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1. BEVEZETES

1.1. Crohn-betegség

1.1.1. Fenotipus

A kronikus gyulladdsos bélbetegségek két klinikai megjelenési formaja a Crohn-
betegség és a colitis ulcerosa. Crohn-betegség esetén a gyulladas az egész tapcsatornat
érintheti (szajnyilastol egészen a végbélnyilasig), foként azonban a termindlis ileumban és
vastagbélben lokalizalodik. Leggyakoribb a vékony- és vastagbél egyiittes érintettsége (40-
55%), a rectum altalaban megkimélt. Az esetek 30-40%-aban csak a vékonybél, mig 15-25%-
aban csak a vastagbél érintett, a felsd gasztrointesztinalis lokalizacio viszonylag ritka. A
gyulladas transzmuralis ¢és szegmentalis, a bélfal minden rétegére kiterjed, a beteg
szakaszokat ¢ép teriiletek valasztjdk el egymadstol. Klinikai szempontbol tobb altipus
kiilénithetd el, a bécsit, ill. az erre épiild montreali® klasszifikacio a betegség felismerésének
idépontja, annak lokalizacidja, valamint striktarat (sziikiiletet) okozo, és/vagy penetralod
jellege (sipolyképzddés), illetve a miitét sziikségessége alapjan osztalyozza a betegeket (1.
tablazat).

A Crohn-betegség legfontosabb tiinetei: jobb oldali alhasi fajdalom, hasmenés (nem
jellemzd, de lehet véres, nyalkas, gennyes), szisztémas tiinetei: fogyas, laz, faradékonysag,
felszivodasi zavar, hianytiinetek, fokozott trombozis-hajlam, novekedésbeli elmaradas,
pubertas késése. Hosszatavon malignus elfajulassal is szamolni kell. A korai stadium kevésbé
specifikus endoszkopos jele a fokalis nyalkahartya-1ézioként megjelend aphtoid fekély. A
klasszikus endoszkopos képet mély fekélyek, illetve az un. utcakovezetre emlékeztetd
nyalkahartya-rajzolat jellemzi, utobbi a hegesedés miatt kialakuld behuzodasok és a
nyalkahartya kovetkezményes szigetszeri kiemelkedései. A betegség legspecifikusabb
szovettani megjelenési formaja az un. el nem sajtosodd granuloma, ami azonban az esetek
csak mintegy 36-50%-aban mutathaté ki’. A fekélyek alapjaban gyakran infiltralt
plazmasejtek, limfocitak és hisztiocitak talalhatoak. A késobbi stadiumban a bélfalat teljesen
attord fekélyek, illetve a gyogyult fekélyek nyomaként megjelend hegesedések mutathatoak
ki.

Magyarorszagon a  Crohn-betegek mintegy 37%-a szenved jellegzetes
kisér6betegségben, mely sokszor mar a CD kialakulasa elétt megjelenik!. Az
extraintesztinalis szovédmények elsésorban a szemet, bort és iziileteket érintik. A periférids

arthritis, episcleritis, erythema nodosum, illetve pyoderma gangrenosum az alapbetegség



stlyossagaval parhuzamosan jelenik meg, a spondylitis ankylopoetica, sacroileitis, anterior
uveitis, primer sclerotisalé cholangitis (PSC) valamint osteoporosis az alapbetegségtol
fiiggetleniil manifesztalodik.

A Crohn-betegség kialakulasanak hatterében az immunrendszer, bélflora és genotipus
komplex viszonya, illetve annak zavara all: genetikailag fogékony személyben a kiilonb6z6
kornyezeti faktorok hatdsdra, illetve a disztdlis ileumban és colonban ¢l6 kommenzalista
baktériumok/patogének ellen kialakuld, agressziv T-sejtes immunvalasz jellemzi,

patogenezisének pontos okai ugyanakkor még nem ismertek.

1. tablazat A Crohn-betegség besorolasa a bécsi és montreali klasszifikacio szerint

Bécsi Montreali
, i Al | <40¢év Al | <16év
Eletkor a betegség 751 "57¢, A2 | 17-40 év kozott
diagnozisakor A3 >0
L1 | lleum L1 | lleum
Lokalizicis L2 | Colon L2 | Colon
L3 | lleocolon L3 | lleocolon
L4 | Fels6 GI traktus L4 | Izolalt fels6 GI traktus*
nem penetrald, nem nem penetrald, nem
Bl S Bl o
sztenotizalo sztenotizalo
Klinikai viselkedés B2 | sztenotizald B2 | sztenotizalo
B3 | penetrald B3 | penetralo
p perianalis”

*_1-L3 mellett alkalmazhato
“B1-B3 mellett alkalmazhaté

1.1.2. Epidemioldgia, etiologia, kornyezeti tényezok

A Crohn-betegség jelentésen befolyasolja az érintettek ¢letmindségét, a varhatd
¢letkilatasaik is rosszabbak: Crohn-betegek esetén a teljes mortalitasi rata 51%-kal magasabb
az egeszséges populacidhoz képest5. A gasztrointesztinalis mortalitas 4,5-Szeres; az
Ossztumoros haldlozéas 2,1-szeres; a tiidérdk okozta mortalitds pedig 4,0-szeres emelkedést
mutat a betegek korében®. A betegség altalaban a késd serdiilékor végén, korai felnttkor
elején, a 20-35. életév kozott kezdbdik, ugyanakkor egyre tobb a gyermekkori eset. A betegek
egy részénél viszont idésebb korban (50. életévet kovetden) jelenik meg (masodik hullam). A
korkép férfiakban és nokben kozel azonos gyakorisdggal manifesztalodik. A betegség
incidencija vilagszerte 0,1-16/100000%", gyakorisaga jellegzetes foldrajzi eloszlast mutat,
amelyben az észak-déli és kelet-nyugati tengely meghatarozd. Az incidenciaértékeket

figyelembe véve Eszak-Amerika, Eszak-és Nyugat-Eurdpa a legérintettebb, mig Afrikaban,



Dél-Amerikaban és Azsiaban ritkabb a betegségg. Eszak-Amerikdban az 0ij esetek szama
évente 20,2/100000 lakos®; Eurdpaban évente tobb mint feleennyi 0j esetet diagnosztizalnak
(12,7/100000 lakos)’. Azsia és Kozép-Kelet incidencidja 5,0/100000 lakos/év®. Nyugat-
Magyarorszagon, Veszprém megyében 2002-2006 kozott 11,9/100000 lakos/év  atlag
incidenciaértéket mértek™. A betegség prevalencidja Europaban (322/100000) és Eszak-
Amerikédban (319/100000) a legmagasabb®. A betegség megjelenésében rassz és etnikai
kiilonbségek is kimutathatoak. A kaukazusi és afro-amerikai eredet egyértelmiien nagyobb
kockazatot jelent, mig a hispan és azsiai populacidokban ritkdbb a betegség. A legmagasabb
csaladi érintettség az askendzi zsidd populéciot jellemzi, a betegség kialakulasanak kockazata
2-4-szer nagyobb, mint a nem zsid6 fehér populacioban, az izraeli zsidok kockazata
ugyanakkor az egészséges populacidéval megegyezd™. A kornyezeti faktorok szerepét
hangstlyozza az a megfigyelés, miszerint az afroamerikai populdci6 IBD incidencidja
megegyezik az eurdpai szarmazasu amerikaiakéval®?.

A betegség foldrajzi elterjedése az utobbi évtizedekben azonban valtozni latszik,
példaul a jellemzOen magas incidencidju nyugat-eurodpai orszdgokban az Uj esetek szama
stabilizalodott, esetleg csokkent™; mig a kordbban kevésbé érintett teriileteken egyre tobb 1)
beteget diagnosztizdlnak. Hazénkban, illetve a szomszédos Horvatorszagban is meredek
incidencia-emelkedést tapasztaltak***>. A kronikus gyulladasos bélbetegségek, igy a Crohn-
betegség megjelenését is elsdsorban az adott régio ipari fejlettségéhez, illetve az urbanizacio
fokahoz kotik. A korabban alacsony prevalenciat mutatd fejlodé orszagokban az utobbi
idokben felgyorsult iparosodassal egyidejilleg a gyulladasos bélbetegségek is egyre

gyakoribba valtak (pl.: Indidban és Kinaban)'®'’

. A kornyezet elsddleges szerepét — a
genetikai meghatarozottsag mellett — a bevandorlasi vizsgalatok is alatamasztjak. Az alacsony
prevalenciaju teriiletekrdl a magasabb eléfordulast mutatd orszagokba vandorlok esetében a
betegség kialakuldsanak kockédzata megemelkedik, ez kiilondsen az 0j helyen sziiletd elsd
generacional szembet{ins'®*.

A Crohn-betegség patogenezisét befolyasold kornyezeti faktorok mibenlétét, illetve
azok iddzitésének szerepét ez idaig szdmos tanulmany vizsgalta. Az exogén hatdsok koziil
nem elhanyagolhat6 a gyermekkori kornyezeti faktorok szerepe. Az egészségiigyi viszonyok
¢és higiénia fejlédésének koszonhetéen az utobbi évtizedekben csokkent a gyermekkori
enteralis fertdzések gyakorisdga; a mikrobidlis antigénekkel vald expozicid hidnya azonban a
késobbi élet soran az immunrendszer tOlzott reakcidkészségét is eredményezheti. A
gyermekkori Helicobacter pylori (H. pylori) fertézés védo hatasu a betegség kialakulasara

nézve®®. A H. pylori hatasara a regulatoros T-sejtek funkcigjaban résztvevd gének (pl.:
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FoxP3) expresszidja emelkedik meg®. A betegekben ugyanakkor altaldban csokkent H. pylori
gyogyszerek (pl.: antibiotikumok, mesalamin) is okozhatnak?. A gyermekkori tényezék
koziil a haztartasok, illetve a csaladok mérete (testvérek szama), haziallatok (pl.: macska)
tartasa is befolyassal lehet a betegség kialakulasara®*®. Az anyatejes taplalas szerepe nem
teljesen egyértelmii; ujsziilott és csecsemOkorban védé hatasat igazoltak®®, részt vesz az
intesztinalis baktériumokkal és ételantigénekkel szembeni ordlis tolerancia kialakitasaban,
valamint antiviralis, antibakterialis és gyulladascskkentd funkcioval bir? ?°. A hosszabb
ideig tartd szoptatas ugyanakkor gatolja a gyermekkori fert6z6 betegségeken valod atesést, ami
befolyasolhatja a felnSttkori immunvalasz hatékonysagat™.

A dohényzés dozisfiiggben emeli a Crohn-betegség kockazatat (mig colitis ulcerosa
esetén védé hatassal bir), a tliinetek a dohanyzé betegekben stlyosabbak, mint a
nemdohdnyzdokban, a leszokas a betegség lefolyasat némiképp enyhiti31. Cigarettazas hatasara
elsésorban az ilealis, illetve kisebb szazalékban a vastagbél-érintettség valoszintisége n6*°. A
dohanyzas ugyanakkor ugy tlinik, nem feltétlentil sziikséges a betegség kialakulasahoz. Ezt
erdsiti meg az a megfigyelés, miszerint a legmagasabb dohanyzasi rataval bird orszagokban a
legalacsonyabb a CD gyakorisaga, példaul Koredhoz képest joval magasabb Kanaddban a
gyulladasos bélbetegségek prevalencidja, az észak-amerikai orszagban viszont sokkal
kevesebb a dohanyos (22%), mint Koreaban (65%)9. A dohanyzasnak inkédbb modulalo
szerepet tulajdonitanak, vagyis valdszinlileg a mar meglévé betegség fenotipusat
befolyasolja®.

Az étrend és étkezési szokasok szerepe nem teljesen egyértelmi a betegség kialakulasa
szempontjabol. A nyers sertéshus, pasztorizalatlan tejtermékek, valamint kitviz fogyasztasa
rizikofaktort jelenthet26. A magas cukortartalmt ételek, finomitott szénhidratok, és
tobbszordsen telitetlen omega-6 zsirokban gazdag ételek dominanciaja (marha- és sertéshus,
kukorica- és napraforgd olajok, margarinok egyes tipusai) emeli az IBD, és ezen beliil
els6sorban a Crohn-betegség kialakulasanak kockazatat. Az omega-3 telitetlen zsirsavakat
(halakban), illetve a zoldségeket és gyiimolcsoket mell6zé étrend szintén megnovekedett
rizikot okoz™.

A Crohn-betegség kialakulasaban a bélflora kiemelt jelentéséggel bir. Harom
(egymast nem feltétleniil kizard) hipotézis 1étezik a bélben taldlhatd baktériumok szerepét
illetden: 1. perzisztald patogén(ek) jelenléte valt ki kronikus gyulladasos reakciot; 2. a

mukozalis barrier rendellenes permedbilitasa fokozott bakterialis transzlokaciot tesz lehetdvé;



3. a ,,védo” és ,karos” intesztinalis baktériumok kozti egyensuly felboruldsa (diszbidzis)
indukal gyulladast®.

A normal bélflora sziiletéskor, illetve az anyatejes taplalas soran alakul ki, a késébbi
¢let folyaman a kiillonb6z6 kornyezeti faktorok fiiggvényében valtozhat. Crohn-betegségben a
gyulladasos bélszakaszokon a baktériumok jellegzetes kolonizacioja figyelhetdé meg, az itt
talalhato fajok azonban nem kiilonboznek szignifikdnsan az egészséges teriileteken 1évoktol.
A betegség aktiv szakaszaban a bélflora biodiverzitisa csokkent stabilitast mutat®. Crohn-
betegségben elsésorban a Chlamydia pneumoniae, Saccharomyces cerevisiae, Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis, Candida albicans, és az adherens, invaziv Escherichia coli
(AIEC) fajok jelenléte mutathato ki*>.

Az antibiotikumok alkalmazasa — kiilsndsen az elsé életévben®® — noveli a Crohn-
betegség kialakulasanak kockazatat, mivel a hasznos baktériumok szamanak csokkenésével
(Bifidobacterium, Lactobacillus, Bacteriodetes, Firmicutes) patogén baktériumok — mint
példaul az adherens, invaziv Escherichia coli — telepednek meg és szaporodnak el az
intesztinalis epitéliumban®°. Az epitélsejteket megfertéz6, és a makrofagokban szaporodé
AIEC jelenléte az ilealis lokalizaciojii Crohn-betegségre specifikus®®. A hiitdgépek
elterjedése, a hiitott élelmiszerek tomeges eldallitdsa és fogyasztasa (hiitdlanc hipotézis) egyes
hideg- és nedvességkedveld (n. pszichotrof) baktériumfajok (pl.: Listeria monocytogenes és
Yersinia enterocolitica) elterjedését tette lehetévé?’ . Egy skandinav tanulmany szerint a
Crohn-betegség leggyakrabban Yersinia fertdzést kovetd években alakul ki*?, jelenléte pedig
kimutathato a 18ziok teriiletén*>*,

A nemszteroid gyulladdscsokkentok (NSAID) hasznalata szintén Osszefliggést mutat a
betegség kialakulasaval. Az NSAID-ok gatoljak a a ciklooxigenaz enzimek (COX-1 és COX-
2) mikodését és ezzel a védd hatast prosztaglandinok képzdédését, valamint karositjak a
gyomor, vékony-és vastagbél epitéliumét45’46. A vékonybél enterocitaiban a mitokondrialis
oxidativ foszforilacio karosodasat okozzak, az ennek kovetkeztében lecsokkend intracellularis
ATP-szint pedig a tight junction-ok citoszkeletalis szabalyozasanak megvaltozasahoz és igy
az intesztinalis permedbilitds fokozodasdhoz vezet'’. Az orélisan alkalmazott fogamzasgatlok
szintén emelik a Crohn-betegség kockazatat, a rizikd a gydgyszerszedés iddtartamaval nd,
abbahagyasaval viszont csokken®. Mig az appendectomia védd szerepe colitis ulcerosdban
kifejezett, Crohn-betegségben még vitatott™.

A fokozott citokinszekrécioval, valamint a gyulladasos sejtek intenziv vandorlasaval
jaro szisztémas fertézések a bél gyulladasat indukalhatjak®’, és igy szerepiik lehet a Crohn-

betegség kialakuldséban is.
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1.2. A Crohn-betegség genetikai hattere

1.2.1. Genetikai hattér szerepe (ikervizsgalatok, konkordancia)

A foldrajzi eloszlas heterogenitasa, a familiaris IBD formak, az egypetéjii ikrek magas
konkordancia értéke mind a genetikai hattér (prediszpozicid) szerepét hangsulyozza a
betegség kialakulasaban. Ikervizsgalatok soran egypetéjii ikreknél 50-58% (CU esetén ez
minddssze 6-14%), kétpetéjii ikreknél kevesebb, mint 12% (CU-ban 0-5%) a konkordancia
érték®™®. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a genetikai faktorok vélhetden nagyobb
mértékben jatszanak szerepet a betegség kialakulasaban, mint colitis ulcerosaban. A pozitiv
csaladi anamnézis az egyik legfontosabb fliggetlen hajlamositd tényez6: a Crohn-betegek
csaladjaban 5-10%-ban talalhatd szintén érintett elséfokt rokon. Az utddok relativ kockazata
akar 30-40-szeres lehet, CU esetén ez az érték 10-20-szoros*>>3, A Crohn-betegségnek létezik
mendeli, monogénes 6roklddésmenetet mutatd formaja is. Az interleukin 10 citokin (IL10) és
receptoranak (IL10R) ritka, funkcidvesztést okozo autoszomalis recessziv mutacioi sulyos
gyermekkori Crohn-betegség kialakulasat okozzak (a betegség e formaja csontveld

transzplantacioval gy(')gyithat('))54’55

. A nem mendeli formak altalaban a populacioban
viszonylag  gyakori  (>5%  allélfrekvenciaji), alacsony  penetranciat — mutatd
polimorfizmusokkal asszocialtak. A fentiek fliggvényében a Crohn-betegség valdsziniileg egy
folytonos — a monogénes Oroklodést familiaris formaktél a sporadikus megjelenést,
kornyezeti faktorok altal befolyasolt poligénes formékig terjedd — skalan elhelyezkedd,

egymassal atfed6 fenotipusok 0sszességeének tekinthetd.

1.2.2. Kandinans gének azonositisa

Miutan az iker-, illetve csaladvizsgalatok alapjan egyértelmiivé valt a genetikai
prediszpozicid szerepe, a kutatdsok kozéppontjaba a hajlamosité gének azonositasa keriilt. A
kezdeti vizsgalati modszer az Un. ,,kandindns gén megkozelités” (candidate gene approach)
volt. A betegség patogenezisében nagy valdszinliséggel szerepet jatszo potencialis
funkcionalis ,,jelolt” gének kivalasztasa feltételezi a tiinetek kialakuldsdhoz vezetd biologiai
utvonalak, élettani folyamatok bizonyos szintli ismeretét; ebben az esetben a vizsgalat
célzottan olyan, mar kordbban leirt génekre iranyul, amelyek funkcidja alapjan sejthetd azok
hajlamositd szerepe. A vizsgalt beteg- és a hozza megfelelden illesztett kontrollpopulacio
kozott mutatkozo allélfrekvencia-kiilonbség igazolhatja a ,,jel6lt” gén — vagy a vele szorosan
kapcsolt egyéb gén — kozremikodését a betegség kialakulasaban. Mivel IBD-ben és igy

Crohn-betegségben is az immunfolyamatokban résztvevé molekulak kiemelt jelentoséggel
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birnak, a HLA (human leukocita antigén) gének mellett — melyek szamos mas autoimmun
betegség (colidkia, rheumatoid arthritis és cukorbetegség) kialakulasaval is kapcsolatot
mutatnak — a Toll-like receptor 4-et (TLR4), tumor nekrozis faktor alfat (TNFa), illetve az
interleukin 1 (IL1) citokincsaladot kodold gének is a vizsgalatok célpontjaiva valtak® . A
masik, un. pozicionalis ,,jelolt” géneket célzd modszer kizardlag a kromoszomalis
elhelyezkedésiik alapjan torekszik a lehetséges hajlamosité gének azonositasara; marker SNP-
k vagy haplotipusblokkok segitségével. Ennek a stratégianak egyik legemlékezetesebb

eredménye a CARD15 gén és a Crohn-betegség kozti asszociacid kimutatasa volt®®®®,

1.2.3. Kapcsoltsagi vizsgalatok (Genome-wide linkage studies, GWL)

A teljes genomot lefedd kapcsoltsagi vizsgalatokat olyan csalddok mintdin végzik,
melyben legalabb két beteg testvér van (tobb testvér esetén tobb). Korabban elsésorban
mikroszatellita markerek (mas néven short tandem repeat, azaz STR) kovetésével tortént a
genom térképezése, az elmult években lezajlott technikai fejlédésnek kdszonhetdéen azonban
az SNP-k pontos és automatizalt genotipizalasa is lehetové valt. A vizsgalat 1ényege, hogy
azok a markerek, melyek elég kozel talalhatdak a betegséget okozo funkciondlis génhez, a
beteg fenotipus megjelenésével is szorosabb Gsszefiiggést mutatnak. Minél kisebb a tavolsag,
annal nagyobb annak a valdszinlisége, hogy a térképezéshez hasznalt marker és a keresett
gén(lokusz) egyiitt 6roklédik a meidzis soran. Az elmult években IBD-ben, és igy CD-ben is
szamos, az egész genomot lefedd kapcsoltsagi vizsgalatot végeztek® ™, 2004-ben az addigi

tiz GWL analizis eredményeit egy metaanalizis soran is elemezték'? (2. tablazat).
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2. tablazat IBD l6kuszok (Forras: Matricon 2010%)

IBD Kromoszéma . Feltételezett szerep a Tanulmany
. o Gén . 1. (s SNP Irodalom ,
lokusz pozicio gyulladas kialakulasaban tipusa
NOD2/CARD15, CD19, D16S409 és D16S419 I GWL
IBD1 16912 sialophorin, CD11 Bakterialis sejtalkotok detektalasa D16S409 és D16S753 S L
integrin klaszter, ILAR D16S3117 7 L
IBD2 12p13.2-q24.1  STAT6, VDR, IFNy T-sejtes valasz D125S83 " L
MHC HLA-DQAL,
HLADRA,
IBD3 6p21.3 HLA-DRBS5 és Nem-sajat felismerése D6S289 és D6S276 63 GWL
HLA-DRBI, TNFa,
TNFP, IL10, BTLN2
IBD4* 14q11-q12 MMP14, DAD1, TCR T-sejtes valasz D145261 6 GWL
IL3, IL4, IL5 és IL13, L
IBD5! 5q31 OCTN1, OCTN2, CSF2, Gyulladés szabalyozisa 156596075 &s 152188962 66,78 GWL
SLC22A5
IBD6 19p13 II_C':I'ABTI:IL €3, TBXAR, Diapedezis, neutrofil aktivacio nem specifikalt 7 GWL
IBD7 1p36 PADI4 ismeretlen D1S1597, D1S507 és D1S1628 6280 G\I’_VL
IBD8? 16p ismeretlen ismeretlen D165408 8 L
IBD9 3p26 DEC1 Anti-neoplasia D3S1297 68 L
IBD10* 2g37.1 ATG16L1 Autofagia rs2241880 8 GWA
IBD11 7q22 MUC3A Epitél-barrier védelme D75669 ol GWL
IBD12 3p21 MST1, BSN, GNAI2 Proinflammatorikus medidtorok D3S2432 & GWL
expresszidjanak szabalyozasa
IBD13 7921.1 ABCAL Glukokortikoid termelés D75669 61 GWL
szabalyozasa?
IBD14 7932 IRF5 Proinflammatorikus medidtorok CGGGG inzercio az IRF5 gén prométerében 8 A
expresszidjanak szabalyozasa
Proinflammatorikus mediatorok rs224136 . GWA
IBD15 10021 ZNF365 exoresszibiinak szabilvomisa? rs10761659 8 GWA
P J yozasa: rs10995271 &7 GWA
CD 16kusz
2CU 16kusz

GWL: Genome wide linkage; L: Linkage; GWA: Genome wide association; A: Association



3. tablazat folytatasa

IBD Kromoszoma . Feltételezett szerep a Tanulmany
, . s Gén A . . SNP Irodalom ,
l6kusz pozicio gyulladas kialakuldasaban tipusa
D9S2157 62 GWA
Aktivalt CD4" T-sejtek rs3810936, rs6478108, rs6478109, rs7848647 és 8 GWA
IBD16 9932 TNFSFL5 kostimulicitja rs7869487
rs4263839 87 GWA
Th17 populdcié képzddése IL23R 1511209026 . GWA
IBD17 1p3L.1 IL23R, PTGER4 o latvite] | 157517847 8 GWA
cenntartasa, prosz ag an 1nJe atvite rS4613763 87 GWA
rs1373692 8 GWA
I1BD18 5p13.1 PTGER4 Prosztaglandin jelatvitel? rs4613763 & GWA
rs1992660 %0 GWA
IL12B rs6887695 o A
1 .. IL12B rs6556416 8 GWA
IBD19 5¢33.1 IRGM, IL12B Autofagia IRGM 1e4958847 s 154958427 % A
IRGM 1511747270 és rs10045431 87 GWA
rs11190140 és rs10883365 o2 A
IBD20 10q23-g24 DLG5, NKX2-3 Epitél integritas fenntartasa D10S547 és D10S20 63 GWL
rs10883365 o1 GWA
NDUFV2, VAPA, o 01
IBD21 18p1l PACAP. PTPN2 TCR jelatvitel PTPN2 rs2542151 GWA
1 . ORMDL3 rs2872507 87 GWA
IBD22 17g21 STAT3, ORMDL3 T-sejt valasz STAT3 1744166 © A
] ., , -1082G 93 A
IBD23 1932 IL10 Gyﬁl,lladasf’s medidtor termelés rs17419032 %2 A
szabalyozasa rs3024505 92 GWA
IBD24 20q13 TNFRSF6B vagy DCR3 ~ AAktivalt CD4" T-sejtek 152315008 és 14809330 % GWA
kostimulacioja
IBD25 21q22 PSMG1 Autofagia rs2836878 o4 GWA
IBD26° 12g15 ismeretlen ismeretlen rs1558744, rs7134599, rs2870946 % GWA
IBD27* 13g13.3 ismeretlen ismeretlen rs20411 % GWL
IBD28 21022 ILI0ORA Gyulladés szabalyozasa rs2836878 > L
ICD 16kusz
’CU 16kusz

GWL: Genome wide linkage; L: Linkage; GWA: Genome wide association; A: Association



1.2.4. Teljes genom asszociacios vizsgalatok (GWA tanulmanyok)

A teljes genomot lefedd asszociacios vizsgalatok elterjedésében a hihetetleniil gyors
technikai fejlodés mellett a teljes human genom megszekvendlasa (Human Genom Projekt,
International Human genome Sequencing Consotrium, 2004), illetve az azt kovet6 haplotipus
térképezés (HapMap) befejezddése (International HapMap Consortium, 2005) is szerepet
jatszott. Utdbbiaknak kdszonhetden tobb mint egymilli6 SNP, valamint az egyes allélek kozti
kapcsoltagi viszonyok (LD) valtak ismerté. Az elmult években egyre népszertibbé valt GWA
tanulmanyok nagy elénye a GWL analizisekkel szemben, hogy az SNP markerek és a
betegség kozti asszociacid vizsgalata nem csalddokban, hanem nagy mintaszamu, beteg-,
illetve egészséges személyeket tomoritd csoportok bevonasaval torténik. A két populécio
kozti allélfrekvencia kiilonbség a marker és a betegség kozott kapcsolatot jelezhet. A Crohn-
betegeket vizsgalo, tekintélyes szami GWA tanulmény0k82’88’89‘97'101 révén Ujabb gének
szerepe is (pl.: TNFSF15, IL23R, ATG16L1, IRGM, PTGER4, MST1, PTPN2, JAKMIP1)
felmeriilt, illetve megerdsitést nyert a betegség kialakuldsaban.

A GWA tanulmanyok adatidllomanyat elemzo metaanalizisek®’ 1%

segitségével
lehetdveé valt olyan, kisebb hatassal bird 16kuszok, asszocidciok azonositasa is, amelyeket az
egyszeri GWA vizsgalatok kordbban nem mutattak ki. A GWA kutatdsok eredményeinek
értelmezését ugyanakkor megneheziti, ha egyaltalan nem tartalmaz kodold gént az adott
16kusz'®, az azonositott régiokban pedig gyakran t5bb gén is talalhato. Par kivételtdl
eltekintve azonban az igazi funkcionalis allélek, sok esetben egész gének is rejtve
marad(hat)nak ezekben a vizsgalatokban. Mivel a nagyobb kockézatot jelentd variansok
valoszinlileg az egyed reprodukcidja szempontjabol hatranyt jelentenek, ezért gyakorisaguk
alacsony szinti a populdcidban; e tanulmanyokban kiilonosen ezek az alacsony
allélfrekvenciat mutato, ritka variansok maradnak ismeretlenek (1. abra). A GWA-k tehat
els6sorban a gyakori varidnsok azonositasaban sikeresek, am a segitségiikkel azonositott
betegség-asszocialt 1okuszok még igy is a betegség genetikai meghatarozottsaganak csupan

25%-4ért tehet6k feleléssé, a maradék 75% tovébbra is ismeretlen®,

Eppen ezért
valészintisithetd, hogy a CD fenotipust tobb szaz (esetleg ezer) minor bioldgiai hatassal bird,
a populacioban elterjedten megtalalhatdé SNP interakcidja alakitja ki és/vagy erds hatasu ritka

variansoknak tulajdonithat6 a megj elenése’®,
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1. abra A GWA tanulmanyok elsdsorban a gyakori variansok azonositasaban sikeresek™®.

1.2.5.,, Két-1okusz” és ,,multi-lokusz ” vizsgalatok - Gén-gén kélcsonhatasok vizsgalata
A GWA vizsgalatok soran talalt asszociaciok fliggetlen mintan térténdé ismétlése soran az
eredeti eredmény megerdsitése tobb esetben meghiusult. Ez idaig csak néhany magas OR
értéket mutatd varianst sikeriilt azonositani, ezzel szemben nagyszamu gyakori, de csekély
mértékben hajlamositdo (OR=1,1-1,3) génvarians valt ismertté. Ennek magyarazatat részben a
l6kuszok heterogenitésa, illetve a gén-gén €s gén-kornyezet kolcsonhatasok adjak.

A gén-gén interakcid (genetikai episztazis) fogalma nem Uj keletl, az eredeti

k*%  miszerint az

megfogalmazas a XX. szdzad elejérél, William Bateson-tol szdrmazi
episztazis az a jelenség, amikor az egyik gén hatdsa elfedi a masikét (funkcionalis episztazis).
Fisher populaciés szinten megfogalmazott definiciéja’® a biologiai funkcié helyett mar
inkabb statisztikai jelleget 61tott, az adott statisztikai modellben a gének additiv hatasatol vald
eltérését jelenti (linedris modelltdl valo eltérés). A statisztikai episztazist mérd vizsgalatok két
kiilonbozd 1okuszon 1évo allél behelyettesitésének hatasat vizsgéljak az adott populaciot
jellemzd atlagos genetikai hattérrel szemben; ez az analizis genotipus frekvenciafiiggs'®. A
populacids szinten kimutathatdo kolcsonhatasok azonban csak korlatozott szinten jelzik a
hattérben zajlo valds biologiai folyamatokatlog.

A génmikddés robusztus ¢€s redundans, a Iétfontossagti biologiai utvonalak
tobbszordsen biztositottak, az egyes biokémiai utak horizontalis és vertikalis irdnyban is tobb
szinten Osszekottetésben allnak. A biokémiai Utvonalaknak ez a rendszere a pufferhatasnak
koszonhetden a genotipus valtozdsainak, mutdcidinak karos kovetkezményeit az esetek nagy

110

részében sikeresen kivédi, egy mutacio ritkan eredményez extrém fenotipust. A komplex
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betegségekre hajalmositd gének azonositdsahoz egyszerre tobb polimorfizmus, illetve a
koztiik 1évo interakciok vizsgalata is sziikséges, igy az utdbbi években a gének kozti
interakciok vizsgalata is el6térbe keriilt. E tanulmanyok potencialis célpontjai a GWA
tanulmanyok altal leirt 16kuszok, illetve a korabban azonositott ,,jelolt” gének. A gén-gén
kolcsonhatasok statisztikai szinten torténé Kimutatasara kiilonb6z6 modszerek allnak
rendelkezésre, s6t a bioinformatika fejlédésének repertoara egyre boviil. Az eset-kontroll
vizsgalatokban hagyomanyos statisztikai vizsgalatok hasznalhatok, (varianciaanalizis,
regressziés modellek), ezek legnagyobb hatranya azonban a ,,dimenzionalitas atka-nak”
nevezett jelenség. A vizsgalt gének szamanak novekedésével ugyanis a lehetséges
kombinaciok szdma exponencialisan nd, 21 gén kozti interakcid analiziséhez példaul a Fold
mai 6ssznépessége sem lenne elég. Ennél kevesebb gén vizsgalatakor is nagy a valdszintlisége,
hogy ritka allélek esetén lesznek olyan genotipus kombinaciok is, amelyeket a vizsgalatba
bevont személyek koziil senki sem hordoz® (3. tablazat).

4. tablazat A gének szamanak novekedésével a genotipus

o , A1 56
kombinaciok szama exponencialisan nd

Gének szama Genotipus kombinaciok
3
9
27
81
243
729
2187
6 561
19 683
59 049
10 460 353 203

© 00 N O O A W DN B

N =
= O

A CPM modszer (combinatorial partitioning method) kvantitativ jellegek hatterében haz6do

interakciok kimutatasara hasznalhato™!*2

, még akkor is, ha az egyes variansok énmagukban
nincsenek hatéssal a fenotipusra. Hoh és Ott™>!!* diszkrét klinikai valtozokhoz dolgozott ki a
logisztikus regressziot helyettesito alternativ modszert. Az utdbbi években népszertivé valt tn.
MDR (multifactor dimensionality reduction) moédszert szintén a logisztikus regresszio

115

statisztikai erejének javitasara fejlesztették Ki Az egyre nagyobb mennyiségben
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rendelkezésre allo adat feldolgozasara és episztazis detektdlasdra mintdzatfelismerd és
,machine learning” modszerek hasznalhatoak.

Crohn-betegség esetén a gének kozti statisztikai interakcid vizsgalata elsdsorban a
GWL ¢és GWA tanulmanyok altal azonositott fobb hajlamositd génekre iranyul, a hasznalt
statisztikai mddszerek széles skalan mozognak, az elemzések mélysége is kiilonbozik. A
nemzetk6zi irodalomban leggyakrabban a CARD15, ATG16L1, IL23R gének valamint az
IBD5 lokusz kozti kolcsOnhatas (statisztikai episztazis) felderitését célzd tanulmanyokat
talalunk®1% 124 A fenti 10kuszok kisebb hatast génekkel, példaul TLR-okkal (TLR4, TLR-9,
TLR10)!*% DLGS5-el'*®'® mas interleukinokkal (IL10, IL17A, IL17RA, IL12RB1 és
IL12RB2)"*%*3 STAT3, JAK2'* ¢s STAT4 génekkel'®, IBD12 16kusszal™, valamint CTLA4
variansokkal'®, IRGM, PTGER4 génekkel*® val¢ interakcioja (illetve kombinacioja) szintén

tobb tanulmany targyat képezi.

1.2.6. , Két-Iokusz” és , multi-lokusz” vizsgalatok — Prediktiv tesztek, személyre szabott
medicina

Fontos hangstlyozni ugyanakkor, hogy a legtobb esetben nem feltétleniil csak az
egyes gének kozti interakcid feltdrdsa a cél, hiszen annak is prediktiv értéke lehet, hogy az
egyes genotipusok, allélek kombinalodasa (parosaval, vagy akar tobb lokusz bevonasaval)
hogyan befolyasolja a betegség kialakuldsanak kockazatat, még akkor is, ha nem ismerjiik
pontosan a hattérben zajlé bioldgiai folyamatokat. A fokozott relativ kockazatot jelentd
kombinaciok megismerésével lehetdvé valhat a potencialisan veszélyeztetettek kisziirése. A
f6 hajlamositd génvariansokat egyszerre hordozok penetrancidja valosziniileg igen alacsony,
mégis, pozitiv csaladdi anamnézis esetén taldn érdemes lehet genotipizalast végezni. Ezt
alatamasztani latszik az a megfigyelés, hogy az ATG16L1, IL23R, CARD15, IBD5 és DLG5
hajlamosito allélek szamaval nd a betegség kockazata is'?® valamint, hogy az ATG16L1,
CARD15 és IBDS 16kuszra nézve homozigodta genotipusok egyiittesen a normal genotipushoz

képest tobb mint 20-szorosara is emelhetik a Crohn-betegség kialakulasanak kockazatat™®.
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1.2.7. A vizsgalt gének és |okuszok rovid jellemzése

Caspase activation recruitment domain containing protein 15 (CARD15) - IBD1 -

mikroba felismerés

A velesziiletett immunvalasz kulcsfontossagi elemei azok a receptorok, melyek
mikrobakhoz asszocialt molekularis mintazatokat ismernek fel (pattern recognition receptors,
PRR). Ide tartozik tobbek kozott a 23 receptort magaba foglaldé Nod-like receptorcsalad
(NLR) is. Ezek koziil is kiemelkedik a NOD2 (nucleotide-binding oligimerization domain
containing 2) fehérje, melynek egyes mutacioi egyértelmii 0sszefiiggést mutatnak a Crohn-
betegség kialakulasaval. A NOD2 egy citoplazmatikus receptor, mely harom f6 részbdl all:
két N-terminalis CARD domén (caspase activation and recruitment domain), egy centralis
nukleotid-k6td domén (NBD), illetve egy C-terminalis leucin-gazdag domén (leucine rich
repeat, LRR) alkotja. A CARD domén a fehérje-fehérje kdlcsonhatasok kialakitasaért felelGs,
az ATP-az aktivitassal rendelkez6 NBD domén a homo-oligomerek képzésében jatszik

szerepet®®’

. Az LRR domén funkcioja a ligand felismerése, ez utobbi pedig nem mas, mint a
Gram+, illetve Gram- baktériumok sejtfalat alkotdé peptidogliikan bioaktiv komponense, a
muramil-dipeptid (MDP)™*. Az MDP széleskorii eléforduldsa miatt a NOD2 receptor sz4amos
patogén baktérium — példaul Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium ¢és
Staphylococcus aureus — felismerésére alkalmas; az N-glikozilalt muramil-dipeptid (példaul
mycobaktériumokban) ugyanakkor nagyobb hatasfokkal aktivalja a receptort, mint az N-
acetilalt forma, amely a Gram+ és Gram- baktériumok altaldnos alkotéja™. Mivel a NOD2
intracellularis szenzor, ezért szerepe elsésorban potencialis veszély esetén jelentds, vagyis
amikor a patogén mikrobak mar a citoplazmaba jutottak. Amint a NOD2 molekula
aktivalodik, a RICK/Rip2 (CARD3) protein kinazhoz és CARD9 fehérjéhez kapcsolodik,
majd a nuklearis faktor kappa B (NFxB) és a mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK)
jelatvitel aktivalasan keresztiil proinflammatorikus citokinek (tobbek kozott TNFa, IL6 és
IL1B) termelését valtja ki*0142 A Crohn-betegség patogenezise szempontjabol fontos, hogy a
receptor nemcsak fehérvérsejtekben (antigénprezentald sejtek, dendritikus sejtek,
makrofagok, neutrofil granulocitak), illetve endotélsejtekben és fibroblasztokban
expresszalodik, de intesztinalis epitélsejtekben, illetve a vékonybél Paneth-sejtjeiben is

megtalalhato.
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A NOD2 fehérjét a 12 exonbodl all6 CARD15 gén kodolja, mely a 16ql2
kromoszomarégioban taldlhat6™’. A CARDI15 génnek eddig t6bb mint 60 varidnsat
azonositottak, ezek koziil 3 mutacid, a missens R702W (rs2066844) és G908R (rs2066845),
valamint az 1007fs (rs2066847) inszercid esetén legszembetiindbb a Crohn-betegséggel valo
kapcsolat. Mindhdrom genetikai eltérés az LRP doménben, illetve ahhoz kozel taldlhato. A
betegséggel a legszorosabb asszociaciot mutaté 1007fs frameshift mutacio rovidebb
fehérjeterméket eredményez (33 disztalis aminosav hianyzik a normal fehérjéhez képest),
aminek kovetkeztében a receptor rogzitése a plazmamembran belsd felszinéhez nem
megfelelc’il43'144. A CARD15 variansok a kaukazusi eredetii europai Crohn-betegek jelentds
részében megtalalhatdk, igaz az egyes népcsoportokban igen eltérd gyakorisaggal fordulnak
el6*H 141 Egyetlen CARD15 muticié hordozasa a Crohn-betegség kialakulasanak relativ
kockazatat 2-4-szeresre, legaldbb két mutacio egyiittes jelenléte (compound heterozigota vagy

51,147,154,157-160

homozigdéta formaban) pedig mar akar 15-40-szeresére is emelheti . Ezen

variansok hajlamositd hatasa CD-specifikus jelleget mutat, colitis ulcerosaban nem talaltak

kapcsolatot>®*°2!® Ami a Crohn-betegség fenotipusat illeti, a CARD15 variansok elsésorban
iledlis lokalizacioya]X455145-149.151-153156,157,161-167
145.148,152,153,157,161-163,167

a szikiiletek megjelenésével és/vagy

penetrald jellegge , valamint korai manifesztdcioval mutatnak

, . . 154,155161,162
Osszefliggést 5415516116

. Magyar populdciéban Lakatos és munkatarsai irtdk le elséként a
CARD15 variansok eléfordulasat: tanulmanyukban az R702W és 1007fs mutaciok és a Crohn-
betegség kapcsolatat erdsitették meg, a harmadik varians viszont semleges hatasunak
bizonyult!*1%®8 A CARD15 varidnsok eléforduldsa a kiilonboz8 4zsiai populaciokban
viszonylag alacsony, a Dbetegség kialakulasaval pedig egyaltalan nem mutatnak
6sszeﬁiggést169'l74.

A NOD2 miikodésének zavara nagy valoszinliséggel az intesztindlis
immunhomeosztazis felborulasahoz vezet (2. abra), am ebben a CARD15 variansok pontos
szerepe nem teljesen tisztazott. TNFa-val, illetve INFy-val indukalhatd a NOD2 fehérje
expresszioja az intesztinalis epitélsejtekbenl75, ezt bizonyitja a két azonositott NFkB kotohely
gyulladasos folyamatok hatasara megemelkedett NOD2-szint mutathato ki*">*"®. A CARD15
mutaciokat hordoz6 CD betegekben egyes — a variansok ,,gain of function” hatéasat feltételezo
— eredmények szerint fokozott NF«xB aktivacio figyelheté meg (ennek oka valosziniileg a

nagyobb mennyiségli mukdzalis endotoxin jelenléte)m. Mas vélemények szerint viszont a

CARD15 mutacidok miatt moédosult fehérje nem képes MDP stimulacié hatasara az NFkB-t
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138178181 \MDP-vel stimulalt human primer sejtekben a homozigota, illetve

aktivalni
»compound” heterozigdta genotipus esetén alacsonyabb szintii NFxB aktivaciét mértek
normal CARD15 genotipushoz képest'®. Crohn-betegekbél izolalt periférias mononuklearis
sejtek (peripheral blood mononuclear cell, PBMC) gyulladasos citokin termelése (els6sorban
TNFa, IL1B és IL8) az 1007fs mutaci6 hatisara csokken'>'%1%* Ezek, a CARD15 variansok
hatasat ,,loss of function” jelenségként magyarazd adatok szoges ellentétben allnak azonban
azzal a ténnyel, hogy a betegséghez az NFkB célgének (TNFa, IL1B, IL6, I1L12) magas
expresszioja tarsul. A CARD15 génvaridnsok funkcidjat vizsgalo allatkisérletek eredményei
szintén ellentmondoak'®> ¥’

A NOD2 mutacidok a Paneth-sejtek defenzin termelését is befolyasoljak: elégtelen
NOD2 miikddés esetén a Paneth-sejtek antibakterialis peptid szekrécidja csokken, ami

eldsegitheti a baktériumok mukozaba jutését188’189.

Homeosztazis el Crohn-betegség
4> Zavar
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e o % e
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2. abra A NOD2 fehérje szerepe az intesztinalis homeosztazis fenntartasdban™®’. REGIIly:
regenerating islet-derived protein Illy; CCL2: CC-kemokin ligand 2; CCR2: CC-kemokin
receptor 2; RIP2: kinase receptor-interacting protein 2; NF«B: nuklearis faktor kappa B.

Szamos egér, illetve human PBMC-vel végzett kisérlet szerint a NOD2 stimulacio és a
TLR-ok (TLR2, TLR3, TLR4, TLRY) aktivalodasa kozott lehetséges a szinergia™®®™* %,

ennek oka valdsziniileg a kiilonbozé PRR-medialta jelatvitel downstream eseményei kozotti
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atfedés (pl.: NFkB és MAPK aktivalas). A NOD2 bizonyos citokinekkel (pl.: TNFa, 1L32)
szintén szinergista moédon mukodik kozre, ez a hatas azonban az 1007fs mutaciot
hordozokban gyengébb® 1%,

A CARDI15 szerepét a betegség patogenezisében az is alatdmasztja, hogy a gén NBD
doménjének bizonyos mutéacioi egy masik, ugyancsak granulomatézus gyulladasos betegség,
az iziileteket érintd6 monogénes 0Oroklédésit Blau-szindroma kialakulasaval mutatnak
kapcsolatot'®.

Mivel a Crohn-betegek jelentds része (kb. 60-70%-a) nem hordozza a fenti harom
CARD15 varians egyikét sem, és ezekben a betegekben az IBDI1 l6kusz ¢és a CD kozti
kapcsoltsag a harom mutacié hidnydban is fennall, megindult a kutatds tovabbi hajlamosito

. » . 161,163,200-2
CARD15 génvariansok utan*®16%200-203

Autophagy 16-like 1 (ATG16L1) — IBD10 — Autofagia szabalyozas

Az autofagia (autofagocitozis) alapvetd, komplex sejtbiologiai folyamat, mely
elsdsorban a hosszu életideji fehérjemolekuldk, illetve a feleslegessé valt, eloregedett

sejtalkotok citoplazmabol torténd eltavolitasat Végzi204

. Kiilonboz6 stresszhatasok, példaul
tartés tdpanyaghiany is indukalhat autofdg folyamatokat, ekkor a tGlélés érdekében egyes
sejtkomponensek lebontisaval, ujrahasznositdsaval nyer energiat a sejt204. Az autofagia
azonban nemcsak az intracelluldris homeosztazis fenntartasdhoz, illetve a sejt tuléléséhez
nélkiilozhetelen, éppugy fontos szerepet jatszik a kiilonbozd fejlodési és differenciacios
folyamatokban is. Hibas miitkddése esetén tumoros, neurodegenerativ, maj-, és szivbetegségek
alakulhatnak ki, éregedési folyamatok indulnak el®®. Az adaptiv immunvélasz soran szintén
autofagocitozis révén torténik az endogén antigének feldolgozasa, illetve bemutatasa MHCII
molekulan keresztiil; igy az autofagia részt vesz az intracellularis mikrobak elimindlasdban, a
B- ¢és T-sejt funkcid, valamint a centralis tolerancia kialakitasaban is”®® (3. abra).

A (makro)autofagia folyamatanak preciz végrehajtasat az ATG (autophagy-related)
proteinek dsszehangolt mitkkodése biztositja, koziiliik az ATG16L1 fehérje modulator funkciot
lat el?®. Az ATG16L1 az ATG5 és ATG12 molekulakkal egyiitt egy 350 kDa témegfi protein
komplexet hoz Iétre, mely az autofag-rendszer membran lokalizaciojaért felel, illetve tovabbi
fehérjékkel egyiitt az autofagoszoma-képzésben jatszik kulcsszerepet206. Az ATG16L1

fehérjét egy centralisan elhelyezkedd coiled-coil domén, illetve C-terminalisan elhelyezkedd
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7 triptofan-aszparaginsav dipeptid repeat épiti fel?”’. EI8bbi a homo multimerek
kialakitasaban vesz részt, utobbi funkcidja még ismeretlen®”.

Az ATGI16L1 proteint kodoldo gén a 2937.1 kromoszomarégioban talalhato, 19
treonin-alanin  szubsztitaciét (rs2241880) els6ként Hampe és munkatarsai hoztak
sszefiiggésbe a Crohn-betegség kialakulasaval 2007-ben®?; ezt kovetden a polimorfizmus és
a Crohn-betegségre valdo hajlam kozti kapcsolat szamos nemzetkozi tanulmanyban is

szignifikansnak bizonyultss’llg‘zog'zn.

Ez a varians magyar Crohn-betegekben szintén
kockézati tényez6t jelent **2#2. Egy 2009-ben publikalt nagyszabasa, 13022 Crohn beteg és
17532 kontroll mintajat feldolgozo, 24 korabbi tanulmany eredményét elemz6 metaanalizis is
megerdsitette az rs2241880 hajlamositd szerepét a kaukazusi populacioban®?. Erdekes, hogy
az azsiai populacioban nem taldltak asszocidciot a betegség kialakulasaval®®, A legtobb
tanulmanyban az ATG16L1 T300A varians homozigéta genotipusa mutat szignifikins
Osszefiiggést a betegség megjelenésével, hatasa tehat recessziv modon érvényesiil. Az
ATG16L1 elsésorban a vékony- és vastagbél epitélsejtjeiben, fehérvérsejtekben, illetve a
1épben expresszalodik®. A vékonybélben talalhatd Paneth-sejtekben is kimutattdk az
ATGI6LI1 jelenlétét: itt az antimikrobialis peptideket tartalmazd (pl.: defenzin) szekrécios
granulumok exocitozisdban jatszik szerepet™™®. Az ATG16L1-nek eddig 5 splice varidnsa
ismert, amelyek expresszidja ugyanakkor nem mutat kiilonbséget a Crohn-betegek mintai és
az egészséges kontroll szovetek kozott®.

Az ATG16L1 T300A varians szerepét human sejtvonalakon, illetve transzgenikus
egérmodellekben is vizsgaltak. Az ATG16L1 T300A varidns jelenlétében a vizsgalt human
intesztinalis epitélsejtek (Caco-2 sejtvonal) csokkent hatékonysaggal képesek autofagia révén
eliminalni az internalizalt Salmonella typhimurium patogént®™.

Cadwell és munkatarsai tobb kisérletben vizsgaltak az ATG16L1 Paneth-sejtekben

214,216,217

jatszott szerepét . Az ATG16L1-szuppresszalt egérben normal ileum és colon

morfologia mellett, koros, szabalytalan és csokkent szamu szekrécidos granulumok voltak

megfigyelhetéek?™

. Az ATG16L1 variansra nézve homozigdta CD-betegek ileumabol nyert
szovetmintakban a Paneth-sejtek az ATGI16L1-szuppresszalt egérhez hasonldan koros
morfologiat mutattak?*®, ATG16L1-szuppresszalt egerekben intesztinalis patogén norovirus-
fertézés hatdsara a Paneth-sejtek abnormalis szdvettani képe mellett, megvaltozott
génexpresszio — tobbek kozott proinflammatorikus citokinek mRNS szintézise — jelent meg; a

kisérleti allatok az intesztinalis karosodasra fokozott hajlamot mutattak?’,
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3. abra In vitro kisérletek illetve egérmodellek tantisaga szerint az autofagia defektusai, igy a
folyamatban részvevd autofag fehérjék hibas miikodése kiilonb6zd mechanizmusok utjan
hozzajarulhat a Crohn-betegség kialakulasahoz?'®. E: epitélium; IgM: immunglobulin M; L:
lumen; LA: limfoid aggregatumok; TM: megvastagodott izomréteg.

Interleukin 23 receptor (IL23R) — IBD17 — T-sejt differenciacio, gyulladas

A Crohn-betegekben manifesztalodod szovetkarosodasért az adaptiv immunitas tulzott
reakcioja tehetd feleldssé. Régota ismert az a tény is, hogy CD-ben mind a periférias, mind a
centralis T helper (Th) sejtek INFy-termelé Thl iranyba polarizalodnak, Thl dominancia
alakul ki, amely a gyulladasos folyamatoknak kedvez*™

A Th1 sejtek mellett a T-limfocitak egy masik alpopulacioja is fontos szerephez jut a
Crohn-betegség kialakulasdban. A CD4" és CD25 Th17 limfocitdk legfobb sajatossiga az
IL17 (f8leg IL17A 4s IL17F) proinflammatorikus citokin termelése?®. Az IL17-szekrécid
mellett a sejtek 1L22, 1L21, illetve CCL20 (CC kemokin receptor 6) expresszidja is ismert*?*
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Mig az IL21 termelését az IL6 indukalja (STAT3-fiiggd médon)????, addig a bél teriiletére
immunsejteket toborz6 CCL20 expresszijat az IL17A indukalja®®. A naiv TO sejtek Th17
iranyba torténd differencialodasat az 1L23 és TGF citokinek egyidejii expresszidja valtja Ki:
gyulladasos citokinek (pl.: IL6) jelenlétében a TGFP Th17 iranyh elkotelez6dést indukal, mig
az 123 inkébb a Th17 sejtpopulacio felsokszorozasaban, illetve fenntartisaban vesz részt**
(4. abra).

E két molekula egyébként fontos szerepet jatszik a gyulladasgatlo regulatoros T-sejtek
(Treg) ¢és a gyulladasserkenté Th17 limfocitak kozti egyensuly kialakitasaban is: [1L23
hidnyaban a TGFB FoxP3" Treg fejlodést valt ki®®; 1L23 hatasara ugyanakkor csokken a
bélben a FoxP3" sejtek szama, ami a gyulladas kialakulasanak kedvez?®. A Th17-sejtek felé
torténd differenciaciot a STAT3, valamint a RORy és RORa (retinoic acid receptor-related
orphan receptor gamma ¢és alpha) transzkripcids faktorok serkentik, a Thl és Th2 iranyu

fejlodést vezérld transzkripcios faktorok viszont gétoljék227’228.

Antigének

Bélireg %\Q &) . 2 D

N\
— |FNy
CD80

¥\ IL-12
cD86 Loy

\ IL-17

CTLA-4¢\ CD3 IL-23 . i
IL-12 CD28 / N J
IL-23 IL-6, TGFB
IL-18 L——
IL-6 [—>

IL1B
TNFa

ruUcC

4. abra T-sejt differenciacié?®’. CD: Crohn-betegség; UC: colitis ulcerosa.
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Az elsésorban aktivalt makrofagok, illetve dendritikus sejtek altal termelt, p40 (IL12-
vel k6zos) és a pl19 alegységekbdl felépiilé 1L23 a Th17 sejtek IL17-expresszidjat fokozza
(IL17A, IL17F)*°. Az IL17A az epitél- és endotélsejteken, fibroblasztokon és a leukocitakon
talalhato sejtfelszini receptoran keresztiil tovabbi gyulladasos mediatorok felszabaditasaval és
a neutrofil granulocitak aktivalasaval vesz részt az immunvalasz szabalyozasaban®'?*?, Az
immunregulacié érzékeny egyensulydnak megbomldsa gyulladdsos ¢és autoimmun
betegségekhez vezet.

Az IL23/IL17 tengely kulcsfontossagi a kronikus gyulladdsos folyamatok
kialakulasaban, bakteridlis fertdzések elleni védekezésben; T-sejtek, makrofagok,
fibroblasztok, endotélsejtek, epitélsejtek aktivalasa révén lokalis gyulladast indukal,
gyulladasos citokinek, kemokinek, metalloproteinazok termelédését inditja el®*2. Az ilealis
dendritikus sejtek fokozott IL23 szekrécidja indukalt, T-sejt medidlt colitises

23423 jlletve Crohn-betegekben?’ azt bizonyitja, hogy az 1L23 donté szerepet

egérmodellben
jatszik a betegség patogenezisében. Az IL12 és IL23 citokineket egyarant blokkolo, a p40
alegységet felismerd neutralizalod antitestekkel fékezhetd a kronikus bélgyulladés kisérletes

allatmodellben?®.

Kutatasok igazoltak, hogy IL23-specifikus pl9 elleni ellenanyaggal
hatékonyan kezelhetd az aktiv colitis™®.

A heterodimer IL23 funkcionalis receptora a szintén heterodimer IL23R fehérje, amely
els6sorban aktivalt mieloid sejteken (makrofagok, dendritikus sejtek), illetve T-limfocitakon
expresszalodik. A receptort felépitd két alegység koziil az egyik az IL12R-al k6zos (IL12RB1,
19p13), mig a masik az 1L23R-ra specifikus®*® (5. abra). Az utobbi, 629 aminosavbél all6 I-
es tipusu transzmembran fehérje részei: szignal peptid, N-terminalis fibronektin Ill-szerii
domén, és egy 252 aminosavbol allo, 3 potencidlis tirozin foszforilacids helyet tartalmazo
citoplazmatikus domén®®.

A fehérjét kodolo, nagyjabol 92kb méretii gén az 1p31 kromoszomarégioban talalhato,
legalabb 12 exon (Yu és Gallagher szerint 10-11 exon®?) épiti fel*°. Az 1L23R-nak szamos
izoforméaja 1étezik, human mitogén-aktivalt leukocitakban (PBMC) eddig 25 splice varianst
azonositottak®**?*®, Yu és Gallagher 2010-ben egy olyan 9 exonboél allo splice varianst is
detektalt, amelybdl a 9. exon hidnyzik; ez a A9-nek elnevezett varians a human PBMC sejtek

altal expresszalt dsszes IL23R mRNS mintegy 12-20%-4t teszi ki?*.
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5. abra Az IL23R utvonal szamos immunmedidlt korképpel, koztik gyulladdsos
bélbetegséggel is osszefiiggést mutat’, 1: Spondylitis ankylopoetica; 2: Gyulladésos
bélbetegségek; 3: Psoriasis; 4: Sclerosis multiplex; 5: l-es tipusu cukorbetegség; 6:
Rheumatiod arthritis; 7: Primer bilidris cirrhosis; 8: Colidkia; 9: Szisztémdas lupus
erythematosus; 10: Sjogren szindroma; 11: Colitis ulcerosa; 12: Behcet-kor. CARD9: caspase
recruitment domain-containing protein 9; CCR6: CC kemokin receptor 6; [FNy: interferon-v;
JAK2: Janus kinaz 2; NF-«B: nuklearis faktor-kB; PTGER4: prosztaglandin E2 receptor EP4
altipus; STAT3: signal transducer and activator of transcription 3; TYK2: tirozin kinaz 21.

Az IL23R ¢és az IL12R2 gének kozti szakaszon, illetve magaban az IL23R génben
talalhatd polimorfizmusok és a Crohn-betegség kozott elséként Duerr és munkatarsai®’
mutattak ki szignifikans kapcsolatot. Az altaluk leirt 10 SNP koziil kiemelkedik az egészen
alacsony allélfrekvenciat mutatdé varidns; ez, a fehérje citoplazmatikus doménjében
lokalizalodo missense R381Q (rs11209026, 1142G>A, missense) mutacio erds védoé hatassal

bir. A kutatocsoport tovabbi 9 SNP (rs1004819, rs7517847, rs10489629, rs2201841,
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rs11465804, rs1343151, rs10889677, rs11209032, rs1495965) esetén talalt szoros
asszociaciot a betegséggel. Az IL23R génvaridnsok szerepét szdmos kiilfoldi tanulmany
vizsgalta és erBsitette meg®>899899119.120.244-249 A §4]507atban vizsgalt rs1004819 és CD kozti

120,250 Erdekes, hogy

kapcsolatot Glas, illetve Einarsdottir kutatocsoport is igazolta
egyediilallo modon a japan populacioban nem talaltak 0sszefiiggést az IL23R variansok és a
betegség kialakulasa kozott®'. Magyar Crohn-betegekben a — nemzetkdzi eredményekhez
hasonloan — az R381Q védd faktornak bizonyult?*

rs10889677 és az intronikus rs2201841 polimorfizmusok hajlamositdé szerepét is sikertilt
bizonyitanizsz.

A Wellcome Trust Case Control Consortium® és az Australo-Anglo-American
Spondylitis Consortium®® eredményei azt bizonyitjak, hogy az IL23R a f&bb szeronegativ
betegségek kozds rizikofaktora. Az IL23-Th17 utvonal tébb tovéabbi elemét (pl.: IL12p40,
STAT3, JAK2, CCR6, TNFSF15, Tyk2) kodold gének egyes varidnsai szintén Osszefiiggést

mutatnak a betegséggel®™ (5. abra).

Citotoxikus T limfocita antigén 4 (CTLA4) — T-sejt valasz gatlasa, T-sejtes tolerancia

kialakitasa

A T-sejt aktivacio két jelet igényel, a T-sejt receptor (TCR) komplexen keresztiili
antigén-specifikus stimuldcié csak az un. kostimuldcidés szignallal egyiitt vezet teljes
aktivaciohoz. Ezt a masodik jelet a CD28 molekula kozvetiti, mely az APC felszinén
megjelené B7-1 (CD80) és B7-2 (CD86) ligandokat k6ti*>. A CD28 kostimulacié az aktivalt
T-sejtekben az apoptotikus jelatviteli utakat bekapcsold folyamatoknak is fontos eleme, a
CD28-on keresztiili jelatvitel a sejtek tulélését segiti el6?®. A B7 ligandokat nagyobb
affinitassal kotd sejtfelszini CTLA4 molekula a T-sejt aktivacid késdbbi szakaszaban, az
aktivaciot kovetéen 1-2 nappal jelenik meg, és a CD28 molekulaval ellentétben gatlo jeleket
tovabbit a T-sejt szamara®™’. A CTLA4 molekula kotése gatolja az IL2 termelést®®, a CTLA4
jelatvitel gatlasa éppen ezért serkenti a Thl-sejtek IL2, INFy, IL3, TNFa termelését, valamint
a Th2-sejtek 1L3, IL4, IL5 és IL10 szekréciojat. A CTLA4 pontos hatasmechanizmusarol az
utdbbi években egyre tobb adat keriilt napvilagra. Kideriilt, hogy a CTLA4-t expresszald
sejtek az APC felszinérdl transz-endocitozissal képesek eltavolitani a B7-1 és B7-2
ligandmolekulékat, amelyek ezt kovetden a sejten beliil lebontasra keriilnek®**°. Sét, a

CTLA4 a B7 ligandok hianyaban is képes gatolni a TCR aktivéaciot®®,
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A T-sejt aktivacio leallitasan kiviil a CD28 és CTLA4 molekulak a T-sejtes tolerancia
kialakitdsaban is  fontos szerepet jatszanak. Az  immunrendszer  kiilonbozo
szabalyozoémechanizmusokkal biztositja az immunologiai toleranciat. A centralis tolerancia az
a mechanizmus, amikor a sajat antigénekkel nagy-affinitdssal reagalo un. autoreaktiv
limfocitak érésiik soran klonalis delécioval eliminalédnak. Erre a sorsra jut az autoreaktiv
timocitak jelentds része is a timuszban; a perifériara kerild érett autoreaktiv T-sejteket a
periférids tolerancia révén — tobbek kozott a timuszban, illetve a periféridn képz6do
regulatoros T-sejtek kozremiikodésével — artalmatlanitja az immunrendszer. A CD28 és
CTLA4 molekula a timocitak negativ szelekcidjanak szabalyozasaban is részt vesz: a CD28
kostimulacié az autoreaktiv CD4* T-sejtek klonalis deléciojat?®*?®, mig a CTLA4 jelatvitel a
timocitak tulélését segiti el6?®*?®’. Az, hogy a CTLA4 expresszidja a csecsemOmirigy
kortikomedullaris teriiletén a legmagasabb, megerdsiti a timocitdk negativ szelekcidjaban
jatszott szerepét™®,

Az adaptiv immunvélasz szabilyozasaban a CD4" regulatoros T-sejtek kdzponti
szerepet jatszanak, szamuk egyes autoimmun korképekben csokken, mig rosszindulata
daganatos betegségekben n6%°. Ezen sejtek jellegzetes sajatsaga a forkhead csalddba tartozo
transzkripcios faktor, a FOXP3 expresszioja. Azokban a Crohn-betegekben, akik még nem
kaptak kezelést, a periférias Treg szam alacsony, terapia hatdsara, illetve remisszidban viszont
270271

megemelkedi
felismer6 CD4" FoxP3™ prekurzorokbol keletkeznek a TCR-autoantigén-MHCII kontaktus

. A természetes Treg sejtek (nTreg) a timuszban sajat antigéneket

hatasara. CD-ben a betegség aktiv fazisdban ez a centralis Treg populacid a bélben
megnovekszik?' "%, A regulatoros T limfocitak masik alpopulaciéja, az un. indukalt Treg-ek
(iTreg) a periférian a TCR kozvetitette jel, illetve kiilonb6z6 citokinek (TGFp, IL2, 1L4,
IL10) hatasara differencialodnak autoreaktiv CD4* FoxP3" sejtekbsl”’®. A CD28 molekula a
T-reg populaciora is hatdssal van, a CD28 kostimulacio a periférian gatolja FoxP3
expressziot, és igy az iTreg képzddést?™ ™. A CD28-deficiens egerek timuszaban, illetve a

216218 - 1n vitro

periférian egyarant csokken a FoxP3" regulatoros T-limfocitdk szama
eredmények szerint a CTLA4, bar nem nélkiillozhetetlen az iTreg képzodéshez, a CTLA4-
kotédés ugyanakkor fokozza a FOXP3 expressziot a sejtekben®’. In vivo kisérletek igazoltak,
hogy a T-sejt receptor génatrendez0dését iranyitdé RAG-deficiens (Rag™) egérben a Ctlad™
egérbdl szarmazé CD4" T-sejteknek csak csokkent hanyada differencialodik FoxP3" sejtté; a
CTLA4 elésegiti a FoxP3" sejtek felhalmozddasat a colon lamina propriaban, mig a timusz,

1ép, illetve mesenterikus nyirokcsomokban nem befolyasolja a T-reg populacié méretét®”>.
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A Treg sejtek hatasmechanizmusai koziil a CTLA4 fliggd szuppresszio jelentdségét
tamasztja ald, hogy az aktivalt T-sejteken kiviil a periférian taldlhat6 FoxP3"™ Treg sejtek

280,281 2

jelentds része is expresszal CTLA4-t , méghozz4 konstitutivan és nagy mennyiségben®®?.

A CTLA4 gatlasa esetén allatmodellben szervspecifikus autoimmun betegségek, IBD ¢és

cukorbetegség idézhetd el

. A Treg sejtek CTLA4 dependens gatld hatasa dontéen az APC-
ken keresztiil valosul meg”®.

A CTLAA4 fehérje — a vele szerkezetileg 30%-ban megegyez6é CD28-al egyiitt — az
immunglobulin szupergén csaladba tartozik. A sejtfelszini 45 kDa tomegli homodimer

molekula®®* k>’

mellett egy 23 kDa-os monomer szolubilis format is azonositotta
funkcionalis vizsgalatok szerint az utdbbi expresszidja T-sejt aktivacid hatdsara csokken, mig
a membrankotott CTLA4 formaé nd.

A CTLAA4 fehérjét kodolo 4 exonbol allo gén a 2q33.2 kromoszomarégidban talalhato;
az 1COS, CTLA4 ¢s CD28 géncsoport tagja®®. A génnek tobb egypontos varidnsa is ismert,

crcr

+49A/G mutaciot azonositottak®®. Ezt a varidnst szamos autoimmun betegségben, igy I-es

tipusd  cukorbetegségben®®?®®,  sclerosis multiplexben®®*?’,  Graves-korban?*2%83%,

302303 yalamint colidkiaban®04310

Hashimoto thyroiditisben®*, rheumatoid arthritisben egyarant
vizsgaltak. Az emlitett betegségek tilnyomo részében a G allélt talaltdk hajlamosito
hatastinak, coliakiaban ugyanakkor az A allél esetén n6 a betegség kialakulasanak kockazata,
mig mas tanulmanyokban egyik allél sem mutatott szignifikdns asszociaciot a vizsgalt
autoimmun betegségekkel. A +49A/G mutacio Crohn-betegségben jatszott Szerepe sem
teljesen tisztazott. Egy japan tanulmanyban a GG genotipus hajlamositd hatisat irtak le,
amely azonban kizarolag fisztulds betegek esetén volt szignifikans (OR=2,67; P=0,038)%",
Ezzel szemben Ben Alaya és munkatarsai a masik allél, illetve az AA genotipus esetén
igazoltak asszociaciot a betegséggel (OR=1,90 és 4,41; P=0.002 és P=0,0003)**?. Holland*"?,
kinai®3*  cseh®® és magyar®®® Crohn-os betegpopulaciét vizsgald tanulmanyok mind
negativ eredménnyel zarultak.

In vitro kisérletek szerint a CTLA4 +49 GG homozigdta genotipus esetén az AA

genotipushoz képest a T-sejtosztodas kontrollja csokkent mértékii®’

, & GG genotipus igy
fokozott mértékli sejtosztodast eredményez, szemben az AA genotipusu sejtekkel, amelyek
osztodasa jobban szabélyozottgls.

A CTLA4 génnek szamos tovabbi variansa is ismert (példaul -1722T, -318 C/T, CT60
A/G, 6230 A/G, 3’ UTR (AT)n). Ezek koziil a leggyakrabban vizsgalt CT60 varians nem

hajlamosit Crohn-betegségre®**3*3° Az (AT)n ismétl6dés (rs60872763) 84 bp hossza allélje
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ugyanakkor szignifikans asszociaciot mutat a betegség kialakulasaval a kozép-kinai
populacioban®”.

Szamos esetben a +49 A/G mutaci6 hatdsat nem 6nmagaban, hanem tobb mas CTLA4
varianssal egyiitt Vizsgéljék296’321'324, illetve a kromoszomarégioban tapasztalhatd nagyfoka

kapcsoltsag miatt az ICOS ¢és CD28 génvariénsokka1325 alkotott haplotipus hatasat mérik.

IBD5

Az 5031 régidban talalhat6®*® nagyjabol 250 kb kiterjedésii 16kusz — az un. IBD5
riziké haplotipus — és a Crohn-betegség kozott szignifikans asszociacié all fenn®®’®, Ebben a
régidoban szamos, az immunologiai folyamatokat szabalyozd6 — ¢és igy a betegség
szempontjabol érdekes — citokint kodolo gén talalhatd, mint példaul az 1L4, IL5, IL13 citokin
gének. Rioux és munkatarsai 11 olyan egyenértékii, az IBD5 kockazati haplotipust alkoto,
,helyettesito” SNP-t jeloltek ki, amelyek Onmagukban is — a haplotipussal pontosan
megegyez0 mértékben — hajlamositanak a betegségre, igy barmelyikiik felhasznalhato a
tovabbi asszociacios vizsgalatokban'®1e1173%6330 E markerek koziil talan legnépszertibbek a
IGR2096a_1, IGR2198a_1 és IGR2230a_1 polimorfizmusok.

Fokozatosan az IBD5 régioban helyet foglald organikus kation transzporter gének
(OCTN1 és OCTN2, masnéven SLC22A4 és SLC22A5) is a figyelem kozéppontjaba keriiltek.
Az SLC22A4 9-es exonjaban elhelyezked6 C1672T (L503F) és az SLC22A5 promoter
alkotott TC haplotipus Crohn-betegekben szignifikansan gyakrabban fordul eld**. Az
elozetes funkcionalis vizsgalatok azt sugalltdk, hogy ezek a varidnsok az organikus
transzporterek transzkripcidjat, illetve miikodését befolyasoljak. E haplotipus hajlamosito

szerepét tobb tanulmany is megerdsitette®2*%23%  de

i8168,339-341

sziilettek ezzel ellentétes eredmények
. Tobb esetben viszont az OCTN1/2 génvariansok csak akkor mutattak szignifikans
kapcsolatot a betegséggel, ha az IBD5 kockazati haplotipus is jelen volt®2%335:338:342-344

Az OCTN gének Crohn-betegség patogenezisében jatszott szerepe igy idével egyre
inkabb megkérddjelezddott, a régidt jellemzd magas LD azonban tovabbra is jelentdsen
megneheziti a tényleges funkcionalisan hajlamositd gének azonositasat. Silverberg és

¥ amellett, hogy megerésitették az IBD5 és a Crohn-betegség kozti kapcsolatot

munkatarsai
(IGR2096a_1 marker), felvetették annak lehet6ségét is, hogy az IBDS régioban talalhato
tovabbi génekben, igy az interferon szabalyoz6 faktor 1 (IRF1), a PDZ és LIM domén 5

(PDLIM), valamint a prolil-4 hidroxilaz (P4HA2) génekben is nagy eséllyel lehet a betegség
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kialakulasaért felel0s igazi varians. Ezt a véleményt az is alatamasztja, miszerint Crohn-
betegekben fokozott IRF1 expresszid, illetve megnovekedett PAHA2 enzimatikus aktivitas
mutathatd ki”®. Az SLC22A5 G-207C mutéaci6 Silverberg eredményei alapjan kikeriilt a
potencialis SNP-k korébodl; az IBDS 16kusz ¢és a CD kapcsolatat viszont tovabbi GWA

tanulméanyok is megerdsitették®> %%
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2. CELKITUZESEK

Munkénk célja a nemzetkdzi, illetve hazai irodalom altal leirt fobb hajlamosito 16kuszok,
igy a CARD15, ATG16L1, IL23R gének, valamint az IBDS5 16kusz kozti statisztikai interakcio
vizsgalata magyar Crohn-betegekben. A kovetkezd polimorfizmusok/mutaciok vizsgalatat
tliztlik ki célul:

1) CARD15 gén: rs2066844 (R702W), rs2066845 (G908R), rs2066847 (L1007fs)

2) ATGI16L1 gén: rs2241880 (T300A)

3) IL23R gén: rs1004819 és rs2201841

4) IBDS5 16kusz: rs1762208 (IGR2230a_1), rs11739135 (IGR2198a 1), rs12521868

(IGR2096a_1)
Célunk volt tovabba a CTLA4 gén +49A/G (rs231775) mutacio, valamint a harom fenti IBD5

varians kombinaciojanak statisztikai elemzése a hazai Crohn-beteg populacioban.
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3. BETEGEK ES MODSZEREK

3.1. Vizsgalt populacié

3.1.1. Crohn-betegek
Intézetiink biobankja a Nemzeti Biobank Halézat (www.biobanks.hu) tagjaként

mikddik, valamint részét képezi az Osszeurdpai Biobanking and Biomolecular Resources

Research Infrastructure (BBMRI) programnak (http://bbmri.eu/bbmri/). Az altalunk vizsgalt
Crohn-betegek mintai - melyek gyiijtése 2003 ota folyamatosan zajlik az Orvosi Genetikai
Intézetben - az orszag tobb pontjardl érkeztek. A mintak gylijtésének szinhelyei Szombathely
(Dr. Lakner Lilla, Vas Megyei Markusovszky Korhdz, Gasztroenterologiai ¢s Belgyogyaszati
Osztaly), Zalaegerszeg (Dr. Gasztonyi Beata, Dr. Szenes Maria, Zala Megyei Korhaz, II.
Belgyogyaszati  Osztaly); Pécs (Dr. Gasztonyi Beata, Dr. Sarlos Patricia, Pécsi
Tudoményegyetem, Klinikai Koézpont, I.sz Belgyogyaszati Klinika); Békéscsaba (Dr. Varga
Marta, Réthy Pal Korhaz, Belgyogyaszati €s Gasztroenterologiai Osztaly); Miskolc (Dr.
Orosz Péter, Bosod-Abauj-Zemplén Megyei Korhaz, Belgyogyaszati Klinika) valamint
Budapest (Dr. Miheller Pal, Semmelweis Egyetem, Altaldnos Orvostudomanyi Kar, II
Belgyogyaszati Klinika) voltak.

A vizsgalatba bevont személyek minden esetben beleegyeztek a genetikai analizisbe,
mely etikai bizottsagi engedély birtokdban (ETT TUKEB), és az 1975-6s Helsinki deklaracio
alapelveinek megfeleléen tortént. Az IL23R, ATG16L1, CARD15 gének és IBDS lokusz
vizsgalata soran 315 Crohn-beteg (151 férfi és 164 nd, atlagéletkor: 38,7 + 0,79 ¢év) DNS
mintajat genotipizaltuk, mig a CTLA4 gén és IBDS5 16kusz analizisébe 305 Crohn-beteget (146
férfi és 159 no, atlagéletkor 38,7 + 0,80 év) vontunk be. A genetikai analizist részletes klinikai
vizsgalat elézte meg, mely magaba foglalta a részletes korelézmény felvételét, fizikélis és

laboratoriumi vizsgélatot, endoszkopos €s hisztologiai eljaras soran nyert eredményeket.

3.1.2. Kontroll csoport

A kontroll csoportot autoimmun betegségben nem szenvedd, egészséges véradok
alkottak. A betegekhez korban illeszkedd, egészséges személyek kivalasztdsa random mddon
tortént. Az IL23R, ATG16L1, CARD15 gének és IBDS 16kusz vizsgalata soran 314 kontroll
személy (170 férfi és 144 nd, atlagéletkor 40,8 + 0,80 év) genotipusat hatdroztuk meg; a
CTLA4 gén és IBDS varidnsok analizisébe 310 kontroll személyt (169 férfi, 141 nd,
atlagéletkor 40,8 £+ 0,80 év) vontunk be.
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3.2. Molekularis biolégiai mdédszerek

3.2.1. PCR reakcio

Vizsgalatainkat EDTA-val alvadasgatolt periférias vérbdl rutin kis6zasos modszerrel
izolalt DNS mintakon végeztik el. Az amplifikacidhoz altalunk tervezett, specifikus
primereket hasznaltunk (4. tablazat). A PCR reakcié a kovetkez6 kondiciok szerint tortént:
elédenaturacio 2 perc 96°C-on, ezt kdvetden 35 cikluson keresztiil 30 masodperc denaturalas
95°C-on, primerkotddés: 45 masodperc 50°C-on (rs2066844), 54 °C-on (rs1004819), 55°C-on
(rs2241880 ¢és rs2201841), 58°C-on (rs17622208, rs11739135, rs12521868 és rs231775),
60°C (rs2066847), illetve 62°C-on (rs2066845), majd 45 masodperc extenzio 72°C-on,
amelyet 5 perc végsd extenzio kovetett 72°C-on. A PCR termék detektalasa
gélelektroforézissel, 1,5%-os agardz gélen, etidium-bromid festéssel, UV megvilagitassal

tortént.

5. tablazat Primer szekvenciak
Gén/Lokusz SNP Primerek (5’-3°)

Forward: GCATTCTAGGACCGTTTTGG

IL23R rs1004819
Reverse: ATCTGGTGGAAATATGTGAAACCTA
IL23R 1$2201841 Forward: GGCAAAAGGGAATTGAGAGG
Reverse: GGCCTATGATTATGCTTTTTCQTG#
ATG16L1 1$2241880 Forward: CTCTGTCACCATATCAAGCGTGG
Reverse: TCTAGAAGGACAGGCTATCAACAGATG
CARD15 152066844 Forward: GAGCCGCACAACCTTCAGATC
Reverse: ACTTGAGGTGCCCAACATTCAG
CARD15 152066845 Forward: GAGGCCACTCTGGGATTGAG
Reverse: TAGACTCTGAAGCTTACCTGCGC?
CARD15 rs2066847 Forward: TGGCTAACTCCTGCAGTCTC
Reverse: GATCCTCAAAATTCTGCCATTC
IBD5 rs1762208 Forward: CAGAAGAATGCCCTTGATGTG
Reverse: TCAGAAGCTGTCCATCCCAC
IBD5 rs11739135 Forward: AGACACTGGGACATCATCTGTCTG
Reverse: GGGCAATTCTATGAGGACATTTAGA
IBD5 1512521868 Forward: CAAGATTTCTGCCATAGCCTCCT
Reverse: GGAGGGTGGTGTAGCCAGAGTAG
CTLA4 ($231775 Forward: GTTCAAACACATTTCAAAGCTTCAG

Reverse: TATTCAGGACTATGGCTATCCTTTC

*Mismatch bazist alahuzassal jeldltiik.
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3.2.2. RFLP

A genotipusok meghatarozasdhoz (rs2066844 kivételével) restrikcids fragmenthossz
polimorfizmus (RFLP) vizsgalatot alkalmaztunk. A modszerek tervezésénél, a restrikcios
endonukledzok kivalasztasanal fontos szempont volt, hogy valamennyi PCR termék
tartalmazzon egy, az emésztés hatékonysaganak ellenérzésére szolgald obligat hasitohelyet is.
A vizsgalat sordn hasznalt endonukledzokat, valamint azok hasitasi mintazatat az 5. tablazat
foglalja 6ssze. A reakcidhoz 1 U specifikus enzimet, 10-15 pl PCR-terméket, 10x puffert és
steril desztillalt vizet hasznaltunk, majd az inkubalast a restrikciés enzim homérsékleti
igényeinek megfeleléen végeztik. Az egyes DNS fragmentumok elkiilonitése

gélelektroforézissel, 3%-os agardz gélen, etidium-bromid festéssel, UV megvilagitassal

tortént standard DNS 1étra mellett.

6. tablazat Restrikcids endonukleazok és hasitasi mintazatuk

Gén Varians Endonukleaz  PCR termék Fragmentek Genotipus
13+71+185 bp GG
IL23R rs1004819 Taal 270 bp 13+71+185+257 bp GA
13+257 bp AA
163+257 bp TT
IL23R rs2201841 HpyF3lI 420 bp 25+163+232+257 bp TC
25+163+232 bp cC
16+266 bp AA
ATG16L1 rs2241880 Lwel 282 bp 16+117+149+266 bp AG
16+117+149 bp GG
22+211bp GG
CARD15 rs2066845 HinP1l 233 bp 22+72+139+211 bp GC
22+72+139%bp cC
93+180 bp --
CARD15 rs2066847 BspLlI 273 bp 41+93+139+180 bp - insC
41+93+139 bp insC insC
122+128+188 bp GG
IGR2230a_1 rs1762208 Ddel 438 bp 122+128+188+310 bp GA
128+310 bp AA
38+60+182 bp GG
IGR2198a_1 rs11739135 HinllI 280 bp 38+60+182+202 bp GC
60+220 bp cC
81+188 bp GG
IGR2096a_1 rs12521868 Trull 269 bp 32+81+156+188 bp GT
32+81+156 bp TT
115+152+260 bp AA
CTLA4 rs231775 BseXI 527 bp 115+152+260+375 bp AG
152+375 bp GG
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3.2.3. Direkt szekvenalas

Valamennyi éltalunk tervezett PCR-RFLP mddszer specificitasat direkt szekvendlassal
ellendriztiik, az rs2066844 varians genotipizalasat pedig kizarolag ezzel a technikaval
végeztiik. A szekvenalas BigDye Terminator v.1.1 cycle sequencing kit alkalmazasaval, ABI
PRISM 3100 automata szekvenald késziilékkel (Foster City, CA, USA) tortént. A
szekvencidk analizise a Winstar genetikai programcsomag (DNASTAR Inc., Madison, W1,

USA) segitségével tortént.

3.3. Statisztikai modszerek

A genetikai kapcsoltsag vizsgalatdhoz, illetve a Hardy-Weinberg egyensuily
teljesiilésének ellenérzéséhez Haploview 4.1 programot hasznaltunk. A statisztikai analizist
SPSS 15.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) programcsalad segitségével végeztik. Az egy-
l6kusz analizis soran az allélfrekvencidk Gsszehasonlitdsa Pearson xz probaval tortént. Az
egyes genetikai eltérések €s a betegség kozotti asszociacio feltarasara korra és nemre korrigalt
bindris logisztikus regressziot alkalmaztunk.

A két-16kusz analizis sordn a génvaridnsok kombinacioinak vizsgalata elott a
genotipusokat annak megfeleléen csoportositottuk, hogy az egy-l6kusz vizsgélat sordn az
adott mutacid/polimorfizmus domindns (AB+BB) vagy recessziv (BB) jelleget mutatott-e.
Mindemellett a CARD15 gén esetén létrehoztunk egy 0j kategoriat is (CARD15 statusz).
Utobbit a kovetkezOképpen definialtuk: a vizsgalt személy CARD15- (azaz vad tipusu), ha
mindharom varidnsra nézve normal genotipussal rendelkezik; illetve CARD15+, ha legalabb
egy mutans allélt hordoz. A kiilonb6z6 kombinaciok és a betegség kozti asszocidcid
vizsgalatat logisztikus regresszioval (,interaction term” bevondsaval), illetve xz probaval
végeztiik (2x2 kontingencia tabla). Referencia genotipusok: IL23R rs1004189 normal (GG);
IL23R rs2201841 normal+heterozigota (TT+TC); ATG16L1 rs2241880 normal+heterozigodta
(AA+AG); CARD15 R702W normal (CC); CARD15 G908R normal (GG); CARD15 1007fs
normal (— —); CARD15- statusz; IGR2230a 1 normal (GG); IGR2198a 1 normal (GG);
IGR2096a 1 normal (GG) genotipus. Az esélyhanyados (OR) valamennyi esetben a beteg és
a kontroll populacio 6sszehasonlitasara vonatkozik 95%-0s konfidencia intervallummal (95%
Cl), a szignifikancia szintet P<0,05-nél huztuk meg. Az egyes kombinaciok vizsgalata soran

szamos hipotézist teszteltlink, ami korrekcidt igényel. Mivel a Bonferroni korrekcid
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nagyszamu Osszehasonlitds esetén konzervativ modszer, ezért a tobbszords hipotézis

korrekciéjahoz Benjamini-Hochberg modszert alkalmaztunk (FDR=0,05).!

! Az Eredmények c. fejezet tablazatai a dolgozat alapjaul szolgalé publikaciok eredeti, Benjamini-Hochberg
korrekcio el6tti szignifikancia (P) értékeit tartalmazzak. Abban az esetben, ha a P értékek utolagos korrekcigja
soran az eredmény szignifikancidja elveszett, ezt minden esetben jeldltiik a PhD disszertacié szovegében.
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4. EREDMENYEK

4.1. EQy-lokusz eredmények

Allél-és genotipus eloszlas

Valamennyi vizsgalt

allél eloszlasa megfelelt a Hardy-Weinberg egyensuly

kovetelményeinek a beteg és kontroll csoportban egyarant. Az IL23R, ATG16L1, CARD15

gének valamint az IBDS5 16kusz altalunk vizsgalt variansainak allélfrekvenciait és genotipus

eloszlasat a 6. és 7. tablazat mutatja.

7. tablazat Az IL23R, ATG16L1 és IBDS genotipus-és allélfrekvenciai betegekben és

kontrollokban

IL23R (rs1004189)

GG

GA

GA+AA

AA

RAF

IL23R (rs2201841)

TT

TC

TC+CC

cC

RAF

ATG16L1 T300A (rs2241880)
AA

AG

AG+GG

GG

RAF

IGR2198a_1 (rs11739135)
GG

GC

GC+CC

cC

RAF

IGR2096a_1 (rs12521868)
GG

GT

GT+TT

TT

RAF

CD

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

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

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

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

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

Kontroll

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

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

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

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

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

OR (95% CI)*

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

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

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

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

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

0,013
0,008
0,001

0,14
<0,001
0,003

0,06
0,004
0,011

0,013
0,19
0,014

0,034
0,07
0,009

RAF: riziko6 allél frekvencia; *korra és nemre korrigalt érték.
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8. tablazat A vizsgalt CARD15 varidansok genotipus-€s

kontrollokban

allélfrekvencidi betegekben ¢és

CD Kontroll OR (95% CIl)* P
CARD15 R702W (rs2066844)

cc 275 (87,3%) 294 (93,6%)

CT 38 (12,1%) 18 (5,7%)

CT+TT 40 (12,7%) 20 (6,4%) 2,13 (1,19-3,80) 0,011
TT 2 (0,6%) 2 (0,6%) 0,62 (0,06-6,98) 0,70
RAF 0,067 0,035 0,011
CARD15 G908R (rs2066845)

GG 299 (94,9%) 305 (97,1%)

GC 16 (5,1%) 9 (2,9%)

GC+CC 16 (5,1%) 9 (2,9%) 1,65 (0,71-3,86) 0,24
cc 0 (0,0%) 0 (0,0%) n n
RAF 0,025 0,014 0,17
CARD15 L1007fs (rs2066847)

- 264 (83,8%) 291 (92,7%)

-C 42 (13,3%) 23 (7,3%)

_C+CC 51 (16,2%) 23 (7,3%) 2,57 (1,51-4,36) <0,001
cc 9 (2,9%) 0 (0,0%) n n
RAF 0,095 0,037 <0,001
CARD1S5 statusz”

- 220 (69,8%) 262 (83,4%)

+ 95 (30,2%) 52 (16,6%) 2,17 (1,46-3,21) <0,001

RAF: riziko allél frekvencia; n: nem szamolt érték; *korra és nemre korrigalt érték.
*CARDIS5 statusz: — (vad tipus) és + (legalabb egy mutans allélt hordoz6 személy).

Az IL23R rs1004819 A allél, illetve rs2201841 C allél gyakrabban fordult eld a

betegekben a kontroll csoporthoz viszonyitva (P=0,001 ¢s P=0,003). Az rs1004819 A allél,
illetve a homozigoéta genotipus (AA) hordozasa egyarant novelte a betegség kialakulasanak
kockazatat (P=0,013 ¢és P=0,008). Az 1rs2201841 esetén a rizikd allél (C) kizéarolag
homozigota formaban novelte a Crohn-betegségre valdé hajlamot (P<0,001), mintegy
haromszorosara emelve a megbetegedés esélyét. Az ATG16L1 rs2241880 G allél gyakorisaga
a kontrollcsoporthoz képest a betegekben magasabbnak adddott (P=0,011), a homozigota
genotipus hordozédsa hajlamositd faktornak mutatkozott (P=0,004). Az altalunk vizsgalt két
IBD5 marker (IGR2198a 1 és IGR2096a 1) esetén a két riziko allél (C és T) Crohn-
betegekben gyakrabban fordult el (P=0,014 és P=0,009). Mind az IGR2198a_1 C, mind az
IGR2096a 1 T allél hordozasa ¢és a betegség kialakulasa kozott szignifikans kapcsolatot
talaltunk (P=0,013 és P=0,034). A CARD15 gén esetén két varians, az R702W T allél és
L1007fs inszercio esetén a betegcsoportban emelkedett allélfrekvenciat mértiink (P=0,011 és
P<0,001), ezen allélek hordozéasa novelte a betegség kialakulasanak esélyét (P=0,011 ¢s

P<0,001). A harmadik CARD15 varians (G908R) esetén nem Vvolt kiillonbség a betegek és
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kontrollok kozott sem az allélfrekvencidk, sem a genotipusok szintjén. A harom CARD15
varians figyelembevételével képzett CARD1S stitusz szintén ndvelte a betegség
kialakulasanak kockazatat, a rizikd mértéke az R702W és L1007fs variansok OR értékei kozé
esett.

A CTLA4 gén ¢s IBDS lokusz altalunk vizsgalt variansainak allél-és genotipus
megoszlasat a 8. tablazat foglalja 6ssze. A CTLA4 +49 A/G esetén ugyan nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget a Crohn-betegek és a kontrollcsoport kozott, a vadtipust allél (A)
viszont gyakrabban fordult el6 a betegekben (P=0,073). Az IGR2198a 1 C és IGR2096a 1 T
allélek esetén a fentiekhez hasonld eredményt kaptunk. Az IGR2230a 1 marker allél- és

genotipus frekvencia értékei nem kiilonboztek a két csoportban.

9. tablazat A CTLA4 és IBDS genotipus- €s allélfrekvenciai betegekben és kontrollokban

CD Kontroll OR (95% CI)* P
CTLA4 (rs231775)
GG 33 (10,8%) 48 (15,5%)
GA 144 (47,2%) 148 (47,7%) 0,99 (0,72-1,36) 0,954
GA+AA 272 (89,2%) 262 (84,5%) 1,51(0,94-2,44) 0,088
AA 128 (42,0%) 114 (36,8%) 1,23(0,89-1,70) 0,213
RAF 0,656 0,606 0,073
IGR2230a_1 (rs17622208)
GG 71 (23,3%) 91 (29,4%)
GA 158 (51,8%) 149 (48,1%) 1,13(0,82-1,56) 0,441
GA+AA 234 (76,7%) 219 (70,6%) 1,35(0,94-1,95) 0,102
AA 76 (24,9%) 70 (22,6%) 1,16 (0,80-1,69) 0,431
RAF 0,508 0,466 0,140
IGR2198a_1 (rs11739135)
GG 88 (28,9%) 120 (38,7%)
GC 155 (50,8%) 140 (45,2%) 1,24 (0,91-1,71) 0,179
GC+CC 217 (71,1%) 190 (61,3%) 155(1,10-2,17) 0,012
cC 62 (20,3%) 50 (16,1%) 1,33(0,88-2,01) 0,179
RAF 0,457 0,387 0,013
IGR2096a_1 (rs12521868)
GG 91 (29,8%) 120 (38,7%)
GT 144 (47,2%) 138 (44,5%) 1,09 (0,79-1,50) 0,592
GT+TT 214 (70,2%) 190 (61,3%) 1,45(1,03-203) 0,032
TT 70 (23,0%) 52 (16,8%) 1,47 (0,98-2,19) 0,062
RAF 0,466 0,390 0,008

RAF: riziko allél frekvencia; *Korra és nemre korrigalt érték.
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Kapcsoltsag

Az IL23R és CARD15 génen, illetve az IBDS5 lokuszon belill a vizsgalt variansok
kozotti kapcsoltsag (linkage disequilibrium, LD) értékeket a 3. abra mutatja. A s6tét szin
magas LD értéket jelez (R2=O,63 az IGR2198a 1 ¢és IGR2096a 1 kozott; R?*=0,57 az
IGR2230a 1 és IGR2198a 1 kozott; R?=0,62 az IGR2096a 1 és IGR2230a 1 kozott;
R?=0,62 az IL23R rs1004819 és rs2201841 kozott; valamint R*=0 a vizsgalt harom CARD15

varians kozott, paronként).
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6. abra A vizsgalt 16kuszokon beliili LD értékek. A négyzetben talalhatd szdmok az R?
(sziirkearnyalattal jelzett), illetve D (szines) korrelacios egyiitthatok értékét mutatjak.
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4.2. Két-lokusz eredmények

ATG16L1, CARD15, IL23R, IBD5

Elsoként binaris logisztikus regresszidval vizsgaltuk az ATG16L1, CARD15, IL23R
gének ¢s az IBDS 16kusz kombinacioit (ez utobbit ebben az esetben az IGR2198a 1 marker
képviselte). Egyetlen génkombinacio sem mutatott szignifikdns kapcsolatot a betegség
kialakulasaval (9. tablazat). A legalacsonyabb P értéket (P=0,25) az IL23R
rs2201841*IGR2198a 1 parositasnal kaptuk. Ezutan az egyes génvariansok ¢s markerek
genotipusait paronként Osszerendezve 2x2-es kontingencia tablakat képeztiink, majd XZ-
teszttel becsiiltiik meg az egyes allél/genotipus kombinacidk relativ kockazatat a legkevésbé

hajlamosité referencia genotipus kombinaciokhoz viszonyitva.

10. tablazat Az IL23R, ATG16L1 gének, CARD15 statusz és az IBDS lokusz (IGR2198a 1)
egylittes vizsgalata

Modell OR (95% CI)' P

IL23R rs1004189 * ATG16L1 1,51 (0,73-3,11) 0,26
IL23R rs2201841 * ATG16L1 1,01 (0,29-3,57) 0,99
IL23R rs1004189 * CARD15 statusz” 1,20 (0,54-2,67) 0,65
IL23R rs2201841 * CARD15 stétusz 1,57 (0,30-8,31) 0,60
IL23R rs1004189 * IGR2198a_1 1,30 (0,71-2,36) 0,40
IL23R rs2201841 * IGR2198a_1 0,46 (0,12-1,75) 0,25
ATG16L1 * CARD15 statusz 1,49 (0,59-3,80) 0,40
ATG16L1 * IGR2198a_1 0,95 (0,45-2,00) 0,89
CARD15 statusz * IGR2198a_1 0,75 (0,33-1,71) 0,49

*CARD15 statusz: — (vad tipus) és + (legalabb egy mutans allélt hordozo személy).
"Korra és nemre korrigalt érték.

IL23R és CARD15

Az IL23R genotipusokat a vizsgalt CARD15 varidnsok alapjan csoportositottuk, az
alcsoportok mintaszamait a 10. tablazat mutatja.

Az IL23R rs1004189 ¢és a harom CARD15 varidns kombinacidinak vizsgalata soran a
kovetkezd allélkombinaciokat tekintettiik referencianak: rs1004189 GG / R702W CC;
rs1004189 GG / G908R GC+CC; rs1004189 GG / L1007fs — —, rs1004189 GG / CARD15 —
statusz. Az IL23R rs2201841 és a harom CARDI15 varidns parositdsakor ezek a genotipus
kombinaciok szolgaltak viszonyitasi alapként: rs2201841 TT+TC / R702W CC; rs2201841
TT+TC / G908R GC+CC; rs2201841 TT+TC / L1007fs — —, rs2201841 TT+TC / CARD15 —
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statusz. Az egyes genotipus kombinacidkat, illetve a hozzdjuk tartozo relativ

esélyhanyadosokat a 11. tablazat foglalja 6ssze.

11. tablazat CARD15, IL23R és ATG16L1 egyiittes vizsgalata: csoportositas €s esetszamok

IL23R rs1004189 IL23R rs2201841 ATG16L1
GG GA+AA TT+TC CcC AA+AG GG

CARD15 R702W
CC 102(324%) 173 (54,9%) 234 (74,3%) 41(130%) 180 (57,1%) 95 (30,2%)
CT+TT  17(54%)  23(73%) 36 (11,4%) 4 (1,3%) 27 (8,6%) 13 (4,1%)

CARD15 G908R
CD GG 113(359%) 186 (59,0%) 258 (819%) 41 (13,0%) 197 (62,5%) 102 (32,4%)
GC+CC 6 (1,9%) 10(32%) 12 (3,8%) 4 (1,3%) 10 (3,2%) 6 (1,9%)

CARD15 L1007fs
—— 99(31,4%) 165 (52,4%) 226 (71,7%) 38 (12,1%) 173 (54,9%) 91 (28,9%)
—C+CC  20(6,3%)  31(9.8%) 44 (140%)  7(22%)  34(108%) 17 (54%)

CARD15 statusz
- 84(26,7%) 136 (43,2%) 189 (60,0%) 31 (9,8%) 143 (45,4%) 77 (24,4%)
+ 35(11,1%) 60 (19,0%) 81 (25,7%) 14 (4,4%) 64 (20,3%) 31 (9,8%)

CARD15 R702W
CC 141(449%) 153 (48,7%) 278(885%) 16(51%) 220 (70,1%) 74 (23,6%)
CT+TT  10(32%)  10(32%) 19 (6,1%) 1(0,3%) 15 (4,8%) 5 (1,6%)

CARD15 G908R
Kontroll GG 146 (465%) 159 (50,6%) 288 (91,7%) 17 (54%) 227 (72,3%) 78 (24,8%)
GC+CC  5(1,6%) 4 (1,3%) 9 (2,9%) 0 (0%) 8 (2,5%) 1(0,3%)

CARD15 L1007fs
—— 141 (44,9%) 150 (47,8%) 275(87,6%) 16 (5,1%) 217 (69,1%) 74 (23,6%)
—C+CC 10 (32%)  13(41%)  22(7,0%) 1 (0,3%) 18 (5,7%) 5 (1,6%)

CARD15 statusz
~ 126(40,1%) 136 (43,3%) 247 (78,7%) 15(4,8%) 194 (61,8%) 68 (21,7%)
+  25(80%)  27(86%) 50(159%)  2(06%)  41(131%) 11 (3,5%)

Az IL23R rs1004189 riziko alléljanak (A) hordozasa a referencia genotipus
kombinacidhoz képest megemelte a Crohn-betegség kialakuldsanak esélyét mindharom
esetben, ha a CARD15 kiilonb6zd, vizsgalt variansainak normal genotipusaval parositottuk
(R702W P=0,009; G908R P=0,012; L1007fs P=0,009). Az rs2201841 homozigdta (CC)
genotipus esetén is hasonld hatast figyeltiink meg (R702W P<0,001; G908R P=0,001,
L1007fs P<0,001). Az R702W T allél hordozasa (P=0,037), illetve az L1007fs inszercid
jelenléte (—C+CC) (P=0,008) az rs1004189 normal genotipus hattér mellett szintén
hajlamositonak bizonyult. Az R702W T allél megléte (P=0,005), illetve az L1007fs inszercio
hordozasa (+C+CC) (P=0,001) ugyancsak szignifikansan novelte a betegség kockazatat
azokban a vizsgalt személyekben, akik az rs2201841 homozigéta genotipustol eltérd

genotipussal (TT+TC) rendelkeztek. A G908R C allél sem az rs1004189 normal genotipussal
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kombinalva, sem az rs2201841 TT+TC genotipus hattér mellett nem emelte szignifikansan a
betegség kialakuldsanak kockdzatat a referencia genotipus kombindcidhoz viszonyitva. Az
rs1004189 A allél és az R702W T allél egyiittes hordozésa a rizikét a 3-szorosara novelte
(P=0,003), az L1007fs inszercio hordozasaval kombinalva kozel 3,5-szeres OR értéket
kaptunk (P<0,001). Az rs2201841 CC genotipus és az R702W T allél parositds nem mutatott
szignifikans kapcsolatot a betegség kialakulasanak valoszinliségével, ugyanakkor az L1007fs
inszercid hordozasaval kombindlva majdnem 9-szeres kockdzatemelkedést mértiink
(P=0,017). Az rs1004189 A allél hordozasat, vagy az rs2201841 CC genotipust -CARD15
statusszal kombinalva megemelkedett OR értéket kaptunk (P=0,029 és P=0,002), valamint a
+CARD15 statusz is fokozta a betegség kockazatat normal IL23R hattér mellett (P=0,012 és
P<0,001). Abban az esetben, ha a +CARD15 statuszhoz az rs1004189 A allél vagy az
rs2201841 CC genotipus tarsult, a relativ kockazat tobb mint a 3-szorosara, illetve 9-szeresére

no6tt (P<0,001 mindkét esetben).

12. tablazat IL23R, ATG16L1 és CARDI15 egyiittes vizsgalata: relativ OR értékek

IL23R rs1004189 IL23R rs2201841 ATG16L1
GG GA+AA TT+TC cc AA+AG GG
CARD15 R702W
cc ! (1,112'?26,19) ! (1,63;?;57) ! (1,0155?27,25)
crerr | 23 3,18 2.25 4,75 2.20 3,18
(1,03-534)  (1,45-6,97) (1,26-4,03)  (0,53-42,81) (1,14-426)  (1,11-9,08)
CARD15 G908R
151 2,69 151
GG ! (1,09-2,09) ! (1,49-4,86) ! (1,06-2,14)
1 2 14 1,44 1
GC+CC (0,46-555,21) (0,93113,57) (0,62’-3?,59) n (0,56-3,72) (0,83127,92)
CARD15 L1007fs
__ 1 1,57 1 2,89 1 1,54
(1,12-2.20) (1,57-5.32) (1,07-2.22)
cice | 285 3,40 2.43 8,52 2.37 4,27
(1,286,35)  (1,69-6,82) (142-4,18)  (1,04-69,74) (1,29-434)  (1,54-11,79)
CARD15 statusz
) . 1,50 ) 2.70 . 1,54
(1,04-2,16) (1,42-5,15) (1,04-2.27)
. 210 3.33 212 9,15 212 3,82
(117-376)  (1,96-5,67) (142-316)  (2,05-40,74) (1,35-331)  (1,86-7.86)
P<0,05
ATG16L1 és CARD15

Az ATGI16L1 genotipusokat a vizsgalt CARD1S5 variansok szerint csoportositottuk, az
alcsoportok mintaszamait a 10. tablazat tartalmazza. Az ATG16L1 és a harom CARD15

génvarians kombinacidinak analizise sordn a kovetkezd allélkombinaciokat tekintettiik
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referencianak: ATG16L1 AA+AG / R702W CC; ATG16L1 AA+AG / G908R GC+CC;
ATG16L1 AA+AG / L1007fs — —, valamint ATG16L1 AA+AG / —CARD15 statusz. A
genotipus kombinécidkat, illetve a hozzajuk tartozod relativ esélyhanyadosokat a 11. tablazat
szemlélteti.

Az ATG16L1 GG genotipus vadtipusat CARD15 genotipus mellett novelte a betegségre
valo hajlamot (R702W P=0,014; G908R P=0,022; L1007fs P=0,020). Az R702W T allél,
illetve az L1007fs inszercio megléte kockazatndveld hatast mutatott azokban a személyekben,
akik az ATG16L1 A alléllal rendelkeztek (P=0,017 és P=0,004). A G908R C allél esetén
hasonlé hatast nem figyeltiik meg. Az ATG16L1 homozigota genotipus és az R702W T allél
egyidejli hordozasa a relativ kockazatot tobb mint a haromszorosara (P=0,023), az ATG16L1
GG / L1007fs —C+CC kombinacié pedig tobb mint a 4-szeresére emelte (P=0,003). Az
ATG16L1 GG genotipust —CARD15 statusszal kombindlva megemelkedett OR értéket
kaptunk (P=0,031), valamint a +CARD15 statusz is fokozta a betegség kockazatat ATG16L1
AA+AG hattér mellett (P=0,001). Abban az esetben, ha a +CARD15 statuszhoz az ATG16L1

GG genotipus tarsult, a relativ kockazat kozel a 4-szeresére nétt (P<0,001).

ATG16L1 és IL23R

Az ATG16L1 genotipusokat a vizsgalt IL23R variansok alapjan csoportositottuk, az
alcsoportok mintaszamait az 12. tablazat foglalja Ossze. Az ATG16L1 és a két IL23R
génvarians kombindcidinak vizsgalata soran a kovetkezd allélkombinacidkat tekintettiik
referencianak: rs1004189 GG / ATG16L1 AA+AG, valamint rs2201841 TT+TC / ATG16L1
AA+AG. A genotipus kombinacidkat, illetve a hozzajuk tartozé relativ esélyhanyadosokat a
13. tablazat mutatja.

Az 152201841 CC genotipus szignifikdnsan ndvelte a betegség kockazatat azokban a
vizsgalt személyekben, akik az ATG16L1 homozigota genotipusatdl eltérd (AA+AQG)
genotipussal rendelkeztek (P=0,005), az IL23R rs1004189 A allélt hordozoknal ilyen hatast
nem tapasztaltunk. Az ATG16L1 homozigéota (GG) genotipus az rs2201841 a vad tipusa T
allél jelenlétében (TT+TC) hajlamosito faktornak bizonyult (P=0,034), az rs1004189 normal
genotipus (GG) jelenlétében ugyanakkor nem jelentett rizikot. Az ATG16L1 GG genotipus és
az rs1004189 A allél egyiittes hordozasa esetén kozel 2,5-szer nagyobb volt a betegség
kialakulasanak esélye, mint a referencidnak tekintett genotipus kombinacidval bird személyé
(P<0,001). Az ATG16L1 GG genotipust az IL23R rs2201841 homozigdta genotipussal

parositva ez a kockazat tobb, mint 4,5-szeresre nétt (P=0,001).
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13. tablazat IL23R és ATG16L1 és IBDS egyiittes vizsgalata: csoportositds és esetszamok

IL23R rs1004189 IL23R rs2201841 ATG16L1
GG GA+AA TT+TC cc AA+AG GG
IGR2198a_1
GG  29(92%)  62(19,7%) 78(24,8%) 13 (41%)  58(18,4%) 33 (10,5%)
GC+CC 90 (28,6%) 134 (425%) 192(61,0%) 32 (10,2%) 149 (47,3%) 75 (23,8%)
IGR2096a_1
Crohn-betegek GG  29(92%)  65(20,6%) 80 (254%) 14 (44%) 59 (18,7%) 35 (11,1%)
GT+TT 90(28,6%) 131 (41,6%) 190(60,3%) 31(9,8%) 148 (47,0%) 73 (23,2%)
ATG16L1
AA+AG 83 (26,3%) 124(39,4%) 181 (57,5%) 26 (8,3%)
GG  36(11,4%) 72(22,9%)  89(28,3%) 19 (6,0%)
IGR2198a_1
GG  48(153%) 72(22,9%) 116(369%)  4(1,3%)  90(28,7%) 30 (9,6%)
GC+CC 103 (32,8%) 91(29,0%) 181(57,6%) 13 (4,1%) 145 (46,2%) 49 (15,6%)
IGR2096a_1
Kontroll GG 49(156%) 71(22,6%) 115(36,6%) 5(16%)  88(28,0%) 32 (10,2%)
GT+TT 102(325%) 92(29,3%) 182 (58,0%) 12 (3.8%) 147 (46,8%) 47 (15,0%)
ATG16L1
AA+AG 110 (350%) 125(39,8%) 223 (71,0%) 12 (3,8%)
GG 41(131%) 38(12,1%) 74 (23.6%) 5 (1,6%)
IL23R és IBD5

Az IL23R genotipusokat a vizsgalt IBDS markerek alapjan csoportositottuk, az egyes
alcsoportok mintaszamait az 12. tablazat mutatja. A két IL23R génvarians és a két IBDS
marker kombindcioinak vizsgalata soran a kovetkezd allélkombinéaciokat alkalmaztuk
referenciaként: rs1004189 GG / IGR2198a 1 GG; rs1004189 GG / IGR2096a 1 GG; illetve
1s2201841 TT+TC / IGR2198a_1 GG és 152201841 TT+TC / IGR2096a_1 GG. A genotipus
kombinaciokat, illetve a hozzajuk tartozd relativ esélyhanyadosokat a 13. tablazat
szemlélteti.

Az 151004189 A allél hordozésa normal IBDS5 genotipus mellett nem birt
kockazatnoveld hatdssal, az rs2201841 CC genotipusndl ugyanakkor emelkedett, tobb mint 4-
szeres OR értéket talaltunk (P=0,005 IGR2198a 1; P=0,006 IGR2096a_1). Sem az
IGR2198a 1 C allél, sem pedig az IGR2096a 1 T allél nem befolyasolta a betegségre vald
hajlamot a normal rs1004189 genotipussal rendelkezé alanyokban, az rs2201841 TT+TC
genotipus hattér mellett viszont igen (P=0,011 és P=0,027). Az rs1004189 GA+AA /
IGR2198a_1 GC+CC, illetve az rs1004189 GA+AA / IGR2096a 1 GT+TT kombinaciok
szignifikdnsan nagyobb kockazatot jelentettek, mint a referencia genotipus kombinécio
(P=0,001 mindkét esetben). Az IBDS5 rizikd allélek parositasa az IL23R az rs2201841

homozigbta genotipussal ugyancsak novelte a Crohn-betegség kockazatat (P<0,001 mindkét
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esetben), am ez az érték alul maradt a normal IBDS genotipus / rs2201841 CC pérositasnal

kapott értékhez képest.

14. tablazat IL23R és ATG16L1 és IBDS egyiittes vizsgalata: relativ OR értékek

IL23R rs1004189 IL23R rs2201841 ATG16L1
GG GA+AA TT+TC cc AA+AG GG
IGR2198a_1
GG ! (0,81(5?253) ! (1,53122,37) ! (0,914-731,09)
corce L5 244 1,58 3,66 1,60 238
(0,84-248)  (1,43-4,15) (1,11-224)  (1,81-7,41) (1,07-238)  (146-3,87)
IGR2096a_1
GG ! (0,818’?25,73) ! (1,33125£,62) ! (0,911'?2392)
ereTr | LA9 241 1,50 371 1,50 232
(0,87-256)  (1,42-4,09) (1,06-213)  (1,80-7,67) (101224  (142-3,79)
ATG16L1
AA+AG ! (o,9lﬁ?f95) ! (1,32if357,44)
o 116 251 1,48 4,68
(0,68-199)  (1,55-4,08) (1,03-214)  (1,72-12,78)
P<0,05

*Benjamini-Hochberg korrekcid utan nem szignifikans érték

ATGI16L1 és IBD5

Az ATGI16L1 genotipusokat a vizsgalt IBD5 markerek alapjan csoportositottuk, az
alcsoportok mintaszdmait a 12. tablazat foglalja 6ssze. Az ATG16L1 génvaridns és a harom
IBD5 marker kombinacidinak vizsgalata soran a kovetkezd referencia genotipusokhoz
viszonyitottunk: ATG16L1 AA+AG / IGR2198a_1 GG; valamint ATG16L1 AA+AG /
IGR2096a 1 GG. A genotipus kombinaciokat, illetve a hozzajuk tartozo relativ
esélyhanyadosokat a 13. tablazat mutatja.

Az ATG16L1 homozigota (GG) genotipus a normal IBDS5 genotipussal bird
személyekben nem mutatott szignifikans kapcsolatot a betegség kialakuldsaval, az
IGR2198a 1 C allél, illetve az IGR2096a 1 T allél hordozasa viszont kozel 1,5-szeresére
emelte a betegség kockazatat, abban az esetben, ha az ATG16L1 vad tipust (A) alléllal tarsult
(P=0,022 és P=0,046; utobbi a Benjamini-Hochberg korrekcié utan mar nem bizonyult
szignifikansnak). IGR2198a 1 C, illetve az IGR2096a 1 T allélt az ATG16L1 homozigéta
(GG) genotipussal kombinalva 2,3-szoros rizikdnovekedést figyeltink meg a referencia

genotipus kombinacidhoz képest (P<0,001 és P=0,001).
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IBD5 és CARD15

Az IBD5 genotipusok CARD15 mutaciok szerinti felosztasat a 14. tablazat mutatja.
Az IGR2198a 1 ¢és a harom CARD15 génvarians kombinacidinak vizsgalata sordn a
referenciaként hasznalt allélkombinaciok a kovetkezok voltak: IGR2198a 1 GG / R702W
CC; IGR2198a_1 GG / G908R GC+CC; IGR2198a 1 GG / L1007fs — —, valamint
IGR2198a_1 GG / —CARD15 statusz. Az IGR2096a 1 marker és a CARDI15 variansok
parositasakor a kovetkezd genotipus kombinacidkhoz viszonyitottunk: IGR2096a 1 GG /
R702W CC; IGR2096a_1 GG / G908R GC+CC; IGR2096a_1 GG / L1007fs — —, valamint
IGR2096a_1 GG / —CARD15 statusz. A genotipus kombinaciokat, illetve a hozzajuk tartozo

relativ esélyhanyadosokat a 15. tablazat szemlélteti.

15. tablazat CARD15 és IBDS egyiittes vizsgalata: csoportositas és esetszamok
IGR2198a_1 IGR2096a_1
GG GC+CC GG GT+TT

CARD15 R702W
CC 78(24,8%) 197 (62,5%) 79 (25,1%) 196 (62,2%)
CT+TT 13 (4,1%) 27 (8,6%) 15 (4,8%) 25 (7,9%)
CARD15 G908R
GG 87 (27,6%) 212(67,3%) 89 (28,3%) 210 (66,7%)
GC+CC 4 (1,3%) 12 (3,8%) 5 (1,6%) 11 (3,5%)
CARD15 L1007fs
——  73(23,2%) 191 (60,6%) 77 (24,4%) 187 (59,4%)
-C+CC  18(5,7%) 33 (10,5%) 17 (5,4%) 34 (10,8%)
CARD15 statusz
- 62(19,7%) 158(50,2%) 63 (20,0%) 157 (49,8%)
+  29(9,2%) 66 (21,0%) 31 (9,8%) 64 (20,3%)
CARD15 R702W
CC 114(36,3%) 180(57,3%) 113(36,0%) 181 (57,6%)
CT+TT 6 (1,9%) 14 (4,5%) 7 (2,2%) 13 (4,1%)

Crohn-betegek

CARD15 G908R
GG 117 (37,3%) 188 (59,9%) 117(37,3%) 188 (59,9%)
GC+CC  3(1,0%) 6 (1,9%) 3 (1,0%) 6 (1,9%)

Kontroll
CARD15 L1007fs

—— 111 (35,4%) 180 (57,3%) 110 (35,0%) 181 (57,6%)
-C+CC 9 (2,9%) 14 (4,5%) 10 (3,2%) 13 (4,1%)
CARD15 statusz
- 102(32,5%) 160 (51,0%) 100 (31,8%) 162 (51,6%)
+ 18 (5,7%) 34 (10,8%) 20 (6,4%) 32 (10,2%)

Mindkét vizsgalt IBDS marker riziké allélja novelte a betegség kockazatat abban az
esetben, ha a CARD15 génvariansok valamely normal genotipusaval parositottuk
(IGR2198a_1: P=0,009 R702W; P=0,016 G908R; P=0,009 L1007fs, illetve IGR2096a_1:
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P=0,014 R702W; P=0,026 G908R; P=0,032 L1007fs). Az R702W T allél, illetve az L1007fs
inszercid6 hordozasa 3-szorosara emelte a Crohn-betegség kialakulasanak esélyét az
IGR2198a 1 normal genotipussal (GG) biré személyekben (P=0,02 ¢és P=0,008). Az
IGR2096a 1 normal genotipus (GG) mellett az R702W T allél, illetve az L1007fs inszercid
megléte szintén novelte az OR értéket a referencia genotipus kombinaciohoz képest (P=0,016
és P=0,033). A 908R C allél hordozasa nem befolyéasolta a betegségre valé hajlamot a két
normal IBDS5 genotipussal kombinalva. Az IGR2198a 1 GC+CC / R702W CT+TT
kombinaci®6 ugyan magasabb rizik6t mutatott a referencia genotipus kombinacidhoz
viszonyitva, az OR ¢érték azonban alacsonyabbnak adodott, mint az IGR2198a 1 GG /
R702W CT+TT esetében (P=0,003). Az IGR2096a_1 GT+TT / R702W CT+TT
kombinacional hasonlo jelenséget figyeltiink meg (P=0,005). Az L1007fs inszerciéo mind az
IGR2198a 1, mind az IGR2096a 1 rizik6 allélt hordozd személyekben tobb mint 3,5-
szeresére novelte a betegség kockazatat (P<0,001 mindkét esetben). Az IGR2198a_1 C, vagy
az IGR2096a 1 T allél hordozasit —CARD15 statusszal kombindlva a kockazat
megemelkedett (P=0,013 és P=0,028), valamint a +CARD15 statusz is fokozta a betegség
kockazatat normal IBD5 hattér mellett (P=0,004 és P=0,005). Abban az esetben, ha a
+CARD15 statuszhoz az IGR2198a 1 C vagy az IGR2096a 1 T allél tarsult, a relativ

kockazat tobb mint a 3-szorosara nott (P<0,001 mindkét esetben).

16. tablazat IBD5 ¢s CARD15 egyiittes vizsgalata: relativ OR értékek

IGR2198a_1 IGR2096a_1
GG GC+CC GG GT+TT
CARD15 R702W
1,60 155
cC ! (1,13-2,27) ! (1,09-2,20)
3,17 2,819 3,07 2,75
CT+TT (1,15-8,69) (1,39-5,72) (1,20-7,86) (1,32-5,70)
CARD15 G908R
1,52 1,47
GG ! (1,08-2,13) ! (1,05-2,06)
1,79 2,69 2,19 2,41
GC+CC (0,39-8,22) (0,97-7,45) (0,51-9,41) (0,86-6,77)
CARD15 L1007fs
__ 1 1,61 1 1,48
(1,13-2,31) (1,03-2,11)
3,04 3,58 2,43 3,74
—C+CC (1,30-7,14) (1,80-7,16) (1,06-5,59) (1,85-7,54)
CARD15 statusz
- 1 1,63 1 1,54
(1,11-2,39) (1,05-2,26)
. 2,65 3,19 2,46 3,18
(1,36-5,17) (1,90-5,37) (1,29-4,69) (1,87-5,39)

P<0,05
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IBDS és CTLA4

Els6ként korra és nemre korrigalt binaris logisztikus regresszidval vizsgaltuk a CTLA4
gén ¢és az IBDS markerek kombinacioit. Egyik parositds esetén sem talaltunk szignifikans
kapcsolatot a betegség kialakulasaval (16. tablazat), a legalacsonyabb P értéket (P=0,13) a
CTLA4*IGR2096a 1 parosnal kaptuk. Ezutan a CTLA4 +49A/G ¢és IBDS5 markerek
genotipusait paronként Osszerendezve 2x2-es kontingencia tdblakat képeztiink, majd xz-
teszttel becsiiltik meg az egyes allél/genotipus kombinaciok relativ kockazatat a legkevésbé

hajlamosito referencia genotipus kombinaciokhoz viszonyitva.

17. tablazat CTLA4 és IBD5 (IGR2198a_1)

Modell
CTLA4 rs231775 * IGR2230a_1

CTLA4 rs231775 * IGR2198a_1
CTLA4 rs231775 * IGR2096a_1

OR (95% CI)f P
1,42 (0,67-3,02) 0,36
1,23 (0,61-2,46) 057
1,71 (0,85-3,43) 0,13

"Korra és nemre korrigalt érték.

A CTLA4 genotipusokat a vizsgalt IBD5 markerek alapjan csoportositottuk, az
alcsoportok mintaszamait a 17. tablazatban foglaltuk 6ssze. A CTLA4 és a harom IBDS
marker kombinacidinak vizsgalata soran a kovetkezé allélkombinaciokat tekintettiik
referencianak: CTLA4 GA+GG / IGR2230a_1 GG; CTLA4 GA+GG / IGR2198a_1 GG;
valamint CTLA4 GA+GG / IGR2096a 1 GG. A genotipus kombinaciokat, illetve a hozzajuk

tartoz6 relativ esélyhanyadosokat a 18. tablazat mutatja.

18. tablazat CTLA4 és IBDS egyiittes vizsgalata: csoportositas €s esetszamok

IGR2230a_1 IGR2198a_1 IGR2096a_1
GG GA+AA GG GC+CC GG GT+TT
CTLA4
Crohn-betegek GA+GG 47 (154%) 130 (42,6%) 56 (184%) 121(39,7%) 61 (20,0%) 116 (38,1%)
AA  24(79%) 104 (341%) 32(105%) 96 (31,4%)  30(9,8%) 98 (32,1%)
CTLA4
Kontroll GA+GG 59 (19,0%) 137 (44,2%) 78(252%) 118(381%) 76 (245) 120 (38,7)
AA  32(103%) 82(265%) 42 (135%) 72(232%) 44 (14,2) 70 (22,6)

A CTLA4 GA+GG genotipus hattér mellett az IGR2198a 1 C allél nem befolyasolta a
betegség kialakulasanak kockazatat, a CTLA4 +49 AA genotipussal egyiitt viszont novelte azt
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(P=0,008). Az IGR2096a 1 T allél és a CTLA4 +49 AA genotipus egyidejii hordozasa szintén
emelkedett rizikét jelentett (P=0,016). A tobbszords hipotézisek Benjamini-Hochberg
modszerrel tortént korrekcidja utdn (FDR=0,05) ezek az értékek mar nem bizonyultak
szignifikansnak.

Az IGR2230a 1 esetén nem talaltunk Osszefiiggést egyik vizsgalt kombinacional sem,
bar a CTLA4 AA /IGR2230a_1 GA+AA kombinacio kozel szignifikansnak adodott (P=0,57).

19. tablazat CTLA4 és IBDS egyiittes vizsgalata: relativ OR értékek

IGR2230a_1 IGR2198a_1 IGR2096a_1
GG GA+AA GG GC+CC GG GT+TT
CTLA4
GA+GG 1 119 L 1,43 . 1,20
(0,76-1,87)* (0,93-2,19) (0,79-1,84)
AA 0,941 1,59 1,06 1,86 0,85 1,74

(0,490-1,810)  (0,99-2,57) (0,60-1,88)  (1,17-2,94)*  (048-151)  (1,11-2,75)*

Referencia genotipus: IGR2230a_1, IGR2198a_1 és IGR2096a_1: normél genotipus; CTLA4: homozigéta (GG)
és heterozigota genotipus 6sszevont csoportja.

P<0,05

*Benjamini-Hochberg korrekcid utan nem szignifikans érték
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5. EREDMENYEK MEGBESZELESE ES KOVETKEZTETESEK

A CARD15 mint els6 Crohn-betegségre hajlamositdé gén megismerése ota (2001), az
egész genomot lefedd kapcsoltsagi ¢és asszociacidos vizsgalatok, illetve nagyméretii

metaanalizisek soran’®?3%

szamos tovabbi lokusz kapcsolatat is igazoltdk a betegség
kialakulasaval, igy ma mar kozel 140, a betegség kialakuldsanak kockazatat befolyasolod
lokuszt ismeriink. Az egyes potencidlis l6kuszok vizsgalata azonban Onmagdban nem
elégséges, a gének kozotti interakcioval (episztazissal) — amely a komplex betegségek
genetikai architektirajanak alapveté velejaroja®t’ — szintén szamolni kell, ezek vizsgalata
tovabbi informaciot adhat a betegség kialakulasanak okarol, folyamatarol. Bizonyos variansok

egylittes hordozédsdnak elemzése segitheti a kockéazat becslését, magas rizikojii csoportok

azonositasat is.

Egy-lokusz vizsgalatok

Tanulmanyunkban négy, a Crohn-betegséggel a nemzetkdzi eredmények szerint
egyértelmil asszocidciot mutato lokusz kozti statisztikai interakcio felderitését tliztiik ki célul.
mig az IBDS 16kusz 2 variansat vizsgaltuk magyar betegekben és kontrollokban.

Az IL23R rs2201841 varians hajlamositd hatisat intézetiink mar korabban leirta a
hazai CD populéci(')ban252, az rs1004819 mutacidt viszont elsdként vizsgéltuk a magyar
Crohn-betegek korében. A betegség kialakulasanak kockazata az ATG16L1 rs2241880
homozigota genotipus esetén 1,7-szeresnek adodott, eredményeink Osszhangban vannak a
korabbi magyar, illetve nemzetkozi adatokkal®'?'#2, A CARD15 R702W ¢és L1007fs
variansok hajlamositd szerepét szintén megerdsitettiik a hazai beteg populacioban. Mivel a
korabbi adatok alapjan sem az SLC22A4 sem az SLC22A5 variansok, illetve a TC haplotipus
sem jelent rizikotényezdt a betegség kialakulasanak szempontjabol'®®3*8, két masik, az IBD5
haplotipus részét képezé SNP, az IGR2198a 1 és IGR2096a 1 varians viszont szignifikans

kapcsolatot mutat®*°

, ezért a gének kozti interakcidk vizsgélatara az utobbiakat valasztottuk.
Az egyértelmiien hajlamosité 10kuszok hatisanak analizise mellett kivancsiak voltunk
arra is, hogy a betegség szempontjabdl indifferens mutaciok mutatnak-e valtozast, ha
hajlamosité variansokkal kombinaljuk azokat. Valasztasunk a CTLA4 gén +49A/G variansara,
illetve az IBDS5 régidoban talalhaté IGR2230a_1 markerre esett, melyek a magyar Crohn-beteg

populécioban korabban kozombos hatastnak bizonyultak®®®®. Jelen tanulmanyban, a
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korabbihoz képest jelentdsen emelt szamu betegcsoport vizsgalata soran szintén nem talaltunk
szignifikans asszociaciot a CTLA4 +49 A/G és a betegség kialakulasa kozott, eredményeink
ugyanakkor egyfajta tendenciat sejtethetnek. A magyar beteg populacidban 2009-ben vizsgalt

IGR2230a_1 polimorfizmus szintén neutralis hatastnak bizonyult®".

ATG16L1 és CARD15

Hampe és munkatarsai a harom legismertebb CARD15 varians és az ATG16L1 T300A
(rs2241880) mérsékelt, de szignifikans statisztikai interakcidjat mutatta ki egy 735 Crohn-
beteget és 368 kontroll személyt tartalmazd német mintacsoportban®. Az ATG16L1 GG
genotipus nemcsak, hogy rizikofaktornak bizonyult a vizsgalt CARD15 mutaciok hianyaban,
hanem a CARD15 magas kockazatot jelentd6 Osszevont csoportjaban is (compound
heterozigotak + homozigoétak mindharom mutaciora nézve) nagyobb OR értéket tapasztaltak
az ATG16L1 G allél jelenlétében az alacsony kockazattal bird genotipusokhoz (vadtipustiak
valamint heterozigotak) viszonyitva. Ugyanakkor, ahogy azt Hampe munkacsoportja is leirta,
a magas kockazati genotipusok szama alacsony volt a kontrollok kozott, ez viszonylag széles
konfidencia intervallumot eredményezett.

Prescott ¢és munkatarsai 1236 beteget ¢és 1235 kontroll személyt tomoritd
vizsgalatiban™® - bar az ATG16L1 a CARD15 statusztol fiiggetleniil is fokozta a Crohn-
betegség kialakulasara vald hajlamot - az ATG16L1 G allélfrekvenciaja magasabbnak
bizonyult a CARD15 hordoz6 csoportban a CARD15 negativ csoporthoz képest, ami a két
l6kusz kozti gyenge interakcid jeleként is felfoghatd. Egy, az ujzélandi Crohn-populéciot
vizsgald tanulmany mindamellett, hogy megerdsitette az ATG16L1 GG genotipus CARD15-
t3] fiiggetlen hajlamositd szerepét, a két 16kusz additiv hatasarol is beszamolt™®. Gyermek
Crohn-betegek mintainak vizsgalata soran Lacher és munkatarsai nem talaltak episztatikus
interakciot az ATG16L1 és CARD15 gének kozott, a hajlamositod allélek egyiittes hordozésa

esetén azonban a betegség kockazata megemelkedetts‘r’2

. Tobb, a két gén kozti statisztikai
interakciot vizsgald tanulmany végzodott negativ eredménnyel85’121'123’210’211. Az ATG16L1
gén egy masik variansa, az rs10210202 polimorfizmus sem mutatott szignifikans statisztikai
interakciot a CARD15 génnelgl. Biining és munkatarsai német és holland betegpopulacio
mellett 147 magyar, Szegeden gylijtott Crohn-beteg mintait is elemezték, az ATG16L1 T300A
¢s a CARD15+ statusz kozott azonban nem volt nyoma statisztikai interakcionak az egyes
vizsgalt populdciokban, illetve azok egyesitése utan sem>>.

Az altalunk vizsgalt 315, az orszag tobb régiojabol (Budapest, Pécs, Szombathely,

Miskolc, Békéscsaba, Zalaegerszeg) szarmazo Crohn-beteg mintajanak feldolgozéasa soran
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megerdsitettiik a nemzetkozi irodalomban Osszefoglaltakat. Az ATG16L1 T300A mutéacid
homozigota formaban a CARD15 R702W ¢és L1007fs mutacioktol fiiggetlen hajlamosito
tényezOének bizonyult, hiszen ezek hidnydban az egy-l6kusz hatdshoz hasonl6 rizikot mértiink.
A magyar populacioban rizikofaktort jelent6 CARD15 mutaciok az ATG16L1 gén vizsgalt
variansaval egyiitt ugyanakkor 3-4-szeresére emelték a betegség kialakulasanak esélyét, a
harom CARD15 mutécié Osszevondsaval képzett CARD15 statusz esetén szintén hasonld
hatast tapasztaltunk.

A CARD15 ¢és az ATG16L1 kozti kapcsolatot a fehérjeszintli vizsgalatok is
valoszintsitik. A NODI1 és NOD2 fehérjék mint intracellularis szenzorok fontos szerepet
jatszanak az invaziv baktériumok (MDP) altal eldidézett autofag folyamatokban; a
baktériumok bejutasi helyén az ATGI16L1 fehérjével egyiitt a sejtmembran citoszolikus
oldalan kolokalizalédnak és kézremiikodnek az autofagocitdzis elinditasaban®>.

Cooney és munkatarsai kimutattdk, hogy az autofagia MDP-vel torténd aktivalasa
primer humén dendritikus sejtekben fokozza a baktériumok elpusztitdsanak hatékonysagat,
illetve elésegiti az MHCII molekulan keresztiil torténd antigén prezentaciot. S6t, azokban a
dendritikus sejtekben, melyek ATG16L1 vagy NOD2 varianst hordozé Crohn-betegekbdl
szarmaztak, sériiltek ezek a funkciok>®.

Egy masik kutatocsoport eredményei szerint a NOD1 és NOD2 — a RIP2 molekulatol
¢s az NF-kB transzkripcios faktortdl fiiggetlen modon — az invaziv baktériumok bejutési
helyére, a plazmamembranhoz iranyitja az ATG16L1 fehérjét; a NOD2 frameshift mutaciora
homozigota betegek sejtjeiben ugyanakkor ez nem torténik meg, igy a baktériumok
autofagiaval torténd eltavolitasa sikertelen®.

Homer és munkatérsai kisérleteik soran szintén funkcionalis interakciot tartak fel a két
gén kozott: ebben az esetben az ATG16L1 befolyasolja a masik miikdését **°. Az autofagia
utvonal kiilonbozo 1épéseinek szelektiv gatlasaval csokkent NOD2 jelatvitel-aktivaciot értek
el, az ATG16L1 iRNS-vel torténé gatlasa szintén sériilt NFxB jelatvitelt eredményezett.
Cooney és Travassos eredményeivel szemben ebben a tanulmanyban az ATG16L1 T300A
homozigotak PBMC-i nem tértek el funkcionalisan a normal+heterozigdta csoporttol: nem
mutatkozott kiilonbség az MDP-stimulacio hatasara torténé TNFa szekrécioban, a NOD2
jelatviteli folyamatokban, az autofagia mértékét és dinamikajat illetéen sem. Human eredeti
vastagbél epitélsejtekben ugyanakkor az ATG16L1 T300A varians a NOD2 funkcid kiesését
idézte el6®.

Plantinga és munkatarsai kimutattdk, hogy az ATG16L1 T300A varidnst hordozé
betegekbdl izolalt PBMC-k fokozott mennyiségben termelik az IL1f ¢és IL6
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proinflammatorikus citokineket NOD2 liganddal torténd stimulélds hatasara *°'. A hatés
specifikus, TLR2, illetve TLR4 agonistakkal vald stimulalas nem jart hasonlé eredménnyel. A
kutatocsoport megfigyelései szerint a T300A polimorfizmus jelenlétében az ILI mRNS
szintje emelkedett meg, vagyis nem az inaktiv pro-IL1B molekulat aktiv formava alakitd
cisztein-proteaz kaszpaz-1 Gt aktivalodott. A NOD2 altal medialt autofagoszoma-képzodés
viszont egyidejiileg csokkent a T300A muticié hatasara. Eppen ezért a szerzék a NOD2
jelatvitelben az ATG16L1 modulétor szerepét hangsulyozzak. A normal fehérje jelenlétében
az autofagia irdnyaba, mutacio esetén a RIP2 jelatviteli ut felé terelddik az egyensuly, aminek
kovetkeztében az IL1p mRNS transzkripcid szintje végiil megemelkedik357. A
proinflammatorikus citokin fokozott szekrécioja magyarazatot adhat a gyulladas kialakulasara
Crohn-betegekben, masrészt viszont az ATG16L1 T300A homozigdta genotipus relativ
gyakorisaga, illetve az a tény, hogy szinte minden Gram+ és — baktérium aktivalhatja a NOD2
molekulat, feltételezi, hogy més immunoldgiai faktoroknak is fontos szerepiik van a gyulladas

kialakulasaban.

ATG16L1 és IBDS

Az ATG16L1 T300A varians és az IBDS5 16kusz kozti statisztikai interakciot vizsgalod
nemzetkdzi tanulmanyok mind negativ eredménnyel zarultak**®*?*1% Az ATG16L1 mutacié
az IGR2096a_1 markert61™®, az SLC22A4 C1672T és SLC22A5 G-207C génvariansoktol'?,
illetve az ezek altal alkotott IBD5 haplotipustol®® fiiggetleniil névelte a Crohn-betegség
kialakuldsanak kockazatat. Az altalunk vizsgalt betegpopulacioban a T300A mutéci6 és két
IBDS marker, az IGR2198a 1 és IGR2096a 1 variansok kozti interakciot elemeztiik. Az
ATG16L1 T300A homozigota formaban mindkét IBDS marker esetén fliggetlen hajlamosito
tényezOnek bizonyult, a kapott OR érték az egy-lokusz vizsgélat eredményével megegyezd
mértékil. Normal ATG16L1 genotipus mellett az IGR2198a 1 C allél, illetve az IGR2096a_1
T allél hordozasa a betegség kialakulasanak esélyét szintén szignifikansan emelte a referencia
genotipus kombinacidohoz képest. Az ATG16L1 T300A génvarians a vizsgalt IBD5 markerek
egyikével parositva magasabb kockazatot jelentett a betegség kialakulasara nézve, mint

amikor egymastol fiiggetlentil vizsgaltuk azokat.
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ATG16L1 és IL23R

Az ATG16L1 T300A génvarians és a Crohn-betegség kapcsolatat egy idében elsdként
leiro két GWA tanulmény koziil ugyan az egyik® kitért az ATG16L1 és IL23R gének kozti
interakcid analizisére, de nem talalt szignifikans kapcsolatot a T300A ¢és az IL23R gén
vizsgalt 13 SNP-je kozott. Parkes és munkacsoportja az IL23R rs11805303 varianst az
ATG16L1 rs10210302 polimorfizmussal kombinalta, statisztikai interakciot azonban nem
talalt™. Roberts és munkatarsai @ T300A és az IL23R védd hatasu ritka variansa, az
rs11209026 (Arg381GIn) kozotti interakcidt vizsgaltdk uj-zélandi betegek és kontrollok
mintéin, és a két gén egymastdl fiiggetlen hatasat erSsitették meg™>. Cotterill munkacsoportja
egy nagy volument, 13 ezer mintat tomoritd meta-analizisében szintén ugyanezt a parositast
vizsgalta, a statisztikai interakcid elemzése azonban ebben az esetben is negativ eredménnyel
zarult*™, Glas és munkatarsai 833 német Crohn-beteg és 1381 kontroll személy mintajat
dolgoztak fel, az ATG16L1 T300A valamint az IL23R gén 10 ismert variansa — igy az
rs11209026 (Arg381GIn), rs1004189 és rs2201841 — kozott ugyanakkor nem talaltak

120

interakciot™. Magyar Crohn-betegekben Lakatos és munkatarsai bar vizsgaltak az ATG16L1

T300A ¢és az IL23R Arg381GlIn variansokat, am a tanulmany nem terjedt ki a két gén kozti
statisztikai interakcid Vizsgélatéra212.

Az IL23R gén jelen dolgozatban vizsgalt két variansa egymastol eltéré modon
viselkedett az ATG16L1 T300A mutacioval torténé kombinacié soran. Az IL23R rs2201841
CC homozigota genotipus és az ATG16L1 T300A muticiéo homozigdta formaban egymastol
fiiggetleniil novelte a betegség kialakulasara valo hajlamot, egyiittes jelenlétiik ugyanakkor a
CD megjelenésének kockazatat mintegy 4,5-szeresre emelte. A masik, a magyar Crohn-beteg
populacidban altalunk elsoként vizsgalt IL23R rs1004189 mutacié kockazatnoveld hatdsa
meglepd modon az ATG16L1 T300A normal genotipus jelenlétében egyaltalan nem
érvényesiilt, s6t az ATG16L1 T300A homozigdta formdja sem mutatott szignifikans
asszociaciot a betegséggel normal rs1004189 hattér mellett. A két polimorfizmus egyiittes
hatasa ugyanakkor 2,5-szeres OR értéket eredményezett, ami magasabb, mint amit az IL23R

rs1004189 egy-lokusz vizsgalata soran kaptunk.

IL23R és CARD15
Miutan az IL23R génvariansok szerepe a Crohn-betegség kialakulasaban egyértelmiivé
valt, kezdetét vette az azonositott SNP-k és a CARD15 mutacidk kozotti interakcid keresése.

Az IL23R gén ismert polimorfizmusai koziil els6sorban az rs11209026 génvarians az, amelyet

crer
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talaltak  koztik™?2*1+242483%8  Roberts és  munkatarsai  altal feldolgozott 1j-zélandi
mintacsoportban az Arg381GIn varians ugyan a CARD15 mutacioktol fliggetleniil fokozta a
betegség kialakuldsanak kockazatat, de ez a hatas csak a vadtipusa CARD15 genotipus mellett
volt megfigyelhets''®. Mivel az Arg381GIn a legmagasabb OR értéket a CARD15 magas
rizik6ju genotipusanak jelenlétében adta, ezért a munkacsoport az Arg381GIn és CARD15
kozott additiv hatast feltételezett. Cummings és munkatarsai 604 Crohn-beteg, valamint 993
kontroll személy bevonasaval végzett tanulmanyaban az IL23R nyolc variansat vizsgalta a
CARDI15 génnel parositva, de nem talltak statisztikai interakciot a két gén kozott**®. Az
IL23R rs1004819 variansa ¢és a CARD15 gén kozti interakciot vizsgald tanulmany szintén
negativ eredménnyel zarult'?°,

Jelen dolgozatban vizsgalt mindkét IL23R varians normal CARD1S5 genotipus hattér
mellett szignifikansan emelte a betegség kialakulasanak kockazatat; a CARD15 R702W és
L1007fs mutaciok rizikd hatasa a két IL23R mutacioé hianyaban is érvényesiilt. A masodik
legmagasabb kockazatot az rs2201841 és L1007fs mutaciok kombinacidja eredményezte, ez a
referencia genotipushoz képest 8,5-szer nagyobbnak adodott; mig a legnagyobb OR értéket a
pozitiv CARD15 statusz és az rs2201841 egyiittes vizsgalata soran kaptuk (OR=9). Erdekes
médon az IL23R rs2201841 ¢és CARDI15 R702W kombindcid esetén nem taldltunk
szignifikans asszociaciot a betegség megjelenésével a referencia genotipus kombinaciohoz

viszonyitva.

IL23R és IBDS

Az IL23R gén és az IBDS 16kusz kozti statisztikai interakcio vizsgalataval szintén tobb
nemzetkozi tanulmany foglalkozott. Glas és munkatarsai az IL23R rs1004819 varians
valamint az SLC22A4/5 mutaciok kozotti statisztikai interakciot elemezve nem tudott
szignifikans kapcsolatot kimutatni*?®. Okazaki és munkatarsai az 1L23R rs10889677 és az
IGR2230 varidnsok kozott ugyan nem talalt szignifikdns interakciot, de erre utald tendenciat
igen'?®, Cummings és munkatarsai az IL23R gén és az IBD5 l6kusz kozti interakcio vizsgalata
soran az rs11209026 varians kivételével - amely az OCTN1/2 TC haplotipustdl fiiggetlen
védofaktornak bizonyult - szinte valamennyi vizsgalt IL23R varians (rs1004819, rs7517847,
rs10489629, 152201841 és rs1343151) csak pozitiv IBD5 hattér mellett mutatott szignifikans
asszociaciot a betegségge1246.

Munkank soran két IL23R SNP, az rs2201841 és rs1004819 variansok valamint az
IBDS5 haplotipus részét képezd két marker, az IGR2198a 1 ¢és IGR2096a 1 kozti interakciot

vizsgaltuk. Eredményeink szerint, az rs2201841 mutéaci6 az IBDS5 hattértdl fiiggetleniil emelte
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a betegség kialakulasanak kockazatat (5-, illetve 4-szeresére). Az rs1004819 ugyanakkor
kizardlag valamelyik IBDS5 markerrel parositva mutatott asszociaciot a betegséggel, sot,

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

IBDS és CARD15

Az IBD5 és CARDI15 gének kozti lehetséges interakcio felderitésére irdnyuld
kutatasok mar az ezredforduld tajan elindultak. Mirza és munkatarsai TDT (transmission
disequilibrium test), illetve eset-kontroll vizsgalataiban az 5q31 régi6 és a CARD15 gén
kozott kooperaciot irt le, az IBDS rizikd haplotipus kizardlag olyan személyekben fordult eld,

akik legalabb egy CARD15 varianssal rendelkeztek™®

. Gazouli eredményei szerint a CARD15
gén ¢és az OCTN1/2 TC haplotipus egyiitt emeli a Crohn-betegség kialakulasanak
kockazatat®*?, mas vizsgalatok viszont nem talaltak szignifikans kapcsolatot sem a TC
haplotipus, sem mas IBDS5 variansok (IGR2096a_1 ¢és IGR2198a_1) esetén™1#2333,359-361

Az altalunk vizsgalt magyar Crohn-beteg populacioban a CARD15 gén és az IBDS
lokusz fiiggetlen hajlamositd tényezdnek bizonyult. Az IGR2198a 1 és az IGR2096a 1
variansok a normal CARD15 R702W, illetve L1007fs hattér, valamint negativ CARD15
statusz mellett egyarant 1,6-szorosara novelték a betegség kockazatat. A vizsgalt CARD15
mutaciok mind az IBDS polimorfizmusok jelenlétében, mind azok hidnyaban 3,4 koriili OR

érteket eredményeztek.

CTLA4 és IBDS

Nem ritka, hogy a CTLA4 +49 A/G varians hatasa autoimmun betegségekben csak
mas génekkel, elsdsorban bizonyos HLA altipusokkal kombinalva érvényesﬁl301’362’363.
Hradsky és munkatarsai'®® ugyan nem talaltak szignifikans kapcsolatot a +49 A/G varidns és
Crohn-betegség kialakulasa kozott, az altaluk vizsgalt tobbi CTLA4 polimorfizmus, illetve az
azok altal alkotott haplotipus (CT60, JO31 ¢és JO27-1) a CARD15 L1007fs mutacio
jelenlétében, valamint adott IL23R hattér mellett (R381Q) egyarant védo hatasunak bizonyult.

Tanulmanyunkban a CTLA4 +49 A/G mutécio, valamint két, a betegségre hajlamositd
IBD5 marker kozos hatasat vizsgaltuk. Eredményeink szerint a CTLA4 GA+GG genotipus
hattér mellett sem a vizsgalt IGR2198a 1 C allél, sem az IGR2096a 1 T allél nem mutatott
asszociaciot CD-vel. A CTLA4 +49 AA genotipus jelenlétében ugyanakkor a betegség
kialakulasanak kockazata szignifikdnsan megemelkedett, az OR értékek az egy-lokusz
vizsgalathoz képest magasabbnak adddtak. A harmadik, a betegség kialakuldsa szempontjabol
neutrdlis hatdst IBDS5 marker, az IGR2230a 1 esetén nem talaltunk Osszefiiggést egyik
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vizsgalt kombindcional sem, bar a CTLA4 AA / IGR2230a 1 GA+AA kombinacié kozel

szignifikansnak adodott.

Tobb-16kusz, és magas kockazattal jaré genotipus kombinaciok

A tobb l0kusz egyidejii vizsgalatanak legfontosabb korlatja a megfeleld mintaszam
elérése. Prescott és munkatérsai''® az ATG16L1, CARD15 és IBDS I6kuszok kozti statisztikai
interakciot vizsgaltak, és bar nem kaptak szignifikans Osszefliggést, a mindharom lokuszon
homozigota genotipus kombinacidja azonban a normal genotipushoz képest mintegy 20,4-
szeresére (95% CIl. 8.71-47.7) emelte a betegség kialakulasanak kockazatat. Latiano
kutatocsoportja nemcsak parban vizsgalta az IL23R, CARD15, ATG16L1 és IBDS
génvariansok hatasat, hanem harmasaval is, interakciot viszont a tripletek esetén sem sikeriilt
kimutatnia'®. Weersma és munkatarsai az ATG16L1, IL23R, CARD15, IBD5 és DLG5
l6kuszok kombinalt analizise soran a hajlamosité allélek szamanak novekedésével a betegség
kockazatinak emelkedését mutatta ki'2®

képest a NOD2, IL23R, IRGM ¢és PTGER4 hajlamosité allélek szama Crohn-betegekben
magasabbnak adédott™*®. McGovern és munkatarsai az IL23R, IL17A, IL17RA, IL12RB1 és

. Az askenazi zsid6 populacidban a kontrollcsoporthoz

IL12RB2 gének additiv kockazatemeld hatdsat mutattak ki, mely a haplotipusok szdmanak
novekedésével valtozott (az 5 kockazati haplotipus hordozasa esetén 4,3 volt a relativ
kockazat)®.

Jelen dolgozatban — a magyar viszonylatban magasnak tekinthetd, de statisztikai
szempontbol viszont alacsony mintaszdm miatt — ugyan nem volt lehetdség ketténél tobb

l6kusz kombinalasara, a kiilfoldi eredmények alapjan érdemes volna emelt mintaszdmmal a

magyar populécioban is felderiteni a magas kockazatot jelz6 genotipus kombinaciokat.
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6. EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Az 1L23R 151004819 wvarianst elséként vizsgaltuk a magyar Crohn-beteg
populédcioban. Megallapitottuk, hogy a fenti mutacié homozigéta formaban noveli a
betegség kialakulasanak kockazatat.

Megerdsitettiik tobb kordbbi, szintén a hazai populacidt vizsgald tanulmany
eredményét: a CARD15 két variansa, az R702W és L1007fs, valamint az ATG16L1
T300A mutéacidja hajlamosit a Crohn-betegség kialakuldsara a magyar populacioban.
Vizsgalatainkat az orszag tobb régidjaban (Pécs, Budapest, Szombathely,
Zalaegerszeg, Miskolc, Békéscsaba) gyiijtott, magyar vonatkozasban nagyszamu
Crohn-beteg minta felhasznalasaval végeztiik.

Emelt mintaszammal megerdsitettiik sajat, korabbi eredményeinket: az IL23R génben
talalhaté rs2201841 varians, valamint az IBDS5 rizikd haplotipus részét képezo
IGR2198a_1 és IGR2096a_1 markerek rizikofaktornak tekinthetdk a Crohn-betegség
kialakulasanak szempontjabol; mig a CARD15 gén G908R mutécioja, az IBD5
l6kuszban talalhato IGR2230a_1 polimorfizmus, valamint a CTLA4 +49A/G variansa
neutralis szereppel bir.

Megallapitottuk, hogy az egyes, a betegséggel asszocidciot mutatd fobb génvariansok
egymastdl fliggetlentil emelik a CD kialakuldsanak kockazatat.

A génvariansok kombinalasanal a kdvetkezd megallapitasokat tettiik:

. Az ATG16L1 T300A mutaci6 homozigdta formadban a CARD15 R702W és L1007fs

mutacioktol fiiggetlen hajalmositdé tényez6. A magyar populdcidban rizikofaktort
jelent6 CARD15 mutacidok az ATG16L1 gén vizsgalt varidnsaval egylitt tobbszordsére
emelték a betegség kialakulasanak esélyét, a harom CARD15 mutéci6 6sszevonasaval

képzett CARD15 statusz esetén szintén hasonlo hatast tapasztaltunk.

. Az ATG16L1 T300A homozigéta formaban mindkét IBD5 marker esetén fliggetlen

hajlamositd tényez6. Mindkét IBDS varidns az ATG16L1 genotipustol fiiggetlentil
emelte a betegség kialakulasanak kockazatat, a kapott OR értékek az egy-lokusz
analizis eredményével megegyezé mértékiek. Az ATG16L1 T300A génvarians a
vizsgalt IBD5 markerek egyikével parositva magasabb kockazatot jelent a betegség

kialakulasara, mint 6nmagaban vizsgalva.

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

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

mutacié homozigota formaban egymastol fiiggetleniil noveli a betegség kialakulasara
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valo6 hajlamot, egyiittes jelenlétiik tovabb emeli a CD kockazatat. Az IL23R rs1004189
mutacid kockazatnoveld hatdsa az ATG16L1 T300A normdl genotipus jelenlétében
nem érvényesiil, az ATG16L1 T300A homozigdta formédja sem mutat szignifikdns
asszociaciot a betegséggel normal rs1004189 hattér mellett. Az IL23R rs1004189 és
ATG16L1 T300A varians egylittes hatasa ugyanakkor magasabb rizik6t eredményez,
mint dSnmagukban vizsgalva.

Mindkét IL23R varians normal CARD15 genotipus hattér mellett szignifikansan emeli
a betegség kialakulasanak kockazatat; a CARD15 R702W ¢és L1007fs mutaciok ilyen
iranyl hatasa a két IL23R mutéacio hianyaban is érvényesiil. Az IL23R rs2201841 ¢és
CARD15 R702W kombinaci6 esetén nem talaltunk szignifikédns asszociaciot.

. Az IL23R rs2201841 mutacio az IBDS5 hattért6l fiiggetleniil emeli a betegség
kialakuldsdnak kockazatat. Az rs1004819 ugyanakkor kizardlag valamelyik IBDS5
markerrel parositva mutat asszocidciot a betegséggel, s6t, normal rs1004819 hattér
mellett az IBDS5 16kusz hatdsa sem érvényesiil.

. Az altalunk vizsgalt magyar Crohn-beteg populacioban a CARD15 gént és az IBDS
l6kuszt egymastol fiiggetlen hajlamositd tényezének talaltuk. Az IGR2198a 1 és az
IGR2096a 1 varidnsok a normal CARD15 R702W, illetve L1007fs hattér, valamint
negativ CARD15 statusz mellett egyarant novelik a betegség kockazatat. A vizsgalt
CARD15 mutéciok mind az IBDS5 variansok jelenlétében, mind azok hidnyaban magas
kockézatot jelentenek.

. Alegnagyobb OR értéket a pozitiv CARD1S statusz és az IL23R 152201841 egyiittes
vizsgalata soran kaptuk, a masodik legmagasabb kockazatot az IL23R rs2201841 és
L1007fs mutaciok parositasa eredményezte.

. Eredményeink szerint a CTLA4 +49 AA genotipus hattér modositja a vizsgalt IBDS
markerek hajlamositd hatasat: a genotipusok kombinédldsa sordn az IGR2198a 1 és
IGR2096a_1 polimorfizmusok kizarolag ezzel a CTLA4 genotipussal egyiitt novelik a
betegség megjelenésének kockazatat. A harmadik, a betegség kialakulasa
szempontjabol neutrdlis hatdsa IBD5 marker, az IGR2230a 1 esetén nem mutatott

Osszefiiggést egyik vizsgalt kombinédcional sem.

62



7. KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekel6tt szeretnék koszonetet mondani témavezetomnek, Dr. Melegh Béla
Professzor Urnak, aki lehetévé tette, hogy csatlakozhassak a Pécsi Tudoméanyegyetem
Altalinos ~ Orvostudoméanyi  Karanak Doktori  Iskoldjaban a  Multidiszciplinaris
Orvostudoméanyok keretén belil zajlo ,,Human molekularis genetika” PhD képzéséhez.
Szakmai tevékenységemet mindvégig figyelemmel kisérte, kutatd6 munkamat iranyitotta és
segitette.

Koszonetemet fejezem ki Dr. Sarlés Patricia és Dr. Lakner Lilla doktorndknek, akik
koézremiikddtek a mintdk gytijtésével és a betegadatok feldolgozasaval kapcsolatban.

K6szonom Dr. Berenténé Dr. Bene Juditnak és Dr. Polgadr Noéminek a munkdm soran
nyujtott szakmai tamogatést, tudomanyos segitséget.

Ko6szondm tovabba az Orvosi Genetikai Intézet akkori PhD hallgatoinak, igy Dr.
Magyari Lilinek, Dr. Jaromi Lucanak, Dr. Horvatovich Katalinnak, Dr. Safrany Enikdnek és
Dr. Sipeky Csillanak a szakmai és emberi segitségét, amit kutatasaim alkalmaval kaptam.

Halaval tartozom Papp Edit és Oksai Judit asszisztensndknek, valamint az Orvosi
Genetikai Intézet minden asszisztensének, akik tanulmanyaim alatt hozzéértd, lelkiismeretes
munkdjukkal és szakmai tapasztalatukkal segitettek.

Ko6szonom Dr. Pongracz Judit Professzor Asszonynak azt a megértd tiirelmet és
tamogatast, mellyel a dolgozat elkésziiltét kisérte.

Ko6szondm valamennyi, az Immunoldgiai és Biotechnoldgiai Intézetben és a
Gyogyszerészi Biotechnologia Tanszéken dolgozé kollégamnak és baratomnak a téliik kapott

szeretetet és batoritast.

63



8. ERTEKEZES ALAPJAUL SZOLGALO KOZLEMENYEK

1. Csongei V, Jaromi L, Safrany E, Sipeky C, Magyari L, Polgar N, Bene J, Sarlos P,
Lakner L, Baricza E, Szab6 M, Rappai G, Melegh B. Interaction between CTLA4
gene and IBDS5 locus in Hungarian Crohn's disease patients. Int J Colorectal Dis 26:
1119-1125 (2011). IF: 2,385

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

64



9. EGYEB KOZLEMENYEK

10.

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

Bartis D, Csongei V, Weich A, Kiss E, Barko S, Kovacs T, Avdicevic M, D'Souza
VK, Rapp J, Kvell K, Jakab L, Nyitrai M, Molnar TF, Thickett DR, Laszlo T,
Pongracz JE. (2013) Down-regulation of canonical and up-regulation of non-canonical
Whnt signalling in the carcinogenic process of squamous cell lung carcinoma. PL0S
One 8: €57393. IF: 3,730 (2012).

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

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

Sipeky C, Csongei V, Jaromi L, Safrany E, Maasz A, Takacs |, Beres J, Fodor L,
Szabo M, Melegh B. Genetic variability and haplotype profile of MDR1 (ABCBL1) in
Roma and Hungarian population samples with a review of the literature. Drug Metab
Pharmacokinet 26: 206-215 (2011). IF: 2,321

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

Jaromi L, Csongei V, Polgar N, Rappai G, Szolnoki Z Maasz A, Horvatovich K,
Safrany E, Sipeky C, Magyari L, Melegh B. Triglyceride level-influencing functional
variants of the ANGPTL3, CILP2, and TRIB1 loci in ischemic stroke.
Neuromolecular Med 13: 179-186 (2011). IF: 5,000

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

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

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

65



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

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

Sipeky C, Csongei V, Jaromi L, Safrany E, Polgar N, Lakner L, Szabo M, Takacs |,
Melegh B. Vitamin K epoxide reductase complex 1 (VKORCL1) haplotypes in healthy
Hungarian and Roma population samples. Pharmacogenomics 10 (2009): 1025-1032.
IF: 3,893

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

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

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

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

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

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

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

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

Safrany E, Csongei V, Jaromi L, Maasz A, Magyari L, Sipeky C, Melegh B.

[Mitochondrial DNA and its mutations: new advances in a new field]. Orv Hetil 148:
971-978 (2007).

66



21. Maasz A, Kisfali P, Horvatovich K, Mohéas M, Mark6 L, Csongei V, Farago B, Jaromi
L, Magyari L, Safrany E, Sipeky C, Wittmann I, Melegh B. Apolipoprotein A5 T-
1131C variant confers risk for metabolic syndrome. Pathol Oncol Res 13: 243-247
(2007). IF: 1,272

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

23. Engelmann P, Kiss J, Csongei V, Cooper EL, Németh P Earthworm leukocytes kill

HelLa, HEp-2, PC-12 and PA317 cells in vitro. J Biochem Biophys Methods 61: 215-
227 (2004). 1F: 1,302

Az értekezés alapjaul szolgdlo kozlemények Gsszesitett impakt faktora: 4,477
Egyéb kozlemények dsszesitett impakt faktora: 51,823

Osszesitett impakt faktor: 56,300

67



10. IDEZHETO ABSZTRAKTOK

10.

11.

Bartis D, Csongei V, Jakab L, Weich A, Barko S, Nyitrai M, Molnar FT, Pongracz JE.
(2010) Role of Wntll in non-small cell lung cancer. Advances in Medical
Biotechnology. Pécs, Hungary, 29 November-01 December 2010. p.16.

Bartis D, Csongei V, Barko S, Jakab L, Balassa T, Miskei G, Berta G, Varecza Z,
Kvell K, Nyitrai M, Laszl6 T, Molnar TF, Pongracz JE. (2010) Lung tissue
engineering for tissue regeneration research. Advances in Medical Biotechnology.
Pécs, Hungary, 29 October-01 December 2010. p.30.

Janicsek |, Polgar N, Csongei V, Szabo M, Zambo V, Melegh B. (2011) Associations
of STAT3, JAK2 and CCR6 polymorphisms with ulcerative colitis and Crohn’s
disease. Eur J Hum Genet. 19 Suppl 2: 262

Mohas M, Kisfali P, Jaromi L, Maasz A, Fehér E, Csongei V, Polgar N, Safrany E,
Cseh J, Simegi K, Hetyésy K, Wittmann I, Melegh B. (2010) GCKR gene functional
variants in patients with type 2 diabetes and metabolic syndrome: do the rare variants
also associate with an increased carotid intima-media thickness in metabolic
syndrome? Eur J Hum Genet. 18 Suppl 1: 256.

Sipeky C, Safrany E, Csongei V, Jaromi L, Kisfali P, Maéasz A, Polgar N, Bene J,
Takacs 1, Szabé M, Melegh B. (2010) Haplotype profile of multidrug resistance 1
(MDR1/ABCB1) gene in the healthy Hungarian and Roma populations. Eur J Hum
Genet. 18 Suppl 1: 259.

Jaromi L, Csongei V, Safrany E, Faragé B, Magyari L, Horvatovich K, Madsz A,
Sipeky C, Szolnoki Z, Melegh B. (2009) Analysis of GCKR and ApoA5 genes in
Hungarian patients with ischemic stroke. Eur J Hum Genet. 17 Suppl 2: 390

Safrany E, Sz¢éll M, Csongei V, Jaromi L, Maasz A, Sipeky C, Melegh B. (2009)
Interleukin-23 receptor gene polymorphisms in Hungarian patients with psoriasis. Eur
J Hum Genet. 17 Suppl 2: 272.

Sipeky C, Safrany E, Csongei V, Jaromi L, Kisfali P, Maéasz A, Polgar N, Bene J,
Takacs 1, Szabo M, Melegh B. (2009) Comparison of VKORCL1 haplotype profile and
CYP2C9 polymorphisms as determinants of coumarin dose in Hungarian and Roma
population samples. Eur J Hum Genet. 17 Suppl 2: 280.

Csongei V, Magyari L, Safrany E, Farag6é B, Jaromi L, Sipeky C, Takacs I, Orosz P,
Melegh B. (2008) Interaction of IL23R 3’-UTR and ATG16L1 T300A in Hungarian
Crohn’s disease patients. Eur J Hum Genet. 16 Suppl 2: 303.

Jaromi L, Csongei V, Magyari L, Talian G, Safrany E, Sipeky C, Lakner L, Melegh B.
(2008) Prevalence of IGR2198a 1 and IGR2096a 1 genetic variants in Hungarian

patients with Crohn’s disease and ulcerative colitis. Eur J] Hum Genet. 16 Suppl 2:
304.

Lakner L, Csongei V, Magyari L, Jaromi L, Safrany E, Sipeky C, Talian G, Dobronte
Z, Melegh B. (2008) Prevalence of IGR2198a 1 and IGR2096a 1 genetic variants in

68



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Hungarian patients with Crohn disease und ulcerative colitis. Zeitschrift Fiir
Gastroenterologie. 46: 501.

Lakner L, Csongei V, Sarlés P, Jaromi L, Safrany E, Varga M, Magyari L, Miheller P,
Tulassay Z, Débronte Z, Melegh B. (2008) Az 5Q31 régioban elhelyezkedd IBDS gén
IGR2096 1 T ¢és IGR2198A 1 C allélek hajlamositd szerepe Chron-betegség
kialakuldsdban. Magyar Belorvosi Archivum. 61: 79.

Magyari L, Talian G, Csongei V, Bene J, Komlosi K, Jaromi L, Safrany E, Sipeky C,
Melegh B. (2008) Prevalence of IGR2230a 1 genotypes in Hungarian Crohn’s disease
and ulcerative colitis patients. Eur J Hum Genet. 16 Suppl 2: 303.

Safrany E, Csongei V, Jaromi L, Magyari L, Maasz A, Sipeky C, Zeher M, Melegh B.
(2008) Interleukin-23 receptor (IL23R) gene polymorphisms in patients with Sjégren
syndrome. Eur J Hum Genet. 16 Suppl 2: 349.

Sipeky C, Csongei V, Farag6 B, Horvatovich K, Jaromi L, Kisfali P, Maasz A,
Magyari L, Safrany E, Takacs I, Melegh B. (2008) Haplotype profile of vitamin K
epoxide reductase (VKORC1) as determinant of warfarin sensitivity in Roma
population. Eur J Hum Genet. 16 Suppl 2: 393.

Csongei V, Jaromi L, Safrany E, Sipeky C, Maasz A, Magyari L, Horvatovich K,
Faragé B, Takacs I, Melegh B. (2007) Polimorphisms of the MDR1 gene in a
Hungarian Roma population sample. Eur J Hum Genet. 15 Suppl 1: 260.

Horvatovich K, Magyari L, Madsz A, Kisfali P, Bokor S, Faragé B, Csongei V,
Jaromi L, Safrany E, Sipeky C, Molnar D, Melegh B. (2007) Apolipoprotein A5 T-
1131C alleles in pediatric patients with obesity and metabolic syndrome. Eur J Hum
Genet. 15 Suppl 1: 178.

Jaromi L, Maész A, Szolnoki Z, Kisfali P, Horvatovich K, Magyari L, Safrany E,
Csongei V, Sipeky C, Melegh B. (2007) Apolipoprotein A5 gene T1259C
polymorphism associated with elevated circulating triglyceride levels but does not
confer susceptibility for ischaemic stroke. Eur J Hum Genet. 15 Suppl 1: 235.

Kisfali P, Horvatovich K, Mohas M, Madsz A, Mark6 L, Csongei V, Farag6 B, Jaromi
L, Magyari L, Safrany E, Sipeky C, Wittmann I, Melegh B. (2007) Common allelic
variants of APOA5 gene in the metabolic syndrome. Eur J Hum Genet. 15 Suppl 1:
210.

Maiasz A, Horvatovich K, Kisfali P, Mohas M, Marko L, Csongei V, Faragé B, Jaromi
L, Magyari L, Safrany E, Sipeky C, Wittmann I, Melegh B. (2007) Apolipoprotein A5
T-1131C variant confers risk for metabolic syndrome. Eur J Hum Genet. 15 Suppl 1:
178.

Sipeky C, Csongei V, Farago B, Horvatovich K, Jaromi L, Magyari L, Safrany E,
Takacs I, Melegh B. (2007) Polymorphisms of CYP2C9 and VKORCI genes
associated with the warfarin metabolism in Hungarian Roma population. Eur J Hum
Genet. 15 Suppl 1: 282.

69



22.

23.

Magyari L, Faragé B, Safrany E, Csongei V, Horvatovich K, Jaromi L, Sipeky C,
Melegh B. (2007) IL-23 receptor 3’UTR C2370A variant in inflammatory bowel
disease: differential profile in Crohn’s disease and ulcerative colitis. Eur J Hum Genet.
15 Suppl 1: 255.

Safrany E, Faragé B, Csongei V, Magyari L, Maasz A, C, Jaromi L, Horvatovich K,
Radics J, Czirjak L, Melegh B. (2007) Interleukin-23 receptor (IL23R) gene C2370A
polymorphism in scleroderma patients. Eur J Hum Genet. 15 Suppl 1: 256.

POSZTEREK

24,

25.

26.

27.

28.

29.

Feller D, Helyes Z, Rapp J, Kun J, Kovacs T, Csongei V, E Pongracz JE (2013) A
Wnt szignalmolekuldk expressziojanak vizsgalata dohanyfiist indukalta in vivo és in
vitro kisérleti modellrendszererekben. XVIII Bolyai Konferencia. Budapest, 2013.
marcius 23-24.

Kiss E, Bartis D, Csongei V, Kovacs T, Avdicevic M, Rapp J, Kvell K, Pongracz JE.
(2013) A Wnt jelatviteli Gitvonal vizsgalata nem-kissejtes tiidérdkokban. 43 Membran-
transzport konferencia. Siimeg, 2013. majus 21-24.

Rapp J, Csongei V, Kovacs T, Avdicevic M, Kiss E, Rapp J, Kvell K, Pongracz JE.
(2013) In vitro eldallitott tiidészovet érhalozatanak kialakitdsa in vivo koriilmények
kozott. 43 Membran-Transzport Konferencia. Stimeg, 2013. Majus 21-24.

Rapp J, Csongei V, Kovacs T, Avdicevic M, Kiss E, Pongracz JE. (2013) Successful
in vivo vascularization of in vitro engineered lung tissues. IMPULSE EFIS-EJI
Symposium. Matrahaza, 2013. Augusztus 31-Szeptember 03.

Feller D, Helyes Z, Kun J, Kovacs T, Csongei V, Rapp J, Avdicevic M, Kiss E,
Pongracz JE. (2012) The expression of the Wntll and Wnt5a signal molecules in
cigarette smoke-exposed airway inflammation models. 22nd Annual BioCity
Simposium. Turku, Finland, 22-23 August 2012.

Feller D, Helyes Z, Kun J, Kovacs T, Csongei V, Rapp J, Avdicevic M, Kiss E,
Pongracz JE. (2012) The expression of the Wntll and Wnt5a signal molecules in
cigarette smoke-exposed airway inflammation models. Janos Szentagothai Memorial
Conference and Student Competition. Pécs, Hungary, 29-30 October 2012.

70



11. IRODALOMJEGYZEK

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Gasche, C. et al. A simple classification of Crohn's disease: report of the Working
Party for the World Congresses of Gastroenterology, Vienna 1998. Inflamm Bowel Dis
6, 8-15 (2000).

Silverberg, M.S. et al. Toward an integrated clinical, molecular and serological
classification of inflammatory bowel disease: Report of a Working Party of the 2005
Montreal World Congress of Gastroenterology. Can J Gastroenterol 19 Suppl A, 5-36
(2005).

Rubio, C.A., Orrego, A., Nesi, G. & Finkel, Y. Frequency of epithelioid granulomas in
colonoscopic biopsy specimens from paediatric and adult patients with Crohn's colitis.
J Clin Pathol 60, 1268-72 (2007).

Lakatos, L. et al. [Epidemiology of inflammatory bowel diseases in Veszprem county
of Western Hungary between 1977 and 2001]. Orv Hetil 144, 1819-27 (2003).

Masala, G. et al. Divergent patterns of total and cancer mortality in ulcerative colitis
and Crohn's disease patients: the Florence IBD study 1978-2001. Gut 53, 1309-13
(2004).

Russel, M.G. Changes in the incidence of inflammatory bowel disease: what does it
mean? Eur J Intern Med 11, 191-196 (2000).

Shivananda, S. et al. Incidence of inflammatory bowel disease across Europe: is there
a difference between north and south? Results of the European Collaborative Study on
Inflammatory Bowel Disease (EC-IBD). Gut 39, 690-7 (1996).

Loftus, E.V. & Sandborn, W.J. Epidemiology of inflammatory bowel disease.
Gastroenterol Clin North Am 31, 1-20 (2002).

Molodecky, N.A. & Kaplan, G.G. Environmental risk factors for inflammatory bowel
disease. Gastroenterol Hepatol (N Y) 6, 339-46 (2010).

Lakatos, L. et al. Incidence, disease phenotype at diagnosis, and early disease course
in inflammatory bowel diseases in Western Hungary, 2002-2006. Inflamm Bowel Dis
17, 2558-65 (2011).

Nguyen, G.C. et al. Inflammatory bowel disease characteristics among African
Americans, Hispanics, and non-Hispanic Whites: characterization of a large North
American cohort. Am J Gastroenterol 101, 1012-23 (2006).

Ogunbi, S.0., Ransom, J.A., Sullivan, K., Schoen, B.T. & Gold, B.D. Inflammatory
bowel disease in African-American children living in Georgia. J Pediatr 133, 103-7
(1998).

Molinie, F. et al. Opposite evolution in incidence of Crohn's disease and ulcerative
colitis in Northern France (1988-1999). Gut 53, 843-8 (2004).

Lakatos, L. et al. Striking elevation in incidence and prevalence of inflammatory
bowel disease in a province of western Hungary between 1977-2001. World J
Gastroenterol 10, 404-9 (2004).

Sincic, B.M. et al. Incidence of inflammatory bowel disease in Primorsko-goranska
County, Croatia, 2000-2004: A prospective population-based study. in Scand J
Gastroenterol, Vol. 41 437-44 (Norway, 2006).

Zheng, J.J. et al. Crohn's disease in mainland China: a systematic analysis of 50 years
of research. Chin J Dig Dis 6, 175-81 (2005).

Desai, H.G. & Gupte, P.A. Increasing incidence of Crohn's disease in India: is it
related to improved sanitation? Indian J Gastroenterol 24, 23-4 (2005).

Bernstein, C.N. & Shanahan, F. Disorders of a modern lifestyle: reconciling the
epidemiology of inflammatory bowel diseases. Gut 57, 1185-91 (2008).

71



19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Mikhailov, T.A. & Furner, S.E. Breastfeeding and genetic factors in the etiology of
inflammatory bowel disease in children. World J Gastroenterol 15, 270-9 (2009).
Luther, J., Dave, M., Higgins, P.D. & Kao, J.Y. Association between Helicobacter
pylori infection and inflammatory bowel disease: a meta-analysis and systematic
review of the literature. Inflamm Bowel Dis 16, 1077-84 (2010).

Baron, S. et al. Environmental risk factors in paediatric inflammatory bowel diseases:
a population based case control study. in Gut, Vol. 54 357-63 (England, 2005).
Bernstein, C.N., Rawsthorne, P., Cheang, M. & Blanchard, J.F. A population-based
case control study of potential risk factors for IBD. in Am J Gastroenterol, Vol. 101
993-1002 (United States, 2006).

Montgomery, S.M., Lambe, M., Wakefield, A.J., Pounder, R.E. & Ekbom, A. Siblings
and the risk of inflammatory bowel disease. Scand J Gastroenterol 37, 1301-8 (2002).
Hampe, J., Heymann, K., Krawczak, M. & Schreiber, S. Association of inflammatory
bowel disease with indicators for childhood antigen and infection exposure. Int J
Colorectal Dis 18, 413-7 (2003).

Amre, D.K. et al. Investigating the hygiene hypothesis as a risk factor in pediatric
onset Crohn's disease: a case-control study. Am J Gastroenterol 101, 1005-11 (2006).
Carbonnel, F., Jantchou, P., Monnet, E. & Cosnes, J. Environmental risk factors in
Crohn's disease and ulcerative colitis: an update. in Gastroenterol Clin Biol, Vol. 33
Suppl 3 S145-57 (2009 Elsevier Masson SAS, France, 2009).

Koloski, N.A., Bret, L. & Radford-Smith, G. Hygiene hypothesis in inflammatory
bowel disease: a critical review of the literature. World J Gastroenterol 14, 165-73
(2008).

Klement, E. et al. Childhood hygiene is associated with the risk for inflammatory
bowel disease: a population-based study. in Am J Gastroenterol, Vol. 103 1775-82
(United States, 2008).

Brock, J.H. The physiology of lactoferrin. Biochem Cell Biol 80, 1-6 (2002).

Neuman, M.G. & Nanau, R.M. Inflammatory bowel disease: role of diet, microbiota,
life style. Transl Res 160, 29-44 (2012).

Calkins, B.M. A meta-analysis of the role of smoking in inflammatory bowel disease.
Dig Dis Sci 34, 1841-54 (1989).

Bernstein, C.N. Why and where to look in the environment with regard to the etiology
of inflammatory bowel disease. Dig Dis 30 Suppl 3, 28-32 (2012).

Bernstein, C.N. New insights into IBD epidemiology: Are there any lessons for
treatment? Dig Dis 28, 406-10 (2010).

Sartor, R.B. Microbial influences in inflammatory bowel diseases. Gastroenterology
134, 577-94 (2008).

Reiff, C. & Kelly, D. Inflammatory bowel disease, gut bacteria and probiotic therapy.
Int J Med Microbiol 300, 25-33 (2010).

Shaw, S.Y., Blanchard, J.F. & Bernstein, C.N. Association between the use of
antibiotics in the first year of life and pediatric inflammatory bowel disease. Am J
Gastroenterol 105, 2687-92 (2010).

De Vroey, B., De Cassan, C., Gower-Rousseau, C. & Colombel, J.F. Editorial:
Antibiotics earlier, IBD later? Am J Gastroenterol 105, 2693-6 (2010).

Hildebrand, H., Malmborg, P., Askling, J., EkKbom, A. & Montgomery, S.M. Early-life
exposures associated with antibiotic use and risk of subsequent Crohn's disease. Scand
J Gastroenterol 43, 961-6 (2008).

Card, T., Logan, R.F., Rodrigues, L.C. & Wheeler, J.G. Antibiotic use and the
development of Crohn's disease. Gut 53, 246-50 (2004).

72



40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49,

50.

51,

52.

53.

54,

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

Darfeuille-Michaud, A. et al. High prevalence of adherent-invasive Escherichia coli
associated with ileal mucosa in Crohn's disease. Gastroenterology 127, 412-21 (2004).
Korzenik, J.R. Past and current theories of etiology of IBD: toothpaste, worms, and
refrigerators. J Clin Gastroenterol 39, S59-65 (2005).

Saebo, A., Vik, E., Lange, O.J. & Matuszkiewicz, L. Inflammatory bowel disease
associated with Yersinia enterocolitica O:3 infection. Eur J Intern Med 16, 176-182
(2005).

Kallinowski, F. et al. Prevalence of enteropathogenic bacteria in surgically treated
chronic inflammatory bowel disease. Hepatogastroenterology 45, 1552-8 (1998).
Lamps, L.W. et al. Pathogenic Yersinia DNA is detected in bowel and mesenteric
lymph nodes from patients with Crohn's disease. Am J Surg Pathol 27, 220-7 (2003).
Felder, J.B. et al. Effects of nonsteroidal antiinflammatory drugs on inflammatory
bowel disease: a case-control study. Am J Gastroenterol 95, 1949-54 (2000).

Cipolla, G. et al. Nonsteroidal anti-inflammatory drugs and inflammatory bowel
disease: current perspectives. Pharmacol Res 46, 1-6 (2002).

Neuman, M.G. Immune dysfunction in inflammatory bowel disease. Transl Res 149,
173-86 (2007).

Cornish, J.A. et al. The risk of oral contraceptives in the etiology of inflammatory
bowel disease: a meta-analysis. Am J Gastroenterol 103, 2394-400 (2008).

Kaplan, G.G. et al. The risk of developing Crohn's disease after an appendectomy: a
meta-analysis. Am J Gastroenterol 103, 2925-31 (2008).

Binder, V. Genetic epidemiology in inflammatory bowel disease. Dig Dis 16, 351-5
(1998).

Hugot, J.P. et al. Association of NOD?2 leucine-rich repeat variants with susceptibility
to Crohn's disease. Nature 411, 599-603 (2001).

Binder, V. & Orholm, M. Familial occurrence and inheritance studies in inflammatory
bowel disease. Neth J Med 48, 53-6 (1996).

Peeters, M. et al. Familial aggregation in Crohn's disease: increased age-adjusted risk
and concordance in clinical characteristics. Gastroenterology 111, 597-603 (1996).
Glocker, E.O. et al. Inflammatory bowel disease and mutations affecting the
interleukin-10 receptor. N Engl J Med 361, 2033-45 (2009).

Glocker, E.O., Kotlarz, D., Klein, C., Shah, N. & Grimbacher, B. IL-10 and IL-10
receptor defects in humans. Ann N'Y Acad Sci 1246, 102-7 (2011).

Janssens, A.C. & van Duijn, C.M. Genome-based prediction of common diseases:
advances and prospects. Hum Mol Genet 17, R166-73 (2008).

Orchard, T.R., Satsangi, J., Van Heel, D. & Jewell, D.P. Genetics of inflammatory
bowel disease: a reappraisal. Scand J Immunol 51, 10-7 (2000).

Hampe, J. et al. Association between insertion mutation in NOD2 gene and Crohn's
disease in German and British populations. Lancet 357, 1925-8 (2001).

Ogura, Y. et al. A frameshift mutation in NOD2 associated with susceptibility to
Crohn's disease. Nature 411, 603-606 (2001).

Hugot, J.P. et al. Mapping of a susceptibility locus for Crohn's disease on
chromosome 16. Nature 379, 821-3 (1996).

Satsangi, J. et al. Two stage genome-wide search in inflammatory bowel disease
provides evidence for susceptibility loci on chromosomes 3, 7 and 12. Nat Genet 14,
199-202 (1996).

Cho, J.H. et al. Identification of novel susceptibility loci for inflammatory bowel
disease on chromosomes 1p, 3q, and 4q: evidence for epistasis between 1p and IBD1.
Proc Natl Acad Sci U S A 95, 7502-7 (1998).

73



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

Hampe, J. et al. Linkage of inflammatory bowel disease to human chromosome 6p.
Am J Hum Genet 65, 1647-55 (1999).

Ma, Y. et al. A genome-wide search identifies potential new susceptibility loci for
Crohn's disease. Inflamm Bowel Dis 5, 271-8 (1999).

Duerr, R.H., Barmada, M.M., Zhang, L., Pfutzer, R. & Weeks, D.E. High-density
genome scan in Crohn disease shows confirmed linkage to chromosome 14q11-12. Am
J Hum Genet 66, 1857-62 (2000).

Rioux, J.D. et al. Genomewide search in Canadian families with inflammatory bowel
disease reveals two novel susceptibility loci. Am J Hum Genet 66, 1863-70 (2000).
Williams, C.N., Kocher, K., Lander, E.S., Daly, M.J. & Rioux, J.D. Using a genome-
wide scan and meta-analysis to identify a novel IBD locus and confirm previously
identified IBD loci. Inflamm Bowel Dis 8, 375-81 (2002).

Duerr, R.H. et al. Evidence for an inflammatory bowel disease locus on chromosome
3p26: linkage, transmission/disequilibrium and partitioning of linkage. Hum Mol
Genet 11, 2599-606 (2002).

Paavola-Sakki, P. et al. Genome-wide search in Finnish families with inflammatory
bowel disease provides evidence for novel susceptibility loci. Eur J Hum Genet 11,
112-20 (2003).

Barmada, M.M. et al. A genome scan in 260 inflammatory bowel disease-affected
relative pairs. Inflamm Bowel Dis 10, 513-20 (2004).

Vermeire, S. et al. Genome wide scan in a Flemish inflammatory bowel disease
population: support for the IBD4 locus, population heterogeneity, and epistasis. Gut
53, 980-6 (2004).

van Heel, D.A. et al. Inflammatory bowel disease susceptibility loci defined by
genome scan meta-analysis of 1952 affected relative pairs. Hum Mol Genet 13, 763-70
(2004).

Matricon, J., Barnich, N. & Ardid, D. Immunopathogenesis of inflammatory bowel
disease. Self Nonself. 1, 299-309 (2010).

Hugot, J.P. et al. Mapping of a susceptibility locus for Crohn's disease on
chromosome 16. Nature 379, 821-823 (1996).

Cavanaugh, J.A. et al. Analysis of Australian Crohn's disease pedigrees refines the
localization for susceptibility to inflammatory bowel disease on chromosome 16. Ann
Hum Genet 62, 291-8 (1998).

Zouali, H. et al. Genetic refinement and physical mapping of a chromosome 16q
candidate region for inflammatory bowel disease. Eur J Hum Genet 9, 731-42 (2001).
Duerr, R.H. et al. Linkage and association between inflammatory bowel disease and a
locus on chromosome 12. in Am J Hum Genet, VVol. 63 95-100 (United States, 1998).
Rioux, J.D. et al. Genetic variation in the 5931 cytokine gene cluster confers
susceptibility to Crohn disease. Nat Genet 29, 223-8 (2001).

van Heel, D.A. et al. The IBD6 Crohn's disease locus demonstrates complex
interactions with CARD15 and IBD5 disease-associated variants. Hum Mol Genet 12,
2569-75 (2003).

Cho, J.H. et al. Linkage and linkage disequilibrium in chromosome band 1p36 in
American Chaldeans with inflammatory bowel disease. in Hum Mol Genet, Vol. 9
1425-32 (England, 2000).

Annese, V. et al. Linkage of ulcerative colitis to the pericentromeric region of
chromosome 16 in Italian inflammatory bowel disease families is independent of the
presence of common CARD15 mutations. J Med Genet 40, 837-41 (2003).

Hampe, J. et al. A genome-wide association scan of nonsynonymous SNPs identifies a
susceptibility variant for Crohn disease in ATG16L1. Nat.Genet. 39, 207-211 (2007).

74



83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

Paavola, P. et al. Genetic analysis in Finnish families with inflammatory bowel
disease supports linkage to chromosome 3p21. Eur J Hum Genet 9, 328-34 (2001).
Dideberg, V. et al. An insertion-deletion polymorphism in the interferon regulatory
Factor 5 (IRF5) gene confers risk of inflammatory bowel diseases. in Hum Mol Genet,
Vol. 16 3008-16 (England, 2007).

Rioux, J.D. et al. Genome-wide association study identifies new susceptibility loci for
Crohn disease and implicates autophagy in disease pathogenesis. Nat.Genet. 39, 596-
604 (2007).

Fisher, S.A. et al. Genetic determinants of ulcerative colitis include the ECM1 locus
and five loci implicated in Crohn's disease. Nat Genet 40, 710-2 (2008).

Barrett, J.C. et al. Genome-wide association defines more than 30 distinct
susceptibility loci for Crohn's disease. Nat.Genet. 40, 955-962 (2008).

Yamazaki, K. et al. Single nucleotide polymorphisms in TNFSF15 confer
susceptibility to Crohn's disease. in Hum Mol Genet, Vol. 14 3499-506 (England,
2005).

Libioulle, C. et al. Novel Crohn disease locus identified by genome-wide association
maps to a gene desert on 5p13.1 and modulates expression of PTGER4. PL0S.Genet.
3, €58 (2007).

Franke, A. et al. Systematic association mapping identifies NELL1 as a novel IBD
disease gene. PLoS One 2, €691 (2007).

Parkes, M. et al. Sequence variants in the autophagy gene IRGM and multiple other
replicating loci contribute to Crohn's disease susceptibility. Nat.Genet. 39, 830-832
(2007).

Franke, A. et al. Sequence variants in IL10, ARPC2 and multiple other loci contribute
to ulcerative colitis susceptibility. Nat Genet 40, 1319-23 (2008).

Fowler, E.V. et al. TNFalpha and IL10 SNPs act together to predict disease behaviour
in Crohn's disease. J Med Genet 42, 523-8 (2005).

Kugathasan, S. et al. Loci on 20913 and 21922 are associated with pediatric-onset
inflammatory bowel disease. Nat Genet 40, 1211-5 (2008).

Silverberg, M.S. et al. Ulcerative colitis-risk loci on chromosomes 1p36 and 12915
found by genome-wide association study. Nat Genet 41, 216-20 (2009).

Shugart, Y.Y. et al. An SNP linkage scan identifies significant Crohn's disease loci on
chromosomes 13913.3 and, in Jewish families, on 1p35.2 and 3g29. Genes Immun. 9,
161-167 (2008).

Duerr, R.H. et al. A genome-wide association study identifies IL23R as an
inflammatory bowel disease gene. Science 314, 1461-1463 (2006).

Genome-wide association study of 14,000 cases of seven common diseases and 3,000
shared controls. Nature 447, 661-678 (2007).

Raelson, J.V. et al. Genome-wide association study for Crohn's disease in the Quebec
Founder Population identifies multiple validated disease loci.
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 104, 14747-14752 (2007).

Imielinski, M. et al. Common variants at five new loci associated with early-onset
inflammatory bowel disease. Nat.Genet. 41, 1335-1340 (2009).

McGovern, D.P. et al. Genome-wide association identifies multiple ulcerative colitis
susceptibility loci. in Nat Genet, Vol. 42 332-7 (United States, 2010).

Franke, A. et al. Genome-wide meta-analysis increases to 71 the number of confirmed
Crohn's disease susceptibility loci. Nat.Genet. 42, 1118-1125 (2010).

Cho, J.H. & Brant, S.R. Recent insights into the genetics of inflammatory bowel
disease. Gastroenterology 140, 1704-1712 (2011).

75



104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

Goldstein, D.B. Common genetic variation and human traits. N Engl J Med 360, 1696-
8 (2009).

McCarthy, M.I. et al. Genome-wide association studies for complex traits: consensus,
uncertainty and challenges. Nat Rev Genet 9, 356-69 (2008).

Bateson, W. Mendel's Principles of Heredity, (Cambridge University Press,
Cambridge, 1909).

Fisher, R.A. The correlation between relatives on the supposition of Mendelian
inheritance. Trans R Soc Edin 52, 399-433 (1918).

Phillips, P.C. Epistasis--the essential role of gene interactions in the structure and
evolution of genetic systems. Nat.Rev.Genet. 9, 855-867 (2008).

Cordell, H.J. et al. Statistical modeling of interlocus interactions in a complex disease:
rejection of the multiplicative model of epistasis in type 1 diabetes. Genetics 158, 357-
67 (2001).

Waddington, C.H. Canalization of Development and Inheritance of Acquired
Characters. Nature 150, 563-565 (1942).

Nelson, M.R., Kardia, S.L., Ferrell, R.E. & Sing, C.F. A combinatorial partitioning
method to identify multilocus genotypic partitions that predict quantitative trait
variation. Genome Res 11, 458-70 (2001).

Moore, J.H., Lamb, J.M., Brown, N.J. & Vaughan, D.E. A comparison of
combinatorial partitioning and linear regression for the detection of epistatic effects of
the ACE I/D and PAI-1 4G/5G polymorphisms on plasma PAI-1 levels. in Clin Genet,
Vol. 62 74-9 (Denmark, 2002).

Hoh, J. et al. Selecting SNPs in two-stage analysis of disease association data: a
model-free approach. Ann Hum Genet 64, 413-7 (2000).

Hoh, J. & Ott, J. A train of thoughts on gene mapping. in Theor Popul Biol, Vol. 60
149-53 (United States, 2001).

Ritchie, M.D. et al. Multifactor-dimensionality reduction reveals high-order
interactions among estrogen-metabolism genes in sporadic breast cancer. Am J Hum
Genet 69, 138-47 (2001).

Mirza, M.M. et al. Genetic evidence for interaction of the 5931 cytokine locus and the
CARD15 gene in Crohn disease. Am J Hum Genet 72, 1018-22 (2003).

Latiano, A. et al. Contribution of IBD5 locus to clinical features of IBD patients.
Am.J.Gastroenterol. 101, 318-325 (2006).

Prescott, N.J. et al. A nonsynonymous SNP in ATG16L1 predisposes to ileal Crohn's
disease and is independent of CARD15 and IBD5. Gastroenterology 132, 1665-1671
(2007).

Roberts, R.L. et al. IL23R R381Q and ATG16L1 T300A are strongly associated with
Crohn's disease in a study of New Zealand Caucasians with inflammatory bowel
disease. Am.J.Gastroenterol. 102, 2754-2761 (2007).

Glas, J. et al. rs1004819 is the main disease-associated IL23R variant in German
Crohn's disease patients: combined analysis of IL23R, CARD15, and OCTN1/2
variants. PLoS.ONE. 2, e819 (2007).

Glas, J. et al. The ATG16L1 gene variants rs2241879 and rs2241880 (T300A) are
strongly associated with susceptibility to Crohn's disease in the German population.
Am.J.Gastroenterol. 103, 682-691 (2008).

Latiano, A. et al. Replication of interleukin 23 receptor and autophagy-related 16-like
1 association in adult- and pediatric-onset inflammatory bowel disease in Italy. World
J.Gastroenterol. 14, 4643-4651 (2008).

76



123.

124,

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

Okazaki, T. et al. Contributions of IBD5, 1L23R, ATG16L1, and NOD2 to Crohn's
disease risk in a population-based case-control study: evidence of gene-gene
interactions. Inflamm.Bowel.Dis. 14, 1528-1541 (2008).

Kanaan, Z. et al. Crohn's disease in Caucasians and African Americans, as defined by
clinical predictors and single nucleotide polymorphisms. J Natl Med Assoc 104, 420-7
(2012).

Petermann, I. et al. Interactions among genes influencing bacterial recognition
increase IBD risk in a population-based New Zealand cohort. Hum.Immunol. 70, 440-
446 (2009).

Torok, H.P. et al. Epistasis between Toll-like receptor-9 polymorphisms and variants
in NOD2 and IL23R modulates susceptibility to Crohn's disease. Am J Gastroenterol
104, 1723-33 (2009).

Abad, C. et al. Association of Toll-like receptor 10 and susceptibility to Crohn's
disease independent of NOD2. Genes Immun 12, 635-42 (2011).

Weersma, R.K. et al. Molecular prediction of disease risk and severity in a large
Dutch Crohn's disease cohort. Gut 58, 388-395 (2009).

D'Addabbo, A. et al. Association of genetic profiles to Crohn's disease by linear
combinations of single nucleotide polymorphisms. Artif Intell Med 46, 131-8 (2009).
McGovern, D.P. et al. Genome-wide association identifies multiple ulcerative colitis
susceptibility loci. Nat.Genet. 42, 332-337 (2010).

Marrakchi, R. et al. Interleukin 10 promoter region polymorphisms in inflammatory
bowel disease in Tunisian population. Inflamm Res 58, 155-60 (2009).

Polgar, N. et al. Investigation of JAK2, STAT3 and CCR6 polymorphisms and their
gene-gene interactions in inflammatory bowel disease. Int J Immunogenet 39, 247-52
(2012).

Glas, J. et al. Evidence for STAT4 as a common autoimmune gene: rs7574865 is
associated with colonic Crohn's disease and early disease onset. PLoS One 5, e10373
(2010).

Morgan, A.R., Han, D.Y., Lam, W.J., Fraser, A.G. & Ferguson, L.R. Association
analysis of 3p21 with Crohn's disease in a New Zealand population. Hum Immunol 71,
602-9 (2010).

Hradsky, O. et al. The CTLA4 variants may interact with the 1. BMC.Med.Genet. 11,
91 (2010).

Peter, I. et al. Evaluation of 22 genetic variants with Crohn's disease risk in the
Ashkenazi Jewish population: a case-control study. BMC Med Genet 12, 63 (2011).
Ogura, Y. et al. Nod2, a Nod1/Apaf-1 family member that is restricted to monocytes
and activates NF-kappaB. J Biol Chem 276, 4812-8 (2001).

Tanabe, T. et al. Regulatory regions and critical residues of NOD2 involved in
muramy! dipeptide recognition. EMBO J 23, 1587-97 (2004).

Coulombe, F. et al. Increased NOD2-mediated recognition of N-glycolyl muramyl
dipeptide. J Exp Med 206, 1709-16 (2009).

Hsu, Y.M. et al. The adaptor protein CARD9 is required for innate immune responses
to intracellular pathogens. Nat Immunol 8, 198-205 (2007).

McCarthy, J.V., Ni, J. & Dixit, V.M. RIP2 is a novel NF-kappaB-activating and cell
death-inducing kinase. J Biol Chem 273, 16968-75 (1998).

Navas, T.A., Baldwin, D.T. & Stewart, T.A. RIP2 is a Rafl-activated mitogen-
activated protein kinase kinase. J Biol Chem 274, 33684-90 (1999).

Lécine, P. et al. The NOD2-RICK complex signals from the plasma membrane. J Biol
Chem 282, 15197-207 (2007).

77



144,

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

Barnich, N., Aguirre, J.E., Reinecker, H.C., Xavier, R. & Podolsky, D.K. Membrane
recruitment of NOD2 in intestinal epithelial cells is essential for nuclear factor-
{kappa}B activation in muramyl dipeptide recognition. J Cell Biol 170, 21-6 (2005).
Abreu, M.T. et al. Mutations in NOD2 are associated with fibrostenosing disease in
patients with Crohn's disease. Gastroenterology 123, 679-88 (2002).

Ahmad, T. et al. The molecular classification of the clinical manifestations of Crohn's
disease. Gastroenterology 122, 854-66 (2002).

Cuthbert, A.P. et al. The contribution of NOD2 gene mutations to the risk and site of
disease in inflammatory bowel disease. Gastroenterology 122, 867-74 (2002).

Hampe, J. et al. Association of NOD2 (CARD 15) genotype with clinical course of
Crohn's disease: a cohort study. Lancet 359, 1661-5 (2002).

Vermeire, S. et al. CARD15 genetic variation in a Quebec population: prevalence,
genotype-phenotype relationship, and haplotype structure. Am J Hum Genet 71, 74-83
(2002).

Bairead, E. et al. Association of NOD2 with Crohn's disease in a homogenous Irish
population. Eur J Hum Genet 11, 237-44 (2003).

Fernandez, L. et al. IBD1 and IBD3 determine location of Crohn's disease in the
Spanish population. Inflamm Bowel Dis 10, 715-22 (2004).

Giachino, D. et al. Analysis of the CARD15 variants R702W, G908R and L1007fs in
Italian IBD patients. Eur J Hum Genet 12, 206-12 (2004).

Heresbach, D. et al. NOD2/CARD15 gene polymorphisms in Crohn's disease: a
genotype- phenotype analysis. Eur J Gastroenterol Hepatol 16, 55-62 (2004).
Newman, B. et al. CARD15 and HLA DRBL1 alleles influence susceptibility and
disease localization in Crohn's disease. Am J Gastroenterol 99, 306-15 (2004).
Annese, V. et al. Variants of CARD15 are associated with an aggressive clinical
course of Crohn's disease--an 1G-IBD study. Am J Gastroenterol 100, 84-92 (2005).
Arnott, I.D. et al. NOD2/CARD15, TLR4 and CD14 mutations in Scottish and Irish
Crohn's disease patients: evidence for genetic heterogeneity within Europe? Genes
Immun 5, 417-25 (2004).

Economou, M., Trikalinos, T.A., Loizou, K.T., Tsianos, E.V. & loannidis, J.P.
Differential effects of NOD2 variants on Crohn's disease risk and phenotype in diverse
populations: a metaanalysis. Am J Gastroenterol 99, 2393-404 (2004).

Vermeire, S. & Rutgeerts, P. Current status of genetics research in inflammatory
bowel disease. Genes Immun. 6, 637-645 (2005).

Oostenbrug, L.E. et al. CARD15 in inflammatory bowel disease and Crohn's disease
phenotypes: an association study and pooled analysis. Dig Liver Dis 38, 834-45
(2006).

Henckaerts, L. & Vermeire, S. NOD2/CARD15 disease associations other than
Crohn's disease. Inflamm Bowel Dis 13, 235-41 (2007).

Lesage, S. et al. CARD15/NOD2 mutational analysis and genotype-phenotype
correlation in 612 patients with inflammatory bowel disease. Am J Hum Genet 70,
845-57 (2002).

Brant, S.R. et al. Defining complex contributions of NOD2/CARD15 gene mutations,
age at onset, and tobacco use on Crohn's disease phenotypes. Inflamm.Bowel.Dis. 9,
281-289 (2003).

Lakatos, P.L. et al. Toll-like receptor 4 and NOD2/CARD15 mutations in Hungarian
patients with  Crohn's disease: phenotype-genotype correlations.  World
J.Gastroenterol. 11, 1489-1495 (2005).

78



164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

Ferraris, A. et al. Relationship between CARD15, SLC22A4/5, and DLG5
polymorphisms and early-onset inflammatory bowel diseases: an Italian multicentric
study. Inflamm.Bowel.Dis. 12, 355-361 (2006).

Medici, V. et al. Extreme heterogeneity in CARD15 and DLG5 Crohn disease-
associated polymorphisms between German and Norwegian populations. Eur J Hum
Genet 14, 459-68 (2006).

Torkvist, L. et al. Contribution of CARD15 variants in determining susceptibility to
Crohn's disease in Sweden. Scand J Gastroenterol 41, 700-5 (2006).

Ernst, A. et al. Mutations in CARD15 and smoking confer susceptibility to Crohn's
disease in the Danish population. Scand J Gastroenterol 42, 1445-51 (2007).

Bene, J. et al. Prevalence of SLC22A4, SLC22A5 and CARD15 gene mutations in
Hungarian pediatric patients with Crohn's disease. World J.Gastroenterol. 12, 5550-
5553 (2006).

Inoue, N. et al. Lack of common NOD2 variants in Japanese patients with Crohn's
disease. Gastroenterology 123, 86-91 (2002).

Yamazaki, K., Takazoe, M., Tanaka, T., Kazumori, T. & Nakamura, Y. Absence of
mutation in the NOD2/CARD15 gene among 483 Japanese patients with Crohn's
disease. J Hum Genet 47, 469-72 (2002).

Leong, R.W. et al. NOD2/CARD15 gene polymorphisms and Crohn's disease in the
Chinese population. Aliment Pharmacol Ther 17, 1465-70 (2003).

Gao, M. et al. [NOD2/CARD15 gene polymorphisms and susceptibility to Crohn's
disease in Chinese Han population]. Zhonghua Nei Ke Za Zhi 44, 210-2 (2005).
Croucher, P.J. et al. Haplotype structure and association to Crohn's disease of
CARD15 mutations in two ethnically divergent populations. Eur J Hum Genet 11, 6-
16 (2003).

Lee, G.H., Kim, C.G., Kim, J.S., Jung, H.C. & Song, I.S. [Frequency analysis of
NOD2 gene mutations in Korean patients with Crohn's disease]. Korean J
Gastroenterol 45, 162-8 (2005).

Rosenstiel, P. et al. TNF-alpha and IFN-gamma regulate the expression of the NOD2
(CARD15) gene in human intestinal epithelial cells. Gastroenterology 124, 1001-9
(2003).

Berrebi, D. et al. Card15 gene overexpression in mononuclear and epithelial cells of
the inflamed Crohn's disease colon. Gut 52, 840-6 (2003).

Kosovac, K. et al. Association of the NOD2 genotype with bacterial translocation via
altered cell-cell contacts in Crohn's disease patients. Inflamm Bowel Dis 16, 1311-21
(2010).

Bonen, D.K. et al. Crohn's disease-associated NOD2 variants share a signaling defect
in response to lipopolysaccharide and peptidoglycan. Gastroenterology 124, 140-146
(2003).

Chamaillard, M., Girardin, S.E., Viala, J. & Philpott, D.J. Nods, Nalps and Naip:
intracellular regulators of bacterial-induced inflammation. Cell Microbiol 5, 581-92
(2003).

Girardin, S.E. et al. Nod2 is a general sensor of peptidoglycan through muramyl
dipeptide (MDP) detection. J Biol Chem 278, 8869-72 (2003).

Inohara, N. et al. Host recognition of bacterial muramyl dipeptide mediated through
NOD?2. Implications for Crohn's disease. J Biol Chem 278, 5509-12 (2003).

Abraham, C. & Cho, J.H. Functional consequences of NOD2 (CARD15) mutations.
Inflamm Bowel Dis 12, 641-50 (2006).

Netea, M.G. et al. NOD2 mediates anti-inflammatory signals induced by TLR2
ligands: implications for Crohn's disease. Eur J Immunol 34, 2052-9 (2004).

79



184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

Netea, M.G. et al. NOD2 3020insC mutation and the pathogenesis of Crohn's disease:
impaired IL-1beta production points to a loss-of-function phenotype. Neth J Med 63,
305-8 (2005).

Watanabe, T., Kitani, A., Murray, P.J. & Strober, W. NOD?2 is a negative regulator of
Toll-like receptor 2-mediated T helper type 1 responses. Nat Immunol 5, 800-8 (2004).
Kobayashi, K.S. et al. Nod2-dependent regulation of innate and adaptive immunity in
the intestinal tract. Science 307, 731-4 (2005).

Maeda, S. et al. Nod2 mutation in Crohn's disease potentiates NF-kappaB activity and
IL-1beta processing. Science 307, 734-8 (2005).

Lala, S. et al. Crohn's disease and the NOD2 gene: a role for paneth cells.
Gastroenterology 125, 47-57 (2003).

Ogura, Y. et al. Expression of NOD2 in Paneth cells: a possible link to Crohn's ileitis.
Gut 52, 1591-7 (2003).

Philpott, D.J., Sorbara, M.T., Robertson, S.J., Croitoru, K. & Girardin, S.E. NOD
proteins: regulators of inflammation in health and disease. Nat Rev Immunol 14, 9-23
(2014).

van Heel, D.A. et al. Muramyl dipeptide and toll-like receptor sensitivity in NOD2-
associated Crohn's disease. Lancet 365, 1794-6 (2005).

van Heel, D.A. et al. Synergy between TLR9 and NOD2 innate immune responses is
lost in genetic Crohn's disease. Gut 54, 1553-7 (2005).

Tada, H., Aiba, S., Shibata, K., Ohteki, T. & Takada, H. Synergistic effect of Nod1
and Nod2 agonists with toll-like receptor agonists on human dendritic cells to generate
interleukin-12 and T helper type 1 cells. Infect Immun 73, 7967-76 (2005).

Fritz, J.H. et al. Synergistic stimulation of human monocytes and dendritic cells by
Toll-like receptor 4 and NOD1- and NOD2-activating agonists. Eur J Immunol 35,
2459-70 (2005).

Yang, S. et al. Synergistic effect of muramyldipeptide with lipopolysaccharide or
lipoteichoic acid to induce inflammatory cytokines in human monocytic cells in
culture. Infect Immun 69, 2045-53 (2001).

Wolfert, M.A., Murray, T.F., Boons, G.J. & Moore, J.N. The origin of the synergistic
effect of muramyl dipeptide with endotoxin and peptidoglycan. J Biol Chem 277,
39179-86 (2002).

Netea, M.G. et al. IL-32 synergizes with nucleotide oligomerization domain (NOD) 1
and NOD2 ligands for IL-1beta and IL-6 production through a caspase 1-dependent
mechanism. Proc Natl Acad Sci U S A 102, 16309-14 (2005).

Uehara, A. et al. Muramyldipeptide and diaminopimelic acid-containing
desmuramylpeptides in combination with chemically synthesized Toll-like receptor
agonists synergistically induced production of interleukin-8 in a NOD2- and NOD1-
dependent manner, respectively, in human monocytic cells in culture. Cell Microbiol
7,53-61 (2005).

Miceli-Richard, C. et al. CARD15 mutations in Blau syndrome. Nat Genet 29, 19-20
(2001).

Tukel, T. et al. Crohn disease: frequency and nature of CARD15 mutations in
Ashkenazi and Sephardi/Oriental Jewish families. Am J Hum Genet 74, 623-36
(2004).

King, K. et al. Mutation, selection, and evolution of the Crohn disease susceptibility
gene CARD15. Hum Mutat 27, 44-54 (2006).

van Heel, D.A., Hunt, K.A., Ghosh, S., Herve, M. & Playford, R.J. Normal responses
to specific NOD1-activating peptidoglycan agonists in the presence of the NOD2
frameshift and other mutations in Crohn's disease. Eur J Immunol 36, 1629-35 (2006).

80



203.

204.

205.

206.

207.

208.

2009.

210.

211.

212.

213.

214.

215.

216.

217.

218.

219.

220.

221.

222.

223.

Sugimura, K. et al. A novel NOD2/CARD15 haplotype conferring risk for Crohn
disease in Ashkenazi Jews. Am J Hum Genet 72, 509-18 (2003).

Levine, B. & Kroemer, G. Autophagy in the pathogenesis of disease. Cell 132, 27-42
(2008).

Schmid, D. & Munz, C. Innate and adaptive immunity through autophagy. Immunity
27, 11-21 (2007).

Kuma, A., Mizushima, N., Ishihara, N. & Ohsumi, Y. Formation of the approximately
350-kDa  Apgl2-Apg5.Apglé multimeric complex, mediated by Apgl6
oligomerization, is essential for autophagy in yeast. J Biol Chem 277, 18619-25
(2002).

Mizushima, N. et al. Mouse Apgl6L, a novel WD-repeat protein, targets to the
autophagic isolation membrane with the Apg12-Apg5 conjugate. J Cell Sci 116, 1679-
88 (2003).

Zheng, H. et al. Cloning and analysis of human Apgl6L. DNA Seq. 15, 303-305
(2004).

Buning, C. et al. A study in three European IBD cohorts confirms that the ATG16L1
€.898A>G (p.Thr300Ala) variant is a susceptibility factor for Crohn's disease. J
Crohns Colitis 1, 70-6 (2007).

Cummings, J.R. et al. Confirmation of the role of ATG16L1 as a Crohn's disease
susceptibility gene. Inflamm.Bowel.Dis. 13, 941-946 (2007).

Cotterill, L. et al. Replication and meta-analysis of 13,000 cases defines the risk for
interleukin-23 receptor and autophagy-related 16-like 1 variants in Crohn's disease.
Can J Gastroenterol 24, 297-302 (2010).

Lakatos, P.L. et al. ATG16L1 and 1L23 receptor (IL23R) genes are associated with
disease susceptibility in Hungarian CD patients. Dig.Liver Dis. 40, 867-873 (2008).
Zhang, H.F. et al. ATG16L1 T300A polymorphism and Crohn's disease susceptibility:
evidence from 13,022 cases and 17,532 controls. Hum Genet 125, 627-31 (2009).
Cadwell, K. et al. A key role for autophagy and the autophagy gene Atgl16l1 in mouse
and human intestinal Paneth cells. Nature 456, 259-63 (2008).

Kuballa, P., Huett, A., Rioux, J.D., Daly, M.J. & Xavier, R.J. Impaired autophagy of
an intracellular pathogen induced by a Crohn's disease associated ATG16L1 variant.
PL0S.ONE. 3, 3391 (2008).

Cadwell, K., Patel, K.K., Komatsu, M., Virgin, HW.t. & Stappenbeck, T.S. A
common role for Atgl6L1, Atg5 and Atg7 in small intestinal Paneth cells and Crohn
disease. Autophagy 5, 250-2 (2009).

Cadwell, K. et al. Virus-plus-susceptibility gene interaction determines Crohn's
disease gene Atgl6L1 phenotypes in intestine. Cell 141, 1135-45 (2010).

Levine, B., Mizushima, N. & Virgin, H.W. Autophagy in immunity and inflammation.
Nature 469, 323-35 (2011).

Zenewicz, L.A., Antov, A. & Flavell, R.A. CD4 T-cell differentiation and
inflammatory bowel disease. Trends Mol Med 15, 199-207 (2009).

Dong, C. TH17 cells in development: an updated view of their molecular identity and
genetic programming. Nat Rev Immunol 8, 337-48 (2008).

Nurieva, R. et al. Essential autocrine regulation by IL-21 in the generation of
inflammatory T cells. Nature 448, 480-3 (2007).

Zhou, L. et al. IL-6 programs T(H)-17 cell differentiation by promoting sequential
engagement of the IL-21 and IL-23 pathways. Nat Immunol 8, 967-74 (2007).
Williams, ILR. CCR6 and CCL20: partners in intestinal immunity and
lymphorganogenesis. Ann N Y Acad Sci 1072, 52-61 (2006).

81



224,

225.

226.

227.

228.

229.

230.

231.

232.

233.

234.

235.

236.

237.

238.

2309.

240.

241.

242.

243.

Bettelli, E., Oukka, M. & Kuchroo, V.K. T(H)-17 cells in the circle of immunity and
autoimmunity. Nat.Immunol. 8, 345-350 (2007).

Kim, J.M. & Rudensky, A. The role of the transcription factor Foxp3 in the
development of regulatory T cells. Immunol Rev 212, 86-98 (2006).

Izcue, A. et al. Interleukin-23 restrains regulatory T cell activity to drive T cell-
dependent colitis. Immunity 28, 559-70 (2008).

Weaver, C.T. & Murphy, K.M. The central role of the Th17 lineage in regulating the
inflammatory/autoimmune axis. Semin Immunol 19, 351-2 (2007).

Kastelein, R.A., Hunter, C.A. & Cua, D.J. Discovery and biology of I1L-23 and IL-27:
related but functionally distinct regulators of inflammation. Annu Rev Immunol 25,
221-42 (2007).

Valatas, V., Vakas, M. & Kolios, G. The value of experimental models of colitis in
predicting efficacy of biological therapies for inflammatory bowel diseases. Am J
Physiol Gastrointest Liver Physiol 305, G763-85 (2013).

Oppmann, B. et al. Novel p19 protein engages IL-12p40 to form a cytokine, 1L-23,
with biological activities similar as well as distinct from IL-12. Immunity. 13, 715-725
(2000).

Yao, Z. et al. Human IL-17: a novel cytokine derived from T cells. J Immunol 155,
5483-6 (1995).

Neurath, M.F. IL-23: a master regulator in Crohn disease. Nat.Med. 13, 26-28 (2007).
Parkes, M., Cortes, A., van Heel, D.A. & Brown, M.A. Genetic insights into common
pathways and complex relationships among immune-mediated diseases. Nat Rev
Genet 14, 661-73 (2013).

Yen, D. et al. 1L-23 is essential for T cell-mediated colitis and promotes inflammation
via IL-17 and IL-6. J Clin Invest 116, 1310-6 (2006).

Becker, C. et al. Cutting edge: 1L-23 cross-regulates 1L-12 production in T cell-
dependent experimental colitis. J Immunol 177, 2760-4 (2006).

Hue, S. et al. Interleukin-23 drives innate and T cell-mediated intestinal inflammation.
J.Exp.Med. 203, 2473-2483 (2006).

Fuss, 1.J. et al. Both 1L-12p70 and IL-23 are synthesized during active Crohn's disease
and are down-regulated by treatment with anti-IL-12 p40 monoclonal antibody.
Inflamm Bowel Dis 12, 9-15 (2006).

Guan, Q. et al. Targeting IL-12/IL-23 by employing a p40 peptide-based vaccine
ameliorates TNBS-induced acute and chronic murine colitis. Mol Med 17, 646-56
(2011).

Elson, C.O. et al. Monoclonal anti-interleukin 23 reverses active colitis in a T cell-
mediated model in mice. Gastroenterology 132, 2359-70 (2007).

Parham, C. et al. A receptor for the heterodimeric cytokine 1L-23 is composed of IL-
12Rbetal and a novel cytokine receptor subunit, 1L-23R. J Immunol 168, 5699-708
(2002).

Yu, R.Y. & Gallagher, G. A naturally occurring, soluble antagonist of human IL-23
inhibits the development and in vitro function of human Th17 cells. J Immunol 185,
7302-8 (2010).

Zhang, X.Y. et al. Identification and expression analysis of alternatively spliced
isoforms of human interleukin-23 receptor gene in normal lymphoid cells and selected
tumor cells. Immunogenetics 57, 934-43 (2006).

Kan, S.H., Mancini, G. & Gallagher, G. Identification and characterization of multiple
splice forms of the human interleukin-23 receptor alpha chain in mitogen-activated
leukocytes. Genes Immun 9, 631-9 (2008).

82



244,

245.

246.

247.

248.

249.

250.

251.

252.

253.

254,

255.

256.

257.

258.

259.

260.

261.

262.

263.

Borgiani, P. et al. Interleukin-23R Arg381GIn is associated with susceptibility to
Crohn's disease but not with phenotype in an Italian population. Gastroenterology
133, 1049-51; author reply 1051-2 (2007).

Biining, C. et al. Heterozygosity for IL23R p.Arg381GIn confers a protective effect
not only against Crohn's disease but also ulcerative colitis. Aliment Pharmacol Ther
26, 1025-33 (2007).

Cummings, J.R. et al. Contribution of the novel inflammatory bowel disease gene
IL23R to disease susceptibility and phenotype. Inflamm.Bowel.Dis. 13, 1063-1068
(2007).

Oliver, J., Rueda, B., Lopez-Nevot, M.A., Gomez-Garcia, M. & Martin, J. Replication
of an association between IL23R gene polymorphism with inflammatory bowel
disease. Clin Gastroenterol Hepatol 5, 977-81, 981 e1-2 (2007).

Tremelling, M. et al. IL23R variation determines susceptibility but not disease
phenotype in inflammatory bowel disease. Gastroenterology 132, 1657-1664 (2007).
Weersma, R.K. et al. ATG16L1 and IL23R are associated with inflammatory bowel
diseases but not with celiac disease in the Netherlands. Am.J.Gastroenterol. 103, 621-
627 (2008).

Einarsdottir, E. et al. IL23R in the Swedish, Finnish, Hungarian and Italian
populations: association with IBD and psoriasis, and linkage to celiac disease.
BMC.Med.Genet. 10, 8 (2009).

Yamazaki, K. et al. Association analysis of genetic variants in I1L23R, ATG16L1 and
5p13.1 loci with Crohn's disease in Japanese patients. J Hum Genet 52, 575-83 (2007).
Farago, B. et al. Functional variants of interleukin-23 receptor gene confer risk for
rheumatoid arthritis but not for systemic sclerosis. Ann Rheum Dis 67, 248-50 (2008).
Burton, P.R. et al. Association scan of 14,500 nonsynonymous SNPs in four diseases
identifies autoimmunity variants. Nat.Genet. 39, 1329-1337 (2007).

Wang, K. et al. Diverse genome-wide association studies associate the 1L12/1L23
pathway with Crohn Disease. Am J Hum Genet 84, 399-405 (2009).

Linsley, P.S. & Ledbetter, J.A. The role of the CD28 receptor during T cell responses
to antigen. Annu Rev Immunol 11, 191-212 (1993).

Boise, L.H. et al. CD28 costimulation can promote T cell survival by enhancing the
expression of Bcl-XL. Immunity 3, 87-98 (1995).

Magistrelli, G. et al. A soluble form of CTLA-4 generated by alternative splicing is
expressed by nonstimulated human T cells. Eur J Immunol 29, 3596-602 (1999).
Krummel, M.F. & Allison, J.P. CTLA-4 engagement inhibits IL-2 accumulation and
cell cycle progression upon activation of resting T cells. J.Exp.Med. 183, 2533-2540
(1996).

Onishi, Y., Fehervari, Z., Yamaguchi, T. & Sakaguchi, S. Foxp3+ natural regulatory T
cells preferentially form aggregates on dendritic cells in vitro and actively inhibit their
maturation. Proc Natl Acad Sci U S A 105, 10113-8 (2008).

Qureshi, O.S. et al. Trans-endocytosis of CD80 and CD86: a molecular basis for the
cell-extrinsic function of CTLA-4. Science 332, 600-3 (2011).

Bour-Jordan, H. & Bluestone, J.A. Regulating the regulators: costimulatory signals
control the homeostasis and function of regulatory T cells. Immunol Rev 229, 41-66
(2009).

Punt, J.A., Osborne, B.A., Takahama, Y., Sharrow, S.O. & Singer, A. Negative
selection of CD4+CD8+ thymocytes by T cell receptor-induced apoptosis requires a
costimulatory signal that can be provided by CD28. J Exp Med 179, 709-13 (1994).
Punt, J.A., Havran, W., Abe, R., Sarin, A. & Singer, A. T cell receptor (TCR)-induced
death of immature CD4+CD8+ thymocytes by two distinct mechanisms differing in

83



264.

265.

266.

267.

268.

269.

270.

271.

272.

273.

274.

275.

276.

2717.

278.

279.

280.

281.

282.

their requirement for CD28 costimulation: implications for negative selection in the
thymus. J Exp Med 186, 1911-22 (1997).

Buhlmann, J.E., Elkin, S.K. & Sharpe, A.H. A role for the B7-1/B7-2:CD28/CTLA-4
pathway during negative selection. J Immunol 170, 5421-8 (2003).

Takahashi, S. et al. In vivo overexpression of CTLA-4 suppresses lymphoproliferative
diseases and thymic negative selection. Eur J Immunol 35, 399-407 (2005).

Cilio, C.M., Daws, M.R., Malashicheva, A., Sentman, C.L. & Holmberg, D. Cytotoxic
T lymphocyte antigen 4 is induced in the thymus upon in vivo activation and its
blockade prevents anti-CD3-mediated depletion of thymocytes. J Exp Med 188, 1239-
46 (1998).

Wagner, D.H., Jr. et al. Rescue of thymocytes from glucocorticoid-induced cell death
mediated by CD28/CTLA-4 costimulatory interactions with B7-1/B7-2. J Exp Med
184, 1631-8 (1996).

Verhagen, J. et al. CTLA-4 controls the thymic development of both conventional and
regulatory T cells through modulation of the TCR repertoire. Proc Natl Acad Sci U S
A 110, E221-30 (2013).

Cools, N., Ponsaerts, P., Van Tendeloo, V.F. & Berneman, Z.N. Regulatory T cells
and human disease. Clin Dev Immunol 2007, 89195 (2007).

Chamouard, P. et al. Diminution of Circulating CD4+CD25 high T cells in naive
Crohn's disease. Dig Dis Sci 54, 2084-93 (2009).

Maul, J. et al. Peripheral and intestinal regulatory CD4+ CD25(high) T cells in
inflammatory bowel disease. Gastroenterology 128, 1868-78 (2005).

Saruta, M. et al. Characterization of FOXP3+CD4+ regulatory T cells in Crohn's
disease. Clin Immunol 125, 281-90 (2007).

Chatenoud, L. & Bach, J.F. Adaptive human regulatory T cells: myth or reality? J Clin
Invest 116, 2325-7 (2006).

Gabrysova, L. et al. Integrated T-cell receptor and costimulatory signals determine
TGF-beta-dependent differentiation and maintenance of Foxp3+ regulatory T cells.
Eur J Immunol 41, 1242-8 (2011).

Benson, M.J., Pino-Lagos, K., Rosemblatt, M. & Noelle, R.J. All-trans retinoic acid
mediates enhanced T reg cell growth, differentiation, and gut homing in the face of
high levels of co-stimulation. J Exp Med 204, 1765-74 (2007).

Salomon, B. et al. B7/CD28 costimulation is essential for the homeostasis of the
CD4+CD25+ immunoregulatory T cells that control autoimmune diabetes. Immunity
12, 431-40 (2000).

Tang, Q. et al. Cutting edge: CD28 controls peripheral homeostasis of CD4+CD25+
regulatory T cells. J Immunol 171, 3348-52 (2003).

Tai, X., Cowan, M., Feigenbaum, L. & Singer, A. CD28 costimulation of developing
thymocytes induces Foxp3 expression and regulatory T cell differentiation
independently of interleukin 2. Nat Immunol 6, 152-62 (2005).

Barnes, M.J. et al. CTLA-4 promotes Foxp3 induction and regulatory T cell
accumulation in the intestinal lamina propria. Mucosal Immunol 6, 324-34 (2013).
Takahashi, T. et al. Immunologic self-tolerance maintained by CD25(+)CD4(+)
regulatory T cells constitutively expressing cytotoxic T lymphocyte-associated antigen
4. J Exp Med 192, 303-10 (2000).

Read, S., Malmstrom, V. & Powrie, F. Cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4
plays an essential role in the function of CD25(+)CD4(+) regulatory cells that control
intestinal inflammation. J Exp Med 192, 295-302 (2000).

Wing, K. & Sakaguchi, S. Regulatory T cells exert checks and balances on self
tolerance and autoimmunity. Nat Immunol 11, 7-13 (2010).

84



283.

284.

285.

286.

287.

288.

289.

290.

291.

292.

293.

294.

295.

296.

297.

298.

299.

300.

Dejean, A.S. et al. Transcription factor Foxo3 controls the magnitude of T cell
immune responses by modulating the function of dendritic cells. Nat Immunol 10,
504-13 (2009).

Linsley, P.S., Ledbetter, J., Peach, R. & Bajorath, J. CD28/CTLA-4 receptor structure,
binding stoichiometry and aggregation during T-cell activation. Res Immunol 146,
130-40 (1995).

Dariavach, P., Mattei, M.G., Golstein, P. & Lefranc, M.P. Human Ig superfamily
CTLA-4 gene: chromosomal localization and identity of protein sequence between
murine and human CTLA-4 cytoplasmic domains. Eur J Immunol 18, 1901-5 (1988).
Nistico, L. et al. The CTLA-4 gene region of chromosome 2g33 is linked to, and
associated with, type 1 diabetes. Belgian Diabetes Registry. Hum.Mol.Genet. 5, 1075-
1080 (1996).

Abe, T. et al. CTLA4 gene polymorphism correlates with the mode of onset and
presence of ICA512 Ab in Japanese type 1 diabetes. Diabetes Res.Clin.Pract. 46, 169-
175 (1999).

Cinek, O. et al. The CTLA4 +49 A/G dimorphism is not associated with type 1
diabetes in Czech children. Eur.J.Immunogenet. 29, 219-222 (2002).

Donner, H. et al. CTLA4 alanine-17 confers genetic susceptibility to Graves' disease
and to type 1 diabetes mellitus. J.Clin.Endocrinol.Metab 82, 143-146 (1997).

Lee, Y.J. et al. Association of CTLA4 gene A-G polymorphism with type 1 diabetes
in Chinese children. Clin.Endocrinol.(Oxf) 52, 153-157 (2000).

Osei-Hyiaman, D. et al. Association of a novel point mutation (C159G) of the CTLA4
gene with type 1 diabetes in West Africans but not in Chinese. Diabetes 50, 2169-
2171 (2001).

Zalloua, P.A. et al. Patients with early onset of type 1 diabetes have significantly
higher GG genotype at position 49 of the CTLA4 gene. Hum.Immunol. 65, 719-724
(2004).

Lemos, M.C. et al. The CTLA4 +49 A/G polymorphism is not associated with
susceptibility to type 1 diabetes mellitus in the Portuguese population.
Int.J.Immunogenet. 36, 193-195 (2009).

Borhani, H.A., Ghahramani, S., Azarpira, N., Pourjafar, M. & Nikseresht, A.R.
Cytotoxic T lymphocyte associated antigen-4 exon 1 A/G polymorphism in Iranian
patients with multiple sclerosis. Eur.J.Neurol. 15, 862-864 (2008).

Heggarty, S. et al. CTLA4 gene polymorphisms and multiple sclerosis in Northern
Ireland. J.Neuroimmunol. 187, 187-191 (2007).

Yousefipour, G., Erfani, N., Momtahan, M., Moghaddasi, H. & Ghaderi, A. CTLA4
exon 1 and promoter polymorphisms in patients with multiple sclerosis. Acta
Neurol.Scand. 120, 424-429 (2009).

Bilinska, M. et al. Progression of multiple sclerosis is associated with exon 1 CTLA-4
gene polymorphism. Acta Neurol.Scand. 110, 67-71 (2004).

Heward, J.M. et al. The development of Graves' disease and the CTLA-4 gene on
chromosome 2g33. J.Clin.Endocrinol.Metab 84, 2398-2401 (1999).

Kinjo, Y. et al. Remission of Graves' hyperthyroidism and A/G polymorphism at
position 49 in exon 1 of cytotoxic T lymphocyte-associated molecule-4 gene.
J.Clin.Endocrinol.Metab 87, 2593-2596 (2002).

Kouki, T., Gardine, C.A., Yanagawa, T. & DeGroot, L.J. Relation of three
polymorphisms of the CTLA-4 gene in patients with Graves' disease.
J.Endocrinol.Invest 25, 208-213 (2002).

85



301.

302.

308.

304.

305.

306.

307.

308.

309.

310.

311.

312.

313.

314.

315.

316.

317.

318.

3109.

320.

321.

Donner, H. et al. Codon 17 polymorphism of the cytotoxic T lymphocyte antigen 4
gene in Hashimoto's thyroiditis and Addison's disease. J.Clin.Endocrinol.Metab 82,
4130-4132 (1997).

Gonzalez-Escribano, M.F. et al. CTLA4 polymorphisms in Spanish patients with
rheumatoid arthritis. Tissue Antigens 53, 296-300 (1999).

Lee, C.S. et al. Association of CTLA4 gene A-G polymorphism with rheumatoid
arthritis in Chinese. Clin.Rheumatol. 22, 221-224 (2003).

Djilali-Saiah, I. et al. CTLA-4 gene polymorphism is associated with predisposition to
coeliac disease. Gut 43, 187-189 (1998).

Naluai, A.T. et al. The CTLA4/CD28 gene region on chromosome 2g33 confers
susceptibility to celiac disease in a way possibly distinct from that of type 1 diabetes
and other chronic inflammatory disorders. Tissue Antigens 56, 350-355 (2000).

King, A.L. et al. Coeliac disease: investigation of proposed causal variants in the
CTLA4 gene region. Eur.J.Immunogenet. 30, 427-432 (2003).

Martin-Pagola, A. et al. No association of CTLA4 gene with celiac disease in the
Basque population. J.Pediatr.Gastroenterol.Nutr. 37, 142-145 (2003).

Popat, S. et al. Analysis of the CTLA4 gene in Swedish coeliac disease patients.
Scand.J.Gastroenterol. 37, 28-31 (2002).

Popat, S. et al. Variation in the CTLA4/CD28 gene region confers an increased risk of
coeliac disease. Ann.Hum.Genet. 66, 125-137 (2002).

Mora, B. et al. CTLA-4 +49 A/G dimorphism in Italian patients with celiac disease.
Hum.Immunol. 64, 297-301 (2003).

Machida, H. et al. Association of polymorphic alleles of CTLA4 with inflammatory
bowel disease in the Japanese. World J.Gastroenterol. 11, 4188-4193 (2005).

Ben Alaya, W. et al. Association between CTLA-4 gene promoter (49 A/G) in exon 1
polymorphisms and inflammatory bowel disease in the Tunisian population.
Saudi.J.Gastroenterol. 15, 29-34 (2009).

Xia, B. et al. CTLA4 gene polymorphisms in Dutch and Chinese patients with
inflammatory bowel disease. Scand.J.Gastroenterol. 37, 1296-1300 (2002).

Hou, W. et al. CTLA-4 gene polymorphisms in Chinese patients with ulcerative
colitis. Inflamm.Bowel.Dis. 11, 653-656 (2005).

Hradsky, O. et al. The CTLA4 variants may interact with the IL23R- and NOD2-
conferred risk in development of Crohn's disease. BMC Med Genet 11, 91 (2010).
Magyari, L. et al. No association of the cytotoxic T-lymphocyte associated gene
CTLA4 +49A/G polymorphisms with Crohn's disease and ulcerative colitis in
Hungarian population samples. World J.Gastroenterol. 13, 2205-2208 (2007).

Kouki, T. et al. CTLA-4 gene polymorphism at position 49 in exon 1 reduces the
inhibitory function of CTLA-4 and contributes to the pathogenesis of Graves' disease.
J.Immunol. 165, 6606-6611 (2000).

Maurer, M. et al. A polymorphism in the human cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 (
CTLA4) gene (exon 1 +49) alters T-cell activation. Immunogenetics 54, 1-8 (2002).
Rueda, B. et al. CTLA4/CT60 polymorphism is not relevant in susceptibility to
autoimmune inflammatory intestinal disorders. Hum Immunol 66, 321-5 (2005).

Chen, Z. et al. Association of cytotoxic T lymphocyte associated antigen-4 gene
(rs60872763) polymorphism with Crohn's disease and high levels of serum sCTLA-4
in Crohn's disease. J Gastroenterol Hepatol 26, 924-30 (2011).

Suppiah, V. et al. The CTLA4+49A/G and CT60 polymorphisms and chronic
inflammatory arthropathies in Northern Ireland. Exp.Mol.Pathol. 80, 141-146 (2006).

86



322.

323.

324,

325.

326.

327.

328.

329.

330.

331

332.

333.

334.

335.

336.

337.

338.

339.

340.

341.

Downie-Doyle, S., Bayat, N., Rischmueller, M. & Lester, S. Influence of CTLA4
haplotypes on susceptibility and some extraglandular manifestations in primary
Sjogren's syndrome. Arthritis Rheum. 54, 2434-2440 (2006).

Gudjonsdottir, A.H. et al. Association between genotypes and phenotypes in coeliac
disease. J.Pediatr.Gastroenterol.Nutr. 49, 165-169 (2009).

Hunt, K.A. et al. A common CTLA4 haplotype associated with coeliac disease.
Eur.J.Hum.Genet. 13, 440-444 (2005).

Amundsen, S.S. et al. Genetic analysis of the CD28/CTLA4/ICOS (CELIAC3) region
in coeliac disease. Tissue Antigens 64, 593-599 (2004).

Giallourakis, C. et al. IBD5 is a general risk factor for inflammatory bowel disease:
replication of association with Crohn disease and identification of a novel association
with ulcerative colitis. Am J Hum Genet 73, 205-11 (2003).

Armuzzi, A. et al. Genotype-phenotype analysis of the Crohn's disease susceptibility
haplotype on chromosome 5¢31. Gut 52, 1133-9 (2003).

Negoro, K. et al. Analysis of the IBD5 locus and potential gene-gene interactions in
Crohn's disease. Gut 52, 541-546 (2003).

Torkvist, L. et al. Contribution of the IBD5 locus to Crohn's disease in the Swedish
population. Scand.J.Gastroenterol. 42, 200-206 (2007).

Chua, K.H. et al. Association between inflammatory bowel disease gene 5 (IBD5) and
interleukin-23 receptor (IL23R) genetic polymorphisms in Malaysian patients with
Crohn's disease. J Dig Dis 13, 459-65 (2012).

Peltekova, V.D. et al. Functional variants of OCTN cation transporter genes are
associated with Crohn disease. Nat.Genet. 36, 471-475 (2004).

Gazouli, M., Mantzaris, G., Archimandritis, A.J., Nasioulas, G. & Anagnou, N.P.
Single nucleotide polymorphisms of OCTN1, OCTN2, and DLG5 genes in Greek
patients with Crohn's disease. World J.Gastroenterol. 11, 7525-7530 (2005).

Noble, C.L. et al. The contribution of OCTN1/2 variants within the IBD5 locus to
disease susceptibility and severity in Crohn's disease. Gastroenterology 129, 1854-
1864 (2005).

Torok, H.P. et al. Polymorphisms in the DLG5 and OCTN cation transporter genes in
Crohn's disease. Gut 54, 1421-1427 (2005).

Fisher, S.A. et al. Direct or indirect association in a complex disease: the role of
SLC22A4 and SLC22A5 functional variants in Crohn disease. Hum.Mutat. 27, 778-
785 (2006).

Leung, E. et al. Polymorphisms in the organic cation transporter genes SLC22A4 and
SLC22A5 and Crohn's disease in a New Zealand Caucasian cohort. Immunol.Cell
Biol. 84, 233-236 (2006).

Martinez, A. et al. Association of the organic cation transporter OCTN genes with
Crohn's disease in the Spanish population. Eur.J.Hum.Genet. 14, 222-226 (2006).
Onnie, C. et al. Sequence variation, linkage disequilibrium and association with
Crohn's disease on chromosome 5g31. Genes Immun 7, 359-65 (2006).

Tosa, M. et al. Lack of association between IBD5 and Crohn's disease in Japanese
patients demonstrates population-specific differences in inflammatory bowel disease.
Scand.J.Gastroenterol. 41, 48-53 (2006).

Yamazaki, K. et al. Association analysis of SLC22A4, SLC22A5 and DLG5 in
Japanese patients with Crohn disease. J.Hum.Genet. 49, 664-668 (2004).

Vermeire, S. et al. Association of organic cation transporter risk haplotype with
perianal penetrating Crohn's disease but not with susceptibility to IBD.
Gastroenterology 129, 1845-1853 (2005).

87



342.

343.

344,

345.

346.

347.

348.

349.

350.

351.

352.

353.

354.

355.

356.

357.

358.

359.

360.

361.

Noble, C.L. et al. DLG5 variants do not influence susceptibility to inflammatory
bowel disease in the Scottish population. Gut 54, 1416-1420 (2005).

Russell, R.K. et al. Analysis of the influence of OCTNZ1/2 variants within the IBD5
locus on disease susceptibility and growth indices in early onset inflammatory bowel
disease. Gut 55, 1114-1123 (2006).

Waller, S. et al. Evidence for association of OCTN genes and IBD5 with ulcerative
colitis. Gut 55, 809-814 (2006).

Silverberg, M.S. et al. Refined genomic localization and ethnic differences observed
for the IBDS5 association with Crohn's disease. Eur.J.Hum.Genet. 15, 328-335 (2007).
Jostins, L. et al. Host-microbe interactions have shaped the genetic architecture of
inflammatory bowel disease. Nature 491, 119-24 (2012).

Moore, J.H. The ubiquitous nature of epistasis in determining susceptibility to
common human diseases. Hum.Hered. 56, 73-82 (2003).

Magyari, L. et al. Prevalence of SLC22A4 1672T and SLC22A5 -207C combination
defined TC haplotype in Hungarian ulcerative colitis patients. Pathol Oncol Res 13,
53-6 (2007).

Lakner, L. et al. IGR2096a_1 T and IGR2198a 1 C alleles on IBD5 locus of
chromosome 5931 region confer risk for Crohn's disease in Hungarian patients. Int J
Colorectal Dis 24, 503-7 (2009).

Talian, G. et al. Plasma carnitine ester profiles in Crohn's disease and ulcerative colitis
patients with different IGR2230a_1 genotypes. Int J Immunogenet 36, 329-35 (2009).
Talian, G. et al. Plasma carnitine ester profiles in Crohn's disease and ulcerative colitis
patients with different 1IGR2230a_1 genotypes. Int.J.Immunogenet. 36, 329-335
(2009).

Lacher, M. et al. Autophagy 16-like 1 rs2241880 G allele is associated with Crohn's
disease in German children. Acta Paediatr 98, 1835-40 (2009).

Buning, C. et al. DLGS5 variants in inflammatory bowel disease. Am.J.Gastroenterol.
101, 786-792 (2006).

Cooney, R. et al. NOD2 stimulation induces autophagy in dendritic cells influencing
bacterial handling and antigen presentation. Nat Med 16, 90-7 (2010).

Travassos, L.H., Carneiro, L.A., Girardin, S. & Philpott, D.J. Nod proteins link
bacterial sensing and autophagy. Autophagy 6, 409-11 (2010).

Homer, C.R., Richmond, A.L., Rebert, N.A., Achkar, J.P. & McDonald, C. ATG16L1
and NOD?2 interact in an autophagy-dependent antibacterial pathway implicated in
Crohn's disease pathogenesis. Gastroenterology 139, 1630-41, 1641 el1-2 (2010).
Plantinga, T.S. et al. Crohn's disease-associated ATG16L1 polymorphism modulates
pro-inflammatory cytokine responses selectively upon activation of NOD2. Gut 60,
1229-35 (2011).

Leshinsky-Silver, E. et al. Evaluation of the interleukin-23 receptor gene coding
variant R381Q in pediatric and adult Crohn disease. J Pediatr Gastroenterol Nutr 45,
405-8 (2007).

Palmieri, O. et al. Variants of OCTN1-2 cation transporter genes are associated with
both Crohn's disease and ulcerative colitis. Aliment.Pharmacol.Ther. 23, 497-506
(2006).

Babusukumar, U., Wang, T., McGuire, E., Broeckel, U. & Kugathasan, S.
Contribution of OCTN variants within the IBD5 locus to pediatric onset Crohn's
disease. Am.J.Gastroenterol. 101, 1354-1361 (2006).

Cucchiara, S. et al. Role of CARD15, DLG5 and OCTN genes polymorphisms in
children with inflammatory bowel diseases. World J.Gastroenterol. 13, 1221-1229
(2007).

88



362. Seidl, C. et al. CTLA4 codon 17 dimorphism in patients with rheumatoid arthritis.
Tissue Antigens 51, 62-66 (1998).

363. Jung, M.H. et al. Association of cytotoxic T lymphocyte antigen-4 gene
polymorphisms and HLA class Il alleles with the development of type 1 diabetes in
Korean children and adolescents. J.Korean Med.Sci. 24, 1004-1009 (2009).

89



