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1. BEVEZETES
1.1 Az interleukin-23/interleukin-17 tengely

A citokinek kis molekulatomegii glikoproteidek, amelyek az immunvalasz folyaman az
informacid tovabbitasdban ¢s szabadlyozasdban jatszanak fontos szerepet. A szinonimaként
hasznalt interleukin (IL) elnevezés a leukocitak kozotti kapcsolat létesitésére utal. Szerepet
jatszanak a jarulékos sejtek és a limfocitdk egyiittmikodésében, segitik a sejtek érését,
aktivaldédasat, differencialédasat, részt vesznek az effektor funkcidokban is. A 2000-ben
azonositott interleukin-23 molekula (IL-23) egy heterodimer felépitésii citokin, melynek
alegységeit diszulfid hidak kotik 6ssze. Egyik felépitdje a p19 domén, mely kizarolag az [L-23-ra
jellemz6, masik alegysége a p40, mely ko6zos az IL-12-vel. A molekula-komplexet az aktivalt
dendritikus sejtek valasztjak ki; felépitéséhez hasonldéan bioldgiai tulajdonsagai hasonloak, de
nem azonosak az IL-12-ével. Az IL-23 receptor komplexe szintén hasonlit az IL-12-ére: a k6z0s
p40 domént az interleukin-12 receptor Bl alegysége (IL-12RB1) ismeri fel, a pl9 pedig a
specifikus interleukin-23 receptorhoz (IL23R) k&t. A receptorkotés hatdsara Janus kinazok (Jak 2,
Tyk2) aktivalédnak, melyek képesek az IL23R-t foszforilalni és igy kapcsolodasi helyet képezni
kiilonféle szignal-atalakité ¢€s transzkripciot aktivald (STAT) fehérjéknek. Ezek, miutan a Jak
fehérjék foszforildljak oOket, dimerizadlodnak ¢és athelyezédnek a sejtmagba, ahol szamos
gyulladasserkentd protein (pl. IL-17) génjének atirddasat serkentik.

Az interleukin-17 egy gyulladas-stimulald citokin, melyet az aktivalt segitd T sejtek
termelnek. Kronikus gyulladas sorén az antigének 4ltal stimulalt dendritikus sejtek és makrofagok
IL-23-at allitanak eld, mely a naiv T sejtekre hat és fejlodésiiket a segitdé T 17 sejtek (Th17/Thy-
17) iranyaba tereli. Ezek termelik az IL-17-et, mely eldsegiti a T sejtek érését, tovabba szdmos
gyulladasserkentd molekula termelését fokozva gyulladasos valaszt valt ki. Az IL-23 autokrin
moddon hat a dendritikus sejtekre és makrofagokra is.

Bakteridlis fert6zés hatasara a jelen levé makrofagok és dendritikus sejtek gyors 1L-23
termelésbe kezdenek, ez pedig a lokalis Thl7 sejteket aktivalja. A megjelend IL-17 fokozza a
kotdszoveti sejtek granulocita kolonia stimuldlo faktor termelését, kovetkezményesen pedig a
neutrofil granulocitdk termelddését, melyeket a fertézés helyére vonz, segitve az extracellularis
tér baktérium-mentesitését. A neutrofil sejtek az erekbdl a szovetekbe vandorolnak, ahol utobb az
apoptotikus granulocitakat bekebelezik a makrofagok €s a dendritikus sejtek. Ez, a folyamat
lezarasaként csokkenti az IL-23, és igy az IL-17 termelddését.

A humén IL23R gén az 1. kromoszoma rdévid karjan taladlhaté (1p31.3). Az IL23R
alapformajat 11 exon kddolja, azonban alternativ splicing Utjan legalabb hatféle izoforma
képzddhet. Ezek vagy korai terminacidot eredményeznek, melynek folyomanyaként a receptor
extracellularis doménjének kiilonb6z6 formai képzddnek, vagy pedig egy eltolédas keletkezik a
leolvasasi keretben, igy eltérd hosszisagu intracellularis domének jonnek Iétre.

Egy 2006-ban végzett vizsgélat soran szoros kapcsolatot fedeztek fel a Crohn betegség ¢€s
az IL23R gén polimorfizmusai kdzott. Osszesen tiz, egy nukleotidot érintd pontmutaciot (single
nucleotide polymorphism — SNP) kozoltek, melyek erdsen szignifikans kapcsolatot mutattak
ezzel a gyulladasos bélbetegséggel. Elméleti megfontoldsok valdszintsitették ezen mutdciok
kapcsolatat mas autoimmun betegségekkel is.

A vizsgalt polimorfizmusok pontos biologiai hatdsa az IL23R gén kifejezddésére és
mitkddésére jelenleg nem ismert, azonban nyilvanvalonak tlinik, hogy ezek az SNP-k fontos
lancszemet jelentenek az autoimmun betegségek kialakulasdnak folyamataban. Szamos
mechanizmus vethetd fel, melyek segitségével ezek a mutaciok megvaltoztathatjdk a receptor



mitkodését. A 3°-UTR régioban elhelyezkedd mutacidé megndvelheti a receptor kifejezddésének
mértékét (példaul az mRNS stabilitdsanak fokozéasaval), igy eltoljva a T sejtek fejlodését a Th17
alcsoport fele. Az rs11209026 esetében az arginin allél egy pozitiv toltésli oldallanccal
rendelkezik, mig a ritkdbb glutamin varians egy toltéssel rendelkezd, nem polaros oldallanccal,
igy a cserének jelentds hatasa lehet a fehérje szerkezetére. Lehetséges, hogy az intronikus
polimorfizmusok az mRNS érés befolyasolasaval fejtik ki hatasukat a kiilonféle izoformdkon
keresztiil.

1.2 Vizsgalt korképek

1.2.1 Pikkelysémor

A pikkelysomor, latinul psoriasis, a bort, kormoket, nyalkahartyat érintd borbetegség.
Kronikus, hosszantartd, kiujulasra hajlamos immunmedialt korkép, azaz az autoimmun
betegségekkel ellentétben itt a célantigén nem sajat, hanem a tarsult florakkal szembeni tolerancia
elvesztését feltételezik inkabb. Eldéfordulasa hazankban 2%-ra becsiilhetd, a n6knél és férfiaknal
egyenld mértékben fordul elé. Megjelenhet minden ¢életkorban. A betegek 10%-andl a betegséget
iziileti panaszok is stlyosbitjak, ami akar mozgaskorlatozottsaghoz is vezethet. Eleinte kis voros
foltokkal jelentkezik, melyek nyomadsra elhalvanyodnak, majd iddvel elkezdenek hamlani és
lehullani. Innen kapta betegség a magyar nevét is: a boér pikkelyess¢ valik. Noha a
pikkelysomornek jelentds negativ hatasa lehet az életmindségre, az ¢€lettartam feltételezhetéen
nem csokken a betegség fennallasa miatt.

A pikkelysomort sokaig elsdsorban epidermalis betegségnek tartottdk, azonban annak
felfedezése, hogy immunszupressziv szerek képesek javitani a betegek allapotan alapvetden
megvaltoztatta a patogenezisérdl alkotott képet. Kialakuldsdban a kiils6 kornyezeti tényezdk
mellett szdmos gén illetve 10kusz szerepét feltételezik. Szamos human leukocita antigén (HLA)
kapcsolatat igazoltak a betegséggel. Osszefiiggés mutathaté ki a 1725 régioval, a TNF-a génnel
illetve a 3g21, 19p13 ¢és 20q13 l6kuszokkal is.

1.2.2  Szisztémas lupus erythematosus

A szisztémas lupus erythematosus (SLE) kronikus, az altala megtamadott szervek
gyulladasaval €és karosodasaval jaré autoimmun betegség. A 'lupus' latin szd, farkast jelent, a
lupus erythematosus (vords farkas) elnevezés a betegséget kisérd borpir megjelenésére utal.
Dontéen a fogamzoképes koru ndket betegiti meg. A prevalencia atlagosan 50/100 000. Kiilsd és
belsd tényezdk egylittes hatasara alakul ki; a kivalto tényezok koziil legismertebbek az ultraibolya
sugarzas, infekciok, valamint egyes gyogyszerek. Végeredményben az immunrendszer
mitkodésének komplex zavara alakul ki, melynek legfobb jellemzdje a sajat antigénekkel
szembeni intolerancia. A gyulladas barmelyik szervet érintheti.

Az SLE multifaktoridlis betegség, kialakuldsat genetikai tényezOk segitik, azonban
egyetlen gén sem elegendd 6nalldan a korkép megjelenéséhez. Legkorabban az MHC I-, II-, II1-
polimorfizmussal és az ordkletes komplement-defektusokkal vald kapcsolatat igazoltdk. Ezeken
kiviil szamos gén szerepét valosziniisitették. Az SLE-vel szoros kapcsolatba hozhato génlokuszok
koziil harom is az 1-es kromoszoéman talalhatd; ezen lokuszokon beliil mar szdmos konkrét gént
sikerililt azonositani, koziiliikk a legtobb polimorf génszakasz €s valamely allél jelenléte hozhatd
kapcsolatba az SLE létrejottével.



1.2.3  Bechterew-kor

A spondilitis ankylopoetika (masik nevén Bechterew-kor, SPA) egy idiilt, fokozatosan
elérehaladd6 immunmedialt gyulladasos iziileti betegség, amely elsdsorban a csigolydk kozotti,
tovabba a keresztcsont-csipdcsont iziileteket sujtja. A betegség jellemzbje az iziiletek és a
szalagok elmeszesedése, aminek kovetkezménye a botmerev gerinc kialakuldsa. A férfiakat
gyakrabban érinti, mint a ndket. A tiinetek a betegek mintegy 80%-anal harminc éves kor elott
jelentkeznek. Ahogy az iziileti felszinek a gyulladas kovetkeztében pusztulnak, az iziiletek
elcsontosodnak; a csigolyak elkezdenek 6sszendni, széleiken csdrszerli kindvések keletkeznek. A
betegek mintegy negyedében fellép valamilyen egyé€b, nem a mozgéasszerveket érintd tiinet, mint
példaul a szivarvanyhartya-gyulladés, aortabillentyti elégtelenség vagy keringési elégtelenség.

Az SPA pontos oka ismeretlen, de eléfordulasa csaladi halmozddast mutat. A betegek
dont6 tobbségénél kimutathato a HLA B27 allél jelenléte. Feltételezheté azonban, hogy a HLA
B27 all¢l jelenléte a betegség genetikai kockdzatanak csupan 20-30%-at adja. Feltételezik egyéb
MHC gének, mint példaul a HLA B60 ¢s HLA DRI1 kisebb mértékii befolyasat is. Egyes
vizsgalatok nem MHC génekkel is mutattak ki 0sszefliggést.

1.2.4 Sjogren-szindroma

A Sjogren-szindroma (SS), mas néven szaraz szem szindroma vagy keratoconjunctivitis
sicca a szemészeti gyakorlatban eléforduld leggyakoribb problémak egyike. SS-r6l akkor
beszéliink, ha a csokkent konnytermeléshez szajszarazsag is tarsul. Egy autoimmun betegség,
mely a konny- €és nyalmirigyek kronikus gyulladasaval jar. A gyulladas kovetkeztében a
mirigyeket alkotd sejtek fokozatosan pusztulnak, feladatukat nem képesek ellatni. A betegek
tiinetel az enyhe irritaciotol a kifejezett fajdalomig terjednek. Leggyakoribb a szaro, viszketd,
illetve idegentest érzés a szemben, illetve a szdjszaradés, fajdalom, a nyelvszél berepedezése,
valamint izérzészavar. Extraglanduléris tiinetként megjelenhet példaul polyarthritis, illetve
idegrendszeri eltérések. A betegek tobb mint 90 szdzaléka nd, atlagéletkoruk 50-60 év.

Primer Sjogren-szindromar6l beszéliink, ha mas immunbetegség nem all a hattérben.
Szekunder Sjogren-szindroma gyakran iziileti, kotdszoveti betegségekhez tarsul. Autoantitestek
két antigén ellen termelddnek, ezek az SS-A antigén és SS-B antigén. A patogenezis teljes
egész€ében ma sem ismert, az azonban bizonyos, hogy a betegség multifaktorialis eredeti;
tobblépéses folyamat vezet az exokrin mirigyek szelektiv karosodasdhoz. Vizsgéalatok kimutattak
a SS kapcsolatdit a HLA DRB1*03 ¢s DQB1*02 all¢lokkal, de csupan azokban a betegekben,
akiknél ugyanakkor anti-SSA és/vagy anti-SSB antitestek is jelen voltak.

1.2.5 Immunglobulin-A nephropathia

Az immunglobulin-A nephropathia (IgAN) egy lassan elérehaladd immunmedialt
vesebetegség, amely gbdcszertien, vagy diffizan érinti a glomerulusokat. Immunhisztolégiaval
mesangialisan IgAl-lerakodas mutathatd ki. Szabad szemmel is lathatd véres vizeléssel, vagy
csak mikroszkopos haematuridval jarhat. A leggyakoribb primer kronikus glomerulonephritis-
forma vildgszerte. A betegek kozel felében lefolydsa sordn lassan vagy esetenként gyorsabban
csokken a vesefunkcid, 20-50%-uk a diagnozis felallitdsa utan 20 évvel vesepotldo kezelésre
szorul. Megkiilonboztethetiink az ugynevezett primer, ismeretlen eredetli [gAN mellett olyan
formakat, melyeket egy masik szerv megbetegedésével egyiitt észlelnek. Habar az ok-okozati
Osszefliggés sokszor nem egyértelmii, ezeket a formakat szekunder [gAN-nak hivjak.

Habar az IgAN sporadikusan fordul eld, és nem tekintik 6rokl6d6é betegségnek, néhany
tényezd a betegség genetikai hatterére hivja fel a figyelmet, mint példdul a prevalenciaban
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mutatkozd nagy etnikai €s foldrajzi variabilitds, illetve a tobb esetben megfigyelt csaladi
23 régioval. Egy masik vizsgalat sordn tovabbi két lokuszt sikeriilt azonositani (4q26-31 és
17q12-22). Az IgAN-t 6sszefliggésbe hoztdk mar az E-selectin és L-selectin génekben talalhato
polimorfizmusokkal, illetve a renin-angiotenzin rendszer szamos génjével.

1.2.6 Szisztemas szklerozis

A szkleroderma gorog eredetii sz6, ugy fordithatnank, hogy ,,feszes, kemény bor”. A
szisztémas szklerdzist a bor €s bizonyos belsd szervek fibrozisa és késOi atrofidja, valamint
generalizalt obliterativ vasculopathia jellemzi. A szabalyos szOveti strukturdk fokozatosan
leépiilnek, szoveti atrofia alakul ki, és a belsd szervek irreverzibilisen karosodnak.

Elsésorban a ndket érintd betegség, altalaban a negyvenes életévekben kezdddik. Keét
formaja, a diffiz kutdn szisztémas szklerdzis €s a limitdlt kutdn szisztémas szklerdzis a klinikai
tiineteket €s a prognodzist tekintve alapvetden eltér egymastol. Elobbi esetében a végtagok bore és
a torzs bore is érintett, tovabba ez egy sulyos belsd szervi elvaltozasokkal jaro, rossz prognozisu
forma, mig az utobbi forméaban csak az arc ¢és a végtagok bdre érintett disztalisan €s a betegek
korjoslata 1s kedvezdbb.

Bar szisztémas szklerdzisban ismertek genetikai 0sszefliggések, a homo- és heterozigdta
iker-konkordanciavizsgalatokban a szisztémas szklerdzis eléforduldsa alacsony (4,2-5,9%),
jelezve a kornyezeti faktorok fontos szerepét. Klinikai szempontbdl jelentds asszociacio a HLA-
DR52a ¢és a tliidofibrozis kozott van. A HLA-région kiviili szuszceeptibilitasi 16kusznak tekinthetd
a fibrillingén, valamint a SPARC gén. Egyéb tényezdk szerepe is felmeriil, mint példaul citokin-
¢s citokinreceptor-gének, mas kollagénszintézisért felelds gének. Tobb kdrnyezeti artalom, mint a
kvarcpor vagy a szerves oldoszerek, illetve gyodgyszerek képesek szklerodermat vagy
szklerodermahoz hasonldé megbetegedést kivaltani.

2. CELKITUZESEK

Munkank célja az IL23R gén polimorfizmusainak vizsgéalata magyarorszagi populacidban
autoimmun korképekben. Az IL23R gén rs1004819, rs11805303, rs7517847, rs7530511
(Pro310Leu), rs10489629, rs2201841, rs11209026 (Arg381Gln), rs10889677 ¢és rs11209032
genetikal varidnsai, illetve szisztémas szklerdzis esetében az 1s2201841, rs10889677 ¢és
rs1884444 genetikai varidnsok szerepének tanulmanyozasat tlztik ki célul, a kovetkezd
betegségekben:

a) Pikkelysomor

b) Szisztémads lupus erythematosus
c) Bechterew-kor

d) Sjogren-szindroma

e) Immunglobulin-A nephropathia
f) Szisztémas szklerozis

Célunk volt tovabbd az egyes betegségek esetében eldéforduldo IL23R haplotipusok
azonositasa, illetve a gyakoribb haplotipusok szerepének vizsgalata a betegség kialakulasaban.



3. BETEGEK ES MODSZEREK

3.1 Vizsgalt betegpopulaciok

Az IL23R gén polimorfizmusainak vizsgalatdhoz 214 pikkelysomorben szenvedd beteg
(atlagéletkor 47,5£12,3 év) DNS mintdjat dolgoztuk fol. A vérmintdk gylijtése a Szegedi
Tudomanyegyetem Borgyogyaszati és Allergologiai Klinik4jan tortént. Kontrollként 189
klinikailag egészséges egyén (atlagéletkor 44,6+12,0 év) szolgalt. A szisztémas lupusban
szenvedd betegek mintdi tobb helyrdl szarmaztak: a Pécsi Tudomanyegyetem Immunologiai és
Reumatologiai Klinik4jardl, a Semmelweis Egyetem Orvostudomanyi Karanak III. Sz.
Belgyogyaszati Klinikajar6l és a Debreceni Tudomdnyegyetem III. Sz. Belgyogyaszati
Klinikajarol. Vizsgalatunk soran Osszesen 383 SLE beteg (atlagéletkor 46,5+£13,6 év) és 253
egészséges kontroll személy (atlagéletkor 44,0+11,8 ¢€v) genotipizalasat végeztik el. A
Bechterew-koros csoportot dsszesen 206 beteg alkotta (atlagéletkor 40,7+15,4 év). Osszesen 191
személy esetében rendelkeztiink adatokkal a B27 antitest elofordulasarol: 153 beteg volt B27
pozitiv (80,1%), 38 személy B27 negativ (19,9%). A vizsgdlt DNS mintak az Orszagos
Reumatoldgiai és Fizioterapids Intézet gyiijtésébdl szarmaztak. Osszehasonlitasul 235 egészséges
kontroll személy (atlagéletkor 45,0+£10,9 év) szolgalt, ugyanugy, mint a Sjégren-szindroémas
betegek (156 6, atlagéletkoruk 59,5+12,3 év) esetében. A betegség primer formaja 141 személy
esetében (90,4%), szekunder formdja csupan 15 esetben (9,62%) volt megfigyelhetd. Utobbiak
esetében a SS rheumatoid arthritisszel egyiitt fordult eld. Pozitiv anti-SSA a betegek 25%-aban
volt detektalhaté (100,43+49,9 U/ml), mig anti-SSB pozitivitast 12,2% mutatott (50,8+25,1
U/ml). Valamennyi SS-ben szenvedd beteg DNS mintaja a Debreceni Tudomanyegyetem II1. Sz.
Belgyogyaszati Klinikajarol szarmazott. Az IgAN-os vizsgalati csoportba 143 személy tartozott
(atlagéletkor 49,9+13,4 év); valamennyien a Pécsi Tudomanyegyetem II. Sz. Belgyogyaszati
Klinika és Nephrologiai Centrum beteganyagabol szarmaztak. Kontrollként 189 klinikailag
egészséges egyeén (atlagéletkor 44,6+£12,0 év) szolgalt. Vizsgélataink soran 233 szisztémas
szklerozisos beteg genotipizalasat végeztiik el (atlagéletkor 56,8+12,0 ¢év). A DNS mintak
gyljtése a Pécsi Tudoméanyegyetem Immunologiai és Reumatoldgiai Klinikajan tortént;
Osszehasonlitdsul 220 egészséges személy (atlagéletkor 43,6+12,5 ¢&v) szolgalt. A
kontrollszemélyek valamennyi vizsgalat esetében a Pécsi Tudoméanyegyetem Orvosi Genetikai
Intézetének biobankjabdl szarmaztak. A vizsgalatok alanyai minden esetben elézetesen irdsban
beleegyeztek a genetikai vizsgalatba. Valamennyi vizsgalat etikai bizottsagi engedély birtokdban
(ETT TUKEB), és az 1975-6s Helsinki deklaracio6 alapelveinek megfelelden tortént.

3.2 Molekularis biolégiai modszerek

A DNS-izolalast EDTA-val alvadasgatolt vérmintakbol végeztiik kisd6zasos modszerrel. A
DNS-analizis kiindulopontja a polimerdz lancreakcido (PCR) utjan végzett amplifikacido, mely
standard modon az adott szekvenciara specifikus, szintetikus oligonukleotid primerek, Taq
polimeraz, dNTP, puffer és genomialis DNS-templat jelenlétében zajlott. A PCR termék
detektalasa gélelektroforézissel, etidium bromidos festéssel, UV fényben tortént. A genotipusok
meghatarozasara restrikcidos fragmentumhossz polimorfizmus (RFLP) vizsgélatot alkalmaztunk
Valamennyi PCR amplifikatum tartalmazott egy obligat hasitdo helyet is, mely az emésztés
hatékonysaganak ellendrzésére szolgalt. A DNS amplifikdcidé soran a kdvetkezd paramétereket
alkalmaztuk: elédenaturacido 95°C-on 2 perc, 35 ismétlddé ciklus, melynek 1épései: denaturacio
95°C-on 30 mp, primerkotédés 55°C-on 45 mp (rs188444 esetén 58°C-on 45 mp, rs11805303
esetén 59°C-on 30 mp, rs7530511 és rs10889677 esetén 60°C-on 45 mp), polimerizacid 72°C-on



45 mp, majd a ciklusok utan végsd lanchosszabbitas 72°C-on 5 perc. Az amplifikdlashoz
alkalmazott specifikus primerek, a hasznalt restrikci6s endonukleazok, valamint az enzimhasitasi
mintazatok az 1. tdblazatban lathatok. Az rs2201841 esetében a primerek tervezése soran egy
mismatch bazist alkalmaztunk egy mesterséges hasitasi hely képzése érdekében (aldhtizva a
szekvenciaban).

3.3 Statisztikai modszerek

A betegségek ¢és a vizsgalt genetikai variansok, illetve haplotipusok kozott fennalld
Osszefiiggések feltirasara y’-tesztet és regresszids analizist alkalmaztunk SPSS 11.5
programcsaldd felhasznalasaval. Az esélyhanyadosok (OR) a beteg ¢és a kontroll populacid
Osszehasonlitdsdra vonatkoznak, minden esetben 95%-os konfidencia intervallum (95% CI)
alkalmazasaval.

A genetikai kapcsoltsag vizsgalatdhoz Haploview 4.1 programot hasznaltunk. A
Haploview alapbeallitasai szerint valamennyi lokusz esetében a ritkdbb allél frekvenciajat
minimum 0,05-ben, a l0kuszparok kozotti R? értéket pedig <0,8-ban szabtuk feltételiil a tovabbi
haplotipus analizisekhez. A feltételezhetd haplotipus megallapitasdhoz a PHASE 2.1 programot
alkalmaztuk minden vizsgalt személy esetében.

4. EREDMENYEK

4.1 Pikkelysomor

Az IL23R gén kilenc polimorfizmusat vizsgaltuk 214 pikkelysomorben szenvedd
betegben és 189 egészséges kontroll személyben. Valamennyi genotipus- €s allélmegoszlas
Hardy-Weinberg egyenstlyban volt mindkét vizsgélt csoportban. A kapott eredmények a 2.
tablazatban lathatok. Az rs11805303 varidns esetében a mutans allél frekvencidja szignifikansan
emelkedett volt a betegek kozt a kontrollcsoporttal 6sszehasonlitva (p=0,037; OR=1,39; 95% CI:
1,02-1,89), ami megmutatkozik a ritkabb T all¢l jelenlétében is, mivel a betegpopulacid 55,1%-a
hordozta a mutans all¢lt, mig a kontrollok csupan 43,4%-a. A ritka varians hordozasa logisztikus
regresszios analizis alapjan 1,6-szeres esélyndvekedést jelent a psoriasis kialakulésara.

A 3’-UTR régioban talalhaté rs10889677 polimorfizmusnal a homozigéta mutans
genotipus jelenléte tobb, mint haromszoros kockézatot jelentett a betegség megjelenésére a
kontrollcsoporttal Gsszehasonlitva. Az rs2201841 CC genotipusa szignifikdnsan gyakrabban
fordult el6 a pikkelysomords betegeknél, mintegy 2,6-szeres kockézatnovekedést okozva. Az
allélfrekvencidk szintén szignifikdns kiilonbséget mutattak a psoriasisos €s az egészséges csoport
kozott: az rs10889677 esetében p=0,040; OR=1,38; 95% CI: 1,01-1,87, mig az rs2201841
esetében p=0,048; OR=1,36; 95% CI: 1,01-1,86 értekeket kaptunk.

A vizsgalt variansok kozotti paronkénti linkage disequilibrium (LD) értékek (R?) esetében
a legerdsebb korrelaciot az rs1004819 és rs11805303, valamint az rs2201841 és rs10889677
mutaciok kozott észleltiik (R*=0,80).

Az IL23R haplotipusainak kapcsolata a pikkelysomorrel a 3. tablazatban lathatd. Mivel az
rs11209026 (Arg381GIn) mutans alléljanak frekvenciaja alacsonyabb volt, mint 0,05, ezért nem
keriilt bele a haplotipus analizisbe. Mivel az R* érték az rs11805303 és rs1004819, valamit az
rs10889677 és 1s2201841 kozott elérte a 0,8-at, igy a két utobbit szintén nem vontuk be a



vizsgalatba, mivel ezek minor allél frekvencidja valamivel kisebb volt, mint az rs11805303,
illetve rs10889677 mutacioké. Az rs11805303, rs7517847, rs7530511, rs10489629, rs10889677,
rs11209032 variansok TTCAAA haplotipusa emelkedett kockézattal jart a betegség kialakuldsara
nézve. A legerdsebb védd hatast a CGCACG haplotipus mutatta (p=0,001; OR=0,13), mig a
TTCACA ¢és CTCACG haplotipusok valamivel kevésbé kifejezetten, de szintén védo szerepiinek
bizonyultak.

4.2 Szisztémas lupus erythematosus

Valamennyi vizsgalt IL23R gén SNP genotipus megoszlasa Hardy-Weinberg
egyensulyban volt az SLE (n=383) ¢s a kontroll (n=253) csoportokban. A genotipus- és
allélfrekvencia szerinti megoszlasok a 4. tdblazatban lathatok. Nem észleltiink szignifikdns
eltérést a két csoport kozott sem a genotipusok, sem az allélfrekvenciak tekintetében. A vizsgalt
variansok kozotti paronkénti linkage disequilibrium értékek (R?) koziil az rs11805303 és
rs1004819, valamint az rs10889677 ¢és rs2201841 kozott meghaladtdk a 0,8-at, ezért az
rs1004819 ¢és az rs2201841 polimorfizmusokat nem vontuk be a haplotipus vizsgalatba, mivel
ezeknek alacsonyabb volt az allélfrekvencidjuk, mint az rs11805303, illetve rs10889677
variansoknak. Az IL23R haplotipusai nem mutattak kapcsolatot az SLE-vel.

4.3 Bechterew-kor

Valamennyi genotipus- és allélmegoszlas Hardy-Weinberg egyensulyban volt mindkét
vizsgalt csoportban. A kapott eredmények az 5. tablazatban lathaték. Az rs11805303 varidns
mutans allélfrekvencia szignifikdnsan emelkedett volt Osszehasonlitva a betegpopulacidt a
kontroll csoporttal (p=0,009; OR=1,47; 95% CI: 1,09-2,36), ami megmutatkozik a ritkdbb T all¢l
jelenlétében is, mivel a betegpopulacid 59,2%-a hordozza a mutans allélt, mig a kontrollok
csupan 47,2%-a. A ritka varians hordozasa logisztikus regresszios analizis alapjan 1,6-szeres
es¢lyndvekedést jelent a Bechterew-kor kialakuldsara.

Az el6z0hoz hasonldan, az rs1004819 A alléljanak hordozasa is szignifikdnsabb
gyakoribb volt a betegek korében, mint a kontrolloknal (64,1%, illetve 48,5%). A ritkabb all¢l
frekvenciaja szintén eltért a két vizsgalt csoport kozott (p=0,004; OR=1,51; 95% CI: 1,14-2,01).
Az 1510889677 ¢s az rs2201841 SNP-k esetében a mutins homozigdta genotipus hordozasa
szignifikansan emelkedett volt a betegekben a kontrollokhoz képest.

Nem taldltunk mutans homozigota format az Arg381GIn (rs11209026) varians esetében
egyik csoportban sem, azonban a heterozigdta GA genotipus szignifikans csokkenést mutatott a
beteg csoport korében (5,34%, illetve 11,5%). Ez a kiilonbség az allélfrekvenciaknal is
megnyilvanult, 0,45-sz610s esélyt jelentve a korkép kialakulasara nézve a mutans allél esetében
(p=0,025; OR=0,45; 95% CI: 0,22-0,92).

Ha csak a B27-pozitiv Bechterew-koros betegeket vontuk be a statisztikai analizisbe (5.
tablazat, sziirkével szedve), ugyan azok a genotipusok mutattak statisztikailag szignifikdns
eltérést a kontroll populdciotol, mint a teljes beteg csoport esetében, kivéve az rs11209026
varianst, ahol nem taldltunk kiilonbséget. Az all¢lfrekvencidk esetében a 3’-UTR rs10889677
mutaciondl is észleltiink statisztikai kiilonbséget, bar ez nagyon csekély volt (p=0,046; OR=1,37;
95% CI: 1,01-1,86), csakiigy, mint az rs11805303 polimorfizmus esetében (p=0,042; OR=1,38;
95% CI: 1,01-1,89). Az rs1004819 variansnal a ritkdbb allél szintén kapcsolatot mutatott a
betegséggel (p=0,015; OR=1,46; 95% CI: 1,08.1,99). Valamennyi esetben elmondhatd, hogy a
szignifikancia szintje alacsonyabb volt, mint a teljes betegcsoporttal szamolva, feltételezhetden a



kisebb mintaszam miatt. A B27 negativ betegek szama tal kevés volt érvényes statisztikai analizis
elvégzéséhez.

A vizsgalt variansok kozotti paronkénti linkage disequilibrium értékek (R?) esetében a
legerésebb korrelaciot az rs1004819 és rs11805303 mutaciok kozott észleltiik (R*=0,84).

Az IL23R haplotipusainak kapcsolatat a Bechterew-korral a 6. tablazat mutatja. Mivel az
Arg381Gin (rs11209026) varians ritkabb alléljanak gyakorisaga kisebb volt, mint 0,05, a mutacio
nem keriilt bele a haplotipus analizisbe. Az R® érték az rs1004819 és rs11805303 kozott
meghaladta a 0,8-at, ezért az utdbbit szintén kihagytuk a vizsgélatbol, mivel a két SNP koziil
ennek volt csekélyebb a minor allél frekvencidja. Az rs1004819, rs7517847, rs7530511,
rs10489629, rs2201841, rs10889677, rs11209032 variansokbodl allo6 ATCACAG és ATCACAA
haplotipusok hajlamosité tényezének bizonyultak a betegség kialakulasdra nézve magyar
populacidban, mig a GGCATCG és AGCACAA védelmet jelentettek a betegséggel szemben. A
B27 pozitiv személyek korében csak a GGCATCG és az ATCACAA haplotipusok mutattak
Osszefliggést a Bechterew-korral; az eldbbi védd, utobbi kockazati tényezdnek bizonyult.

4.4 Sjogren-szindroma

A vizsgalt kilenc IL23R gén varians mindegyikének genotipus- €s allélmegoszlasa Hardy-
Weinberg egyenstulyban volt a vizsgalt beteg (n=156) ¢és kontroll (n=235) csoportokban. A
genotipus- ¢és allélfrekvencia szerinti megoszlasokat a 7. tablazat mutatja. Nem taldltunk
szignifikans kiilonbséget a két csoport kozott sem a genotipusok, sem az allélfrekvencidk
tekintetében. Hasonld negativ eredményt kaptunk abban az esetben is, ha csak a primer Sjogren-
szindromaban szenvedd alanyokat vontuk be az analizisbe (7. tablazat, sziirkével szedve). A
szekunder SS betegek szama tul kevés volt érvényes statisztikai analizis elvégzéséhez.

Nem taldltunk Osszefliggést az IL23R gén polimorfizmusok és az autoantitest szekrécio
kozott sem. A vizsgalt variansok kozotti paronkénti linkage disequilibrium értékek (R?) koziil a
legerésebb korrelaciot az rs1004819 és rs11805303 mutaciok kozott észleltik (R*=0,83). A
haplotipus vizsgélatbol kihagytuk az rs1004819 mutéciot az észlelt szoros kapcsoltsag miatt. Az
IL23R haplotipusai nem mutattak kapcsolatot a Sjogren-szindromaval.

4.5 Immunglobulin-A nephropathia

Valamennyi vizsgalt IL23R gén SNP genotipus megoszldsa Hardy-Weinberg
egyensulyban volt az IgAN (n=143) ¢és a kontroll (n=189) csoportokban. A genotipus- ¢és
allélfrekvencia szerinti megoszlasokat a 8. tablazatban abrazoltuk. Nem észleltiink szignifikans
eltérést a két csoport kozott sem a genotipusok, sem az allélfrekvencidk tekintetében. A vizsgalt
variansok kozotti paronkénti linkage disequilibrium értékek (R?) koziil az rs11805303 és
rs1004819 kozott meghaladta a 0,8-at, ezért az rs1004819 polimorfizmust nem vontuk be a
haplotipus vizsgalatba, mivel alacsonyabb volt az allélfrekvencidja, mint az rs11805303
variansnak. Az IL23R haplotipusai nem mutattak kapcsolatot az IgAN-nal.

4.6 Szisztémas szklerdzis

Valamennyi vizsgalt IL23R gén SNP genotipus megoszlasa Hardy-Weinberg egyensulyban volt a
szisztémas szkler6zis (n=233), valamint a kontroll (n=220) csoportokban. A genotipus- ¢és
allélfrekvencia szerinti megoszlasok a 9. tablazatban lathatok. Nem észleltiink statisztikailag
szignifikans eltérést a két csoport kozott sem a genotipusok, sem az allélfrekvencidk esetében. A
vizsgalt variansok kozotti paronkénti linkage disequilibrium érték (R?) egyik esetben sem haladta
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meg a 0,8-at, ezért a betegség kapcsolatat valamennyi haplotipussal megvizsgaltuk, azonban
egyik sem mutatott 6sszefliggést a szisztémas szklerdzissal.

5. EREDMENYEK MEGBESZELESE ES KOVETKEZTETESEK

Az IL23R gén az 1p31 kromoszomalis régioban talalhatd, az 4ltala kodolt fehérje az
interleukin-23 molekula receptorat alkotja az IL12R molekula B1 alegységével kozosen. Az IL-
23 szadmos gyulladasos folyamatban tolt be szerepet, igy a génjében bekdvetkezé modosuldsok
kihatassal lehetnek egyes autoimmun folyamatok €s betegségek megjelenésére. Célunk az volt,
hogy magyar populdcidoban kordbban nem vizsgalt autoimmun koérképekben tanulmanyozzuk az
IL23R gén mutaciodit €s azok esetleges hatasat a betegségek kialakuldsara.

Vizsgalatok szerint az rs7530511 C allélje és az rs11209026 G allélje altal meghatarozott
leggyakoribb haplotipus eléforduldsa szignifikdnsan nagyobb volt a psoriasisban szenvedd
betegek kozt, mint az egészséges kontroll személyek korében. Ez utobbi SNP, illetve a két
mutaciobol allo haplotipus kapcsolatit a betegséggel szdmos tanulmany megerdsitette a
keésobbiek folyaman. Sikeriilt 6sszefliggést kimutatni az rs2201841 és a pikkelysomor kozott is.
Vizsgalataink sordn kapott eredményeink némiképp ellentmondanak a masok altal kordbban
tapasztaltaknak, mivel a magyar népességben nem sikeriilt kapcsolatot kimutatnunk az
Arg381GIn mutacid és a psoriasis kozott, ez azonban taldn magyarazhat6 azzal, hogy a
mintapopulacionkban nem talaltunk homozigdta formaban mutans genotipust. Ez utdbbi tény sem
egyediilallé azonban az irodalmi adatok alapjan; hasonl6 jelenséget észleltek Thai populdcidban,
hasonld mintaszdm esetében. Megjegyzendd, hogy azok a tanulmanyok, melyekben az
Osszefliggés kimutathatd volt, joval nagyobb I¢lekszami csoportokon torténtek. Ez felhivja a
figyelmet arra, hogy milyen nagy sziikség van nagyobb létszaml csoportok vizsgalatara, mivel
egyes, kisebb kockazattal jaro hatasok csak ezek esetében mutathatok ki kelld biztonsaggal. Az
rs2201841 varidns, hasonléan az irodalmi adatokhoz, a magyar populacidban is jelentds
kockazati tényezonek bizonyult, mig a vizsgalatunkban szignifikans hatast mutato rs11805303 ¢és
rs10889677 polimorfizmusok kapcsolatat a pikkelysomorrel elséként irtuk le az irodalomban.

Egy, szisztémas lupus erythematosusban szenvedd spanyol betegeken végzett kutatas
soran az IL23R gén Osszesen nyolc varidnsat vizsgaltdk, kapcsolatot azonban nem tudtak
kimutatni a polimorfizmusok és a betegség kozott. Ehhez hasonloan, egy koreai tanulmany soran
sem sikeriilt semmilyen Osszefliggést bizonyitani a betegség és az IL23R gén variansai kozott.
Sajat beteganyagunkon végzett vizsgalataink alatdmasztjadk ezeket az eredményeket, mivel egyik
IL23R-genotipus illetve haplotipus halmozddasat sem tapasztaltuk az SLE-betegek korében a
kontrollokhoz képest. Eredményeink alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a vizsgalt magyar
populacidban az IL23R gén varidnsai dnmagukban nem jelentenek fokozott rizik6t SLE-re; e
tekintetben tehat a magyarsdg nem kiilonbozik mas népcsoportoktol.

A Bechterew-kor ¢és az IL23R gén kapcsolatat elsOként a Wellcome Trust Case Control
Consortium mutatta ki egy egész genomra kiterjedd kapcsoltsagi vizsgalat soran. Osszesen nyolc
IL23R gén SNP-t vizsgaltak, melyek mind Osszefliggést mutattak a betegséggel; legerdsebben az
rs11209032 varians. Eredményeiket alaitdmasztja egy spanyol populdcion végzett vizsgalat, mely
soran az Arg381Gin és rs1343151 mutacidkat védo szerepliecknek talaltak. Hasonld eredmények
szilettek brit populdcioban 1is, itt szintén az 1rs11209032 mutatta a legszignifikdnsabb
Osszefliggést a Bechterew-korral, mig portugal betegek esetében az rs1004819 SNP bizonyult a
legnagyobb kockazati tényezének. Az emlitett vizsgalatok mindegyike kaukazusi beteganyagon
tortént, hasonld, az sszefiiggéseket alatamasztd eredményekkel. Azsiai populacioban az észlelt
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adatok kevésbé egységesek: egy koreai kutatas sordn tiz IL23R gén polimorfizmust vizsgaltak,
egyikiik sem mutatott azonban kapcsolatot a korképpel. Bechterw-korban szenvedd kinai betegek
esetében ugyanakkor az rs11209032 genotipus-megoszlasa €s az rs6677188 genotipus- és
allélfrekvenciai szignifikans eltérést mutattak az egészséges kontrollokétol, ugyanakkor azonban
egy masik, szintén kinai populdciot vizsgald tanulmany ilyen Osszefliggést nem talalt. Sajat
vizsgalataink megerdsitik az eddigi, kaukazusi populdciokban kapott eredményeket. Osszesen 6t
IL23R gén polimorfizmus kapcsolatat mutattuk ki Bechterew-korral. A kontroll csoporthoz
viszonyitva az rs10889677 polimorfizmus AA genotipusa, illetve az rs2201841 CC genotipusa is
emelkedett prevalenciat mutatott a teljes Bechterew-koéros csoportban. Azoknal a betegeknél,
akik az AA, illetve a CC genotipust hordoztak, tehat valamelyik mutans allél két példanyaval is
rendelkeztek, a betegség relativ kockazata tobb mint kétszeresére emelkedett a normal
genotipustiakéhoz képest. Ezek az adatok egyfajta gén-dozis fliggést sejtetnek a mutéans allélok
hajlamositasban jatszott szerepében. Ha csak a B27-pozitiv Bechterew-koros betegeket vonva be
a statisztikai analizisbe, hasonldé eredményeket kaptunk, mint a teljes beteg csoport esetében,
kivéve az rs11209026 varianst, ahol nem talaltunk kiilonbséget. Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy a B27 statusznak nincs hatdsa az IL23R génre.

Mindeziddig nem torténtek vizsgélatok a Sjogren-szindroma ¢és az IL23R gén
polimorfizmusai kozotti esetleges kapcsolat felderitésére, sajat, magyar populdcion végzett
tanulmanyunk az elsé az irodalomban. Egyik IL23R gén varians vizsgélata soran sem talaltunk
szamottevo kiilonbséget a betegek és a kontrollok genotipus- illetve allél-megoszlasa kdzott. Nem
észleltiink szamottevo kiilonbséget a két csoport kdzott abban az esetben sem, ha csupan a primer
SS-ben szenvedd betegeket vontuk be a statisztikai analizisbe, illetve hasonléan negativ
eredményeket kaptunk az autoantitest szekrécioval Gsszefliggésben is. Vizsgalataink alapjan tehat
arra kovetkeztethetiink, hogy sem az IL23R gén polimorfizmusai 6nmagukban, sem pedig azok
haplotipusai nem jatszanak szerepet az SS kialakulasaban.

A Sjogren-szindromahoz hasonléan nincsenek korabbi irodalmi adatok az altalunk
vizsgalt polimorfizmusok €s az immunglobulin-A nephropathia kapcsolatarol. Az a tény, hogy az
IL23R gén inkdbb az immunmedialt betegségekkel mutatott mindeziddig kapcsolatot, mint
példaul a pikkelysomor, vagy a Bechterew-kor, nem pedig az autoimmun korképekkel, mint az
SLE, arra 0sztonzott minket, hogy megvizsgaljuk mutacidinak kapcsolatit ezzel az
immunmedialt vesebetegséggel is. Mindezek ellenére nem sikeriilt pozitiv Osszefiliggést
kimutatnunk egyik altalunk vizsgalt varians és az IgAN kozott. Természetesen nem zarhatd ki
teljesen, hogy az IL-23/IL-17 utvonal valamilyen modon szerepet jatszik az IgAN
kialakulasaban, ennek vizsgalatdhoz azonban szdmos populacidt €s nagy létszamu beteganyagot
felvonultat6 kutatdsokra lenne sziikség.

Szisztémas szklerozis esetében egymasnak némiképp ellentmondd eredmények sziilettek
az eddigi kutatasok soran. Egy holland populacion végzett vizsgalat kapcsolatot mutatott ki hét
vizsgalt IL23R gén polimorfizmus koziil kettdvel (rs11209032, rs1495965), azonban ugyanez a
tanulmany nem taldlt 6sszefliggést a gén €s egy spanyol betegcsoport kozott. A két populacidt
Osszevonva sem sikeriilt kapcsolatot kimutatniuk a kutatoknak az IL23R gén polimorfizmusok ¢és
a szisztémas szklerozis kozott. Hasonloan negativ eredmény sziiletett egy, a kozelmultban végzett
vizsgalat soran, azonban az anti-topoizomeraz I antitest pozitiv betegek esetében az rs11209026
(Arg381GlIn) és rs11465804 SNP-k kapcsolatot mutattak a betegséggel. Sajat vizsgalataink soran
Osszesen tiz IL23R gén varians esetleges hatasait elemeztiik magyar betegcsoportban, azonban
nem talaltunk 6sszefliggést a betegséggel. Eredményeink megerdsitik azt a feltételezést, hogy az
IL23R gén varidnsai nem jatszanak fontos szerepet a szisztémas szklerdzis kialakulasdban,
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azonban annak pontos igazolasara, hogy ez a betegség Osszes alcsoportjaban is igy van-e, tovabbi
vizsgalatokra lesz sziikség a jovoben.

Az irodalomban fellelheté adatok alapjan valdszinlinek latszik, hogy az IL23R gén
fontosabb szerepet jatszik az immunmedialt betegségek kialakulasdban, mint az autoimmun
korképek esetében. Mindkét esetben gyulladasos folyamatok okoznak szervi karosodast, azonban
ezek immunbioldgidja eltérd, mivel az immunmedialt betegségeknél a célantigén nem sajat,
hanem valoszinlileg a tarsult flordk (els6sorban a gasztrointesztinalis traktus, valamint a bor
baktériumai) elleni tolerancia elvesztése a kulcsmomentum. Ezzel a megfigyeléssel egybe vag az
is, hogy az immunmedialt korképek koz¢ tartozd Crohn betegségben meriilt {61 legelsonek az IL-
23R polimorfizmusok szerepe. Ezt a megkozelitést sajat vizsgalataink is aldtamasztjak. Mindez
feltehetdleg 6sszhangban van az IL-23/IL-17 Gtvonal feltételezett evolicios jelentdségével: az IL-
23-at a dendritikus sejtek ¢és makrofagok elkezdik termelni csupan néhany oraval a
lipopoliszaccharidokkal és egyéb mikrobialis termékekkel valdo kozvetlen érintkezés utan. Ez
gyors IL-17 valaszt valt ki a lokalis szoveti T-sejtekbdl. Az IL-17 hatasara valaszul termelt
gyulladasserkentd citokinek gyorsan neutrofil granulocitakat vonzanak a fertdzés helyére;
elmondhaté tehat, hogy az IL-23 molekuldnak fontos szerepe van a patogénekre adott korai
valasz kivaltasdban. A valaszfolyamat soran késobb kozonséges Thl7 sejtek jelennek meg a
szovetekben, €és tovabbi IL-17-et termelnek a folyamatos neutrofil granulocita jelenlét érdekében.
A gyors IL-23/IL-17 immunvélasz nélkiil az allatok fogékonyabbnak bizonyultak a szepszis-
tipust betegségekre. Feltételezhetd tehat, hogy az IL-23 molekula fontos szerepet tolt be a sulyos
lokalis sériilések, mint példaul aszeptikus sebek vagy egyéb komoly traumak utani tulélésben,
amikor egy azonnali védekezd reakcido sziikséges a szepszis €s/vagy a szoveti nekrdzis
megakadalyozasara. Az azonnali neutrofil granulocita valasz id6t nyer a hatékony antimikrobialis
Thl valasz kifejlddéséhez, melynek kialakuldsa tobb napot is igénybe vehet. Ennek a hatékony
immunvalasznak azonban gy tlinik, magas ara van, mivel ha a jelatviteli itvonal szabalyozasa
sériil, a folyamat a szervezet sajat szovetei €s antigénjei ellen fordulhat.

Az altalunk végzett genetikai vizsgalatok eredményei végsd soron hozzajarulnak szamos
autoimmun korkép genetikai hatterének pontosabb megismeréséhez és megértéséhez, ami pedig
elengedhetetlen a betegségek minél korabbi felismeréséhez, valamint hozzajarulhatnak 1) terapids
célpontok azonositasdhoz. Természetesen sziikség van tovabbi genetikai varidnsok azonositasara
¢s koriiltekintd genotipus-fenotipus elemzésekre is, hiszen az egyre boviild ismeretanyag csak igy
vezethet el az effektiv prevencidhoz, illetve az autoimmun betegségekben szenveddk
hatékonyabb kezeléséhez.
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6. EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

I. Az IL23R gén variansainak vizsgalata sordn megallapitottuk, hogy az rs11805303 minor
allél jelenlétében, illetve az rs2201841 ¢és rs10889677 variansok homozigéta eldforduldsa esetén
jelentésen megemelkedett a pikkelysomor kialakuldsanak valoszintisége. Az rs11805303,
rs7517847, rs7530511, rs10489629, rs10889677, rs11209032 variansok TTCAAA haplotipusa
emelkedett kockézattal jart a betegség kialakuldsara nézve. Védo hatast mutattak a CGCACG,
TTCACA ¢és CTCACG haplotipusok.

II. Eredményeink arra wutalnak, hogy magyar szisztémas lupus erythematosus
betegpopulacioban az IL23R gén vizsgalt polimorfizmusai, és az altaluk alkotott haplotipusok
egyike sem hajlamosit a betegségre.

III.  Vizsgalataink alapjan az rs1004819 ¢és rs11805303 varidnsok esetében a minor allélek
hordozasa kockézati tényezdnek bizonyult Bechterew-kor kialakulasara, a teljes betegcsoport €s a
B27 pozitiv személyek korében egyarant. Az Arg381GIn mutacié védd hatast mutatott a betegség
kialakulasaval szemben. Az rs10889677 és rs2201841 polimorfizmusok homozigota formaja
hajlamosit6 hatastinak bizonyult a betegség kialakuldsara.

IV. Az IL23R gén egyik varidnsa vagy haplotipusa sem jelentett a Sjogren-szindroma
kialakulasara. Negativ eredményt kaptunk a primer Sjogren-szindromas betegek esetében is.

V. Az irodalomban elséként vizsgaltuk az immunglobulin-A nephropathia €s az IL23R gén
polimorfizmusainak kapcsolatat. Vizsgéalatunk alapjan az IL23R variansok nem jatszanak
szerepet a betegség kialakuladsaban.

VI. A szisztémas szklerdzisban szenvedd betegekben nem tapasztaltunk szignifikans eltérést az

altalunk vizsgalt tiz IL23R gén polimorfizmus eloszlasaban vagy azok haplotipusainak
eléfordulasaban.
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1. Tdblazat. Az alkalmazott primerek szekvenciai, PCR termék méretek, hasznalt restrikciés endonukleazok és enzimhasitasi mintazatok

Homozigota Heterozigéta Homozigota
Termék
Restrikciés  gyakori allél  genotipus ritka allél
Forward primer Reverse primer hossza
(bp) endonukleaz enzimhasitasi enzimhasitasi enzimhasitasi
P mintazata (bp) mintazata (bp) mintazata (bp)

rs1884444 CAGTCTTTTCCTGCTTCCAGACAT AATAAAATCATACTCTTGCCAATGGCCC 509 Pscl 191+318 28+191+290+318  28+191+290
rs1004819 GCATTCTAGGACCGTTTTGG ATCTGGTGGAAATATGTGAAACCTA 270 Taal 13+71+185 13+71+185+257 13+257
rs11805303 TCTTCCCAGTCTCCAGTGTG CCGAACAATTTTTGTTTCCC 373 Mnll 39+136+198 39+136+198+237  136+237
rs7517847 AAACATTGACATTCCCTTCATAC GAAATGAGTCACCAATAATCCAC 530 BseMII 29+91+410 29+91+410+501  29+501
rs7530511 TACCCATCCATTTTAGGTTAAAGAA GTCTTGAAGTCCTGACCTAAGGTAATC 614 Hphl 51+134+429 51+134+185+429  185+429
rs10489629 CCACACCTCGCCAAGACTTT TATAAGCTTGTTTGATTATGATGTCAGCAA 348 Sspl 31+119+198 31+119+150+198  150+198
rs2201841 GGCAAAAGGGAATTGAGAGG GGCCTATGATTATGCTTTTTCCTG 420 HpyF31 163+257 25+163+232+257  25+163+232
rs11209026 AGTCACTCTGTGGCCTAAAGTAAAG AGATTTTTCTAGTAAACAACTGAAATGA 350 Hpy188I 35+65+250 35+65+250+287  65+287
rs10889677 ATCGTGAATGAGGAGTTGCC TGTGCCTGTATGTGTGACCA 470 Mnll 61+185+224 61+185+224+285  185+285
rs11209032 TTGTTACTGGAGTTAAACCTCTTGC AGGAATAATTGCTGAGATGCAATG 265 BseMI 24+67+174 24+67+174+242  24+242




2. Tablazat. Genotipus megoszlasok és minor allél frekvenciak (MAF) a psoriasis és kontroll csoportokban.

Psoriasis betegek (n=214) Kontrollok (n=189)
Allélok ‘ Genotipusok MAF ‘ Genotipusok MAF p OR (95% CI)

IL23R SNP-ek 1 2 11 12 22 12422 11 12 22 12422

rs1004819 G A 107(50,0) 81 (37,9) 26 (12,1) 107 (50,0) 0,31 103 (54,5) 73 (38,6) 13 (6,88) 86 (45,5) 0,26 0,367* 1,20(0,81-1,77)
11805303 C T 96449  100467)  18(841)  1I8(551 032* 107(566)  69(365)  13(688) 82(43,4) 025 0019° 1,60(1,08-238)
17517847 T G 70327 111(51,9)  33(154)  144(67,3) 041  55(29,1)  101(534) 33(17,5) 134(70,9) 044 0435° 0,84(0,551,29)
rs7530511 C T 167(780) 46215  1(047)  47(220) 011  140(74,1)  45(238)  4(212)  49(259) 0,14 0352° 080(0,51-127)
110489629 A G 55(57) 119(556) 40(187)  159(743) 047  54(286)  96(50.8)  39(20,6) 135(71,4) 046 0518° 1,16(0,75-1,80)
12201841 T C 102(47,7) 87(40,7)  25(11,)*  112(523) 032* 101(53,4)  79(41,8)  9(476)  88(466) 026 0016  2,64(1,20-581)
111209026 G A 20197 13(607) 0 13(607) 003 167(884)  22(1L6) o 22(1L,6) 0,06  0,051° 0,49 (0,24-1,00)
10889677 C A 101(472) 88(4L1)  25(1L7)*  113(52,8) 032* 99(524)  83(439)  7(3,70)  90(47,6) 026 0,005 3,44 (145-8,15)
111209032 G A 94439 91 (425  29(136)  120(561) 035  90(476)  84(444)  15(794)  99(524) 030 0458° 1,16(0,78-1,72)

" p<0,05; * p-érték a ritkabb allél jelenlétében (heterozigbta és homozigdta esetek egyiitt mindkét csoportban); ° p-érték a ritkabb allél homozigota formajaban



3. Tablazat 1L.23R haplotipusok kapcsolata psoriasissal.

CTCACG CGCACG TTCACA TTCAAA
p érték OR 95% CI p érték OR 95% CI p érték OR 95% CI p érték OR 95% CI
psoriasis betegek 0,021* 0,54 0,32-0,91 0,001° 0,13 0,04-0,43 0,042° 0,26 0,07-0,95 0,003" 1,76 1,22-2,54

"p<0,05



4. Tablazat. Genotipus megoszlasok és minor allél frekvenciak (MAF) az SLE és kontroll csoportokban.

SLE betegek (n=383) Kontrollok (n=253)
Allélok Genotipusok MAF Genotipusok MAF P OR (95% CI)

IL23R SNP-ek 1 2 11 12 22 12+22 11 12 22 12+22

rs1004819 G A 179 (46,7) 168 (43,9) 36 (9,39) 204 (53,3) 0,31  124(49,0) 105(41,5) 24 (9,49) 129 (51,0) 0,30 0,437 1,14 (0,82-1,57)
rs11805303 C T 167(436) 180(47.0) 36(9.39) 216(564) 033 127(502) 103 (40.7) 23(9.09)  126(49.8) 029 0067 135(0.98-1.87)
157517847 T G 125(32,6)  176(460) 82(214)  258(67.4) 044  73(289) 139(549) 41(162)  180(71,1) 044 0260  0.82(0,58-1,16)
17530511 C T 291(760) 89(232) 3(078)  92(240) 0,12 183(723) 65(257)  5(198)  75Q277) 015 0231  080(0,56-1,15)
1s10489629 A G 104272) 193(504) 86(225) 279(72.1) 048 80(3L,6)  128(50.6) 45(17.8)  173(68.4) 043 0276 122(0.86-1,72)
1s2201841 T C 171 (446)  179(467)  33(8.62)  212(554) 032 123(48,6) 114(451) 16(632)  140(514) 029 0225 122(0,89-1,68)
rs11209026 G A 346(903)  36(940)  1(026)  37(943) 005 226(89.3) 27(10,7) o 27(10,7) 0,05 0,606 087 (0,51-1,47)
1s10889677 C A 168(439) I83(47.8) 32(836) 215(56,1) 032 117(462) 121(47.8) 15(593)  136(53.8) 030 0423 1,14(0.83-1,57)
1s11209032 G A 144(37.6) 198(51,7) 41(10,7) 239(624) 037 109 (43,1) 120 (47.4) 24(9.49)  144(569) 033 0154  127(0.92-175)

p-értek a ritkabb allél jelenlétében (heterozigdta és homozigota esetek egyiitt mindkét csoportban)



5. Tablazat. Genotipus megoszlasok és minor allél frekvenciak (MAF) a Bechterew-koros és kontroll csoportokban.

Bechterew-koros betegek (n=206)

B27+ Bechterew-koros betegek (n=153) Kontrollok (n=235)
Allélok ‘ Genotipusok MAF ‘ Genotipusok MAF P OR (95% CI)
IL23R SNP-ek 1 2 11 12 22 12+22 11 12 22 12+22

74(35,9) 110(53,4) 22(10,7) 132 (64,1)* 0,37* 0,003* 1,80 (1,22-2,67)

MG A 5672 80623 160105 96(628r  oa7e  TOLY @0 DGO TAESS) 028 o110 a7 14266)
84 (40,8) 97(47.0) 25(121) 122(59.2)* 0,36* 0,017% 1,60 (1,09-2,36)
11 T 124 (52 1 111 (47,2 2 )
SHIB0S303 € T esw@as)  7ided) 1731 ss(s75)r o4 o0 OF® 02O 18366 11T @2 0F 000 155 (1,02-236)
7517847 TG G025 N3G ML) BOETS) 040 oo oot aiam0 166706 044 056 08B (058134)

48(31,3)  85(55,6)  20(13,1) 105 (68,7) 0,41 0,692° 0,91 (0,58-1,43)

160 (77,7) 42 (20,4) 4(1,94) 46 (22.3) 0,12 0,095° 0,69 (0,44-1,07)

RBIL T 7065 32009 4@6)  36@3s) o013 0000 &I @1 O 016 o500 076047-122)
o a6 GO0 0N wioe ey om0 W@® 2w 1@ 08 i pyeaig
woos1oc g RED TN WS D e w@e wsewm ey o EL RGN
s 6oA D LEE 0 sy o, P9 a0 zawy oo g RIS
s e @D RED NN WO o sy wseen nes e e 0f SEHETD
1511209032 G A (73 ggg 17098(255%‘;) }Z fgfg 19237((66(){%7)) gzg 106(45,1)  110(46.8)  19(8.09) 129(569) 031 gﬁé‘o‘ };Z fggg}gfg

" p<0,05; *p-érték a ritkabb allél jelenlétében (heterozigbta és homozigdta esetek egyiitt mindkét csoportban) , ° p-érték a ritkabb allél homozigota formajaban



6. Tablazat 1L23R haplotipusok kapcsolata Bechterew-korral.

Bechterew-koros betegek
B27" Bechterew-koros betegek

GGCATCG AGCACAA ATCACAG ATCACAA
p érték OR 95% CI p érték OR 95% CI p érték OR 95% CI p érték OR 95% CI
0,033 0,33  0,12-0,92 0,023 0,09  0,01-0,72 0,027 2,51 1,11-5,69 0,039 1,43 1,02-2,00
0,042 0,21 0,05-0,95 0,063 0,14  0,02-1,11 0,082 1,39  0,96-2,02 0,011 2,96 1,28-6,83

"p<0,05



7. Tablazat. Genotipus megoszlasok és minor allél frekvenciak (MAF) a Sjogren-szindromas és kontroll csoportokban.

Sjogren-szindromas betegek (n=156)

primer Sjogren-szindromas betegek (n=141) Kontrollok (n=235)
Allélok Genotipusok MAF Genotipusok MAF p OR (95% CI)
IL23R SNP-ek 1 2 11 12 22 12+22 11 12 22 12422
75 (48,1 68 (43,6 13 (8,33 81 (51,9 0,30 0,344 1,26 (0,78-2,06
rs1004819 G A “8,1) (43.6) (8,33) (51.9) 121 (51,5) 95 (40,4) 19 (8,09) 114 (48,5) 0,28 ( )
66 (46,8) 62 (44,0) 13 (9,22) 75 (53,2) 0,31 0,470 1,20 (0,73-1,99)
71 (45,5 73 (46,8 12 (7,69 85 (54,5 0,31 0,087 1,53 (0,94-2,50
rs11805303 C T (45,5) (46.8) (7.69) (54,5) 124 (52,8) 93 (39,6) 18 (7,66) 111 (47,2) 0,27 ( )
62 (44,0) 67 (47,5) 12 (8,51) 79 (56,0) 0,32 0,127 1,48 (0,89-2,46)
46 (29,5 86 (55,1 24 (15,4 110 (70,5 0,43 0,663 0,89 (0,53-1,51
17517847 T G (29.5) (55.1) (15.4) (70.5) 69 (29,4) 126 (53,6) 40 (17,0) 166 (70,6) 0,44 ( )
44 (31,2) 74 (52,5) 23 (16,3) 97 (68,8) 0,43 0,321 0,76 (0,44-1,31)
115 (73,7 35(22,4 6 (3,85 41 (26,3 0,15 0,166 0,67 (0,39-1,18
rs7530511 C T (73,7) 22.4) (3.85) (26,3) 166 (70,6) 64 (27,2) 5(,13) 69 (29,4) 0,16 ( )
104 (73,8) 32 (22,7) 5(3,55) 37 (26,2) 0,15 0,274 0,73 (0,41-1,29)
51 (32,7 78 (50,0 27 (17,3 105 (67,3 0,42 0,638 0,88 (0,53-1,48
rs10489629 A G (32,7) (50,0 (17.3) (67.3) 76 (32,3) 117 (49,8) 42 (17,9) 159 (67,7) 0,43 ( )
48 (34,0) 68 (48,2) 25 (17,7) 93 (65,9) 0,42 0,533 0,85 (0,50-1,44)
71 (45,5 71 (45,5 14 (8,97 85 (54,5 0,32 0,193 1,38 (0,85-2,25
152201841 T C (45,5) (45,5) (8,97) (54,5) 118 (50,2) 102 (43,4) 15 (6,38) 117 (49,8) 0,28 ( )
62 (44,0) 66 (46,8) 13 (9,22) 79 (56,0) 0,33 0,258 1,34 (0,81-2,22)
137 (87,8 19 (12,2 0 19 (12,2 0,06 0,634 0,83 (0,39-1,78
rs11209026 G A (87.8) (12.2) (12.2) 208 (88,5) 27 (11,5) 0 27 (11,5) 0,06 ( )
123 (87,2) 18 (12,8) 0 18 (12,8) 0,06 0,666 0,84 (0,39-1,84)
71 (45,5 68 (43,6 17 (10,9 85 (54,5 0,33 0,526 1,17 (0,72-1,90
rs10889677 C A (45,5) (43.6) (10.9) (54,5) 114 (48,5) 108 (46,0) 13 (5,53) 121 (51,5) 0,29 ( )
62 (44,0) 64 (45,4) 15 (10,6) 79 (56,0) 0,33 0,645 1,13 (0,68-1,86)
74 (47,4 69 (44,2 13 (8,33 82 (52,6 0,30 0,870 1,04 (0,64-1,69
rs11209032 G A (“47.4) (44.2) (8,33) (52.6) 106 (45,1) 110 (46,8) 19 (8,09) 129 (56,9) 0,31 ( )
65 (46,1) 63 (44,7) 13 (9,22) 76 (53,9) 0,32 0,991 1,00 (0,60-1,65)

p-érték a ritkabb allél jelenlétében (heterozigota és homozigota esetek egyiitt mindkét csoportban)



8. Tadbldzat. Genotipus megoszlasok és minor allél frekvenciak (MAF) az IgAN és kontroll csoportokban.

IgAN betegek (n=143) Kontrollok (n=189)
Allélok Genotipusok MAF Genotipusok MAF P OR (95% CI)

IL23R SNP-ek 1 2 11 12 22 12+22 11 12 22 12+22

rs1004819 G A 83 (58,0) 46 (32,2) 14 (9,79) 60 (42,0) 0,26 103 (54,5) 73 (38,6) 13 (6,88) 86 (45,5) 0,26 0,554 0,88 (0,56-1,36)
1s11805303 C T 80(559)  49(343) 14(9,79)  63(44,1) 027 107(56,6) 69(365) 13(688)  82(434) 025 0924 1,02(0,66-1,59)
17517847 T G 53(37.0)  66(462)  24(168)  90(630) 040 55(29,1)  101(53.4) 33(17,5)  134(70,9 044 0,102 0,68 (0,42-1,08)
187530511 C T 112(783) 29(203)  2(140)  31(2L7) 0,12 140(741) 45(23.8) 4(212) 47(259) 0,13 0474 0,83 (0,49-1,39)
1510489629 A G 43(30,0) 704900 301,00 100(70,0) 045 54(286)  96(50.8)  39(20,6)  135(71,4) 043 0,601  0,88(0,54-1,43)
12201841 T C 78(545)  53(37.0)  12(839)  65(455) 027 101(534) 79(4l8)  9(476) 88 (46,6) 0,26 0,839 0,96 (0,62-1,49)
1s11200026 G A 124867  19(133) o 19(133) 0,07 167(884) 22(11,6) o 22(11,6) 0,06 0866 1,10(0,54-2,07)
1510889677 C A 79(552) 51(357) 13(9,09)  64(448) 027 99(524) 83439  7(3,70) 90 (47,6) 0,26 0551  0,87(0,56-1,36)
1s11200032 G A 80(559)  50(350) 13(9.09)  63(441) 027 90(47,6)  84(444) 15(7.94)  99(523) 030 0,134 0,71(046-1,11)

p-értek a ritkabb allél jelenlétében (heterozigdta és homozigota esetek egyiitt mindkét csoportban)



9. Tablazat. Genotipus megoszlasok és minor allél frekvenciak (MAF) a szisztémas szklerozisos és kontroll csoportokban.

Szisztémas szklerézis betegek (n=233) Kontrollok (n=220)
Allélok Genotipusok MAF Genotipusok MAF P OR (95% CI)

IL23R SNP-ek 1 2 11 12 22 12+22 11 12 22 12+22

rs1884444 G T 56 (24,0) 170 (73,0) 7 (3,00) 177 (76,0) 0,39 55 (25,0) 162 (73,6) 3 (1,36) 165 (75,0) 0,38 0,895 1,04 (0,60-1,79)
151004819 G A 119(GL1)  99(425  15(644) 114(489) 028 108(49,1)  90(40,9)  22(10,0)  112(50,9) 030 0,698  1,10(0,68-1,76)
1s11805303 C T 112@81) 107(459) 14(601) 121(51,9) 029 110(50,00 88(40,0) 22(10,0)  110(50,00 030 0298 1,29(0,80-2,07)
157517847 T G 68(292)  115(49.3) 50(21,5  165(70.8) 046  70(31,8)  118(53,6) 32(145)  150(68,1) 041 0598  1,15(0,69-191)
1s7530511 C T 167(7,7) 632700 3(1,29)  66(283) 0,15 157(71,4) 58(264)  5(.27) 63(286) 0,15 0,798  1,07(0,64,1,80)
1510489629 A G 68(292)  106(455 59(253) 165(70.8) 048 71 (323) 111(504) 38(17.3)  149(67,7) 043 0973 1,00 (0,61-1,68)
12201841 T C 120(51,5)  101(433) 12(515  113(485) 027 108(49,1) 98 (445) 14(636)  112(50,9) 029 0942  098(0,61-1,58)
1s11200026 G A 196(84,1) 35(150) 2(0.86)  37(159) 0,08 194(882) 26(11.8) o 26(11,8) 0,06 0,774 0,90 (0,45-1,81)
1510889677 C A 116(49.8) 109(46.8) 8(3.43)  117(50,2) 027 101(459) 106(48,2) 13(591)  119(54,1) 030 0472  084(0,52-1,35)
1s11200032 G A 121(51,9) 94(40,3) 18(7,73)  112(48,1) 029 94(427) 105(47,7) 21(9,55)  126(573) 033 0,160 0,71 (0,44-1,14)

p-értek a ritkabb allél jelenlétében (heterozigota és homozigota esetek egyiitt mindkét csoportban)
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1. INTRODUCTION
1.1 The interleukin-23/interleukin-17 axis

Cytokines are small molecular weight glykoproteins that play an important role in
information transmission and regulation during immune responses. The interleukin (IL) name
used as a synonym refers to the connections made between leucocytes. They play a role in the
cooperation between accessory cells and lymphocytes, help the maturation, activation,
differentiation of cells, participate in effector functions also. The interleukin-23 (IL.23) is a
heterodimeric cytokine composed of two disulfide-bridged subunits, p19 which is unique to IL-
23 and p40 which is shared with IL-12. This complex is expressed by activated dendritic cells
and has biological activities that are similar but not equal to those of [L-12. The receptor complex
of IL-23 is also similar to that of IL-12: the common p40 subunit is recognized by interleukin-12
receptor beta-1 subunit (IL-12RB1) and the p19 subunit associates to the specific interleukin-23
receptor (IL-23R). Binding of IL-23 to its receptor leads to the activation of Janus Kinases (Jak2
and Tyk2), which can phosphorylate IL-23R at discrete locations and thus form docking sites for
signal transducers and activators of transcription (STATs). The STATs are then phosphorylated
by the Jaks, and are thus capable of dimerising and translocating to the nucleus where they
influence the transcription of key proinflammatory genes such as IL-17.

Interleukin-17 is a pro-inflammatory cytokine that is produced by activated T cells. In
chronic inflammation, the antigen-stimulated dendritic cells and macrophages produce IL-23
which acts on naive CD4" T cells and induces their differentiation towards becoming helper T 17
cells (Th17/Thy.17). These cells produce IL-17, which enhances T-cell priming and causes
inflammatory responses by inducing the production of several inflammatory mediators. 1L-23
also acts on macrophages and dendritic cells in an autocrine/paracrine manner to stimulate the
generation of pro-inflammatory.

In case of bacterial infection 1L-23 is rapidly produced by the macrophages and dendritic
cells at the site of infection, where it then activates the local resident Th17 cells. Generation of
IL-17 by these cells then induces granulocyte-colony stimulating factor production from stromal
cells and subsequently recruitment of neutrophils to the infection site, contributing to
extracellular bacterial clearance. The neutrophils transmigrate into tissues where the apoptotic
neutrophils are then phagocytosed by the macrophages and dendritic cells. This reduces 1L-23
production and the resulting IL-17 production of Th17 cells.

The human IL23R gene is located on chromosome 1 (1p31.3). The standard form of IL-
23R is encoded by 11 exons. Through alternative splicing at least six spliced isoforms can be
generated. These variants result in either premature termination to generate a diverse form of
receptor ectodomain, or a frameshift to produce various lengths of IL-23R intracellular domain.
A genome-wide association found strong association with Crohn’s disease and polymorphisms of
the IL23R gene. In total 10 single nucleotide polymorphisms (SNPs) were reported, which
showed highly significant association with inflammatory bowel disease. Theoretical
considerations also suggested association of these SNPs with other autoimmune diseases.

The biological impact of the investigated polymorphisms on the expression and
functionality of IL23R is currently unknown but it is obvious that these SNPs can represent an
important link in the development of autoimmune and inflammatory diseases. Several
mechanisms can be suggested by which polymorphisms can change the function of the receptor.
SNPs located in the 3’-UTR can possibly cause over expression of the receptor (e.g. by
increasing mRNA stability) driving differentiation of T-cells towards a Th17 sub-population. In



case of the rs11209026 Arg381GIn SNP the arginine allele has a side chain with positive charge
while the rare glutamine an uncharged polar one and thus the substitution can have considerable
effect on the protein structure. The intronic polymorphisms could perhaps exert their influence
via regulating the differential splicing.

1.2 Studied diseases

1.2.1 Psoriasis

Psoriasis is a chronic inflammatory disease that affects skin and joints. It is a chronic
immune mediated disease, so unlike in autoimmune disease, the target antigene is not one of the
organism’s but rather an intolerance of joint bacterial populations. Its prevalence is about 2% in
Hungary, it occurs in both sexes equally. . It begins with red, scaly skin patches that later start to
peel off and drop off. Although psoriasis can have a massive effect on life-quality, life-span does
not seem to be shortened due to the disease.

Psoriasis was considered an epidermal disease but after realizing that immunosupressive
agents can improve the patient’s status, this conception has radically changed. The role of many
genes and loci is presumed in its development beside environmental factors. The association of
several human leucocyte antigens (HLAs) was confirmed with the disease. There is a relation
with the 17925 region, TNF-a gene and with the 3g21, 19p13 and 20q13 loci.

1.2.2  Systemic lupus erythematosus

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic, remitting, relapsing, inflammatory
autoimmune connective tissue disease. The word 'lupus' originating from latin, means wolf, the
lupus erythematosus (red wolf) name denotes to the red skin accompanying the disease. Its
prevalence rate is about 12-64 in 100,000 people and is ten times more common in women than
men. Both external and internal factors are involved in its development, amongst the triggering
factors are for example UV radiation, infections and some drugs. The result is a complex disorder
of the immune system, characterized by the loss of tolerance against the organism’s own
antigenes. The inflammation can affect any organ.

SLE is a multifactorial disease with genetic factors enhancing its development, however
one single gene is not enough for its development. This association was confirmed first with
MHC I-, II-, III-polymorphisms and inherited complement-deficiency. Beside these, the role of
numerous genes can be presumed. Amongst the loci associated with SLE three are found on
chromosome 1, and within these loci several genes have been identified. Most of them are
polymorphic and one of the alleles is associated with the disease.

1.2.3  Ankylosing spondylitis

Ankylosing spondylitis (AS) usually starts in sacroiliac joints with axial skeleton
involvement as the disease progresses with inflammation of the joints and entheses eventually
leading to new bone formation with syndesmophytes and ankylosis. Men are more often affected
than women; most patients develop the first symptoms at an age younger than 30 years. Az the
surface of the joints degenerates, the vertebrea begin to coalesce. A quarter of the patients
develop symptoms that are not associated with movement organs.

The exact cause of AS is unknown however its occurence shows a familial aggregation.
The HLA B27 allele can be found int he majority of patients but it is presumable that it is
responsible only for 20-30% of disease risk. The role of other MHC genes like HLA B60 and



HLA DRI is presumed also. Several investigations have shown association with non-MHC genes
also.

1.2.4  Sjogren-syndrome

Sjogren-syndrome (SS) is one of the most common problems in ophthalmology. It is
clinically characterized by keratoconjunctivitis sicca and xerostomia. It is an autoimmune disease
that mainly effects the exocrine glands. Due to the inflammation the number of cells forming the
glands decreases constantly. The symptoms can vary from mild irritation to pain. An itching,
burning sensation in the eye is the most common, accompanied with xerostomia, pain and
disturbance in tasting. More than half of patients develop extraglandular manifestations, like
myalgia, arthralgia, and involvement of the pulmonary system. More, than 90% of the patients
are women, with a mean age of 50-60 years.

Primary SS occurs when there are no other immune diseases in the background while
secondary SS accompanies diseases of joint and connective tissue most often. Autoantibodies can
be found against two antigenes, namely SS-A and SS-B. The pathogenesis of the disease is not
completely known, however it is a multifactorial disease with a long process leading to the
selective lesion of exocrine glands. Studies have shown disease association with HLA DRB1*03
and DQB1*02 alleles, but only in the patients in whom anti-SSA and/or anti-SSB antibodies were
present.

1.2.5 Immunoglobulin A nephropathy

Immunoglobuline A nephropathy (IgAN) is a slowly progressing immunmediated disease
of the kidneys that effects the glomeruli. IgA1 deposits can be detected in the mesangium with
immunehistology; it can cause macroscopic or microscopic haematuria. It is the most common
form of glomerulonephritis. Nearly half of the patients have decreased renal functions, 20-50%
needs renal replacement treatment 20 years after the diagnosis. Besides primary IgAN of
unknown origin we can distinguish forms that are observed together with the disease of another
organ. Although cause and effect are not always obvious, these forms are named secunder IgAN.

Eventhough IgAN occurs sporadicaly and it can’t be considered an inherited disease,
some facts seem to allude to its genetic background, like the ethnical and geographic variability
in its prevalence and the familial aggregation observed in several cases. The association of [gSN
with the 6q22-23 region was shown in a linkage analysis while another study identified two other
loci (4926-31 and 17q12-22). IgAN was correlated also with polymorphisms in E-selectin and L-
selectin genes and several genes in the renin-angiotensin system.

1.2.6  Systemic sclerosis

The word scleroderma originates from Greek, it means ’stiff, hard skin’. The disease can
be characterized by the fibrosis and late atrophy of skin and some internal organs and generalised
obliterative vasculopathy. Tissue structures degenerate gradually, tissue atrophy develops and
internal organs suffer irreversible lesions.

The disease affects women mainly, it begins usaully in the fifth decade. Its two forms,
diffuse cutan systemic sclerosis and limited cutan systemic sclerosis differ from each other in
terms of clinical symptoms and prognosis. In the first case, the skin of the limbs and torso is
effected and this 1s a form with severe internal symptoms and a bad prognosis, while in the later
case only the skin of the face and limbs is affected and prognosis is more favorable also.



Although there are some genetic associations known in systemic sclerosis, its occurrence
in homo- and heterozygotic twin studies is low (4.2-5.9%) denoting the important effect of
environmental factors. Significant association from a clinical point of view can be found between
the HLA-DR52a and lung fibrosis. Beside HLA region, the fibrillin and SPARC genes can be
considered as susceptibility loci. The role of other factors arose also, like cytokine- and
cytokinereceptor genes and other genes responsible for collagen synthesis. Several environmental
factors like some solvents and drugs can cause scleroderma or scleroderma-like diseases.

2. AIMS OF THE STUDY

The objective of our work was to study polymorphisms of the IL23R gene in autoimmune
diseases in Hungarian population. We aimed to study the rs1004819, rs11805303, rs7517847,
rs7530511 (Pro310Leu), rs10489629, rs2201841, rs11209026 (Arg381Gln), rs10889677 and
rs11209032 genetic variant of the IL23R gene and the rs2201841, rs10889677 and rs1884444
genetic variants in case of systemic sclerosis in the following diseases:

a) Psoriasis

b) Systemic lupus erythematosus

¢) Ankylosing spondylitis

d) Sjogren-syndrome

e) Immunoglobuline A nephropathy
f) Systemic sclerosis

We also aimed to identify the occurring IL23R haplotypes in the studied diseases and to
investigate the role of the frequent haplotypes in the development of the diseases.

3. MATERIALS AND METHODS

3.1 Studied populations

The DNA samples of the patients with psoriasis were collected at the Department of
Dermatology and Allergology, University of Szeged. The group consisted of 214 patients (mean
age 47.5£12.3 years). A total of 189 Caucasian subjects served as controls (mean age 45.3+11.0
years). The DNA samples of the patients with SLE were collected at the Department of
Immunology and Rheumatology, University of Pecs, at the 3™ Department of Internal Medicine,
Semmelweis University, Budapest and at the 31 Department of Internal Medicine, University of
Debrecen, Hungary. The SLE population represented a total of 383 clinically well-characterized
SLE-patients (mean age: 46.5£13.6 years). A total of 253 Caucasian subjects (mean age:
44.0+11.8 years) served as controls. The DNA samples of the patients with AS were collected at
the National Institute of Rheumatology and Physiotherapy in Budapest, Hungary; the group
consisted of 206 patients (mean age: 40.7+15.4 years). Data for B27 status was available for 191
patients; 153 patients were B27 positive (80.1%), 38 were tested negative (19.9%). A total of 235
Caucasian subjects (mean age: 45.0+£10.9 years) served as controls just like in case of Sjogren-
syndrome (156 patients, mean age 59.5+12.3 years). Primary Sjogren syndrome was present in
141 patients (90.4%), secondary Sjogren syndrome was present only in 15 patients (9.62%). In
the secondary forms the disease was associated with rheumatoid arthritis. Positive anti-SSA was



measured in 25% of the patients (mean: 100.3 £49.9U/ml), positive SSB in 12.2% of the patients
(mean: 50.8+25.1U/ml). The samples of the SS patients were collected at the University of
Debrecen. The IgAN population represented a total of 143 clinically well-characterized subjects
(mean age 49.9+13.4 years), all originating from the 2nd Department of Internal Medicine and
Nephrology Center, University of Pécs. A total of 189 Caucasian subjects served as controls
(mean age 45.3+11.0 years). We also examined 224 patients with systemic sclerosis (27 males
and 197 females, mean age: 56.8 + 12.0 years). The DNA samples were collected at the
Department of Rheumatology and Immunology, University of Pécs and were compared to 220
healthy individuals (mean age: 43.6+12.5 years). The patients and controls gave their informed
consent previous to the study in all cases. During the collection and use of DNA samples and
clinical data guidelines and regulations of the Ethics Committee (ETT TUKEB) and the Helsinki
Declaration in 1975 were followed.

3.2 Molecular biology methods

The molecular analyses were performed using DNA extracted from peripheral blood
leukocytes with a routine salting out procedure. PCR-RFLP methods were applied to test the
alleles of the IL23R gene which consisted specific, synthetic oligonucleotide primers, Taq
polymerase, dNTP, buffer and genomic DNA template. For detection of the PCR product
gelelectrophoresis, ethidium-bromide staining and UV light was used. For genotype
determination, restriction fragment length polymorphism (RFLP) was used. The primers were
designed to create obligatory cleavage sites of the proper restriction enzymes in the amplicons to
control the accuracy of the digestion. The following parameters were applied for amplification:
predenaturation on 95°C for 2 min, 35 cycles of: denaturation on 95°C 30 sec, annealing on 55°C
45 sec (in case of rs188444 58°C 45 sec, rs11805303 59°C 30 sec, rs7530511 and rs10889677
60°C 45 sec), polymerization on 72°C 45 sec, and a final annealing on 72°C for 5 min. The
restriction endonucleases, PCR product lengths and the restriction patterns are also shown in
Table 1. In case ofrs2201841 we had to introduce mismatch bases to generate artificial cleavage
sites (underlined in the sequence).

3.3 Statistical evaluation

Differences between the patient and control groups were examined by y’-test.
Associations of the studied diseases and the examined genetic variants were tested using binary
logistic regression analysis using SPSS 11.5 for Windows. Odds ratios refer to the patient
population vs. controls and are calculated with 95% confidence intervals (95% CI), indicated in
brackets.

Haploview 4.1 was used to study linkage disequilibrium (LD) patterns. We required the
minor allele frequency at each locus to be >0.05, with an R? value of <0.8 between pairs of loci,
based on the default settings in Haploview. After applying these criteria, 6 of the 9 SNPs were
retained for haplotype analysis. Haplotype frequencies were estimated using PHASE version 2.1.

4. RESULTS

4.1 Psoriasis

We examined nine polymorphisms of the IL23R gene in 214 psoriatic patients and 189
healthy controls. All the genotype and allele distributions were in Hardy-Weinberg-equilibrium
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both groups. The results are shown in Table 2. The presence of the mutant T allele of rs11805303
was significantly increased in patients with psoriasis compared to the healthy controls (p=0.019).
The logistic regression analysis revealed that carrying the minor allele confers a 1.55-fold risk for
the development of psoriasis (OR=1.60; 95% CI: 1.08-2.38). We performed a y’-test to
investigate the dissimilarity between the allele frequencies of the patient and control group and
found a statistically significant difference (p=0.037; OR=1.39; 95% CI: 1.02-1.89).

For the rs10889677 variant the prevalence of the AA genotype showed a more than 3-fold
increase in the psoriasis group compared to the controls (p=0.005; OR=3.44; 95% CI: 1.45-8.15).
The homozygous form of the minor allele of rs2201841 was also significantly increased in
psoriasis patients, conferring a 2.4-fold risk for the disease (p=0.016; OR=2.64; 95% CI: 1.20-
5.81). The allele frequencies showed also significant differences between the psoriasis patients
and controls (rs10889677: p=0.040; OR=1.38; 95% CI: 1.01-1.87 and rs2201841: p=0.048;
OR=1.36; 95% CI: 1.01-1.86).

The highest linkage disequilibrium (LD) values (R?) were observed between rs1004819
and rs11805303, as well as between rs2201841 and rs10889677 variations (R*=0.80).

Association of IL23R haplotypes with psoriasis is shown in Table 3. SNP rs11209026 had
a minor allele frequency less than 0.05 so it was not taken into account in the haplotype analysis.
The R* values between rsl11805303and rs1004819 furthermore between rs10889677 and
rs2201841 were 0.8 so rs1004819 and rs2201841 were removed from the haplotype analysis. The
TTCAAA haplotype of rs11805303, rs7517847, 1s7530511, rs10489629, rs10889677,
rs11209032 variants was associated with risk of psoriasis (p=0.003; OR=1.76). The CGCACG
haplotype showed the strongest protective effect (p=0.001; OR=0.13), while the TTCACA and
CTCACG haplotypes proved to be somewhat less protective.

4.2 Systemic lupus erythematosus

All the genotype and allele distributions were in Hardy-Weinberg-equilibrium both in the
patient and control groups. The genotypes and minor allele frequencies of the nine examined
IL23R variants are summarized in Table 4. We could not detect any significant difference in the
genotype distributions or allele frequencies between the two groups. The R? values between
rs11805303and rs1004819 furthermore between rs10889677 and rs2201841 were >0.8 so
rs1004819 and rs2201841 were removed from the haplotype analysis since they had lower minor
allele frequencies than rs11805303 and rs10889677, respectively. The distribution of haplotypes
did not differ either between the examined groups.

4.3 Ankylosing spondylitis

All the genotype and allele distributions were in Hardy-Weinberg-equilibrium both in the
patient and control groups. The obtained results are shown in Table 5. The minor allele frequency
in case of rs11805303 was significantly increased in patients compared to controls (p=0.009;
OR=1.47; 95% CI: 1.10-1.95) what is true in presence of the minor T allele also as 59.2% of the
patient population carries the mutant allele while only 47.2% of the controls. The logistic
regression analysis revealed that carrying the minor allele confers a 1.6-fold risk for the
development of AS (p=0.017; OR=1.60; 95% CI: 1.09-2.36).

Similarly to the rs11805303 allele, carrying the rs1004819 A allele was more frequent in
patient than in controls (64.1% vs. 48.5%), moreover, the allele frequencies showed also
significant difference between the AS patients and controls (p=0.004; OR=1.51; 95% CI: 1.14-
2.01). In case of rs10889677 and rs2201841 carriage of the mutant homozygotic genotype was



elevated in patients compared to controls.

We weren’t able to find a homozygous form of the rs11209026 polymorphism in any of
our examined groups, however, the GA heterozygous genotype showed a significant decrease in
AS patients compared to the controls (5.34% vs. 11.5%, p=0.031) and both logistic regression
analysis and the y*-test for the difference of the allele frequencies (p=0.025; OR=0.45; 95% CI:
0.22-0.92) revealed a protective effect of this variant for the development of the disease.

When only the B27 positive AS patients were included in the statistical analysis, the same
genotypes were found significantly different compared to the controls as in the whole AS group,
except for rs11209026 where we could not detect significant difference. As for the allele
frequencies, for rs11805303 the difference between the B27 positive patients and the controls was
statistically significant however only marginally (p=0.042; OR=1.38; 95% CI: 1.01-1.89). The
same was true for rs10889677 (p=0.046; OR=1.37; 95% CI: 1.01-1.86). In case of rs1004819 the
minor allele was associated with risk of AS (p=0.015; OR=1.46; 95% CI: 1.08-1.99). In all cases
the level of significance was always less than was in the total group, probably due to the smaller
number of samples. The number of B27 negative AS patients was too few for a statistically valid
analysis.

The highest LD values (R?) were observed between rs1004819 and rs11805303 (R*=0.84).

Association of IL23R haplotypes with AS is shown in Table 6. SNP rs11209026 had a
minor allele frequency less than 0.05 so it was not taken into account in the haplotype analysis.
The R value between rs1004819 and rs11805303 was >0.8 so the latter was also removed from
the haplotype analysis since it had lower minor allele frequency than rs1004819. The ATCACAG
and ATCACAA haplotypes consisting of rs1004819, rs7517847, rs7530511, rs10489629,
rs2201841, rs10889677, rs11209032 variants proved to be susceptibility factors for the
development of the disease in Hungarian population, while GGCATCG and AGCACAA
haplotypes showed a protective effect. In case of B27 positive patients only the GGCATCG and
ATCACAA haplotypes showed association with AS, the previous being a protective, the later a
susceptibility factor.

4.4 Sjogren syndrome

All the genotype and allele distributions were in Hardy-Weinberg-equilibrium both in the
patient (n=156) and control (n=235) groups. The genotype- and allele frequencies are shown in
Table 7. There was no difference in the distribution of any of the examined IL23R variants
between the controls and the Sjogren syndrome patients. No association was detected in the
subgroup of primary form of SS either (Table 7, colored in grey). The number of secondary SS
patients was too few for a statistically valid analysis.

We could not detect any association between IL23R polymorphisms and autoantibody
secretion either. The highest LD values were observed between rs1004819 and rs11805303
(R?=0.83). Rs1004819 was not taken into account in the haplotype analysis due to the strong
linkage detected previously. None of the IL23R haplotypes showed association with Sjogren
syndrome.

4.5 Immunoglobuline A nephropathy

All the genotype and allele distributions were in Hardy-Weinberg-equilibrium both in the
IgAN patient (n=143) and control (n=189) groups. The genotype- and allele frequencies are
shown in Table 8. We could not detect any significant difference between the two groups neither
in case of genotypes nor in case of allele frequencies. The LD value between rs11805303 and



rs1004819 was over 0.8 so rs1004819 was not taken into account in the haplotype analysis since
it had a lower MAF than rs11805303. None of the IL23R haplotypes showed association with
IgAN.

4.6 Systemic sclerosis

All the genotype and allele distributions were in Hardy-Weinberg-equilibrium both in the
systemic sclerosis patients (n=233) and in the control (n=220) groups. The genotype- and allele
frequencies are shown in Table 9. We could not detect any significant difference between the two
groups neither in case of genotypes nor in case of allele frequencies. None of the LD values
exceeded 0.8 so all SNPs were taken into account in the haplotype analysis however none of the
haplotypes showed association with the disease.
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S. DISCUSSION

The IL23R gene is located on chromosome 1p31.3, the encoded protein forms a receptor
for the IL23 molecule together with the 1 subunit of IL12R. IL23 plays a role in numerous
inflammatory processes, so changes occurring in its gene can have an effect on the development
of autoimmune processes and diseases. Our aim was to analyse IL23R mutations in Hungarian
population in so far not studied autoimmune diseases and also its possible effects on the
development of these diseases.

According to studies the haplotype composed of the C allele of rs7530511 and the G allele
of rs11209026 had a significantly higher occurrence in patients suffering from psoriasis than in
healthy controls. Several studies have confirmed the association of the later SNP and of this
haplotype with psoriasis later on. Association was also found between rs2201841 and psoriasis.
Our results somewhat contradict those of other investigators since we could not detect an
association between the Arg381GIn mutation and psoriasis in Hungarian population. The possible
explanation for this could be that we weren’t able to find a homozygous mutant genotype in our
sample population. However this fact isn’t unmached either in literature since similar
phenomenon was detected in Thai population in similar number of samples. It should be noted
that those studies that were able to detect an association used much larger populations. This calls
attention to the importance of the fact that it is quite necessary to analyse large number of patients
since factors with lower odds ratios can be detected only this way. The rs2201841 variant proved
to be a significant risk factor in Hungarian population also and the rs11805303 and rs10889677
polymorphisms were described first in literature as factors associated with psoriasis.

A previous study on a group of Spanish SLE patients analysed eight polymorphisms of
IL23R, and could not find any association between the variants and the disease. Also, in other
study Korean SLE patients no association between the disease and IL23R could be detected
either. Our analyses confirm these results since we could not find aggregation of any of the
IL23R genotypes or haplotypes in Hungarian SLE patients compared to controls. Our results
suggest that [L23R gene variants do not pose a risk for SLE; the Hungarian population does not
differ from other populations in this respect.

The association of the IL23R gene and ankylosing spondylitis was first demonstrated by
the Wellcome Trust Case Control Consortium in a genome wide association study. They analysed
eight IL23R SNPs in total; all of them showed an association with the disease with rs11209032
being the most significant one. These results are confirmed by a Spanish study in which the
Arg381GIn and rs1343151 variants were found to have a protective effect. Similar results were
obtained in British population where the rs11209032 showed the strongest association with AS
also, while in Portugese patients rs1004809 was the most significant risk factor. The mentioned
studies were all conducted on Caucasian patients, with similar results. The data in Asian
population is not so unified: a Korean study involving ten IL23R polymorphisms could not detect
an association with the disease. Among Chinese patients the genotype frequency of rs11209032
and the genotype- and allele frequencies of rs6677188 showed a significant difference compared
to controls, however another Chinese study did not detect any association. Our results confirm
those obtained in other Caucasian populations. We could show the association of five IL23R
polymorphisms with AS. The AA genotype of rs10889677 polymorphism and the CC genotype
of rs2201841 showed an elevated prevalence in the AS group compared to controls. In the
patients carrying either the AA or the CC genotype, so possessing two of either mutant allele,
disease risk was elevated more than 2-folds compared to those with a normal genotype. This data
seems to imply a gene-dose effect in the role the minor alleles play in disease susceptibility. The
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obtained results were similar when only the B27 positive AS patients were included in the
statistical analysis except for the rs11209026 variant in which case we did not detect difference
between cases and controls. This results suggest that B27 status has no effect on the IL23R gene.

Until now there were no studies conducted to identify the possible association between
Sjogren syndrome and IL23R gene polymorphisms, our study on Hungarian population is the
first in literature. None of the IL23R variant showed a significant difference of genotype- or allele
distribution in patients compared to controls. We could not detect significant difference between
the two groups when only primary Sjogren syndrome patients were included in the statistical
analysis and we obtained similar negative results in regard of autoantibody secretion also.
According to our analyses we can conclude that polymorphisms of the IL23R gene do not play a
role in the development of Sjogren syndrome neither alone nor combined into haplotypes.

Similar to Sjogren syndrome, there is no previous data in literature on the association of
the examined polymorphisms and immunoglobuline A nephropathy. The fact that the IL23R gene
showed association rather with immune mediated diseases like psoriasis or ankylosing spondylitis
than with autoimmune diseases like SLE lead us to study the possible association of these
variations with this immune mediated nephropathy. We could not detect any association between
the analysed variants and [gAN however. This does not exclude the possibility that the IL-23/IL-
17 pathway plays some kind of a role in the development of [gAN however these studies would
require many populations and a great number of patients.

In regard of systemic sclerosis the results obtained so far are somewhat contradictory. A
study conducted on Dutch population demonstrated an association with two polymorphisms
(rs11209032, rs1495965) out of the studied seven, however the same investigation failed to find
association between the gene and a Spanish patient population. When taking together the two
populations, no association was found between IL23R variants and systemic sclerosis either. A
similar negative result was obtained in another investigation, however in case of anti-
topoisomerase I antibody positive patients the rs11209026 (Arg381GlIn) and rs11465804 SNP-s
showed an association with the disease. We studied the possible effects of ten IL23R gene
variants in Hungarian patient population but could not find any association with the disease. Our
results confirm the assumption that IL23R gene variants do not play an important role in the
development of systemic sclerosis, however to clarify whether this is true in all subgroups of the
disease more studies will be needed in the future.

According to data in international literature it seems likely that IL23R gene plays a more
important role in the development of immune mediated diseases than in autoimmune ones. In
both cases inflammatory processes cause organic lesions, but their immune biology is different
since in case of immune mediated diseases the target antigene is not one of the organism’s own
ones but the key factor is rather the loss of tolerance against the associated bacteria (mainly in the
gastrointestinal tract and those of the skin). The fact that the role of IL23R polymorphisms arose
in Crohn’s disease first coincides with this observation. Our investigations support this approach.
This is presumably in concordance with the assumed evolutionary role of the 1L-23/IL-17 axis:
IL-23 is produced by macrophages and dendritic cells hours after contact with
lipopolysaccharides and other microbial products. This generates a rapid IL-17 response of the
local tissue T-cells. Inflammatory cytokines are produced in response to IL-17, which recruit
neutrophil granulocytes to the infection site, so it is obvious that IL-23 molecule has a important
role in the early response to pathogens. Later on during the process common Th17 cells appear in
the tissues and produce more IL-17 in favour of the continuous neutrophil presence. Without the
rapid I1L-23/IL-17 response animals appear to be more susceptible to sepsis-type diseases. One
can assume that the IL-23 molecule plays an important role in surviving severe local damage like
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large aseptic wounds or other serious trauma, when an immediate immune response is needed to
prevent sepsis and/or tissue necrosis. The immediate neutrophil granulocyte response buys time
for the development of an efficient antimicrobial Thl response which may take days to develop.
This effective immune response seems to have a high price however, since if the regulation of
signal transduction pathways is damaged, the process can turn against the organism’s own tissues
and antigenes.

Eventually, the results of our investigations contribute to cognition and understanding of
the genetic background of several autoimmune and immune mediated diseases, what is crucial to
the early recognition of these diseases and can also help in identifying new therapeutic targets. It
is of course necessary to identify additional genetic variants and conduct thorough genotype-
phenotype analyses, since the increasing amount of knowledge can lead to effective prevention
and treatment of autoimmune diseases this way.
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6. SUMMARY

[.  In the presence of the rs11805303 minor allele and in case of rs2201841 or rs10889677
homozygosity the chance to develop psoriasis was increased significantly. The TTCAAA
haplotype comprised ofrs11805303, 1s7517847, 1s7530511, 1s10489629, 1s10889677,
rs11209032 variants associates with disease susceptibility. The CGCACG, TTCACA and
CTCACG haplotypes showed a protective effect.

II.  Our results suggest that in Hungarian systemic lupus erythematosus patients none of the
IL23R polymorphisms or haplotypes associate with the disease.

III. In ankylosing spondylitis the carriage of the minor allele of rs1004819 or rs11805303 was a
susceptibility factor for disease development both in whole patient population and in the B27
positive subgroup also. The Arg381GIn variant showed a protective effect against the disease.
The homozygotic forms of rs10889677 and rs2201841 have proven to be predisposing factors for
ankylosing spondylitis.

IV. None of the IL23R variants or haplotypes associated with Sjogren syndrome. We obtained
the same result in case of the primary Sjogren syndrome subgroup.

V. We investigated first in literature the association of immunoglobuline A nephropathy and
IL23R polymorphisms. According to our studies, IL23R variants do not play a role in the

development of the disease.

VI. We did not detect difference in the distribution of the examined ten IL23R gene
polymorphisms or their haplotypes in systemic sclerosis in Hungarian population.
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Table 1. Primer sequences, PCR product lengths, restriction endonucleases and restriction patterns for the analysed genetic variants

Product Fragments of Fragments of Fragments of
Restriction
Forward primer Reverse primer length frequent allele heterozygous rare allele
endonuclease
(bp) genotype (bp) genotype (bp) genotype (bp)
rs1884444 CAGTCTTTTCCTGCTTCCAGACAT AATAAAATCATACTCTTGCCAATGGCCC 509 Pscl 191+318 28+191+290+318  28+191+290
rs1004819 GCATTCTAGGACCGTTTTGG ATCTGGTGGAAATATGTGAAACCTA 270 Taal 13+71+185 13+71+185+257 13+257
rs11805303 TCTTCCCAGTCTCCAGTGTG CCGAACAATTTTTGTTTCCC 373 Mnll 39+136+198 39+136+198+237  136+237
rs7517847 AAACATTGACATTCCCTTCATAC GAAATGAGTCACCAATAATCCAC 530 BseMII 29+91+410 20+91+410+501 29+501
rs7530511 TACCCATCCATTTTAGGTTAAAGAA GTCTTGAAGTCCTGACCTAAGGTAATC 614 Hphl 51+134+429 51+134+185+429  185+429
rs10489629 CCACACCTCGCCAAGACTTT TATAAGCTTGTTTGATTATGATGTCAGCAA 348 Sspl 31+119+198 31+119+150+198  150+198
rs2201841 GGCAAAAGGGAATTGAGAGG GGCCTATGATTATGCTTTTTCCTG 420 HpyF3I 163+257 25+163+232+257  25+163+232
rs11209026 AGTCACTCTGTGGCCTAAAGTAAAG AGATTTTTCTAGTAAACAACTGAAATGA 350 Hpy188I 35+65+250 35+65+250+287  65+287
rs10889677 ATCGTGAATGAGGAGTTGCC TGTGCCTGTATGTGTGACCA 470 Mnll 61+185+224 61+185+224+285  185+285
rs11209032 TTGTTACTGGAGTTAAACCTCTTGC AGGAATAATTGCTGAGATGCAATG 265 BseMI 24+67+174 24+67+174+242  24+242




Table 2. Genotype distribution and minor allele frequency (MAF) of the examined IL23R variants in the groups of patients with psoriasis and
healthy controls.

Psoriasis patients (n=214) Controls (n=189)
Alleles ‘ Genotypes MAF ‘ Genotypes MAF P OR (95% CI)

IL23R SNPs 1 2 11 12 22 12+22 11 12 22 12+22

rs1004819 G A 107(50.0) 81 (37.9) 26 (12.1) 107 (50.0) 0.31 103 (54.5) 73 (38.6) 13 (6.88) 86 (45.5) 026 0.367* 1.20(0.81-1.77)
rs11805303 C T 96(449) 100(46.7)  18(841)  118(55.1)* 032* 107(56.6)  69(365)  13(6.88) 82(43.4) 025 0.019° 1.60(1.08-2.38)
17517847 T G 70(327) 111(519)  33(154)  144(673) 041  55(29.1)  101(534) 33(175) 134(70.9) 044 0435° 0.84(0.55-1.29)
17530511 C T 167(780) 46(21.5) | 1(047)  47(220) 011  140(74.1)  45(238)  4(212)  49(259) 0.4 0352° 0.80(0.51-1.27)
1510489629 A G 55057 119(55.6)  40(187)  159(743) 047  54(286)  96(50.8)  39(20.6) 135(71.4) 046 0518" 1.16(0.75-1.80)
rs2201841 T C 102(477) 87(407)  25(1L7)*  112(523) 032* 101 (534)  79(418)  9(476)  88(46.6) 026 0016  2.64(1.20-581)
rs11209026 G A 20197 13607 0 13(607) 003  167(884)  22(11.6) 0o 22(11.6) 006  0.051° 049 (0.24-1.00)
rs10889677 C A 101(472) 88(4L1)  25(1L7)*  113(52.8) 032* 99(524)  83(439)  7(3.70)  90(47.6) 026 0.005  3.44(1.458.15)
rs11209032 G A 94(439)  91(425  29(13.6)  120(56.1) 035  90(47.6)  84(444)  15(7.94)  99(524) 030 0458° 1.16(0.78-1.72)

: <0.05; * P value for presence of minor allele (heterozygous plus homozygous subjects together in both groups); ® P value for homozygousity of minor allele
p



Table 3. IL23R haplotypes associated with psoriasis.

CTCACG CGCACG TTCACA TTCAAA
p value OR 95% CI p value OR 95% CI p value OR 95% CI p value OR 95% CI
psoriasis patients 0.021* 0.54 0.32-0.91 0.001" 0.13 0.04-0.43 0.042" 0.26 0.07-0.95 0.003" 1.76 1.22-2.54

"p<0.05



Table 4. Genotype distribution and minor allele frequency (MAF) of the examined IL23R variants in the groups of patients with SLE and healthy controls.

SLE patients (n=383) Controls (n=253)
Alleles Genotypes MAF Genotypes MAF P OR (95% CI)

IL23R SNPs 1 2 11 12 22 12+22 11 12 22 12+22

rs1004819 G A 179 46.7) 168 (43.9) 36 (9.39) 204 (53.3) 0.31  124(49.0) 105(41.5) 24 (9.49) 129 (51.0) 0.30 0437 1.14(0.82-1.57)
rs11805303 C T 167(436) 180(47.0) 36(9.39) 216(564) 033 127(502) 103 (40.7) 23(9.09)  126(49.8) 029 0067 1.35(0.98-1.87)
157517847 T G 125(32.6)  176(46.0) 82(214)  258(674) 044  73(289)  139(549) 41(162)  180(7L.1) 044 0260 0.82(0.58-1.16)
17530511 C T 291(760) 89(232) 3(0.78)  92(240) 0.2 183(723) 65(257)  5(198)  75277) 0.5 0231 080(0.56-1.15)
1s10489629 A G 104272 193(504) 86(225) 279(72.1) 048 80(31.6)  128(50.6) 45(17.8)  173(68.4) 043 0276 1.22(0.86-1.72)
1s2201841 T C 171 (446)  179(467) 33(8.62)  212(554) 032 123(48.6) 114(45.1) 16(632)  140(514) 029 0225 1.22(0.89-1.68)
rs11209026 G A 346(90.3)  36(9.40)  1(0.26)  37(943) 005 226(89.3) 27(10.7) o 27(10.7)  0.05 0.606  0.87(0.51-147)
1s10889677 C A 168(439) I183(47.8) 32(836) 215(56.1) 032 117(462) 121(47.8) 15(593)  136(53.8) 030 0423 1.14(0.83-1.57)
1s11209032 G A 144(37.6) 198(51.7) 41(107) 239(624) 037 109 (43.1) 120 (47.4) 24(9.49)  144(569) 033 0.154 127(0.92-1.75)

P value for presence of minor allele (heterozygous plus homozygous subjects together in both groups)



Table 5. Genotype distribution and minor allele frequency (MAF) of the examined IL23R variants in the groups of patients with ankylosing
spondylitis and healthy controls.

S patents (e200) Controls (n=235

Alleles ‘ Genotypes MAF ‘ Genotypes MAF P OR (95% CI)
IL23R SNPs 1 2 11 12 22 12422 11 12 22 12422
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suwmnc TG00 TG 10 e oae 124629 8G9 1scey @ o3 yoi REE0
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siosos2 6 oa o O IO R0 IO 0 wsesn nowes  19ee9) 1969 osr o2 TS

: p<0.05; * P value for presence of minor allele (heterozygous plus homozygous subjects together in both groups) , ® P value for homozygousity of minor allele



Table 6. IL23R haplotypes associated with AS.

AS patients
B27" AS patients

GGCATCG AGCACAA ATCACAG ATCACAA
p value OR 95% CI p value OR 95% CI p value OR 95% CI p value OR 95% CI
0.033° 033  0.12-0.92 0.023" 0.09  0.01-0.72 0.027°  2.51 1.11-5.69 0.039" 1.43 1.02-2.00
0.042° 0.21  0.05-0.95 0.063 0.14  0.02-1.11 0.082 1.39  0.96-2.02 0.011 2.96 1.28-6.83

"p<0.05



Table 7. Genotype distribution and minor allele frequency (MAF) of the examined IL23R variants in the groups of patients with Sjogren syndrome
and healthy controls

Sjogren syndrome patients (n=156)

primary Sjogren syndrome patients (n=141) Controls (n=235)

Alleles Genotypes MAF Genotypes MAF P OR (95% CI)
IL23R SNPs 1 2 11 12 22 12+22 11 12 22 12+22
75 (48.1 68 (43.6 13 (8.33 81 (51.9 0.30 0.344 1.26 (0.78-2.06
rs1004819 G A (48.1) (43.6) (8.33) (51.9) 121 (51.5) 95 (40.4) 19 (8.09) 114 (48.5) 0.28 ( )
66 (46.8) 62 (44.0) 13 (9.22) 75 (53.2) 0.31 0.470 1.20 (0.73-1.99)
71 (45.5 73 (46.8 12 (7.69 85 (54.5 0.31 0.087 1.53 (0.94-2.50
rs11805303 C T (45.5) (46.8) (7.69) (54.5) 124 (52.8) 93 (39.6) 18 (7.66) 111 (47.2) 0.27 ( )
62 (44.0) 67 (47.5) 12 (8.51) 79 (56.0) 0.32 0.127 1.48 (0.89-2.46)
46 (29.5 86 (55.1 24 (154 110 (70.5 0.43 0.663 0.89 (0.53-1.51
rs7517847 T G (29.5) (55.1) (15.4) (70.5) 69 (29.4) 126 (53.6) 40 (17.0) 166 (70.6) 0.44 ( )
44 (31.2) 74 (52.5) 23 (16.3) 97 (68.8) 0.43 0.321 0.76 (0.44-1.31)
115 (73.7 35(22.4 6 (3.85 41(26.3 0.15 0.166 0.67 (0.39-1.18
rs7530511 C T (73.7) (22.4) (3-:85) (26.3) 166 (70.6) 64 (27.2) 5(2.13) 69 (29.4) 0.16 ( )
104 (73.8) 32 (22.7) 5(3.55) 37 (26.2) 0.15 0.274 0.73 (0.41-1.29)
51(32.7 78 (50.0 27(17.3 105 (67.3 0.42 0.638 0.88 (0.53-1.48
rs10489629 A G (32.7) (50.0) (17.3) (67.3) 76 (32.3) 117 (49.8) 42 (17.9) 159 (67.7) 0.43 ( )
48 (34.0) 68 (48.2) 25 (17.7) 93 (65.9) 0.42 0.533 0.85 (0.50-1.44)
71 (45.5 71 (45.5 14 (8.97 85 (54.5 0.32 0.193 1.38 (0.85-2.25
rs2201841 T C (45.5) (45.5) (8.97) (54.5) 118 (50.2) 102 (43.4) 15 (6.38) 117 (49.8) 0.28 ( )
62 (44.0) 66 (46.8) 13 (9.22) 79 (56.0) 0.33 0.258 1.34 (0.81-2.22)
137 (87.8 19 (12.2 0 19 (12.2 0.06 0.634 0.83 (0.39-1.78
rs11209026 G A (87.8) (12.2) (12.2) 208 (88.5) 27 (11.5) 0 27 (11.5) 0.06 ( )
123 (87.2) 18 (12.8) 0 18 (12.8) 0.06 0.666 0.84 (0.39-1.84)
71 (45.5 68 (43.6 17 (10.9 85 (54.5 0.33 0.526 1.17 (0.72-1.90
rs10889677 C A (45.5) (43.6) (10.9) (54.5) 114 (48.5) 108 (46.0) 13 (5.53) 121 (51.5) 0.29 ( )
62 (44.0) 64 (45.4) 15 (10.6) 79 (56.0) 0.33 0.645 1.13 (0.68-1.86)
74 (47.4 69 (44.2 13 (8.33 82 (52.6 0.30 0.870 1.04 (0.64-1.69
rs11209032 G A (47.4) (44.2) (8.33) (52.6) 106 (45.1) 110 (46.8) 19 (8.09) 129 (56.9) 0.31 ( )

65(46.1) 63 (44.7) 13 (9.22) 76 (53.9)  0.32

P value for presence of minor allele (heterozygous plus homozygous subjects together in both groups)

0.991 1.00 (0.60-1.65)




Table 8. Genotype distribution and minor allele frequency (MAF) of the examined IL23R variants in the groups of patients with IgAN and healthy controls

IgAN patients (n=143) Controls (n=189)
Alleles Genotypes MAF Genotypes MAF P OR (95% CI)

IL23R SNPs 1 2 11 12 22 12+22 11 12 22 12+22

rs1004819 G A 83 (58.0) 46 (32.2) 14 (9.79) 60 (42.0) 0.26 103 (54.5) 73 (38.6) 13 (6.88) 86 (45.5) 0.26  0.554  0.88(0.56-1.36)
1s11805303 C T 80(559)  49(343) 14(9.79) 63 (441) 027 107(56.6) 69(36.5) 13(6.88)  82(43.4) 025 0924 1.02(0.66-1.59)
157517847 T G 53(37.0)  66(462)  24(168)  90(63.0)  0.40  55(29.1)  101(53.4) 33(17.5)  134(70.9) 044 0.102  0.68(0.42-1.08)
187530511 C T 112(783) 29(203)  2(1.40)  31(217)  0.12 140(74.1) 45(238) 4(212) 47(259) 0.3 0474  0.83(0.49-139)
1510489629 A G 43(300)  70(49.0) 30(21.0)  100(70.0) 045 54(28.6)  96(50.8)  39(20.6)  135(71.4)  0.43 0.601  0.88(0.54-1.43)
12201841 T C 78(545)  53(37.1)  12(839)  65(455) 027 101(53.4) 79 (41.8)  9(476) 88 (46.6) 026 0.839  0.96(0.62-1.49)
1s11200026 G A 124867  19(133) o 19(133) 007 167(884) 22(11.6) o 22(11.6)  0.06 0866 1.10(0.54-2.07)
1510889677 C A 79(552) 51(357) 13(9.09)  64(448) 027 99(524) 83439  7(3.70) 90 (47.6) 026 0.551  0.87(0.56-1.36)
1s11200032 G A 80(559)  50(35.0) 13(9.09)  63(441) 027 90(47.6)  84(444) 15(7.94)  99(523) 030 0.134 0.71(0.46-1.11)

P value for presence of minor allele (heterozygous plus homozygous subjects together in both groups)



Table 9. Genotype distribution and minor allele frequency (MAF) of the examined IL23R variants in the groups of patients with systemic sclerosis and
healthy controls.

Systemic sclerosis patients (n=233) Controls (n=220)
Alleles Genotypes MAF Genotypes MAF P OR (95% CI)

IL23R SNPs 1 2 11 12 22 12+22 11 12 22 12+22

rs1884444 G T 56 (24.0) 170 (73.0) 7 (3.00) 177 (76.0) 0.39 55 (25.0) 162 (73.6) 3 (1.36) 165 (75.0) 0.38  0.895 1.04 (0.60-1.79)
151004819 G A 119(GLI1)  99(425)  15(6.44) 114(489) 028 108(49.1)  90(40.9) 22(10.0)  112(50.9) 030 0.698  1.10(0.68-1.76)
1s11805303 C T 112@81) 107(459) 14(6.01) 121(51.9) 029 110(50.0)  88(40.0) 22(10.0)  110(50.0) 030 0298 1.29(0.80-2.07)
157517847 T G 68(29.2)  115(49.3) 50(21.5)  165(70.8)  0.46  70(31.8)  118(53.6) 32(145)  150(68.1) 041 0598  1.15(0.69-191)
1s7530511 C T 167(71.7) 632700 3(1.29)  66(283) 0.5 157(71.4) 58(264)  5(227) 63(286) 0.5 0798  1.07(0.64.1.80)
1510489629 A G 68(292)  106(455 59(253)  165(70.8) 048  71(323) 111(50.4) 38(17.3)  149(67.7)  0.43 0973  1.00(0.61-1.68)
152201841 T C 120(51.5)  101(433) 12(5.15  113(485) 027 108(49.1) 98 (445) 14(636)  112(50.9) 029 0942  0.98(0.61-1.58)
1s11200026 G A 196(84.1)  35(150) 2(0.86)  37(159) 008 194(882) 26(11.8) o 26(11.8)  0.06 0.774  0.90 (0.45-1.81)
1510889677 C A 116(49.8) 109(46.8) 8(3.43)  117(50.2) 027 101(45.9) 106(48.2) 13(591)  119(54.1) 030 0472  0.84(0.52-135)
111209032 G A 121(519)  94(403) 18(7.73)  112(481) 029 94(427)  105(47.7) 21(9.55)  126(57.3) 033  0.160  0.71(0.44-1.14)

P value for presence of minor allele (heterozygous plus homozygous subjects together in both groups)



