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Human vizsgalatok
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Korébban dsszefliggést talaltunk a monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) tavoli
szabalyoz0 régiojaban talalhato polimorfizmusa és az asztma fokozott kockazata kozott.
Raadasul a —2518GG homozigéta asztmasoknak magasabb volt az eozinofil szintjik és
sulyosabb az asztmajuk. Kovetkezékben azt vizsgaltuk, hogy van-e killénbseg a szérum
MCP-1 szintben az asztmas és az egészséges gyerekek kdzott, valamint a —2518
polimorfizmus befolyasolja-e a szérum MCP-1 szintet? Eredményeink alapjan az
asztmasokban szignifikdnsan alacsonyabb volt az MCP-1 szint, mint az egészsegesekben.
Ennek egyik lehetséges magyarazata, hogy az asztmasokban a krénikus gyulladas
kovetkeztében megemelkedett endogén kortikoszteroidok csdkkentik (“leszabalyozzak™)
az MCP-1 termelést. Az asztmas csoporton belil az atépiasokban (IgE>100kU/I)
szignifikansan alacsonyabb volt az MCP-1 szint, mint a nem-atopiasokban, valamint a
lanyokban magasabb, mint a fidkban. Az MCP-1 —2518 genotipus nem befolyasolta a
szérum MCP-1 szintet egyik csoportban sem. Mivel az emelkedett MCP-1 szint szdmos
gyulladasos betegségben jatszik meghatarozé szerepet (pl.: SLE, atherosclerosis), az
asztmasok alacsony szérum MCP-1 szintje befolyésolhatja az ezekre a betegségekre vald
hajlamot.

Feltételezések szerint bizonyos esetekben az asztma kialakulasédban a Chlamydia
pneumoniae (CP) fert6zésnek szerepe lehet. Ennek vizsgalatara asztmas, allergias és
egészséges gyerekeknél vizsgaltuk a fert6zottséget. Mivel kordbban leirtak, hogy a
mannose binding lektin (MBL) bizonyos polimorfizmusainak szerepe lehet a fert6zes utan
kialakulo betegségekben, ezeket a polimorfizmusokat is tanulményoztuk ezekben a
gyerekekben. Az asztmas és az egészséges gyerekeknél CP ellenes IgG, IgA és IgM
segitségével vizsgaltuk, hogy a fert6zés a maltban jatszodott-e le, kronikus fertézésrol
van-e sz0, a fert6zés a vizsgalat idépontjaban is fenn all, vagy a gyermek eddig nem
fert6z6dott CP-vel. CP fertézés szempontjabdl nem talaltunk szignifikéns kilonbséget az
asztmas és a kontroll csoportok kdzott. 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 heterozigota
hordozokban 10%-ra csokken, mig homozigdtadkban kimutathatatlan lesz.
Osszehasonlitottuk a 3 polimorfizmus gyakorisagat az asztmas és az egészséges
csoportban, és nem talaltunk szignifikans kilonbséget se az egyes genotipusok, se a
mutans/vad 6sszehasonlitas vonatkozasaban. Ezutan a vizsgalt gyermekeket a szerint
csoportositottuk, hogy hordozéi-e az MBL polimorfizmusoknak és 6sszehasonlitottuk az
asztmas és a kontroll gyermekeket a CP fert6zottsegi allapotuk alapjan. Az asztmasok
kdzott szignifikansan tobb olyan gyermeket talaltunk, akik hordoztak legaldbb egy MBL
mutaciot es pozitivak voltak CP ellenes IgG-re, mint a kontroll csoportban. Az IgA és
IgM-re pozitiv gyermekek kozott nem taldltunk ilyen 6sszefliggést. Ez az eredmény azt
jelzi, hogy a CP fert6zes hajlamosithat asztmara, de csak abban az esetben, ha az illet6
hordozdja legaldbb egy MBL defektiv allélnak. Mivel az IgG pozitivitas egy multban
lejatsz0do MBL fertézésre utal, valdsziniileg a fertézés utan el kell telnie valamennyi
idének, hogy az asztma kialakuljon. Ezutan a vizsgalt gyermekeket fert6zottséguk szerint
csoportositottuk, és 6sszehasonlitottuk az asztmas és a kontroll csoportokat az MBL
statuszuk alapjan. A genotipusok eloszlasa szignifikansan kilonb6zétt egymastol az
asztmas és a kontroll csoport kdzott akik pozitivak voltak CP ellenes 1gG-re, IgA-ra, vagy



mindkettére. A legnagyobb kiilonbség a két csoprt kdzott akkor volt, ha azokat a
gyerekeket vettiik figyelembe, akik mind 1gG-re, mind IgA-ra pozitivak voltak. A két
antitest egyiittes el6fordulasa ismétlédd, kronikus CP fertézésekre utal. Ezekben az
esetekben az MBL mutéciot hordozdk aranya szignifikdnsan magasabb volt az asztmas
gyerekek kdzott, mint a hasonlé fert6zottség allapotd kontroll gyerekek kdzott. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy azoknak a kronikusan és ismétlédéen CP-vel fertézott
gyerekeknek, akik hordozoéik valamelyik hibds MBL allélnak szignifikansan nagyobb
esélylik van arra, hogy asztmasak legyenek, mint a mutaciét nem hordozdknak.

Tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy milyen 6sszefiliggés van a CP fert6zes és az allergia
kozott. 141 asztmas, 62 allergias és 125 egészséges gyermeket vontunk be a
vizsgalatokba. A CP szintet ELISA-val mertiik.Nem talaltunk kilénbséget CP fert6zottseg
alapjan a harom populécidban, ami azt jelenti, hogy ezekben a gyerekekben a CP nem
befolyasolja kdzvetlenil a betegsegek kialakulasat. Azonban az asztmas csoporton belul
szignifikansan tobb allergias-asztmés beteg volt pozitiv CP-specifikus IgA-ra és
IgA+1gG-re, mint nem-allergias asztmas (Odds ratio (OR) = 5.9(1.7-26.2); P = 0.01 az
IgA-ra és OR =5.2(1.6-25.8); P = 0.02 az IgA+1gG-re). Az étel és/vagy gyogyszer
allergias csoportban nem talaltunk olyan beteget aki pozitiv volt CP-specifius IgA-ra.
Mivel ez az ellenanyag a kronikus, vagy ismételt CP fert6zottségre utal, ez az eredmény
azt jelenti, hogy ezek a betegek valamilyen mechanizmussal védettek a krénikus (IgA
pozitiv) ferté6zéssel szemben. Ezzel szemben az inhalativ allergiasok 41,6%-a volt pozitiv
CP-specifikus IgA-ra.

2004-ben folytattuk az asztma biobank szamara a mintak gyijtését. Ebben az évben 58
asztmas gyermektol kaptunk vért és részletes klinikai jellmzést. A vérb6l DNS-t vontunk
ki,
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Kutatasainkban tovabb vizsgaltuk, hogy az immunrendszer kildnb6z6 polimorfizmusai
befolyasoljak-e a CP fert6zésre val6 hajlamot, illetve a fertézottekben az asztma
kialakulasat. Ebben az évben a TNFa, a RANTES és az MCP-1 gének szabalyozo
régiodiban talalhat6 polimorfizmusok hatasat vizsgaltuk a fert6zésre, az asztméra és a
fert6zes és az asztma kozotti kapcsolatra.Eredményeink alapjan a polimorfizmusok nem
befolyasoljak a CP fert6zésre vald hajlamot. Azonban a TNFa -308A allélja jelentésen
megnoveli annak az esélyét, hogy a CP fert6zott gyermekekben asztma alakuljon ki (Odds
ratio (OR)=3.52(1.52-7.53); P=0.005). Az MCP-1 -2518G polimorfizmusa 6nmagaban
ndveli az asztma kialakulasanak az esélyét, azonban a fertézés ezt az esélyt nem
modositja. A kronikus CP fertézott RANTES -403A hordozoknak sokkal nagyobb
esélylik van, hogy asztmasak legyenek, 6sszehasonlitva 6ket a G/G (vad) homozigodta,
hasonlé fert6zottségii gyermekekkel (OR=4.32(1.19-15.56)); P = 0.03), bar a Bonferroni
korrekcio utan az eredmény nem bizonyult statisztikailag szignifikansnak.

A Mycoplasma pneumoniae fert6zésrél is kimutattak, hogy egyes emberekben hajlamosit
asztmara. Ezt az 0sszefliggést igazoltuk mi is beteganyagunkon. Jelenleg folyik a
genetikai variaciok hatdsanak vizsgalata erre a folyamatra.

Szamos Uj genetikai polimorfizmus hatasat vizsgaljuk az asztmaéra valé hajlamra (pl.: a
CC16, GSTM, GSTT es a SUMO genekben), és gén-gen kdlcsénhatasokat keresunk az 0j
és a régebben meghatarozott variaciok kozott.

Tovabb folytatjuk az asztma Biobank fejlesztését. Rendszeresen kapunk asztmas gyerekek
orvosatol véreket, melyekb6l DNS-t izolalunk.
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A Mycoplasma pneumoniae (MP) szerepét vizsgaltuk asztmaban. Az asztmas és az
egészséges gyerekeknél MP ellenes IgG, IgA és IgM segitségével vizsgaltuk, hogy a fert6zés
a multban jatszodott-e le, kronikus fertézésrél van-e szo, a fertézés a vizsgalat idépontjaban is
fenn all, vagy a gyermek eddig nem fert6z6dott MP-vel. A vizsgalatba 254 asztmas és 260
egészséges gyermeket vontunk be.

Az asztmas gyerekek kozott szignifikdnsan magasabb volt a kronikus MP fert6zottek aranya
(31.1% az asztmas gyermekekben és 18.1% az egészséges kontrollokban; P=0.0009), ami arra
utal, hogy egyes gyerekeknél dsszefliggés lehet az MP fert6zes és az asztma kialakulasa
kozott.

Ezutan olyan géneket vizsgaltunk (TNFa, RANTES, MCP-1, CCR5, mannoz binding leptin
(MBL) amelyek mind az asztméaban, mind az MP fert6zésre adott valaszban fontos szerepet
jatszanak. Azt tanulmanyoztuk, hogy a génekben talalhatd, mar korabban igazoltan
funkcionalis polimorfizmusok befolyasoljak-e a fert6zottekben az asztmara valo hajlamot.

A vizsgélatoknal a CCR5A32-re kaptuk a legérdekesebb eredményeket. A CCR5A32
allélfrekvenciaja szignifikansan magasabb volt a krénikus MP fert6zottek kozott, mint a nem
fert6zottekben, illetve nem-kronikus fert6zottekben (18.0% a kronikus fert6zottekben és 8.6%
a tobbiekben; P=0.006). Ezzel szemben a krdonikusan fert6zott asztméasokban alacsonyabb volt
a CCR5A32 allélfrekvencidja, mint a kronikusan fert6zott kontrollokban (3.9% vs. 12.7%).
Logisztikus regresszidval elemezve az eredményeket (korra, nemre, allergias statuszra
igazitva) azt kaptuk, hogy a CCR5A32 0.4 (0.2-0.7) odds ratioval (P=0.003) asszocial
asztmaval a kronikusan fert6zottekben, dsszehasonlitva ket a kronikusan fert6zott
kontrollokkal. Ez azt jelenti, hogy a mutécidt hordoz6 kronikus MP fert6zétt gyerekeknek
2,5x kisebb esélyik lesz arra, hogy benniik asztma alakuljon ki, mint a mutaciét nem hordozo
fertdzotteknek. Osszefoglalva a polimorfizmust hordozok hajlamosabbak a MP fertézésre,
viszont a fert6z6tt hordozoknak kisebb esélylk van az asztma kialakulasara, mint a fert6zott
nem-hordozoknak.

A DNS polimorfizmusok egyenkenti vizsgalatarol attértink a nagyatereszté kepességic SNP
vizsgalatra a Beckman SNP Genotyping rendszerrel, amely 384 mintan egyszerre akar
egyenként 48 SNP-t képes vizsgalni. Ezzel a készilékkel olyan genomterileteket fogunk
vizsgalni, amelyeket korabban a genomsziirések megjeldltek, mint hajlamosité régiét, de még
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A nagyatereszt6 képességii Beckman SNP Genotyping rendszerrel révid id6 alatt nagy
mennyisegii SNP-t vizsgalni. Azonban ez azzal a hatrannyal jar, hogy megné az egyes tipusu
statisztikai hiba esélye, azaz a vizsgalatokkal aranyosan n6 annak a val6sziniisége, hogy
hamis pozitiv eredményeket kapunk. Ezt gy lehet ellensulyozni, ha tébb mintat mérink le.
Az év elején tobb orvossal is felvettiik a kapcsolatot, és az év végére az asztma
biobankunkban kdzel 500 beteg DNS-e és adatai szerepeltek. Emellett, ezekhez a
vizsgéalatokhoz felhasznéltuk 404 allergiés, de nem asztmas, illetve tobb mint 500 egészséges
kontroll DNS-ét, illetve adatait.

Az igy kozel 1000 tagra bévilt asztma-allergia-kontroll DNS biobankunkon az eddigiekben
kett6, az asztma kialakuldsdban vélhetéen szerepet jatsz6 genomterllet SNP-sziirését
végeztik el. El6szor a 11g13-es genomrégioban 48 SNP genotipusat hataroztuk meg. Ezen a
terileten helyezkedik el az asztma kialakulasaban erésen vitatott FceR-1 génje, az MS4
membran-fehérje csalad génjei és a tlidében kiemelkedden expresszalodé CC16 génje.



Az SNP-szet Osszedllitasanal a vizsgalandd SNP-k bioldgiai relevanciajat a kovetkezo
paraméterek alapjan rangsoroltuk:

- Nem-szinonim SNP-k

- A régioban talalhaté olyan SNP-k, amelyeknek az irodalomban mar valami funkciot

tulajdonitottak (vagy mar méasok vizsgaltak)

- SNP-k a gének promoter, illetve 3° UTR régioiban

- SNP-k az evolucidsan konzervalt régiokban

- SNP-k a régidban talalhaté RNS, illetve miRNS —ekben.

- Haplotipus blokkokat jellemzé tag SNP-k.
A bioldgiai funkcionalitdison tul a meréseknél a SNPstream rendszer altal szabott
méréstechnikai igényeket is figyelembe kellett venniink, ami jelentésen korlatozta és formalta
a vizsgalni kivant SNP-k halmazat. Ezen technikai parameéterek mérésére a web-alapd
adatbazisokat és szolgéltatdsokat felhasznalva egy informatikus diplomamunkéssal
letrehoztunk egy labor-specifikus adatbanyaszo és adatintegralo szoftvert, ami a tovabbiakban
is konnyiti az SNP valogatas ezen részét. Az elsé korben 48 SNP-t mértlink le 280 asztmas és
300 kontroll gyermeken. 3 SNP-vel, 2 génben kaptunk szignifikans ¢sszefliggést. Mivel az
ilyen tipust vizsgélatokban nagyon konnyen lehet hamis pozitiv eredményeket kapni, és
ehhez kapcsolodoan nehéz mas populécion reprodukalni az eredményeket, mi egy 2 lépcsos
stratégiat dolgoztunk ki. A masodik lépésben egy Ujabb asztmas mintahalmazon néztiik meg,
hogy a korabban kapott asszociaciok itt is igazak-e. Ezutan az asszocialo6 SNP-k és genek
kornyezetében a boévitett mintahalmazon tovabbi 19 SNP bevonédsidval a géneknek a
részletesebb lefedését végeztik el, egyrészt - megerdsités céljabdl - a haplotipusblokkok
tovabbi (feltételezhet) tagjainak vizsgalataval, masrészt a gének eddig nem vizsgalt, &m
funkcionalisan jelentosnek itélt SNP-inek genotipizalasaval. Mivel a korabbi genomsziirések
a 11q13-as genomteriiletet mind asztmaval, mind atopiaval 6sszefliggésbe hoztak, tovabba az
asztmas betegeink talnyomo része (80%-a) egyben allergias is, elhataroztuk, hogy plusz
mérésekkel, illetve statisztikai elemzésekkel megprébaljuk megéllapitani, hogy az itt kapott
asszociaciok az asztmara, vagy az atopiara/allergiara vonatkoznak. Ezert a regiot reprezentald
SNP-k genotipizalasat allergias mintakon is elvégeztik. Az eredmények az elemzése még
folyamatban van. Ezekben a vizsgalatokban a 11gl3-as genomrégioban 6sszesen 32 gént
vizsgaltunk. Az SNP-k kozil 16 esett exonba, ebbél 7 volt non-szinonim, 9 szinonim, 5 UTR-
be, 3 promoter régidba, 26 intronba, és 16 intragenikus régidba. Hozza kell tenni azonban,
hogy mivel a vizsgalt SNP-k nagy része egyben tag SNP is, a HapMap project eredményei
alapjan a mérésekkel lefedett SNP-k szama tébb mint 400 (r* >0.8).
Az SNP genotipizalas eredményeit, a rendelkezésiinkre all6 klinikai jellemzoék
figyelembevetelével, egyrészt hagyomanyos statisztikai modszerekkel sajat  magunk
dolgozzuk fel, masrészt Bayes-halds elemzéssel hozzank kapcsolddd informatikusok
elemezték. Az analizis soran egyértelmien szignifikdnsnak mutatkozé eredmények
ravilagitottak néhany gen feltételezhet6 szerepére az asztmatikus tlnetegyuttes
kialakulasaban. Az igy nyert eredmények az el6zetes feltételezéseinket megerésitették, a
publikalas folyamatban van, a sz6ban forgd gének tovabbi, genetikai (szekvenalas egyéb,
magyar populéciéban eléforduld polimorfizmusok felderitésére) és funkcionalis vizsgalata a
kutatocsoport kozeli tervei kozott szerepel.
A SNPstream rendszeren végzett genotipizalasokat allél-diszkriminacios vizsgalatokkal is
megerositettik és sziikségszeriien kiegészitettiik.
Tovabbiakban tervezziilk mas genomrégiok sziirését is.



Allatkisérletek

Az els6 idészakban egy, az el6zetes eredményeink alapjan kivalasztott célgén, a monocita
kemoattraktans faktor-1 (MCP-1) gatlasat szerettik volna elvégezni
poszttrakszkripcionalisan, in-vivo siRNS alapi RNS interferencia technikaval. Az siRNS
alapu gyogyszerek esetleges jovobeli alkalmazhatdsaga a modern molekularis medicina egyik
nyitott kérdése. Az MCP-1 altalunk korabban vizsgalt egyik promoter polimorfizmusa
Osszefliggést mutatott az asztmara valé hajlammal, asztmaban jatszott fontos szerepét szamos
vizsgélat igazolta, szintje asztmaban emelkedett. Az in-vivo kisérletek el6tt szlikség volt egy
in-vitro modellre is, mely segitségével kivalasztottuk az MCP-1 mRNS-t legnagyobb
mértékben gatolni képes génspecifikus siRNS szekvenciajat egy gyarilag a génre specifikus
szekvenciékat tartalmazd siRNS készletbsl. Modellként tiid6 adenokarcinomalis eredeti tudo
epitélsejt morfol6gidju LA-4 sejtvonalat hasznéltunk. Mivel az in-vivo bejuttatas célpontja a
tld6, megprébaltuk a tidé epitélsejtekhez lehet6 legkozelebb allo sejtvonalat hasznalni az in-
vitro kisérletekhez. A géncsendesités mértékeét, tehat az MCP-1 mRNS szintjét Real-Time
PCR technikaval hataroztuk meg. Asztma modellként balb/c genetikai hatteri, ovalbumin
indukalt asztmas egereket hasznaltunk. Kontroll vizsgalatokban floureszcensen jeldlt nem
génspecifikus siRNS molekulakat jutattunk intratrachealis instillacioval az allatokba, majd
ellendriztiik toda szovettani metszeteken a bejutas hatékonysagat. Az intratrachealis bejuttatas
utan a jel6lt siRNS kimutathaté volt az allatok tidejének epitel rétegében, de az eloszlasa nem
volt egyenletes. Az altalunk alkalmazott dozis emelése megfelel6 szamu kisérleti allatokon,
megfelelé szamu kontrollcsoportok mellett a kisérletek koltségét drasztikusan megemelte. Az
eredeti tervben a 4 évre 12 millié Ft-ot kértlink, ezzel szemben minddssze évente 1,2 millio
Ft-ot kaptunk, amibél ezt a projectet nem tudtuk finanszirozni. Tervezzik, hogy Uj pénzforras
utén nézunk, amelybdl fedezni tudjuk ezeket a kisérleteket.

A vizsgalatok masodik felét a microarray alapu nagyfelbontast génexpresszios mérések
alkottdk. Ezekben a vizsgélatokban szintén ovalbumin indukalt asztmas egérmodelleket
hasznaltunk. A vizsgalatok celja az asztmas egerek tudejében lejatszédd génexpresszios
valtozasok nyomon kovetése volt. Az asztmasitott egerek tudejéb6l szdrmazé mRNS
génexpresszios profiljat hasonlitottuk 6ssze a kontroll, ovalbuminnal nem allergizalt allatok
tlidejének génexpresszids mintazataval. A méréseket Agilent kétszinii microarray technikaval
végeztik. Az adatok normalizalasa, megfeleléen szigor( statisztikai sziirése utan
kivalasztottuk a szignifikansan minimum kétszeres, vagy annal nagyobb mértékben valtozast
mutaté geneket, majd ezeken pathway analizist végeztink, és kivalasztottunk szamos gent
tovabbi vizsgélatokhoz. A kivalasztott genek expresszids valtozasat a microarray mellett
Real-Time PCR technikaval, valamint fehérjeszintti vizsgalatokkal is validaltuk. Jelenleg a
kivélasztott génekben meglévé SNP-k monitorozésa folyik nagyszdmu asztmaés, valamint
kontroll betegekb6l szarmazo DNS-en.



