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2. Bevezetés

Komplex 6roklodési betegségek genetikai hatterének feltardsaban a human genomban
eléforduld szekvencia valtozatok egyik leggyakoribb formaja, az egypontos nukleotid
polimorfizmusok (SNP-k) énmagukban gyakran csak kis hatdssal birnak. Napjainkban az
SNP-k izolalt elemzését egyre inkabb felvaltja a polimorfizmusok egyiittes hatdsdnak a
vizsgalata az altaluk alkotott haplotipusok, illetve a gének kozotti interakciok kiterjedt
elemzése révén.

A gyulladasos bélbetegségek (IBD; colitis ulcerosa, UC; MIM 191390 ¢és Crohn-
betegség, CD; MIM 26600) a gasztrointesztinalis rendszer kronikus, relapsusokkal tarkitott,
nem-specifikus gyulladdsos megbetegedése, melyeket a komplex Oroklodésti vagy
multifaktoridlis korképek kozé sorolunk. Genetikai kutatdsok sordn a genom szintli
asszociacios vizsgalatok (GWAS) IBD-ben is 4j érat inditottak el; az IBD asszocialt 16kuszok
szdma 163-ra tehetd, azonban még ezen nagy szamu lokuszok azonositdsa is a gyulladasos
bélbetegségek etiopatogenezisének csak kb. 20 %-at magyarazzak. A legtdbb azonositott IBD
hajlamosité gén Onmagaban csak korlatozott értékkel bir, mely gén-gén, illetve gén-
kornyezeti interakciok meglétére utal. Feltételezziik, hogy az egyedi polimorfizmusok
szimultan vizsgéalata hozzajarulhat a hidnyzo Orokletesség (,,missing heritability”)
feltarasahoz.

Az IBDS5 16kusz eredetileg CD hajlamosité variansként keriilt leirasra, UC-vel vald
kapcsolata a kés6bbiekben igazolddott. Az IBDS 16kuszon (OMIM 606348) talalhat6 karnitin
¢s mas organikus kationok transzportjaért felelds organikus kation transzporter 1 és 2
(OCTNI, OCTN2) polimorfizmust Peltekova és mtsai 2004-ben irtak le. Kapcsolatot talaltak
az SLC22A44 1672T (OCTNI) és SLC22A45 207 C (OCTN2) genotipusok altal meghatarozott
TC haplotipus és CD rizikoja kozott. Homozigdta TC haplotipus esetén a rizikd 3.,4-5,1-
szeres, a NOD2/CARD15 varians egyiittes jelenléte a rizikot additiv modon 7,2-10,5-szeresére
noveli. Az OCTNI/2 SNP-k jelentdsége IBD patogenezisében elsdsorban a bél barrier
funkcidjanak fenntartdsaban betoltott szerepével fiigghet 0ssze. Noble és mtsai az IBDS
régioban taldlhatdé IGR2096a 1/rs12521868, IGR2198a 1/rs11739135, valamint az
IGR2230a 1/rs17622208 allélok egyiittes hajlamositd szerepét hangsulyoztdk Crohn-
betegeknél. Egyes tanulmanyokban, valamint egy 2010-ben késziilt meta-analizisben, pozitiv
kapcsolat volt kimutathaté az IBDS 16kusz €s UC kozott is.

Az IL23 az IL12 citokin csalad tagja, hatasat tekintve pro-inflammatorikus citokin, az
aktivalt dendriticus sejtek €és a macrophagok termelik. A nativ CD4 pozitiv T (ThO0) sejteket
Th17 sejtekké torténd differencidlodasban segiti, melyek IL17 pro-inflammatorikus citokint
termelnek. 2006-ban GWAS soran Duerr és mtsai az 1p31 kromoszoman szignifikans
Osszefliggést irtak le ilealis CD és az IL23R gén (OMIM 607562) kozott. Ot polimorfizmus, a
3’-nem leforditddo régidban (3’°- untranslated region, 3’- UTR) elhelyezkedd rs10889677, az
intronikus rs1004819, rs2201841 ¢és az intergenikus rs11209032 és rs1495965 kockézati
tényezOt jelentett a betegség kialakulasara nézve, ezzel ellentétben néhany masik SNP védo
hatastinak bizonyult, mint a citoplazmatikus doménben talalhat6 rs11209026 (Arg381Gln), az
intronikus rs7517847, rs10489629, rs11465804 ¢és rs1343151 polimorfizmusok. Tobb
replikacids vizsgalat €s nagy esetszdmi GWAS-ok kapcsolatot mutattak ki az /L23R SNP-k
¢s UC kozott is, mely Gjabb bizonyitékot szolgaltat CD és UC - legalabb részben - kozos
patomechanizmusara.

Az utobbi években az IBD-vel kapcsolatos kozlemények egyedi SNP hatas vizsgalatok
mellett tobb-lokuszos analizisre fokuszaltak, elsosorban a CARDIS5, IL23R, ATGI6LI és
DLGS) gének, valamint az IBDS 16kusszal kapcsolatban.



A polimorfizmusok egyiittes hatdsanak vizsgalatdra alkalmazott masik modszer a
haplotipusok elemzése. A haplotipusok a kromoszéma eltéré lokuszain talalhato SNP
kombinaciok, melyek egyiitt, sszekapcsolodva 6roklodnek, kozottiik csak ritkan van crossing
over. Mivel az 6si haplotipusok szekvencidja evolucios viszonylatban kordan konzervalodott,
napjainkra etnikumra jellemzd eloszlasu haplotipus-mintdzatok alakultak ki. A roma
kozosségek demografiai jellemzdéi és morbiditasi/mortalitdsi mutatdi erdteljesen eltérnek a
magyarorszagi nem roma populaciotol. A romak populdcidogenetikai szempontbol jol izolalt,
zart kozosséget képeznek, megtartva 6si génallomanyukat. Osszefoglaldan 4zsiai szarmazas,
un. alapité (,,founder”) populacidonak tekinthetok genetikailag eltérd, kaukéazusi populacidba
agyazva. A vildgon ¢€l6 romadk/cigany populacié Iélekszamat 12-15 millidra becsiilik.
Europaban a legnagyobb etnikai kisebbségi csoportot képviselik, koriilbeliill 10 millidan
tartoznak kozéjiik, legnagyobb szdmban (kb. 70%-ban) K6zép-Eurdpaban és Kelet-Europaban
¢lnek. Magyarorszagon, a 2011. évi népszamlalaskor 315.583 6, az Osszlakossag 3,2%-a
vallotta magat cigdny nemzetiséghez tartozonak, valos szamuk azonban joval magasabb, mint
amit az dnbevallason alapuld népszamlalési adatok mutatnak, szocioldgusok becslése alapjan
600.000 és 1 milli6 kozatti.

3. Vizsgalati célkitiizések

1. Munkdm elsédleges célja az [IL23R gén természetes polimorfizmusok allél
eloszlasainak ¢és interakcioinak vizsgélata mas hajlamosité génekkel magyar colitis
ulcerosas betegekben.

2. Egy-lokuszos analizisben tanulmanyoztuk az IL23R gén két hajlamositd SNP-jét
(rs1004819 és rs2201841), valamint az IBDS5 régio genetikai variansait (IGR2096a 1
(rs12521868), IGR2198a 1 (rs11739135), IGR2230a 1 (rs17622208), SLC22A44
(rs1050152), SLC22A45 (rs2631367)) magyar UC-s populécidban.

potencidlis gén-gén interakcid feltérképezése céljabol magyar colitis ulcerosas
betegekben.

4. Célul tiztiik ki tovabba, egészséges magyar €s roma populacios mintdkban eléfordulo
IL23R haplotipusok azonositasat.

5. Munkankban 06ssze kivantuk hasonlitani az [IL23R haplotipusok eléfordulési
prevalenciait, valamint kiemeltiik a kiilonbségeket a Magyarorszagon €16 két etnikai
csoportban, az egészséges magyar ¢s roma populacidkban.



4. Betegek és modszerek
4.1. Vizsgalati alanyok

Interakcios vizsgalatainkhoz Osszesen 636 egyén DNS mintajat hasznaltuk fel: 320
colitis ulcerosas ¢és 316 klinikailag egészséges, kontroll személyét. A betegek és a kontrollok
egyarant a magyar, kaukazusi rasszhoz tartoznak. Colitis ulcerosa diagnoézisa a klinikai,
endoszkdpos, radiologiai és hisztologiai kritériumok figyelembe vételén alapult.

Az IL23R gén haplotipusainak vizsgalatdhoz 273 roma szarmazasu, illetve 253 magyar
populaciobdl szarmazo, egészséges, onkéntes véradd donor személy mintdjat hasznaltuk. A
személyes interjuk soran a magyarok nem soroltdk magukat egyik kisebbségi csoporthoz sem,
mig a romak egyértelmiien nyilatkoztak a roma populdcidhoz vald tartozasukrol. Valamennyi
vérminta a Pécsi Tudomanyegyetem kozponti biobankjabdl szdrmazott (www.biobanks.hu),
mely az orszdgos biobank része, igy a donorok a teljes magyar populéaciot reprezentaljak. A
tudomanyos vizsgalatot az illetékes etikai bizottsag engedélyezte (ETT TUKEB) ¢és az a
Helsinki deklaraci6 alapelveinek megfelelden tortént.

4.2. DNS izolalas és genotipizalas
A vizsgalati alanyoktol a DNS-izoldlast EDTA-val alvadasgatolt vérmintakbol

végeztiik kisozasos modszerrel. Az egyes variansok analizisének kiinduldpontja a polimeraz
lancreakcid (PCR) utjan végzett amplifikacio, mely standard mdédon az adott szekvenciara

specifikus, szintetikus oligonukleotid primerek, Taq polimeraz,
dezoxiribonukleotidtrifoszfatok (dNTP), puffer és genomialis DNS-templat jelenlétében
zajlott.

A kiilonbozé génekben/lokuszokban (IGR2096a 1, IGR2198a 1, IGR2230a 1,
SLC2245, IL23R) 1évo eltérések esetében a polimorfizmusok meghatirozasara restrikcios
fragmenthossz polimorfizmus (RFLP) modszert, illetve az SLC2244 rs1050152 varidns
esetében direkt szekvenalast alkalmaztunk. A PCR termék analizélasa gélelektroforézissel,
etidium-bromidos festéssel ¢s UV-megvilagitassal tortént. Minden amplifikdtum tartalmazott
egy obligat hasitohelyet is, mely az emésztés hatékonysaganak ellendrzésére szolgalt.

4.2.1. Az IBDS lokusz variansok meghatarozasa

Az amplifiaciot MJ Research Group PTC-200 thermal cycleren végeztiik (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). A DNS amplifikdcié soran a kovetkezé thermoparamétereket
alkalmaztuk: eldédenaturacio 95°C-on 2 percig, melyet 35 ismétlddd ciklus kovetett, ennek
lépései: denaturacid 95°C-on 30 masodpercig, primerkotddés 45 masodpercig 54°C-on
(rs17622208, rs1050152), 58°C (rs11739135, rs12521868, rs2631367), polimerizacio 72°C-on
45 masodpercig, majd a ciklusok utdn végsd lanchosszabbitas 72°C-on 5 percig (SLC2244
rs1050152 esetén 54°C-on 30 masodpercig).

Minden PCR elegy az alabbiakat tartalmazta: 200uM dNTP, 1 egység Taq polimeraz,
Sul reakcios puffer (100mM Tris HCI, pH=9,0; benne 500mM KCI, 15mM MgCl2), 0.2uM
primer and 1pl amplifikdlandd6 DNS, végsdé dsszvolumen 50ul volt. A felsokszorozott DNS-
szakaszok emésztése a kovetkezd allél-specifikus restrikcidos endonukledzokkal tortént: Trull
(IGR2096a 1), Hinlll (IGR2198a 1) és Hpall (SLC2245), Ddel (IGR2230a_1). A restrikcios
fragmenteket 3%-0s ethidium-bromidot tartalmazd agar6z gélen futtattuk ¢és UV-vel
vilagitottuk.

Az SLC2244 rs1050152 varians esetében a DNS szekvenalds ABI 3100 automata
szekvenald késziiléken tortént.



4.2.2. Az IL23R gén variansok meghatarozasa

A PCR reakcio kezdeti denaturaciot (96°C-on 3 percig) kovetden, 35 cikluson
keresztiil az aldabbi kondiciok mellett zajlott le: denaturacid 96°C-on 45 maésodpercig,
primerkotddés 60°C-on 45 masodpercig (rs10889677 és rs7530511); 54°C-on 45 mp-ig
(rs1004819); 55°C-on 30 mp-ig (rs2201841, rs11209032); 59°C-on 30 mp-ig (rs11805303);
55°C-on 45 mp-ig (rs7517847); 58°C-on 45 mp-ig (rs1884444), DNS-szintézis 72°C-on 45
masodpercig, végsd DNS-szintézis 72°C-on 10 percig. Az rs2201841 esetében a primerek
tervezése soran egy mismatch bazist alkalmaztunk egy mesterséges hasitasi hely képzése
érdekében.

A PCR termékek emésztése allélspecifikus restrikcios endonukleazzal tortént: HpyF31
(rs2201841), Taal (rs1004819), Mnll (rs10889677 és rs11805303), BseMI (rs11209032),
BseMII (rs7517847), Hphl (rs7530511), Pscl (rs1884444). A restrikcios fragmenteket 3%-o0s
agardz gélen futtattuk és UV-transzilluminacioval tettiik lathatova.

4.3. Statisztikai analizis

Statisztikai analizis kivitelezése SPSS 20.0 programcsaldd (SPSS Inc, Chicago, IL,
USA) segitségével tortént. A beteg- és kontrollcsoport kozti genotipus és allélfrekvencia
kiilonbségek detektalasa Pearson-féle y*-teszttel tortént. Az esélyhanyadosok (OR) a beteg és
a kontroll populacié Osszehasonlitasara vonatkoznak, minden esetben 95%-os konfidencia
intervallum (95% CI) alkalmazasaval.

Az IBDS lokuszok és az IL23R variansok paronkénti, gén és gén kozott fennalld
statisztikai Osszefliggések feltarasara bindris logisztikus regresszid analizist alkalmaztunk. A
kapcsolatot szignifikdnsnak tekintettiilk, amennyiben a p érték <0,05 volt.

Kovetkezd 1épésben az IL23R genotipusokat az IBDS5 variansok genotipusaval
stratifikaltuk. Az egyes IBD5-IL23R varians kombinaciok esélyhanyadosait (odds ratio, OR)
¥’ probaval hataroztuk meg, minden esetben 95%-os konfidencia intervallum (95%CI)
alkalmazasaval.

A genetikai kapcsoltsag (linkage disequilibrium, LD) vizsgalatdhoz Haploview 4.1
programot hasznaltunk. A Haploview alapbeallitasai szerint valamennyi 10kusz esetében a
ritkabb allél frekvenciajat minimum 0,05-ben, a 16kuszparok kozotti r* értéket pedig <0,8-ban
szabtuk feltételil a tovabbi haplotipus analizisekhez. A feltételezhetd haplotipus
megallapitdsdhoz a PHASE 2.1 programot alkalmaztuk, minden vizsgalt személy esetében.



5. Eredmények

5.1. Kapcsoltsagi vizsgalat colitis ulcerosas beteganyagunkban

Valamennyi genotipus- €s allélmegoszlas Hardy-Weinberg egyensulyban volt a colitis
ulcerosdas ¢és a kontroll csoportban. Az IBDS I6kusz (IGR2198a 1, IGR2096a 1,
IGR2230a 1, SLC22A44, SLC22A5) és IL23R (rs1004819, rs2201841) esetében az r? érték 0,8
alatt volt, SLC22A44 ¢és IGR2096a 1 esetében az 1 értéke 0,9 volt.

5.2. Egy-l6kuszos polimorfizmus analizis az IBDS5 l6kusz variansok esetében

Az IBDS 10kusz valamennyi altalunk vizsgalt varidnsa esetében, colitis ulcerosas
populdcioban nem taldltunk szignifikans eltérést a kontrollokhoz képest sem a homozigdtak
szintjén, sem az allélfrekvenciakat tekintve (1. tablazat).

5.3. Egy-lokuszos polimorfizmus analizis az IL23R gén rs1004819 G/A és rs2201841 T/C
esetében

Az IL23R rs1004819 A allél frekvenciaja colitis ulcerosas betegpopulacionkban
szignifikansan magasabb volt a kontrollokéhoz képest (0,343 versus 0,287; p = 0,032). Az
rs1004819 SNP hordoz6 A allél (heterozigota GA és homozigota AA genotipusok egyiittesen)
hajlamositd tényezdnek bizonyult UC-s betegeinkben (p = 0,004; OR=1,606; 95%CI: 1,160-
2,223). Az IL23R 152201841 SNP szignifikans eltérést mutatott CC homozig6tak szintjén (p =
0,030; OR = 1.983; 95% CI: 1,069-3,678), azonban a C allél frekvencidja nem volt
emelkedett (1. tablazat).

5.4. Gén interakciok (IBDS-IL23R) vizsgalata colitis ulcerosaban

Az IBDS lokuszok és az [L23R variansok paronkénti, gén és gén kozott fennalld
statisztikai Osszefliggések feltardsara binaris logisztikus regresszid analizist alkalmaztunk.
Nem taldltunk szignifikans, lehetséges statisztikai interakciora utald eltérést a vizsgalt hét
SNP esetében. Analizisiinkben a legalacsonyabb p érték 0,084 volt.

A kovetkezd 1épésben az IL23R genotipusokat az IBD5 varidnsok genotipusaval
stratifikaltuk (2.tdblazat). Az IL23R rs1004819 A varians (heterozigota GA és homozigédta
AA genotipusok egyiittesen) nem mutatott szignifikans asszociaciot UC-vel vad tipusu IBDS
hattér mellett. Emelkedett OR értéket talaltunk viszont az rs1004819 A varians esetében,
amennyiben az SLC2244 T allél, az SLC2245 C, az IGR2198a 1 C vagy az IGR2096 a T
allél volt jelen. A kombinalt esélyhanyados az rs1004819 A ¢és az SLC2245 C hordozo
esetében (p = 0,048, OR =1,691; 95%CI: 1,003-2,821) kozel megegyezd volt az egy-lokuszos
rs1004819 analizisben kapott esélyhanyadossal (p = 0,004, OR = 1,606; 95%CI: 1,160-
2,223). Magasabb kombinalt esélyhanyadost talaltunk az rs1004819 A varians és az
IGR2198a 1 C (p =0,020, OR = 1,803; 95%CI: 1,096-2,966), valamint az IGR2096 a T (p =
0,010, OR = 1,911; 95%CI:1,162-3,143) all¢l esetében. A legmagasabb OR értéket az
SLC2244 T allél jelenléte esetén észleltiink (p = 0,005, OR = 2,015; 95%CI: 1,230-3,300).
Vizsgalatunkban az rs1004819 hordozo statusz €s az IGR2230a_1 hordoz¢ statusz egyiittesen
nem hajlamositott UC kialakuldsara.

Az IBDS 16kusz és az IL23R 1s2201841 kombinaciok esetében szignifikansan
magasabb OR értéket detektaltunk rs2201841 homozigota CC és valamennyi vad tipustt IBDS
genotipus esetén (p = 0,018, OR = 3,413; 95%CI: 1,169-9,965 SLC22A44 esetében; p = 0,014,
OR = 3,946; 95%CI: 1,232-12,645 SLC2245 esetében; p = 0,018, OR = 3,777; 95%CI: 1,181-
12,084 IGR2230a 1 esetében; p = 0,027, OR = 3,165; 95%CI: 1,088-9,206 IGR2198a 1
esetében; p = 0,026, OR = 2,977; 95%CI: 1,099-8,066 IGR2096a 1 hattér esetén).
Eredményeink szerint az /L23R rs2201841 CC homozig6ta genotipus €s az IBDS hordozo
statusz egylittesen nem jelent hajlamot UC-re.



1. tablazat. Genotipus eloszlasok és riziké allélfrekvencidk (RAF) IL23R és IBDS5 esetében

UC (n = 320) Kontroll (n = 316) OR (95%Cl)" p
IL23R (rs1004819)
EE 126 (39,4%) 158 (50,0%)
GA 168 (52,5%) 134 (42,4%)
GA+AA 194 (60,6%) 158 (50,0%) 1,606 (1,160-2,223) 0,004
AA 26 (8,1%) 24 (7,6%) 1,254 (0,696-2,261) 0,452
RAF 0,343 0,287 0,032
IL23R (rs2201841)
T 140 (43,8%) 155 (49,1%)
TC 150 (46,9%) 143 (45,3%)
TC+CC 180 (56,3%) 161 (51,0%) 1,268 (0,920-1,749) 0,147
cc 30 (9,4%) 18 (5,7%) 1,983 (1,069-3,678) 0,030
RAF 0,328 0,283 0,242
SLC22A4 (1s1050152)
cc 93 (29,1%) 110 (34,8%)
cT 159 (49,7%) 148 (46,8%)
CT+TT 227 (71,0%) 206 (65,2%) 1,319 (0,935-1,86) 0,115
T 68 (21,3%) 58 (18,4%) 1,150 (0,768-1,723) 0,498
RAF 0,460 0,417 0,120
SLC22A5 (1s2631367)
EE 83 (25,9%) 89 (28,2%)
GC 163 (50,9%) 156 (49,4%)
GC+CC 237 (74,0%) 227 (71,9%) 1,138 (0,794-1,631) 0,481
cc 74 (23,1%) 71 (22,5%) 0.982 (0,669-1,440) 0,925
RAF 0,485 0,471 0,607
IGR2230a_1 (rs17622208)
GG 87 (27,2%) 90 (28,5%)
AG 160 (50,0%) 157 (49,7%)
AG+AA 233 (72,8%) 226 (71,5%) 1,073 (0,751-1,532) 0,698
AA 73 (22,8%) 69 (21,8%) 0,990 (0,673-1,457) 0,960
RAF 0,478 0,466 0,685
IGR2198a_1 (rs11739135)
GG 105 (32,8%) 117 (37,0%)
GC 159 (49,7%) 150 (47,5%)
GC+CC 215 (67,2%) 199 (63,0%) 1,260 (0,900-1,763) 0,179
cc 56 (17,5%) 49 (15,5%) 1,169 (0,760-1,797) 0,477
RAF 0,423 0,392 0,260
IGR2096a_1 (rs12521868)
GG 101 (31,6%) 117 (37,0%)
GT 164 (51,3%) 147 (46,5%)
GT+TT 219 (68,5%) 199 (63,0%) 1,256 (0,897-1,760) 0,185
T 55 (17,2%) 52 (16,5%) 1,045 (0,680-1,608) 0,840
RAF 0,428 0,397 0,262

*Eletkorra és nemre korrigalt adat
Szignifikancia: p < 0,05 kontrollokkal 6sszehasonlitva, vastagon szedve

RAF: rizik¢ alléfrekvencia, UC: ulcerative colitis



2. tablazat. IBD5-IL23R varians kombinéciok esélyhanyadosai (95%CI) colitis ulcerosas betegpopulacionkban

IL23R rs1004819

GG

GA+AA

IL23R rs2201841

TT+TC

CC

SLC22A4 SLC22A5 IGR2230a_1 IGR2198a_1 IGR2096a_1
cc CT+TT e GC+CC e AG+AA GG GC+CC GG GT+TT
1 1,298 1 1,064 1 0,941 1 1,033 1 1,104
(0,782-2,156) (0,623-1,815) (0,556-1,593) (0,623-1,711) (0,666-1,831)
P=0,313 P=0,821 P=0,822 P = 0,900 P =0,702
1,527 2,015 1,424 1,601 1,300 1,549 1,263 1,803 1,281 1,011
(0,872-2,673)  (1,230-3,300)  (0,776-2,614)  (1,003-2,821)  (0,716-2,359)  (0,927-2588)  (0,736-2,166)  (1,096-2,966)  (0,744-2,206)  (1,162-3,143)
P=0,138 P = 0,005 P =0,253 P =0,048 P =0,388 P =0,093 P =0,396 P = 0,020 P =0,372 P =0,010
1 1,328 1 1,254 1 1,184 1 1,296 1 1,385
(0,989-1,927) (0,868-1,812 (0,823-1,704) (0,922-1,822) (0,982-1,953)
P = 0,058 P=0,228 P =0,363 P=0,136 P = 0,063
3,413 1,716 3,946 1,474 3,777 1,411 3,165 1,592 2,977 1,701
(1,169-9,965)  (0,788-3,739  (1,232-12,645)  (0,679-3,200)  (1,181-12,084)  (0,652-3,056)  (1,088-9,206)  (0,735-3449)  (1,099-8,066)  (0,765-3,784)
P =0,018 P=0171 P =0,014 P =0,324 P =0,018 P =0,381 P = 0,027 P = 0,236 P = 0,026 P =0,189

Szignifikancia: p < 0,05 kontrollokkal 6sszehasonlitva, vastagon szedve



5.5. Kapcsoltsagi vizsgalat egészséges roma és magyar populaciéban

Valamennyi vizsgalt IL23R SNP (rs1004819, rs2201841, rs10889677, rs11805303,
rs11209032, rs7517847, rs7530511, rs1884444) genotipus megoszlasa Hardy-Weinberg
egyensulyban volt a roma (n=273) és a magyar (n=253) csoportokban.

A vizsgalt variansok kozotti paronkénti LD értékeket () az 1. abra mutatja. A sotét
szin magas LD értéket jelez, a legerésebb korrelaciot a roma populacidban az rs11805303-
rs7517847 (r*=1), magyar populaciéban az rs1004819-rs11805303 (r’=0,96) esetében
kaptunk.

5.6. Az IL23R haplotipusok vizsgalata egészséges roma és magyar populaciokban

Az IL23R gén nyolc polimorfizmusat (rs1004819, 1s2201841, rs10889677,
rs11805303, rs11209032, rs7517847, rs7530511, rs1884444) vizsgaltuk és hasonlitottuk ossze
273 egészséges roma €s 253 magyar kontroll személyben. A f6bb haplotipusokat (ht) alkoto
allélok a 3. tablazatban lathatok.

Egészséges roma és magyar populacidban mért haplotipus frekvencidkat a 4.
tablazatban tintettiik fel. A ht2 (14,3% vs. 85,7%), ht3 (25,0% vs. 75,0%), ht4 (87,1% vs.
12,9%), ht5 (67,8% vs. 37,2%) haplotipus frekvencidk szignifikans eltérést mutattak a két
kiilonb6z6 etnikai csoportban. A masik négy haplotipus (htl 51,6% vs. 48,4%, ht6 47,5% vs.
52.5%, ht7 56,4% vs. 43,6%, ht8 57,1% vs. 42,9%) el6fordulasaban nem talaltunk
szignifikans eltérést a két csoportban.
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1. abra. IL23R kapcsoltsagi térképe egészséges roma (felsd panel) és magyar populacids
mintdkban (alsé panel). A négyzetekben talalhatd szamok a r* értéket jeldlik; a szinezés
intenzitasa aranyos az r* értékkel.
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3. tablazat. A vizsgalt IL23R varidnsok f6bb haplotipusai (ht)

rs1884444

rs1004819
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rs7530511
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4 4 4 0 6 & 6 ©

G 6 6 > > 06 0 O

O o o 4 4 o0 o O

© 4 4 4 4 60 4 -

o 4 o o o o 4 O

4~ 4 4 0 0 4 4 4+

O o o >» >» O 0O 0

QG O 0 > 06 0 0 O

4. tablazat. A vizsgalt IL23R variansok haplotipus (ht) frekvenciai
*p < 0,05 kontrollokkal dsszehasonlitva

Roma (%) Kontroll (%)
htl 51,6 48,4
ht2 14,3* 85,7
ht3 25,0* 75,0
ht4 87,1* 12,9
ht5 67,8* 37,2
ht6 47,5 52,5
ht7 56,4 43,6
ht8 57,1 42,9
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6. Eredmények megbeszélése és kovetkeztetések

6.1. Az IBDS lokusz és az IL23R gén kozti interakcioé vizsgalata magyar colitis ulcerosas
betegekben

A gyulladasos bélbetegséggel szembeni hajlam kialakitdsaban a géneknek, SNP-knek
onmagukban csak korldtozott hatdsa van, mely gén-gén kozti epistatikus kolcsonhatast
feltételez, mely egyben magyarazatul szolgél az egy-16kuszos analizissel végzett replikacios
tanulmanyok eltérd eredményeire. A gének kozti interakciok feltardsara szamos statisztikai
modszer all rendelkezésre, igy torténhet logisztikus regresszio alkalmazasaval, de elterjedt
eljaras a legkevésbé hajlamositd genotipus kombindcidhoz viszonyitott relativ kockazat
meghatarozasa is kereszttablak és x2 proba segitségével.

Az IBDS lokusz ¢s az IL23R gén eredetileg CD hajlamositdé génként keriilt leirasra,
UC-vel valo kapcsolata a késdbbiekben igazolodott. Munkacsoportunk kordbban egy-
lokuszos analizis soran nem talalt szignifikdns Osszefiiggést sem az SLC2244, sem az
SLC2245, illetve az altaluk alkotott TC haplotipus, az IGR2230 a, valamint a betegségek
(UC ¢és CD) kialakulasa kozott. Két tovabbi varians, az IGR2096 a és az IGR2198 a
ugyanakkor emelte a CD kialakuldsanak kockazatat, UC-ben ez a hatds nem volt detektalhato.
Csongei ¢és Faragd vizsgalatai alapjan az [IL23R 1s2201841 ¢és rs1004819 SNP-k
hajlamositanak CD-re. Jelen vizsgalatunkban a korabbiakhoz képest nagyobb beteganyagot
vizsgalva igazoltuk, hogy az IBDS5 régio egyetlen altalunk vizsgalat variansa sem jelent
hajlamosité tényez6t UC-ben. Szignifikdnsan magasabb allélfrekvenciat taldltunk azonban az
IL23R 151004819 esetében, és az IL23R 1s2201841 SNP szignifikans eltérést mutatott CC
homozigota genotipus szintjén UC-s beteganyagunkban.

CD-ben a hajlamositd gének kozti interakciok jobban karakterizaltak, mint UC-ben.
Manitoba 4llambodl szarmaz6é IBD regiszter Crohn-betegeiben végzett multifaktoros
dimenzionalitds redukci6 (MDR) analizis soran interakcié volt kimutathaté az IBDS,
ATGI6LI és IL23R betegség-asszocialt variansok kozt. Weersma és munkatarsai tobb gén
kombinaciojat vizsgalva asszocidciot talaltak a riziké allélok (ATGI6L1, IL23R, CARDIS,
IBDS5 és DLGS) szaméanak ndvekedése és a gyakoribb CD eldéfordulas kozott. Cummings
vizsgalata szerint, az IL23R polimorfizmusok (az rs11209026 kivételével), csak az IBDS
IGR2060 varians alcsoport esetében mutattak szignifikans kapcsolatot CD-vel. Eredmények
azt sugalljak, hogy az IL23R SNP-k az IBDS5 hatasaval egylittesen jutnak érvényre.

Tanulmanyunkban az IBDS lokuszok és az IL23R variansok paronkénti, gén és gén
kozott fennallo statisztikai 0sszefliggések feltarasara alkalmazott binaris logisztikus regresszio
analizis alapjan nem taldltunk szignifikans, lehetséges statisztikai interakciora utald eltérést
UC-s beteganyagunkban. Amennyiben tobb-lokuszos gén-gén interakcios vizsgdlatunkban az
IL23R genotipusokat az IBDS5 varidnsok genotipusaval stratifikaltuk, az /L23R rs2201841 CC
varians csak IBDS vadtipusu hattér esetén hajlamositott, mig az /L23R rs1004819 A allél
IBDS5 hordozé statusz megléte esetén jelentett rizikot colitis ulcerosara magyar populacidban.

Mindezek alapjan elmondhatjuk, hogy a hajlamosit6 gének hatdsa — CD-hez hasonléan
— UC-ben is komplex. Mivel a GWAS-ok kapcsan azonositott gének egyedi hatadsa gyakran
csekély (az OR sokszor csak 1,2 koriili érték), ezért nem elegendd pusztan az individualis
génhatds vizsgalata, hanem tobb SNP egyiittes, szimultdn vizsgalata sziikséges a valodi
hajlamosité hatés, a gének kozotti interakciok megértéséhez. A jovOben fontos feladat lesz az
egyre novekvd szamu hajlamosito SNP-k, valamint a statisztikai interakcidés eredmények
megfeleld interpretalasa, valamint ezek potencidlis biologiai haszndnak értékelése.
Eredményeink hozzajarulnak a gyulladasos bélbetegség genetikai hattérének megismeréséhez:
a hajlamositd gének kozti interakcio felismerése segitheti a differencidl diagndzist klinikailag
bizonytalan esetekben, a magas rizik6ji betegek azonositdsat, valamint a terdpia
optimalizalasat IBD-ben.
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6.2. Az IL23R haplotipusok vizsgalata egészséges roma és magyar populaciéban

Dolgozatom masodik részében a polimorfizmusok egyiittes hatdsanak vizsgalatara egy
masik mddszert, a haplotipus elemzést mutattam be.

Duerr és mtsai 2006-ban, eredeti kdzleményiikben az IL23R varidnsok kapcsolatat
IBD-vel 0sszefiiggésben irtdk le. Ezt kovetden szdmos replikacids tanulméany vizsgalata
ugyancsak IBD-ben az /L23R variansok szerepét kiilonbozé populacidkban, mely etnikumtol
fliggden vagy megerlsitette, vagy elvetette az igazolt dsszefiiggést. KésObbiekben teoretikus
megfontolasok miatt mas autoimmun betegségben is megvizsgaltdk az [L23R
polimorfizmusok hatasait (mint példaul Bechterew kor, psoriasis, szisztémas szklerozis,
reumatoid artritisz, szisztémas lupusz erythematosus). Ujabb vizsgalatokban az IL23R
haplotipusok is kapcsolatba hozhatdak kiilonb6z6 betegségekkel.

Munkacsoportunk az IL23R gén nyolc variansat (rs1004819, rs2201841, rs10889677,
rs11805303, rs11209032, rs7517847, rs7530511, rs1884444) vizsgalta az egészséges roma ¢€s
magyar populaciokban. Az egy-lokuszos analizis soran az 6t hajlamosito SNP (rs10889677,
rs1004819, rs2201841, rs11805303, rs11209032) esetében szignifikansan magasabb minor
allélfrekvencidkat taldltunk az egészséges roma populdcidban; a homozigota genotipusok is
gyakrabban fordultak elé a kontroll populacidhoz képest (p < 0,05). A véddé rs7517847
varians ugyanakkor alacsonyabb allélfrekvencidt mutatott a romak kozott. Korabbi eset-
kontroll vizsgélatokban az emlitett 6t hajlamositd varians rizikot jelentett az adott betegségre
nézve, feltételezhetd, hogy a varidnsok roma populacidban is fokozott rizikot jelentenek
bizonyos betegség el6fordulasa esetén. Ismereteink szerint a felsorolt autoimmun betegségek
egyikében sem kozoltek eddig magasabb prevalencia értéket roma populacidban.

Jelen vizsgédlatunkban meghataroztuk a fébb [L23R  haplotipusokat ¢és
Osszehasonlitottuk dket egészséges magyar és roma populacioban. A ht4 és ht5 haplotipusok
frekvencidja magasabbnak, a ht2 és ht3 gyakorisaga alacsonyabbnak bizonyult roma
populacidoban Osszehasonlitva magyar populdcioval. Mindemellett az [L23R SNP-k
kapcsoltsaga is eltért a két vizsgalat csoportban: mig romaknél az rs11805303-rs7517847
kozott talaltunk magas LD-t, magyar populacioban viszont az rs1004819-rs11805303 kozott.

Osszefoglalva, az egy-lokuszos analizisben észlelt eltéré IL23R polimorfizmusok
mellett kiilonbozé haplotipus profil volt kimutathatd egészséges roma populacidban
egeszséges, magyar populacidoval Osszehasonlitva. Tovabbi, betegség-specifikus vizsgéalatok
szlikségesek a roma populdcioban az [L23R polimorfizmusok, haplotipusok és esetlegesen
gén-gén, illetve gén-kornyezeti interakcidok kimutatasa céljabol.

Az altalunk végzett genetikai vizsgalatok eredményei 0sszességében ramutatnak arra,
hogy milyen fontossdgu lehet nem csak a gének kiilonféle polimorfizmusainak izolalt
vizsgalata, hanem az altaluk alkotott haplotipusok, illetve a gének kozotti interakciok kiterjedt
elemzése egyes betegségek komplex genetika hatterének vizsgalatdban. A jOovOben,
multifaktoridlis betegségek esetében a polimorfizmusok szimultan vizsgalata hozzajarulhat a
hianyz6 orokletesség (,,missing heritability”) feltarasahoz
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7. Tézisek

1.

Munkacsoportunk elséként vizsgalta magyar colitis ulcerosas populaciéban az IL23R
gén rs1004819 polimorfizmust, mely soran megallapitottuk, hogy kockazati tényezot
jelent colitis ulcerosara nézve. Az IL23R rs1004819 hordozd A allél megléte
hajlamosit colitis ulcerosara.

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy az IL23R 1s2201842 varians CC
homozigéta genotipus formaban jelent hajlamositd tényez6t magyar felndtt colitis
ulcerosas populacidban.

Egy-lokuszos analizisben nem tudtunk Osszefliggést kimutatni az IBDS5 lokusz
variansai (IGR2096a 1 rs12521868 G/T, IGR2198a 1 rs11739135 G/C, IGR2230 a
rs1762208 G/A, SLC22A5 rs263136 G/C, SLC22A4 rs1050152 C/T) és colitis ulcerosa
kozott, korabbi, kisebb esetszam vizsgalatunkhoz hasonloan.

Az IBDS5 lokuszok ¢és az IL23R variansok pdronkénti, gén és gén kozott fennalld
statisztikai Osszefliggések feltarasara alkalmazott binaris logisztikus regresszid
analizis alapjdn nem taldltunk szignifikans, lehetséges statisztikai interakciora utald
eltérést.

Ha az IL23R rs1004819 A allél hordozokat IBDS hordozokkal stratifikaltuk, akkor az
IL23R rs1004819 és az IGR2096a_1 T, IGR2198a_1 C, SLC22A5 C, SLC22A4 T allél
egyiittes jelenléte szignifikans Osszefliggést mutatott UC-val. A legmagasabb OR
értéket SLC22A4 esetében lattuk. Az IL23R rs1004819 hordozo A allél az IGR2230_a
A allél hordozassal egylitt nem jelentett rizikot.

Gén-gén interakciokat vizsgalva megallapithatjuk, hogy az IL23R rs1004819 A allél
hordozédsa (heterozigota GA ¢és homozigéta AA genotipusok egyiittesen) nem
hajlamosit IBDS5 vad tipus hattér esetében magyar UC-s populacidban.

Tobb-l0kuszos vizsgalatunkban az IL23R rs2201841 homozigéta CC genotipus csak
IBDS5 vadtipus esetén jelentett hajlamosito tényez6t. Az IBDS hordozo statusz sem az
IL23R 152201841 TT+TC, sem CC genotipusok megléte esetén nem hajlamositott UC
kialakulaséra.

Az IL23R rs1004819, rs2201841, rs10889677, rs11805303, rs11209032, rs7517847,
rs7530511 és rs1884444 wvariansok altal alkotott GGCTTTCG, GGCGCTCG,
GATTCCAG ¢s GATTCCAA haplotipus frekvenciaja kiilonbozik az egészséges roma
populacidban az egészséges magyar populaciohoz képest.

Az IL23R rs1004819, rs2201841, rs10889677, rs11805303, rs11209032, rs7517847,
rs7530511 és 1rs1884444 wvariansok 4altal alkotott GGCTCTCG, TGCTCTCG,
TGCTTTCG ¢és TGCGCTCG haplotipus frekvencidk eléfordulasaban nem észleltiink
szignifikans eltérést a két kiilonboz6 egészséges etnikai csoportban.
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