL gének szabalyozo régidiban lokalizalodo polimorfizmusok allél- és
genotipus eloszlasat vizsgalva nem mutattunk ki szignifikans kiilonbséget az asztmas €s kontroll
csoportok kozott. Az asztma endofenotipusokat is figyelembe véve a legerésebb asszociaciot az
infekcio-indukalt asztma (IIA) és az NFE2L2 3’régiojaban elhelyezkedd rs2588882 kozott
talaltuk, mely SNP ritka allélja (G) szignifikansan ritkdbban fordult el§ az IIA 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% CI = 0,13-0,62, p = 0,002) alkalmazva ritkabbnak
bizonyultak az ITA csoportban, ami a G allél (mintsem a G allét hordoz6 genotipusok) infekci6-
indukalt asztma fenotipus elleni védd hatasara utal. A KEAP1 gén SNP-i esetében nem talaltunk

szignifikans kiilonbséget az allélgyakorisagokban és a genotipusok megoszlasdban a vizsgalt



csoportok kozott. A polimorfizmusok és az NO; koncentracio interakcidjanak hatasat az asztma
kialakulasara az asztmas csoporton beliil elemeztiik. Eredményeink azt mutatjak, hogy az
rs2588882 és az rs6721961 (NFE2L2 -617G/T) SNP-k ritka alléljai, pontosabban a ritka allélt
hordoz6 heterozigéta és ritka homozigdta genotipusok egybevéve szignifikdnsan gyakrabban
fordulnak eld azokban a gyermekekben, akik lakohelye kisebb 1égszennyezettségli régidban
helyezkedik el. Az alacsony vs. magas légszennyezettségii teriileteken a heterozigéta és ritka
homozigoéta genotipusok Gsszevont frekvencidja az rs2588882 esetében 25,8% vs. 13,9% (OR
(95% CI) = 0,43 (0,23-0,82), p = 0,01); az rs6721961 esetében 30,5% vs. 20,0% (OR (95% CI) =
0,51 (0,29-0,90) p = 0,02). Az NFE2L2 gén 8 vizsgalt SNP-je altal 1étrehozott haplotipusok
gyakorisagat megvizsgalva azt talaltuk, hogy az rs2588882 ¢s rs6721961 ritka alléljat is hordozd
haplotipus (GTCCTCTG) szignifikansan gyakoribb az alacsony légszennyezettségii 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 allé¢lt hordozd egyének

légszennyezettségre adott eltérd valaszkészségében.

A 11912.2-q13.1 és 14q22.1-22.3 kromoszomarégiok parcidlis genomsziirése soran 145
SNP-t genotipizaltunk, melyek koziil 102 SNP eloszlasat elemeztiik, frekventista és BN-BMLA
(Bayesian network based Bayesian multilevel analysis of relevance) statisztikai modszerrel.

A frekventista elemzés soran szignifikans asszociaciot talaltunk az asztma és az FRMD6 (FERM
domain containing 6) gén promoéterében elhelyezkedd rs3751464 SNP ritka (T) allélja (OR =
1,43, 95% CI = 1,18-1,75, p = 0,0003), és a PTGDR (Prostaglandin D receptor gén) 3> UTR
régidjaban elhelyezked6 rs17831682 ritka genotipusa (CC) kozott (OR = 27,23, 95 % CI = 1,55-
478,07, p = 0,00039). Emellett a PRPF19 génben talalhato rs7928208 az asztma fiatalkori
kialakulasaval/diagndzisaval mutatott kapcsolatot.

A BN-BMLA elemzés soran a fenti eredmények megerésitése mellett a PTGER2 (Prostaglandin
E2 receptor) gén két intronikus SNP-je bizonyult relevansnak az asztmara valdo hajlam
tekintetében. A nagy affinitasu IgE receptor B-lancat kodolo MS4A2 gén E237G missense SNP-
je, az rs569108 a klinikai paraméterek (IgE-, eozinofil szint, allergias rhinitis és asztma), mint

tobbszOrds célvaltozok alkalmazaskor mutatott er0s asszociacidt az asztmaval. Az AHNAK



(desmoyokin) gén két SNP-je (rs11231128 és rs11827029) csak rhinitis fennallasa esetén
mutatott asszocidcidt az asztma megjelenésével. Az SNP-k kozotti lehetséges interakciokat
vizsgalva statisztikailag relevans interakciokat talaltunk génen beliil (PTGER2-ben elhelyezkedd
rs17197 és rs708502), gének kozott (pl. rs17197 a PTGER2-ben és rs3751464 az FRMDG6
génben), és kromoszomak kozott is (pl. rs7928208 a PRPF19 génben a 11-es kromoszoéman és
rs3751464 az FRMDG6-ban a 14-es kromoszoman). Eredményeink alapjan az FRMD6 génjében
elhelyezked6 rs3751464 bizonyult a legjelentdsebb polimorfizmusnak az altalunk vizsgalt SNP-k
koziil. Az asztmara vald hajlamot 6nmagéaban, €s mas SNP-kel kdlcsonhatasban is befolyésolja.
Az SNP ritka genotipusaval (TT) vald interakcid minden esetben megnoveli az asztma
kockazatat (3,22 és 3,52 kozotti OR értékek), mig a gyakori genotipus (CC) csokkenti azt (0,65
¢s 0,66 OR értékek). Minden SNP esetében meghataroztuk a valoszinliségi értékeket azokra az
esetekre, amikor az SNP kozvetleniil vagy tranzitiv médon, vagy massal fenotipus valtozoval
kolcsonhatasban befolyasolja az asztma fenotipust. A szamitott valoszinliségi értékek alapjan
elmondhatjuk, hogy az altalunk megfigyelt asszociaciok nagy része inkabb tranzitiv, mintsem
kozvetlen hatasnak tulajdonithatd, vagyis az SNP és az asztma kozti kapcsolat egy masik SNP
vagy fenotipus-valtozo6 ismeretétol fligg.

Az SNP elemzések sordn az asztmaval, vagy annak valamely endofenotipusaval asszociaciot
mutatd gének expressziojat egészséges ¢és asztmas személyekbdl szarmazo indukalt kopet
mintakban hasonlitottuk 6ssze. Az Osszesen 31, kopetindukcion atesett személy mintaibol az
asztmasok koziil 12, a kontrollok koziil 9 esetben tudtunk expresszids elemzéshez megfeleld
mindségli RNS-t izolalni. A vizsgalt gének koziil egyediill az FRMDG6 esetében talaltunk
szignifikdns eltérést, a kontroll mintdkban &tlagosan 2,73-szor magasabb értékkel a beteg
mintdkhoz viszonyitva (p = 10’6). A t6bbi vizsgalt gén (PTGDR, PTGER2, MS4A2, AHNAK,
PRPF19, TXNDC16) esetében nem talaltunk statisztikailag szignifikéns kiillonbséget az asztmas
¢s a kontroll csoport mintdiban mérhetd mRNS szintek kozott. Az FRMD6 expresszidjanak
hasonlo csokkenését figyeltiik meg a csoportunkban kordbban allergizalt egérmodellben is az

OVA indukciét kovetden (fold change= 1,53).

A BIRCS5 gén asztmaban betoltott szerepének vizsgalatanak elsd 1épéseként az egér
tiidoszovetek génexpresszios szintjét detektalo microarray elemzésbdl szarmazé adatainkat real-

time PCR technikaval validaltuk, majd a molekula human asztmaban betoltott szerepének



alatdmasztasa céljabol a BIRC5 mRNS szintjét 13 asztmas és 10 egészséges kontroll személytdl
gyljtott indukalt kopet mintdban hasonlitottuk Ossze. Az atlagos gén-expresszid szint
szignifikansan magasabbnak bizonyult az asztmas személyek mintaiban a kontroll mintakban
mért mRNS szinthez képest (p = 0,03). Az asztma stlyossagi foka (GINA stadiumok) és a kopet
BIRC5 mRNS szintje k6zott nem talaltunk 0sszefiiggést. A gén expresszids szintje szignifikans
korrelaciot mutatott a kdpetben jelenlévo eozinofil sejtek aranyaval (r = 0,468, p = 0,02). A nem,
¢letkor és a dohanyzasi szokdsok nem mutattak Osszefliggést a kdpetben kimutathaté BIRCS
mRNS szintjével. Eredményeink alapjan a kopet eozinofil sejtardnya a sulyosabb asztma
stddiumokban 1évé vizsgélati személyek esetében szignifikdnsan magasabb, mint a kontroll,
illetve az enyhébb asztma stadiumba sorolhaté személyek esetében (p = 4*10™). A BIRC5
mRNS szintje nem mutatott §sszefiiggést az asztma kontroll teszt, a kilélegzett nitrogén-monoxid
(FENO), ¢és az alkalmazott kortikoszteroid dozis (ICS) értékeivel sem. Statisztikailag
szignifikdns, am eltérd iranya korrelaciot tapasztaltunk a FENO értekek és a kopet relativ
eozinofil (p = 0,006, r = 0,742) illetve neutrofil (p = 0,048, r = -0,58) sejtszama kozott. Gyenge
korrelaciot figyeltiink meg a kopet relativ eozinofil sejtszama és az asztma kontroll teszt értékek

kozott (p = 0048, r = - 055), mig az ICS dozis nem allt 6sszefliggésben a kdpet sejtaranyokkal.

A BIRCS gén szabalyozé régidiban elhelyezkedd polimorfizmusok genotipus elemzésének
eredményeként azt talaltuk, hogy az rs8073903 SNP-k ritka allélja (C) szignifikans asszociaciot
mutat az asztmara vald megndvekedett hajlammal (OR = 1,458, 95% CI = 1,126-1,889, p =
0,004). A nemeket kiilon vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy az asszociacié a nék korében még
kifejezettebb. Az asztma endofenotipusok tekintetében az rs8073903 és az rs8073069 SNP-k
ritka alléljai a nem-allergids asztmara vald fokozott hajlammal asszocialtak 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 asszocidciot mutatott a ndk alpopulacidjaban.
Statisztikailag szignifikans korrelaciot talaltunk az rs9904341 SNP és a szérum eozinofil szintek
kozott, mind a relativ, mind pedig az abszolut sejtszam értékek tekintetében. Adataink alapjan az
1s9904341 SNP vad genotipusat hordozé vizsgalati személyek szignifikdnsan magasabb szérum
eozinofil szinttel rendelkeznek, mint azok a személyek, akik a ritka allélt is hordozzak (66,2%

Vvs. 58,9%, p= 0,004 az abszolut, 43,6% vs. 24,2%, p=0,002 a relativ eozinofil szint esetében). A
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polimorfizmusok altal alkotott haplotipusok koziil a legmarkansabb kiilonbségeket az rs8073903
¢s az rs8073069 altal alkotott haplotipusok mutattdk. Az asztmas és kontroll populacié kozott
erdsen szignifikans kiilonbséget taladltunk a két polimorfizmus vad alléljai altal alkotott
haplotipus (TG) megoszlasaban (57% vs. 65%, a beteg vs. kontroll csoportban, p = 0,004), ami a
vad haplotipus asztmaban betoltott védo szerepére utal. A ritka allélek kombindcidjabol 1étrejovo
haplotipus (CC) szignifikdnsan gyakrabban fordult el6 a nem-allergias asztmas alpopulacioban

az egyéb asztmas alpopulaciohoz képest (47% vs. 27%, p = 5*107).
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Kovetkeztetések

A gyermekkori asztma genetikai hatterét vizsgalod kutatasaink soran az alabbi eredményekre

jutottunk.

Genotipus-kornyezet interakcids vizsgalataink elsd részében kimutattuk, hogy a CCRS
kemokinreceptor delécids formajanak hordozasa megnoveli a kronikus Mycoplasma pneumoniae
fert6zésre valo hajlamot, azonban a Mycoplasma p. ellenes IgG pozitiv gyermekekben a
CCR5432 allél jelenléte csokkenti az asztma kialakuldsanak kockazatat. Megerdsitettiik a
Mycoplasma p. fertézés és az asztma kialakulasa kozott fennalld asszociaciot, melyrél mar
korabbi tanulmanyokban beszamoltak. A CCR5432, illetve a RANTES -403A allélek hordozasa
€s az asztma megjelenése kozott az altalunk vizsgalt populdcioban nem talaltunk direkt
kapcsolatot.

Az oxidativ stresszvalasz szabdlyozasdban kozponti szerepet betdlté NFE2L2 ¢és KEAP1
gének vizsgalt SNP-inek eloszlasanak tekintetében nem talaltunk kiilonbséget az asztmas ¢és
kontroll csoportok kozott. Az NFE2L2 regulator régidiban elhelyezkedd polimorfizmusok
vizsgalatakor azt talaltuk, hogy az rs2588882 G ¢és rs6721961 T alléleit hordozd genotipusok
ritkdbban fordulnak eld az infekcids asztmasok korében, mint mas asztma endofenotipust
csoportoknal, ami ezen allélek infekcids asztmaval szembeni lehetséges védo hatdsara utal. A
genetikai variansok ¢és a levegd NO; koncentracid egyiittes szerepét tanulmanyozva azt
tapasztaltuk, hogy az alacsonyabb 1égszennyezettségli régidkban €16 asztmas gyermekek kozott
az rs2588882 G, valamint az rs6721961 T (ritka) allélek gyakrabban fordulnak eld. Ezek az
eredmények azt mutatjdk, hogy az NFE2L2 gén polimorfizmusai befolyasolhatjak az infekcio
altal Kivaltott asztma kockazatat, és gén-kornyezet kolcsonhatasban befolyasolhatjak a
kornyezeti (1égszennyezettségi) faktorok hatdsat az asztma kialakulésara.

A 11912.2-q13.1 és 14q22.1-22.3 genomrégiok vizsgalata sordn az asztma és az FRMD6 gén
egyik 5’UTR polimorfizmusanak (rs3751464) pozitiv asszociacidjat frekventista és bayesi
statisztikai eljaras alkalmazésaval is igazoltuk. Kimutattuk, hogy az SNP ritka allélja (T)
onmagéban, mas polimorfizmusokkal interakcidban és haplotipus szinten is megndveli az asztma
kockazatat. Az FRMDG6 gén expresszios szintjét alacsonyabbnak taldltuk OV A-indukalt egér

asztma modellben az allergizalast kovetden, és human asztmasok tiidészovetében a kontroll
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egyénekhez képest. Kimutattuk, hogy az AHNAK génben lokalizalodo rs11231128 ¢és a
TXNDC16 gén 3’UTR régiojaban elhelyezkedd rs1565970 polimorfizmusok indirekt modon,
csak fennalld rhinitis esetén befolyasoljak az asztma kockazatot. Erds, direkt asszociaciot
detektaltunk az asztma és a PRPF19 gén rs7928208 SNP-jének ritka allélja (G) kozott, raadasul
a polimorfizmus asszociaciot mutatott az asztma 6 éves kor alatti megjelenésével is. A BN-
BMLA mddszert hasznalva megerdsitettiik a mar korabban publikalt asszociaciokat az asztma és
a PTGDR (rs17831682), PTGER2 (rs708502 ¢és rs17197), valamint az MS4A2 gén (E237G,
rs569108) variansai kozott. Megallapitottuk, hogy ezen gének koziil csak a PTGDR SNP-je
befolyasolja kozvetleniil az asztma megjelenését, mig a PTGER2 polimorfizmusai csak
interakcioban vagy kozvetve, és az MS4A2 E237G varidnsa tranzitiv modon befolyasolja az
asztma kialakulasat. Megfigyeléseink igazoljak az interakciok és kozvetetett asszociaciok
korképek tanulmanyozéasaban.

Egér allergias asztma modellben detektalt eredményeinket megerdsitve kimutattuk, hogy az
asztmasok légutaiban szignifikansan magasabb az antiapoptotikus hatast BIRC5 mRNS szintje,
mint ami az egészséges személyek légutaiban mérhetd. Megallapitottuk, hogy a BIRC5 mRNS
szintje szignifikans korrelaciét mutat az indukalt kopetben jelenlévéd eozinofil sejtek aranyaval.
Az eozinofil szint ezen tulmenden korrelacidt mutatott az asztma kontroll teszt értékekkel, az
asztma sulyossagi fokaval, valamint a kilélegzett nitrogén-monoxid értékekkel. A gén regulator
régidiban elhelyezkedd polimorfizmusok allél- €s genotipus eloszlasat vizsgalva az rs8073903 ¢és
az rs8073069 SNP-k ritka allélei és az asztma kozott szignifikdns asszociaciot mutattunk ki,
mely a n6k korében még kifejezettebbnek bizonyult. Az emlitett SNP-k vad allélei altal alkotott
haplotipusr6l (TG) kimutattuk, hogy az szignifikdnsan gyakrabban fordul elé az egészségesek
korében, mint az asztmasok kozott. Az egyes asztma endofenotipusokat kiilon elemezve azt
talaltuk, hogy a fenti SNP-k ritka allélei a nem-allergids asztmara vald fokozott hajlammal
asszocidlnak szignifikdns mértékben. Statisztikailag szignifikans korrelaciot talaltunk az
1s9904341 és a szérum relativ és abszolit eozinofil szintje kozott, 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 aldtdmasztjak, hogy a
BIRCS5 molekula fontos komponense a légutak normalis mikodésének ¢és modosulasai

hozzéajarulhatnak az asztmas fenotipus megjelenéséhez.
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