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BEVEZETES

A kronikus gyulladédsos bélbetegségek (inflammatory bowel disease, IBD) két klinikai
megjelenési formaja a Crohn-betegség (CD) ¢és a colitis ulcerosa (CU). Az IBD
kialakuldsdnak hatterében nagy valosziniiséggel az immunrendszer, bélfléra és genotipus
komplex viszonya, illetve annak zavara all, patogenezisének pontos okai ugyanakkor még
nem ismertek. A foldrajzi eloszlas heterogenitasa, a familiaris IBD formak, az egypetéjii ikrek
magas konkordancia értéke mind a genetikai hattér szerepét hangsulyozza a betegség
kialakulasaban. Az eddig azonositott hajlamositdo gének egy része Crohn-betegségre, illetve
colitis ulcerosara specifikus jelleget mutat, mig masok mindkét klinikai forma kialakuldsaban
kockazatnoveld hatassal bir. Az ismert 16kuszok koziil leggyakrabban a CARD15, ATG16L1
¢és IL23R gének, valamint az IBDS5 16kusz all a kutatasok kézéppontjaban. Az elmult években
elterjedt, az egész genomot térképez6 tanulmanyok (genome wide association study, GWAS)
els6sorban a gyakori varidnsok azonositasaban sikeresek, am a segitségiikkel azonositott
l6kuszok még igy is a betegség genetikai meghatarozottsaganak csupan 25%-aért tehetok
feleléssé, a maradék 75% tovabbra is ismeretlen. Eppen ezért valosziniisitheté, hogy a CD
fenotipust tobb szaz minor biologiai hatassal bird, a populacidban elterjedten megtaldlhato
SNP interakcidja alakitja Ki és/vagy erGs hatast ritka variansoknak tulajdonithaté a
megjelenése. Ez idaig csak néhany magas OR értéket mutatd varianst sikeriilt azonositani,
ezzel szemben nagyszamu gyakori, de csekély mértékben hajlamositd SNP valt ismertté. A
betegséggel asszocidlt 1okuszok novekvd szamaval lehetdvé valt a gének kozti interakcid
vizsgalata is. A gén-gén interakcidé (masnéven genetikai episztazis) fogalma nem uj keletii, az
eredeti megfogalmazas Sszerint az episztazis az a jelenség, amikor az egyik gén hatasa elfedi a
masikét. A populacids szinten megfogalmazott definicio a bioldgiai funkcié helyett mar
inkabb statisztikai jelleget 6lt, az adott statisztikai modellben a gének additiv hatasatol valo
eltérését jelenti. A populacios szinten kimutathaté kolcsonhatdsok azonban csak korlatozott
szinten jelzik a hattérben zajlé valos biologiai folyamatokat, viszont magyarazhatjak a GWA
vizsgélatok soran talalt asszocidciok fliggetlen mintdn torténd ismétlésének kudarcait. A
statisztikai gén-gén interakciot vizsgald tanulmanyok potencialis célpontjai Crohn-betegség
esetén elsésorban a CARD15, ATG16L1, IL23R gének valamint az IBD5 16kusz. Fontos
hangsulyozni ugyanakkor, hogy a legtobb esetben nem feltétleniil csak az egyes gének kozti
interakci6 feltarasa a cél, hiszen annak is prediktiv értéke lehet, hogy az egyes genotipusok,
allélok kombinalodasa hogyan befolyasolja a betegség kialakuldsdnak kockéazatat, még akkor

is, ha nem ismerjiik pontosan a hattérben zajlé biologiai folyamatokat. A fokozott relativ



kockézatot jelentd kombinaciok megismerésével lehetdvé valhat a potencidlisan

veszélyeztetettek kiszilirése.

Caspase activation recruitment domain containing protein 15 (CARD15)

A velesziiletett immunvalasz kulcsfontossagi elemei azok a receptorok, melyek
mikrobdkhoz asszocialt molekularis mintdzatokat ismernek fel, ide tartozik tobbek kozott a 23
receptort magaba foglaldé Nod-like receptorcsalad (NLR) is. Ezek koziil is kiemelkedik a
NOD2 (nucleotide-binding oligimerization domain containing 2) fehérje, melynek egyes
mutacidi egyértelmli Osszefiiggést mutatnak a Crohn-betegség kialakulasaval. A NOD2
citoplazmatikus receptor ligandja a Gram+, illetve Gram- baktériumok sejtfalat alkoto a
muramil-dipeptid (MDP). Mivel a NOD2 intracellularis szenzor, ezért szerepe elsésorban
potencialis veszély esetén jelentds, vagyis amikor a patogén mikrobak mar a citoplazmaba
jutottak. Amint a NOD2 molekula aktivalodik, a RICK/Rip2 (CARD3) protein kinazhoz és
CARDS9 fehérjéhez kapcsolodik, majd a nuklearis faktor kappa B (NFkB) és a mitogén-
aktivalt protein kinaz (MAPK) jelatvitel aktivalasan keresztiil proinflammatorikus citokinek
(tobbek kozott TNFa, IL6 és IL1B) termelését valtja ki. A Crohn-betegség patogenezise
szempontjabol fontos, hogy a receptor nemcsak fehérvérsejtekben, illetve endotélsejtekben és
fibroblasztokban expresszalodik, de intesztinalis epitélsejtekben, valamint a vékonybél
Paneth-sejtjeiben is megtalalhatd. A NOD2 fehérjét a CARD15 gén kodolja, mely a 16q12
kromoszoémarégioban talalhato. E génnek eddig tobb mint 60 variansat azonositottak, ezek
koziil 3 mutacio, a missens R702W (rs2066844) és G908R (rs2066845), valamint az 1007fs
(rs2066847) inszercio esetén legszembetindbb a CD-vel vald kapcsolat. A betegséggel a
legszorosabb asszociaciot mutatd 1007fs frameshift mutacié rovidebb fehérjeterméket
eredményez, aminek kdvetkeztében a receptor rogzitése a plazmamembran belsé felszinéhez
nem megfeleld. A CARD15 varidnsok a kaukdzusi eredetli eurdpai Crohn-betegek jelentds
részében megtalalhatok, igaz az egyes népcsoportokban igen eltéré gyakorisaggal fordulnak
el6. Egyetlen CARD15 mutacié hordozasa a Crohn-betegség kialakulasanak relativ kockazatat
2-4-szeresre, legalabb két mutacio egyiittes jelenléte pedig mar akar 15-40-szeresére is
emelheti. Ezen variansok hajlamosité hatasa CD-specifikus, CU-ban nem talaltak kapcsolatot.
Magyar populdcidban Lakatos és munkatarsai irtdk le elséként a CARDI15 variansok
eléfordulasat: tanulmdnyukban az R702W ¢és 1007fs mutaciok és a Crohn-betegség
kapcsolatat erdsitették meg, a harmadik varians viszont semleges hatasunak bizonyult. A
NOD2 miikddésének zavara nagy valoszinliséggel az intesztinalis immunhomeosztazis

felboruldsdhoz vezet, &m ebben a CARD15 varidnsok pontos szerepe nem teljesen tisztazott.



A NOD2 mutéciok a Paneth-sejtek defenzin termelését is befolyasoljak: elégtelen NOD2
miikodés esetén e sejtek antibakterialis peptid szekrécioja csokken, ami eldsegitheti a

baktériumok mukdzaba jutasat.

Autophagy-related 16-like 1 (ATG16L1)

Az autofagia alapvetd, komplex sejtbioldgiai folyamat, mely elsdsorban a hosszl
¢letidejli fehérjemolekulak, illetve a feleslegessé valt, eloregedett sejtalkotok citoplazmabol
torténd eltavolitasat végzi. Az autofagia azonban nemcsak az intracellularis homeosztazis
fenntartdsahoz, illetve a sejt taléléséhez nélkiilozhetelen, éppugy fontos szerepet jatszik a
kiilonboz6 fejlédési és differenciacios folyamatokban is. Az adaptiv immunvalasz soran
szintén autofagocitozis révén torténik az endogén antigének feldolgozasa, illetve bemutatasa
MHCII molekulan keresztiil; igy az autofagia részt vesz az intracellularis mikrobak
eliminalasaban, a B- és T-sejt funkcid, valamint a centralis tolerancia kialakitasaban is. A
(makro)autofagia folyamatanak preciz végrehajtasat az ATG (autophagy-related) proteinek
Osszehangolt miikodése biztositja, koziilik az ATG16L1 fehérje modulator funkciot 1at el. Az
ATG16L1 az ATGS és ATGI12 molekuldkkal egyiitt komplexet képez, mely az autofag-
rendszer membran lokalizaciojaért felel, illetve tovabbi fehérjékkel egyiitt az autofagoszoma-
képzésben jatszik kulcsszerepet. Az ATG16L1 proteint kodolo gén a 2q37.1
els6ként Hampe és munkatarsai hoztak osszefiiggésbe a Crohn-betegség kialakulasaval 2007-
ben; ezt kdvetden a polimorfizmus és a CD-re vald hajlam kozti kapcsolat szamos nemzetkdzi
tanulmanyban is szignifikansnak bizonyult. Ez a varians magyar betegekben szintén kockazati
tényez6t jelent. Az ATG16L1 fehérje els6sorban a vékony- és vastagbél epitélsejtjeiben,
fehérvérsejtekben, illetve a 1épben expresszalodik. A vékonybélben talalhaté Paneth-sejtekben
az antimikrobialis peptideket (pl.: defenzint) tartalmazé szekréciés granulumok
exocitozisaban jatszik szerepet, az ATG16L1 variansra nézve homozigbta CD-betegek

ileumabdl nyert szovetmintakban a Paneth-sejtek koros morfologiat mutatnak.

Interleukin 23 receptor (IL23R)

A Crohn-betegekben manifesztalodo szovetkarosodasért az adaptiv immunitas tulzott
reakcioja tehetd feleléssé. Régota ismert az a tény, hogy CD-ben Thl dominancia alakul ki,
amely a gyulladasos folyamatoknak kedvez. A Thl sejtek mellett a T-limfocitak egy masik
alpopulacidja is fontos szerephez jut a betegség kialakulasaban. A CD4" és CD25 Thil7
limfocitak legfobb sajatossaga az IL17 proinflammatorikus citokin termelése. A naiv T-sejtek

Th17 iranyba torténd differencialodasat az 1123 és TGFP citokinek egyidejii expresszioja
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valtja ki. Az els6sorban aktivalt makrofagok, illetve dendritikus sejtek altal termelt, p40 és
p19 alegységekbdl felépiilé 1L23 a Thl7 sejtek IL17-expressziojat fokozza. Az IL17A az
epitél- és endotélsejteken, fibroblasztokon és a leukocitakon talalhaté sejtfelszini receptoran
keresztiil tovabbi gyulladasos mediatorok felszabaditasaval és a neutrofil granulocitak
aktivalasaval vesz részt az immunvalasz szabdlyozasaban. Az immunregulacid érzékeny
egyensulyanak megbomlasa gyulladasos és autoimmun betegségekhez vezet; az 1L23/1L17
tengely éppen ezért kulcsfontossaghi a kronikus gyulladasos folyamatok kialakulasaban. Az
iledlis dendritikus sejtek fokozott IL23 szekrécidja indukalt, T-sejt medidlt colitises
egérmodellben, illetve Crohn-betegekben szintén azt bizonyitja, hogy ez a citokin dontd
szerepet jatszik a betegség patogenezisében. A heterodimer IL23 funkcionalis receptora a
szintén heterodimer IL23R fehérje, amely elsdsorban aktivalt mieloid sejteken (makrofagok,
dendritikus sejtek), illetve T-limfocitakon expresszalodik. A receptort felépitd két alegység
koziil az egyik az IL12R-al kozos (IL12RB1, 19p13), mig a masik az IL23R-ra specifikus. Az
IL23R ¢és az IL12RA2 gének kozti szakaszon, illetve magaban az IL23R génben talalhato
polimorfizmusok és a Crohn-betegség kozott elséként Duerr és munkatarsai mutattak Ki
szignifikdns kapcsolatot. Az altaluk leirt 10 SNP koziil kiemelkedik az egészen alacsony
allélfrekvenciat mutatd varians; ez, a fehérje citoplazmatikus doménjében lokalizalodo
missense R381Q (rs11209026) mutacio erds védo hatassal bir. A kutatocsoport tovabbi 9 SNP
(rs1004819, rs7517847, rs10489629, rs2201841, rs11465804, rs1343151, rs10889677,
rs11209032, rs1495965) esetén talalt szoros asszociaciot a betegséggel. Az IL23R
génvariansok szerepét szamos kiilfoldi tanulmany vizsgalta €s erdsitette meg. A dolgozatban
vizsgalt rs1004819 és CD kozti kapcsolatot Glas, illetve Einarsdottir kutatocsoport is igazolta.
Magyar betegekben a — nemzetk6zi eredményekhez hasonldoan — az R381Q védé faktornak
bizonyult, s6t, a gén 3’UTR régiojaban talalhatdé rs10889677 és az intronikus rs2201841

polimorfizmusok hajlamositd szerepét is sikeriilt bizonyitani.

Citotoxikus T limfocita antigén 4 (CTLA4)

A T-sejt aktivacio két jelet igényel, a T-sejt receptor (TCR) komplexen keresztiili
antigén-specifikus stimuldci6 csak az un. kostimuldcios szignallal egyiitt vezet teljes
aktivaciohoz. Ezt a masodik jelet a CD28 molekula kozvetiti, mely az APC felszinén
megjelend B7-1 (CD80) és B7-2 (CD86) ligandokat koti. A B7 molekuldakat nagyobb
affinitassal kotd sejtfelszini CTLA4 molekula a T-sejt aktivacio késObbi szakaszaban jelenik
meg és gatlo jeleket tovabbit a T-sejt szamara. A CD28 és CTLA4 molekula a timuszban érd

timocitak negativ szelekcidjanak szabalyozasaban is részt vesz: a CD28 kostimulacidé az



crer

segiti el8. Az aktivalt T-sejteken kiviil a periférian talalhato FoxP3" Treg sejtek jelentds része
is expresszal CTLA4-t. A CTLA4 gatlasa esetén allatmodellben szervspecifikus autoimmun
betegségek, IBD és cukorbetegség idézhetd elé. A CTLA4 fehérjét kodoldo gén a 2q33.2
kromoszoémarégioban talalhatod; az ICOS, CTLA4 és CD28 géncsoport tagja. A génnek tobb
szubtitucioval jar6 +49A/G mutaciét azonositottdk. A vizsgalt autoimmun betegségek
tulnyomoé részében a G allél, colidkiaban ugyanakkor az A allél esetén né a betegség
kialakulasanak kockazata. A +49A/G mutaci6 Crohn-betegségben jatszott Szerepe nem
tisztazott. Egy japan tanulmanyban a GG genotipus hajlamosité hatdsat irtdk le, amely
azonban kizarolag fisztulas betegek esetén volt szignifikans, mig egy masik munkacsoport az
A allél, illetve az AA genotipus esetén igazolt asszociaciot. Holland, kinai, cseh és magyar
betegpopulaciot vizsgald tanulmanyok mind negativ eredménnyel zarultak. Szdmos esetben a
+49 A/G mutdci6 hatasdt nem Onmagaban, hanem tobb mas CTLA4 varianssal egyiitt
vizsgaljak, illetve a kromoszomarégioban tapasztalhatdé nagyfoku kapcsoltsag miatt az 1ICOS

¢és CD28 génvariansokkal alkotott haplotipus hatasat mérik.

IBD5

Az 5031 régidban talalhatd nagyjabol 250 kb kiterjedésti 10kusz — az tin. IBDS riziko
haplotipus — és a Crohn-betegség kozott szignifikans asszociacio all fenn. Ebben a régioban
szdmos, az immunologiai folyamatokat szabalyozé — €s igy a betegség szempontjabol érdekes
— citokint kodold gén talalhato (pl.: IL4, IL5, IL13). és munkatarsai 11 olyan egyenértékii, az
IBDS5 kockazati haplotipust alkotd, ,,helyettesit6” SNP-t jeloltek ki, amelyek dnmagukban is —
a haplotipussal pontosan megegyez0 mértékben — hajlamositanak a betegségre, igy
barmelyikiik felhasznalhato a tovabbi asszociacidés vizsgalatokban. E markerek koziil

legnépszertibbek az IGR2096a_1, IGR2198a_1 ¢s IGR2230a_1 polimorfizmusok.

CELKITUZESEK

Munkénk célja a nemzetkozi, illetve hazai irodalom altal leirt f6bb hajlamosité 16kuszok,
igy a CARD15, ATG16L1, IL23R gének, valamint az IBDS5 10kusz kdzti statisztikai interakcid
vizsgalata magyar Crohn-betegekben. A kovetkezé polimorfizmusok/mutaciok vizsgalatat
tlztik ki célul:

1) CARD15 gén: rs2066844 (R702W), 1s2066845 (G908R), rs2066847 (L1007fs)

2) ATGI16L1 gén: rs2241880 (T300A)



3) IL23R gén: rs1004819 és rs2201841
4) IBDS 16kusz: rs1762208 (IGR2230a 1), rs11739135 (IGR2198a 1), rs12521868
(IGR209%6a_1)
Célunk volt tovabba a CTLA4 gén +49A/G (rs231775) mutacid, valamint a harom fenti IBDS

varians kombindcidjanak statisztikai elemzése a hazai Crohn-beteg populacidban.

ANYAGOK ES MODSZEREK
Vizsgalt populacio

Az Orvosi Genetikai Intézet biobankja a Nemzeti Biobank Halozat tagjaként miikodik,
valamint részét képezi az Osszeuropai Biobanking and Biomolecular Resources Research
Infrastructure (BBMRI) programnak. Az altalunk vizsgalt Crohn-betegek mintai - melyek
gylijtése 2003 ota folyamatosan zajlik az Orvosi Genetikai Intézetben - az orszag tobb
pontjarol, igy érkeztek. Szombathelyrd, Zalaegerszegrdl, Pécsrdl, Békéscsabarol, Miskolcrol
valamint Budapestrdl érkeztek. A vizsgalatba bevont személyek minden esetben beleegyeztek
a genetikai analizisbe, mely etikai bizottsagi engedély birtokaban (ETT TUKEB), és az 1975-
0s Helsinki deklaraci6 alapelveinek megfelelden tortént. Az IL23R, ATG16L1, CARD15
gének és IBDS 10kusz vizsgélata soran 315 Crohn-beteg (151 férfi és 164 nd, atlagéletkor:
38,7 £ 0,79 év) DNS mint4jat genotipizaltuk, mig a CTLA4 gén és IBDS 16kusz analizisébe
305 Crohn-beteget (146 férfi és 159 nd, atlagéletkor 38,7 + 0,80 év) vontunk be. A genetikai
analizist részletes klinikai vizsgalat el6zte meg, mely magaba foglalta a részletes korel6zmény
felvételét, fizikalis és laboratoriumi vizsgalatot, endoszkdpos és hisztologiai eljards soran
nyert eredményeket. A kontroll csoportot random modon vélasztott autoimmun betegségben
nem szenvedo, egészséges véradok alkottak. Az IL23R, ATG16L1, CARD15 gének és IBDS
l6kusz vizsgalata soran 314 kontroll személy (170 férfi és 144 nd, atlagéletkor 40,8 + 0,80 év)
genotipusat hataroztuk meg; a CTLA4 gén és IBDS variansok analizisébe 310 kontroll
személyt (169 férfi, 141 nd, atlagéletkor 40,8 + 0,80 év) vontunk be.

Genotipizalas

Vizsgéalatainkat EDTA-val alvadasgatolt periférids vérbdl rutin kis6zadsos moddszerrel
izolalt DNS mintakon végeztiik el. A genotipusok meghatdrozasahoz (rs2066844 kivételével)
PCR-RFLP vizsgalatot alkalmaztunk. Az amplifikaciohoz altalunk tervezett, specifikus
primereket hasznaltunk. A PCR termék detektaldsa gélelektroforézissel, 1,5%-0s agardz

gélen, etidium-bromid festéssel, UV megvilagitassal tortént. A modszerek tervezésénél, a

restrikcios endonukleazok kivalasztasanal fontos szempont volt, hogy valamennyi PCR
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termék tartalmazzon egy, az emésztés hatékonysaganak ellendrzésére szolgdld obligat
hasitohelyet is. Az egyes DNS fragmentumok elkiilonitése gélelektroforézissel, 3%-os agar6z
gélen, etidium-bromid festéssel, UV megvilagitassal tortént standard DNS Iétra mellett.
Valamennyi altalunk tervezett PCR-RFLP modszer specificitasat direkt szekvenaldssal
ellendriztiik, az rs2066844 varidns genotipizaladsat pedig kizardlag ezzel a technikéval

végeztik.
Statisztikai modszerek

A genetikai kapcsoltsag vizsgalatahoz, illetve a Hardy-Weinberg egyensuly
teljesiilésének ellenérzéséhez Haploview 4.1 programot hasznaltunk. A statisztikai analizist
SPSS 15.0 programcsalad segitségével végeztik. Az egy-lokusz analizis sordn az
allélfrekvencidk Osszehasonlitdsa Pearson xz probaval tortént. Az egyes genetikai eltérések és
a betegség kozotti asszocidcid feltardsdra korra €és nemre korrigdlt binaris logisztikus
regressziot alkalmaztunk. A két-lokusz analizis soran a génvaridnsok kombinacidinak
vizsgalata eldtt a genotipusokat annak megfeleléen csoportositottuk, hogy az egy-lokusz
vizsgalat soran az adott polimorfizmus dominans vagy recessziv jelleget mutatott-e. A
CARD15 gén esetén létrehoztunk egy Uj kategéridt is (CARDI1S statusz), amit a
kovetkezoképpen definidltuk: a vizsgalt személy CARD15—, ha mindhdrom variansra nézve
normal genotipussal rendelkezik; illetve CARD15+, ha legalabb egy mutéans allélt hordoz. A
kiilonb6zd kombinaciok és a betegség kozti asszociacid vizsgalatat logisztikus regresszidval
(,,interaction term” bevonasaval), illetve Xz probaval végeztiik (2x2 kontingencia tébla
képzésével). Referencia genotipusok: IL23R rs1004189 normal (GG); IL23R rs2201841
normal+heterozigta (TT+TC); ATG16L1 rs2241880 normaltheterozigéta (AA+AQG);
CARD15 R702W normal (CC); CARD15 G908R normal (GG); CARD15 1007fs normal (—-);
CARD15- statusz; IGR2230a 1 normél (GG); IGR2198a 1 normal (GG); IGR2096a 1
normal (GG), CTLA4 normal+heterozigota (GA+AA) genotipus. Az esélyhanyados (OR)
valamennyi esetben a beteg €s a kontroll populéciéo 6sszehasonlitdsara vonatkozik 95%-0s
konfidencia intervallummal (95% CI), a szignifikancia szintet P<0,05-nél hiiztuk meg. Az
egyes kombinacidk vizsgdlata soran szamos hipotézist teszteltiink, ami korrekciot igényel,

ehhez a Benjamini-Hochberg modszert alkalmaztunk (FDR=0,05).}

! Az Eredmények c. fejezet adatai és a tablazatok a dolgozat alapjaul szolgalé publikaciok eredeti, Benjamini-
Hochberg korrekcid elétti szignifikancia (P) értékeit tartalmazzak. Abban az esetben, ha a P értékek utdlagos
korrekcidja soran az eredmény szignifikancidja elveszett, ezt minden esetben jeloltiik a szovegben.
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EREDMENYEK

Az 1L23R 1s1004819 varianst elséként vizsgaltuk a magyar Crohn-beteg
populédcioban. Megallapitottuk, hogy a fenti mutacié homozigéta formaban noveli a

betegség kialakulasanak kockazatat.

Megerdsitettiink tobb korabbi hazai eredményt: a CARD15 R702W ¢és L1007fs,
valamint az ATG16L1 T300A hajlamosit a Crohn-betegség kialakulasara a magyar

populécioban.

Emelt mintaszammal megerdsitettiik korabbi sajat eredményeinket: az IL23R génben
talalhatd rs2201841 varians, valamint az IBDS5 rizikd haplotipus részét képezo
IGR2198a 1 és IGR2096a 1 markerek a Crohn-betegség rizikofaktoranak
tekinthetdk; mig a CARD15 gén G908R mutécidja, az IBDS 1dkuszon taldlhatod
IGR2230a_1 polimorfizmus, valamint a CTLA4 +49A/G variansa neutralis szereppel
bir.

Megéllapitottuk, hogy az egyes, a betegséggel asszociaciot mutatd fobb génvaridnsok
egymastol fiiggetleniil emelik a CD kialakuldsdnak kockazatat, mégpedig a kovetkezd
sorrendben: 1GR2096a_1, IGR2198a_1, ATG16L1 T300A, IL23R rs1004819,
CARD15 R702W, CARD15 statusz, CARD15 L1007fs és 1L23R rs2201841

A génvariansok kombinaldsanal a kdvetkezd megallapitasokat tettiik:

. Az ATG16L1 T300A mutacié homozigdta formaban a CARD15 R702W és L1007fs

mutacioktol fiiggetlen hajalmositdé tényezd. A magyar populacidoban rizikofaktort
jelent6 CARD15 mutacidok az ATG16L1 gén vizsgalt variansaval egyiitt tobbszordsére
emelték a betegség kialakulasanak esélyét, a harom CARD15 mutécié dsszevonasaval

képzett CARD15 statusz esetén szintén hasonlo hatést tapasztaltunk.

. Az ATG16L1 T300A homozigota formaban mindkét IBD5 marker esetén fiiggetlen

hajlamositd tényez6. Mindkét IBDS varidns az ATG16L1 genotipustol fliggetleniil
emelte a betegség kialakulasanak kockazatat, a kapott OR értékek az egy-l6kusz
analizis eredményével megegyezd mértékiiek. Az ATG16L1 T300A varidns a vizsgalt
IBD5 markerek egyikével parositva magasabb kockazatot jelent a betegség

kialakulasara, mint 6nmagaban vizsgalva.

. A két IL23R polimorfizmus és az ATG16L1 mutacié kombinalasa soran kiilonbséget

talaltunk: az IL23R rs2201841 CC homozigota genotipus és az ATG16L1 T300A



mutacié homozigota formdban egymastol fiiggetleniil ndveli a betegség kialakulasara
valé hajlamot, egyiittes jelenlétiik tovabb emeli a CD kockazatat. Az IL23R rs1004189
mutacié kockazatnéveld hatasa az ATG16L1 T300A normal genotipus jelenlétében
nem érvényesiil, az ATG16L1 homozigdta formdja sem mutat szignifikans asszociaciot
a betegséggel normal rs1004189 hattér mellett. Az IL23R rs1004189 és ATG16L1
T300A varians egyiittes hatdsa ugyanakkor magasabb rizikot eredményez, mint

onmagukban vizsgalva.

. Mindkét IL23R varians normal CARD15 genotipus hattér mellett szignifikansan emeli
a betegség kialakulasanak kockazatat; az R702W és L1007fs mutaciok ilyen irdnya
hatasa a két IL23R mutacid hianyaban is érvényesiil. Az IL23R rs2201841 ¢s CARD15

R702W kombinacid esetén nem talaltunk szignifikans asszociciot.

. Az IL23R 1s2201841 mutaci6 az IBDS5 hattértdl fliggetleniil emeli a betegség
kialakulasdnak kockazatat. Az rs1004819 ugyanakkor kizarélag valamelyik IBDS
markerrel parositva mutat asszocidciot a betegséggel, s6t, normal rs1004819 hattér

mellett az IBDS5 16kusz hatdsa sem érvényesiil.

. Az altalunk vizsgélt magyar Crohn-beteg populacioban a CARD15 gént és az IBDS5

l16kuszt egymastol fliggetlen hajlamosité tényezonek talaltuk.

. A legnagyobb OR értéket a pozitiv CARD15 statusz és az IL23R rs2201841 egyiittes
vizsgalata sordn kaptuk, a masodik legmagasabb kockazatot az IL23R rs2201841 és

L1007fs mutacidk parositadsa eredményezte.

. Eredményeink szerint a CTLA4 +49 AA genotipus hattér modositja a vizsgalt IBDS
markerek hajlamosit6 hatdsat: a genotipusok kombinaldsa soran az IGR2198a 1 és
IGR2096a_1 polimorfizmusok kizardlag ezzel a CTLA4 genotipussal egyiitt ndvelik a

betegség megjelenésének kockazatat.
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1. tablazat Az IL23R, ATG16L1 és IBDS5 genotipus-€s allélfrekvenciai betegekben és kontrollokban

IL23R (rs1004189)

GG

GA
GA+AA
AA
RAF

IL23R (rs2201841)

TT

TC
TC+CC
cC
RAF

ATG16L1 T300A (rs2241880)

AA

AG
AG+GG
GG
RAF

CARD15 R702W (rs2066844)

CcC

CT
CT+TT
TT
RAF

CARD15 GO08R (rs2066845)

GG

GC
GC+CC
(o
RAF

CARD15 L1007fs (rs2066847)

RAF
CARD15 statusz

+

IGR2198a_1 (rs11739135)

GG

GC
GC+CC
ccC
RAF

IGR2096a_1 (rs12521868)

GG

GT
GT+TT
TT
RAF

CD

119 (37,8%)
152 (48,3%)
196 (62,2%)
44 (14,0%)
0,381

131 (41,6%)
139 (44,1%)
184 (58,4%)
45 (14,3%)
0,363

56 (17,8%)
151 (47,9%)
259 (82,2%)
108 (34,3%)
0,583

275 (87,3%)
38 (12,1%)
40 (12,7%)
2 (0,6%)
0,067

299 (94,9%)
16 (5,1%)
16 (5,1%)
0 (0,0%)

0,025

264 (83,8%)
42 (13,3%)
51 (16,2%)
9 (2,9%)
0,095

220 (69,8%)
95 (30,2%)

91 (28,9%)
160 (50,8%)
251 (79,7%)
64 (20,3%)
0,457

94 (29,8%)
149 (47,3%)
221 (70,2%)
72 (22,9%)
0,465

Kontroll

151 (48,1%)
140 (44,6%)
163 (51,9%)
23 (7,3%)
0,296

152 (48,4%)
145 (46,2%)
162 (52,6%)
17 (5,4%)
0,285

72 (22,9%)
163 (51,9%)
242 (77,1%)
79 (25,2%)
0,511

294 (93,6%)
18 (5,7%)
20 (6,4%)
2 (0,6%)

0,035

305 (97,1%)
9 (2,9%)
9 (2,9%)
0 (0,0%)

0,014

291 (92,7%)
23 (7,3%)
23 (7,3%)
0 (0,0%)

0,037

262 (83,4%)
52 (16,6%)

120 (38,2%)
144 (45,9%)
194 (61,8%)
50 (15,9%)
0,389

120 (38,2%)
142 (45,2%)
194 (61,8%)
52 (16,6%)
0,392

OR (95% CI)*

1,50 (1,09-2,08)
2,05 (1,20-3,50)

1,28 (0,93-1,76)
2,97 (1,65-5,33)

1,45 (0,98-2,17)
1,69 (1,19-2,41)

2,13 (1,19-3,80)
0,62 (0,06-6,98)

1,65 (0,71-3,86)
n

2,57 (1,51-4,36)
n

2,17 (1,46-3,21)

1,54 (1,10-2,15)
1,32 (0,87-1,99)

1,44 (1,03-2,02)
1,45 (0,97-2,17)

P

0,013
0,008
0,001

0,14
<0,001
0,003

0,06
0,004
0,011

0,011
0,70
0,011

0,24

0,17

<0,001
n
<0,001

<0,001

0,013
0,19
0,014

0,034
0,07
0,009

RAF: rizik¢ allél frekvencia; *korra és nemre korrigalt érték.
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2. tablazat A CTLA4 és IBDS5 genotipus- és allélfrekvenciai betegekben és kontrollokban

CD Kontroll OR (95% CI)* P
CTLA4 (rs231775)
GG 33 (10,8%) 48 (15,5%)
GA 144 (47,2%) 148 (47,7%) 0,99 (0,72-1,36) 0,954
GA+AA 272 (89,2%) 262 (84,5%) 1,51 (0,94-2,44) 0,088
AA 128 (42,0%) 114 (36,8%) 1,23 (0,89-1,70) 0,213
RAF 0,656 0,606 0,073
IGR2230a_1 (rs17622208)
GG 71 (23,3%) 91 (29,4%)
GA 158 (51,8%) 149 (48,1%) 1,13 (0,82-1,56) 0,441
GA+AA 234 (76,7%) 219 (70,6%) 1,35 (0,94-1,95) 0,102
AA 76 (24,9%) 70 (22,6%) 1,16 (0.80-1.69) 0,431
RAF 0,508 0,466 0,140
IGR2198a_1 (rs11739135)
GG 88 (28,9%) 120 (38,7%)
GC 155 (50,8%) 140 (45,2%) 1,24 (0,91-1,71) 0,179
GC+CC 217 (71,1%) 190 (61,3%) 1,55 (1,10-2,17) 0,012
cc 62 (20,3%) 50 (16,1%) 1,33 (0,88-2,01) 0,179
RAF 0,457 0,387 0,013
IGR2096a_1 (rs12521868)
GG 91 (29,8%) 120 (38,7%)
GT 144 (47,2%) 138 (44.5%) 1,09 (0,79-1,50) 0,592
GT+TT 214 (70,2%) 190 (61,3%) 1.45 (1,03-2.03) 0,032
T 70 (23.0%) 52 (16,8%) 1.47 (0,98-2.19) 0,062
RAF 0,466 0,390 0,008
RAF: rizik¢ allél frekvencia; *korra és nemre korrigalt érték.
3. tablazat IL23R, ATG16L1, CARD15 és IBD5 egyiittes vizsgalata: relativ OR értékek
IL23R rs1004189 IL23R rs2201841 ATG16L1
GG GA+AA TT+TC cc AA+AG GG
CARD15 R702W
156 3,04 157
cc ! (1,12-2,19) ! (1,67-5,57) ! (1,09-2,25)
CT+TT 2,35 3,18 2,25 475 2,20 3,18
(1,03534)  (1,45-697) (126-403)  (0,5342,81) (1,14-426)  (1,11-9,08)
CARD15 G908R
151 2,69 151
GG ! (1,09-2,09) ! (1,49-4,86) ! (1,06-2,14)
155 323 1,49 1,44 6,91
GC+CC o46521)  (0,99-10,57) (0,62-3,59) n (056-372)  (0,83-57,92)
CARD15 L1007fs
o ) 157 ) 2,89 ) 154
(1,12-2,20) (1,57-5,32) (1,07-2,22)
csce 2,85 3,40 243 852 2,37 4,27
(128635  (1,69-6,.82) (142-418)  (1,04-69,74) (1,29-434)  (L54-11,79)
CARD15 statusz
) . 1,50 ) 2.70 . 154
(1,04-2,16) (1,42-5,15) (1,04-2,27)
.\ 2,10 333 2,12 9,15 2,12 382
(117-376)  (1,96-5,67) (142-316)  (2,05-40,74) (135-331)  (1,86-7.86)
IGR2198a_1
143 483 171
GG 1 (0.80-2.53) 1 (1.52-15.37) 1 (0.94-3.09)
GCrCC 145 2.44 158 3.66 1.60 238
(0.84-248)  (1.43-4.15) (L11-224)  (L81-7.41) (1.07-238)  (L46-3.87)
IGR2096a_1
155 403 163
GG ! (0.88-2.73) ! (1.39-11.62) ! (0.91-2.92)
- 1.49 241 150 371 150 232
(0.87-256)  (1.42-4.09) (106-213)  (L80-7.67) (L01-224)*  (1.42-3.79)
ATG16L1
134 2,67 ; -
AATAG ! (0.92-1.95) 1 (1.31-5.44)
oG 1.16 251 148 468 ; -
(0.68-1.99)  (1.55-4.08) (103-214)  (L72-12.78)

P<0,05
*Benjamini-Hochberg korrekci6 utan nem szignifikans érték
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4. tablazat IBD5 és CARD15 egyiittes vizsgalata: relativ OR értékek

IGR2198a_1 IGR2096a_1
GG GC+CC GG GT+TT
CARD15 R702W
1,60 1,55
cc ! (1,13-2,27) ! (1,09-2,20)
3,17 2,819 3,07 2,75
CT+TT (1,15-8,69) (1,39-5,72) (1,20-7,86) (1,32-5,70)
CARD15 G908R
1,52 147
GG ! (1,08-2,13) ! (1,05-2,06)
1,79 2,69 2,19 241
GC+CC (0,39-8,22) (0,97-7,45) (0,51-9,41) (0,86-6,77)
CARD15 L1007fs
__ 1 1,61 L 1,48
(1,13-2,31) (1,03-2,11)
3,04 3,58 243 3,74
—C+CC (1,30-7,14) (1,80-7,16) (1,06-5,59) (1,85-7,54)
CARD15 statusz
- 1 1,63 1 154
(1,11-2,39) (1,05-2,26)
. 2,65 3,19 2,46 3,18
(1,365,17) (1,90-5,37) (1,29-4,69) (1,87-5,39)
P<0,05
5. tablazat CTLA4 és IBDS egyiittes vizsgalata: relativ OR értékek
IGR2230a_1 IGR2198a_1 IGR2096a_1
GG GA+AA GG GC+CC GG GT+TT
CTLA4
1,19 1,43 1,20
GA+GG 1 1 1
(0,76-1,87)* (0,93-2,19) (0,79-1,84)
A 0,941 1,59 1,06 1,86 0,85 1,74
(0,490-1,810) (0,99-2,57) (0,60-1,88) (1,17-2,94)* (0,48-1,51) (1,11-2,75)*
P<0,05

*Benjamini-Hochberg korrekci6 utan nem szignifikans érték

EREDMENYEK MEGBESZELESE ES KOVETKEZTETESEK

A CARD15 gén megismerése Ota, az egész genomot lefedd kapcsoltsagi és
asszociacios vizsgalatok, illetve nagyméretli metaanalizisek sordn szdmos tovabbi 1dkusz
kapcsolatat is igazoltak a Crohn-betegség kialakuldsaval, igy ma mar kozel 140, a betegség
kialakulasdnak kockazatat befolydsold 1okuszt ismeriink. Az egyes potencialis l0kuszok
vizsgalata azonban Onmagaban nem elégséges, a gének kozotti interakcioval — amely a
komplex betegségek genetikai architekturdjanak alapvetd velejardja — szintén szdmolni kell,
ezek vizsgalata tovabbi informaciot adhat a betegség kialakuldsanak okarol, folyamatarol.
Bizonyos variansok egyiittes hordozasanak elemzése segitheti a kockéazat becslését, magas

rizikdju csoportok azonositasat is.

ATG16L1 és CARD15
Hampe ¢és munkatarsai a harom legismertebb CARD15 varians és az ATG16L1 T300A
(rs2241880) mérsékelt, de szignifikans statisztikai interakciojat mutatta ki egy 735 CD
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beteget és 368 kontrollt tartalmazo német mintacsoportban. Az ATG16L1 GG genotipus
nemcsak, hogy rizikéfaktornak bizonyult a vizsgalt CARD15 mutéaciok hianyaban, hanem a
CARD15 magas kockazatot jelent6 6sszevont csoportjaban is nagyobb OR értéket tapasztaltak
az ATG16L1 G allél jelenlétében az alacsony kockazattal biré genotipusokhoz (vadtipusuak
valamint heterozigdotdk) viszonyitva. Prescott tanulmanyaban - bar az ATG16L1 a CARD15
statusztol fliggetleniil is fokozta a CD kialakuldsara valdo hajlamot - a T300A G allél
frekvenciaja magasabbnak bizonyult a CARD15 hordozo csoportban a CARD15 negativ
csoporthoz képest, ami a két 10kusz kozti gyenge interakcio jeleként is felfoghatd. Egy, az
ujzélandi CD populaciot vizsgald kutatocsoport mindamellett, hogy megerdsitette az
ATG16L1 GG genotipus CARD15-t6] fiiggetlen hajlamositd szerepét, a két 1okusz additiv
hatasarol is beszamolt. Gyermek betegek mintainak vizsgélata sordn Lacher és munkatarsai
nem talaltak episztatikus interakciot az ATG16L1 és CARD15 gének kozott, a hajlamosito
allélok egyiittes hordozésa esetén azonban a betegség kockazata megemelkedett. Tobb, a két
gén kozti statisztikai interakciot vizsgdld tanulmany végzddott negativ eredménnyel. Biining
¢s munkatarsai német és holland betegpopulacié mellett 147 magyar, Szegeden gyijtott
Crohn-beteg mintait is elemezték, a T300A és a CARD15+ statusz kozott azonban nem volt
nyoma statisztikai interakcionak az egyes vizsgalt populaciokban, illetve azok egyesitése utan
sem. Az altalunk vizsgalt 315, az orszadg tobb régidjabol szarmazd beteg mintajanak
feldolgozasa soran megerdsitettik az ATG16L1 T300A varians valamint az R702W és
L1007fs mutaciok egymastol fiiggetlen hajlamosité szerepét. Eredményeink szerint
ugyanakkor magyar populacioban rizikofaktort jelenté CARD15 mutaciok az ATG16L1 gén
vizsgalt variansaval egylitt 3-4-szeresére emelik a betegség kialakulasanak esélyét. A két gén
kozti kapcsolatot a fehérjeszintli vizsgalatok is valdsziniisitik. A NOD1 és NOD2 fehérjék
mint intracellularis szenzorok fontos szerepet jatszanak az invaziv baktériumok 4&ltal
eldidézett autofag folyamatokban; a baktériumok bejutdsi helyén az ATG16L1 fehérjével
egylitt a sejtmembran citoszolikus oldalan kolokalizdlddnak ¢és kozremiikodnek az
autofagocitozis elinditasaban. Cooney és munkatarsai kimutattak, hogy az autofagia MDP-vel
torténd aktivalasa primer humén dendritikus sejtekben fokozza a baktériumok elpusztitdsanak
hatékonysagat, illetve eldsegiti az MHCII molekulan keresztiil torténd antigén prezentaciot.
S6t, azokban a dendritikus sejtekben, melyek ATG16L1 vagy NOD2 varianst hordozé Crohn-
betegekbdl szarmaztak, sériiltek ezek a funkciok. Egy masik kutatocsoport eredményei szerint
a NODI ¢és NOD2 — a RIP2 molekulatdl és az NF-kB transzkripcids faktortol fiiggetlen
médon — az invaziv baktériumok bejutdsi helyére, a plazmamembranhoz irdnyitja az

ATGI16LI1 fehérjét; a NOD2 frameshift mutaciora homozigéta betegek sejtjeiben ugyanakkor
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ez nem torténik meg, igy a baktériumok autofagiaval torténd eltavolitasa sikertelen. Homer és
munkatarsai kisérleteik soran szintén funkcionalis interakciot tartak fel a két gén kozott: az
autofagia utvonal kiilonb6zé 1épéseinek szelektiv gatlasaval csokkent NOD2 jelatvitel-
aktivaciot értek el, az ATG16L1 iIRNS-vel torténd gatlasa szintén sériilt NFkB jelatvitelt
eredményezett. Cooney és Travassos eredményeivel szemben ebben a tanulmanyban az
ATG16L1 T300A homozigotak PBMC-i nem tértek el funkcionalisan a normal+heterozigota
csoporttol: nem mutatkozott kiilonbség az MDP-stimulaci6 hatasara torténéd TNFa
szekrécioban, a NOD?2 jelatviteli folyamatokban, az autofagia mértékét és dinamikajat illetéen
sem. Human eredetii vastagbél epitélsejtekben ugyanakkor a T300A varians a NOD2 funkcid
kiesését idézte eld. Plantinga és munkatarsai kimutattdk, hogy a T300A varianst hordozé
betegekbdl izolalt PBMC-k fokozott mennyiségben termelik az IL1B és IL6
proinflammatorikus citokineket NOD2 liganddal torténd stimulalds hatasara, ezzel
egyidejileg a NOD?2 altal medialt autofagoszéma-képzddés is lecsokken. A normal fehérje
jelenlétében tehat az autofagia irdnyaba, mutacié esetén a RIP2 jelatviteli ut felé terelédik az
egyensuly, aminek kovetkeztében az IL1B mRNS transzkripci6 szintje végiil megemelkedik,
ezért a szerzOk a NOD?2 jelatvitelben az ATG16L1 modulator szerepét hangsulyozzdk. A
proinflammatorikus citokin fokozott szekrécioja magyarazatot adhat a gyulladas kialakulasara
Crohn-betegekben, masrészt viszont a T300A homozigdta genotipus relativ gyakorisaga,
illetve az a tény, hogy szinte minden Gram+ és — baktérium aktivalhatja a NOD2 molekulat,
feltételezi, hogy mas immunoldgiai faktoroknak is fontos szerepilk van a gyulladas

kialakulasaban.

ATGI16L1 és IBD5

Az ATG16L1 T300A varians és az IBDS5 16kusz kozti statisztikai interakciot vizsgald
nemzetkdzi tanulményok mind negativ eredménnyel zarultak: az ATG16L1 muticié az
IGR2096a 1 markert6l, az SLC22A4 C1672T és SLC22A5 G-207C génvaridnsoktol, illetve az
ezek altal alkotott IBDS5 haplotipustol fiiggetleniil noveli a Crohn-betegség kialakulasanak
kockazatat. Az altalunk vizsgalt betegpopulacioban az ATG16L1 T300A homozigdta
formaban mindkét IBDS marker esetén szintén fiiggetlen hajlamositod tényezének bizonyult,
normal ATG16L1 genotipus mellett az IGR2198a 1 C allél, illetve az IGR2096a 1 T allél
hordozasa a betegség kialakulasanak esélyét szintén szignifikdnsan emelte a referencia
genotipus kombinaciohoz képest. Az ATG16L1 T300A génvarians a vizsgalt IBD5 markerek
egyikével parositva magasabb kockazatot jelentett a betegség kialakulasara nézve, mint

amikor egymastol fiiggetlentil vizsgaltuk azokat.
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ATG16L1 és IL23R

Az ATG16L1 T300A génvarians és a Crohn-betegség kapcsolatat egy idoben elséként
leir6 két GWA tanulmany koziil ugyan az egyik kitért az ATG16L1 és IL23R gének kozti
interakcid analizisére, de nem talalt szignifikans kapcsolatot a T300A ¢és az IL23R gén
vizsgélt 13 SNP-je kozott. Parkes és munkacsoportja az IL23R rs11805303 varianst az
ATG16L1 rs10210302 polimorfizmussal kombinalta, statisztikai interakciot azonban nem
talalt. Roberts a T300A és az IL23R véd6 hatasu ritka variansa, az R381Q ko6zotti interakciot
vizsgalta 0j-zélandi betegek €s kontrollok mintdin, és a két gén egymastol fliggetlen hatasat
erdsitette meg. Cotterill kutatocsoportja egy nagy volumen(i meta-analizisében szintén
ugyanezt a parositast elemezte, a statisztikai interakcio vizsgalata azonban ebben az esetben is
negativ eredménnyel zarult. Glas és csoportja szintén nem talalt interakciét az ATG16L1
T300A, valamint a 10 legismertebb IL23R varians — igy az R381Q, rs1004189 és rs2201841 —
analizise soran. Magyar Crohn-betegekben Lakatos és munkatarsai bar vizsgaltak a T300A ¢és
R381Q variansokat, am a tanulmany nem terjedt ki a két gén kozti statisztikai interakcid
vizsgalatara. Az IL23R gén jelen dolgozatban vizsgalt két variansa egymastol eltéré modon
viselkedett az ATG16L1 T300A mutacidval torténé kombinacié soran. Az 1L23R rs2201841
CC homozigota genotipus és a T300A mutacid homozigdta formaban egymastdl fiiggetleniil
novelte a betegség kialakulasara vald hajlamot, egyiittes jelenlétiik ugyanakkor a CD
megjelenésének kockazatat mintegy 4,5-szeresre emelte. A masik, a magyar Crohn-beteg
populacidoban altalunk elsdként vizsgalt IL23R rs1004189 mutacié kockazatndveld hatdsa
meglepd mdédon a T300A normal genotipus jelenlétében egyaltalan nem érvényesiilt, sot a
T300A homozigota formdja sem mutatott szignifikans asszocidciot a betegséggel normal
rs1004189 hattér mellett. A két polimorfizmus egyiittes hatasa ugyanakkor 2,5-szeres OR
értéket eredményezett, ami magasabb, mint amit az IL23R rs1004189 egy-lokusz vizsgalata

soran kaptunk.

IL23R és CARD15

Miutan az IL23R génvariansok szerepe a Crohn-betegség kialakulasaban egyértelmiivé
valt, kezdetét vette az azonositott SNP-k és a CARD15 mutaciok kozotti interakcio keresése.
Az IL23R gén ismert polimorfizmusai koziil elsésorban az R381Q varians az, amelyet a
koztik. Roberts és munkatarsai altal feldolgozott wj-zélandi mintacsoportban az R381Q
varidns ugyan a CARDI15 mutacioktol fliggetleniil fokozta a betegség kialakulasanak
kockazatat, de ez a hatas csak a vadtipusi CARD15 genotipus mellett volt megfigyelhetd.
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Mivel az R381Q a legmagasabb OR értéket a CARD15 magas rizikdji genotipusanak
jelenlétében adta, ezért a munkacsoport az R381Q és CARD15 kozott additiv hatast
feltételezett. Cummings az IL23R nyolc variansat vizsgalta a CARD15 génnel parositva, de
nem talalt statisztikai interakciot a két gén kozott. Az IL23R rs1004819 variansa és a CARD15
gén kozti interakciot vizsgald tanulmany szintén negativ eredménnyel zarult. Jelen
dolgozatban vizsgalt mindkét IL23R varians normal CARD15 genotipus hattér mellett
szignifikdnsan emelte a betegség kialakulasanak kockézatat; a CARD15 R702W ¢és L1007fs
mutaciok rizikdé hatdsa a két IL23R mutdcid hidnyaban is érvényesiilt. A masodik
legmagasabb kockazatot az rs2201841 ¢és L1007fs mutaciok kombinacidja eredményezte, ez a
referencia genotipushoz képest 8,5-szer nagyobbnak adddott; mig a legnagyobb OR értéket a
pozitiv CARD15 statusz és az rs2201841 egyiittes vizsgélata soran kaptuk. Erdekes modon az
rs2201841 ¢és az R702W kombinacio esetén nem talaltunk szignifikdns asszociaciot a

betegség megjelenésével a referencia genotipus kombindcidhoz viszonyitva.

IL23R és IBD5

Az IL23R gén ¢és az IBDS5 1okusz kozti statisztikai interakcid vizsgalataval szintén tobb
nemzetkozi tanulmany foglalkozott. Glas és munkatarsai az IL23R rs1004819 varians
valamint az SLC22A4/5 mutaciok kozotti statisztikai interakciot elemezve nem tudott
szignifikans kapcsolatot kimutatni. Okazaki az IL23R rs10889677 ¢és az IGR2230_al
varidnsok kozott ugyan nem talalt szignifikdns interakciot, de erre utald tendenciat igen.
Cummings és munkatéarsai az IL23R gén és az IBDS 16kusz kozti interakcid vizsgélata soran
az rs11209026 varians kivételével - amely az OCTN1/2 TC haplotipustol fiiggetlen
védofaktornak bizonyult - szinte valamennyi vizsgalt IL23R varians (tobbek kozott az
rs1004819 és rs2201841) csak pozitiv IBD5 hattér mellett mutatott szignifikans asszociaciot a
betegséggel. Munkank soran két IL23R SNP, az rs2201841 és rs1004819 variansok valamint
az IBDS haplotipus részét képezd két marker, az IGR2198a 1 és IGR2096a 1 kozti
interakcidt vizsgéaltuk. Eredményeink szerint, az rs2201841 mutaci6 az IBDS5S hattértdl
fliggetleniil emelte a betegség kialakulasanak kockazatat (5-, illetve 4-szeresére). Az
rs1004819 ugyanakkor kizarolag valamelyik IBDS markerrel parositva mutatott asszociaciot a

betegséggel, sot, normal rs1004819 hattér mellett az IBDS 16kusz hatdsa sem érvényesiilt.

IBD5 és CARD15
Az IBDS és CARDI15 gének kozti lehetséges interakcio felderitésére iranyuld
kutatasok mar az ezredfordulo tajan elindultak. Mirza kutatocsoportja TDT (transmission

disequilibrium test), illetve eset-kontroll vizsgalataiban az 5931 régio és a CARD15 gén
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kozott kooperaciot irt le, az IBDS riziko haplotipus kizarolag olyan személyekben fordult eld,
akik legalabb egy CARD15 varianssal rendelkeztek. Gazouli eredményei szerint a CARD15
gén és az OCTN1/2 TC haplotipus egyiitt emeli a Crohn-betegség kialakulasanak kockazatat,
mas vizsgalatok viszont nem talaltak szignifikans kapcsolatot sem a TC haplotipus, sem mas
IBD5 variansok esetén. Az altalunk vizsgalt magyar Crohn-beteg populacioban a CARD15
gén ¢és az IBDS lokusz fiiggetlen hajlamositd tényezdnek bizonyult. A vizsgalt CARD15
mutaciok mind az IBD5 polimorfizmusok jelenlétében, mind azok hianyaban 3,4 koriili OR

értéket eredményeztek.

CTLA4 és IBD5S

Nem ritka, hogy a CTLA4 +49 A/G varians hatasa autoimmun betegségekben csak
mas génekkel, elsdsorban bizonyos HLA altipusokkal kombindlva érvényesiil. Hradsky ugyan
nem talalt szignifikdns kapcsolatot a +49 A/G varidns és Crohn-betegség kialakulasa kozott,
az altala vizsgalt tobbi CTLA4 polimorfizmus, illetve az azok altal alkotott haplotipus a
CARD15 L1007fs mutacio jelenlétében, valamint adott IL23R hattér mellett (R381Q) egyarant
védd hatastnak bizonyult. Tanulmanyaban a CTLA4 +49 A/G mutaci6, valamint két, a
betegségre hajlamositdo IBD5 marker k6z0s hatasat vizsgaltuk. Eredményeink szerint a CTLA4
GA+GG genotipus hattér mellett sem a vizsgalt IGR2198a 1 C all¢l, sem az IGR2096a_1 T
allél nem mutatott asszociaciot CD-vel. A CTLA4 +49 AA genotipus jelenlétében ugyanakkor
a betegség kialakulasanak kockazata szignifikdnsan megemelkedett, az OR értékek az egy-
16kusz vizsgalathoz képest magasabbnak adodtak. A harmadik, a betegség kialakulasa
szempontjabol neutralis hatasa IBD5 marker, az IGR2230a 1 esetén nem talaltunk
Osszefliggést egyik vizsgalt kombinacional sem, bar a CTLA4 AA / IGR2230a_1 GA+AA

kombinacio6 kozel szignifikansnak adodott.

Tobb-l0kusz, és magas kockazattal jaré genotipus kombinaciok

Irodalmi adatok szerint ATG16L1, CARD15 ¢s IBDS5 16kuszon homozigota genotipus
kombinacioja azonban a normal genotipushoz képest mintegy 20,4-szeresére (95% CI: 8.71-
47.7) emeli a betegség kialakulasanak kockazatat. Weersma az ATG16L1, IL23R, CARD15,
IBD5 ¢és DLGS lokuszok kombindlt analizise soran a hajlamositd allélek szdmanak
novekedésével a betegség kockazatanak emelkedését mutatta ki. Az askenazi zsido
populacidéban a kontrollcsoporthoz képest a NOD2, IL23R, IRGM ¢és PTGER4 hajlamosito
allélok szama CD-ben magasabbnak. A tobb lokusz egyidejii vizsgalatanak legfontosabb
korlatja a megfeleld6 mintaszam elérése. Jelen dolgozatban — a magyar viszonylatban

magasnak tekinthetd, de statisztikai szempontbdl viszont alacsony mintaszdm miatt — ugyan

18



nem volt lehetdség kettdnél tobb lokusz kombinalasara, a kiilfoldi eredmények alapjan
érdemes volna emelt mintaszammal a magyar populacidban is felderiteni a magas kockazatot

jelzd genotipus kombinaciokat.

19



PUBLIKACIOK

Ertekezés alapjaul szolgalé kozlemények (IF: 4,477)

1.

Csongei V, Jaromi L, Safrany E, Sipeky C, Magyari L, Polgar N, Bene J, Sarlés P,
Lakner L, Baricza E, Szab6 M, Rappai G, Melegh B. (2011) Interaction between
CTLAA4 gene and IBD5 locus in Hungarian Crohn's disease patients. Int J Colorectal
Dis 26: 1119-1125. IF: 2,385

Csongei V, Jaromi L, Safrany E, Sipeky C, Magyari L, Faragé B, Bene J, Polgar N,
Lakner L, Sarlés P, Varga M, Melegh B. (2010) Interaction of the major
inflammatory bowel disease susceptibility alleles in Crohn's disease patients. World
J Gastroenterol 16: 176-183. IF: 2,092

Egyéb kozlemények (IF: 51,823)

1.

Kovacs T, Csongei V, Feller D, Ernszt D, Smuk G, Sarosi V, Jakab L4, Kvell K,
Bartis D, Pongracz JE. Alteration in the Wnt microenvironment directly regulates
molecular events leading to pulmonary senescence. Aging Cell. Elfogadott
kozlemény.

Sarlos P, Varszegi D, Csongei V, Magyari L, Jaromi L, Nagy L, Melegh B.
Susceptibility to ulcerative colitis in Hungarian patients determined by gene-gene
interactions. World J Gastroenterol 20: 219-227 (2014).

Bartis D, Csongei V, Weich A, Kiss E, Barko S, Kovacs T, Avdicevic M, D'Souza
VK, Rapp J, Kvell K, Jakab L, Nyitrai M, Molnar TF, Thickett DR, Laszlo T,
Pongracz JE. (2013) Down-regulation of canonical and up-regulation of non-
canonical Wnt signalling in the carcinogenic process of squamous cell lung
carcinoma. PLoS One 8: e57393. IF: 3,730 (2012).

Polgar N, Csongei V, Szabo M, Zambo V, Melegh BI, Sumegi K, Nagy G,
Tulassay Z, Melegh B. Investigation of JAK2, STAT3 and CCR6 polymorphisms
and their gene-gene interactions in inflammatory bowel disease. Int J Immunogenet
39: 247-252 (2012). 1F: 1,290

Varecza Z, Kvell K, Talabér G, Miskei G, Csongei V, Bartis D, Anderson G,
Jenkinson EJ, Pongracz JE. Multiple suppression pathways of canonical Wnt
signalling control thymic epithelial senescence. Mech Ageing Dev 132: 249-256
(2011). IF: 3,439

Sipeky C, Csongei V, Jaromi L, Safrany E, Maasz A, Takacs |, Beres J, Fodor L,
Szabo M, Melegh B. Genetic variability and haplotype profile of MDR1 (ABCB1)
in Roma and Hungarian population samples with a review of the literature. Drug
Metab Pharmacokinet 26: 206-215 (2011). IF: 2,321

Safrany E, Szell M, Csongei V, Jaromi L, Sipeky C, Szabo T, Kemeny L, Nagy J,
Melegh B. Polymorphisms of the IL23R gene are associated with psoriasis but not
with immunoglobulin A nephropathy in a Hungarian population. Inflammation 34:
603-608 (2011). IF: 1,747

Jaromi L, Csongei V, Polgar N, Rappai G, Szolnoki Z Madsz A, Horvatovich K,
Safrany E, Sipeky C, Magyari L, Melegh B. Triglyceride level-influencing
functional variants of the ANGPTL3, CILP2, and TRIBL1 loci in ischemic stroke.
Neuromolecular Med 13: 179-186 (2011). IF: 5,000

20



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Horvatovich K, Bokor S, Polgar N, Kisfali P, Hadarits F, Jaromi L, Csongei V,
Repasy J, Molnar D, Melegh B. Functional glucokinase regulator gene variants
have inverse effects on triglyceride and glucose levels, and decrease the risk of
obesity in children. Diabetes Metab 37: 432-439 (2011). IF: 2,411

Polgar N, Jaromi L, Csongei V, Maasz A, Sipeky C, Safrany E, Szabo M, Melegh
B. Triglyceride level modifying functional variants of GALTN2 and MLXIPL in
patients with ischaemic stroke. Eur J Neurol 17: 1033-1039 (2010). IF: 2,510

Mohas M, Kisfali P, Jaromi L, Maész A, Fehér E, Csongei V, Polgar N, Safrany E,
Cseh J, Stimegi K, Hetyésy K, Wittmann I, Melegh B. GCKR gene functional
variants in type 2 diabetes and metabolic syndrome: do the rare variants associate
with increased carotid intima-media thickness? Cardiovasc Diabetol 9: 79 (2010).
IF: 2,720

Jaromi L, Csongei V, Polgar N, Szolnoki Z, Maasz A, Horvatovich K, Farag6 B,
Sipeky C, Safrany E, Magyari L, Kisfali P, Mohas M, Janicsek I, Lakner L, Melegh
B. Functional variants of glucokinase regulatory protein and apolipoprotein A5
genes in ischemic stroke. J Mol Neurosci 41: 121-128 (2010). IF: 2,720

Sipeky C, Csongei V, Jaromi L, Safrany E, Polgar N, Lakner L, Szabo M, Takacs I,
Melegh B. Vitamin K epoxide reductase complex 1 (VKORC1) haplotypes in
healthy Hungarian and Roma population samples. Pharmacogenomics 10 (2009):
1025-1032. IF: 3,893

Safrany E, Hobor R, Jakab L, Tarr T, Csongei V, Jaromi L, Sipeky C, Valasek A,
Zeher M, Fust G, Czirjak L, Melegh B. Interleukin-23 receptor gene variants in
Hungarian systemic lupus erythematosus patients. InflammRes. 59: 159-64 (2010).
IF: 2,004

Safrany E, Pazar B, Csongei V, Jaromi L, Polgar N, Sipeky C, Horvath IF, Zeher
M, Poor G, Melegh B. Variants of the IL23R gene are associated with ankylosing

spondylitis but not with Sjégren syndrome in Hungarian population samples. Scand
J Immunol 70: 68-74 (2009). IF: 2,108

Lakner L, Csongei V, Sarlés P, Jaromi L, Safrany E, Varga M, Orosz P, Magyari L,
Bene J, Miheller P, Tulassay Z, Melegh B. IGR2096a_1 T and IGR2198a_1 C
alleles on IBD5 locus of chromosome 531 region confer risk for Crohn's disease in
Hungarian patients. Int J Colorectal Dis 24: 503-507 (2009). IF: 2,102

Lakner L, Csongei V, Magyari L, Varga M, Miheller P, Sarlos P, Orosz P, Bari Z,
Takacs 1, Jaromi L, Safrany E, Sipeky C, Bene J, Tulassay Z, Débronte Z, Melegh
B. [Possible role of selected IGR and SLC22A4/SLC22A5 loci in development of
inflammatory bowel diseases]. Orv Hetil 150: 1375-1380 (2009).

Horvatovich K, Orkényi M, Bir6 E, Pongracz K, Kisfali P, Talian G, Csongei V,
Jaromi L, Safrany E, Harangi F, Sulyok E, Melegh B. [Pseudo-Bartter syndrome in
a case of cystic fibrosis caused by C1529G and G3978A compound heterozygosity].
Orv Hetil 149: 325-328 (2008).

Farago B, Magyari L, Safrany E, Csongei V, Jaromi L, Horvatovich K, Sipeky C,
Maasz A, Radics J, Gyetvai A, Szekanecz Z, Czirjdk L, Melegh B. Functional
variants of interleukin-23 receptor gene confer risk for rheumatoid arthritis but not
for systemic sclerosis. Ann Rheum Dis 67: 248-250 (2008). IF: 7,188

21



20.

21.

22.

23.

24,

Maasz A, Kisfali P, Jaromi L, Horvatovich K, Szolnoki Z, Csongei V, Safrany E,
Sipeky C, Hadarits F, Melegh B. Apolipoprotein A5 gene IVS3+G476A allelic
variant confers susceptibility for development of ischemic stroke. Circ J 72: 1065-
1070 (2008). IF: 2,387

Safrany E, Csongei V, Jaromi L, Maasz A, Magyari L, Sipeky C, Melegh B.
[Mitochondrial DNA and its mutations: new advances in a new field]. Orv Hetil
148: 971-978 (2007).

Maasz A, Kisfali P, Horvatovich K, Mohéas M, Marko6 L, Csongei V, Farago B,
Jaromi L, Magyari L, Safrany E, Sipeky C, Wittmann I, Melegh B. Apolipoprotein
A5 T-1131C variant confers risk for metabolic syndrome. Pathol Oncol Res 13:
243-247 (2007). IF: 1,272

Magyari L, Bene J, Komloési K, Talian G, Farag6 B, Csongei V, Jaromi L, Safrany
E, Sipeky C, Lakner L, Varga M, Gasztonyi B, Melegh B. Prevalence of SLC22A4
1672T and SLC22A5 -207C combination defined TC haplotype in Hungarian
ulcerative colitis patients. Pathol Oncol Res 13: 53-56 (2007). IF: 1,272

Engelmann P, Kiss J, Csongei V, Cooper EL, Németh P Earthworm leukocytes kill
HelLa, HEp-2, PC-12 and PA317 cells in vitro. J Biochem Biophys Methods 61:
215-227 (2004). IF: 1,302

22



