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1. BEVEZETES

1.1. Gyulladasos bélbetegségek jelleidiz

A gyulladasos bélbetegségek, angolszasz nomenklatseerint IBD
(Inflammatory bowel disease) k6zé soroljuk a Crbletegséget (Crohn’s disease, CD)
és a colitis ulcerosét (ulcerative colitis, UC).zdakban a betegek szama 20-25 ezerre
teheb, a tlnetek 20-40 éves kor kozott jelentkeznek. didét nemben éfordul,
nékben gyakoribb. Kérnyezeti és genetikai faktorokbefolyasolhatjak a betegség
kifejl 6dést. Kivaltdo okok kozott szerepelnek killgnyesk, fertézések, gyogyszerek,
mérgek, meérgdz anyagok, dohanyzas, drogok, alkohol, bélbaktériumNagy
jelenseget tulajdonitanak a genetikai hattérnek, ugytemsall bizonyos genetikai
hajlam, mely megnyilvanulhat a bélnyalkahartya &eok ellenalld6 képessegében és
az immunrendszer #kodési zavardban. Mindez koérnyezeti térdjdel tarsulva
gyulladasos folyamatot indit be. A normal bélflGknis szerepe lehet a gyulladas
kifejlodésében. A mikrobialis flérat kb. 300-400 kilonbdzaktériumtorzs alkotja.
Ezek egyensulyban vannak a nyalkahartya immunrenélgel. Ez az arany kronikus
bélgyulladas esetén felborul, megndvekszik a ggak&épé baktériumok pl.
Bacteroides térzsek koncentracidja. Kulonb®zkivilrsl a szervezetbe bekeriilt
baktériumoknak és virusoknak is szerepe lehet d2 Kalakulasaban L{steria
monocytogenes, Pseudomonas fluorescens, Escheridiia Clostridium difficile,
Yersinia enterocolitica, cytomegalovirus, rotavituSyakran szé§dmények lépnek
fel, mint szemtlnetek, szajgyulladasjritinetek, epeuti gyulladas, egekveselk,
hasnyalmirigy gyulladas, izileti problémak.

1.1.1. Crohn betegség

Ismeretlen eredét idult gyulladasos gasztrointestinalis korkép, ynakvet
Burill Crohn amerikai belgydgyaszrél kapta. Leggwdban a vékony- és a
vastagbelet, ritkabban a tapcsatornastgisszakaszait (nyétss, gyomor) érintheti. A
betegség korlatozodhat csak a vékonybélre (ileiggntett lehet a vékonybél és a
vastagbél egy része (ileocolitis), 6&rdul, hogy csupan a vastagbelet érinti
(granulomatosus colitis). Az esetek nagy részébentermrminalis vekonybélre
lokalizalodik a gyulladas (terminalis ileitis). Eeaként a vékonybél tébb szakasza
(regionalis enteritis), illetve a vastagbél toblalssza (Crohn-colitis) vesz részt a
betegség kialakulasdban. Tunetei: hasi fajdalospuféadas, hasmenés, véres széklet,
sipolyképsdés, fisztuldk, laz, étvagytalansag, hanyas, fagya8vekedésbeli
elmaradas, rossz kozérzet, pubertas késése.

1.1.2. Colitis ulcerosa

A fekélyes vastagbélgyulladas a vastagbél ismereteedei, kronikus,
gyulladasos betegsége, mely kizardlag a vastaglodlatizalodik. A gyulladas a bélfal
rétegei kozul csak a nyalkahartyat érinti. A gyddla a végbél fél indul, és
fokozatosan terjed proximalis iranyba. A betegsédidzozédhat a végbélre (proctitis)
vagy a teljes vastagbélre (pancolitis). A szigmadgla végbél egylttes érintettsége
(proctosigmoiditis), illetve a leszalld vastagbal,szigmabél és a végbél egyite]
gyulladasa (bal oldali colitis) is jellerdz Tinetei: hasi fajdalom, gorcsok, véres
hasmenés, székrekedeés, laz, viz- és sovesztézegénység, fehérjehiany, vashiany.



1.1.3. A két betegség 6sszehasonlitasa

Lényeges kilonbség, hogy a betegség a tapcsat@iyssmakaszan jelentkezik.
Colitis ulcerosaban kizarélag a vastagbél érintety a Crohn-betegség a vékonybélre
€s a vastagbeélre is kiterjedhet, gyakran éringdietl a tapcsatorna félsh szakasza is,
mint nyebcsd, gyomor. A colitis ulcerosa mivel csak a vastagbalfordul eb, igy ha
szikségessé valik a vastagbél eltavolitdsa, vegjlggégyulas kovetkezik be. Ezzel
szemben a Crohn betegség az endésatiszer egészét érintheti a szajtol a végbélig,
ezért a gyulladt szakasz eltavolitasa nem hoz gyégy a betegség barhol
visszatérhet. A masik fontos kilonbség a bélfalntétiségén alapul. Colitis
ulcerosaban a gyulladasos jelenségek csak a b&amgdtyajara és a submucosara
korlatozodnak, mig Crohn-betegség esetén a bélfalen rétege érintett a mucosatol
a serosaig. Mig a colitis ulcerosa dsszefiiggulladast hoz létre, a Crohn betegség
szegmentalis, gyulladt és ép bélszakaszok valtatoagymassal. Crohn-betegség
esetén tehat a gyulladas mélyebb rétegekbe tergahnyira, hogy elérve a bél kils
felszinét Osszetapadhat a szomszédos vékony- vagtagbélszakaszokkal, hasi
szervekkel (holyag, méh, hively). llyenkor az 6tszadt szervek kozott rendellenes
jarat, un. belk$ sipoly alakul ki. A baktériumokat tartalmazo6 béigdom a sipolyon
atjuthat a steril szervekbe, vagy kikertlhet a adatasiregbe és tovabbi betegségeket
okozhat (pl. talyog). Jellendzaz un. kil§ sipoly is, mely a végbél korulidiofeltleten
alakul ki. Colitis ulcerosdban ezek a s&@dmények nem fordulnak &l Amikor a bél
gyulladt, beteg, a bélfal nem képes megtaalmikodni, felszivni a tApanyagokat. Ez
az egyik oka, hogy a gyulladasos bélbetegek gyalhaltaplaltak, étvagytalanok. A
Crohn-betegség jelleMiztinete a fogyas. Ha a betegség a veékonybeleti,érint
felszivbédasi zavar, tapanyaghiany tiunetei alakobtatki. Ezzel ellentétben colitis
ulcerosara, mivel a vastagbelet érinti sem fogysmn felszivodasi zavar nem
jellemzs.

2. CELKIT UZESEK

Genetikai variansok keresése, melyek ¢sszeflggisheatok a gyulladasos
bélbetegségekkel.

2.1. CARD15 gén R702W, G908R, 1007finsC

Elsdként azonositottak CD génként, mely a monocytakldarmurmaril-
dipeptidet (MDP) és a bakteridlis lipopoliszachekiat érzékel citoszolreceptorban
levé NOD2 fehérjét koédolja. A 16-0s kromoszoma perioamierikus régiojaban
helyezkedik el. Kaukazusi populaciéban elvégzetsgalatok kimutattak, hogy ennek
a génnek 3 kddolo variansa fuggetlen riziké fakjelent CD kialakulasara, ezek a 4-
exonban elhelyezk&dArg702Trp és a 8-as exonban talalhatdo Gly908Argsaensz
mutaciok, illetve a 11-es exonban #\.007finsC inszercio. Azsiai populacion
elvégzett egyes vizsgalatok viszont arra iranyitott figyelmet, hogy ennek a harom
varidnsnak a hordozdsa nem minden népcsoport gettanhkockazati tenyét Crohn
betegségre. A célunk az volt, hogy ezt az dsszékigmegvizsgaljuk magyar fé
Crohnos betegmintainkon a jobb karakterizalas é&beR. Vizsgalatokat végeztek
amerikai, német, izraeli zsido, és olasz gyerekh@os mintakon, az eredmények
megebsitették a CARD15 gén 3 variansanak hajlamositéavdlrohn betegségre.



Kivancsiak voltunk, hogy magyar gyerek Crohnos pégdban hajlamosito
tényesdnek bizonyul-e e harom varians.

2.2. SLC22A4 gén C1672T, SLC22A5 gén G-207C

A karnitin és mas organikus kationok kétiranyl mednkranszportjaért felés
OCTN kation transzporter két varidnsa, az SLC2284d @-es exonjaban elhelyezked
C1672T szubsztiticid és az SLC22A5 gén promoéterdjdmpn talalhaté G-207C
transzverzid egyuttesen hajlamositanak Crohn bégegmlakulasara, meghatarozva
az un. TC haplotipust. Ezt Peltekova irta le, msghmos kutatd medsitette,
kulonb6® populaciok vizsgélata esetén - német, gordg, kanathsz, skoét, spanyol,
sved. Ez a haplotipus azonban nem jelent mindetberseszuszceptibilitasi agenst
egyes népcsoportok esetén. Vermeire é€s munkatfiesaandokat vizsgalva azt
tapasztaltak, hogy az OCTN kation transzporter f@seik szerepet a gyulladasos
bélbetegségek kialakitasaban. Kevés publikacioliesg&itak a TC haplotipus UC-re
valdé hajlamositottsagat. Palmieri €s munkatarsai tataltak, hogy a haplotipus
frekvencia emelkedett mind CD, mind UC esetén, d€ahaplotipus a gyulladasos
bélbetegségek szamos klinikai tinetét befolyasWljaller és munkatarsai szerint az
OCTN variansok mindkét betegséggel kapcsolatbamalanTosa é€s munkatarsai
japan Crohnos és colitis ulcerosas betegeket Wsgizt tapasztaltdk, hogy a TC
haplotipus nem hajlamosit egyik betegség kialalwmdssem. Szamos cikket
tanulmanyozva elmondhatd, hogy kulonbopopulacioktél fugg, hogy a TC
haplotipus hajlamositdé tényer az adott népcsoportokbarsferduldé gyulladasos
bélbetegségekre. Felmerll a kérdés, hogy magyaétfdBD-s és gyerek Crohnos
populacioban hajlamosit-e e két eltéerés a két bétpgyalamelyikére, vizsgalataink
ennek kideritésére iranyultak.

2.3. CTLA4 gén A+49G
A T sejt receptorként funkcionalo CTLA4 gén l-enmjdban €4 A+49G

eltérés Thr Ala szubsztiticiot okoz a fehérjeszekiee 17-es poziciojaban, melyet
Nistico fedezett fel. Ez 6sszefliggésbe hozhato WBD-celiaciaval, I-es tipusu
diabetesszel, Graves-betegséggel, rheumatoid teskagl, sclerosis multiplexszel.
Machida és mts. japan populaciéban hajlamosito e@kgnt determinaltak ezt a
varianst CD-re és UC-re, ugyanakkor Xia és mts. taéaitak dsszefiiggést IBD-vel.
Vizsgalataink arra iranyultak, hogy kideritstik, ripag populaciéban hajlamosit-e ez
az eltérés IBD-re.

2.4. IL23R gén rs10889677 C/A, rs2201841 T/C, rs1B8814 G/T

Az érdekbdés kozéppontjaba keriilt Oppmann altal felfeddkze®3 citokin és
annak receptora. Az IL-23 fontos szerepet jatszikekesziletett és T-sejt medialta
béllel kapcsolatos gyulladasos folyamatokban. Déasmmts. az IL23R-t mint IBD gént
azonositottdk, 12 SNP-t vizsgalva a gén régidjabaelyek koziul egyesek
hajlamositanak IBD-re (rs10889677, rs2201841, r4&00, rs11209032, rs1495965),
masok veédenek ellene (rs11209026, rs10489629, 858D4, rs7517847, rs1343151),
mig egyesek kozotmbdsnek bizonyultak (rs7530511884444). Mi 3 eltérést
emeltiink ki, az egyik a gén 3'UTR régiojaban elbeked rs10889677 C/A és az
rs2201841 T/C, melyek hajlamositanak a betegsédpkkiisara, a masik az



rs1884444 G/T, mely nem mutat 6sszefiiggést IBDazdltaluk vizsgalt zsido €és nem
zsid6 populaciokban.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Vizsgalt betegpopulacio

A mintak gyijtése 2003 ota zajlik az orszag kulonbédertleteitl (Békéscsaba,
Budapest, Pécs, Szombathely, Zalaegerszeg). Biab&nkz orszagos biobank része
(www.biobank.hu), mely részére eddig 201 &inCrohnos, 241 felftt colitis
ulcerosas, valamint 19 gyerek Crohnos beteg véap@ingyijtottik dssze, ez a szam
azota is folyamatosan novekszik. Vizsgalatainkh®z felnstt kontroll és 49 gyerek
kontroll személyil vettiink vért,6k korban, nemben kulonbézklinikailag egészseges
egyenek.

3.2. Genotipus elemzés

A DNS-izolalast EDTA-val alvadasgatolt vérmintakbeégeztik kis6zasos
modszerrel. A DNS-analizis kiindul6pontja a poliderlancreakcio (PCR) atjan
végzett amplifikacio, mely standard modon az adstekvenciara specifikus,
szintetikus oligonukleotid primerek, Taq polimerdX TP, puffer és genomialis DNS-
templat jelenlétében zajlott. A PCR termék anadigal gélelektroforézissel, etidium
bromidos festéssel és UV-megvilagitassal torténki®nb6sd genekben (CARD15,
SLC22A4, SLC22A5, CTLA4, IL23R) la&v eltérések esetéen a
mutaciok/polimorfizmusok meghatarozasara RFLP médszgy direkt szekvenalast
alkalmaztunk. Az analizisekre etikai bizottsagi emgy birtokaban kerilt sor. A
vizsgalatok a Pécsi Orvostudomanyi és Egeészségt@agimKézpont Regionalis
Kutatasetikai Bizottsaga 2000. julius 10-én, 20f@Rruar 4-én és az Egészségugyi
Tudomanyos Tanacs Tudomanyi és Kutatasetikai Biagé 2004. marcius 9-én
kiadott engedélyei alapjan torténtek.

3.2.1. CARD15 gén R702W, G908R, 1007finsC

A PCR amplifikdci6 utan szekvenaldst alkalmaztunk lavetke®d
primerparokkal: R702W esetén a forward primer: & CCG CAC AAC CTT
CAG ATC-3', a reverse primer: 5-ACT TGA GGT GCC GACAT TCA G-3;
G908R esetén a forward primer: 5’-GTT CAT GTC TAGBGACA TAT CAG G-3',
a reverse primer: 5-GTT CAA AGA CCT TCA GAA CTG &: mig 1007finsC
esetén a forward primer: 5-CCT TGA AGC TCA CCA TTIAT C-3’, a reverse
primer: 5-GAT CCT CAA AAT TCT GCC ATT C-3. A DNSszekvenalas
kivitelezése ABI 3100 automata szekvenaldval tdrten

3.2.2. SLC22A4 gén C1672T, SLC22A5 gén G-207C

Genotipizalasra PCR/RFLP mobdszert és direkt szeédash alkalmaztunk.
Szekvenalds esetén a kovetkgmimereket terveztik: SLC22A4 C1672T esetén a
forward primer 5’-AGA GAG TCC TCC TAT CTG ATT G-3inig a reverse primer
5-TCC TAG CTATTC TTC CAT GC-3’; SLC22A5 G-207C et#n a forward primer
5-AGT CCC GCT GCC TTC CTA AG-3’, mig a reversemsar 5-GTC ACC TCG
TCG TAG TCC CG-3. PCR/RFLP moddszernél az ampliflsdéa a kovetker
primereket terveztik: SLC22A4 C1672T esetén a folvmimer 5’-TGA CAG GAA
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AGA ATG AAA AGC C-3', a reverse primer 5-TTT CACTIT CTG CAT CTG
CTC T-3'. SLC22A5 G-207C esetén a forward primeG&ZC GCT CTG CCT GCC
AGC-3’, a reverse primer 5-GGT CGC TAT CAG GAA CAGGA GGA-3. A
felsokszorozott DNS szakaszok allélspecifikus Hestis endonukleazzal lettek
megemesztve, SLC22A4 C1672Mnll-gyel, SLC22A5 G-207C Hpall-vel. A
restrikcios fragmenteket 3%-0s agaroz geélen fuitads UV-val vilagitottuk.

3.2.3. CTLA4 gén A+49G

A CTLA4 A+49G eltérés detektadlasahoz PCR/RFLP médsakalmaztunk. A
PCR reakciéhoz a kovetk&zprimereket hasznaltuk: forward primer 5-CTT GAG
GTT GTC TTT TCG AG-3, reverse primer 5-TAC TAA AR CCT GGC GCT CT-
3. Az amplifikatum emeésztés®seXl allélspecifikus restrikciés endonukleazzal
tortént.

3.2.4. IL23R gén rs10889677 C/A, rs2201841 T/C, 834444 GIT

A célszekvencia amplifikalasara a kovetkgzimereket terveztik: rs10889677
SNP esetén 5-ATC GTG AAT GAG GAG TTG CC-3’ forwapdimer 5-TGT GCC
TGT ATG TGT GAC CA-3’ reverse primer; rs2201841 iaais esetén 5-GGC AAA
AGG GAA TTG AGA GG-3' forward primer, 5-GGC CTA T& TTA TGC TTT
TTC CTG-3, reverse primer; rs1884444 varians es&éCAG TCT TTT CCT GCT
TCC AGA CAT GAA TC-3' forward primer és 5-AAT AAAATC ATA CTC TTG
CCA ATG GCC C-3 reverse primer. A PCR termékek smiése allélspecifikus
restrikciés endonukleazzal tortémiinll alkalmazasas10889677 SNP-néeHpyF3l
rs2201841 varidnsnaRscl 1884444 eltérésnél. A restrikcios fargmenteke®ds
agaroz gélen futtatuk és UV-transzilluminaciovdéilie lathatova.

3.3. Statisztikai analizis

SPSS 11.5 programcsalad segitségéyéliesztet és regressziés analizist
alkalmaztunk a betegség és a vizsgalt genetikaanvarkozott fenalld dsszeflgges
feltarasara.

4. EREDMENYEK

4.1. CARD15 gén R702W, G908R, 1007finsC

Megvizsgaltunk 100 felftt Crohnos beteget (47 férfi, 58,mtlag életkor: 37.3
év) és 94 klinikailag egészséges kontrollt (47ifet7 5, atlag életkor: 45.6 év).
CARD15 gén 1007finsC esetén a mutans allélfrekeesezignifikansan emelkedett
volt 6sszehasonlitva a féitt Crohnos betegpopuléciét a féth kontrollokkal, mely
megmutatkozik a heterozigotak és homozigotak wntjs, a felitt Crohnos
betegpopulacié 17%-a hordozza mindkettagy egyik mutans allélt, szemben a
kontrollokkal 4.3% (1. tablazat). CARD15 gén R702&/G908R mutécioit vizsgalva
felnétt Crohnos populaciéban nem tapasztaltunk eltééskbtt kontrollokhoz képest
sem a homozigo6tak szintjén, sem az allélfrekvenekintve (1. tablazat).

Megvizsgaltunk 19 gyerek Crohnos beteget (14 filargy, atlag életkor: 13.4
év), és 49 gyerek kontroll mintat (28 fiu, 21 laritlag életkor: 14.4 év). G908R
varians soran a CC homozigota és C allél frekvesmignifikansan emelkedett volt a
gyerek Crohnos populaciéban a gyerek kontrollokképest (2. tablazat). Ugyanez
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mondhatd el az 1007finsC varians esetén is, ahotése szignifikAnsan emelkedett
insCinsC homozigota és Cins allél frekvenciat tald# a gyerek Crohnos mintakat
tekintve (2. tablazat). Az allélfrekvenciakat osszsonlitva elmondhatd, hogy az
R702W mutacié esetén nem volt szignifikans kulogbsé T allél frekvenciajat

tekintve a gyerek Crohnos mintak és a gyerek kdakd&6zott (2. tablazat).

4.2. SLC22A4 gén C1672T, SLC22A5 gén G-207C

Vizsgalatunk targya 100 febtt Crohnos beteg (47 férfi, 53 natlag életkor:
37.3 év) és 94 klinikailag egészséges kontroll fgfft, 47 o, atlag életkor: 45.6 év)
volt. SLC22A4 C1672T nem mutatott szignifikans et TT homozigotak és T allél
frekvencia szinten, 6sszehasonlitva a d&IlnCrohnos betegcsoportot a féfh
kontrollal (3. tablazat). SLC22A5 G-207C esetén sei@C homozdgitak, sem a C
allél frekvencia nem kulonbozott szignifikdnsanet ksoport kdzott (3. tablazat). A
TC haplotipus gyakorisdga sem mutatott 6sszefliggésittt Crohnos betegcsoport
és a feldtt kontrollok kozott (3. tablazat).

E két eltérést megvizsgaltuk 121 colitis ulcerobasegben (47 ferfi, 74
atlag életkor: 47.8 év) és 110 kontrollban (59ifésfL 5, atlag életkor: 46.7 év).
SLC22A4 C1672T esetén a T allél frekvencia és a2ZA5 G-207C esetén a C allél
frekvencia nem kilonb6zott szignifikansan a kombédbl (4. tablazat). A TC
haplotipus frekvenciaban sem talaltunk szignifikkanbséget sszehasonlitva a két
csoportot (4. tablazat).

Megvizsgaltunk 19 gyerek Crohnos beteget (14 filargy, atlag életkor: 13.4
év), és 49 kontroll gyerek mintat (28 fiu, 21 laaylag életkor: 14.4 év). Nem tudtunk
kimutatni kilonbséget sem C1672T, sem G-207C varidltélfrekvenciait, sem a
haplotipust tekintve a gyerek Crohnos betegpopailésia gyerek kontrollok kozott (5.
tablazat).

4.3. CTLA4 gén A+49G

Az allélfrekvenciak Hardy-Weinberg szabaly szeriatakultak mind a
betegpopulacidoban, mind a kontrollokban. 130 Creh{a® férfi, 75 6, atlag életkor:
43.0 év) és 150 colitis ulcerosas beteget (63,f&Ti rH, atlag életkor: 46.1 év)
vizsgaltunk. A vizsgalathoz 170 kontroll mintatagyttink (49 ferfi, 121 6, atlag
életkor: 57.7 év). A G allél jelenlete 6nmagabamnjelent rizikotényed Crohn
betegségre és colitis ulcerosara, sem GG homozigéta AG heterozigdta genotipus
esetén, sem a G allél frekvencia szintjén a kdokbbz viszonyitva (6. tablazat).

4.4. IL23R génrs10889677 C/A, rs2201841 T/C, rs1B8814 G/T

Az IL23 gén vizsgalatat végeztik 190 Crohnos betadiB8 férfi, 102 &, atlag
életkor: 39.6 év) és 220 kontrollban (115 férfi,5165, atlag életkor: 41.7 év).
Rs10889677 AA genotipus szignifikansan emelkedeadit \Crohn betegekben
dsszehasonlitva az egészséges kontrollokkal (7azet). Logisztikus regressziés
analizis kimutatta, hogy ennek a genotipusnak ddzdisa 2.19-szer hajlamosit jobban
Crohn betegség kialakulasara. A masik hajlamoséidans (rs2201840) esetén is
szignifikansan emelkedett CC homozigota, illetveall2l frekvenciat talaltunk (7.
tabldzat). Logisztikus regresszidos analizis kimatathogy aki hordozza a CC
genotipust, annak 2.41-szer nagyobb a rizikofaktorahn betegség kialakulaséara.
Ugyanakkor a k6zémbds varians (rs1884444) naluakiek bizonyult (7. tablazat).
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1. tAbldzat: CARD15 gén varidnsainak allélfrekvena eloszlasa feldtt

Crohn betegekben és felétt kontrollokban.

Felmstt Crohn
betegek
n=100

Felmtt
kontrollok

n=94

CARD15 genotipus

R702W

G908R

1007finsC

CC
CT
TT
T allél frekvencia
GG
GC
CC
C allél frekvencia
-insC
insC insC

Cins allél frekvencia

87 (87.0%)
12 (12.0%)
1 (1.0%)

7.00%
94 (94.0%)
6 (6.0%)
3.00%
83 (83.0%)
15 (15.0%)
2 (2.0%)
9.50%*

87 (92.6%)
5 (5.3%)
2 (2.1%)

4.79%

93 (98.9%)

1 (1.16%)
0.53%

90 (95.7%)

4 (4.3%)

2.13%

*P<0.05



2. tabldzat: CARD15 gén variansainak allélfrekvena eloszlasa gyerek Crohn

betegekben és gyerek kontrollokban.

Gyerek Crohn

betegek
n=19

Gyerek
kontrollok

n=49

CARD15 genotipus
R702W CC
CT
TT
T allél frekvencia
G908R GG
GC
CcC
C allél frekvencia
1007finsC - -
—-insC
insC insC

Cins allél frekvencia

18 (94.7 %)
1 (5.3 %)
2.63 %
14 (73.7 %)
3 (15.8 %)
2 (10.5 %)*
18.4 %*
13 (68.5 %)
4 (21.0 %)
2 (10.5 %)*
21.1 %*

46 (93.9 %)
2 (4.1 %)
1 (2.0 %)

4.08 %

48 (98.0 %)

1 (2.0 %)

1.02 %
46 (93.9 %)
3 (6.1 %)

3.06 %

*P<0.05



3. tAblazat: SLC22A4 és SLC22A5 gének eltérései a@limeghatarozott TC
haplotipus és az allélok megoszlasi gyakorisagariétt Crohnos betegcsoport és

felnétt kontroll populacio eseteén.

Felmtt Crohn Felmstt
betegek kontrollok
n=100 n=94

SLC22A4 genotipus
c1672T CcC
CT
TT
T allél frekvencia

SLC22A5 genotipus
G-207C GG
GC
CC
C allél frekvencia

TC haplotipus

37 (37.0%)
54 (54.0%)
9 (9.0%)

36.0%

31 (31.0%)

54 (54.0%)

15 (15.0%)
42.0%

9 (9.0%)

28 (29.8%)
45 (47.9%)
21 (22.3%)

46.3%

19 (20.2%)
51 (54.3%)
24 (25.5%)

52.7%

19 (20.2%)

*P<0.05



4. tablazat: SLC22A4 és SLC22A5 geének eltérései dltmeghatarozott TC

haplotipus és az allélok megoszlasi gyakorisagariétt colitis ulcerosas

betegcsoport és feléitt kontroll populacié esetén.

Felmstt colitis

ulcerosas
betegek

n=121

Felmstt
kontrollok

n=110

SLC22A4 genotipus
C1672T CcC
CT
TT
T allél frekvencia
SLC22A5 genotipus
G-207C GG
GC
CC
C allél frekvencia

TC haplotipus

38 (31.4%)

53 (43.8%)

30 (24.8%)
46.7%

33 (27.3%)

58 (47.9%)

30 (24.8%)
48.8%

23 (19.0%)

35 (31.8%)
48 (43.6%)
27 (24.5%)

46.4%

25 (22.7%)
57 (51.8%)
28 (25.5%)

51.4%

25 (22.7%)

*P<0.05
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5. tAblazat: SLC22A4 és SLC22A5 gén varidnsainaklalfrekvencia

gyakorisaga gyerek Crohnos betegcsoport és gyerebkmtroll populacio esetén.

Gyerek Crohn Gyerek
betegek kontrollok
n=19 n=49
SLC22A4 genotipus
C1672T CcC 4 (21.0 %) 12 (24.5 %)
CT 11 (58.0 %) 25 (51.0 %)
TT 4 (21.0 %) 12 (24.5 %)
T allél frekvencia 50.0 % 50.0 %
SLC22A5 genotipus
G-207C GG 3 (15.8 %) 10 (20.4 %)
GC 7 (36.8 %) 26 (53.1 %)
CC 9 (47.4%) 13 (26.5 %)
C allél frekvencia 65.8 % 53.1 %

*P<0.05
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6. tablazat: CTLA4 A+49G allélfrekvencia eloszlas&rohn betegekben és

kontrollokban.

n=130

Crohn betegek Colitis ulcerosas

betegek
n=150

Kontrollok

n=170

CTLA4 genotipus

+49A/G AA 47 (36.2 %) 56 (37.3 %) 70 (41.2 %)
AG 67 (51.5 %) 66 (44.0 %) 73 (42.9 %)
GG 16 (12.3 %) 28 (18.6 %) 27 (15.9 %)
G allél frekvencia 38.1% 40.6 % 37.4 %
*P<0.05

12



7. tAblazat: Az IL23R gén eltérései és azok altal eghatarozott

allélfrekvencidk Crohn betegekben és kontrollokban.

n=190

Crohn betegek Kontrollok

n=220

IL23R genotipus
rs10889677 CC
CA
AA
A allél frekvencia
rs2201841 TT
CT
CC
C allél frekvencia
GG
GT
TT
T allél frekvencia

rs1884444

75 (39.5%)

92 (48.4%)

23 (12.1%)*
36.3%

75 (39.5%)

90 (47.4%)

25 (13.2%)*
36.8%*

57 (30.0%)

132 (69.5%)
1 (0.53%)
35.3%

96 (43.6%)

111 (50.5%)
13 (5.91%)
31.1%

101 (45.9%)

106 (48.2%)
13 (5.91%)
30.0%

55 (25.0%)

162 (73.6%)
3 (1.36%)
38.2%

*P<0.05
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5. EREDMENYEK MEGBESZELESE ES KOVETKEZTETESEK

A gyulladasos bélbetegségek ismeretlen efedasszatéf, sajatos kronikus
lefolyast mutato, valtozatos intesztinalis és artesztinalis tiinetekkel jaré koérképek,
melyek az emésitendszer nem-specifikus gyulladasahoz vezetnek,etiyaimn
kornyezeti és immunoldgiai tényikz komplex egyltthatasa eredményeként alakulnak
ki. A kutatbmunka célja annak megallapitdsa votigyh magyarorszagi fefit- s
gyermek populaciokban az 5 gén 9 locusanak eltéreagamositanak-e IBD
kialakulasara magyar populacioban. A genetikai m@t/ek meghatarozasara PCR-t,
majd ezt kovdéten RFLP-t vagy direkt szekvenalast alkalmaztunk.

Ismert CARD15 mutacidkat vizsgaltunk magyar &inés el§ként magyar
gyerek Crohnos populacioban. A CARD15 gén mutadidzul az 1007finsC
emelkedett mutans allélfrekvenciat mutatott a d#InCrohnos betegcsoportban a
felnétt kontrollokhoz képest, mely megmutatkozott az eggy két mutans allélt
hordoz6 heterozigotak, illetve homozigétak esesemiig az R702W és a G908R nem
mutatott szignifikans eltérést a féth Crohnos és a felit kontroll csoport
dsszehasonlitasa soran. Mégdtettik, hogy magyar febtt Crohnos populacioban az
1007finsC kockéazati tényéi jelent Crohn betegség kialakulasara. Gyerek Qyshn
mintakat vizsgalva a G908R és az 1007finsC esetigmifkans mutans homozigota
és mutans allélfrekvencia szintet kaptunk a gyekehtrollokkal valé Gsszevetés
soran, ezen varidnsok hajlamositanak a betegségig,az R702W esetén nem
talaltunk Osszefiiggést 6sszehasonlitva a két csmpoMegallapithatjuk, hogy
magyaroknal a gyerek Crohnos profil kilénbozik dndd Crohnos profiltol.
Kilénbdz populacidktol fiugg, hogy a harom varidns kodzul adiiarom, vagy csak

Az SLC22A4 gén C1672T és az SLC22A5 gén G-207Creded altal
meghatarozott TC haplotipus vizsgalatat végeztifiszér magyar felstt Crohn,
colitis ulcerosas és az irodalombatiszbr gyerek Crohn mintakon. Azt tapasztaltuk,
IBD-s, sem gyerek Crohnos betegpopulacioban. Biasngopulaciok esetén a TC
haplotipus hajlamosit gyulladadsos bélbetegségkiaara, mig mas populacidkban
nem. A mi eredmeényeink alapjan kijelenthetjuk, h@gsnagyarok a flamand és japan
populaciékhoz allnak kozel.

Megvizsgaltuk a CTLA4 A+49G eltérést magyar IBD pl@zioban, és azt
tapasztaltuk, hogy ez a varidns nem hajlamosit &rbetegségre magyaroknal. Az
eredmények azt mutatjak, hogy a CTLA4 A+49G SNRiozigota vagy homozigoéta
formaja nem jelent kockazati ténygeznagyar IBD populacidban. Itt is elmondhato,
hogy kulonb6# populacidk esetén rizikotényezez a varidns gyulladasos
bélbetegségre, példaul japan populacioban hajlamasig kinai és holland
populaciékban nincs 6sszefliggés ezen varians émlakldt betegség kozott. A
magyar populaciéban az altalunk kapott eredménysdgativ hatast tmasztjak ala.

Elsdként vizsgaltuk magyar populaciéban az IL23R e#éité melyet Duerr és
mts. irtak le 2006-ban. Az IL23R esetén a legszeimibbb a rizikotényey
rs10889677 és rs2201841 esetén, ugyanis ott mindorozigotak, mind az
allélfrekvencia szintjén szignifikans eltérést kaldk, igy magyar populacié esetén
ezeknek a variansoknak a hordozasa jékerikockazatot jelent Crohn betegség
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kialakulasara, mig az rs1884444 varians kozombdodmeknyult. Az IL23R 2
hajlamosito variansa (rs10889677 és rs2201841) angmppulacioban hajlamositonak
bizonyult a zsid6 és nem zsidd populaciokhoz hasonl

Az eértekezésben bemutatott eredmeényeknekésetban a gyulladasos
bélbetegségek genetikai hatteréenek megismeréséberegertésében van jelésége.
Az Ujabb genetikai variansok felderitése, genotien®tipus 0sszefliggések
megallapitdsa ésegitheti a kockézati ténydke pontosabb megismerését, a korai
diagnozist, a hatékonyabb meggdst és kezelést.

6. EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

I. Megéallapithatjuk, hogy az altalunk vizsgalt magyelnstt Crohnos populacioban a
CARD15 gén mutécidi kézil az 1007finsC hajlamositohizonyult.

II. Gyerek Crohn betegeket vizsgalva kijelenthetjilogy magyar populacioban a
CARD15 gén eltérései kozlil a G908R és az 1007fiiss€zuszceptibilitasi agenst
jelentenek.

[ll. SLC22A4 gén C1672T és az SLC22A5 gén G-207@l aneghatarozott TC
haplotipus nem mutat dsszefliggést magyabtepopulacioban kialakult IBD-vel.

IV. Ugyanezt megvizsgalva gyerekekben felismertigy a TC haplotipus szintén
nem jelent hajlamosito tény@anagyar gyerek Crohnos populacioban.

V. CTLA4 A+49G eltéréset analizalva magyar t#gtnCrohn és colitis ulcerosas
betegpopulacidban, megallapithatjuk, hogy nincs kk&in 6sszefiiggés a vizsgalt
genetikai eltérés és az IBD kozott.

VI. IL23R gén variansai tekintve az rs10889677 ésrs2201841 hajlamositonak
bizonyult magyar felétt Crohnos betegpopulacioban.
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1. INTRODUCTION

1.1. Description of inflammatory bowel disease

There are two main types of inflammatory bowel ds(IBD), Crohn's disease
(CD) and ulcerative colitis (UC). 20-25.000 peopléHungary have IBD. The disease
may occur in persons adults between ages 20 amu l#d@th sex, although women are
more frequently affected. The pathogenesis of IBDvery complex and both
environmental and genetic factors contribute toeii®logy. Environmental factors
may be infectious agents, drugs, poisons, smolaigphol, and bowel bacteria as
well. The genetic background has a particular irtgpare, people may have genetic
susceptibility and show reduced resistance of theasa or abnormal activation of the
immune system in the intestines. These togethen estvironmental factors cause
inflammation. IBD may develop in a susceptible undual when the normal host-
microbial interactions are dysregulated. The norhwdt-microbial flora consists of
300-400 different strains of bacteria. This balacee overturn, when people have
chronic inflammatory bowel disease. This time tlo@aentration of certain bacteria,
such asBacteroides increases causing inflammation. External bacteaa be also
responsible for IBO(Listeria monocytogenes, Pseudomonas fluorescens, Escherichia
coli, Clostridium difficile, Yersinia enterocolitica, cytomegalovirus, rotavirus). There
are many extraintestinal manifestations associai#id inflammatory bowel disease,
for instance eye and mouth inflammation, skin raghllstones, kidney stones,
pancreatitis and joint pain.

1.1.1. Crohn’s disease

The disease is named after Burrill Crohn. CD isheogic inflammation of
uncertain etiology that can affect any portionte tigestive tract from mouth to anus.
Inflammation occurs primarily in the ileum and aolaalthough any portion of the
intestinal tract can be affected (oesophagus, gaskeocolitis is the most common
form affecting the ileum and the colon. lleitis pnhffects the ileum, while
granulomatous colitis only affects the colon. Theestinal inflammation can appear in
the terminal ileum (terminal ileitis) or might oecan some parts of the ileum (regional
enteritis) or the colon (Crohn-colitis). Symptormelude abdominal pain, diarrhea,
bloody stools, fistulas, fever, loss of appetitgmiting, weight loss, growth
retardation, indisposition and late of puberty.

1.1.2. Ulcerative colitis

Ulcerative colitis is a disease that causes inflation and ulcers in the lining
of the rectum and colon. When the inflammation osda the rectum it is called
proctitis. If the entire colon is affected it isllea pancolitis. Proctosigmoiditis
involves inflammation of the rectum and the sigmoalon, while left—sided colitis
involves inflammation that starts at the rectum artknds up the left colon (sigmoid
colon and the descending colon). Symptoms range fabdominal pain, cramps,
bloody diarrhea, tenesmus, fever, anemia, loss amfybfluids and nutrients, to
decreased level of protein and iron.

1.1.3. Comparison of the two diseases



The main difference between CD and UC is the afg¢hendigestive tract they
affect. CD can occur along the entire digestivettend spread deep into the bowel
wall (mucosa, submucosa, serosa). In contrast, $l@lly only affects the top layer of
the colon and rectum (mucosa, submucosa). Cratis&ase is often segmental and
the rectum is frequently spared, while ulcerativelitis results in connected
inflammation. In Crohn’s disease the inflammatianetrates into deeper layers to
such an extent that it can reach the external laf¢he intestines and might stick to
another part of the ileum and the colon or othegans. Fistulas are common in
Crohn's disease and either occur in the periaggmeor are internal forming between
the intestinal structures or between the intestimé other organs. In rare instances the
intestinal wall may rupture, allowing bacteria frahe intestine to infect other organs
causing illness. When the intestine has inflammmatibe system can not function
normally, this ultimately leads to loss of appetted weight loss. It is characteristic of
Crohn’s disease, as the inflammation spreads tdebe that has an imporant role in
absorbing the nutrients.

2. AIMS
Searching for genetic variants that have an assacit IBD.

2.1. CARD15 R702W, G908R, 1007finsC

The first identified susceptibility gene for CD wide CARD15 (NOD2) gene
on chromosome 16. Studies conducted on Caucasijamgiions showed that three
independent mutations were associated with CD wittie NOD2/CARD15 gene: two
missense mutations, the Arg702Trp in exon 4 andaly®08Arg in exon 8; and one
insertion, 1007finsC in exon 11. Interestingly,dhenutations have not been found at
all in Asian patients. Our aim was to analyse thesfble connection between these
three variants of the CARD15 gene and Crohn’s disé@ characterize our Hungarian
adult samples. Several studies on pediatric CD latipn have reported an association
between CARD15 mutations and CD in North AmericaGermany, in Israeli Jewish
patientsand in an Italian cohort. Our objective was to stigate the prevalence of the
three CARD15 mutations in Hungarian pediatric papah with CD.

2.2. SLC22A4 C1672T, SLC22A5 G-207C

Peltekova reported on two novel functional Crohdisease (CD) associated
single nucleotide polymorphisms: the C1672T sulnstih in exon 9 in the SLC22A4
gene and the G-207C transversion in the promotgoman the SLC22A5 gene, these
two SNPs together define the so called TC haplotg®veral studies on different
populations such as German, Greek, Canadian,rfahieottish, Spanish, Swedish and
other Caucasians showed that this haplotype isceded with Crohn’s disease.
Vermeire et al. examined Flemish population andchébthat OCTN does not play a
role in the susceptibility to IBD. In the limitedimber of publications on UC, Palmieri
et al. found that the TC haplotype frequency wasaased in both CD and UC and the
TC haplotype may influence some clinical featuretB®. Waller et al. reportethat
the OCTN variants were as strongly associated W@&has they were with CD. Tosa et
al. examined patients with UC and CD in a Japapegeilation, and they found that
the TC haplotype is not associated with IBD. Oun aras to examine the association
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between these two functional variants of the OC&htlon transporter genes and I1BD
in adult and pediatric patients.

2.3. CTLA4 A+49G

The cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 gene is a T ceceptor. Nistico
identified a novel polymorphism +49A/G in exon lhieh associates with a Thr to
Ala substitution at position 17 of the amino acelgence. Several studies have
reported controversial results on the associatioth® +49A/G SNP in the CTLA4
gene with type | diabetes, Grave’s disease, rheaithatthritis, multiple sclerosis and
celiac disease. CTLA4 is also a susceptibility geeméwo main types of inflammatory
bowel disease: Crohn’s disease and ulcerativeisalt well. Machida and colleagues
found that in Japanese population CTLA4 is oneha&f tleterminants of UC, and
confers risk for the development of CD associatett istula formation. Xia and
colleagues found no association of the CTLA4 +49@& Sither with IBD in Dutch
Caucasian patients or with UC in Chinese patients.

2.4. IL23R rs10889677 C/A, rs2201841 T/C, rs18844&AT

Oppmann discovered the IL-23 molecule in 2000 asvel member of the IL-
12 heterodimeric cytokine family. IL-23 plays a keyle in the innate and T cell-
mediated intestinal inflammation. Genetic studieshumans and mice uncovered a
strong association of signaling pathways of IL-28WBD and other autoimmune and
chronic inflammatory diseases. As an extension,rDaed colleagues very recently
have identified IL23 receptor gene as an inflammpabowel disease-associated gene
in a genome-wide association study. They examiredsof SNPs in this gene region
and found sets of variants (rs1004819, rs751784/,0489629, rs2201841,
rs11465804, rs11209026, rs1343151, rs108896772090B2, rs1495965, rs7530511,
rs 1884444) that had association with the developroé the disease in Jewish and
non-Jewish populations. Our aim was to investigia¢edistribution of the IL23R gene
rs10889677 C/A, rs2201841 T/C, and rs1884444 GHungarian IBD population.

3. MATERIALS AND METHODS

3.1. Patients

We have collected 442 adult IBD blood samples (2@, 241 UC) and 19
pediatric CD blood samples for our biobank (wwwhaok.hu) from several regions
of the country (Békéscsaba, Budapest, Pécs, Szbhalparzalaegerszeg) since 2003.
As controls 235 adult and 49 pediatric blood sasiplere collected. All control
subjects were age- and sex-matched clinically hgalbjects.

3.2. Genetic analysis

Genomic DNA was extracted from peripheral bloocktaytes with a routine
salting out method. We used polymerase chain wadiPCR) with primers, Taq
polimerase, dNTP, buffer and DNA to be amplifiede \Whalysed the PCR product by
electrophoresis visualized by UV transilluminatidro identify the different genetic
variants (CARD15, SLC22A4, SLC22A5, CTLA4, IL23Rewsed RFLP method or
direct sequencing. During the entire study peribd guidelines and regulations



approved by the local Research-Ethical Committetn@fMedical and Healthyscience
College of Pecs in 10.07.2000., 04.02.2003., and3)2004. were followed.

3.2.1. CARD15 R702W, G908R, 1007finsC

For the PCR amplification as well as for the seguenthe following primers
were used: for R702W the forward primer was: 5’-GAEGG CAC AAC CTT CAG
ATC-3’, and the reverse primer was: 5-ACT TGA GGICC CAA CAT TCA G-3;
for G908R the forward primer was: 5-GTT CAT GTC GAAAC ACA TAT CAG
G-3’, and the reverse primer was: 5-GTT CAA AGA TTCA GAA CTG G-3’; for
1007finsC the forward primer was: 5-CCT TGA AGCACCA TTG TAT C-3', the
reverse primer was: 5-GAT CCT CAA AAT TCT GCC ATTJ-3'. Sequencing was
performed in an ABI 3100 automatic sequencer.

3.2.2. SLC22A4 C1672T, SLC22A5 G-207C

For genotyping we used a simple PCR/RFLP assayda&adt sequencing. For
the PCR amplification as well as for the sequendggfollowing primers were used:
for SLC22A4 C1672T the forward primer was: 5-AGAG TCC TCC TAT CTG
ATT G-3’, and the reverse primer was: 5-TCC TAGATTC TTC CAT GC-3’; for
SLC22A5 G-207C the forward primer was: 5-AGT CCCTGGCC TTC CTA AG-
3’, and the reverse primer was: 5-GTC ACC TCG T@&G TCC CG-3'. For
PCR/RFLP methods the following primers were desigaed used: for SLC22A4
C1672T the forward primer was: 5-TGA CAG GAA AGATA AAA AGC C-3,
and the reverse primer was: 5-TTT CAC TTT CTG CATG CTC T-3'. For
SLC22A5 G-207C the forward primer was: 5-GCC GCT&CCT GCC AGC-3,
and the reverse primer was: 5-GGT CGC TAT CAG GBAC GGA GGA-3'. The
amplicons were digested by allele-specific resoict endonucleasesMnll for
SLC22A4 C1672T andHpall for SLC22A5 G-207C. The restriction fragments were
separated by electrophoresis on 3% agarose getsimog ethidium bromide and
visualized by UV transillumination.

3.2.3. CTLA4 A+49G

For genotyping we used PCR/RFLP methods. For th@ifaration of the target
sequence the following primers were designed aed:Us-CTT GAG GTT GTC TTT
TCG AG-3' as the sense and 5-TAC TAA ATA CCT GGG CT-3' as the
antisense primer. The amplicons were digested Hgleadpecific restriction
endonucleasd3se XI.

3.2.4. IL23R rs10889677 C/A, rs2201841 T/C, rs188W4G/T

PCR-RFLP methods were applied to test the alleiébenIL-23 receptor gene
using the following primers: for rs10889677 theward was 5’-ATC GTG AAT GAG
GAG TTG CC-3’ and the reverse primer was 5-TGT GUGT ATG TGT GAC CA-
3’, for rs2201841 the forward primer was 5'-GGC AMGG GAA TTG AGA GG-3
and the reverse primer was 5-GGC CTA TGA TTA TGCTTTTC CTG-3’, for
rs1884444 the forward primer was 5-CAG TCT TTT CGCT TCC AGA CAT
GAA TC-3' and the reverse primer was 5-AAT AAA ATBTA CTC TTG CCA
ATG GCC C-3. The amplicons were digested by allgdecific restriction
endonucleasednll for rs1088967 7HpyF3l for rs2201841 anéscl for rs1884444.
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3.3. Statistical analysis

Statistical analysis was carried out using SPSS. Idr Windows. For statistics
the x> method (cross-table analyses) and regression sisalere used to investigate
the possible associations between the diseasabapdlymorphisms studied.

4. RESULTS

4.1. CARD15 R702W, G908R, 1007finsC

We examined 100 patients with CD (47 males, 53 fespanean age: 37.3
years), and 94 clinically healthy control subje@t3 males, 47 females, mean age:
45.6 years). For 1007finsC we found significantigreased mutant allele frequency in
the adult Crohn group compared to the adult cositfdbble 1). 17% of the Crohn’s
disease patients were either heterozygous or hagoozyfor the mutation compared
to 4.3% of controls (Table 1). There were no ddfezes in the allele frequencies of
R702W and G908R variants between the adult CD pipuls and the controls (Table
1).

We examined 19 pediatric patients with CD (14 mate$emales, mean age:
13.4 years). This cohort was compared with 49 pedihealthy control subjects (28
males, 21 females, mean age: 14.4 years). We faigdificantly increased
homozygous genotype and mutant allele frequency@®08R and 1007finsC in
pediatric patients compared to the pediatric cdst(@able 2) . For R702W no
significant difference was found between the gepetyand allele-distribution of the
the pediatric CD group compared to the healthyrot(Table 2).

4.2. SLC22A4 C1672T, SLC22A5 G-207C

We examined 100 patients with CD (47 males, 53 fespanean age: 37.3
years), and 94 healthy control subjects (47 ma@lédemales, mean age: 45.6 years).
There were no differences in the allele frequenaésSLC22A4 C1672T and
SLC22A5 G-207C mutations as compared the resultheofadult CD populations to
the controls (Table 3). There was no statisticalgnificant difference in the
prevalence of TC haplotype between the CD pati@mtiscontrols (Table 3).

We examined 121 UC patients with typical symptonm&l aliagnosis of
ulcerative colitis (47 males, 74 females; mean 4@e3 years) and 110 clinically
healthy controls (59 males, 51 females; mean agé ¥éars). We found that in
SLC22A4 C1672T the T allele frequency was not digantly different from healthy
controls (Table 4). The SLC22A5 G-207C the C allglequency was also not
significantly different in the UC population compdrto the control group (Table 4).
We could not detect accumulation of SLC22A4 and & A5 susceptibility variants
nor the TC haplotype (Table 4).

We examined 19 pediatric patients with CD (14 mate$emales, mean age:
13.4 years). This cohort was compared with 49 pedihealthy control subjects (28
males, 21 females, mean age: 14.4 years). Them neesignificant differences in the
allele frequencies either for SLC22A4 1672T or SPER -207C SNPs (Table 5).

4.3. CTLA4 A+49G



We examined 130 patients with CD (55 males, 75 fespanean age: 43.0) and
150 patients with UC (63 males, 87 females, mean 46.1). A total of 170 selected
controls (49 males, 121 females, mean age: 57.7% amalyzed as welVe found no
increased prevalence rate of the homozygous GGtgesmioand no accumulation of
the G allele alone, neither expressed as AG hetgoas genotype, nor as the G allele
frequency, in any IBD type compared to the heallBip free controls (Table 6).

4.4. IL23R rs10889677 C/A, rs2201841 T/C, rs18844G4T

The Crohn’s disease group consisted of 190 subj8&snales, 102 females,
mean age: 39.6 years). A total of 220 subjects (hates, 105 females, mean age:
41.7 years) served as controls. The rs10889677 AMdzygous genotype was
significantly increased in patients with Crohn’'sseise, compared to the healthy
controls (Table 7). Logistic regression analysisesded that the AA genotype
represented a 2.19 times higher risk for the dgreémt of CD. For rs2201840 the CC
homozygous genotype and the C mutant allele freqyuerre significantly increased
in the CD group compared to the controls (Table LOgistic regression analysis
revealed that the CC genotype represented a 2.ghehitimes risk for the
development of CD. The prevalence of any allelicaras of the rs1884444 did not
significantly differ in the CD group as comparedwtontrols (Table 7).



Table 1: Comparison of the alleles of CARD15 genes adult Crohn’s disease

patients and adult controls.

Adult CD
patients

n=100

Adult
controls

n=94

CARD15 genotype

R702W

G908R

1007finsC

CcC
CT
1T
T allele frequency
GG
GC
CcC
C allele frequency
—insC
insC insC
Cins allele frequency

87 (87.0%)
12 (12.0%)
1 (1.0%)

7.00%
94 (94.0%)
6 (6.0%)
3.00%
83 (83.0%)
15 (15.0%)
2 (2.0%)
9.50%*

87 (92.6%)
5 (5.3%)
2 (2.1%)

4.79%

93 (98.9%)

1 (1.16%)
0.53%

90 (95.7%)

4 (4.3%)

2.13%

*P<0.05



Table 2: Comparison of the alleles of CARD15 genes pediatric Crohn’s disease

patients with pediatric controls.

Pediatric CD

patients
n=19

Pediatric
controls

n=49

CARD15 genotype
R702W CC
CT
1T
T allele frequency
GG
GC
CcC
C allele frequency
1007finsC - -
—insC
insC insC
Cins allele frequency

G908R

18 (94.7 %)
1 (5.3 %)
2.63 %

14 (73.7 %)
3 (15.8 %)

2 (10.5 %)*
18.4 %*

13 (68.5 %)
4 (21.0 %)

2 (10.5 %)*

21.1 %*

46 (93.9 %)
2 (4.1 %)
1 (2.0 %)

4.08 %

48 (98.0 %)

1 (2.0 %)
1.02 %

46 (93.9 %)

3 (6.1 %)

3.06 %

*P<0.05



Table 3: Comparison of the alleles of SLC22A4 andL&£22A5 cation transporter

genes and the TC haplotype distribution in adult CDpatients and adult controls.

Adult CD
patients

n=100

Adult
controls

n=94

SLC22A4 genotype
C1672T CC
CT
TT
T allele frequency

SLC22A5 genotype
G-207C GG
GC
CC
C allele frequency

TC haplotype

37 (37.0%)
54 (54.0%)
9 (9.0%)

36.0%

31 (31.0%)
54 (54.0%)
15 (15.0%)

42.0%

9 (9.0%)

28 (29.8%)
45 (47.9%)
21 (22.3%)

46.3%

19 (20.2%)
51 (54.3%)
24 (25.5%)

52.7%

19 (20.2%)

*P<0.05



Table 4: Comparison of the alleles of SLC22A4 andL&22A5 cation transporter

genes and the TC haplotype distribution in adult UQpatients and adult controls.

Adult UC
patients

n=121

Aqdult
controls

n=110

SLC22A4 genotype
C1672T CC
CT
TT
T allele frequency

SLC22A5 genotype
G-207C GG
GC
CC
C allele frequency

TC haplotype

38 (31.4%)

53 (43.8%)

30 (24.8%)
46.7%

33 (27.3%)
58 (47.9%)
30 (24.8%)

48.8%

23 (19.0%)

35 (31.8%)
48 (43.6%)
27 (24.5%)

46.4%

25 (22.7%)
57 (51.8%)
28 (25.5%)

51.4%

25 (22.7%)

*P<0.05
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Table 5: Comparison of the alleles of SLC22A4 andL&22A5 cation transporter
genes and the TC haplotype distribution in pediatrc CD patients and pediatric

controls.

Pediatric CD Pediatric

patients controls
n=19 n=49
SLC22A4 genotype
C1672T CC 4 (21.0 %) 12 (24.5 %)
CT 11 (58.0 %) 25 (51.0 %)
TT 4 (21.0 %) 12 (24.5 %)
T allele frequency 50.0 % 50.0 %
SLC22A5 genotype
G-207C GG 3 (15.8 %) 10 (20.4 %)
GC 7 (36.8 %) 26 (53.1 %)
CC 9 (47.4%) 13 (26.5 %)
C allele frequency 65.8 % 53.1 %

*P<0.05
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Table 6: Prevalence of the alleles of CTLA4 gene jpatients with Crohn’s

disease, ulcerative colitis and controls.

CD patients

n=130

UC patients

n=150

Controls

n=170

CTLA4 genotype

+49A/G AA 47 (36.2 %) 56 (37.3 %) 70 (41.2 %)
AG 67 (51.5 %) 66 (44.0 %) 73 (42.9 %)
GG 16 (12.3 %) 28 (18.6 %) 27 (15.9 %)
G allele frequency 38.1 % 40.6 % 37.4%
*P<0.05
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Table 7: Interleukin-23 receptor rs10889677, rs22@U1 and rs1884444

genotype and allele frequencies in CD patients ar@bntrols.

CD patients
n=190

Controls
n=220

IL23R genotype

rs10889677 CcC
CA
AA
A allele frequency
rs2201841 TT
CT
CC
C allele frequency
GG
GT
TT
T allele frequency

rs1884444

75 (39.5%)
92 (48.4%)

23 (12.1%)*
36.3%

75 (39.5%)
90 (47.4%)

25 (13.2%)*
36.8%*

57 (30.0%)

132 (69.5%)
1 (0.53%)
35.3%

96 (43.6%)

111 (50.5%)
13 (5.91%)
31.1%

101 (45.9%)

106 (48.2%)
13 (5.91%)
30.0%

55 (25.0%)

162 (73.6%)
3 (1.36%)
38.2%

*P<0.05
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5. DISCUSSION

Inflammatory bowel disease is a multifactorial dder characterized by non-
specific inflammation of the digestive tract witbveral intestinal and extraintestinal
manifestations. The development of these diseasdsnawn to be influenced by both
environmental factors and complex genetic predisipos Our goal was to analyse the
possible influence of 9 variants of 5 genes on Hwiag IBD population. PCR/RFLP
method or direct sequencing were used for detethi@glifferent genotypes.

We examined previously described CARD15 mutationdungarian adult and,
for the first time in the literature, in Hungarigediatric CD population. In the adult
CD group the 1007finsC showed significantly inceshsheterozygous and
homozygous genotype distribution and mutant afielquency compared to the adult
controls. The R702W and the G908R showed no samifi difference in distribution
between the adult CD population and the healthytrotsn We confirmed that the
1007finsC is a risk factor for CD in the Hungar@opulation. Examining the pediatric
CD group, the G908R and the 1007finsC were sigifily more frequent in the
pediatric CD group compared to the controls. Weeolesd an association between
these two CARD15 mutations and pediatric cases. Rh@2W variant showed no
disease association. We concluded from these sesudtt in the Hungarian population
the adult Crohn’s profile differs from the pediat€rohn’s profile. It depends on the
different populations studied, whether CARD15 miotag are susceptibility factors for
Crohn’s disease or not.

We examined the SLC22A4 1672T and the SLC22A5 -2@d@hbination
definied TC haplotype in Hungarian adult IBD ansftfiin the literature in pediatric
population. We found that the TC haplotype was asgociated with IBD in the
Hungarian population either in the adult or in gegliatric cohort. We concluded that
these SNPs do not necessarily indicate susceptitmliiBD. Our findings show that it
might depend on the population if this haplotypefecs susceptibility to IBD.

We examined the CTLA4 gene +49A/G polymorphism wedound that the G
variant does not represent an obligatory suscdiptibactor for Crohn’s disease or for
ulcerative colitis. We could not demonstrate arpasgion between this variant and
the development of the disease in the Hungariamlptpn. It most likely depends on
the population studied, whether this variant isk factor for IBD or not.

For the first timeve examined in Hungarian population the variant$L88R,
that Duerr and colleagues described in 2006. The@8&9677 and rs2201841 showed
significant increased homozygous genotype and mlele frequency in the CD
group compared to the controls. These variantsnasgrong association with Crohn’s
disease in the Hungarian population, while the na¢wiariant rs 1884444 showed no
disease association. Our results support the dddaerr and colleagues, as they have
found that the rs10889677 and the rs2201841 areeptibility factors for CD in
Jewish and non-Jewish populations.

The results of this dissertation help us to undethe genetic background of
inflammatory bowel disease. Identification of nogehetic variants and determination
of genotype-phenotype associations might contribateecognition of risk factors, to
early diagnosis and efficient prevention of theedise.
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6. CONCLUSION

I. We ascertained, that in our examined adult Celulisease patients, one of the
CARD15 mutations, the 1007finsC was significansga@ciated with an increased risk
for CD.

[I. Examining the pediatric Crohn’s disease pasente concluded that two of the
CARD15 mutations, the G908R and the 1007finsC qomé& for the development of
CD.

[ll. SLC22A4/A5-TC haplotype showed no disease aisgimn comparing the results
of the adult IBD populations to the controls.

IV. We concluded also the same in the pediatricigyahe TC haplotype showed no
disease association, when we compared the restifteopediatric CD cohort to the
controls.

V. The A+49G variant of the CTLA4 gene was not adependent determinant to
IBD.

VI. We found that the IL-23 receptor gene variandd 0889677 and rs2201841 appear
to increase susceptibility to CD in our HungariaulaCrohn’s disease population.
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