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Roviditések jegyzéke

ACD-A - Acid citrate dextrose/ Savas citrat-dextr6z

ACE2 - Angiotensin-converting enzyme 2/ Angiotenzin-konvertald enzim 2
ACQOS - Asztma - COPD Overlap Szindroma

ACTB - Actin Beta/ Béta-aktin

ADAMS3 - A Disintegrin And Metalloproteinase Domain 3

AERD - Aspirin-exacerbated respiratory disease/ Aszpirin-altal kivaltott 1égz0szervi

megbetegedés

AHR - Airway hiperresponsiveness/ Léguri hiperreaktivitas
AIT - Allergen immunotherapy/ Allergén immunterapia
Aktl - AKT Serine/Threonine Kinase 1/ protein kinaz B
Ang - Angiopoietin

Angptl(mouse) / ANGPT1(human) - Angiopoietin 1
Angpt2(mouse) / ANGPT2(human) - Angiopoietin 2
Angpt4(mouse)/ ANGPT4(human) - Angiopoietin 4
ANOVA - Analysis of variance/ Varianciaclemzés

APC - Antigen-presenting cell/ Antigén prezentalo sejt
ARDS - Acute respiratory distress syndrome/ Akut respiracios distressz szindroma
ARIA - Allergic Rhinitis and its Impact on Asthma

AS - Antisense/ Antiszensz

B2M - B2 microglobulin/ 2 mikroglobulin

BALF - Bronchoalveolar lavage fluid/ Tiidémoso folyadék
BMI - Body mass index/ Testtomegindex

BSA - Bovine serum albumin/Marha szérumalbumin



CI - Confidence interval/ Konfidencia intervallum

CNV - Copy-number variation/Kopiaszam variaciod

COPD - Chronic obstructive pulmonary disease/ Kronikus obstruktiv tiidébetegség
COX - Cyclooxygenase/ Ciklooxigenaz

CR - Complement receptor/ Komplement receptor

CRP - C-reaktiv protein

Ct - cycle threshold/ kiiszobérték ciklusszam

CTCF - CCCTC-binding factor

DAPI - 4',6-diamidino-2-phenylindole

DNS - dezoxiribonukleinsav

dsDNS - double stranded/ dupla szala DNS

ECP - Eosinophil cationic protein/ Eozinofil kationos fehérje
EDTA - Etilén-diamin-tetraecetsav

ELISA - Enzyme-linked immunosorbent assay

eNOS - endothelial nitric oxide synthase/ endothelialis nitrogén-monoxid szintaz
eQTL - expression quantitative trait loci/ expresszios QTL
eRNS - enhancer RNS

eXRNS - extracellularis RNS

FACS - Fluorescence-activated cell sorting/ Aramlasi citométer
FBS - Fetal bovine serum/ Magzati borjasavo

FceRI - Fc epsilon Receptor |

FDR - False discovery rate/ Hamis felfedezési arany

FeNO - Kilélegzett levegd nitrogén-monoxid koncentracioja



FEV1 - forced expiratory volume in 1 second/ els6 masodpercben mért erdltetett

kilégzési térfogat

FGFR2 - Fibroblast Growth Factor Receptor 2/ Fibroblaszt novekedési faktor receptor 2
FITC - Fluorescein isothiocyanate/ Fluoreszcein-izotiocianat

FN - False negative/ Hamis negativ

FOXP1 - Forkhead Box P1

FP - False positive/ Hamis pozitiv

FVC - forced vital capacity/ er6ltetett vitalkapacitas

GASS - Growth arrest-specific 5

GERD - Gastroesophageal reflux disease/ Gastro-oesophagealis reflux betegség
GINA - Global Initiative for Asthma

GO - Gene Ontology/ Gén Ontologia

GOLD - Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease

GSEA - Gene set enrichment analysis/ Génhalmaz feldasulasi elemzés

GWAS - Genome-wide association study/ Teljes genom asszociacios vizsgalat
H2 - Histone H2/ Hiszton H2

HNRNPU - Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein U

HNRNPU-ASL - Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein U-antisense RNA 1
HWE - Hardy-Weinberg equilibrium/ Hardy-Weinberg egyensuly

ICS - Inhaled corticosteroids/ Inhalacios kortikoszteroidok

IgM - Immunoglobulin M

IL - Interleukin

ILC2 - Innate lymphoid cell 2/ 2-es tipusu velesziiletett limfoid sejt

INT - intronic



ISGF-3 - Interferon-stimulated gene factor 3
KASP - KBiosciences Competitive Allele-Specific PCR

Kdr(mouse)/ VEGFR2(human) - Vascular endothelial growth factor receptor 2/

Vaszkularis endothelialis novekedési faktor receptor 2
LABA - Long-acting B2 adrenoceptor agonists/ Hosszl hatasu [32-agonista

LAMA - Long-acting muscarinic antagonist/ Hossza hatast muszkarin-receptor

antagonista

LD - Linkage disequilibrium/ Kapcsoltsagi egyenlétlenség

LINC - long intergenic/ hosszu intergénikus

IncRNS - long non-coding/ hosszi nem-kddold RNS

LogFC - log fold change/ logaritmikus FC

LPS - Lipopolysaccharide/ Lipopoliszacharid

LTRA - Leukotriene receptor antagonist/ Leukotrién receptor-antagonista
MAF - Minor allele frequency/ Minor allél frekvencia

MALAT1 - Metastasis Associated Lung Adenocarcinoma Transcript 1
MBP - Major basic protein/ Fé bazikus protein

MEG3 - Maternally expressed 3

miR — micro

/ mikroRNS

MMP - Matrix metalloproteinase/ Matrix metalloproteindz

MPO - Myeloperoxidase/ Myeloperoxidaz

MTOR - mammalian target of rapamycin

NADPH - Nicotinamide-adenine dinucleotide phosphate/ Nikotinamid-adenin-
dinukleotid foszfat



NcRNS - non-coding/ nem-kodold RNS

NE - Neutrophil elastase/ Neutrofil elasztaz

NEATL - Nuclear Enriched Abundant Transcript 1

NET - Neutrophil extracellular trap/ Neutrofil extracellularis csapda

Nfkbl(mouse)/ NFKB1(human) - Nuclear Factor Kappa B Subunit 1/ nuklearis faktor-
kappa B

NLRP3 - NLR Family Pyrin Domain Containing 3

NO - Nitrogen monoxide/ Nitrogén-monoxid

Nos3(mouse)/ NOS3(human) - Nitric Oxide Synthase 3/ Nitrogén-oxid szintaz 3
NSAID - Non-steroidal anti-inflammatory drug/ Nem-szteroid tartalma gyulladasgatld
OCS - Oral corticosteroids/ Oralis kortikoszteroidok

OIP5-AS1 - Opa interacting protein 5-antisense RNA 1

OR - Odds ratio/ Es¢lyhanyados

ORMDL3 - ORMDL Sphingolipid Biosynthesis Regulator 3

OVA - Ovalbumin

PAD - Peptidylarginine deiminase/ Peptidilarginin deiminaz

PAR - Promoter-associated/ Promoter asszocialt RNS

PBS - Phosphate-buffered saline/ Foszfatpufterolt sdoldat

PCR - Polymerase chain reaction/ Polimeraz lancreakcio

PEF - Peak expiratory flow/ Kilégzési csucsaramlas

PFA - Paraformaldehid

PFP - Platelet free plasma/ Vérlemezke-mentes plazma

PI3K - Phosphoinositide 3-kinase/ Foszfoinozitid-3-kinaz



Pik3ca(mouse)/ PIK3CA(human) - Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase
Catalytic Subunit Alpha

piRNS - PIWI-interacting/ PIWI-asszocialt RNS
PMA - Phorbol 12-myristate 13-acetate/ forbol-észter
ppb - parts per billion/ az egész rész milliardod része

Ptprb(mouse)/ VE-PTP(human) - Protein Tyrosine Phosphatase Receptor Type B/

Tirozin foszfataz receptor B

RA - Rheumatoid arthritis

RAF - Risk allele frequency/ Kockazati all¢l frekvenciaja
RN7SK - RNA Component Of 7SK Nuclear Ribonucleoprotein
RNS - ribonukleinsav

ROS - Reactive oxygen species/ Reaktiv oxigéngyokok

RPLPO - Ribosomal Protein Lateral Stalk Subunit PO

RQLQ - Rhinoconjunctivitis Quality of Life Questionnaire
RSV - Respiratory syncitial virus

RTSS - rhinoconjunctivitis total symptom score

SABA - Short-Acting B2-Agonist/ Rovid hatast B2-agonista
SCIT - Subcutaneous immunotherapy/ Szubkutan immunterapia
SiRNS - small interfering/ rovid interferalo6 RNS

SLE - Systemic lupus erythematosus/ Szisztémas lupus erythematosus
SLIT - Sublingual Immunotherapy/ Szublingvalis immunterapia
SNORAT73A - Small Nucleolar RNA, H/ACA Box 73A
snoRNS - small nucleolar/ kis nukleolaris RNS

SNP - Single nucleotide polymorphism/ Egypontos nukleotid-polimorfizmus
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SnRNS - small nuclear/ kis nuklearis RNS

SPT - Skin prick test/ bérproba

TAR/TERRA - Telomér-asszocialt RNS

TEK - TEK Receptor Tyrosine Kinase

TGF - Transforming growth factor/ Transzformalo novekedési faktor
Th2 - T helper type 2/ 2-es tipust T-helper sejt

Tie2 - receptor tyrosine kinase 2/ tirozin kinaz receptor

TLR - Toll-like receptor

TN - True negative/ Valos negativ

TNF - Tumor necrosis factor/ Tumor nekrézis faktor

TP - True positive / Valos pozitiv

Treg - regulatory T cell/ regulacios T-sejt

tRNS - transfer/ transzfer RNS

TSLP - Thymic stromal lymphopoietin/ Timusz sztromalis limfopoietin
TUGL1 - Taurine Up-Regulated 1

VEGFA - Vascular endothelial growth factor A/ Vaszkularis endothelialis novekedési
faktor A

VE-kadherin - Vaszkularis endothelialis kadherin

VE-PTP - Vascular endothelial-protein tyrosine phosphatase/ Vaszkularis endothelialis

protein-tirozinfoszfataz

WA - Weighted accuracy/ Sulyozott pontossag
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1. Irodalmi hattér

1.1. Bevezetés

A légati betegségek kozott kiemelt szerepet toltenek be az allergias
megbetegedések, valamint az asztma és a COPD. Az elmult évtized soran ezeknek a
rendkiviil heterogén betegségeknek az el6fordulasi gyakorisaga nagy 1éptéki névekedést
mutatott, mellyel a terapias és differencialdiagnosztikai modszerek nem tudtak 1épést
tartani.! Jelenleg nincs olyan differencialdiagnosztikai marker, amellyel megbizhatéan
lehetne megkiilonbodztetni az egyes asztma vagy COPD altipusokat egymastél?, raadasul
ez utobbi két betegség egyiittesen is eléfordulhat, asztma-COPD szindromat okozva,
melynek biomarkerek segitségével torténé elkiilonitése a mai napig nem megoldott.> A
betegségek pontos diagnosztizalasa elengedhetetlen a megfelelé terapia kivalasztasa

érdekében.

Szemben a monogénes betegségekkel, a komplex betegségek kozé sorolhatd
asztma, COPD ¢és allergia kialakuldsanak hatterében szdmos minor hatdsti gén jatszik
szerepet, melyeknek csupan a toredékét sikeriilt eddig beazonositani. A teljes genom
asszociacios vizsgalat gyakorlatba vald bevezetését kdvetden a gének azonositasaban
jelentds elérelépést értek el.* Ily modon azonositottak a TEK gént (1.5. fejezet) is, amely
vizsgalataink egyik f0 célpontja és mar tobb cikkben is dsszefiiggésbe hoztak asztmaval

és allergids conjunctivitisszel.’

A neutrofil granulocitak (1.6. fejezet) kiemelt szereppel birnak mind az asztma,
mind a COPD kialakulasaban, hozzajarulva a kronikus gyulladas fenntartdsahoz. A
neutrofil granulocitdk képesek extracellularis csapdéakat létrehozni bizonyos triggerek
hatasara. A csapdak jelenlétét mar asztmasok tiidejében is kimutattak, viszont a kivaltd

tényez és a sulyossaggal valo osszefiiggés még nem tisztazott.®

A kodolo génszekvencidk a human genom 1,2%-at teszik ki, mig a tobbi szakasz
fehérjét nem kodol. Ez a régebben ,,junk DNS”’-ként emlegetett, de ma mar bizonyitottan
igen fontos szabalyozo6 szereppel bird6 DNS szakasz nem-kodold RNS-sé irodhat at. A
200 bazisparnal hosszabb ilyen szakaszokat hosszi nem-kodolé RNS-eknek (IncCRNS)
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nevezzik (1.7. fejezet). Az INCRNS-ek expresszidjanak valtozasa szerepet jatszhat

szamos korkép kialakulasaban, beleértve a kronikus 1égzdszervi betegségeket is.’

A PhD munkam soran a TEK gén, a neutrofil extracellularis csapdak és a hossza

nem-kodold RNS-ek szerepét vizsgaltam kronikus 1égzdszervi megbetegedésekben.
1.2. Allergia

Mind az asztma, mind az allergias rhinitis, mely az allergia leggyakrabban eléforduléd
formaja, komplex, 1éguti gyulladassal jaré megbetegedések k6zé tartozo korkép, melyek
kialakuldsédban a kornyezet hatdsa mellett a genetikai tényezok is jelentds szereppel
birnak. Asztmaban foként az als6 1égutak kronikus, reverzibilis és epizodikus szikiilete,
illetve gyulladasa figyelheté meg.® Allergia soran a felsé 1égutak, a bér, a gyomor- és

bélrendszer érintettsége tapasztalhato.’

1.2.1. Immunpatogenezis

Allergia sordn az immunrendszer tulérzékenységi reakcioja figyelhetdé meg a
kornyezetben el6forduld, jellemzéen artalmatlan anyagokkal/részecskékkel szemben.
Minden olyan anyagot, ami talérzékenységi reakciot valt ki allergénnek neveziink (pl.
pollen, atkak, sporak, allati szér, rovarcsipés, latex, gyogyszerek, élelmiszerek,
vegyszerek és nehézfémek). Szdmos allergids megbetegedés 1étezik, tobbek kozott:
urticaria, ekcéma, ételallergia, atopias dermatitis, allergias rhinitis, allergias
conjunctivitis és allergias asztma.'® Munkdm sordn ez utobbi harom betegséget érinté

vizsgalatokat végeztem ezért a kovetkezOkben ezek keriilnek majd kifejtésre.

A patomechanizmus a legtobb allergias megbetegedésben hasonlod, az eltérd
manifesztaciot az allergének eltérd tipusai, kiillonbozo kiilsé faktorok és a genetikai

tényezok adjak.

A folyamat elsd 1épése a szenzitizacid (1. dbra), mely soran az artalmatlannak tiind
allergén a szervezet valamely elsé védelmi vonalan keresztiil bejutva APC-k (antigén

prezentalo sejtek: dendritikus sejtek, makrofagok, B-sejtek) aktivalasanak segitségével

------

kovetden harom szignalitvonal aktivalodik kiilonbozd citokinek altalth!2:
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1. A Th2-limfocitak altal szecernalt IL-4 (interleukin-4) (és IL-13) citokin olyan
szignal a B-sejtek szamara ami (IgM helyett) IgE antitesttermelésre serkenti
azokat. Ez egy esszencialis 1épés az allergias 1éguti valaszreakcio és a humoralis
immunvalasz kivaltasaban. Az IgE antitestek a véraramba keriilve nagy
affinitassal képesek Fc résziikkel a hizosejtek és bazofil granulocitdk FceRI-
receptorahoz ko6tédni. Szenzitizaciot kovetden (mely soran az IgE-FceRI kotés
mar Kialakult), az allergénnel valé tjabb talalkozas (az allergén molekula IgE-hez
kapcsolddasa) az FceRI receptorral rendelkezo sejtek degranulalédasat indukalja.
Ennek kovetkeztében elsésorban hisztamin, illetve mas mediatorok, kemokinek,
és citokinek szekretalodnak, amelyek azonnali tipusi immunvalaszt azaz 1-es
tipusu tulérzékenységi reakciot idéznek els.t3

2. A szintén Th2-sejtek altal termelt IL-13 féként a légutak mucus termeléséért
felelds, mellyel befolyasolja a léguti hiperreaktivitast (AHR - airway
hiperresponsiveness), mucus metaplaziat és szoveti fibrozist eldidézve. Emellett
az eotaxin (eozinofil kemoattraktans) kibocsajtasaért felelés, illetve mivel
receptoranak az IL4-receptorral kozos alegysége van, részt vesz a B-limfocitdk
izotipus véltasaban is.

3. Az IL-5 citokin a Th2-es sejtek (valamint hizosejtek és bazofil granulocitak) altal
szecernalva az un. kés6i fazisu reakcioban jatszik szerepet. Az eozinofil
granulocitdk fokozott érését és aktivalasat véltja ki X, ami a tiidébe jutva, karositja
a léguti epithélsejteket és a kozottik 1évo intercellularis kapcsolatokat, ezzel
1éguti hiperreaktivitast, kronikus gyulladast és perzisztald asztmat idéz el6.'® Az
azonnali tipusu valaszreakciot kovetden a tiinetek lecsengése figyelhetd meg,
azonban az allergénnel valo talalkozast kovetd 2-24 oraban egy masodik, a
tiinetek eltérd mértékll fellingoldsat magaba foglald periddus jelentkezik. A
lipoxigenaz és ciklooxigenaz Utvonal aktivalodasanak hatasara lipidmediatorok és
ujabb Th2-es citokinek termelddnek, melyek fenntartjak a gyulladasi folyamatot.
Emellett a kibocsajtott IL-5 azon eozinofileket aktivalja, melyek felszinén az
allergén-specifikus IgE-FceRII alacsony affinitasu kotés mar 1étrejott, amelynek
hatasara tovabbi proinflammatorikus mediatorok (prosztaglandinok, leukotriének,
eozinofil peroxidaz, eozinofil kationos fehérjék (eosinophil cationic protein -

ECP) és tovabbi IL-13 és IL-5 citokinek) szecernalodnak, melyek szévetkarosito
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hatassal birnak és kronikus gyulladds fennalasa esetén asztma kialakuldsdhoz

vezethetnek.1®

Az IL-4, IL-5, 1L-13 citokinek altal képviselt folyamatok kiilon-kiilon is képesek
kivaltani az allergias tiineteket, melynek kovetkeztében nem sikeriilt atiité sikert elérni

csupan az egyik vagy masik citokin ellen irdnyul6 antitest terapia kifejlesztése soran.

Allergén

izosejt

IgM %
Antigén-prezentalé Y Y , ~ IgE Y y
sejt (pl. DC) \‘ "“" VY Rl a-{
T ;= & =

A @ Bazofil granulocita

IgE keresztkotés

Allergén

.- 'Degranulacio
hisztamin, mediatorok,
enzimek felszabadulisa

Created with BioRender.com

1. dbra. Az allergén szenzitizdcio folyamata (az dbra a BioRender.com segitségével
késziilt)

A kiilonb6z6 mediatorok felszabadulasa kovetkeztében kialakuld allergias tiinetek

hatterében harom f6 mechanizmus a11*617:

1. A Kkapillaris ateresztoképességének novekedése, melynek kovetkeztében
urticaria, gégeddéma, angioddéma, conjunctivitis, vérnyomasesés €s azt kovetd
koma is kialakulhat.

2. Fokozott mukozalis szekrécio, ami hasmenéssel, hanyassal, illetve szénanathas

tiinetekkel jarhat.
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3. Az erdteljes simaizom-kontrakciéo horgdgorcsot, hanyingert, hasi gorcsot

okozhat.

Anafilaxianak nevezziik, ha stlyos generalizalt, tehat egyszerre tobb mint két
szervrendszert érintd €letveszélyes allergids reakcid alakul ki, mely azonnali, siirgdsségi
orvosi ellatast igényel. Megfeleld kezelés nélkiil anafilaxiads sokkhoz vezethet, ami az
elobb felsorolt tiinetek mellett vérnyomaseséshez és keringés Osszeomldshoz vezetve

kémas allapotot, illetve halalt valthat ki.*®

1.2.2. Genetikai hattér

Mind az allergia, mind az allergias megbetegedések komplex korképeknek
tekinthetdek, melyek kialakulasdban nem csak a kornyezeti tényezdk, hanem az
oroklodés, génpolimorfizmusok, gén-gén kolcsonhatasok is szerepet jatszanak.
Amennyiben egy személy, egyéni vagy csaladi hajlammal rendelkezik arra, hogy
alacsony (normal esetben artalmatlan) mennyiségii allergénnel szemben IgE antitest
szekrécio kovetkezzen be és erre a rhinitis, rhinoconjunctivitis, ekcéma, urticaria vagy
asztma jellegzetes tlineteit produkalja, akkor atopiarol beszélhetiink. Az atopias hajlam
genetikai hatterét tdmasztja ald az a felfedezés, hogy azon csaladokban, ahol a sziilok
semmiféle atopids korképpel nem rendelkeznek, a gyermekek allergids
megbetegedésének valoszinlisége 11-13%, mig ahol mindkét sziild atopias betegségben
szenved ez az érték az 50-70%-ot is elérheti. 1° A 3. tdblazatban (lasd 1.3.2. fejezet) a

legjelentdsebb atopiara hajlamositd gének (a teljesség igénye nélkiil) lathatdak.

Korabbi megfigyelések alapjan, magasabb hajlammal rendelkezik atdpiara az,
akinek az édesanyja is atopias megbetegedésben szenved.?’ Ennek magyarazata jelenleg
még nem ismert, bar tobb hipotézis is sziiletett ebben a témaban. Van, amelyik az anya-
magzat immunologiai egymasra hatdsanak tulajdonitja a jelenséget terhesség, illetve
szoptatas alatt és van, amelyik genetikai imprintinget (mely szerint a sziil6ktdl 6rokolt
gének nem egyforman fejezddnek ki) feltételezve magyarazza a jelenséget, ami alapjan

azon gének koziil amelyek atopiara hajlamositanak inkabb az anyaiak expresszalodnak.?
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1.2.3. Diagnosztika és kezelés
Az allergia diagndzisanak harom 1épését kiilonbdztethetjiik meg®:

1. Az anamnézis felallitasa, mely sordn az orvos a beteg tiineteit, annak okait és
eddigi gyogyszeres kezelését, valamint a csaladi érintettséget térképezi fel.

2. Fizikai vizsgalat: allergia gyanu esetén a szemek, fiilek, orr, torok, mellkas és bor
vizsgalata. Esetleges tiidofunkcid vizsgalat és rontgen.

3. Allergia teszt elvégzése, ami tobbek kozott térténhet bérprobaval (Skin Prick
Test - SPT), patch teszttel vagy vérvizsgalattal, mely utdbbi sordn a specifikus
IgE-ellenanyagot mutatjak ki szelektiven a paciens mintajaban.

A borprébahoz az asszisztens, szakorvosi feliigyelet mellett egy szabvanyos, 1 mm
szurasmélységii landzsa segitségével gyakori allergénekbdl késziilt oldatokat juttat a bor
rétegei kozé. Pozitiv eredmény esetén lokalis duzzanat és vordsség jelentkezik a szuras
helyén, mely az allergénekkel szembeni ellenanyagtermelésre utal. Leginkabb a 1éguti
allergének (pollen, virdgpor, haziporatka, fii- és fafélék, dallatszér) és rovarcsipés

kovetkeztében kialakulo allergia mutathaté ki.?

A patch teszt soran a borrel kontaktusba keriild anyagok altal kivaltott allergia
mutathato ki (ekcéma, kontakt dermatitis, urticaria). A vizsgalat soran allergénnel atitatott
lapocskakat helyeznek a paciens hatara, amelyet altalaban egy napig kell rajta hagyni.
Két-harom nap, de bizonyos esetekben akéar 1 hét mulva az eredmény leolvashato, ami

hasonl6 képet mutat, mint a bdrproba esetében.®

Specifikus IgE-ellenanyag mérése soran a keringésben jelenlévd, allergén ellen

termel6dé IgE-ellenanyagot mutatjak ki. Gyakori a fals pozitiv eredmény.’

Barmelyik teszt pozitivitdsa onmagaban nem diagnosztikus értékii és nem prediktalja
az allergia sulyossagat, az allergia diagndzisahoz legalabb a 3 felsorolt 1épésbol 2-nek

pozitivnak kell lennie.®

Az allergia kezelése a tiinetek sulyossagatol, az anamnézistdl és az allergia teszt

eredményétdl fiigg. Harom f6 irdnyvonalat kiilonboztetiink meg®:

1. Az allergén elkeriilése, amennyiben lehetséges.
2. Orvosi készitmények alkalmazasa a tiinetek enyhitésére: nazélis kortikoszteroidok,

antihisztamin készitmények, hizosejt stabilizatorok, dekongesztansok
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(vazokonstrukciot idéznek eld), kortikoszteroid kendcsok és krémek, oralis
kortikoszteroidok és rohamoldoszerként epinefrin alkalmazhat6.

3. Immunterapia (lasd 1.2.4. fejezet), ami jelenleg az egyetlen hosszutava gyogymod az
allergiara. Ez leghatékonyabban akkor alkalmazhatd, ha a paciens monoallergias,
tehat egy allergénre szenzitizalodott. Ez viszonylag ritka, mivel a keresztreaktivitas,
illetve az egyre inkabb Th2-es iranyba és IgE-termelés felé eltolodott immunvalasz
révén a betegek egyre tobb allergén ellen produkalnak tiineteket. Az immunterapianak
két fajtajat kiilonboztetjiik meg: a szubkutdn és a szublingvalis immunterapiat.
Leginkabb pollen, allatszér, poratka, rovarcsipés ellen hatdsos, altalaban étel-,

gyogyszer-, tollallergia, valamint ekcéma és csalankiiités esetén hatastalan.

1.2.4. Allergén-specifikus immunterapia (SIT)

Allergia soran a Th2-es citokinek (IL-4, IL-5, IL-13) fokozott termelddése és ennek
hatasai figyelhetéek meg. Az immunterdpia hatdasmechanizmusa a Th2 talsuly Thl-es
iranyba torténd eltolasan alapul, mely soran regulacids T-limfocitak (Treg) termelddnek.
mint példaul a TGF-B (transforming growth factor-f), ami a Th2-es immunvalasz
leszabalyozasaért felelos. A termelddott IL-10 hatasara az allergénspecifikus IgE-szint
csokken, ezzel egyidében pedig az IgG4-antitestek szintje emelkedik. Az 1gG4-
ellenanyag sztérikus gatlé hatast fejt ki, mivel az allergén azon epitopjahoz képes kotédni,
amelyhez az IgE is hozzdkapcsolddna. Ily moddon képes redukdlni a mediatorok

(hisztamin, leukotriének) ¢és proinflammatorikus citokinek hizosejtekbdl, T-

crer

az allergias tiineteket.??

Az immunterapia két fO tipusat kiilonboztetjiik meg, a szubkutan (SCIT) és a
szublingvalis immunterapiat (SLIT). Ez utobbi hasznalata gyakoribb és biztonsagosabb
is, mivel a szubkutan terapia lokalis vagy szisztémas reakcidt valthat ki, melyek tiineti
megnyilvanulasai enyhétdl az egészen sulyosig terjedd skalan mozoghatnak. SCIT esetén
invaziv formdjaban kapja meg a paciens az injekciot, ezzel ellentétben SLIT soran nem-

invaziv mddszert alkalmazva, nyelv alatti oldat vagy tabletta formajaban jut az allergén
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allergoidja (kémiailag modositott/legyengitett vagy denaturalt nativ allergén) hordozohoz
kotve (pl. aluminium-hidroxid) a beteg szervezetébe. Ezen terapias eljaras soran kisebb
az anafilaxia kockazata mint SCIT soran, ezért nagyobb népszeriiségnek 6rvend, azonban
mellékhatasok SLIT esetén is kialakulhatnak, példaul lokalis (szdjiiregi)
irritdcio/duzzanat, borpir vagy gasztrointesztinalis tiinetek.”® A  kellemetlen
mellékhatasok kovetkeztében a kezelés sordn viszonylag jelentds lemorzsolddas
tapasztalhat6. Tovabbi hatrany, hogy a kezelés meglehetdsen hosszu, 3 évig tart. Ez id6
alatt minden évben az allergiaszezont megel6z6 2 honaptol kezdve annak végéig naponta
alkalmazni kell a kezelést, mivel igy alakithato ki az a tolerancia, ami képes az allergén
hatasat redukdlni. Tehat a DesensIT projekt soran, az augusztus-szeptemberi levegdbeni
csucskoncentracidval rendelkezd parlagfii pollen elleni védekezés juniusban kezdddott,
azért hogy mire a parlagfii pollen bejut a szervezetbe, addigra kialakuljon a megfeleld
IgG4-immunvalasz altali sztérikus gatlas, melynek kovetkeztében nincs hizosejt, bazofil,
illetve eozinofil degranuléci6, nem szabadulnak fel mediatorok, citokinek és tiinetek sem

alakulnak ki.2%%3

Az immunterapia kontraindikacidjaként szerepel a stlyos asztma, illetve a sziv- és

érrendszeri megbetegedések megléte.?*

1.2.5. DesensIT projekt

Kutatocsoportunk 2012-ben inditotta tjara a DesensIT projektet, mely soran 436
paciens kapott szublingvalis allergénspecifikus immunterapiat. A terapia relevanciajat
adja, hogy valoban megsziintetheti az allergiat, mig a tobbi készitmény csupan a tiinetek
enyhitésére szolgal. A vizsgalat célja olyan biomarkerek feltérképezése volt, melyek
prognosztizalhatjak a terapia sikerességét, illetve eldsegithetik a tlinetek csokkenésének
nyomon kovetesét. A célkitlizések kozott szerepelt bioinformatikai fejlesztések
kidolgozasaval egy dontéstamogatd rendszer 1étrehozasa és az immunterapias készitmény

tarsadalombiztositasi tiamogatasanak elnyerése.??

A résztvevok 5 allergia jardbeteg ellatdé kozpontbol lettek kivalasztva és
diagnosztizalt parlagfii allergiaval (megerésitve allergén specifikus IgE vagy SPT altal)

és/vagy legalabb 2 év augusztus-szeptemberi tiinetsulyosbodassal rendelkeztek Klinikai
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anamnézisiikben, illetve a vizsgalatba beleegyeztek. A kezelés soran gyiijtott adatok
egyrészt betegszintiieck (életkor, nem, BMI (testtomeg index), lakohely stb.), valamint
vizitszintiiek (tiinetek, kezelés részletei) voltak. A terapia alatt, mely 2012-t61 2014-ig
tartott, a paciensek betegnapldt (,allergianaplot™) vezettek, mely szubjektiv
meglatasukon alapult (ami 1-10-ig terjedd skalan valé értékeléseket jelentett). >2% Minden
résztvevo évente harom, teljes vérmintat adott, tehat a 3 év soran 9 minta/paciens gyult

0ssze, melyeket immunologiai és genomikai mérések soran vizsgaltunk tovabb (2. abra).

Meérések a frissen izolalt mintakbol Elsadleges célok a
EYaR5c Lépések fagyasztis elott mintagyijtéssel
| EDTA @ T

PAXGENE RNA @-
l Véralvadis @
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._J'—. Genexpresazid analizis
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Kondicionalt Citokinsk
o

datektilasa
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centrifizalas . o A
= p = Invitro antigen prezentacio
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funkcionalis teaztek
ACD-A @
CD14+ P
monocitik '
tenyeaztass
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2. dbra. A vizsgdlat sordn gyiijtott vérmintik feldolgozdsa, vizsgdlata®®, ACD-A: acid
citrate dextrose, ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay, ELISPOT: enzyme-linked
immune absorbent spot, GWAS: genome-wide association study/ teljes genom

asszociacios vizsgalat, DC: dendritikus sejt, PBMC: periférids vér mononuklearis sejtjei.
Parlagfii allergia

A parlagfii egy olyan gyomnovény, mely az Asteraceae csaladba és azon beliil az
Ambrosia nemzetségbe tartozik és a 20. szizad kezdetén keriilt hazinkba Eszak-
Amerikabol. Hazankban leggyakoribb fajtdja a Ambrosia artemisiifolia.?® A parlagfii
pollenkoncentracidja a legmagasabb értéket augusztus-szeptember honapokban éri el. A

parlagfii allergia az egyik leggyakoribb allergidk kozé tartozik, az atlag szenzitizacio
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prevalenciaja Eurdpaban koriilbeliil 14% , mig Magyarorszagon ez az érték eléri az 54%-
ot.?6 Magyarorszag a Képpen féle Cfb éghajlati régiohoz sorolando, melyre kontinentélis
éghajlat, nyari magas homérséklet, alacsony paratartalom, egyenletes ¢éves
csapadékeloszlas jellemz6, ami a parlagfii pollen fokozott terjedésének kedvez.?® A
klimavaltozas €s az urbanizacio tovabb segitette a parlagfii pollen terjedését. A kezelése
(megfeleld gyogymdd hidnyéaban) jelentds orvosi €s gazdasagi terhet jelent az érintett
orszagokban, ami 1j aggodalmakat vet fel a jovO szamara. Rdadasul mivel ez egy

meglehetésen allergén pollen ezért a késébbiekben asztmas tiineteket provokalhat. 228

1.2.6. Prevalencia

A 20. szazad elején az allergia még ritka betegségnek szamitott, azonban néhany évtized
leforgasa alatt mar az eurdpai populacié tobb mint fele szenved valamilyen tipust
allergidban. Napjainkban az eurdpai populacidé 25%-a érintett allergids rhinitisben, ami
az allergias megbetegedés leggyakoribb formaja, a kronikus allergia pedig kortilbeliil 150

millié embert érint.12°
1.3. Asztma

1.3.1. Immunpatogenezis

Az asztma egy rendkiviil heterogén betegségcsoport, melyen beliil szamos feno- és

endotipust kiilénbdztetiink meg aszerint, hogy*°

mi a kivalté tényezd (fizikai aktivitas, virusfertdézés, aszpirin, obezitas, pollen,

¢élelmiszer, cigarettafiist stb.),

e milyen sejttani karakterisztika figyelheté meg az immunvalasz soran (eozinofil,
nem-eozinofil, ILC2 (innate limfoid cell 2), Th2, nem-Th2 sejtek talsulya),

e milyen a kezelés hatékonysaga (nehezen-kezelhet6 asztma (difficult-to-treat

asthma), szteroid-rezisztens, szteroid-érzékeny),

illetve milyen tiinetek jelentkeznek (komorbiditas, sulyossadg, FEV1 érték).

A feno- és endotipus fogalma nem magatol értet6do, ezért sziikségesnek tartom ezen
két fogalom értelmezését. Fenotipus alatt az egyén klinikai megjelenését értjiik (tiinetek,
fizikai megnyilvanulas), mig endotipusnak nevezziik a betegség hatterében allo eltérd

patomechanizmusok 4ltal létrehozott alcsoportokat.>!
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A hasonl¢ klinikai tlinetek ellenére a betegek nagyon eltéréen reagalhatnak ugyanarra
a terapiara attol fliggben, hogy a betegség mely endotipusaba sorolhatoak, tehat milyen
eltér6 immunologiai folyamatok valtjak ki az asztmas tiineteket. Ezzel a kutatasi teriilettel
napjainkban a preciziés medicina foglalkozik, azonban jelenleg nincs olyan biomarker,
amely segitségével egyértelmiien €s megbizhatéan el lehetne kiiloniteni az asztma
endotipusokat egymastol. *° Az asztma biomarker keresés jelenleg az egyik legfontosabb

kutatasi iranyvonalat képviseli.

A tiinetek, azonban minden endotipus esetén hasonloak>’:

e zihalas
e sipolas
o kohogés

o mellkasi fajdalom, nehézlégzés
e megndvekedett mucus termelddés, nyalkahartyabdéma
e légszomj

e léguti hiperreaktivitas (AHR)

A tilinetek leggyakrabban epizodokban és eltérd sulyossaggal jelentkeznek. A tiinetek
korai felismerése kulcsfontossagl az asztma rohamok gyors és hatékony megsziintetése

érdekében.

Tulnyom6 tobbségében az asztmaban reverzibilis léguti elvaltozasrol
beszélhetiink, azonban a betegek egy részében irreverzibilis 1égati remodeling alakul Ki.
Ez egy visszafordithatatlan folyamat, amely a léglti simaizmok hipertréfidjaval, horgdfal
megvastagodassal, fibrozissal ¢és az epithélialis kehelysejtek fokozott mucus

termelédésével jar.3?

Az asztmat gyakran kiilonb6z6 komorbiditasok kisérik, melyek lehetnek allergias
eredetliek (allergias rhinitis, rhinosinusitis, atopias dermatitis, ekcéma, conjunctivitis, étel
allergia), illetve nem-allergias eredetiiek (gastro-oesophagealis reflux betegség - GERD,
légati  infekciok, obezitds, pszichiatriai/metabolikus/neurolégiai  korképek).® A
komorbiditasok jelenléte csokkenti az asztma kontrollalhatosaganak valdsziniiségét.3*
Emellett viralis infekciok (respiratory syncitial virus - RSV, rhinovirus), illetve

kiilonbozd allergéneknek, polleneknek és gydgyszerkészitményeknek (aszpirin, nem-
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szteroid tartalmu gyulladasgatlok - NSAID) valo kitettség szintén asztma exacerbacidhoz

(tiinetek hirtelen jelentds mértékii sulyosbodasahoz) vezethet.
Asztma csoportositas, endotipusok

A kezdetben homogénnek gondolt betegségrol mar 1947-ben kideriilt, hogy
minimum két eltéré alcsoportra oszthatd aszerint, hogy atdpias/allergias érintettség
megfigyelheté-e és hogy a kivaltd tényezd ismert-€.%® Extrinsic, mdsnéven
atopias/allergias asztma esetén, a kivalto tényezd ismert és foként gyerekkorban fordul
eld, mig intrinsic asztma esetén (nem-allergids asztma) a feln6tt korosztaly fokozottabb
érintettsége figyelhetd meg és a kivaltd tényezd gyakran ismeretlen. Az asztmasok

megkdzelitéleg 50%-a allergias asztma csoportba sorolhat6.%

Késobb, a gyulladas sejtbeli sszetétele alapjan eozinofil (>3% az eozinofil sejtek
aranya) ¢és nem-eozinofil asztma alcsoportokat hoztak Ilétre. A kopet vagy
horgényalkahartya-biopszia mintak citometrids vizsgalata soran a nem-eozinofil csoport
tovabbi alcsoportokra bonthaté a minta granulocitainak szazalékos aranya alapjan,
melyek: neutrofil (>64% a neutrofil sejtek aranya), kevert granularis (eozinofil és
neutrofil sejtek szama is novekedett), illetve paucigranularis (sem az eozinofil, sem a

neutrofil sejtek szama nem ndvekedett) tipusuak lehetnek.®%’

Az asztmakutatdsban nagy attorést jelentett az IgE immunglobulin felfedezése,
mely kiemelten fontos szerepet jatszik az asztma patomechanizmusaban. Ennek
segitségével Ujabb immunfenotipusokat azonositottak: Th2-magas (,,high”) és Th2-
alacsony (,,Jlow”) szubtipusokat®’, majd késébb ezeket T2-magas és T2-alacsony
csoportokra modositottak. A genetikai, genomikai és immunologiai modszerek rohamos
fejlodésével egyre tobb és tobb endotipust kiillonboztetnek meg. Ezek a teljesség igénye
nélkiil az alabbi 4bran lathatéak (3. abra).
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T2-tipusu asztma

Késdi-tipusu Simaizom-altal
eozinofil i Obezitdssal- kbzvetitett
asztma asszocialt paucigranularis

asztma
[
Terhelés indukdlta Aszpirin altal
asztma kiviltott (ARDS)

Dohanyzassal-asszocialt
neutrofil asztma
G -
Felnéttkori asztma
asztma

3. dbra. Asztma endotipusok’

A T2-tipusi asztmat tovabbi altipusokra oszthatjuk a kivalto triggerek alapjan,
amely gyermekkorban leggyakrabban valamilyen allergén és/vagy fizikai aktivitas
kovetkeztében alakul ki. Késé gyermekkorban vagy kora felnéttkorban ezekben a
tipusokban gyakran spontan remisszi6 (tlinetmentesség) alakul ki, mely akar egész életen
4t fennmaradhat® Egy asztmas gyermekeket vizsgilé longitudinalis kohorszban a
populacio kozel fele (48,6%-a) 12 éves korara remisszioba keriilt.?® A posztnatalis korban
szamos kornyezeti tényez6 csokkentheti vagy novelheti az atopia, illetve asztma

kialakulasat (1. tablazat).
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1. tablazat. A gyermekkori asztma kockazatdt befolydsolo posztnatdlis kornyezeti

tényezok>®

Emelkedett kockazat gyermekkori asztmara | Csokkent kockazat gyermekkori asztmara

' Mezbgazdasagi  kornyezetnek  valo
Dohanyfiistnek val6 kitettség ‘
kitettség

Légszennyezettségnek valo kitettség Anyatejes taplalas

Rhinovirus infekcio

Paracetamolnak valo korai kitettség

Széles spektrumu antibiotikumok hasznélata

Szilard étrend korai bevezetése

csecsemOkorban

Az allergén 4ltal kivaltott I[gE-medidlt immunvalasz egy ongerjesztd folyamatot
hoz 1étre mely soran Th2-es citokinek (IL-4, IL-5, IL-13), hisztamin, prosztaglandinok,
leukotriének és egyéb mediatorok szabadulnak fel, melyek mind a léguti hamsejtek
karosodasa felé toljak el az egyensulyt. Amennyiben ez a folyamat kronikussa valik, az
eozinofil sejtek a tiidobe aramolva, lokalis degranuldciojuk révén olyan fehérjéket
szekretalnak (pl. MBP - major basic protein, ECP) amelyek szovetkarositdo hatasuk
kozotti tight-junction kapcsolatokat gyengitik. A csokkent barrier integritas pedig

atjarhatova teszi a sejteket, igy kedvezve az allergének bejutasanak.°

Az allergids asztmanak egyik jellemzd kisérétiinete lehet az allergids
conjunctivitis, amelyre jellemzé a szem pirossaga, duzzanata, konnyezése, égé és
viszketd érzés kiséretében. Ezek hatterében az allergén expozicidt kovetd hizosejtek
degranulacidja altal kiszabadulé mediatorok (hisztamin, prosztaglandin) éllnak. Az
allergias conjunctivitis atopias korkép, mely gyakran asztmaval és/vagy rhinitisszel
tarsul, de 6nallo betegségként is eléfordul. Az ismételt allergén expozicidé mindig kivaltja
a tiineteket, tehat jelenleg nem gydgyithatd, csupan a tiineteket enyhitd készitmények
allnak a paciensek rendelkezésére. A betegséget a tiinetek id6beni fennallasatol fiiggden

szezonalis és perennialis csoportra oszthatjuk.*°
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A Kkésoi-tipusi eozinofil asztma szintén a T2-es tipusi asztma csoportjaba
sorolando, emellett gyakran terapia-rezisztens és az egyik legsulyosabb asztma szubtipus.
Annak ellenére, hogy relative enyhe ¢és atipikus tiineteket mutat, allando 1éguti
obstukcidval és stlyos exacerbacioval asszocial ezért rendkiviil fontos a korai fazisban
val6 felismerése. Mivel ezek a paciensek altalaban iddsebbek mint a klasszikus atopias
asztmasok ezért esetiikben gyakori a téves COPD (kronikus obstruktiv tiidobetegség)

diagnozis, melynek kezelése eltér az eozinofil asztma terapiajatol.**

A késbi-tipusu asztma gyakran tarsul aszpirin-altal kivaltott 1égzdszervi
megbetegedéssel (AERD), ami egy klinikai tetradot hoz létre, mely orrpolipdzisbdl,
eozinofil asztmabol, kronikus rhinosinusitisbél és COX-1 (ciklooxigenaz) inhibitorokra
valo szenzitivitasbol all. A COX-1 inhibitorok lehetnek aszpirin-tartalmt készitmények,
illetve mas nem-szteroid tartalmt gyulladasgatlok (NSAID) is, melyek szervezetbe jutasa
az AERD-ben szenved6 pacienseknél felsé és alsd 1égati valaszreakcidt indukal, ezzel

rhinitist, conjunctivitist, horgégoresot vagy hangrésgoresot eléidézve. 4244

A nagyon Kkéséi tipusi asztmaban féleg nok érintettek (71%-ban) és az
atlagéletkor 50 év koriili egy klaszteranalizist végzd kutatds alapjan.*® A publikaciok
jelentés része 50 évnél, mig mas cikkek 65 évnél hatarozzak meg a cut-off értéket.
Oregedés soran a tiidé veszit rugalmassagabol és a tiidéfunkcio csokken. A hattérben 4116
mechanizmusok még feltaratlanok, azonban szamos kutatas kimutatta, hogy az idésebb
generacioban a Thl és Th17 gyulladas kovetkeztében magas az indukalt kdpet neutrofil
granulocita tartalma.*® Ebben az asztma szubtipusban Th2 és nem-Th2 tilsuly( hattérrel

rendelkezd paciensek egyarant el6fordulnak.

Régota felismerték, hogy ugyan nem minden asztmas paciensben, de jelentds
résziikben a Th2-gyulladas feliilszabalyozott egy masik folyamat altal. Ez a folyamat egy
stimulust hoz létre a 1éguti epithelsejtekben, ami alarminok (IL-25, IL-33 és TSLP -
thymic stromal lymphopoietin) termelédését idézi eld, ezzel serkentve az IL-4, IL-5, IL-
13 citokinek és az eozionofil sejtek termel6dését, mely az asztmara jellemzd
karakterisztikus 1éguti elvéltozas kialakulasdhoz vezet.®® Ez a folyamat kontrollalhato

kortikoszteroid adasaval.*’

Az eozinofil asztmanak immunologiai hatterét tekintve, elé6fordulhat olyan tipusa

is melyben a Th2-sejtek és az IgE-immunglobulin szerepe elhanyagolhato. Ez esetben az

26



elmult években felfedezett ILC2 sejtek jatszanak kulcsfontossdgu szerepet. Az 1LC2
sejtek IL-25, IL-33 és TSLP hatasara aktivalodnak és IL-5, valamint IL-13 citokineket
szekretalnak, mellyel az eozinofil sejtek toborzasat és bronchialis hiperreaktivitast
indukalnak.®® Ennek értelmében, ma mar a T2 és nem-T2 tipusi asztma elnevezés

hasznalata a helyénvalobb.

A nem-T2 tipusu asztmas megbetegedésben leginkabb a felndtt generacio érintett
¢s a hattérben 4ll6 patomechanizmusok szignifikans része még feltaratlan. A nem-IgE
medialt asztma esetében a paciensek gyakran rezisztensek a kortikoszteroid kezelésre és
mas, hagyomanyostdl eltérd terapias megoldast igényelnek, mint példaul makrolid
antibiotikumok szedése vagy specidlis diéta. A nem-T2 tipusi asztmdba sorolhato

paciensek esetén kiilonosen fontos a dohanyzas abbahagyésa.*®

e

Th1/Treg egyensily felborulasa figyelheté meg.>® A folyamat emelkedett 1L-8, IL-17A,
neutrofil-elasztdz és MMP-9 termelédéshez vezet.®® A patogenezisben az NLRP3 (NLR
Family Pyrin Domain Containing 3) inflammaszémanak és az emelkedett IL-16-nak is
szerepe van. A stlyos nem-eozinofil asztma kivalto oka lehet atipikus bakterialis
infekcio, obezitas, dohanyzas és a simaizmot érinté abnormalitasok. Maga a neutrofil
granulocitdk szerepe jelenleg is kérdéses, mivel a kortikoszteroid terapia off-target
hatasaként a neutrofil sejtek emelkedése figyelheté meg. Ennek értelmében eléfordulhat,
hogy a magas neutrofil szint nem egyértelmiien utal nem-T2 tipust asztmara, mivel az

egyidejii terapia hatasat mindenképpen figyelembe kell venni.3%°

Az obezitas ¢és az asztma kapcsolatara szdmos magyardzat létezik. Az
alloképesség elvesztése asztmaban gyakori, ami 1égszomjhoz hasonld tiineteket
produkalhat és téves diagnodzist eredményezhet. Elhizds soran a tiidé funkcionalis
kapacitasa megvaltozik, amely masodlagos hatast gyakorol a 1égiti simaizmokra, illetve
az elhizas szisztémds gyulladassal asszocidl, ami szintén az asztma kialakuldsanak
kedvez. Az asztma diagnézist kovetd szteroid alkamazas karos hatassal bir, ugyanis
gatolja a fogyast ezeknél a pacienseknél ezzel tovabb stlyosbitva az obez tlineteket. Ezen
okbol kifolyolag nem minden esetben egyértelmii, hogy az obezitds vezet-e asztmas
tiinetek kialakulasahoz vagy a perzisztens asztma tiinetek és exacerbaciokat kovetd

megndvelt szteroid dozis szedése vezet-e obezitashoz.>
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A dohanyfiist feltehetdleg nem &ll kozvetlen kapcsolatban az asztma
kialakuldsdnak patomechanizmusaval, azonban stlyos asztmaval, gyakori exacerbacidval
¢s tiidéfunkcid romlassal asszocial. Az aktiv dohanyzas csokkenti a hiszton-deacetilaz 2
expressziojat foszfoinozitid-3-kinaz (PI3K) aktivacio révén, ami csokkent gliikkokortikoid
szenzitizassal jar.°*? A dohanyfiist karositja a légutak nyalkahartyajat borité haj-szerd
struktarat, a ciliat, mely kovetkeztében a légutakban maradé mucus és irritald agensek

pangasa kovetkezik be, ezzel karos hatast kifejtve.>

A simaizom-altal kozvetitett paucigranularis asztma alcsoportban a paciensek
indukalt kopetében, illetve vér mintdjaban egyarant nem figyelhetd meg gyulladasra utalo
eozinofil és/vagy neutrofil sejtszamnovekedés. Ebbdl adoddan a gyulladasgatlason
alapulo terapiak esetiikben hasztalannak minésiilnek, az inhalaciés kortikoszteroidok
korlatozott hatassal birnak a 1éguti gyulladdsos markerekre, ezért potencialisan "szteroid-
érzéketlen" fenotipusként definidljak, amely a tovabbiakban alternativ terapiak feltarasat
igényli. Ebben az esetben a 1éguti obstrukcio6 a gyulladastol fliggetleniil alakul ki, melyet

akér a léguti simaizom szdveti hipertréfiaja is okozhat.*

1.3.2. Genetikai hattér

Az asztma genetikai hatterét szdmos kutatas soran megerdsitettek. Az ismétlédés
kockézata annal nagyobb, minél tobb az érintettek szdma egy csaladon beliil. Egy érintett
sziild esetén, a gyermek 25% eséllyel lesz beteg, mig mindkét sziilo érintettsége esetén
ez az érték mar 50%. Ugyancsak a genetikai tényezdk fontossdgara utal az egypetéjii
ikerparok kozotti konkordancia magasabb értéke a kétpetéjii ikrekkel dsszehasonlitva. Az
egypetéjii ikrek konkordancidja 75% korili, ami azonban jelentds kilengést mutathat
kornyezeti faktoroktol fiiggden. Asztmara hajlamositd kdrnyezeti viszonyok esetén (pl.
Anglia, Uj-Zéland) magasabb %-os értéket kapunk, mig kevésbé hajlamosito

kornyezetben alacsonyabbat.>*
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2. tablazat. Az asztma kockdzata az érintett rokonok fiiggvényében®

Asztma
Erintett rokon kockazat

(%)
Nincs csaladi el6zmény 5

Nagybacsi/Unokahug/Unokadccs | 10

Féltestvér 10
Edestestvér 25
Egyik sziilé 25
Kétpetéju iker 35
Mindkét sziilé 50
Egypetéji iker 75

Az asztma genetikai vizsgélata sordn azonban tobb, olyan nehézségekkel is szembe kell

nézniink, mint*®:

e afenokodpia jelensége (genetikai hatter(i betegségek, genetikai hattér nélkiili csak

e a pleiotropiaval (azonos génvariaciok kiilonbozd kdrnyezeti hatas jelenlétében
eltéré manifesztaciot eredményeznek)

e a genetikai heterogenitas (eltéré génvaridciok, illetve gén-gén kolcsonhatasok

hasonl6 fenotipust hoznak 1étre)

A komplex betegségek, igy az asztma genetikai hajlam vizsgéalata sordn gyakran
hasznalt érték a Ar (ahol az ,,R”, a rokonsag mibenlétét jel6li, ami legtobbszor ,,s” azaz
siblings/testvérek). Ez az érték egy aranyszam, amely a csaladi hajlam és a populacios
gyakorisag kozotti viszonyt szemlélteti. Asztma esetében a As érték 2, de kevésbé
hajlamosité kdrnyezeti viszonyok kozott ez az érték a 7-et is elérheti. Allergia esetén ez
az érték az asztmanal alacsonyabb mivel a populacids gyakorisag, illetve a hajlamosito

kornyezeti faktorok mértéke is magasabb.'®

Genomikai és genetikai modszerek tarhazat hasznositva koriilbeliil 20 genomrégiot

azonositottak, amelyek asztméval asszocialtak.’® Az alabbi (3. tablazat) tablazatban a
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legfontosabb géneket tlintettem fel (a teljesség igénye nélkiil) amelyek asztmas és atopias
megbetegedésben szerepet jatszanak. Kiemelendd az ADAM33 gén, amelyet elséként
azonositottak hipotézismentes vizsgalat soran pozicionalis klonozassal és azota a
jelenséget szamos populacioban megerdsitették (kaukdzusi, afrikai amerikai, hispan,
koéreai, japan stb.).1%% Az ADAM33 mellett az ORMDL3 gén az, amelyet a leggyakrabban

hoztak kapcsolatba gyermekkori asztmaval. 1%
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3. tablazat. Asztmaban és atopias megbetegedésben szerepet jatszo legfontosabb gének,

azok lokdcioja és feltételezett funkcioi

Kron.lo’s zoma Er Intett Asszocialo fenotipus | Feltételezett funkcio
lokalizacio gén
1931.3 DENND1B | Gyerekkori asztma Thi = 357 Th2 citokin  kaszkdd
befolyasolasa
IL1 ‘s A o 58
2q14 géncsaldd Asztma, atopia Befolyasolja a gyulladasi valaszt
Asztma, emelkedett | - . .. 4. Eg
2033 CTLA4 IgE-szint T-sejt aktivacio gatlas
4q27 IL2 Asztma, e allergia T- és B-sejtek miikodése és proliferacidja®
(szenzitizacio)
IL4,1L13, |AHR, asztma, | B-sejt izotipus valtas: IgM — IgE, Th2
GM-CSF | magas IgE-szint immunvalasz®62
ADRB?2 Asztma B2-agonistak megkotése®
5q031-g33
CD14 Emelkedett IgE-szint | Bakterialis LPS receptor®©
Eozinofil sejtek
IL5 Asztma, AHR tlol.'-)?.rzasa/dltjferenqac10Ja/tulelese/degranul
acioja, eotaxin (eozinofil kemoattraktans)
termelésének fokozasa'*
HLA-G Asztma, atdpia Immunvalasz regulacidja®®’
HLA- o (Specidlis IgE/IgG antitestek) antigén
6p21.3 DQB1 Asztma, atépia prezentalas®
o s Sejtadhézids molekulak/citokinek
LTA Atopia, alopids asztma | : e s qssénck indukélsa’™
TNF Asztma Gyulladasi vélasz tovabbitasa’
9p24.1 IL33 Asztma, szénanatha EP Ith(.alsejttel,( gyulladasahoz Jarul ,hgzza ©
noveli a hizdsejtek degranulaciojat
MS4A2 Aszima, atopia, IgE recept9r hlzPSe]tekgq, bazofil
11913 (FeeRI-p) | maternalis 5rok13dés granulocitakon és dentritikus
ce sejteken”
16p21 IL4R Asztma, atopia IL-4 receptora (o alegysége 1L-13-nak is)™
. Sphingolipid szintézis gatlasa tiido
17921 ORMDL3 | Gyermekkori asztma epithelsejtekben™
20p13 ADAM33 | Asztma Bronchus kontraktilitas (AHR), bronchialis

remodeling®
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1.3.3. Diagnosztika és kezelés

Az asztma szamos fenotipus révén megnyilvanulhat, azonban két jellegzetes tiinet

minden csoportban megfigyelhetd, melyek alapjan a diagnozis felallitasa torténik’®:

1. Az anamnézisben olyan 1éguti tiinetek szerepelnek, mint: zihalas, nehézlégzés,
mellkasi fajdalom, kohogés, melyek id6beni fennéllasa és intenzitdsa valtozo
lehet

2. Valtozo kilégzési levegdaramlési obstrukciod

Ez utdbbi megerdsitése érdekében kiilonbozo 1égzésfunkciot mérd spirometriai tesztek
elvégzése sziikséges. A diagnozishoz FEV1 és FEVI/FVC (erdltetett vitalkapacitas)
arany mérése sziikséges, amely a diagnozis felallitasa soran legalabb egyszer normal
tartomany alatti értéket kell mutasson. Ez az érték FEV1 esetén 80% alatti és FEV1/FVC
arany esetén pedig 0,7 alatti.”” A 1égzésfunkci6 variabilitasanak magasabb mértékiinek
kell lennie, mint egészséges esetben. A variabilitas mérhetové tétele egyrészt a FEV1
érték mérésével torténhet tiidotagito (pl. szalbutamol) inhalalasa el6tt és utan vagy 4 hetes
gyulladasgatlo kuara eldtt és utdn. Az eltérés koros esetben meghaladja a 12%-ot a két
idépont kozott. Emellett metakolin- vagy mannitol-provokacios teszt is hasznalhato, mely
a légutak gorcsos besziikiilését okozza. Ilyenkor a FEV1 érték 20%-ot meghaladd
csokkenése informativ. Masik lehetéség szerint koros, ha a PEF (kilégzési csucsaramlas)
érték atlagos egynapi variabilitasa magasabb, mint 10%. Minél magasabb vagy minél
tobbszor jelentkezik a variabilitas, annal biztosabbak lehetiink az asztma diagnozisanak

helyességében.®

A GINA (Global Initiative for Asthma) ajanlasa alapjan, stulyossag szerint az
asztmat 5 csoportra oszthatjuk. A besorolas retrospektiven torténik az igényelt terapia
fliggvényében, amellyel a tiinetek és az exacerbaciok kontrollalt allapotban tarthatoak.
gyakorisaga, tiidoéfunkcio allapota és az exacerbaciok gyakorisdga alapjan. A kezelés

részletei az alabbi tablazatban lathatoak.’®"®
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4. tablazat. Az asztma kezelésének terdpids lépcsoi

budenoside-formoterol

vagy beclometasone-dipropionate-formoterol

76,78

, °Ha a fenntarté terdpia:

(BDP-form),

LABA: hosszu hatdsu f2-agonista, SABA: rovid hatasu [2-agonista, LTRA: leukotrién

receptor-antagonista, OCS: oralis kortikoszteroid, ICS: inhaldcios kortikoszteroid

1. 1épcso ‘ 2. 1épcso

3. 1épcso

4. 1épcso

‘ 5. 1épcso

Meérsékelt ,
Asztma besorolas Enyhe asztma asztma Stlyos asztma
(GINA1-2) (GINA3) (GINA4-5)
Ha a tiinetek a
Ha a N
.. legtobb napon
. tinetek a . .
Ha a tiinetek . fennallnak, és
. legtobb . .
.. kétszer vagy ¢jszakai
Ha a tlinetek , napon A , .
annal . ¢ébrenléthez Kontrollalatlan
kevesebb, . .. fennallnak, - \
t K tobbszor s &iszakai vezetnek egy |tinetek  és/vagy
Tiinetek mint ketszer jelentkeznek es gszakal vagy tobb | exacerbaciok a 4
jelentkeznek ébrenléthez Ikal | . .
egy egy vezetnek alkalomma Iépcsé  kezelése
. honapban, egy  héten, | mellett
hénapban egy vagy .
de nem | = valamint
tobb o .
naponta tiidéfunkcid
alkalommal .
egy héten romlas
o tapasztalhatd
z Sgu}(s’eg esetén alacsony Sziikség esetén alacsony dozisu ICS-formoterol
Rohamoldé | Elsédleges | dozisu ICS-formoterol (LABA)’
készitmények (LABA)
Alternativ | sziikség esetén rovidhatasu Br-agonista (SABA)
Magas dozisu
ICS+LABA,
Sziikség Naponta fenotipus
esetén alacsony Alacsony | Kozepes kivizsgalaa; igény
Elsodleges | alacsony dozistt  ICS | dozist dozist szerint kiegészitd
dozisu ICS-|vagy ICS + |ICS+LABA | ICS+LABA | terapia:
LABA LABA tiortdpium, anti-
Fenntarté IL5(5R)/IL4AR/IgE
kezelésre terapia
valo
lehetoségek
Naponta
leukotrién . e
Kozepes Magas dozist
receptor- Ly
. dézisu ICS, | ICS, S
alacsony antagonista va Kieedszitve Kiegészitd
Alternativ | dozisi 1CS- | (LTRA) gy 168CS7 alacsony  dozist
alacsony tiotropiummal
SABA vagy e OCS
alacson dozisu vagy LTRA-
acsony | |CS+LTRA | val
dozist
ICS+SABA

33




Mivel a pacienst gyakran sulyossag alapjan nem lehet egyértelmiien besorolni egy
kategoriaba, a GINA 2006-t6] kezdédéen az asztma kontrollalhatosagat helyezte a
kozéppontba. Ha a kontroll szint nem megfeleld, akkor a kezelést modositani kell (5.
tablazat). Kontrolldlhatosdg alapjan harom kategoriat kiilonboztethetiink meg:
kontrollalt, részlegesen kontrollalt és nem kontrollalt. Minden vizit soran a kezel6 orvos
értékeli a paciens asztma kontroll szintjét és ez alapjan kivalasztja a megfeleld terapias

1épcsét és a kezelés modjat.”

5. tdblizat. Az asztma besorolisa kontrolldlhatésdg alapjan™, FEVI: az elsé
masodpercben mért eroltetett kilégzési térfogat, PEF: kilégzési csucsdaramlas
Kontrollalt Részlegesen
. (felsoroltak kontrollalt (barmelyik .
Jellemzok mindegyike héten barmelyik Nem kontrollalt
fennall) jelenléte esetén)
Nappali tiilmet | Legfeljebb heti 2x Gyakrabb;?(’ mint heti
Ejszakai o Bérmilyen
tiinet/ébredés Nincs jelen gyakorisaggal Barmelyik héten
Fizikai a részlegesen
aktivitas Nincs jelen Barmilyen mértékii kontrollalt
korlatozottsaga asztma legalabb
Rohamoldé . . Gyakrabban, mint heti | héarom jellemzdje
hasznslat Legfeljebb heti 2x ox formall
Tidofunkeio , A kivant érték vagy
s Normdl egyéni maximum <80%
vagy FEV1) &y °
A kezelés
Fenntartas és A kontroll eléréséig a szmtjrenek’ e‘rflelese,
Kezelé legalacsonyabb Kezelés szintienek mig elérjiik a
ceeles megfeleld dozis Y kontroll szintet;
oy emelése . . .
megtalalasa exacerbacio esetén
annak kezelése

A legtobb paciens a hagyomanyos kontrollalo (ICS+LABA) terapia segitségével
jol kontrollalt allapotban tarthat6, azonban a paciensek egy kisebb részénél ezek a
készitmények nem hozzak el a vart allapotot, naluk tovabbi vizsgalatok és alternativ
terapias megoldasok sziikségesek. Nem-gyogyszeres kezelésen alapuld lehetdségek kozé
tartozik a dohanyzas absztinencia, dohanyfiist keriilése, rendszeres fizikai aktivitas €s a

szenzitizalt agenstdl valo tavolmaradas.’®
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Az alternativ mddszerek kozé tartoznak tovabba a bioldgiai terapidk, amelyek koziil

egyre tobb érhetd el Magyarorszagon is:

¢ Allergias asztma esetén ha perennialis atopia (pl. haziporatka, allatok) és allergén
indukalta tiinetek, exacerbaciok egyiittes jelenléte tapasztalhat6, az anti-IgE
immunterapia (omalizumab/Xolair®) megoldast jelenthet. Csokkenti az
exacerbaciok szamat, és eldsegiti a tiinetek kordaban tartasat, valamint javitja a
tiidéfunkciot. Gyermekkori asztmaban is hasznalhato. 8

% Eozinofil asztma jelenlétekor tobbféle bioldgiai terapia is szoba johet:
Az anti-IL-5 (mepolizumab/Nucala®) (reslizumab/Cingair®), illetve IL-5R
ellenanyag  (benralizumab/Fasenra®)  hasznalatanak  kritériuma, hogy
exacerbaciok mellett a vér eozinofil sejtszam > 0,3 X 10%/L (normal tartomany:
0,04-0,4 x 10%L) tartomanyba kell, hogy essen. Ezen készitmények kevésbé
hatnak a tiinetekre és a tiidéfunkcidra, azonban a sulyosbodasok eléforduldsat
csokkentik. Emellett alkalmazhato anti-IL-4 (dupilumab) és IL-13 ellenanyag
(lebrikizumab, tralokinumab) is, amennyiben az eozinofil sejtszam > 0,15 x 10%/L
vagy a FeNO (kilélegzett levegd nitrogén-monoxid tartalmanak koncentracioja)
értéke > 25 ppb (parts per billion), ahol a normal tartomany 25 ppb alatt talalhato.

Ez utébbiakkal kapcsolatban jelenleg még klinikai vizsgalatok zajlanak.”®

Nem-T2 asztma esetében szintén alternativ/nem hagyomanyos asztma terapia lehet
sziikséges. Ilyenkor szoba johet makrolid antibiotikumok vagy LAMA (hosszu hatast
muszkarin-receptor antagonista) alkalmazasa, végs6é esetben pedig bronchialis
thermoplasztika (horgé-hdplasztika), azonban ennek hatékonysdga jelenleg még

vitatott.”®

Optimalis esetben az asztma terdpidja személyre szabottan torténik, figyelmebe véve
a kontrollaltsadg szintjét, az exacerbaciohoz vezetd kockazati tényezdket, a fenotipusos
karakterisztikat, preferencidkat, az elérhetdé gyogyszeres terapiat, annak biztonsagat €s

koltségét.®

1.3.4. Prevalencia

Vilagszerte egymilliard ember szenved kronikus léghti betegségben, melybdl az

asztmaban érintettek becsiilt szama 358 milli6 embert tesz ki.8®®! Eurdpai orszagokban
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az asztma prevalenciaja 5-10% koz¢ tehetd, mely a kornyezeti adottsagoktol, populacios
heterogenitastol és az egészségiigyi rendszer allapotatol fiiggden kismértékben eltérhet.
Az asztma a gyermekkor leggyakoribb kronikus megbetegedéseként van szamontartva.®2
A fiukban pubertaskorig nagyobb eséllyel alakul ki gyermekkori asztma mint lanyokban,
melynek lehetséges magyarazata, hogy a fitk kisebb atmérdji 1égutakkal rendelkeznek
10 éves korukig, mint a velik egykori lanyok, ezért a légutak hiperreaktivitasra
hajlamosabbak, emellett hormonalis tényezék is kozrejatszhatnak.*’®® Gyermekkori
asztma esetében gyakori a tiinetmentes iddszak és alacsony a mortalitas. Feln6ttkorban a
nék hajlamosabbak asztmas megbetegedésre és az asztma allapota kevésbé stabil mint
gyermekkorban.*” Evente koriilbeliil 250.000 ember halalat okozza a betegség

vilagszerte.3

Magyarorszagon, a kutatécsoportunk altal végzett felmérés alapjan, az asztmas
populacié 0,89%-a szenved sulyos asztméaban, ami a nehezen kezelhetd refrakter
asztmanak egy alcsoportja. A vilagon ez az érték 2,5-20% kozé esik. Stulyos asztma
csoportba soroljuk azokat a pacienseket, akik a ma elérhetd terdpids és kezelési
lehetéségek alkalmazasa mellett sem tarthatdak kontrollalt allapotban. Annak ellenére,
hogy ez egy relative alacsony szazalékos értéknek mondhato, ezeknek a péacienseknek a
folyamatos ellatdsa és terapidja hatalmas terhet jelent az egészségligy szamadra.
Hazéankban a sulyos asztmaban szenvedd paciensek atlagéletkora 56,4 + 13,4 évre tehetd
és a nemek aranyat tekintve 64%-uk n6é. Az allergia prevalencidja a sulyos asztmas
populécidban 56,6% ¢és a paciensek 72,1%-a perzisztens 1éguti obstrukciot (FEV1 - els6
masodpercben mért erdltetett kilégzési térfogat <80%) mutat, mig 37,9%-uk stlyos léguti
obstrukciot (FEV1 <60%). A stlyos asztmds populdcié 33,6%-a igényel szisztémas
kortikoszteroid fenntartd kezelést, 21,5%-a szalicilat-intoleranciaban szenved és 43,2%-
a rhinosinusitis (orrmellékiireg-gyulladas) tiineteit mutatja. A részletek az alabbi 6.

tablazatban tekinthetéek meg®®:
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6. tablazat. Sulyos asztma populdcio klinikai jellmez6i Magyarorszagon.®

Karakterisztika Populacio
n (Esetszam) 520
Eletkor (4tlag = SD, év) 56,4+ 13,4
Betegség id6tartama (€v) 2224125
Legjobb FEV1 érték (%) 67,3+19,5
Legrosszabb FEV1 érték (%) 39,3+13,5
Nem (férfi/n6) (férfi %) 186/330 (36,0)

Betegség kezdete (gyermekkor
(<12 év)/felndttkor) (gyermekkor %)

Allergia igen/nem (igen %) 287/220 (56,6)

Szisztémas kortikoszteroid hasznalat

65/453 (12,4)

igen/nem (igen %) 175/345 (33,6)
Szalicilat-intolerancia igen/nem (igen %) 111/406 (21,5)
Rhinosinusitis igen/nem (igen %) 223/293 (43,2)

Hazankban a tiidégondozok altal nyilvantartott asztmas betegek szama 2016-ban
300.000 koriil volt, és az éves uj megbetegedések szama, tehat az incidencia pedig 15-

20.000 kozé tehetd.

Az asztma ¢és allergia prevalencia ndvekedésének magyarazatara az elmult évtizedben
tobb hipotézis is sziiletett.®® A leghiresebb a tisztasag hipotézis, mely szerint a magzat
sziiletésekor Th2-iranyba tolodott immunvalassszal rendelkezik és a virusokkal, illetve
baktériumokkal val6 taldlkozas indukalja a Thl-es irdnyba torténd elmozdulast.
Higiénikus kornyezet, antibiotikumok és ferttlenitok hasznalata kovetkeztében ez a
jelenség nem kovetkezik be, mely sordn a megmaradd Th2-es talsulyt allapot kiilonb6z6
immunrendszert érintd, atopias, illetve allergids korképekre hajlamosit. A tisztasadg
hipotézishez szorosan kapcsolddik az Old Friends/ régi baratok hipotézis, mely azt allitja,
hogy a benniink ¢l6 mikroorganizmusok az evolucid sordn veliink egyiitt fejlodtek,
azonban az elmult évek soran megvaltozott étkezési szokasok, taplalkozas, illetve a
kiilonféle gyogyszerek hatasara mikrobiomunk 6sszetétele megvaltozott. Ez az elvaltozas
pedig betegségekre hajlamosithat.®”®® Az emlitett elméleteken kiviil persze mas
magyardzat is lehetséges, tobbek kozott a kdrnyezetszennyezés szintén hozzajarul az
allergias asztma el6fordulédsi gyakorisdganak ndvekedéséhez (pl. a diesel kipufogdgaz
szén-részecskéi bizonyos  pollenekkel kolesonhatéasba 1épve asztmara

hajlamosithatnak).®°
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1.4. Krénikus obstruktiv tiidobetegség (COPD)

A kronikus obstruktiv tiidébetegség 2020-ban a 4. helyet foglalta el a vezet6
halalokok listdjaban, azonban a 2021-es évre a 3. helyre Iépett el az eloregedd populacid
és a kockazati faktoroknak vald folyamatosan fokozodo kitettség kovetkeztében. 0% Egy
vizsgalat (Global Burden of Disease Study) alapjan 2016-ban 251 milli6 COPD-s beteget
regisztraltak globalisan és 2015-ben 3,15 milli6 elhaldlozasért volt felelds a betegség, ami
az Osszes haldlozas 5%-at jelenti az Egészségiigyi Vilagszervezet adatai alapjan.®? A

legmagasabb prevalencia értékkel a 60 év feletti korosztaly rendelkezik.*

A COPD clsédleges oka (hajlamositd genetikai hattér jelenléte mellett) a
dohanyflistnek valo kitettség, akar aktiv vagy passziv modon. Emellett egyéb kockazati
tényezOk is kozre jatszhatnak, példdul 1égszennyezd anyagok hossza tavi belélegzése
(tiizeldanyagok, por, szmog, vegyi anyagok, fiist, irritdlo szerek), gyakori gyermekkori
alsoléguti infekciok vagy akar a gyermekkori asztma is fokozott kockazati besorolassal
bir.%? Kimutattak, hogy asztmas gyermekek magasabb eséllyel szenvednek COPD-ben
feln6ttkorukban, kiilondsen ha fiatalkorukban dohanyoztak, 6sszehasonlitva azokkal akik

nem szenvedtek gyermekkori asztméas megbetegedésben.®

A COPD egy gyakori, megeldzhetd és kezelhetd betegség, melyet a légutak
perzisztens és altalaban irreverzibilis sziikiilete kisér, valamint olyan tlinetek progressziv
sulyosbodasa, mint légzési nehézség, légszomj, kohoges és/vagy kopettermelddés.
Ahogyan az asztma, ez a betegség is rendkiviil heterogén. Megfigyelték, hogy a kezelés
nem minden pdaciensre hat azonos hatékonysaggal, tehat a COPD esetén is
megkiilonboztethetiink szubfenotipusokat, melyek leggyakoribb csoportositasa (7.
tablazat)*:

e (Gyakori exacerbator
e Emfizéma

e Asztma-COPD overlap szindroma - ACOS
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7. tablazat. A COPD szubfenotipusai®

Képalkotasi
. Patofiziologiai vizsgalat altal (.
Fenotipus tulajdonsagok Kapott Farmakoterapia
tulajdonsag
Inhalécios
Evente két va kortikoszteroid,
Gyakori .. , £y Horgofal Mucolytikum,
. tobb stilyosbodas , , , .
exacerbator Krénikus bronchiti megvastagodas | (nyakold6) Makrolid
onikus bronchitisz antibiotikum,
Bronchodilatator
Parenchimalis
destrukcio . s
Dominans tiinetek a Inhalacios
>t kortikoszteroid (kevésbé
testmozgas .
intolerancidja és a Tiid6tagulat hatasqs),
Emfizéma . a7 Bronchodilatator,
dyspnea horg6szikiilet Iy .
Csokkent diffiiziés OxigénkezelCs
., (elérehaladottabb
kapacitas .
C allapotban)
Exacerbaciok
alacsony aranya
Nem teljes
mértékben
irreverzibilis 1éguti . s
., o Inhalécios
Asztma- obstrukcio Asztmara és Kortikoszteroid
COPD Emelkedett COPD-re o
C L, . B Bronchodilatator
overlap eozinofil-sejtszam a jellemz6 . . .
. . .. . . Egyéb asztméban és
szindroma kopetben tulajdonsagok ,
(ACOS) Exacerbéciok is jelen vannak | COPD-ben hasznalt
, készitmények
alacsony aranya
Meg0rzott diffuziods
kapacitas

Diagnozisa a tiinetek, spirometrias vizsgalat és az anamnézisben szerepld artalmas

részecskeéknek, fiistnek valod kitettség megléte alapjan torténik. A 7. tablazatban szerepld

csoportositas mellett, a GOLD (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease)

ajanlasa alapjan A, B, C, D csoportba is sorolhatjuk a COPD-s betegeket az exacerbaciok

jelenléte/hidnya, tiineteik, illetve a megfelel$ farmakoterapia alapjan.’

0

A krénikus obstruktiv tiidobetegség nem gydgyithatd, azonban a dohanyzas

felfliggesztésével, a karos gazok/fiist elkeriilésével és gyogyszeres terapiaval a tiinetek

enyhithetéek, javithato az életmindség és csokkenthetd az elhaldlozas kockazata.%?
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1.5. TEK gén és Tie2 ttvonal

A tudomanyos irodalom és korabbi vizsgalataink alapjan feltételezhetd, hogy a Tie2
utvonal résztvevoi szerepet jatszanak az allergias conjunctivitis €s az asztma

kialakulasaban.®*%°

A Tie2 fehérje egy tirozin kinaz receptor, amely féleg a vaszkularis endothelialis
sejtek felszinén talalhatd meg és kulcsfontossdgi szerepet jatszik az érrendszer
stabilitasaban.®® Emberekben harom ismert ligandja talalhaté meg a receptornak: az Angl
(angiopoietin 1), Ang2 és Ang4. Mindegyik ligand hasonl6 affinitassal képes a Tie2
receptorhoz kotddni, azonban eltérd hatast valtanak ki (4. abra). A leginkabb
tanulmanyozott ligand az Angl, amely kinaz-aktivitas stimulalasa révén, az mTOR
(mammalian target of rapamycin) Gtvonalon keresztiil sejtciklust képes aktivalni és a
protein szintézist eldsegiteni; tovabba az NfkB szignalizacios Utvonal gatldsa révén
gyulladasgatlo hatast fejt ki; illetve a NOS3 (nitrogén-monoxid szintaz 3) utvonal
serkentése révén tadmogatja az angiogenezis, a DNS hibajavitds és a sejtproliferacio
folyamatat. Ezek mellett prométalja az endothel sejtek talélését a PI3K-Aktl utvonal
jelenlétében is. A jelatvitel a PISBK-Aktl utvonalon keresztiil az eNOS (endothelialis
nitrogén-monoxid szintaz) foszforilaciot és ezaltal a NO (nitrogén-monoxid)

termelddését is elosegiti. °7%
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Az Ang2 szerepe meglehetdsen ellentmondésos, mivel bizonyos koriilmények
kozott Angl antagonistaként funkciondl, mig mas esetben parcialis agonistaként. Ebbdl
adddoan az Ang? is képes eldsegiteni az angiogenezist, azonban antagonistaként hatva,
az NfikB szignalizaciés ttvonalon keresztiil gyulladaskeltd hatasa is lehet.® Az Ang4
ligand kapcsolodasa a Tie2 receptorhoz modulalja az Angl szignalizaciot, illetve

antimikrobidlis hatast fejt ki. %719

A Tie2 tirozin kinaz receptort a TEK gén kodolja, ami nagy mennyiségben
expresszalodik a tiidoben és a szemben talalhatdé Schlemm-csatorna endotheliumaban,

valamint fontos szerepe van a szem fejlddésében és a latas kialakulasaban.1%

A Tie2 fehérje a sejtkozotti kapcsolatok normal kialakitasaban is részt vesz a VE-
PTP (vaszkularis endothelialis protein-tirozinfoszfataz) fehérje segitségével, Angl ligand

kapcsolodasa esetén csokkenti az érfal permeabilitasat.'% Amennyiben ez nem torténik
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meg, nd az érfal permeabilitasa, tobb gyulladdsos medidtor jut at az érfalon, 6démat,
konnyezést (a szemben) és duzzanatot okozva.l®® Ezek alapjan a Tie2 ttvonalrdl
feltételezhetd, hogy szerepet jatszik asztmds megbetegedésben és a kiilonféle szem

rendellenességekben, beleértve az allergias conjunctivitist is.%>1%

1.6. Neutrofil extracellularis csapdak (NET-ek)

A neutrofil granulocitdk a velesziiletett immunrendszer legnagyobb mennyiségben
eloforduld effektor sejtjei. Az elmult évtizedek soran fényt deritettek arra, hogy
fagocitozis ¢és degranulacié mellett extracellularis csapdak létrehozasaval, alternativ
modon is képesek a szervezet védekezémechanizmusainak sorat szinesiteni. A neutrofil
extracellularis csapda képzodését netdzisnak nevezziik.!® A NET fizikai és kémiai
barriert is alkot, mely soran a csapda kémiai alkotoelemei képesek megkiizdeni a
mikroorganizmusokkal, csapdaba ejteni azokat és ezzel egyetemben elzarjak
tovaterjedésiik tjat.®® A mikroorganizmusok mellett szdmos mas tényezd is képes
kivaltani a netozist, tobbek kozott olyan gyulladasos citokinek, mint az IL-6, TNF-a
(tumor nekrozis faktor-alfa) és az IL-8, mely utobbi kettdnek az asztmaban és a COPD-
ben kiemelt szerepet tulajdonitanak. Emellett a lipopoliszacharid (LPS), Ca?" ionofor,
ionomycin, illetve a PMA (phorbol-12-myristate-13-acetate) is triggerként hat a NET
képzoédésére.l’” A PMA a leggyakrabban hasznalt in vitro NET6zis induktor, sajat

kisérleti beallitasaink soran mi is ezt a farmakologiai készitményt hasznaltuk.

A neutrofil extracellularis csapdak haldzatszeri struktirat alkotnak, amely f6 alkotoja
a dekondenzalt kromatin komplex (citrullinalt hiszton és DNS) antimikrobialis

peptidekkel dekoralva. A NET alkotéelemei lokalizacié alapjan a kovetkezok lehetnek®®:

e Azurofil granulum: neutrofil elasztaz (NE), laktotranszferrin, azurocidin,

cathepsin G, myeloperoxidaz (MPO), leukocita proteinaz 3, lizozim C, neutrofil
defenzin 1

e Sejtmag: hiszton H2A, H2B, H3, H4

e Citoplazma: kiilonboz6 kalciumkotd fehérjék

o Citoszkeleton: aktin, miozin, alfa-aktinin, plasztin-2, cytokeratin-10

e Peroxiszoéma: katalaz

e (Glikolitikus enzimek: alfa-enolaz, transzketolaz
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A felsoroltak koziil kiemelkedd jelentdségli a neutrofil elasztaz és a myeloperoxidaz,
melyek leginkabb specifikusak a neutrofil csapdakra. A neutrofil elasztaz egy Szerin
proteaz, ami virulencia faktor hasitd és antibakterialis hatassal bir!%®® mig az MPO a
hidrogén-peroxid atalakitasdban vesz részt, mely folyamat soran antimikrobialis hatasu

hipoklérossav keletkezik. 1

A NET képzddése soran a reaktiv oxigéngyokok (ROS) keletkezése, NADPH
(nicotinamide-adenine  dinucleotide  phosphate) oxidaz vagy  mitokondrium
kozremiikodése révén, kulcsfontossagu szerepet tolt be a PAD (peptidilarginin deiminaz),
NE és MPO aktivalasaban.!'! Az aktivalt neutrofil elasztaz felelds a citoszkeleton és a

rrrrr

keveredését. A PAD altal aktivalt hiszton deiminacié folyamata, valamint az MPO és NE

altali proteolitikus hasitas teszi lehetdvé a kromatin dekondenzaciot.!t?

Az utobbi évek kutatdsai alapjan a netdzisnak alapvetden két forméjat
kiilonboztetjik meg (8. tablazat) a kivaltd trigger, a neutrofil sejt integritiasa és a
csapdaképzOdés ideje alapjan. A klasszikus un. ,,szuicid” netozis eltér a nekrozis €s az
apoptozis folyamatatol. Ez esetben a ROS képzédése NADPH oxidaz altal kovetkezik be
¢és kivaltdo tényezéje a tudomany mai allasa alapjan lehet PMA, (auto)antitestek és
koleszterin kristalyok. A csapdaképzodés folyamata tobb oraba is telhet és ahogyan a

neve is mutatja, ebben az esetben a NET képzédése soran kamikaze modon, a sejt lizal 13

A ,,vitalis” netozis esetén a ROS termelddése mitokondrialis uton kovetkezik be,
viszont a PAD enzim ROS képzddése nélkiil is aktivalodik. A folyamat jelentésen
gyorsabb, mint a ,,szuicid” net6zis, akar percek alatt is végbemehet. A NET képzddését
kivalto stimulus ebben az esetben foként infekcio, példaul a Staphylococcus aureus
Gram-negativ baktérium, amely a TLR2 és a komplement receptorok (pl. CR3) egyiittes
aktivalasa révén indukalja a csapdaképzddést, mig az E. coli baktérium kozvetleniil vagy
kozvetett modon a TLR4 receptor aktivalasa révén valtja ki ugyanezt. A folyamat soran
a dekondenzalodott DNS és az antimikrobidlis peptidek vezikuldkban szallitodnak a
sejtmembran felé, majd a vezikulatartalom kijutasat kovetden a sejtmembran integritasa

megmarad, a sejt nem lizal. 13114
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8. tablazat. A netozis két f6 tipusanak jellemzdi**>*'*, ROS: reaktiv oxigéngyokok,
PMA: phorbol-12-myristate-13-acetate, NADPH: nicotinamide-adenine dinucleotide
phosphate

,,.Szuicid” netdzis ,,Vitalis” netozis
Trigger PMA, (auto)antitest, Baktérium, bakterialis
koleszterin kristaly produktum
ROS képzbdés NADPH oxidaz mitokondrium
Képzddés ideje tobb oOra néhany perc
A neutrofil sejt integritdsa dezintegralodik integritas megmarad

A neutrofil csapdak kétélii fegyvert testesitenek meg, mivel ugyan fontos szerepet
toltenek be a velesziiletett immunrendszer tagjaként a patogének elleni kiizdelemben,
azonban a NET komponensek allandosult jelenléte, elégtelen eltavolitasa, vagy fokozott
képzddése kovetkeztében szoveti destrukciot'®, 1éguti remodelinget, illetve mucus
hiperszekréciot okozhatnak.!'*® Ezek alapjan feltételeztiik, hogy a NET-ek szerepet

jatszhatnak az asztma és COPD kialakuldséban, tiineteinek sulyossagaban.

A neutrofil asztma magas neutrofil pulmonaris infiltracioval és altalaban
stilyosabb asztmaval és alacsonyabb kortikoszteroid vélaszkészséggel asszocidl. Egy
nemrégiben végzett kutatds alapjan neutrofil tipust asztmaban szenvedd péaciensekben
magas neutrofil sejtszdm, IL-8 €s neutrofil extracelluléris csapda szint volt kimutathato,
habar a sulyossaggal valo asszocidcid €s a netdzist kivaltd tényezd asztméban még
tisztazatlan. Hipotézisek alapjan az 1L-8 neutrofil kemotaktikus faktor egy potencialis

trigger lehet.

COPD esetében kimutattak, hogy a betegség lefolyasa, a GOLD statusz és az

exacerbaciok gyakorisaga asszocial a neutrofilia jelenlétével a tiiddoben. 15117

Néhany tanulméany megtalalhaté az irodalomban a NET-ek asztmaban és COPD-
ben torténd vizsgalataval kapcsolatosan, azonban a mai napig nem taldlhat6 publikacio a

NET-ek in vivo plazma szintjér6l asztma, COPD, valamint ACOS esetében.

Asztma és COPD mellett a NET-ek karos hatasat szamos mas fertéz6 és nem-
fert6z6 korképpel is kapcsolatba hoztak pl. diabetes mellitus, rheumatoid arthritis (RA),
tumorok, tuberkulozis, cisztas fibrozis, bakterialis pneumonia, akut respiracios distressz

szindréma, szisztémds lupus erythematosus (SLE) és trombozis.10%113
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1.7. Hosszi nem-kédolé RNS-ek (INCRNS-ek)

Szamos kutatds megerdsitette, hogy a human genom 70-90%-a irodik at RNS-¢,
azonban a fehérje-kodold szekvenciak csupan ennek 1,2%-at teszik ki. A nem-kodolo
RNS-ek (ncRNS) két f6 csoportra oszthatoak hosszasaguk alapjan, rovid nem-kodolod
RNS (200 bp >) és hosszi nem-kodolé RNS (> 200 bp) csoportokra. A rovid/kisméreti
NCRNS-ek kozé tartozik példaul a tRNS (transzfer RNS), mikroRNS, siRNS (rovid
interferald6 RNS), piRNS (PIWI-asszocialt RNS), snoRNS (kis nukleolaris RNS), SnRNS
(kis nuklearis RNS) és az exRNS (extracellularis RNS).’

A hosszii nem-kodold RNS-ek (a tovabbiakban INCRNS) a legnagyobb és ezzel
egyetemben a legkevésbé karakterizalt csoport a nem-kodold RNS-ek kozott.” Az
INCRNS-eket, aszerint hogy milyen pozicioban helyezkednek el a legkdzelebbi kddold

szekvenciahoz képest, tobbféle alcsoportba oszthatjuk18120:

e antiszensz RNS (antisense — AS): szensz mRNS-el komplementer szekvenciat
idézi eld. Kutatdsok alapjan a gének legalabb 50-70%-4r6l antiszensz
transzkriptum is atirodik.?

e hosszu intergenikus RNS (long intergenic — LINC): két kodolo gén kozotti
hosszl szakaszrol ariroddo RNS-ek.

e kétiranyi-promoter RNS (bidirectional): ha a kodold transzkriptum és az
IncRNS 4atirasa 1000 bp-nél kdzelebbi tavolsagban indul, ellentétes iranyba.'??

e enhanszer RNS (enhancer - eRNS): enhancer régiorol atirodo szekvencia.

e promoter-asszocialt RNS (promoter associated — PAR): a transzkripcidé a
promoter régié start pozicidjabol vagy a promoter région beliilrdl indul. 12

o telomér-asszocialt RNS (TAR/TERRA): a teloméraktivitast befolyasolja.

atir6do szakasz.

A hosszu nem-kodoldé RNS-ek funkcidja sokrétli lehet, kutatdsok alapjan részt
vesznek a sejtproliferacio és differenciacio, a programozott sejthalal és az immunvalasz
folyamataban. DNS-hez valo kapcsolodasuk révén befolyasoljak a transzkripcids

aktivitast (elésegitheti, illetve gatolhatja), RNS-hez vald kotddési affinitasuk révén

45



MRNS-hez kapcsolédva befolyasolja a transzlacid és splicing végbemenetelét, illetve
mikroRNS-ek esetében pedig gatolhatja azok funkcidjat. Emellett fehérjéhez vald
kapcsoléddsa  soran  feliiletet  biztosit kromatin  remodelingben  résztvevo

fehérjekomplexek kialakitasahoz. 124125

Az IncRNS-ek megvaltozott expresszidja szerepet jatszhat kiilonféle korképek
kialakulasaban beleértve a kronikus 1égz6szervi betegségeket is. A legjelent6sebb, eddig
asztmaval ¢és COPD-vel kapcsolatban feltart IncRNS-ek ¢és azok feltételezett

Osszefliggései a korképekkel az alabbi tablazatban lathatéak (9. tdblazat).
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O. tablazat. A legjelentisebb IncRNS-ek asztmaval és COPD-vel osszefiiggésben, PBMC: periférias ver mononuklearis sejtjei; ,, N a
megnovekedett, mig a ,,V " a csékkent expresszios szintre utal, mely az asszocidciot mutatta

LNncRNS Elnevezés Expresszio | Sejt/szovet Faj Kondicié Feltételezett osszefiiggés Célpont | Ref.
BCYRNL1 | Brain Cytoplasmic RNA 1 A tidészovet | patkany asztma elBsegiti a 1éguti simaizomsejtek TRPC1 126
proliferacigjat és migraciojat
PVT1 Plasmacytoma variant A léguti humén stlyos a léguti simaizomsejtek 121
translocation 1 simaizom asztma proliferacidjaban és az IL-6 kibocsajtas
kontrollalasaban vesz részt
GAS5 Growth arrest specific-5 PBMC human sulyos gliikokortikoid kezelés befolyasolja az 128
asztma expresszios szintjét
MEG3 Maternally Expressed 3 v periférias humén tiidorak, immunszupresszans hatast 129
vér asztma
NEAT1 | Nuclear enriched abundant A vérplazma | human asztma befolyasolja az exacerbaciok miR-124 | 0
transcript 1 kialakulasat, az asztma stlyossagat és
csokkent 1égzésfunkcioval asszocial
MALATL1 | Metastasis-associated lung A periférias humén asztma befolasolja a Th1/Th2 egyensulyt a miR-155 | 3
adenocarcinoma transcript vér CD4+ T-sejtekben
1
TUGL Taurine Up-Regulated 1 A léguti patkany asztma elBsegiti a léguti simaizomsejtek miR-590- | %
simaizom proliferaciojat és migraciojat, 5p
csokkenti az apoptozist
COPDA1 Chronic obstructive A tiidészovet | humén COPD elBsegiti a léguti simaizomsejtek 133
pulmonary disease proliferaciojat és a 1éguti remodeling
associated IncRNA 1 folyamatat
SCAL1 Smoke and cancer- A tiidészovet egér COPD, a dohanyfiist altal kivaltott oxidativ 134
associated IncRNA-1 tiudérak stressz ellen véd
SNHG5 | Small Nucleolar RNA Host v tiidészovet | human COPD a gyulladas és apoptozis folyamatat miR-132 | 1%
Gene 5 szabalyozza
H19 Imprinted maternally v periférias | patkany COPD IL-6, IL-8 és TNF-q szabalyozasaban 136
expressed transcript vér vesz részt




Az IncRNS mRNS-sel val6 dsszehasonlitasa soran felfedezték, hogy az INCRNS
szovetspecifikusabb ¢és oOnmagahoz képest jelentdsebb expresszios eltérést mutat

betegségek esetén, ennek kovetkeztében potenciélis biomarkereknek tekinthetéek. '3’

A betegséggel, illetve betegség endo-vagy fenotipussal asszociald IncRNS-ek
azonositasa kulcsfontossagli szerepet tolthet be a betegség patomechanizmusanak

feltarasaban.
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2. Célkituzések

PhD munkdm sordn a Klinikai genomika munkacsoport tagjaként célul tiiztem ki az
asztma ¢és allergia hatterében alloé patomechanizmusok vizsgalatat molekularis genetikai
¢s immunologiai mddszerek segitségével. A munkacsoport f6 célja olyan biomarkerek
felderitése, amelyek kvantitativ vagy kvalitativ modon egyedi karakterisztikat mutatnak
betegségek endotipusaiban, igy segitséget nyujthatnak a differencialdiagnosztika
teriiletén. A patomechanizmusok meghatarozdsa 0j potencialis terapias célpontok
felderitését teszi lehetévé. A kovetkezOkben bemutatott doktori munka soran tobb

molekularis szinten (DNS, RNS, fehérje) végeztiink vizsgalatokat.
Célkitiizéseim a kovetkezok voltak:

1. A DesenslT projekt soran kapott GWAS eredmények ujraértékelése a TEK gén
kiemelt vizsgalataval felnétt parlagfii allergias populacidban, majd az asztméaval,
illetve allergias conjunctivitisszel leger6sebb asszociaciot mutatd SNP-k (single
nucleotide polymorphism) tovabbi genotipizalasa és asszociacios tesztek
elvégzése felnbtt, illetve gyermek asztmas populacioban. Emellett terveink kozott
szerepelt a TEK gén és a kapcsolodd Tie2 utvonal egyéb komponenseinek
génexpresszios analizise ovalbumin (OVA)-szenzitizalt asztma-egér modellben,

az utvonal asztmaban jatszott szerepének felderitése érdekében.

2. Neutrofil extracellularis csapddk &aramlasi citométerrel valé kimutatdsara
alkalmas moédszer kifejlesztése. Ezt felhasznalva, gyermek és feln6tt asztmas,
kontroll, COPD és ACOS mintak cirkulald6 NET-szintjének meghatarozasa, majd
potencialis asszocidciok felderitése. A 1éguti betegségek egyes szubtipusainak
Osszehasonlitasa, sulyossag, FEV1 érték és gyogyszeres kezelés alapjan. A mért

eredmények validalasa.

3. Felfedez6 kohorsz soran 84, gyulladasos immunvalaszban és autoimmunitasban
szerepet jatszo cirkulald hosszi nem-kodold RNS array-alapt vizsgalata feln6tt
sulyos, illetve enyhe asztmas, COPD-s és kontroll mintdkban. A kiértékelés soran

a legjelentésebb eltérést mutatd, és irodalomkutatds alapjan is relevansnak
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mondhat6 INCRNS-ek expresszids szintii validalasa egy kiterjesztett, mar gyermek
¢s allergias mintakat is tartalmazé populacion. Emellett, a kivalasztott INCRNS-ek

potencialis biologiai szerepének vizsgalata rendszerbioldgiai analizissel.
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3. Médszerek

3.1. Biobank bemutatasa

A kutatasban valo részvételhez minden vizsgalt személy (vagy kiskoru esetében
szlilé/gondoz0) irasos beleegyezését adta. A vizsgalatok a Magyar Etikai bizottsag
(Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsag, azaz ETT
TUKEB, Esetszam: 3526-0/2010-1018EKU; 14666-1/2012/EKU; 1F-980-9/2016)
jovahagyasaval és a Helsinki Deklaratumban megfogalmazott iranyelveknek megfeleléen
zajlottak. Valamennyi, a bemutatott human vizsgalatban résztvevé személy a magyar
(kaukéazusi) populacidhoz tartozik, melybdl a Kozponti Statisztikai Hivatal adatbazisa

alapjan koriilbeliil 5% roma szdrmazasu volt.

3.1.1. Teljes genom és jelolt gén asszociaciés vizsgalatban résztvevo személyek

jellemz6i

Ezen vizsgalat soran tanulmanyozott populacié tobb alcsoportbol épiilt fel. A
felfedez6 kohorszban a DesensIT projekt eredményeit elemztiik ujra, tehat a résztvevok
tablazat) szemléltet. A vizsgalati csoportban minden alany allergias rhinitisben szenvedett
és 22%-uk (enyhe) asztma, 76%-uk conjunctivitis diagnozissal is rendelkezett. A
conjunctivitis megallapitasa RQLQ (Rhinoconjunctivitis Quality of Life Questionnaire)
¢s RTSS (rhinoconjunctivitis total symptom score) pontszamok, gydgyszerhasznalat és
fizikai vizsgalat alapjan tortént szakorvos altal. A vizsgalatban résztvevd személyek 5
magyarorszagi allergia jarobeteg kozpont kozremiikodésével keriiltek kivéalasztésra,
melynek feltétele dokumentalt parlagfii allergia €s/vagy a klinikai anamnézisben szerepld
legalabb 2 éve fennalld, augusztus-szeptemberi csucstiinettel jelentkezé allergias
tiinetegytittes Vvolt. A parlagfii allergia diagnézisait SPT moddszerrel és/vagy
allergénspecifikus IgE-szint méréssel tortént megerdsités eldzte meg. Azok a paciensek
voltak preferaltak, akik kozepes-sulyos szezondlis allergia tlineteit mutattdk az ARIA
(Allergic Rhinitis and its Impact on Asthma) kritériumai alapjan és a 1€gzdszervi tlineteik

az allergén elkertilése vagy megfeleld gyogyszeres terapia ellenére is zavardak maradtak
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anapi rutin tevékenységek és az ¢jszakai alvas tekintetében. A populacio 14-65 éves koru

betegekbdl allt.

10. tablazat. Teljes genom asszocidcios vizsgdalatban résztvevd személyek demografiai

és klinikai jellemzoi

Demografiai és klinikai Paciensek
jellemzok
Esetszam (n) 306
Férfi (n) (%) 136 (44,5)
N& (n) (%) 170 (55,5)
Eletkor (atlag + SD, év) 39,2+12,3
.. | Rhinitis (n (%)) 306 (100)
g [Asztma (n (%)) 68 (22,1)
:'g Conjunctivitis (n (%)) 232 (75.8)
£ | Atopis dermatitis (n (%)) 23 (7,5)
2 [Erclallergia (0 (%)) 24 (7.8)

A validaldé populacido résztvevdinek jellemzéi a 11. tablazatban lathatok, ahol 4
alcsoportot kiilonboztettiink meg: gyermekkori asztma, felnétt asztma, gyermek kontroll

és feln6tt kontroll.
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11. tablazat. A gén assiOcidcios vizsgdlat populdciojanak jellemzoi, GINA: Global

Initiative for Asthma, FEV1: az elsé masodpercben mért erdltetett kilégzési térfogat

Gyermekkori| Felnétt Gyermek | Felnétt

Klinikai és biologiai

asztma asztma kontroll | kontroll

jellemzok
n=264 n=237 n=540 n=217
Eletkor (atlag + SD, év) 10,6 £3,8 50+16,1 | 8,7+4,0 |304+125
Nem (Férfi/No6) 170/94 99/138 347/193 | 102/115
Komorbiditasok:
Conjunctivitis, igen(%)/nem | 93 (35)/171 | 8(10) /71

Rhinitis, igen(%)/nem 165 (64) /99 | 42 (18) /195

Rhinoconjunctivitis,
91(34) /173 | g (3) /229

igen(%)/nem
GINA statusz:
GINA 1-es besorolasu
79 (30)
személyek szama (%)
GINA 2-es besorolasu
159 (60)

személyek szama (%) 90 (38)
GINA 3-as besorolasu

személyek szama (%) 2 (10)
GINA 4-5-6s besorolasu 0
személyek szama (%) 138 (58)
FEV1 (%)
80% alatt 0 161
80% felett 11 74

A validalé populécié 6sszesen 1258 személybdl all, melynek 64%-a gyermek és
36%-a felndtt. A gyermek populdcid vizsgalata soran 264 asztmas mintat vizsgaltunk,
amelyeket a Heim Pal Gyermekkorhaz Allergologiai Osztalyanak korzremiikodésével
gyljtottiink. Neégyszazotvennégy felndtt mintdbol 237 asztmads megbetegedésben
szenvedett és gylijtésiik az alabbi intézmények kozremiikodésével valosult meg:

Orszagos Koranyi Pulmonoldgiai Intézet és Semmelweis Egyetem Pulmonoldgiai

53



Klinika. Az asztma diagnozisa a GINA 4ltal meghatdrozott iranymutatasokat’’ betartva
szakorvos altal tortént. Az asztmds populaci6 101 tagja, orvosi diagnozis alapjan allergias

conjunctivitisben is szenvedett.

A felndtt conjunctivitisben szenvedd asztmasok alacsony szama miatt csak a
gyermekek vettek részt a validald vizsgalat conjunctivitist érintd részének statisztikai
elemzésben. A FEV1 ¢értékeket az asztmas betegek tiidofunkcidjanak becslésére
hasznaltuk, két intervallumot vizsgalva, melyek a 80% alatti és feletti tartomanyt
képviselték. Minél alacsonyabb a FEV1 %-os értéke, a tiidéfunkcd annal inkabb
karosodott. Az allergias statuszt az allergén-specifikus szérum IgE-szint vagy SPT

modszer alapjan hataroztuk meg.

A kontroll gyermekek mintdi a Budai Gyermekkorhaz Ortopédiai Osztalyarol és a
Heim Pal Gyermekkorhaz Urologiai Osztalyarol szarmaztak. A kontrollok nem mutattak
asztma és/vagy allergia tiineteket, és nem szorultak gyogyszeres kezelésre. A felnétt

kontrollok mind egészséges véradd személyek voltak.

3.1.2. Cirkulalé IncRNS vizsgalatban résztvevo személyek jellemzése

A hosszii nem-kodold RNS-ek vizsgélata szintén két szakaszbol allt. Az elsd
fazisban 24 felnétt paciens vérmintdjat hasznaltuk fel. A felfedezd populéciot 4 csoportra
osztottuk, melyek mindegyikében 6 személy szerepelt. A kategoriak a kovetkezok voltak:
kontroll, enyhe-kozépsulyos asztma (GINA1-3), stlyos asztma (GINA4-5) és COPD. A
betegek toborzasa és a mintadk gyljtése az Orszagos Koranyi Pulmonolédgiai Intézet
Asztma ambulancidjanak és a Semmelweis Egyetem Pulmonologiai Klinikdjanak
kozremiikddésével valosult meg. Az asztma diagnozisa és GINA besoroldsa a Global
Initiative for Asthma irdnymutatasai alapjan tortént, mely kordbban mar kifejtésre kertilt
(lasd. 1.3.3. fejezet). A COPD diagndzisa a Global Initiative for Obstructive Lung
Diseases altal megfogalmazott alapelvek szerint tortént (lasd. 1.4. fejezet). A felndtt
kontrollcsoport minden tagja egészséges donor volt. A felfedezé populacioban résztvevo

személyek karakterisztikaja az alabbi, 12. tdblazatban lathato.
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12. tablazat. Az IncRNS vizsgadlat felfedezé populdciojanak jellemzoi, FEV1: az elso

mdasodpercben mért eroltetett kilégzési térfogat

Enyhe- Stlvos
Kontroll | kozépsalyos | o> CODP
asztma
n=6 asztma n=6
n=6
n=6
: . , 58,5+
Eletkor (atlag = SD, év) 36,712 46=+19 53,7+ 19 12
Nem (Férfi/NO) 3/3 3/3 0/6 33
Eozinofil sejtszam [%] (atlag + SD) - 44+5 6,9 £6 1,8+3
Neutrofil sejtszam [%] (atlag + SD) - 67 +29 61,4+6 74+ 11
FEV1 [%] (atlag + SD) - 88,8 + 21 72,8 +26 | 59+26
Allergias rhinitis (igen/nem) 0/6 3/3 5/1 1/5

A vizsgalat méasodik szakaszaban validalasra keriiltek az elsd fazis sordn kapott
eredmények egy kibovitett populacioban. A replikacidés kohorsz sordn 163 ember
periférids vérmintdjat elemeztiik. A populacié 11 asztmas gyermek mintat tartalmazott,
melyet a Heim Pal Gyermekkorhaz Allergologiai Osztalyanak hozzajarulasa révén
vizsgalhattunk, valamint 95 felnétt asztmas és 9 COPD-s mintat, amelyeket az Orszagos
Koranyi Pulmonologai Intézet és a Semmelweis Egyetem Pulmonoldgiai Klinikdjanak
kozremiikddésével gyiijtottiink. A felndtt asztmas betegek kozel 33%-a sulyos asztmaban
(GINA4-5) szenvedett, mig 64 paciens enyhe-kozépstlyos GINA1-3 besorolast asztma
diagnozissal rendelkezett. A felndtt allergids rhinitisben szenvedd személyek és mintaik
a DesensIT projekt soran gy(jtott mintdk koziil keriiltek kivalasztasra, melynek

kritériumai a 3.1.1 fejezetben olvashatoak részletesen.

A kontrollcsoport 23 egészséges személybdl allt, mintaikat a Heim Pal Gyermekkorhaz

Fiil-Orr-Gégészeti Osztalyanak és egészséges donoroknak koszonhetjiik.
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13. tablazat. Az IncRNS vizsgalat validalo populdcidjanak jellemzése, FEV1: az elso

masodpercben mért eroltetett kilégzési térfogat

Gyermek | Gyermekkori | Feln6tt | Feln6tt Allergias
COPD e
kontroll asztma kontroll | asztma rhinitis
Esetszam (n) 16 11 7 95 9 25
Eletkor (atlag | g 0\ » | 135.4 [364+11[483+13| OL0* |435211
SD, év) 12
Nem (Férfi/No) 8/8 9/2 3/4 39/56 4/5 10/15
Enyhe-
kozépsulyos/Sulyos - 11/0 - 64/31 - -
asztma
Eozinofil sejtszam
. - + + -
[%] (atlag + SD) 37+3 52+4 38+5
Neutrofil sejtszam 67,2+
[%] (étlag L SD) - 50,4 + 25 - 60,7 + 31 33
FEV1 [%] (atlag + 106,4 +
SD) - 1104 £ 16 - 85,8+21|643+3 13
Allergids rhinitis |, o 10/1 07 74/21 3/6 25/0
(igen/nem)

3.1.3. Plazma mintik NET-szintjének mérésében résztvevé személyek jellemzoi

A vizsgalatban résztvevé COPD-ben, ACOS-ban vagy asztmaban szenvedd
paciensek mintainak gyljtése az Orszagos Koranyi Pulmonolégiai Intézet Asztma
ambulanciajanak (32 minta), a Heim Pal Gyermekkorhaz Allergologiai Osztalyanak (17
minta), és a Semmelweis Egyetem Pulmonolégiai Klinikajanak (26 minta)
kozremiikddésével tortént. A paciensek a mintavétel idejében nem voltak exacerbacios
allapotban. Az asztma és a COPD diagnoézisa az elbbi alfejezetekben leirt modon tortént
szakorvos altal. ACOS esetében a betegek mind asztmara, mind COPD-re jellemzd
tiineteket is mutattak, diagnozisa a GINA és GOLD 4ltali utmutatasok alapjan tortént. Az
asztma karakterisztika, azaz a kontrollaltsagi szint besorolasa az 5. tablazatban
megfigyelhetd kritériumok alapjan tortént. Gyogyszerhasznalat soran 2 csoportot
kiilonitettiink el, az egyikben minden személy alkalmanként hasznalt SABA (rovid hatast
[B2-agonista - rohamoldd) készitményt, mig a masik csoportban a rendszeresen ICS-t

hasznalo6 paciensek kaptak helyet.
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A kontrollcsoport 23 egyén mintajat tartalmazta, amelyek gyiijtése az IncRNS vizsgalati
populacidhoz hasonléan a Heim Pal Gyermekkorhaz Fil-Orr-Gégészeti és Uroldgiai

Osztalyanak, valamint egészséges donoroknak koszonhetden valosult meg.
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14. tablazat. A NET-ek vizsgdlata sordn analizalt populdcio részteles informdcioi,
FEV1: az elsé masodpercben mért erdltetett kilégzési térfogat, GINA: Global Initiative
for Asthma, SABA: rovid hatdsui f2-agonista, ICS: inhaldcios kortikoszteroid

Cls(yermek Gyermekkori Felnétt Felnétt COPD | ACOS
ontroll asztma kontroll asztma
Esetszam (n) 11 17 12 46 6 6
Elitgg,(gigag 04437 | 115439 | 3514112 511’3(,); 656?; 671;
Nem
(Férfi/NG) 10/1 13/4 4/8 14/32 214 4/2
GINA statusz
GINA 1 (%) 7 (41) 1(2)
GINA 2 (%) 6 (35) 2 (4)
GINA 3 (%) 4 (24) 15 (33)
GINA 4 (%) 0 8 (18)
GINA 5 (%) 0 19 (42)
FEV1
FEV1 <80% 0 18 4 3
FEV1 >80% 13 19 1 2
Asztma karakterisztika
Kontrollalt 15 10 1 1
Részlegesen
kontrollalt 2 24 0 1
Nem
kontrollalt 0 6 1 2
Gyobgyszerhasznalat
SABA
alkalmankénti
hasznalata
(alacsony
dozist ICS 8 21 0 2
hasznalata
mellett vagy
nélkiil)
ICS napi
hasznalata
(6nmagaban 6 16 3 3
vagy
kombinaltan)

58



3.2. Alkalmazott laboratoriumi technikak

3.2.1. Human mintak

A periférias vérmintak EDTA (etilén-diamin-tetraecetsav) tartalmt cs6ben keriiltek

levételre és felhasznalasig (DNS izolélas) -20°C-on taroltuk azokat.

RNS izolalas céljabol specialis PAXgene Blood RNA Tube (PreAnalitiX, Qiagen,
Venlo, The Netherlands) elnevezésii csovet hasznaltunk, melyet, vérvételt kovetden 8-10
alkalommal megforgattunk és minimum 2 6ra szobahOmérsékleten torténd inkubaciot

kovetden —20°C-on taroltunk.

A neutrofil extracellularis csapdak in vivo vizsgalata vérlemezke-mentes plazma
(PFP - platelet free plasma) mintakbol tortént. A vérmintak natrium-citrat tartalmu
csovekben keriiltek levételre, majd két egymas utani 15 perces 2500 RCF-en torténd

centrifugalasi [épést kovetden a feliiluszot -70°C-on taroltuk.

3.2.2. Genomialis DNS izolalasa

A gén asszociacids vizsgalat soran 1564 személy teljes vérmintdjabol szeparaltunk
genomi DNS-t QlAamp DNA Blood Midi kit (Qiagen, Maryland, USA) segitségével
manualisan, a gyarto utasitasait kovetve, tovabba a DesensIT projekt mintai az iPrep
PureLink gDNA Blood kit felhasznalasaval iPrep Purification Instrument (Invitrogen,

Carslbad, CA, USA) segitségével, automatizalva kertiltek izolalasra.

3.2.3. Teljes genom asszociacios vizsgalat (GWAS)

A DesensIT projekt® genomikai analizise Genome-Wide Human SNP Array 6.0
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) felhasznalasaval késziilt, amely
hozzavetdlegesen 1.8 milli6 genetikai marker (koriilbeliil 906.000 SNP és 946.000 CNV
(kopiaszam variacid)) azonositasat teszi lehetové. Ezen vizsgalat soran a TEK génben 112
SNP-t értékeltiik és a kapott eredményeket jelolt gén asszocidcios vizsgalat soran

validaltuk.
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3.2.4. Jelolt gén asszociacios vizsgalat

A vizsgalatok az rs3739542, rs994934, rs622232, rs638203, rs7034505 SNP-k
esetében a KBiosciences Competitive Allele-Specific PCR (KASP) version 4.0
genotipizaldo rendszer (LGC Genomics, Berlin, Germany) hasznalatdval, manualisan
torténtek ABI 7900HT Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
berendezés alkalmazasaval. A KASP technoldgia egy fluorescens, kompetitiv allél-
specifikus PCR (polimeraz lancreakcid) reakcion alapuldé végpont genotipizalasi
modszer. Az Assay Mix egy SNP-re specifikus oldat, amely 2 darab allélspecifikus
forward és egy reverz primert tartalmaz. A Master Mix Taq polimerazt, két fluorescensen
jelolt primert és két FRET (fluorescens rezonancia elektron transzfer) kazettat tartalmazo
puffer oldat. A FRET kazettak (HEX és FAM) az oldatban quencherhez (kiolt6) kapcsolt
allapotban vannak jelen, specifikusan kotédnek a farok komplementer szekvenciakhoz és

eltérd hullamhosszon emittalnak.

A hatodik vizsgalt SNP (rs3824410) mérése TagMan SNP Genotyping Assay és
Master Mix (Applied Biosystems) felhasznalasaval tortént. A TagMan és KASP rendszer

azonos modszeren alapul, de kiilonb6z6 kisérleti elrendezést alkalmaznak.

3.2.5. RNS izolalas és reverz transzkripcio

RNS izolalas céljabol a teljes vérmintak PAXgene Blood RNA Tube specialis csében
keriiltek levételre, az intracellularis RNS stabilizaldsa és a gyors RNS degradacio

elkeriilése érdekében.

Az RNS szeparalast 2 6ras inkubacio eldzte meg szobahdmérsékleten a megfeleld
mértékll kiolvadas érdekében. Az izolalas a PAXgene Blood RNA Kit hasznalataval
tortént, gyartoi utasitasok alapjan. Az ezt kovetd koncentraciomérés NanoDrop ND-1000
spektrofotométer (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA) segitségével tortént,
amely soran az RNS tisztasaga is megallapitasra keriilt, mégpedig az A260/A280
hanyados értéke alapjan. Azok a mintak voltak elfogadhat6 tisztasaguiak, melyek esetén

ennek a hanyadosnak az értéke 1,8-2,2 kdzé esett.

crer

RNS amplifikacidja (az alacsony mennyiségli izolalt RNS mennyiség miatt) és reverz
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transzkripcidja RT2 PreAMP cDNA Sythesis Kit (Qiagen, Hilden, Germany)
hasznalataval tortént. A replikéacios vizsgalat mérése High Capacity RNA-to-cDNA Kit
(Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) felhasznéalasaval valdsult meg.

3.2.6. LncRNS PCR array és assay

Az IncRNS vizsgalat elsd fazisaban feltérképezd méréseket végeztiink a Human RT?2
INcRNA PCR Array (LASH-004Z, Qiagen, Hilden, Germany) panel segitségével, amely
84 elézetesen validalt primerpart tartalmazott olyan specifikus IncRNS génekre, melyek
részt vesznek autoimmun folyamatokban és a gyulladdsos immunvalaszban. Az array
ezek mellett tartalmazott 5 primerpart referencia génekre (SNORA73A, RPLPO, RN7SK,
ACTB, B2M), 3-3 primerpart a reverz transzkripcio és a PCR reakcio ellenérzésére és 1-
et a human genomialis DNS kontaminacié detektalasara. A real-time PCR reakci6 az
Applied Biosystems 7900HT késziilék segitségével zajlott 96 lyuku plate formatumban
RT2 SYBR Green ROX qPCR Master Mix (Qiagen, Hilden, Germany) hasznalataval a

gyartd ajanlasa alapjan.

A replikacios kohorszban 6 kivalasztott hosszt nem-kodold RNS és 2 referencia gén
expresszidjat vizsgaltuk TagMan Non-coding RNA Assay (JPX: Hs0139517 g1;
AC016629.8: Hs03678951_m1; HNRNPU: Hs00402532; OIP5-AS1: Hs01587687_qg1,
RP11-282018.3: Hs00416786_m1; RP11-325K4.3: Hs01594146 s1) ¢és Gene
Expression Assay (B2M: Hs99999907 m1; RPLPO: Hs00420895 gH), valamint Gene
Expression Master Mix (mind Applied Biosystems, Waltham, MA, USA)
felhasznalasaval. A mérések soran minden minta duplikdtumban szerepelt, pozitiv és
negativ kontrollokkal egyetemben. A PCR reakcido 10ul térfogatban, 384 lyuku plate
formatumban ment végbe, ugyanazon real-time PCR késziilék alkalmazasaval, mint

amelyet a felfedezd vizsgalatban hasznaltunk.

3.2.7. Egér-asztma modell vizsgalata

Munkacsoportunk altal korabban eléallitott ovalbumin-indukalt egér-asztma modell
vizsgalata soran Agilent Whole Mouse Genome Oligo Microarray 4x44K chip (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA) altal kapott eredményeket hasznaltuk fel kontroll és
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allergizalt allatok izolalt tiidészovetére jellemzd génexpresszios profil dsszehasonlitasa
érdekében. A tiidészovetbdl torténd RNS izolalas RNeasy oszlopok (Qiagen, Valencia,
CA, USA) altal valosult meg. Az allatmodell részletes leirasa és az array mérés, valamint
a kutatas akkori eredménye egy nyilvanosan elérheté doktori disszertacioban, illetve
publikaciéban’® mar leirasra keriilt, ezért csak nagyvonalakban fejteném ki, és az
eredmények bemutatdsakor a sajat vizsgdlat szempontjabol érdekes eredményekre

szoritkoznék.

Az egérmodell eldallitdsa soran 6-8 hetes, ndstény, patogénmentes BALB/c
egerekbdl indultunk ki. Harom egércsoportot szenzitizaltunk, melynél minden csoport 6
egérbdl allt. Ovalbumin, aluminium-hidroxid és PBS (foszfatpufferolt sooldat) tartalmu
intraperitonealis oldat injektalasaval kezeltik ¢ket a 0. és 14. napon. A kontroll/nem
szenzitizalt egércsoport kizarolag PBS ¢és aluminium-hidroxid kombinacioéjat kapta. Az
egerek a 28., 29. ¢és 30. napon 1%-0s OVA aeroszolt (PBS-ben) vagy csupan PBS-t
(kontrollok) 1¢legeztek be 20 percen 4t egy milanyag kamraban. A 28. és a 30. napon 4
ora elteltével az elsd, és a harmadik allergén provokaciot kovetden az 1-es, és 2-es csoport
egereit ketamin ¢és xilazin injekcioval altattuk el és a tiidoszovetet tovabbi analizis
céljabol eltavolitottuk. A 31. napon, 24 6raval a harmadik allergén provokaciot kovetden
a 3. egércsoport és a kontrollcsoport egyedei esetében is altatdsra, majd tiidoszovet

eltavolitasra kerult sor.

3.2.8. Neutrofil granulocitak izolalasa

A plazma NET mérések soran sziikség volt az aramlasi citométer paraméteres
beallitasara, amelyhez elengedhetetlen volt a neutrofil granulocitak izolalasa, és PMA

altali stimulacidja, majd hasznalata pozitiv kontrollként.

A neutrofil sejtek szeparaldsa siirliség gradiens mddszerrel tortént, 5%-0s dextran és
percoll (63%-os és 72%-0s) oldat felhasznalasaval, EDTA tartalmu vérvételi csovekbol
kiindulva. A szeparalt granulocitakhoz PMA (100X) és 2% BSA (szarvasmarha szérum
albumin - bovine serum albumin) oldatot pipettaztunk, majd 4 o6ras 37°C-on torténd
inkubacid kovetkezett. Centrifugalasi 1épést kovetéen specifikus antitesteket és DNS

festéket tartalmaz6 oldattal kezeltiik a feliiluszot (1asd 3.2.9. fejezet).
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3.2.9. Aramlasi citométer alapi NET detektalas

A NET-ek kimutatasa anti-MPO FITC (anti-human mouse 1gG, BD Biosciences,
San Jose, CA, USA) és rabbit anti-histone H3 (citrulline R2 + R8 + R17) (ab5103,
Abcam, Cambridge, UK) antitestek alkalmazasaval, valamint egy nagy affinitast
nukleinsav festék, a SYTOX Red dead cell stain (Invitrogen, Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA, USA) parallel hasznalataval tortént. Az anti-hiszton H3 antitest jel6letlen
voltabodl fakaddan egy szekunder antitest (rabbit 1gG PE-conjugated antibody, R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA) haszndlatara is sziikség volt a detektalas érdekében.
Minden antitestet 1:700 higitdsban alkalmaztunk. A mintékat elsé 1épésben higitottuk
PFA (4% 0,22 pum sziirt paraformaldehid) oldattal, majd egy FACS (Fluorescence-
activated cell sorting) cs6be pipettaztuk az emlitett antitestekkel és nukleinsav festékkel
(leszamitva a szekunder antitestet) egyiitt. Tizendt perc sotétben, szobahOmérsékleten
torténd inkubdcid utdn a szekunder antitest is hozzdadasra keriilt, majd Gjabb 15 perc
inkubacio kovetkezett. Az oldathoz ezutan szirt, 1%-0s PBS oldatot és PKH26 Reference
Microbeads (Sigma-Aldrich, Merck, Darmstadt, Germany) gyongyoket adtunk, a
mérések kvantitativva tétele érdekében. Azért, hogy elkeriiljiik az aspecifikus kdtddésbol
szdrmazo torzitast minden mintdhoz készitettiink egy hattérmérést is, amely oldatban a
minta mellett csak a szekunder antitest volt megtalalhatd. Pozitiv eredményként csak a
harmas pozitiv, tehat MPO/Sytox Red/Histone pozitiv eseményeket azonositottuk. A
mérések BD FACSCalibur (BD Biosciences) késziiléken zajlottak. Az aramlasi citométer

optimalizalasa és a kapuzasi stratégiak van der Pol et al. 2018-as cikke alapjan torténtek.

3.2.10. Konfokalis 1ézer-pasztazé mikroszkopia

A neutrofil extracellularis csapdak jelenlétének megerdsitése érdekében a PFP
mintdkat konfokalis lézer-pasztazd mikroszkop  segitségével vizsgaltuk. A
mintaelOkészités soran hasonld jeldléseket hasznaltunk, mint az aramlasi citométerrel
torténd mérés soran. Elsd 1épésként 10ul trombocitamentesitett plazma mintat
cseppentettiink specialis targylemezre (MilliCell EZ targylemez, Merck-Millipore), majd
10 perc szobahdmérsékleten torténd szaradast kovetden 4% 0,22 um sziirt PFA oldattal

fixaltuk a mintakat (20 percig szobahdmérsékleten). Harom egymast koveté 1% PBS-el
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torténd mosas utan 5% BSA-val tortént a blokkolas, majd 30 perces inkubalasi 1épés
kovetkezett. A szarvasmarha-magzati szérum (FBS) lehetséges NET tartalma miatt BSA-
t hasznaltunk, igy elkeriilve az ebb6l adodd hamis pozitiv eredményt. A targylemezen
1év6 mintakat ezutan elsédleges antitestekkel (mouse monoclonal anti-MPO FITC (BD
Biosciences) és rabbit polyclonal anti-histone H3 (ab5103, Abcam)) kezeltiik, melyek
5% BSA oldat segitségével 1:100 higitasban keriiltek alkalmazasra. Egy Oran at tart6
szobahOmérsékleten, sotétben zajlé inkubacid utdn harom egymast koveté 5% BSA-val
torténd mosas kovetkezett. Ezt kovetden a targylemezre pipettaztuk a masodlagos
antitesteket is (F(ab')2-goat anti-mouse IgG (H+L) konjugdlva eFluor 570-al
(eBioscience) - 1:200 higitasban és goat anti-rabbit 19G konjugalva ATTO647N-el
(Sigma-Aldrich) - 1:500 higitasban), majd 1 oran at pihenni hagytuk szintén
szobahOmeérsékleten, sotétben. Kétszeri 1% PBS-el és két desztillalt vizzel vald mosast
kovetden a targylemezeket DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) tartalmi feddlemezzel
fedtiik be (Prolong Diamond (Invitrogen)). A mintak vizsgalata Lecia SP8 konfokalis

lézer-pasztazo mikroszkoppal tortént (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).

3.3. Bioinformatikai modszerek

3.3.1. Tie2 utvonal és a TEK gén vizsgalataban alkalmazott médszerek

A DesensIT projekt GWAS eredményeinek ujraclemzése soran 112 SNP-t
vizsgaltunk, amelyek a TEK genomi régidjan beliilre, illetve attol + 6 kb tavolsagra estek.
Az SNP-ket Hardy-Weinberg egyensuly (HWE) (p-érték >0,01), call rate (,,hivas arany”,
amely egy SNP soran kapott genotipizalas sikerességére utal) (> 80% call rate), valamint
minor allél frekvencia (MAF >0,02) értékek alapjan tovabb sziikitettiik, végiil 104 SNP
felelt meg a kritériumoknak. A kivalasztott 104 SNP koziil a vizsgalat masodik fazisaban
azon polimorfizmusokat elemeztiik tovabb egy bévitett populacion, amelyek a legerésebb
asszociaciot (nomindlisan szignifikans p-értéket) mutattdk asztmaval vagy allergids

conjunctivitisszel 6sszefiiggésben.

Az allélfrekvenciat és a Hardy-Weinberg egyensuly 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,
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a HWE-t6l val6 szignifikans eltérést pedig p-érték <0,01 megallapitasaval hataroztuk
meg. A nyers eredmények elemzése az SPSS v19 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) szoftver
segitségével tortént. Logisztikus regresszid modszerével értékeltiik a TEK genotipusok és
A kapcsoltsagi egyenldtlenség (Linkage disequilibrium — LD) és a haplotipus blokkok
elemzése soran a Haploview v4.2 szoftver (Broad Institute, Cambridge, Maine, USA) volt
a segitségiinkre, mig a kiilonb6z6 haplotipus asszociacios tesztek Pearson-féle Khi
négyzet (y*) proba segitségével kertiiltek kiértékelésre.

Az asztma-egér modell vizsgalata soran kapott microarray adatok a GeneSpring 9.02
program (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) segitségével lettek kiértékelve. A
statisztikai analizis R statisztikai szoftver (version 3.5.1., R Core Team, 2018)
segitségével tortént. A génexpresszios adatok dsszehasonlitdsa az egyes csoportok kézott,
illetve a kontrollokhoz viszonyitva t-proba alkalmazasaval tortént. A kivalasztott 10 Tie2
utvonalban szerepet jatszé gén (Angptl; Angpt2; Angpt4; Tek; Nfkbl; Kdr (human
VEGFR2 génnek felel meg); Pik3ca; Aktl; Nos3; Ptprb (human VE-PTP gént
reprezentalja)) logFC (log2 transformed fold change) értéke is meghatarozasra keriilt. A
tobbszoros tesztelésbél adodd hibalehetdséget (FDR - hamis felfedezési arany)
Benjamini-Hochberg korrekcid szamitasaval kompenzaltuk, p < 0,05 érték figyelembe

vételével.

3.3.2. Neutrofil extracellularis csapdak vizsgalata soran alkalmazott statisztikai

modszerek

A statisztikai elemzések az R statisztikai program segitségével Kkeriiltek
kiértékelésre. A vizsgélati csoportok kozotti kiillonbségek feltardsa egyszempontos
varianciaanalizis (ANOVA) moddszerével valosult meg, F-eloszlas hasznélatdval. Az
ANOVA modszer két vagy tobb csoport atlaganak Osszehasonlitdsara alkalmas. Az
alcsoportok Osszehasonlitdsa Student-féle paros t-probaval tortént, normal eloszlast
feltételezve, melynek nullhipotézise alapjan a csoportatlagok megegyeznek. A p-
értékeket a hamis felfedezési arany korrekcidja (FDR) érdekében Benjamini-Hochberg
modszerrel korrigaltuk, amelyet kovetden csak a 0,05 alatti p-értéket tekintettiink
statisztikailag szignifikansnak. A NET-szintek és FEV1 értékek viszonyat Pearson-féle

korrelacios egyiitthatojanak kiszamitasaval eértékeltiik, mely a két valtozo kozotti
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kapcsolat erdsségét mutatja. Az eredmények grafikus megjelenitéséhez szintén a mar

emlitett R statisztikai programot hasznaltunk.

3.3.3. Cirkulalé IncRNS vizsgalatban alkalmazott biostatisztikai modszerek

Génexpresszio analizis

A szamitasok R statisztikai szoftver segitségével késziiltek, melyben a normalizalt

RNS expresszio szintjét az alabbi képlet alapjan szamoltuk:

2—ACt

ACt=Ct (RNS) — (Ct) (normalizal6 faktor)
Ct (RNS): egy kivalasztott gén kiiszobértéke
(Ct) (normalizal6 faktor): a normalizald gének kiiszobértékének szamtani atlaga

A felfedez6 populacioban alkalmazott elére elkészitett specifikus Human RT2 IncRNA
PCR Array panel 5 referencia génre (ACTB, B2M, RPLPO, RN7SK, SNORA73A)
specifikus primerpart tartalmazott. Az 5 referencia gén expresszids atlagat, mint
normalizal6 faktort hasznaltuk a szamitasok 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 keriiltek
kiértékelésre'®®, amelyben minden egyes INCRNS-hez linearis modellt illesztettiink a
betegek alcsoportja alapjan. Ezt kovetden a moderalt t-statisztika értékét és a
differencialis expresszid log-transzformalt esélyét empirikus bayesi-moderacio
segitségével szamitottuk ki. A vizsgdlat eredményeként kapott nominalis p-értékeket
tobbszorés hipotézistesztelési korrekcios modszerrel modositottuk, Benjamini-Hochberg
eljarast alkalmazva. Expresszios kiilonbséget allapitottunk meg ott, ahol a korrigalt p-

érték 0,05 alatti értéket mutatott.

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
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csomagjdnak hasznalatival.1*° Az osztalyozas a normalizalt expresszios értékeken alapul

kiilonb6z6 IncRNS-eket, illetve azok kombinaciojat figyelembe véve:

1. minden IncRNS 6nmagaban
2. egyiitt a 6 IncRNS
3. csak azon IncRNS-ck figyelembe vétele, melyek az adott Gsszehasonlitasban

szignifikansan eltéré expressziot produkaltak

Mivel a paciensek szama jelentds szorast mutatott az alcsoportok kozott, az osztalyozasi
modell soran sulyozott pontossagot (weighted accuracy - WA) szamoltunk az alabbi

képlet szerint:

TP TN )
2

1
weighted accuracy = < (TP TFN + N FP

ahol az Osszehasonlitds egyik csoportjat ,,pozitivként”, mig a madsik csoportot
»hegativként” jellemeztiik és a TP rovidités (true positive) a valodi pozitiv csoport
tagjainak szamara (hany esetben allitotta a modell egy pozitiv esetrdl, hogy az pozitiv), a
TN a valodi negativ csoport tagjaira utal. FP a hamis (false) pozitiv, FN pedig a hamis
negativ esetek szamat jeloli a tévesztési matrixban. Ez a formula segit abban, hogy
értékeljiik az osztalyok pontossagat és mintaszamtol fiiggetleniil egyforman vegyiik

azokat figyelembe.

Minden modell esetén kiszamitottuk a tévesztési matrix értékét egy
keresztvalidacios sémaval, ugynevezett ,leave-one-out” elv alapjan. Ebben a
megkozelitésben egy adott 6sszehasonlitdsban kihagytunk egy mintét €s az Gsszes tobbi
minta felhasznalasaval tanitottuk a modellt. Ezt kdvetden megjosoltuk a kimaradt minta
osztalyat egy alapértelmezett 0,5-6s cut-off értékhatar segitségével, és 6sszehasonlitottuk
az adott minta eldre jelzett osztalyelnevezésével. Ennek az eljarasnak minden egyes
1épése megadott egy-egy elemet a tévesztési matrixbol, amely alapjan a fent leirt médon

kiszamitottuk a stilyozott pontossagot.
Az INCRNS-ek feltételezett funkcioinak elérejelzése
Eldszor az IncRNS-gének hélozatat alakitottuk ki, harom kiilonb6zd adatbazis

adatait 0sszevetve: GTEx adatbazis (szovetspecifikus transzkripcio adatok); LncTarD
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adatbazis (kisérletesen validalt IncRNS célgéneket tartalmaz); STRING adatbazis
(fehérje-fehérje interakcidés adatok). A létrehozott hélozat csomopontjai géneket
(IncRNS, kodolé ¢és nem-kodold géneket), a csomdpontokat Osszekotd élek pedig
funkcionalis kapcsolatot képviselnek. Ezutan a hat IncRNS mindegyikébdl inditottunk
haldzati terjedési algoritmust, véletlenszerii sétat Gjrainditassal, az egyes INCRNS-ek altal
szabalyzott gének kvantitativ rangsoroldsara. Ezt kovetéen génhalmaz feldasulési
elemzést (Gene set enrichment analysis - GSEA) végeztiink a funkcionalisan relevans

utvonalak ¢és a Gene Ontology (GO) kifejezések azonositasara.

A statisztikai szamitasok Dr. Gézsi Andras segitségével valosultak meg.
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4. Eredmények

4.1. Tie2 utvonal és a TEK gén szerepének vizsgalata

.....

------

conjunctivitisszel és asztmaval, majd az eredmények kiértékelését kovetden a kisérlet
masodik szakaszdban 6 SNP validalasara keriilt sor egy bovebb populacidban, mely
felnétt €s gyermek asztmas mintak mellett egészséges kontroll mintakat is tartalmazott.
Ezt kovetéen asztma-egér modell segitségével nyert mintdk génexpresszids mintazatat
vizsgaltuk meg azon géneket figyelembe véve, melyek az Angiopoietin-Tie2 utvonalban

szerepet jatszanak.

4.1.1. Felfedezoé kohorsz: Teljes genom asszociacios vizsgalat felnottkori allergias

rhinitisben

A felfedezd vizsgalat sordn teljes genom asszociacids vizsgalat eredményeit
elemeztiik olyan betegekbdl allo vizsgalati csoportban, amely diagnosztizalt mérsékelten
sulyos, illetve salyos parlagfii allergids paciensekbdl allt.2 A populacio jellegzetességei
¢és adatai a 10. tdblazatban lathatok. GWAS soran a TEK génben 112 SNP genotipizalasa
valosult meg, majd a 3.3.1. fejezetben részletezett kritériumok miatt végiil 104 SNP-t
vizsgaltunk conjunctivitisszel és asztmaval kapcsolatban. A feln6tt allergias vizsgalati

csoport 75,8%-a conjunctivitisben, 22,1%-a asztmaban szenvedett, mint tarsbetegség.

Elészor az allél és genotipus eloszlasokat vizsgaltuk azon személyekben, akik a
conjunctivitis jellegzetes tiineteit mutattak, 6sszehasonlitva azon paciensekkel, akik ilyen
tiinetekkel nem rendelkeztek, majd tobb szempontot is figyelembe véve az 5 legerdsebb
(nomindlisan szignifikdns) asszociaciot mutatdé SNP-t kivalasztottuk validalasra. Az
allélfrekvencidk Osszehasonlitdsanak eredményeit a 15. tablazat tartalmazza. A
conjunctivitisszel rendelkezd vs. nem rendelkezd betegek kozotti allélfrekvencidk
Osszehasonlitasaban 0sszesen 6 SNP érte el a korrigalatlan szignifikancia szintet, ahol a

p-érték <0,05. Az rs1590254 SNP kizarasra kertilt, mert a kontroll és eset csoportban is
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kozel 0%-os gyakorisaggal fordult el6. A legalacsonyabb p-értéket (p=0,0048) az
rs7034505 SNP esetében kaptuk.

15. tablazat. Allélfrekvencia vizsgdlat nomindlisan szignifikdins eredményei

conjunctivitisszel dsszefiiggésben

SNP Asszo?iél() Eset; Kontroll.(?oport nélg;z-e t| p-érték
allél frekvenciai .
proba
1s622232 A 0,444; 0,321 3,919 | 0,0477
rs7034505 A 0,492; 0,330 7,966 | 0,0048
rs994934 C 0,271; 0,160 4,285 | 0,0384
rs3739542 C 0,342; 0,217 4,7 0,0302
rs638203 G 0,667; 0,409 5,03 | 0,0249
rs1590254 T 0,055; 0,000 5,999 | 0,0143

A genotipuseloszlas elemzése soran az eredmények alapjan megvizsgaltuk a TEK
gén kapcsoltsagi egyenldtlenség (LD) térképét is, mely alapjan 6sszesen 17 haplotipust

azonban az elemzés soran egyetlen haplotipus sem mutatott osszefiiggést.

A genotipus vizsgalatok soran recessziv (R; 22 vs. 12+11 genotipusok, ahol a 2 a
kockazati allélt jelenti); dominans (D; 22+12 vs. 11) és additiv (A; 11 vs. 12 vs. 22)
modellt alkalmaztunk. Dominans modellnek nevezziik azt, ha az allélvaltozat mar egy
koépia jelenlétében is befolyasolja a fenotipust, tehdt heterozigéta és homozigota
formaban egyarant kifejti hatasat. Recessziv modell esetén az allélvarians két kopiaban
valo jelenlétére van sziikség a hatas kivaltasdhoz, mig additiv modell esetén az allélok

hatasa 0sszeadodik.

Jelen esetben 15 modell (16. tablazat) érte el a korrigalatlan szignifikanciaszintet
¢s a legerdsebb asszociaciot az rs638203 mutatta recessziv modell esetén (p=0,006; OR
(odds ratio/esélyhanyados)= 7,8 (95% CI (konfidencia intervallum): 1,80-33,77)).

Kiemelve lathatoak azok a génvariaciok, amelyeket tovabbi analizisre valasztottunk ki.
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16. tablazat. Genotipus vizsgalat sordn kapott nomindlisan szignifikdans eredmények

(conjunctivitisben), Modell:  R-recessziv  A-additiv. D-domindns, OR: odds

ratio/esélyhanyados, Cl. konfidencia intervallum, kiemelve lathatéoak a validaldsra

kivdlasztott SNP-kK

SNP Fenotipus Modell |OR Cl p-érték
rs638203 Conjunctivitis |R 7,8 1,80-33,77 |0,00601
rs7034505 Conjunctivitis |A 1,85 1,17-2,94  |0,00857
rs7034505 Conjunctivitis |D 2,28 1,18-4,43 0,01471
rs7873161 Conjunctivitis R 3,00 1,17-7,67 0,02178
rs6475966 Conjunctivitis R 2,97 1,17-7,55 0,0224

rs4601425 Conjunctivitis A 0,58 0,36-0,93 0,02312
rs622232 Conjunctivitis |D 2,13 1,11-4,08 0,02351
rs12554723 Conjunctivitis R 0,33 0,12-0,91 |0,03136
rs1590254 Conjunctivitis A 4,35 1,11-16,98 |0,03446
rs1014049 Conjunctivitis D 2,00 1,05-3,82 |0,03599
rs7873161 Conjunctivitis A 1,62 1,03-2,54 0,03734
rs3739542 Conjunctivitis R 3,02 1,06-8,56 0,03814
rs3739542 Conjunctivitis |A 1,60 1,01-2,51 0,04352
rs4601425 Conjunctivitis R 0,44 0,19-0,99 0,04593
rs994934 Conjunctivitis  |A 1,86 1,01-3,41 0,04677

Az eredmények alapjan az aldbbi 5 SNP keriilt kivélasztasra: rs3739542;
rs994934; rs622232; rs638203; rs7034505 amelyeket egy kibovitett vizsgalati csoportban

elemeztiink tovabb.

A conjunctivitis vizsgalatahoz hasonld genotipuseloszlas elemzésére sor kertilt
(17. tablazat) asztmaval kapcsolatban is, ahol egyetlen variacio (rs3824410) mutatott
nominalisan szignifikans értéket két esetben is, melyek az additiv és a dominans modell
voltak. Emellett az allélfrekvenciak tekintetében, ezen variacioban szignifikans eltérés
volt kimutathat6 az asztmds és nem asztmas populacio kozott (p =0,008; OR =0,51 (95%
Cl: 0,30-0,84)). Ezen eredmények alapjan az SNP ritka (T) alléljanak hordozéasa az

allergias populacidban kozel felére csokkentheti az asztma kialakuladsanak kockézatat. Az
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rs3824410 varians, mint hatodik SNP tovabbi asszociacios vizsgalatra lett kivalasztva az

eldzbekben felsorolt 5 SNP mellett.

17. tablazat. Genotipus vizsgalat soran kapott nomindlisan szignifikans eredmények
(asztmdban), Modell: A-additiv D-domindns, OR: odds ratio/esélyhdanyados, CI:
konfidencia intervallum

SNP Fenotipus | Modell OR Cl p-érték
rs3824410 |Asztma A 0,49 0,29-0,83 |0,00775
rs3824410 |Asztma D 0,51 0,29-0,90 |0,02068

A kivalasztott SNP-K genotipus eloszlasa, a Hardy-Weinberg egyensuly, call rate
és kockazati allél frekvencia értékei (RAF), a szignifikanciaszintek az asszocialo
fenotipussal (p-érték), illetve egyéb tulajdonsagok a 18. tablazatban lathatoak. Az dsszes
SNP genotipuseloszlasa megfelelt a HWE-nek, igy a varidciok alkalmasak a tovabbi

értékelésre.
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18. tablazat. GWAS sordn kapott, validaldsra kivdlasztott SNP-k tulajdonsdgai és eredményei, Call Rate:a genotipizalas sikeressége, RAF:
risk allele frequency, HWE: Hardy-Weinberg egyensuly, Genotipus 11, 12; 22: ahol 2 a ritka allélnak felel meg

Call HWE Genotipus | Genotipus | Genotipus
SNP Allél Pozicio Funkcio RAF p-érték
Rate p-érték 11 (%) 12 (%) 22 (%)
rs7034505 | A/G | chr9:27151396 intron | 98,56 0,6955 52,4496 38,3285 7,7810 0,5336(G) 0,0086
rs3739542 | T/G | chr9:27172840 intron | 98,56 0,1371 4,0346 38,3285 56,1960 | 0,2734(G) 0,0233
rs994934 | A/G | chr9:27170310 intron | 98,85 0,3610 34,2940 45,8213 18,7320 | 0,2354(G) 0,0304
rs622232 | C/T | chr9:27118709 intron | 99,42 0,9519 28,8184 49,5677 21,0375 | 0,4213(T) 0,0222
rs638203 | C/T | chr9:27203136 intron | 98,56 0,3162 22,7666 46,3977 29,3948 | 0,5391(T) 0,0060
rs3824410 | G/T | chr9:27173062 intron 100 0,5688 61,3833 34,5821 4,0346 0,2133(T) 0,0078




4.1.2. Replikacios kohorsz: Gén asszociacios vizsgalat felnétt- és gyermekkori
asztmaban
A vizsgalt populaci6 adatai a 11. tdblazatban tekinthetéek meg részletesen. E16szor
tablazat), majd conjunctivitisszel (20. tablazat) kapcsolatban. A conjunctivitis, mint
tarsbetegség csupan gyermekkori asztméban keriilt elemzésre, a felndttkori asztmaban
jelenlévo csekély esetszam (n=8) miatt ezt a csoportot kizartuk az analizisb6l. Ahogyan
a tablazatokbdl lathato egyik allél sem mutatott direkt Osszefiiggést a fenotipusokkal a

beteg vs. egészséges kontroll 6sszehasonlitdsok soran.
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19. tablazat. A replikdcios kohorsz sordn végzett gén asszocidcios vizsgdlat eredményei

asztmdaban, MAF: minor allél frekvencia, Genotipus 11: gyakori allélra homozigotak;

Genotipus 12: heterozigotak, Genotipus 22: kockdzati allélra nézve homozigotak, OR:

odds ratio/esélyhanyados, CI. konfidencia intervallum

Genotipus | Genotipus | Genotipus | All¢lfrekvencia

SNP | Fenotipus | MAF |— 1 12 22 kﬁlénbsgg;k

n(%) n(%) n(%) P | (95% CIy
Jelen  |0.47 |56 (26) | 114 (54) |42 (20) 0,93

r$7034505 | pyisnyzik 0,49 (132 (27) |247 50) |118(23) |t (10’176‘;'
Jelen |03 |120(51) |92 (39) |24 (10) 0,91
| hianyzik 0,32 |235 (46) |226 (45) [48(9) | (10175
E Jelen 10,23 |132(58) |86(38) |9 (4) 1,02
8 |re994934 | vrik (023 |294 (59) |181(36) |22(5) | (1°é72§'
< Jelen 046 |58 (32) |80 (ad) |43 (24) 0.93
£ |1$022232 | ppisnyzik 048 119 (26) | 250 (54) |97 (20) |*° (10'123)"
& Jelen |05 |58(26) |111(49) |56 (25) 1.10
$638203 | Hinyzik |0.47 |140 (28) |256 (50) |112 (22) |%H (1055;5)"
Jelen 10,21 |152 (64) |71(30) |14 (6) 1.12

r$3824410 | tianyzik |09 317 (66) |141(29) |21(5) |°* (1021%&;-
Jelen  |0.49 |52 (24) 119 (55) |47 (21) 1,01

rs7034505 | isnyzik 049 |52(25) |112(53) |46 (22) |3 (105723'
Jelen  |028 120 (52) |92 (40) |18 (8) 1.05

$3739542 | tianyzik 027 112 (52) |89 (42) |13(6) |O7° (10;173'
g Jelen 0,23 |136 (61) |70 (32) |16 (7) 125
& |19 ik [010 [123(64) [64(33) |5(3) |0 go%-
g Jelen  |0.46 |57 (26) | 123 (56) |38 (18) 1.14
E $622232 | tianyzik 043 |58 30) |107 (55) |20 15) |23 (1?6856)5'
. Jelen  |045 |47 (21) |112 (49) |70 (30) 1,18
$638203 | tianyzik |049 |55 (26) |95(a5) |59(29) |22 goéic))-
Jelen |02 |147(66) |71 (31) |9 (3) 1.26

r$3824410 | inyzik 016 116 (69) |48(29) |32  |*?? goésg-
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20. tdblazat. Gén asszocidcios vizsgalat allergias conjunctivitisszel a replikdcios
kohorszban, MAF: minor allél frekvencia, Genotipus 11: gyakori allélra homozigotaik,
Genotipus 12: heterozigotak, Genotipus 22: kockdzati allélra nézve homozigotak, OR:

odds ratio/ esélyhanyados, CI. konfidencia intervallum

Genotipus | Genotipus | Genotipus Allel-.

frekvencia

1 12 22 | iilonbségek

SNP | Fenotipus | MAF 4 c;gR

n(%) n(%) n(%) p |(95%

Cl)

Jelen 044 |21(31) |34 (50) 13 (19) 0,84

rs7034505 0,337 | (0,59-

Hianyzik |0,48 |167(26) |327(51) |147 (23) 1,20)

Jelen 0,31 |43(49) 35 (40) 10 (11) 1,01

rs3739542 0,941 | (0,56-

Hianyzik |0,31 |312(47) |283(43) |62 (10) 1,44)

§ Jelen 0,25 |41(56) |27 (37) 5(7) 1,17

‘g rs994934 0,425 | (0,80-

il Hianyzik [0,22 |385(59) (240 (37) |26 (4) 1,74)
g
Qo

o Jelen 054 [12(21) |29(50) |17 (29) 1,37

'S, | 1$622232 0,105 | (0,94-

S Hianyzik |0,46 |165(28) |301(51) |123(21) 2,01)
<

Jelen 046 |23(31) |35(47) 17 (22) 0,92

rs638203 0,613 | (0,65-

Hianyzik |0,48 |175(27) |332(50) |151 (23) 1,29)

Jelen 0,22 |51(60) |31(36) 3(4) 116

rs3824410 0,469 | (0,78-

Hianyzik [0,19 [418(66) [181(29) |32 (5) 1,71)

Azonban amikor a gyermekkori asztmas populacion beliil vizsgaltuk az rs622232 SNP-t,
annak ritka allélja 6sszefiiggést mutatott conjunctivitisszel (p = 0,027; OR = 1,65 (95%
Cl: 1,06-2,57), mig amikor a két nemet kiilon vizsgalatuk, az rs622232 variacio csak
fiakban asszocialt conjunctivitisszel mégpedig dominans (p=0,004; OR =4,76 (95% CI:
1,54-14,75)) és allélikus modon is (21. tablazat). Ezzel ellentétben szintén kiilonvalasztva
a nemeket, az rs7034505 SNP ritka alléljanak hordozasa 2,43-szorosara noveli a

conjunctvitis kialakulasanak valdsziniiségét lanyokban. Ezen SNP ritka alléljara nézve
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homozigota [GG] személyek 5,46-szoros kockazati értékkel rendelkeznek

conjunctivitisre, mint a gyakori allélra nézve homozigotak [AA].
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21. tablazat. Asszocidcios vizsgdlat szignifikans eredményei és statisztikai adatai allergias conjunctivitisszel a replikacios kohorszban
MAF: minor allél frekvencia, Genotipus 11: gyakori allélra homozigotik, Genotipus 12: heterozigotik; Genotipus 22: kockdzati allélra

nézve homozigotik, OR: odds ratio/ esélyhanyados, Cl: konfidencia intervallum, nomindlisan szignifikans értékek pirossal jelolve

8L

Allél- Recessziv Dominéns
" " Genotipus | Genotipus | Genotipus frekvencia modell modell 11 vs. 22
2 = n 11 12 22 e 1 2 11+12vs. | 11vs. 12+ '
g o 8 kiilonbségek
5 Z g < 22 22
5 5 OR OR OR OR
n(%) n(%) n(%) p |(95%| p |(9B% | p |(95% | p | (95%
Cl) Cl) Cl) Cl)
Jelen 0,57 |4(12) 21(62) |9 (26)
Wl = Asztma 1,92 1,34 4,76 4,13
2| E [rs622232 e 0,024 |(1,09-10,533 [(0,53- [0,004 | (1,54~ {0,027 |(1,11-
@ 2| H conjunctivi [ 0,41 |33 (39) 34 (40) 18 (21) g,04) 2,37) (14,75) (15,29)
5 tis nélkiil
25 Jelen 0,67 |3(12) 11(42) |12 (46)
< 'g‘ > Asztma 2,43 2,96 3,38 5,46
8| § |rs7034505 conjunctivi | 046 |1531)  |21an) 1129 |02 511520())_ 0,034 él,lc;c;- 0,066 g%zész) 0,019 %,21%-)
tis nélkil ’ ' ' ’
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22. tablazat. Asszocidcios tesztek szignifikdans eredményei asztmaval a replikacios kohorszban, MAF: minor allél frekvencia, Genotipus 11:

gvakori allélra homozigotak; Genotipus 12: heterozigotik, Genotipus 22: kockdzati allélra nézve homozigotik, OR: odds ratio/

eselyhanyados, CI: konfidencia intervallum, nominalisan szignifikans értékek pirossal jelolve

Genoti Genot Genot Allél- Recessziv Dominans
” ” ¢ flpus © fz pusjte ;2 PUS T frekvencia modell modell 11 vs. 22
2 o 2 | kiilonbségek | 11+ 12vs. 22 | 11vs. 12 + 22
b5 Z b5 <
5 @ 5 =
S & S &
OR(95% OR(95% OR(95% OR(95%
0, 0, 0,
n(%) n(%) n(%) cy | Pl cy | Pl ey | P oqp
g 3 Sulyos |06 |70(71)  |26(26)  |3(3) 0,48 0,29 0,45 0,23
5 £[rs3824410 0,009 |(0,27- |0,086((0,07- |0,022|(0,22- {0,041 | (0,05-
<., 2 Enyhe [029 |27 (52) |20(38) |5 (10) 0,84) 1,28) 0,90) 1,04)
[a+]
g
2 Salyos |0,15 [22(73) |7 (23) 1(4) 0,39 0,31 0,33 0,22
= | = |rs3824410 0,026((0,17- |0,283|(0,03- [0,03 [(0,12- 0,155 |(0,02-
L 0,91) 2,93) 0,91) 2,10)
Al - Enyhe (0,31 |19(48) |17(42) |4 (10)




A felnétt asztmés populaciot vizsgalva, az rs3824410 SNP ritka alléljanak
hordozdsa negativan asszocialt a sulyos asztma kialakuldsval, tehat csokkentette
kialakulasanak valosziniiségét (dominans modell: p=0,022; OR = 0,45 (95% CI: 0,22-
0,90)). Amikor tovabb sziikitettilk a vizsgalati csoportot a felndtt allergids asztmas
paciensekre, a rs3824410 variaci6 ritka allélja szintén alacsonyabb rizikdval asszocialt

sulyos asztmara allélikus szinten és dominans mddon egyarant (22. tablazat).

A hat kivalasztott SNP kozott szintén vizsgaltuk a kapcsoltsagi egyenlétlenség
mértékét, azonban ezek nem voltak LD-ben egymassal (a maximalis r?= 0,11 volt az SNP-

parok kozott), ezért nem végeztiink haplotipuselemzést.

4.1.3. Angiopoietin-Tie2 1t lehetséges szerepének vizsgalata az asztma
egérmodelljében

Az asztma-egér modell részletes leirasa €s a tiidé szovettani valtozésa a 3.2.7.

138 ylvashatoak.

fejezetben, illetve Tolgyesi és munkatarsai altal publikalt kozleményben
Roviden, a 0. és 14. napon torténd intraperitonealis OVA szenzitizacio, majd a 28. napon
bekovetkez6 allergén inhalacié markans neutrofil granulocita és makrofag infiltraciot
idézett el6, ami az els6 csoportba tartozé egerek BALF (bronchoalveolaris lavage
folyadék) mintaibol kimutathaté volt. A kezdeti neutrofil gyulladas gyengiilt a
szenzitizacid soran, majd a folyamat végére szinte teljesen eltlint (3. csoport mintdjanak
analizise alapjan) és helyét Th2-es tipusu eozinofil 1éghti gyulladas és hiperreaktivitas
vette at. A 31. napon, a 3. csoportba tartozé egerek léguti ellenallas vizsgéalatakor

metakolin indukalt AHR volt kimutathaté az asztma-egér modelleken a kontrollokhoz

képest.

Az OVA szenzitizalt allatokbdl all6 csoport mintaibol microarray segitségével
44.000 transzkriptom génexpressziods elemzését végeztiik el, majd sszehasonlitottuk a
megfeleld kontrollokkal. Az 1. csoportban 533, a 2. csoportban 1554, a 3. csoportban
pedig 1134 transzkriptom mutatott szignifikansan eltérd, tobb mint kétszeres expresszios

szintet a kontrollcsoporthoz viszonyitva. 138
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Célunk az Angiopoietin-Tie2 utvonal résztvevéinek génexpresszios vizsgalata
volt a feltételezett asztmaban betdltdtt szerepiik felderitése érdekében. Osszesen 10 gén
mintazatat vizsgaltuk a 3 OVA szenzitizalt csoportban és a hozzajuk tartozo
kontrollokban: Angptl; Angpt2; Angpt4; Tek; Nfkb1; Kdr; Pik3ca; Aktl; Nos3; Ptprb.

1

0.5

Angpt1 Pik3ca Ptprb Tek
, I I - - . -
TR
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E ]

15

Angptd Angpt2

5. dabra. Asztma-egér modell génexpresszio vilozasanak vizsgalata (logFC) az elsd,
madsodik és harmadik OVA szenzitizalt csoportban (sorrendben) a megfeleld
kontrollcsoporthoz viszonyitva (azon gének vannak feltiintetve, melyek legaldbb egy
osszehasonlitds sordn szignifikdns eltérést mutattak), *szignifikans eredmény

Log(FC) értékek

&

Az egyes génekhez tartozd logFC értékek az expresszids szint kiilonbségét
szemléltetik szenzitizalt és kontrollcsoportok kozott. Az 5. dbrdn azokat a géneket és
logFC értekeiket abrazoltuk, melyek legalabb egy Osszehasonlitisban szignifikdnsan
eltérd expresszidt mutattak (csillaggal jeldlt). Osszességében a 10 gén koziil 8 mutatott
szignifikans véltozast az expresszids szintet tekintve az asztma kivaltasanak folyamata
soran. Szamszerisitve, a logFC és a korrigalt p-értékek a 23. tdblazatban lathatdak. Az
értékek alapjan megallapithato, hogy két kivétellel (Nfkbl és Aktl) az Gsszes abrazolt
Tie2 Gtvonalban szerepet jétsz() gén kifejezédése csokkent a léguti hiperreaktivités ¢és az
megfeleld kontrollcsoporthoz képest az 1. csoportban mérsékelten csokkent, mig a 2.
csoportban mar szignifikans csokkenést mutatott és szintén alacsonyabb (bar nem
szignifikans) szinten maradt a 3. csoportotban. Az Angptl gén expresszidja minden
csoportban statisztikailag szignifikansan csokkent, mig az Nfkb1 gén expresszioja minden
csoportban szignifikdns novekedést mutatott. Ez megfelel annak a megfigyelésnek, hogy

a Tek és Angptl gének termékei csokkentik az Nfkb1 expressziojat. Az Nfkbl gén az NF-
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kB transzkripcios faktor DNS-kot6 részét kodolja, ami egy kdzponti fehérje és szadmos

immunfolyamatban részt vesz, tbbek kozott a tiidd asztmatikus gyulladdsaban is. 144142
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23. tablazat. Asztma-egér modell génexpresszio valtozasanak vizsgalata soran kapott
eredmények (logFC, p-érték) az elsé, masodik és harmadik csoportban,

kontrollesoporthoz viszonyitva, a szignifikdans értékek pirossal jelélve

Csoport logFC korrigalt p-érték Gén neve
1 0,034805 0,167901 Aktl
2 0,052775 0,009645 Aktl
3 0,03155 0,030493 Aktl
1 -0,30075 0,032256 Angptl
2 -0,37575 0,008514 Angptl
3 -0,365 0,045447 Angptl
1 -0,17573 0,080876 Angpt2
2 -0,128 0,008374 Angpt2
3 -0,14298 0,052 Angpt2
1 -0,35508 0,191889 Angpt4
2 -0,396 0,040605 Angpt4
3 -0,29725 0,051073 Angpt4
1 0,017775 0,48862 Kdr
2 0,1125 0,310027 Kdr
3 0,19075 0,171927 Kdr
1 0,17725 0,020069 Nfkbl
2 0,12625 0,004575 Nfkbl
3 0,09875 0,032251 Nfkbl
1 0,061975 0,204722 Nos3
2 -0,02388 0,520578 Nos3
3 -0,03393 0,267752 Nos3
1 -0,03231 0,245533 Pik3ca
2 -0,08423 0,004147 Pik3ca
3 -0,08328 0,06416 Pik3ca
1 -0,17775 0,057825 Ptprb
2 -0,41375 0,004996 Ptprb
3 -0,33075 0,039282 Ptprb
1 -0,02339 0,546839 Tek
2 -0,2585 0,004631 Tek
3 -0,17913 0,061841 Tek
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4.2. Neutrofil extracellularis csapdak vizsgalata

4.2.1. Aramlasi citométer alapu technika kisérleti beallitasa

A kisérleti beallitashoz szorosan hozzatartozott a pozitiv kontroll beallitasa, tehat
annak vizsgalata, hogy mérhetdek-e a neutrofil extracellularis csapddk aramlasi
citométerrel, milyen kapuzasi technika sziikséges, illetve milyen mintazatot kapunk a
jelenlétiik esetén. Ehhez PMA indukalt és indukalatlan neutrofil granulocita sejteket
hasznaltunk, melyeket friss vérmintabol izolaltunk. Centrifugalast kovetden kinyertiik a
sejtmentes feliiliszot, majd dsszehasonlitottuk a kezelt és kezeletlen sejtek feliiliszojanak
NET tartalmat a 3.2.9. fejezetben emlitett festési és jelolési 1épéseket kdovetden. Harom
kiilonbozo jelolést hasznaltunk: anti-MPO antitestet, citrullinalt-hiszton ellenes antitestet,
valamint egy Sytox Red nevii DNS festéket. A 6A. abran a mérés soran kapott dot plot-
ok lathatéak, amelynek elsé abrajan a mintaban talalhaté mikrovezikula nagysagot
megkozelité képzddmények méret és granulaltsdg szerinti eloszlasban lathatoak, mig a
tobbi abran két jelolés egyiddben torténd detektalasanak eredménye figyelheté meg (a
kettds pozitiv események a jobb fels6 kvadransban lathatoak). Konnyen belathato, hogy
a dupla pozitiv értékek halmazaban nincs szabad szemmel észrevehet6 kiilonbség, mig a
harmas pozitiv események megjelenitése soran (6B. abra) kozel haromszoros NET-szint
kiilonbség fedezhetd fel a kezelt és kezeletlen sejtek feliiluszdja kozott. Ezen megtigyelés
eredményeképpen, vizsgalataink soran csak a harmas pozitiv eseményeket vettiik

figyelembe.
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6. dabra. Az aramldsi citométer miiszeres és kisérletes bedllitasa sordn kapott
eredmények, A. A kettds pozitiv eseményeket mutato dot blot-ok, B. Hdarmas pozitiv
események szama stimuldlatlan és PMA indukalt mintaban
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4.2.2. NET-ek megjelenitése konfokalis 1ézer-pasztazé mikroszkop segitségével

A neutrofil extracellularis csapdak jelenlétét (nem PMA indukalt) plazma
mintdkban egy fliggetlen modszer segitségével is igazolni akartuk. Els6ként ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) modszert dolgoztunk Ki, viszont ezzel a
metddussal legfeljebb két NET alkotot tudtunk egyszerre mérni és a FACS mérés alapjan
ez nem tlint megbizhatonak, ezért a jelenlétiik igazolasara konfokalis lézer-pasztazo
mikroszkopot hasznaltunk. Szamos tudomanyos cikkben vizualizaltdk a neutrofil
csapdakat izolalt, majd ezt kovetéen stimulalt neutrofil granulocitak altal eléidézve,
azonban jelen tudasunk szerint sejtmentes plazma mintabdl indukcids 1épés nélkiil

megjelenitett NET még nem keriilt publikalasra.

Két mintat vizsgaltunk meg, egy asztmas és egy egészséges kontroll személytdl
szdrmazo6 plazma mintat. A mintdk feldolgozdsa soran ugyanazon célpontok jeldlése
tortént meg, mint az aramlasi citométerrel torténd mérés esetén. A NET jelenlétét akkor
tekintettiik igazoltnak, ha a 3 jelolés (citrullinalt hiszton, MPO, DNS) atfedett egymassal.
Az alabbi (7. abra) abran kékkel jelenitettiik meg a DAPI festék kotodését, ami a DNS
tartalomra utal; pirossal a citrullinalt hiszton jelenlétét, mig sarga és zold szinnel az MPO
tartalom lathat6. A NET-ek 3 dimenzidban vald abrazolasa az abra jobb oldalan lathato.
Az eredmények alapjan a NET jelenlétét stimulalatlan sejtmentes plazma mintdkban

igazoltnak tekinthetjiik.
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1. abra. Neutrofil extracellularis csapdak konfokalis lézer-pasztazo mikroszkop
segitségével megjelenitve, Histone H3, DAPI, MPO: jelolések kiilon abrdzolva,
Merged: a jelolések egyiitt megjelenitve, 3D: harom dimenzios megjelenités

4.2.3. Human plazma mintak NET-szintjének 6sszehasonlitasa

A vizsgalat sordn elemzett mintdkat 6 csoportba soroltuk: felndtt és gyermekkori
asztma, felnétt és gyermek kontroll, COPD, valamint ACOS. Elészor a kiilonb6zo
csoportokba tartozo mintak NET-szintjének atlagat hasonlitottuk dssze (8. abra), azonban
a csoportatlagok nem tértek el egymastol szignifikinsan. Erdekes modon a felnétt
kontrollcsoport mutatta a legnagyobb szorast, ami alapjan feltételezhetjiik, hogy az
egészséges emberek véraramaban is talalhatdak cirkulalo NET-ek, egyes esetekben

egészen nagy mennyiségben. Ennek egy feltételezett okai lehetnek az un. silent infekciok,
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amelyek aktivaljadk a velesziiletett immunrendszert, beleértve a NETO6zist, eldsegitve

ezzel a korokozo agens eliminaciojat a tiinetek megjelenése nélkiil.
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8. dbra. A NET mennyisége mintanként és az egyes csoportokban (csoportdtlagokkal)

Ezt kdvetden azt vizsgaltuk meg, hogy az egyes alcsoportok kozott van-e NET-
szintekben mérhetd kiilonbség asztma statusz (GINA), kontrollalhatosag, FEV1 érték,

illetve gyogyszeres kezelés fliggvényében.

A GINA iranyelveit kovetve, az asztmas pacienseket a tlinetek stlyossaga és a
betegség terapidja alapjan 5 csoportra osztottuk (kezeldorvos besorolasa alapjan). A
betegek jelentés hanyada GINA3, 4, illetve 5 kategoriaba volt besorolhato, ezért ez az
Osszehasonlitas lathato az abran is (9. abra). Az altalunk vizsgalt populaciéban 19 ember
kertilt GINA3 besorolastu csoportba, 8 GINA4 kategoridba és 19 személy tartozott a
GINAS kategoriaba (14. tablazat). A GINA csoportok kozotti atlag NET mennyiségeket
hasonlitottuk Gssze, és ahogy a 9. abran is lathato a sulyossaggal parallel emelked6 NET
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atlagértékeket kaptunk, illetve a GINA3 és 5 besorolas kozott szignifikans eltérést
tapasztaltunk (korrigalt p=0,027).
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0. dbra. Az asztmas pdciensek NET-szintiének alakulisa GINA besorolds alapjin,
GINA: Global Initiative for Asthma

Ezt kovetden a kontrollaltsag €s a léguti obstrukcid allapotara utalo FEV1
értékeket vizsgaltuk meg sulyossagi besoroldsra valo tekintet nélkiil. A pacienseket FEV1
%-os értékiik alapjan két kategoridba soroltuk: FEV1 <80% ¢és FEVI1 >80%. A NET
eseményszamokat a két csoportban a 10A. abran jelenitettiik meg. A 80% feletti érték
jobb légzésfunkciora utal. Szignifikans eltérést tapasztaltunk (korrigalt p = 0,027) a két

kategoria kozott, a magasabb atlag NET-szint rosszabb tiid6funkcioval asszocialt.

Mivel a FEVI1 érték egy folytonos valtozd ezért a Pearson-féle korrelacios
koefficiens kiszamitasat is elvégeztiik, ezzel feltdrva a FEV1 értékek és NET-szint kozotti
relaciot. A 10B. dbran lathaté az elemzés eredménye, mely alapjan statisztikailag
szignifikans negativ korrelacio6 (r = -0,39, p = 0,002) fedezhet6 fel. Ennek megfelelden

minél alacsonyabb a FEV1 érték (rosszabb tiid6funkcio), annal magasabb a NET-szintje.
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10. dbra. FEV1 értékek vizsgalata a NET-szinttel dsszefiiggésben, A. A FEV1 <80%
és FEV1 >80% csoportba tartozo pdaciensek diszkrét osszehasonlitasa, B. FEV1 és
NET mennyiség kozotti korreldacio vizsgalata, FEV1: az elso mdsodpercben mért
eroltetett kilégzési térfogat, 10.B. részben lathato a FEV1 hisztogram a bal felso
negyedben, az aramlasi citométerrel mért NET-Szintek alapjan késziilt hisztogram pedig
a jobb also kvadransban. A bal also részen lathato a mintakhoz tartozo FEVI és NET
korrelacio vizsgalata soran késziilt scatter plot (illesztett vonallal), ahol egy kor egy
mintat reprezentdl, mig a jobb felsé négyzetben a Pearson-féle korrelacios koefficiens

ertéke figyelheté meg (a csillagok a viszony szignifikdns voltat jelképezik).

A 1égzésfunkci6 értékek vizsgalata mellett, a gyogyszerhasznalat alapjan torténd
elemzést is elvégeztiikk. Azt vizsgaltuk, hogy vajon a specifikus gyogyszerek hasznalata
befolyasolja-e a véraramban mérheté NET mennyiségét. A pacienseket két csoportba
soroltuk: (1) azon paciensek, akik alkalmanként hasznaltak rovid-hatasti béta-agonistat
(SABA) alacsony doézist inhalacios kortikoszteroid (ICS) belélegzése mellett vagy
nélkiil; (2) paciensek, akik napi szinten hasznaltak ICS-t onmagdban vagy mas
készitménnyel kombinacidban (hossz hatasu P2-agonista - LABA, LAMA, leukotrién
receptor antagonista - LTRA, teofillin vagy esetleg SABA). Az eredmények alapjan (11.
abra) elmondhato, hogy a folyamatosan hasznalt ICS alacsony plazma NET-szinttel
asszocial (p = 0,016, korrigalt p = 0,027). A NET mennyisége szignifikdnsan magasabb
volt azok kozott, akik nem alkalmaztak rendszeresen inhalacids kortikoszteroidot

szemben azokkal, akik igen.
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11. dbra. A gyogyszerhasznalati szokdsok osszefiiggése a NET-szinttel, ICS:

inhalacios kortikoszteroid
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4.3. Hosszi nem-kodoléo RNS-ek vizsgalata

4.3.1. A felfedez6 kohorsz eredményei

A szirdvizsgalat soran 24 felnétt személy IncRNS expressziés mintazatat
elemeztiik, akiket tovabbi 4 csoportba osztottunk: enyhe-kdzépsulyos asztma (GINA 1-
3), sulyos asztma (GINA 4-5), COPD és egészséges kontrollcsoport. Minden csoportban
6 személy szerepelt (12. tablazat). A felfedezd vizsgalat soran egy elére elkészitett és
validalt panelt hasznaltunk, ami 84 autoimmunitasban és immunvalaszban szerepet jatszo
INcCRNS-re specifikus primerpart tartalmazott, valamint referencia génekre specifikus

primereket és kontrollokat egyarant.

A kiértékelést megel6zden mindségi paraméterek vizsgalata zajlott, ami alapjan nem

megfeleldség miatt egy COPD-s paciens mintajat kizartuk a tovabbi analizisbdl.

Nem talaltunk a nemek k6zott egyik csoportban sem szignifikansan eltéré expressziot
mutatd IncRNS-t, azonban a panelen volt két olyan IncRNS, amirdl irodalomkutatés sordn

kidertilt, eredendden csak az egyik nemben expresszalodik:

1. XIST: nékben az X-inaktivacioban jatszik szerepet'*®

2. NAV2-AS5: foként a herében expresszalodik

Emiatt ezt a két IncRNS-t kizartuk a tovabbi elemzésbél. Erdekes modon a JPX gén az
X-inaktivacos kozpontban (XIC) talalhato és a XIST gén aktivaciojaért felelos'*®, mégsem

mutat nemtdl fiiggd eltérést az expresszio tekintetében.

Az IncRNS expressziokat a referenciagének kiiszobértékének atlagaval
normalizaltuk, majd minden IncRNS esetében kiszamitottuk a ACt értékét. Ezt kdvetden,
az IncRNS-¢ek relativ expresszios szintje keriilt 6sszehasonlitasra a kiilonb6z6 csoportok
kozott az allergias statusz figyelembevételével (allergias vs. nem-allergias). fgy dsszesen
13 Gsszehasonlitast vizsgaltunk (24. tablazat), mely soran 27 IncRNS atlag expresszios
szintje mutatott nominalisan szignifikans (p <0,05) eltérést valamely két csoport kozott.
A legtobb eltérés sulyos asztma vs. enyhe asztma 6sszehasonlitas soran mutatkozott, ahol
84 IncRNS-bd1 22 mutatott nominalisan szignifikans eltérd expressziot. A legtobb eltérést

mutatd 0sszehasonlitasok a 12. abran lathatdak.
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24. tablazat. A felfedezo kohorsz csoport dsszehasonlitdsai és az eltérd expressziot

mutaté IncRNS-eK, a validalasra kivalasztott IncRNS-ek pirossal kiemelve

Szignifikansan
eltéro
2 ‘o expressziot Szignifikansan eltéro expressziot
Osszehasonlitasok r[:lutat() i mutato lncRNS-eII)<
INcRNS-ek
szama
COPD vs. Kontroll |1 RP11-473M20.16

Enyhe asztma vs.

2 RP11-473M20.16, GAS5
Kontroll
Siilyos asztma vs. LINC00662, MCM3AP-AS1, MZF1-AS1,
Kontroll 9 RMST, RP11-282018.3, RP11-325K4.3, RP11-
399K21.11, SENP3-EIF4A1, ZFAS1
Asztma vs. Kontroll |3 RMST, RP11-282018.3, RP11-473M20.16

Allergias asztma vs.
Neme-allergids asztma

Allergias enyhe

asztmavs. Nem- |1 RP6-24A23.7
allergids enyhe asztma
Allergias sulyos
asztma vs. Nem- | ; RP11-282018.3
allergias sulyos
asztma
A2ML1-AS1, AC068196.1, CTC-487M23.5,
DLEU2, FOXN3-AS2, GAS5-AS1, HNRNPU-
Enyhe asztma vs. AS1, JPX, LINC00293, LINC00662, MCM3AP-
Stilyos asztma 22 ASl, MZF1-ASl1l, RP11-282018.3, RP11-
29G8.3, RP11-325K4.3, RP11-363G2.4, RP11-
38P22.2, RP11-399K21.11, RP11-819C21.1,
SDCBP2-AS1, SENP3-EIF4Al, ZFAS1
GAS5-AS1, LINC00293, LINC00662, MZF1-
COPD vs. Sulyos 9 AS1, RP11-282018.3, RP11-29G8.3, RP11-
asztma 325K4.3, SENP3-EIF4A1, SENP3-EIF4AL,
ZFAS1
Enyhe asztma vs.
COPD 1 A2ML1-AS1
Allergias asztma vs. 0 )
COPD
Nem-allergids asztma 4 MZF1-AS1, COIP5-AS1, RP11-282018.3,
vs. COPD SENP3-EIF4Al
Asztmavs. COPD |3 MZF1-AS1, OIP5-AS1, SENP3-EIF4A1
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A hosszi nem-kodoldé RNS-ekrdl az irodalomban meglehetdsen kevés informacid
talalhato, azonban korabbi tanulmanyokban mar az OIP5-AS1 és HNRNPU-AS1 IncRNS-
ekrél kimutattdk, hogy kozvetett Osszefiiggésben allnak eozinofil asztmaval 144145
Méréseink soran az OIP5-AS1 COPD-ben expresszalodott magasabb mértékben
asztmahoz képest, mig a HNRNPU-AS1 magasabb expressziot mutatott silyos asztméaban
enyhe asztmédhoz képest. Az RP11-282018.3, RP11-325K4.3, JPX ¢és MZF1-AS1
INCRNS-ek szintén szignifikansan feliilexpresszalodtak sulyos asztmaban, enyhe

asztmahoz képest, valamint a JPX kivételével a kontrollcsoporthoz viszonyitva is.

Irodalomkutatas, adatbazis-elemzés és sajat vizsgalatunk eredményei alapjan 6
hosszi nem-kodolé RNS-t valasztottunk ki validalasra, melyek a kovetkezok voltak:
OIP5-AS1, HNRNPU-AS1, RP11-325K4.3, JPX, RP11-282018.3, AC016629.8 kés6bb
atnevezve MZF1-AS1-re.

Itt szeretném megjegyezni, hogy a vizsgalat soran elemzésre keriilt HNRNPU-
AS1-ként feltiintetett IncRNS a frissitett adatbazisok alapjan képes fehérjévé atirddni,
ezaltal valdsziniisithet6, hogy jelen esetben egy fehérjekddold gén vizsgalata tortént. Az
egyszeriiség kedvéért InCRNS-ek kozé soroljuk és HNRNPU-ként emlitjik a
tovabbiakban. Emellett elmondhato, hogy a génrél atirodo fehérje képes DNS-hez és
RNS-hez kapcsolodni, valamint részt vesz ribonukleoprotein komplexek 1étrejottében.
Funkciodja hasonlé az INCRNS-hez, ezen okbdl kifolydlag, és mivel RNS vizsgalat tortént

ugy gondoljuk a HNRNPU vizsgalata soran kapott értékek egyarant hasznalhatoak.
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12. dabra. A legtobb szignifikdns eltértést mutato osszehasonlitds és azok expresszios
szintvaltozdsa (logFC), valamint p-értékének negativ logaritmusa, minél sotétebb a
kor alakzatot kitolto arnyalat, annal nagyobb expresszios szintvaltozas tapasztalhato és

minél nagyobb a kor atmérdje, anndl kisebb az dsszefiiggésre jellemzd p-érték
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4.3.2. A replikacios vizsgalat eredményei

A vizsgalat soran 163 mintat vontunk be az elemzésbe, melyet 6 tovabbi csoportra
osztottunk (13. tablazat). Gyermek (n=16) és felnétt kontroll (n=7), gyermekkori asztma
(n=11) ¢és felndtt asztma (n=95), COPD (n=9), valamint allergias rhinitis (n=25)
kategoriak lettek kialakitva, melyek koziil a gyermek populaco és az allergias rhinitis
csoport Uj megkdzelitésnek szamitott a felfedezé kohorszhoz viszonyitva. Ezek mellett
az asztma tarsbetegségeként jelenlévo allergia statuszt és a betegség sulyossagat (GINA
1-3, 4-5) is figyelembe vettilk. Ezen csoportositasoknak koszonhetéen végil 10
alcsoportot, illetve az ezek kozotti génexpresszios eltéréseket vizsgaltuk. A szignifikans

(korrigalt p-érték <0,05) eredmények a 25. tablazatban lathatoak.
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25. tablazat. A validalo vizsgdlat sordn szignifikdns eltérést mutato osszehasonlitasok

és IncRNS-ek

Osszehasonlitas INcRNS LogFC korrigalt p-
érték
RP11-325K4.3 (1,16 0,0002
OIP5-AS1 0,83 0,0013
Feln6tt allergias rhinitis vs. Felnétt COPD|JPX 0,93 0,0013
HNRNPU 0,72 0,01
MZF1-AS1 0,91 0,01
Felndtt allergias asztma vs. Felndtt nem RP11-325K4.3 10,71 0,0007
Zillergia’ts asztrﬁa HNRNPU 0,67 0,0007
OIP5-AS1 0,37 0,0374
Felndtt allergias rhinitis vs. Felndtt
allergids asztma OIP5-A51 0,38 0,0423
Feln6tt asztma vs. Feln6tt COPD RP11-325K4.3 (0,82 0,0092
HNRNPU 1,01 0,0079
Gyermek kontroll vs. Felnott kontroll  |RP11-325K4.3 10,96 0,0092
JPX 0,85 0,0162
OIP5-AS1 0,56 0,0005
Feln6tt allergias rhinitis vs. Felnott asztma|HNRNPU 0,43 0,0211
JPX 0,41 0,0226
OIP5-AS1 0,74 0,0003
Inétt allereias rhiniti I8 HNRNPU 0,76 0,0007
Felnott a erill?srrgi;rglgsszrriaFe noétt nem- RP11-325K4.3 |0,69 00025
RP11-282018.3|0,54 0,0365
JPX 0,44 0,0365
OIP5-AS1 1,11 0,0002
JPX 1,17 0,0003
Feln6tt allergias rhinitis vs. Felnott RP11-325K4.3 (1,18 0,0003
kontroll HNRNPU 1,10 0,0004
RP11-282018.3(1,11 0,0058
MZF1-AS1 0,74 0,0360

A 25. tablazat legals6 soraban lathato, hogy a felnétt allergias rhinitis vs. felndtt kontroll
Osszehasonlitds sordn kaptuk a legjelentdsebb és legtobb eltérést. Mind a 6 altalunk
vizsgalt IncRNS szignifikdnsan magasabb szinten expresszalodott felndtt allergiaban
kontrollokhoz képest. E mellett az RP11-282018.3 kivételével mindegyik IncRNS
allergias rhinitisben mutatott szignifikansan emelkedett expresszios mintazatot COPD-

vel szemben. Felnétt asztma és COPD kozott egyetlen IncRNS mutatott kiilonbséget, az
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RP11-325K4.3, mely szignifikdnsan magasabb normalizalt expresszios szintet mutatott

asztmaban COPD-hez képest.

Erdekes modon a gyermek és feln6tt kontrollok kozott is talaltunk expresszios
kiilonbséget mutatdé nem-kodoldo RNS-eket (HNRNPU, RP11-325K4.3, JPX), ezért a két

korcsoportot egyben vizsgdlo 0sszehasonlitasokat kizartuk az elemzésbdl (13. abra).

HNREMPL RP11-282018.3 RP11-325K4.3
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13. dbra. Normalizadlt expresszios szintek a felnott és gyermek kontrollcsoportban
IncRNS-ekre lebontva

Az OIP5-AS1 atlag expresszidja minden esetben szignifikdnsan magasabb szintet
mutatott abban a csoportban, ahol az allergia jelen volt onmagaban vagy tarsbetegség
formajaban. Emellett az OIP5-AS1 magasabb atlag expressziét mutatott allergids
rhinitisben szenvedd alanyok esetén, mint allergids asztmas paciensekben. Allergias
rhinitisben 5 IncRNS (RP11-325K4.3, OIP5-AS1, JPX, HNRNPU, MZF1-AS1) fejezodott
ki szignifikansan magasabb mértékben, mint COPD-ben, 3 (OIP5-AS1, HNRNPU, JPX)
asztmaval szemben, 5 (OIP5-AS1, HNRNPU, RP11-325K4.3, RP11-282018.3, JPX)
nem-allergias asztmahoz képest. Allergias és nem-allergias asztma csoport kdzott harom
INCRNS (RP11-325K4.3, HNRNPU, OIP5-AS1) mutatott alacsonyabb korrigalt p-értéket

mint 0,05. Mindharom RNS emelkedett expresszidjat tapasztaltuk allergids asztméban,
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nem-allergias asztmahoz viszonyitva. Az eredményekrél két Osszefoglalé abra is

megtekinthetd (14. és 15. abra).

HNRNPU
RP11-282018.3
RP11-325K4.3

Felnott asztma

Nem- IPX

Allergias —
allergids MZF1oA1
OIPS-AS1

Kontroll

Allergias
rhinitis

14. abra. A szignifikdns értékek dsszefoglalo abrazoldsa, a nyilak iranya a csokkend
normalizalt expresszios szint felé mutat, mig a nyilak szine az egyes IncRNS-eket jeloli
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15. dabra. A legjelentosebb dsszehasonlitasok sordan kapott logaritmikus FC és p-
értékek abrazolasa, minél sotétebb a kor alakzatot kitolté drnyalat, anndl nagyobb
expresszios szintvaltozas tapasztalhato és minél nagyobb a kor atmérdje, anndl kisebb

az osszefiiggesre jellemzo p-érték
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A kiértékelés soran nem talaltunk szignifikans eltérést a gyermekkori asztma és

gyermek kontrollcsoportok kozott.

A replikacios kohorszban szintén megvizsgaltuk a stlyossag alapjan kategorizalt
csoportok kozotti expresszios szintvaltozasokat, azonban a felfedezd vizsgalattal
ellentétben itt nem talaltunk szignifikansan eltéré expressziot mutatd IncRNS-t. E mellett
elemeztiik a tiid6funkcios értékek (FEV1 <80% vs. FEV1 >80%), inhalalt kortikoszteroid
hasznalat (rendszeres vs. nem rendszeres) ¢és kontrollalhatdsadg (kontrollalt vs. nem
kontrollalt) alapjan torténd csoportositds expresszios szintkiilonbségét, azonban nem
talaltunk szignifikans eltérést. Ezt kovetden vizsgaltuk, hogy az IncRNS expresszio
Osszefliggést mutat-e a vérben talalhatd eozinofil és neutrofil sejtek %-os aranyaval,

azonban korrelaciodt itt sem talaltunk.

4.3.3. LncRNS-ek vizsgalata biomarkerként

A kovetkezOkben azt akartuk Kiderteni, hogy vajon ezek az IncRNS-ek
hasznalhatoak-e  differencialdiagnosztikai  vagy  diagnosztikai  biomarkerként

onmagukban vagy kombinacidban a tanulmanyozott 1éguti betegségekben.

A 17. abran a vizsgalat eredményei lathatéak, amelyek Naive Bayes-modellek

segitségeével késziiltek. Harom modellt vizsgaltunk:

1. Az IncRNS-eket magukban (16. abran 6sszehasonlitasonként az els6 6 oszlop)

2. Egyiitt az 6sszes IncRNS-t (16. abra: Mind (7. oszlop))

3. Csak azon INcCRNS-ek figyelembevétele, melyek szignifikans eltérést mutattak az
adott 6sszehasonlitasban (16. abra: Szignifikans IncRNS-ek (8. oszlop))
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16. dbra. A sulyozott pontossdag (weighted accuracy - WA) értéke kiilonbozé modellek
(1, 2, 3) esetén, a kék szin az dsszehasonlitds soran szignifikans eltérést nem mutato
IncCRNS-ekre , a narancssdrga a szignifikans eltérést mutato IncRNS-ekre, a zold pedig
az osszes IncRNS egyiittes figyelembevételére utal

Az allergids rhinitis vs. felndtt kontroll Osszehasonlitdsban értiik el mindharom
modellben a legmagasabb stilyozott pontossagi értéket. Ebben az dsszehasonlitasban az
OIP5-AS1 (1), az 6sszes IncRNS egyiitt (2), illetve csak a szignifikans IncRNS-ek (3)
figyelembe vételével egyarant 0,98 stlyozott pontossagi értéket kaptunk, feltételezhetéen

az OIP5-AS1 magas diszkriminativ értékének kdszonhetden.

COPD vs. allergias rhinitis 0sszehasonlitasa soran a legjobb pontossagot a 3. modell
hasznalata esetén kaptuk, azaz az Osszehasonlitasban szignifikansan eltéré (RP11-
325K4.3, OIP5-AS1, JPX, HNRNPU, MZF1-AS1) IncRNS-ek kozremitkodésével (WA =
0,85). Ezen két Osszehasonlitds mellett, felndtt allergids és nem-allergids asztma
vizsgalatakor kaptunk még olyan eredményt, ahol a 3. modell vizsgalataval értiik el a
legmagasabb WA értéket (WA=0,68), bar ez alacsonyabb az ¢l6z6 ketté felsorolt

pontossagi értékhez viszonyitva.
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Két esetben a 6 IncRNS kombinaciojaval szignifikdnsan magasabb teljesitményt
értiink el, mint az egyedi IncRNS-ek alkalmazasakor vagy csak a szignifikansak
hasznalatakor. A feln6tt allergids rhinitis vs. asztmés paciensek Osszehasonlitasakor a
legjobb modell az egyedi INCRNS-ek (JPX) felhasznalasaval 0,53 WA-t eredményezett,
azonban az Osszes IncRNS-t kombinaciéban egyesitve a WA értéke 0,7 volt.
Hasonloképpen, felndtt COPD vs. felndtt asztma Osszehasonlitas esetén a legjobb egyéni

(HNRNPU) modell pontossaga 0,53, mig a teljes modellt alkalmazva 0,61 volt.

Mas esetekben azoknak az IncRNS-eknek a kombinacidja, amelyek statisztikailag
szignifikans expressziobeli kiilonbséget mutattak az Gsszehasonlitasban (3. modell),
valamivel magasabb teljesitményt eredményezett, mint a teljes modell (2. modell). Ez a
helyzet fordult el a felnétt COPD és a felndtt allergias rhinitisben szenvedd betegek
Osszehasonlitasa (WA=0,85 a harmadik modell és 0,83 a masodik modell esetében),
valamint a felnétt allergias asztmas és nem-allergias asztmas betegek dsszehasonlitasa

soran is (WA=0,65 a teljes és 0,68 a csokkentett modell esetében).

Hat 0Osszehasonlitas koziil haromban az OIP5-AS1 IncRNS rendelkezett a
legmagasabb diszkriminativ értékkel, tovabba, a felnétt allergias rhinitis és nem-allergids
asztma Osszehasonlitas soran ez a hosszi nem-kodold RNS érte el a legmagasabb WA
értéket az Osszes modell kozil (WA=0,74), ami 5 szazalékkal volt magasabb, mint a

masodik legjobb modell.

4.3.4. A kivalasztott IncRNS-ek feltételezett funkcioja

Szamos IncRNS-hez ma még nem tudunk egyértelmii funkciot vagy funkciokat
tarsitani, ezért célul tlztik ki, hogy in silico modszer segitségével prediktaljuk a
validalasra kivalasztott IncRNS-ek biologiai funkcidjat és a hattérben allo folyamatokat.
A prediktalt funkcido becslése fehérjék, IncRNS-ek és gének kozotti interakcid
feltérképezésével tortént, amely alapjan torténd GSEA elemzés hozzasegitett a
funkcionalisan relevans utvonalak és a génontologiai kifejezések azonositasahoz (a
modszer leirdsa a 3.3.3. fejezetben olvashatd). Az eredmények a 17. dbran tekinthetdek

meg.
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A vizsgalat soran a HNRNPU hatasa igazolodott az FGFR2 ¢és ehhez kapcsolodo
szignalutvolnalakban, nevezetesen az FGFR2 IIIA TM fttvonalban (FDR = 0,094), az
FGFR2 mutans receptor aktivalodasban (FDR = 0,094) ¢és az FGFR2 szignalizaciéban
betegség esetén (FDR = 0,094).

A JPX predikcio vizsgélata soran szamos olyan, immunrendszerhez kapcsolodo
folyamatot tartunk fel, mint a sejtaktivacio folyamata az immunvalaszban (FDR = 0,084),
az effektor folyamatban valo részvétel (FDR = 0,084), a velesziiletett immunrendszer

(FDR = 0,035) és neutrofil degranulaci6é (FDR = 0,035).

A predikci6 alapjan az MZF1-AS1 féként olyan utvonalakat befolyasol, amelyek a

crer

novekedésében vesznek részt, pl. PI3K — Akt — mTOR jelatviteli ut (FDR = 0,071) ¢és a
sejtmagreceptorok utvonala (FDR = 0,014).

Az OIP5-AS1 esetében a modszer nem azonositott bioldgiai folyamatokat vagy
utvonalakat, azonban a predikcié alapjan azok a gének, amelyek transzport vezikulak,
példaul exocitotikus vezikulak sejtkomponenseivel asszocidlnak, szignifikansan

feldusultak a prediktalt célgének kozott (FDR = 0,04).

Az RP11-282018.3 cldrejelzéseink szerint az aminosav-anyagcserét befolyasolja
(FDR = 0,063).

Az RP11-325K4.3 feltételezhetden befolyasolja a fejlodési folyamatokat, példaul a
keratinizaciot (FDR = 0,01).

A hat IncRNS feltételezett és prediktalt funkcioi kozott statisztikailag szignifikans
(FDR <0,1) atfedést nem talaltunk.
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5. Megbeszélés

5.1. Tie2 utvonal és a TEK gén szerepének vizsgalata

asztmaban ¢és allergias conjunctivitisben, illetve azon beliil egyes alpopulaciokban.
Emellett elvégeztiik egy asztma-egér modell génexpresszids vizsgalatat a Tie2 ¢s ahhoz

kapcsolodo utvonalakban résztvevo génekre 0sszpontositva.

Az elsé publikacio, amely a TEK gén szerepét hangsulyozta asztmaban 2017-ben
latott napvilagot. Ez a cikk egy tobb GWAS vizsgalatot ativelé metaanalizis értékelése,
melyben 3 16kuszt azonositottak asztmaval dsszefliggésben eurdpai szarmazast amerikai
populacidban. A 9p21.2 l6kusz négy, egymassal LD-ben 1évé SNP-t és harom gént ivel
at, melyek koziil az asszociaciora legrelevansabb jelolt a TEK gén volt. A TEK gén altal
kodolt Tie2 tirozin kinaz receptor kdzponti regulacios szerepet tolt be az angiogenezis és
az érrendszer remodeling folyamataban. Annak ellenére, hogy a szignifikans variansok
relative messze helyezkednek el a TEK géntdl, kapcsoltsagi egyenlStlenségben vannak
egy, a TEK génben eléforduld6 misszensz varidcidval. Azonban asztmdban a relevans

szdveteket figyelembe véve nem talaltak expresszios QTL (eQTL) hatast.®*

Egy masik publikdcid a Tie2 receptort kodoldé TEK gén expresszidjanak
Osszefliggését hangsulyozza vaszkularis barrier miikodéssel kapcsolatban ARDS (akut
respiracios distressz szindroma) populacioban. A TEK gén expresszidjanak csokkenése
Osszefiiggést mutatott az érpermeabilitas novekedésével. Harom, intron régioban
talalhato eQTL SNP-t (rs3780315, rs581724, rs7876024) azonositottak a TEK génben,
melyek ugyan egymassal nem voltak LD-ben, mindegyik alacsonyabb TEK

génexpresszioval asszocialt HapMap3 sejtvonalban. 146

Kutatocsoportunk kezdetben ezt a harom eQTL varidciot vizsgalta meg a TEK
génben gyermekkori asztmaval és kiilonb6z6 allergias megbetegedésekkel kapcsolatban.
Vizsgalatunk alapjan egyik SNP sem mutatott kdzvetlen asszociaciot asztmaval, viszont
azon asztmasok, akik az rs581724 SNP minor alléljara nézve homozigdta genotipussal
rendelkeztek szignifikdnsan magasabb hajlamot mutattak allergids conjunctivitis

kialakulasara.4’
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Jelen vizsgalat soran 112 SNP-t vizsgaltunk meg a TEK génben enyhe asztmaval
és mérsékelten sulyos-sulyos allergias conjunctivitisszel kapcsolatban felnétt parlagfii
allergias populacioban, majd ezt kovetden 6 kivalasztott variaciot teszteltiink egy
fliggetlen gyermek és felndtt asztmas és kontroll mintakat tartalmazo populécioban. Az
rs3824410 variaci6 vizsgalataink sordn Szoros 0sszefiiggést mutatott asztmaval, allergias
rhinitis populacioban, majd a replikacios kohorsz soran sulyos asztmaval kapcsolatban is
felndtt asztmas populacioban. Mindkét esetben a ritka T allél jelenléte szignifikdnsan
csokkentette az asztma/stulyos asztma kialakuldsanak kockazatat hasonlo esélyhanyados
értekeket mutatva (allergias rhinitis populacié: OR=0,51; feln6tt asztma: OR=0,48;
feln6tt allergias asztma: OR=0,39). Ezek az eredmények Osszhangban vannak azzal az
Almoguera és tarsai altal tett el6zetes feltételezéssel, miszerint a TEK gén szerepet jatszik
az asztma kialakulasaban europai eredetli populacidban, azonban jelenleg a pontos
mechanizmus még nem ismert, amely altal az rs3824410 SNP hatést gyakorolhat az
asztma kialakuldsara vagy stlyossaganak befolyasolasara. Bioinformatikai eszk6zok és
adatbazisok elemzése alapjan nem 4ll kapcsoltsagi egyenldtlenségben egyetlen gyakori
varianssal sem az eurdpai populdcidban, mely arra utalhat, hogy fiiggetlen hatéssal bir.
Elhelyezkedését tekintve DNaz hiperszenzitiv helyen, nyitott kromatin régioban
talalhato, emellett két transzkripcios faktor kotéhelyét modositja, melyek névszerint az
ISGF-3 (interferon-stimulated gene factor 3) és CTCF.18 1 Az SNP varidcio egy
kevésbé konzervalt nukleotidot érint, ennek ellenére valosziniisithetd, hogy befolyasolja
a kotddés erejét vagy idOtartamat. Mindkét transzkripcids faktor szerepét vizsgaltak és
Osszefiiggésbe hoztdk mar asztmaval. %2 Szamos olyan lokuszt tartak fel asztma

hajlamosito régioként, mely tartalmaz CTCF motivumot.!®3

A felfedezé populacioban vizsgalt TEK génben megtaldlhato 112 SNP-bdl az
allergias conjunctivitisszel legerésebb Osszefiiggést mutatd variaciokat (5 SNP) tovabb
vizsgaltuk. A vizsgalat masodik fazisaban a conjunctivitist csak gyermek populacioban
vizsgaltuk, mivel a tal kevés felndtt minta statisztikailag kevésbé megbizhatd eredményt
szolgaltatott volna. A variaciok a két nemben eltéré eloszlast mutattak allergias
conjunctivitisszel osszefiiggésben. A férfi nem predominanciaja pubertas el6tt egy jol
ismert jelenség allergias conjunctivitisben, melynek hatterében feltételezések szerint a
nemi hormonok is jelentds szerepet jatszanak.'>* Az allergias conjunctivitis gyakrabban

fordul elé a fiatal generacidban, kiilénosen a 4-12 éves korosztalyt érinti.*
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Az 15622232 SNP gyermekkori asztmas populacioban a fiukban mutatott
asszociaciot allélikus és dominans modon conjunctivitisszel kapcsolatban viszonylag
magas esélyhanyados értékkel, mig az rs7034505 varidci6 minor allél homozigota
formaban valo jelenléte lanyokban emelkedett kockazattal asszocialt. Mindkét SNP
intronban talalhato és az adatbazisban torténd vizsgalatuk alapjan funkciot nem tudtunk
tarsitani hozzajuk. Az rs7034505 variacido 4 SNP-vel all LD-ben, melyek kozil egy, a
FOXPI1 transzkripcios faktor kotohelyét valtoztatja meg. A FOXP1 transzkripcionalis
represszorként miikodik és a retinaban is expresszalodik, emellett a tiid6 epitheliumanak
differencialodasaban jatszik fontos szerepet.’®® Az LD-ben 4ll6 4 SNP és conjunctivitis
kozott eddig még nem mutattak ki dsszefiiggést.™®® Az rs622232 SNP szintén LD-ben van

egy masik ismert, funkcioval még nem annotalt variacioval (rs621786; r*>0,8).1%0

A TEK gén és a kapcsolodd Tie2 utvonal szerepét egér-asztma modellben is
megvizsgaltuk. A génexpresszios vizsgalat sordn 10 génbdl 8 mutatott szignifikdns
eltérést az AHR és Th2-tipusu allergias 1éguti gyulladas provokacioja és kivaltasa sorén,
a megfelelé kontrollokhoz viszonyitva (5.abra). Ez alapjan elmondhato, hogy a Tie2
utvonal szerepe asztmaban és allergids conjunctivitisben tovabbi megerdsitést nyert. Az
asztmat vizsgald génexpresszids tanulmanyok soran a mérés altalaban egy idépontban
torténik, emberek esetében leggyakrabban az asztma kialakulasat kovetéen exacerbacios
id6szakon kiviil, egerekben pedig ha az AHR ¢és a 1éguti gyulladas mar manifesztalodott.
Vizsgalataink soran 3 idépontban elemeztiik a gének kifejezodésének mértékét, két
intraperitonealis OV A szenzitizaciot kovetden a 28. napi elsd allergén inhaldlas utan, a
30. napi harmadik inhalacids provokaciot kovetden, illetve a 31. napon. Ennek

segitségével a tiiddt érintd génexpresszios valtozasok iddben nyomon kovethetéve valtak.

Az Nfkbl mindharom idépontban szignifikans expresszidé emelkedést mutatott a
kontrollokhoz képest, ami nem meglepd, hiszen az NF-«kB pleiotrop transzkripcios faktor
egyik alegységét kodolja. Az NF-kB transzkripcios faktor egy csomoponti (,,hub”)
fehérje, amely szinte minden sejttipusban jelen van. Ez a komplex fehérje szdmos
funkciot lat el a szervezetben (gyulladds, immunitas, differencidcio, sejtnovekedés,
apoptozis €s tumorgenezis), tobbek kozott az asztmatikus gyulladas folyamatdban is részt

vesz a tiidében. 41157
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A Tek és az Angptl gének expresszidja (Angpt2 és Angptd génekkel
parhuzamosan) az asztma-egér modellekben alacsonyabb expressziot mutatott
mindharom mérési pontban a megfelelé kontrollokhoz viszonyitva. A Tie2 receptor
kozponti szerepet jatszik a vaszkularis stabilitasban ¢és kinaz aktivitasa révén (Angl
ligand kotédése altal) gyulladasellenes és érstabilizald hatast fejt ki (pl. NFKB1 gatlas).*%t
Ebbdl kiindulva az alacsonyabb Tie2 expresszid, alacsony Angl expresszioval egyiitt
elésegitheti a gyulladas fokozodasat és gyengitheti a tiidé epithélsejtjeinek barrier
funkciojat, ezzel ndvelve az érpermeabilitas mértékét. Az allergén szenzitizacié szintén
értagulatot €s fokozott érpermeabilitast idéz eld, amely az inhalalt allergének bejutdsanak
kedvez. Ezen folyamatok feltételezhetéleg hozzédjarulnak az aktivalt immunsejtek
gyulladds karakterisztikus tiineteit okozva. Ez a konklizid Osszhangban van az
irodalomban talalhaté eredményekkel, melyben az Angl expresszio és Tie2 foszforilacio
mértéke csokken az OVA kezelt egerek tiidejében, ezért az Angl valamiféle védo

funkciot tolthet be 1éguti gyulladassal és AHR-el szemben, 18

A Ptprb a Tie2 negativ regulatora, melyen keresztiil a sejtproliferaciot gatolja.
Alapvet6 fontossagu az endothel sejtek integritisanak megdérzéséhez és a VE-kadherin

adheziv funkciéjahoz. 1* A Ptprb gén kifejezddése redukalodott a folyamat soran.

Bar a Tie2 utvonal intenziv kutatasi teriilet, a résztvevd gének ¢€s a kapcsolddo
utvonalak pontos szerepe a kiilonb6z0 sejtekben, betegségekben és folyamatokban még

korantsem tisztazott %6-100:104

A felfedez6 és replikacios vizsgalat soran nominalis p-értékekkel dolgoztunk,
mely eredmények magukban rejtik a kockézatot arra, hogy egy esetleges késdbbi
korrekcid sordn elveszne a szignifikans asszociacio a relative kevés vizsgalt SNP-nek és
paciensnek koszonhetden. Ennek ellenére a bizonyitékok a TEK szerepére meglehetdsen
meggy0zdek, hiszen tobb fliggetlen populacidt €s SNP-t vizsgélva is kaptunk szignifikans
asszociaciot human mintdkban. A Tie2 utvonal funkcidja, a fiiggetlen populaciokon
végzett asszociacids vizsgalatok eredményei és az dallatmodell génexpresszios
vizsgélatanak eredményei mind erdsitik egymast, alatdmasztva a TEK gén pontencialis

szerepét az asztma patogenezisében.
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Conjunctivitis esetén kevesebb eredményt kaptunk viszont szamos fiiggetlen, az
irodalomban is megtaldlhatd publikacid szolgaltat bizonyitékot a TEK szerepére ezen
korkép esetén is (tobbek kozott a kutatocsoport egy korabbi publikacioja®®). A gén
Osszefliggésbe hoztak tobb szemet érintd megbetegedéssel és a Tie2 utvonal kiemelt
kutatasi terlilet olyan korképek esetén, mint a choroidalis ¢és szubretinalis

neovaszkularizacio, makula-6déma vagy diabéteszes retinopatia. 0162

Osszességében elmondhato, hogy eredményeink tovabbi bizonyitékot szolgaltatnak
a Tie2 utvonal és a TEK gén szerepére asztmaban ¢és allergias conjunctivitisben. A TEK
gén és a kapcsolodd génvaridciok potencidlis terapids célpontok lehetnek az emlitett

betegségekben.

5.2. Neutrofil extracellularis csapdak szintjének vizsgalata

Jelen vizsgalatban egy aramlasi citométer alapi modszert dolgoztunk ki a neutrofil
plazma frakciobol. A NET-ek jelenlétének megerdsitése és vizualizalasa konfokalis 1ézer-
pasztdzd mikroszkép segitségével tortént. Az eredmények kiértékelése sordn nem
tapasztaltunk szignifikans eltérést a betegcsoportok kozotti atlag NET-szintben, azonban
eredményeink alapjan a betegség stlyossaga, a FEV1 érték €s a rendszeres inhalacios

kortikoszteroid hasznalata hatassal van ra.

A NET-ek képzddését mar korabbi tanulméanyokban is vizsgaltdk. Egy kutatds a
virusfertdzés altal kivaltott asztma exacerbacié molekularis torténéseit vizsgalta és azt
talaltak, hogy emberekben a dsDNS (duplaszalt DNS) kibocsajtasanak mennyisége
virusfertézés utan korrelal a Th2-es tipusii asztma stlyosbodasanak mértékével.
Egerekben kivaltott 1éguti hiperreaktivitas vizsgalatakor a rhinovirusfert6zés stimulalta a

netdzissal asszocialt dsSDNS-ek kibocsajtasat.16

Késobb, indukalt kopetmintdban a NET alkotoit és az extracellularis DNS
mennyiségét elemezve felfedezték, hogy a netdzis emelkedett szamban megy végbe
asztmaban és COPD-ben egészséges kontrollcsoporthoz képest. A sejtdsszetételt elmezve

arra is fényt deritettek, hogy neutrofil gyulladas jelenlétében szignifikinsan magasabb
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koncentracioban vannak jelen a NET alkotdelemei asztmaban és COPD-ben, mint nem
neutrofil gyulladds soran.'®* Feltételezéseink alapjan a keringésben jelenlévé neutrofil
sejtek mennyisége aranyos a netozis jelenségének mértékével, azonban egy masik
tanulmany soran a kiilonb6zé asztma endotipusok (neutrofil vs. eozinofil vs.
paucigranularis stb.) nem mutattak a vér neutrofil szintjét tekintve szignifikans eltérést.®
Egy masik kutatas a vér neutrofil sejtszamanak emelkedett szintjét detektalta COPD-ben
egészséges kontrollokhoz viszonyitva.'®® A mintdinkhoz szamos informaciét tudtunk

tarsitani, azonban az eozinofil és neutrofil sejtszamrol nem voltak adataink, igy ezek nem

keriiltek sem bemutatasra, sem elemzésre ezen vizsgalat keretei kozott.

Kutatasok alapjan szignifikinsan magasabb IL-8 szint (neutrofil kemoattraktans)
mérhetd asztmasok BALF mintaiban kontrollokhoz képest.'®” Az emelkedett IL-8
expresszid a légutak simaizom sejtjeiben netdzis indukald hatdsa révén hozzajarul az
asztma sulyossagahoz.1%® Azt is tudjuk, hogy a NET alkotdja, a neutrofil elasztaz, az IL-
8 génexpressziora nézve stimuldldo hatdssal bir (IL-1 receptor-asszocidlt kinaz
szignalizacios witvonal révén).!®® Ezek alapjan egy alternativ hipotézis lehet, hogy az
asztmaban emelkedett IL-8 magasabb mértékben indukal netdzist, az NE jelenléte
tovabbi IL-8 képzddést indukal, ami fokozva a szoveti gyulladast, tovabbi neutrofileket

vonz.

A kiértékelés soran nem talaltunk szignifikans eltérést a gyermekkori asztma és
kontroll, felndtt asztma és kontroll, valamint COPD és ACOS csoportok plazma NET-
szintjének Osszehasonlitasakor. Az eredmények alapjan a netdzis egészséges
szervezetben is végbemehet, egyesekben rdadasul jelentdsen emelkedett mértékben, ami
arra utalhat, hogy valamilyen un. ,silent” infekcid6 megy végbe a szervezetben, ami
aktivalja a velesziiletett immunrendszert beleértve a netozist, igy eldsegitve a fert6zo

agens eliminaciodjat, még a tlinetek kialakulasat megelézden.

e

Szamos betegségben fedezték mar fel a NET-ek emelkedett koncentraciojat, ami
feltételezhetden hozzajarul a korkép patogeneziséhez, fokozott képzddése vagy csokkent
lebontésa révén. Mivel halozatos szerkezetével fizikai gatat képez, eldsegiti a trombozis
és az érgyulladas kialakulasat. Tulzott mennyisége olyan szisztémas betegségekkel
asszocial, mint példaul a diabetes mellitus, asztma, COPD, ARDS és SLE 113170172 5

korképek esetén a gyulladas folyamata vezethet emelkedett netozis jelenséghez, ami az
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erekben magas NET-szintet eredményez €s tovabb stlyosbithatja a betegség lefolyasat.
Azonban ugy tlinik, hogy a kronikus 1éguti betegségek soran a NET képzddése foként a

tiidot érinti ezért jelentds mennyiségben nem detektalhatok a vérkeringésben.

Ezzel ellentétben, amikor a betegségcsoporton beliili alpopulaciokat vizsgaltuk, a
keringésben jelenlévé NET-szint tobb esetben is szignifikans eltérést mutatott. Méréseink
alapjan a sulyosabb GINA besorolasu asztma emelkedettebb NET koncentracioval
asszocialt, mint a kevésbé sulyos tlinetekkel tarsult asztma. A plazma NET-szintje és a
FEV1 értékek kozott szignifikans negativ korrelaciot detektaltunk. Ez utdbbi eredmény
egy lehetséges magyarazata lehet annak a megfigyelésnek, hogy a karosodott
tiidéfunkcio, alacsony szintii szisztémas gyulladassal és magas CRP (C-reaktiv protein)
értekkel asszocidl. Tovabba azt is kimutattdk, hogy a szérum CRP-szint szignifikans
negativ hatassal bir az FVC és FEV1 értékekre.}”® A NET és CRP kozotti relacio tovabbi
vizsgalata soran szivelégtelenségben szenvedd betegek esetén azt talaltak, hogy a CRP
molekula koncentracio-dependens modon indukalja a NET szintézisét.’* Ezek alapjan
egy lehetséges hipotézis lehet, hogy a karosodott tiidéfunkcid szisztémas gyulladashoz és
magas CRP-szinthez vezet, ami net6zis indukalé hatdssal bir. Tovabb neheziti az
interpretaciot, hogy nincs konszenzus a tudomanyos irodalomban azt illetéen, hogy a
szisztémds gyulladds vezet karosodott tiidéfunkciohoz vagy forditva.'” Szintén tovabbi
vizsgalatokat igényel annak feltardsa, hogy az emelkedett NET-szint hozzajarul-e a
karosodott tiid6funkciohoz vagy a betegség patomechanizmusahoz, 1étrehozva ezzel egy

ordogi kort.

Kutatdsunk soran a netdzis és gyogyszerhasznalat kapcsolatat is elemeztiik. Mai
tudomasunk szerint, eddig még egyetlen publikacid sem vizsgalta a NET képzddést in
vivo ICS kezelés soran emberben. Eredményeink alapjan, az atlag NET-szint a plazmaban
szignifikdnsan alacsonyabb azokban a paciensekben, akik rendszeresen hasznaltak
inhalacids kortikoszteroidot azokkal szemben, akik nem rendszeresen vagy egyaltalan

nem hasznaltak ilyen készitményt.

Ezzel ellentétben, egy korabbi tanulmanyban in vitro net6zis vizsgalata soran, a
NET-ek nem-szteroid gyulladasgatlo készitményre szenzitivek voltak, azonban a
gliikokortikoid kezelés hatastalannak bizonyult a NET csokkentése szempontjabol.17®

Késoébb lovak, mint kisérleti allatok vizsgalatakor, Vargas és munkatarsai kimutattak a
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gliikokortikoidok PMA-indukalt NET csokkentd hatasat in vitro stlyos asztmas lovak

tiidejében, bar ezt emberekben még nem sikeriilt igazolni.’’

Egy masik publikacidban, a reaktiv oxigéngyokok szerepét taglaljak, ahol egészséges
emberek vizsgalata soran ravilagitottak a csokkent ROS képzbédésre intravénas
dexametazon (szteroid) injekciot kovetden.l’® Mivel a ROS szerves részét képezi a
neutrofil extracelluléris csapdak képzodésének, ezért csokkenése a NET-szint redukciojat
vonhatja maga utan.'’® Elképzelhetd, hogy az abszorbalt ICS a keringésbe jutva gatolja a
ROS képzddést ezzel egyidejlileg a netdzis folyamatat, amivel alacsony NET-szintet idéz

eld. Természetesen ez a hipotézis tovabbi megerdsitésre szorul.

Irodalomkutatds alapjdn nem magyardzhaté egyértelmiien az inhaldcios
kortikoszteroid rendszeres hasznalatanak Osszefliggése az alacsonyabb plazma NET-
szinttel. Vizsgalatunk soran, ellentétben az eddigi tanulmanyokkal, stimulalatlan in vivo
cirkulalo  NET-szintet vizsgaltunk sejtmentes plazma frakcioban. A NET-szintet
befolyasold ICS hatdsa pedig jol vizsgalhaté a periférids vérbdl szarmazd plazma
mintabdl, ugyanis az inhaldlt vagy szajon at bevitt kortikoszteroid végsé soron a

szisztémas keringésbe keriil. 18

Jelenleg szamos kutatds célozza a NET-ek, mint terdpias célpontok felderitését
foként autoimmun betegségek (SLE, vasculitis, diabetes mellitus, RA) kapcsan.
Elsésorban olyan molekuldk tesztelése zajlik a NET gatlasa érdekében, amelyek a netdzis
folyamataban szerepet jatszo molekuldkat gatoljak. Példaul ROS, MPO, PAD(4) vagy
NADPH oxidaz gatlasara irdnyuld kutatdsok mar folyamatban vannak, azonban egyeldre
a legtobb igen karos mellékhatdssal jar, ami nem tekinthetd varatlan fordulatnak
figyelembe véve a tényt, hogy a netdzis a szervezet védekezémechanizmusanak egy
fontos pillére. Talan a leggyakrabban hasznalt NET inhibitor a DNaz, azonban ez nem a
netdzist gatolja, hanem a mar képz6dott NET-et degradalja. Eldnye, hogy mar hasznaljak
a készitményt klinikumban és nincs toxikus hatasa. Kutatasok soran, azonban mégsem
bizonyult hatékonynak, ugyanis a hisztonra, elasztazra és a tobbi NET alkotora igen kevés

hatéssal bir, amelyek szintén hozzajarulnak a gyulladas kialakuldsdhoz. 3

Az altalunk kidolgozott d&ramlasi citometrias NET mérési modszer Gavillet és tarsai
altal alkalmazott, vér sejtszuszpenzioval végzett modszerén alapul.’® A modszert

sejtmentes plazma frakciora adaptéltuk, és az intézetliink munkatérsai altal mar korabban
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publikalt'®218  valamint van der Pol és munkatérsai 4ltal publikalt'®* cikkek alapjan,
extracellularis vezikula mérettartomdnyt haszndltunk a NET-ek mennyiségi
meghatarozasahoz. Ellentétben Gavillet és mtsi. altal hasznalt metodussal, ahol csupan
citrullinalt H3 hiszton és MPO altal festett dupla pozitiv partikulumokat vettek
figyelembe, kutatocsoportunk a harmas pozitiv értékeket vette szamitdsba, melynél az
MPO, a citrullinalt hiszton és a szabad DNS jel6lése egy pontban volt megtalalhato, ezzel

tovabb ndvelve a mérés specificitasat.

PMA indukalt izolalt neutrofil granulocitdk sejtmentes feliiliszojat mint pozitiv
kontrollt vizsgélva, jelentdsebb eltérést talaltunk a triplapozitiv események kozott
indukalt és nem-indukalt neutrofilek feliiliszdjat vizsgalva, a duplapozitiv események
szamahoz viszonyitva. Emellett sikeresen igazoltuk az in vivo cirkulalé NET-¢ek jelenlétét
konfokalis 1ézer-pasztazo mikroszkop hasznalataval az atfedé DNS festék, MPO ¢és

citrullinalt hiszton ellenes antitestek kimutatdsaval.

A kidolgozott d&ramlési citometrids modszer akar a klinikumban is alkalmazhat6, 0j
lehetéségként az in vivo cirkulald NET-ek biomarkerként torténd kimutatasara.
Amennyiben tovabbi vizsgalatok is megerésitik az inhalacios kortikoszteroidok NET-
csokkentd hatdsat akkor ez a jelenség kihasznalhato lehetne olyan kérképekben, ahol a

netdzis folyamata szerepet jatszik a betegség patogenezisében.

5.3. Hosszi nem-kodolé RNS-ek vizsgalata

Az IncRNS-ek vizsgalata soran kétlépcsds megkozelitést alkalmaztunk. Els6 korben
84 gyulladasos immunvalaszban és autoimmunitasban szerepet jatszo hosszi nem-kodolod
RNS expresszidjat vizsgaltuk kronikus 1éguti betegségben szenvedd paciensek periférias
vérmintdjaban. Ezt kovetden irodalomkutatds, adatbaziselemzés ¢és eredményeink
kiértékelése alapjan, a csoportok kozott eltérd expresszids mintazatot mutatd IncRNS-ek
kozil hatot kibovitett populacidban vizsgaltunk tovabb. A szamos eltérés kozott
azonositottuk az OIP5-AS1 InCRNS-t, amely magas diszkriminacios erével birt a stlyos

allergias és nem-allergias paciensek megkiilonboztetését tekintve.

Vizsgalatunk alatt néhany publikdci6 mar sziiletett ebben a témaban, ahol egyes

INCRNS-ek expresszios eltérését vizsgaltak és azonositottak tobb kronikus légutakat
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érintd megbetegedésben, kiillondsen asztmaban. Néhany ilyen IncRNS a mi
vizsgalatunkban is szerepelt, azonban nem talaltunk kiilonbséget a TUG1, MALATL,
MEG3 ¢és NEAT1 expresszidjat vizsgalva az egyes csoportok kozott, melyek mas
publikaciokban asztmaval asszociaciot mutattak.130132185 Az eltéré eredmény adodhat a
viszonylag alacsony mintaszambdl (6 enyhe asztma, 6 sulyos asztma és 6 kontroll), illetve
abbdl a ténybdl is, hogy nem tiid6bdl szarmaz6 mintat vizsgaltunk, hanem periférias
vérmintat. Mivel azonban a periférias vér alkalmasabb arra, hogy benne biomarkereket
vizsgaljunk, a cikkekben szereplé IncRNS-ek valdsziniileg nem alkalmasak altalanos
asztma biomarkernek. Ettdl fiiggetleniil valosziniisithetd, hogy szerepet jatszanak az
asztma patogenezisében szovetspecifikus médon vagy egy bizonyos asztma endotipus,

illetve kezelési valasz érzékeny biomarkerei lehetnek.

A GASS5 ¢s antiszensz RNS-ének (GAS5-AS1) kifejezddését vizsgalva bizonyos
Osszehasonlitdsokban szignifikdans eltéréseket kaptunk, viszont a mérsékelten
szignifikdns nominalis p-érték (ami csak alig volt alacsonyabb a szignifikancia
hatérértéknél), illetve az akkor még rendelkezésiinkre allo irodalmi adatok hianyaban
nem Kkeriilt kivalasztasra a kisérlet masodik fazisahoz. Kés6bb, azonban kimutattak a
GAS5 magasabb expressziojat ovalbumin-indukalt asztmas patkanyokban és a GAS5
expresszidjanak gatlasa pedig csokkentette a 1éguti hiperreaktivitas kialakuldsat. Ezen
kutatas, illetve az altalunk kapott vizsgalat eredményei egylittesen a GAS5 asztmdban

betdltott lehetséges szerepére hivjak fel a figyelmet. 18

A kivalasztott INCRNS-ek expressziojat egy, mar gyermekeket és allergias rhinitisben
szenvedd pacienseket is tartalmazo kibdvitett populacion vizsgaltuk tovabb. A legtobb és
legjelentdsebb eltérést a kontroll vs. allergids rhinitis csoportok kozott kaptuk, mely soran
az Osszes szelektalt RNS szignifikdnsan magasabb expresszidt mutatott az allergias
rhinitisben szenvedd paciensek csoportjaban. Az OIP5-AS1, HNRNPU, illetve a JPX a
leginkabb tanulményozott gén az 6sszes koziil. Az expresszid elemzés mellett harom
biologiai halézat kombinacidja segitségével bioinformatikai elemzést végezve

prediktaltuk az IncRNS-ek lehetséges szerepét €s a kapcsolddo GO kifejezéseket.

Az OIP5-AS1 egy konzervalt gén (zebrahal, egér és humén genom vizsgalata altal
meghatarozva), ami szivacsként koti meg az RNS-eket és mikroRNS-eket, fenntartja a

sejtproliferaciodt, regulalja a mitozist €és szamos daganattipusban onkogénként vagy
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tumorszupresszorként funkciondlhat attél fiiggden milyen mRNS-en keresztiil hat.'87-1%

Hepatocellularis karcinoméaban a megndvekedett OIP5-AS1 expresszid csokkent miR-
3163 expresszidval asszocial melynek eredményeképpen a VEGFA szintje megnd, igy
befolyasolva a tumorgenezis és angiogenezis folyamatat.'% Az OIP5-AS1 érdekes modon
a miR-200b-hez kapcsolodva az ACE2 expresszidjat regulalja, ami a COVID-19 egyik
receptora, azonban ennek hatasit a fertézésre még nem tanulminyoztak.'®® Néhany
publikacioban az OIP5-AS1 ko-expresszidjat mutattak ki olyan eozinofil asztmaval
asszociald gének esetében, mint a IL2RB, IL2RG, IL5RA, IL7R, Jak2, Stat2, StatbA,
TLSP, Ccl3, és Cxcl8,¥*41% azonban allergias rhinitisszel kapcsolatban még nem
vizsgaltak. Bioinformatikai elemzésiink soran a transzport és exocitotikus vezikulakkal
annotalt gének jelentdsen feldusultak az OIP5-AS1 célgénjei kozott. Vizsgalatunk alapjan
az OIP5-AS1 4tlagos expresszids szintje szignifikdnsan magasabb szintet mutatott
minden olyan Osszehasonlitdsban, ahol az allergia jelen volt akar kisérdtiinet akar 6nalld
betegség formajaban pl. allergias rhinitis vs. COPD vagy allergias asztma vs. nem-

allergias asztma, de mind koziil a legmagasabb szintet allergias rhinitisben mértiik.

A HNRNPU gén esetében a helyzet egy kissé komplikaltabb. Adatbazisokban a
gén nevének szadmos szinonimdja megtalalhaté és kordbban szamos transzkriptjét
tartottdk nyilvan, ami errdl a génrdl képzddik, de fehérjévé nem irodik 4. A HNRNPU-
ASI antiszensz transzkriptumrol is ugy vélték, hogy egy nem-kodolo transzkriptum, ezért
INCRNS-ként keriilt fel az elére legyartott array-re, amelyet mérésiink soran
alkalmaztunk. Id6k6zben azonban kimutattak, hogy fehérje irddik at a génrdl, majd az
adatbazisokbol eltavolitottak, és manapsag mar mint HNRNPU kodold génként
szerepel .19 Ezt figyelembe véve a vizsgalat soran egy fehérje-kodold gén elemzése
tortént meg. A fehérje funkcidja sok szempontbol hasonlit az IncRNS-ek szervezetben
betoltott szerepéhez. A fehérje képes nukleinsavhoz kotddni, részt vesz a
ribonukleoprotein komplex kialakitdsdban a sejtmagban, és fontos szerepet jatszik a
harom-dimenzids genom szervezddésében is.%1% Emellett szdmos mas folyamatban is
szerepet jatszik, tobbek kozott a velesziiletett immunrendszer szabalyozasaban,
sejtproliferacioban és olyan korképek kialakulasaban, mint a tumorok vagy a mar emlitett
eozinofil asztma,#414519%-197A predikcios elemzés soran a HNRNPU szamos FGFR2

utvonallal asszocialt, ami szintén a fejlddés soran betoltott szerepére utal.
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A legismertebb IncRNS a kivalasztottak koziil, a JPX. Ez a nem-kodolé RNS
molekularis kapcsoloként miikodik az X-inaktivacio folyamataban nékben, de daganatok
kialakulasaval is kapcsolatba hozték, ahol egyes raktipusokban onkogénként méasokban
tumorszupresszorként  fejti ki  hatasat.'®®1% A vizsgalatunk soran elvégzett
halozatelemzés alapjan a JPX tobb olyan immunrendszerrel kapcsolatos folyamatra is
hatassal van, mint az immun effektor folyamatok, sejtaktivaciéo az immunvalaszban és

neutrofil degranulacio.

Az MZF1-AS1 hosszu nem-kodold RNS transzkripcionalis regulatorként mitkodik
kozre a prolin szintézisében €s a neuroblasztoma progresszidjaban, €s emellett olyan

------

utvonalakkal asszocial, amelyek a sejt differenciaciojaban, fejlodésében,

crer

proliferdcidjdban és metabolizmusaban jatszanak szerepet.!%

Legjelentsebb

mennyiségben a tiiddben expresszalodik.?®

Ami az RP11-325K4.3 és RP11-282018.3 IncRNS-eket illeti, jelenleg nem all
rendelkezésiinkre sem adatbdzisokbol nyerhetd, sem publikéaciok soran feltart informacio.
Bioinformatikai analizis soran az RP11-325K4.3 fejlédés soran zajlo folyamatokkal, mig

az RP11-282018.3 aminosav metabolizmussal asszocialt.

A vizsgalt IncRNS gének kifejezodésének mértéke ugyan nem kiilonbozott a
gyermekkori asztma ¢és gyermek kontrollcsoport kozott, néhany nem-kodold RNS
(HNRNPU, RP11-325K4.3, JPX) esetén szignifikansan magasabb expresszids szintet
tapasztaltunk gyermekekben felndttekhez képest (ennek megfelelden az elemzés soran
nem alkalmaztunk Gsszevont korcsoportos elemzést). Mivel a HNRNPU ¢és a JPX a
sejtproliferacioban jatszik szerepet, emelkedett szintjiik a gyermekek vérmintdjaban a
fejlodés soran betdltott szerepiikre utal. Az RP11-325K4.3 funkciojat tekintve még nincs
elfogadott konszenzus az irodalomban, de emelkedett szintje gyermekekben szintén a
fejlodésbeli folyamatokban valo részvételre utalhat, melyet funkcionalis predikcio soran
is sikeriilt kimutatnunk. Erdemes megemliteni, hogy az RP11-325K4.3 IncRNS volt az
egyetlen, amelynek expresszios mintazata szignifikansan eltért felnétt asztma és COPD

kozott.

Egy tanulmany szerint, ami felnéttkorban az INCRNS-ek expresszidjanak
¢letkorral-asszocialt (20 és 79 éves kor kozott) valtozasat vizsgalta kiilonbozé human

szovetekben, nincs olyan hosszii nem-kodolé RNS a keringésben, amely korfiiggd
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expressziét mutatna.?®* Feltételezhetd, hogy a felndttkor elérését kdvetden a vérben
keringd IncRNS-ek expressziés mintdzata nem valtozik jelentdés mértékben, igy kortol
fliggetleniil hasznalhatoak biomarkerként. Természetesen, ez a feltételezés tovabbi

vizsgalatokat igényel tobb mintabol allo diverz populacéd elemzésével.

Eredményeink koziil talan a legérdekesebb, hogy mind a hat kivalasztott cirkulalo
hosszti nem-kodoldé RNS szignifikansan kiilonb6z0 expresszidés mintazatot mutatott a
felnétt kontroll vs. allergias rhinitis 6sszehasonlitas soran. Jelen tudasunk szerint, egészen
eddig egyetlen cikk sem foglalkozott a human vérben taldlhaté IncRNS expresszios
mintazattal allergias rhinitisben. A vizsgalat soran arra is kivancsiak voltunk, hogy ezek
az IncRNS-ek egyiitt, vagy kiilon-kiilon milyen diszkriminativ er6t képviselnek,
hasznalhatoak-e biomarkerként. Azokat az 6sszehasonlitasokat elemeztiik, ahol legalabb
egy szignifikans eltérést mar kimutattunk. A kiértékelés Naive Bayes-modell segitségével
tortént, amellyel a kivalasztott IncRNS-ek harom modell szerint keriiltek értékelésre: (1)
onmagukban, (2) az Osszes IncRNS egyiittvéve, illetve (3) csak a szignifikans eltérést
mutatok. Néhany esetben hiaba kaptunk szignifikans p-értéket az expresszios eloszlasok
vizsgalatakor, a Naive Bayes-i tesztelés soran a diszkriminativ er6 mértéke alacsony volt
a magas, mintak kozotti szoras miatt (pl. RP11—325K4.3 esetében a COPD vs. asztma
Osszehasonlitas (korrigalt p-értek = 0.0092; WA = 0,49) és COPD vs. allergiés rhinitis
(korrigalt p-érték = 0,0002; WA = 0,52). Ezen esetekben az adott InCRNS nem
alkalmazhat6 biomarkerként, azonban a betegségek vagy azok egyes endotipusainak

patomechanizmusédban szerepet jatszhat.

Mas esetekben az IncRNS-ek egyediil vagy kombinacioban meglehetdsen magas
megkiilonboztetd értéket mutattak. A WA érték kiszamitasa soran a legmagasabb értéket
a feln6tt kontroll vs. allergias rhinitis dsszehasonlitaskor kaptuk. Az OIP5-AS1 és JPX,
0,98 és 0,9 WA értéket mutattak kiilon-kiilon, a hat IncRNS egyiittes hasznalata pedig
0,98-as WA értéket ért el. Bar a COPD-s paciensek 30%-a allergias rhinitis tiineteit is
mutatja tarsbetegségként, a WA szintén emelkedett értéket mutatott COPD vs. allergias
rhinitis 6sszehasonlitasakor (OIP5-AS1: WA=0,81; csak a szignifikdns IncRNS—ek
kombinacioja: WA=0,85). Allergias asztma vs. nem-allergias asztma vizsgalatakor egyik
modell sem volt képes 70% feletti pontossaggal megkiilonboztetni a két csoportot (a
legmagasabb WA érték 0,68 volt ha csak a szignifikans IncRNS-eket vessziik

figyelembe), azonban mivel jelenleg nincs olyan biomarker ami ezt a két asztma
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endotipust egyértelmilen meg tudna kiilonboztetni, érdemes lehet ezek tovabbi

vizsgalata.?9

Habar az allergias rhinitis diagnozisa ma mar elég megbizhato (tiinetek, bérproba,
allergén-specifikus IgE), még mindig nincs olyan objektiv biomarker, amely képes a
tiinetek nyomonkovetésére allergénspecifikus immunterapia soran. Jelenleg a klinikai
értékelés a szubjektiv klinikai és immunoldgiai paraméterek valtozasan alapul. Tobb,
kiilonboz6 algoritmust dolgoztak mar ki a tiinetek és gydgyszerezés pontozasara, azonban

ma még egyik sem altaldnosan elfogadott.

Természetesen nem lehet egyértelmiien kijelenteni, hogy az OIP5-AS1, JPX vagy
a kivalasztott 6 IncRNS kombinacidja hasznos biomarkerek az AIT-ben, de
mindenképpen érdemes tesztelni 6ket. A hat IncRNS koziil 6t esetben mértiink tobb, mint
kétszeres expresszids szintvaltozast a kontrollcsoporthoz képest. Az OIP5-AS1 kiilondsen
igéretes jeloltnek tiinik, mivel az expresszios szintje relative kis szorast mutatott rhinitis
és kontrollcsoporton beliil, illetve a diszkriminativ ereje még dnmagaban is kiemelked6en
magas volt (WA=0,98). Meg kell azonban emliteni, hogy a mintak gy{jtése majusban és
Juniusban tortént, mig a parlagfli csticsidénye Magyarorszagon augusztus €s oktober kozé
tehetd. Jelenleg még nem tudni, hogy ezen INCRNS-ek keringésben mérhetd szintje
korrelal-e a tiinetek stlyossagaval, illetve, hogy hogyan valtozik az immunterapia soran,
azonban a szignifikdnsan emelkedett expressziojuk alapjan arra kdvetkeztethetiink, hogy
részt vesznek az allergids rhinitis patomechanizmusaban, amely feltételezés ha
bizonyitast nyer, potencialis j gyogyszercélpontok lehetnek. Koztudott, hogy az allergia
tiineteinek tobbségéért a FcRI és allergén-specifikus IgE kozotti keresztkotés felelds,
amely a hizosejtekbdl €s bazofil granulocitakbol felszabaduld gyulladasos medidtorok
exocitozisat okozza. Bioinformatikai elemzésiink szerint az OIP5-AS1 a transzport és
exocitotikus vezikulak sejtkomponenseivel asszocial. Az OIP5-AS1 magasabb szintje
ezen vezikuldk fokozott mennyiségére utalhat allergias betegekben. Amennyiben tovabbi

vizsgalatok soran is sikeriil ezt igazolni, 0j terapias vagy gyogyszercélpont lehet.
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6. Kovetkeztetések

Tie2 utvonal és a TEK gén szerepének vizsgalata

o Az 15622232 SNP jelenléte gyermekkori asztmas populacioban, fiukban
megnovelte az allergids conjunctivitis kialakulasanak kockézatat dominans és
allélikus modon

e az rs7034505 variacio minor all¢ljanak homozigota formaban valo jelenléte
lanyokban emelkedett allergids conjunctivitis kockazattal asszocialt

e az rs3824410 variacid6 minor T alléljanak jelenléte csokkenti a sulyos asztma
kialakulasanak rizikdjat felnott (allergias) asztmas populaciéban

e asztma-egér modell vizsgalata soran a Tek és Angptl gén alulexpresszalodott
kontrollokhoz képest, mig a proinflammatorikus Nfkbl expresszidja
szignifikansan 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 potencidlis terapias

célpontok lehetnek asztmaban és allergias conjunctivitisben.
Neutrofil extracellularis csapdak vizsgalata

e Kidolgoztunk egy uj aramlasi citométer alapi 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

e az asztma sulyossaggal parallel emelkedd NET atlagértéket kaptunk

o alégzésfunkcidé FEV1 értéke negativ korrelaciot mutatott a NET-szinttel

e azinhalacios kortikoszteroidok NET-csokkentd hatastiak lehetnek, mely jelenség
kihasznéalhatd lehetne olyan korképekben, ahol a netdzis folyamata szerepet

jatszik a betegség patogenezisében.
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Hosszu nem-kodolo RNS-ek vizsgalata

A felfedezé kohorszban 27 IncRNS mutatott nomindlisan szignifikans eltérést
legalabb egy 0sszehasonlitasban

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
gyermek és felnétt kontrollcsoport kozott 3 IncRNS (HNRNPU, RP11-325K4.3
és JPX) mutatott expresszios kiilonbséget

allergias asztmaban az RP11-325K4.3, HNRNPU ¢és OIP5-AS1 IncRNS-ek
szignifikdnsan magasabb expresszidt mutattak nem-allergias asztmaval szemben
felnott asztma és COPD kozott egyetlen IncRNS mutatott kiilonbséget, az RP11-
325K4.3, mely szignifikansan magasabb normalizalt expresszids szintet mutatott
asztmaban COPD-vel szemben, azonban a nagy mintdk ko6zotti szords miatt
differencidldiagnosztikara nem alkalmas

az OIP5-AS1 4tlag expresszidja minden esetben szignifikdnsan magasabb szintet
mutatott abban a csoportban, ahol az allergia jelen volt 6nmagaban vagy
tarsbetegség formajaban, valamint a biomarkerként torténd vizsgalata soran a
legmagasabb diszkriminativ erdvel rendelkezett

az OIP5-AS1, JPX vagy a kivalasztott 6 IncRNS kombinacidja hasznosnak

bizonyulhat AIT nyomonkdvetésére.
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7. Osszefoglalas

A TEK gén és a Tie2 utvonal 6sszefliggéseit asztmaval és allergias conjunctivitisszel
kapcsolatban vizsgalva, asszociacios teszteket végezve, a gén 2 SNP-je gyermek asztmas
populaciéban conjunctivitisre hajlamositott, mig egy masik SNP csokkentette a stlyos
asztma kialakuldsanak kockazatat a felnott asztmas populacidban. Asztmas egérmodell
segitségével Kimutattuk a Tek és Angptl gének expresszidjanak szignifikans csokkenését,
mig a proinflammatorikus  Nfkbl expresszidja  szignifikansan emelkedett
kontrollcsoporthoz képest. Eredményeink tovabbi bizonyitékokat szolgaltatnak a Tie2
¢s az ahhoz kapcsolddd utvonalak mindkét betegség lehetséges terapids célpontjai

lehetnek a jovoben.

A neutrofil extracellularis csapddk szerepet jatszhatnak az asztma és a COPD
kialakuldsadban. Jelenlétilk stimuldlatlan sejtmentes plazma mintdbdl kimutathato
konfokalis 1ézer-pasztazo mikroszkop segitségével. A keringé NET-ek in vivo kvantitativ
kimutatdsara egy aramlasi citometrian alapuld modszert dolgoztunk ki, mely akar klinikai
koriilmények kozott is alkalmazhatd. A NET-ek szintje szignifikdns Osszefiiggést
mutatott az asztma sulyossagaval, és negativan korrelalt a FEV1 1égzésfunkci6 értékkel.
A gyogyszerhasznalat vizsgalata soran az ICS NET-csokkentd hatasat detektaltuk, mely
ha megerdsitést nyer akkor felhasznalhato lehetne olyan betegségekben, amelyekben a

NET képzddése hozzajarul a korkép patogeneziséhez.

Nyolcvannégy hosszi nem-kodold RNS expressziojat vizsgaltuk asztmas, COPD-s és
kontroll mintakbol allo felfedezé populacioban. Hat INCRNS-t valasztottunk ki tovabbi
kibovitett populacion torténd elemzésre, melyben gyermek és allergias rhinitises mintak
is helyet kaptak. Mind a 6 IncRNS expresszioja szignifikansan magasabb volt felnott
allergias rhinitisben kontrollokhoz képest. Biomarker vizsgalat soran az OIP5-AS1 és
JPX rendelkezett a legmagasabb diszkriminativ értékkel. Ez alapjan felhasznalhatdak
lehetnének akar az AIT nyomonkdvetésére is. A keringd IncRNS-ek csoportok kozotti
expresszios eltérései biomarkerekként alkalmazhatoak és asztmaban, COPD-ben, illetve
allergidban betoltott szerepiikre utalnak, mely alapjan ezekben a betegségekben

potencidlis terapias célpontok lehetnek.

122



8. Summary

Examining the associations between the TEK gene and the Tie2 pathway in relation
to asthma and allergic conjunctivitis using association tests, 2 SNPs of the TEK gene
predisposed to conjunctivitis in the pediatric asthmatic population, while another SNP
reduced the risk of severe asthma in the adult asthmatic population. Examining an
asthmatic mouse model, significantly decreased expression of Tek and Angptl was
detected, while the expression of proinflammatory Nfkb1 was significantly increased. Our
results provide further evidence that the Tie2 pathway, the TEK gene and its variations
may play a role in asthma and allergic conjunctivitis. The gene and its associated
pathways might be potential therapeutic targets for both diseases in the future.

Neutrophil extracellular traps may play a role in the development of asthma and
COPD. Their presence can be detected from an unstimulated cell-free plasma sample
using a confocal scanning microscope. A method, based on flow cytometry, has been
developed for the quantitative evaluation of in vivo circulating NETSs, which can be used
even in clinical settings. The level of NETs was significantly correlated with asthma
severity and negatively correlated with the value of FEV1. During the evaluation of
medical useage, NET-lowering effect of ICS was detected, if it will be confirmed, could

be used in diseases in which the formation of NET contributes to the pathogenesis.

The expression of 84 long non-coding RNAs was examined in a population of
asthmatic, COPD, and control samples. Based on the results and literature data, 6
IncRNAs were selected for further analysis in an expanded population that included
pediatric and allergic rhinitis samples. Expression of all 6 IncRNAs was significantly
higher in adult allergic rhinitis compared to controls. In the study of IncRNAs as
biomarkers, OIP5-AS1 and JPX had the highest discriminant value in allergic rhinitis vs.
control comparison. Based on this, they could even be used to monitor allergen-specific
immunotherapy. Differences between groups in the expression of circulating INCRNAs
can be used as biomarkers and suggest their role in asthma, COPD, and allergy, which
makes them applicable in these diseases as potential therapeutic targets.
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citometria vildgaba vald bevezetésért, szakmai tanicsokért, irdnymutatasért ¢&s

segitségért, amellyel a netozis projekt sordn tamogattak.

Halaval tartozom Dr. Visnovitz Tamdésnak a konfokalis 1ézer-pasztazéd
mikroszkop hasznalata soran nyujtott segitségéért és ugyszintén kszonettel tartozom az
intézet minden tovabbi munkatarsanak, akikt6l az évek soran szamtalan hasznos tanacsot

¢s segitséget kaptam.

Kiilon szeretném megkdszonni Dr. Antal Péter, Dr. Molnar Viktor, Dr. Nagy

Adrienne, valamint Dr. Balint Balint kiemelkedd szerepét a DesensIT projekt soran.

Koszoném Dr. Csoma Zsuzsannanak, Dr. Galffy Gabrielldnak, Dr. Tamasi
Lillanak, Dr. Nagy Adriennenek és Dr. Sultész Monikanak a rendelkezésemre bocsajtott

mintakat és a szakmai tanacsokat.

Végiil szeretnék kdszonetet mondani a csaladdomnak €s barataimnak, akik minden

nehézségben mellettem alltak, irdnyt mutattak €s batoritottak.
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