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Az 5q31 IBD5-régioban talalhato
IGR és SLC22A4/SLC22A5 variansok

lehetséges szerepe a gyulladasos
bélbetegség kialakulasaban
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Az idiopathids kronikus gyulladdsos bélbetegség kialakuldsaban kornyezeti tényezSk, immunoldgiai és genetikai faktorok egyardnt
szerepet jatszanak. Az ut6bbi években a CARD15 gén mellett egyre tobb adat timasztja ald mas gének, tobbek kézott az 5q31-33
régioban elhelyezkeds IBDS locus (MIM#606348) szerepét. Egyes tanulmdnyok ezen régioban az SLC22A4 gén C1672T szubsz-
titacidjanak, illetve az SLC22A5 gén G-207C transzverzidjanak egyiittes szerepét hangsilyozzak, kiillondsen Crohn-betegség kiala-
kuldsaban, mig mas szerzSk Gj minor hajlamosité tényezket azonositottak az IBD5 kromoszémarégiéban, ezek az IGR-varidnsok.
Célkitiizés: Az SLC22A4 C1672T és SLC22A5 G-207C muticiok mellett az IGR2096a_1 (rs12521868) ¢és az IGR2198a_1
(rs11739135) polimorfizmusok szerepének vizsgalata gyulladdsos bélbetegség kialakuldsiban. Betegek és modszer: Vizsgalatunk so-
ran 440 gyulladdsos bélbeteg (206 Crohn- és 234 colitis ulcerosds beteg), valamint 279 kontrollegyén periférids vérmintdjabol
PCR-RFLP technikédval végeztiink DNS-analizist. Eredmények: Sem a C1672T, sem a G-207C allélek, sem a TC haplotipus nem
bizonyult rizikéfaktornak sem Crohn-betegség, sem colitis ulcerosa esetében. Ezzel ellentétben mindkét minor IGR allél frekvenci-
dja: mind az IGR2096a_1 T (48,1%), mind az IGR2198a_1 C (46,1%) szignifikinsan magasabb volt Crohn-betegségben a kont-
rollokéhoz (38,5%, 38,4%) képest (p<0,05). Korra és nemre standardizdlt regresszios analizissel mindkét allélnél fokozott rizikot
észleltiink Crohn-betegség vonatkozdsiban (T-allél: OR=1,694, 95%-os CI: 1,137-2,522, p=0,010, C-allél: OR=1,644, 95%-os
CI=1,103-2,449, p=0,015). Colitis ulcerosa esetén nem taldltunk 6sszefiiggést a két IGR-varidns és a betegség kialakuldsa kozott.
Kovetkeztetés: az IGR minor alléleknek a kornyezd kaukdzusi népcesoportoktdl eltéréen magyarorszagi populicioban szerepiik lehet
a Crohn-betegség kialakuldsiban.

Kulcsszavak: IGR, SLC22A4, SLC22A5, colitis ulcerosa, Crohn-betegség

Possible role of selected IGR and SLC22A4/SLC22A5 loci in development
of inflammatory bowel diseases

The IBD5 locus (MIM#606348) on chromosome 5931 has been demonstrated to confer increased risk for inflammatory bowel
disease. Controversial reports have been published about the significance of individual loci located in this region. Here we
investigated the possible genetic association of inflammatory bowel diseases with C1672T of SLC22A4 and G-207C SLC22A5
alleles, and with IGR2096a_1 (rs12521868) and IGR2198a_1 (rs11739135) susceptibility variants of the IBD5 region located on
chromosome 5q31. Patients and methods: Total of 440 patients, 206 with Crohn’s disease, 234 with ulcerative colitis, and 279
controls were studied by PCR-RFLP methods. Results: Neither the C1672T, and G-207C alleles, nor the TC haplotype were found
to confer risk for Crohn’s disease or ulcerative colitis. By contrast, both of the minor allele frequencies of IGR2096a_1 T (48.1%)
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and IGR2198a_1 C (46.1%) were increased in Crohn’s disease subjects as compared with the controls (38.5% and 38.4%, respectively;
p<0.05). Using regression analysis adjusted to age and gender these alleles were found to confer risk for Crohn’s disease (OR=1.694,
95% CI: 1.137-2.522; p=0.010 for T allele, OR=1.644, 95% CI=1.103-2.449; p=0.015 for C allele of IGRs). In UC no such
associations were found. Conclusions: Our results revealed the susceptibility nature of the examined IGR minor alleles in Hungarians,
which nation differs historically from the surrounding Caucasian populations in origin of the founders of the state.

Keywords: IGR, SLC22A4, SLC22A5, ulcerative colitis, Crohn’s disecase
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Roviditések

ATGI6L1 = autophagy-related gene-like-1; CARDI15 = caspase
recruitment domain-containing protein 15; CD = Crohn-betegség;
CTLA4 = cytotoxic T-lymphocyte antigen 4; DLG5 = discs, large
homolog 5; EDTA = etiléndiamin-tetraecetsav; IBD = gyulladdsos bél-
betegségek osszefoglald neve; IL23R = interleukin-23 receptor; NOD2
= nukleotid oligomeriziciés domén 2; PCR = polimeriz lincreakcio;
RFLP = restrikciés fragmenthosszisag-polimorfizmus; SNP = egypon-
tos nukleotid polimorfizmus; SLC22A4 = solute carrier family 22,
member 4; SLC22A5 = solute carrier family 22, member 5; UC =
colitis ulcerosa

Az idiopathids krénikus gyulladdsos bélbetegség két f6
formaja a colitis ulcerosa és a Crohn-betegség [1]. Colitis
ulcerosa esetén a gyulladas kizdrdlag a vastagbelet érinti,
mig Crohn-betegségben a gyulladas a szdjtél az anusig a
tapcsatorna barmely részére kiterjedhet. Crohn-betegség
kialakulasakor leggyakoribb a vékony- és vastagbél egytit-
tes érintettsége (40-55%). Az esetek 30-40%-aban csak
a vékonybél, mig 15-25%-ban csak a vastagbél érintett
[2]. A fels§ gastrointestinalis lokalizaci6 viszonylag ritka.
Mig colitis ulcerosa esetén a gyulladas folytonos és a
nyalkahdrtydt érinti, addig Crohn-betegségben a folya-
mat szegmentilis és transmurdlis. Extraintestinalis mani-
fesztacié — szem, bor, iziileti szovédmény — Crohn-
betegség esetén gyakoribb. Ugyancsak gyakoribb a
fistuldk kialakulasa.

Bér két kiilonb6z6 entitist betegségrdl van szo, eltérd
a betegség lokalizacioja, endoszkopos és szovettani meg-
jelenése, mintegy 10%-ban a differencialdiagnézis nem
lehetséges, ilyen esetekben ,jindeterminate colitisrél”
beszéliink.

A gyulladasos bélbetegség elsG leirasa Morgagnitol,
1769-b8l szarmazik, aki egy 34 éves betegnél post
mortem irt le terminalis ileitist, valamint ulcerativ colitist
a mesenterialis nyirokcsomok megnagyobbodasaval [3].
Az 1800-as években szidmos szerz$ irta le a terminalis
ileum gyulladasos sztkiiletét (Combs és Saunders, 1813;
J. Ambercombrie, 1828; N. Moore, 1882). Crobn,
Ginsberg és Oppenhbeimer 1932-ben publikdlta ,,Regional
ileitis: a pathological and clinical entity” cimi tanulmd-
nyat. Brian Brook 1959-ben a Lancetben megjelentetett
cikkében a birminghami Crohn-regiszter adatai alapjan
megillapitotta, hogy a regiondlis ileitis nemcsak a vé-
konybélre korlitozodik. Midsik fontos észrevétele volt,
hogy a colitis ulcerosa és a Crohn-betegség kozott kii-

lonbséget tett a klinikai megjelenés, a gyogyszeres keze-
lésre adott terapids valasz, valamint a sebészi beavatkoza-
sokat kovetd progresszié tekintetében.

Mind a colitis ulcerosa, mind a Crohn-betegség
multifaktorialis korképek, amelyek kifejlédésében fontos
szerepe van a kornyezeti tényezSknek, immunologiai és
genetikai faktoroknak egyardnt [4]. A kornyezeti ténye-
z6k kozil fontos szerepet tulajdonitunk az enteralis in-
fekcidknak [5]. A dohdnyzids Crohn-betegségben a fo-
lyamat el8segité tényezGjeként szerepel, mig colitis
ulcerosa esetén inkibb védGhatisa [6]. A dohinyzds
befolyasolja a celluldris és humoralis immunitast, a Th2
sejtek mikodésére gatlohatist, mig nem befolyasolja
a Thl sejtek mtikodését. Ismert, hogy a colitis ulcerosa
patogenezisében a Th2-sejtvonalhoz kotott, mig Crohn-
betegségben Thl sejtek indukalta immunvélasz alakul ki
[7]. Ez magyarazza, hogy a két betegségben a dohdnyzas
eltérd szerepet jatszik.

A nem szteroid gyulladascsokkentSk, valamint az ord-
lis fogamzasgatlok szerepe mindkét betegség kialakuld-
siban elfogadott [8, 9]. Emellett szerepe lehet egyéb
kornyezeti faktoroknak (stressz, étrendi tényezdk) a
gyulladisos bélbetegség elbidézésében [10, 11, 12].

A gyulladdsos bélbetegségek kialakulasiban a geneti-
kai tényez8k szerepe szintén fontos [13]. Egyik kérkép
sem vezethetd vissza egyetlen genetikai variansra. Az el-
s6ként felismert NOD2/CARD15 muticiék hajlamo-
sité  szerepe egyértelmlen bizonyitott, elsGsorban
Crohn-beteg-populdciéban [14, 15].

Célkittizés

Az 5q31 kromoszémarégioban talilhaté IBD5 locus és
a gyulladasos bélbetegség kapcsolatit szamos szerzé ta-
nulmanyozta [16, 17]. Peltekova és munkatirsai ebben a
régioban irtak le a TC haplotipust, amelyet az SLC22A4
gén C1672T (rs1050152) és az SLC22A5 gén G-207C
(rs2631367) polimorfizmusa hatiroz meg [18]. A mun-
kacsoport igazolta, hogy ezen haplotipus Crohn-
betegség kialakulasara hajlamosit. Silverbery és munka-
tarsni egy nagyobb populiciot vizsgilva az 5q31 régioé
egyéb funkciondlis varidnsainak szerepét tanulmanyoztak
[19], genetikai Osszefiiggést talaltak az IBD és az
IGR2096a_1 (rs12521868), valamint az IGR2198a_1
(rs11739135) polimorfizmusok kozott. Jelen vizsgila-
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tunk célja az emlitett allélek, valamint a TC haplotipus
vizsgilata volt magyarorszagi gyulladdsos bélbeteg po-
pulciéban; az adatok egy része mar a nemzetkézi iroda-
lomban kozlésre kertilt.

Betegek és modszerek

Vizsgalatunk soran 206 Crohn-beteg (97 férfi, 109 nd,
atlagéletkor 39,6+1,04 év), valamint 234 colitis ulcerosas
beteg (102 férfi, 132 nd, atlagéletkor 46,6+1,05 év)
DNS-mintajat genotipizaltuk. A Crohn-betegek és colitis
ulcerosasok tipusos klinikai tiinetekkel rendelkeztek,
a diagndzis minden esetben a klinikai kép, endoszkopos
és szovettani vizsgalat alapjan tortént. Kontrollként
279 Klinikailag egészséges egyén (155 férfi, 124 nd, at-
lagéletkor 40,6+0,80 év) szolgilt. A vizsgilat alanyai
minden esetben irdsos beleegyezésiiket adtak a genetikai
vizsgilathoz. A vizsgalat etikai bizottsagi engedély birto-
kiban (ETT TUKEB) és a Helsinki (1964) deklaricié
alapelveinek megfelelGen tortént.

Molekularis biologini modszerek

A DNS-izolilast EDTA-val alvadasgatolt vérmintakbol
végeztiik kis6zasos modszerrel. Az egyes variansok anali-
zisének kiindulépontja a polimerdz lincreakcié (PCR)
agan végzett DNS-amplifikicié  volt, amelyet az
IGR2096a_1 rs12521868, IGR2198a_1 rs11739135 ¢s
SLC22A5 rs2631367 muticiok esetén RFLP-médszer
kovetett, mig az SLC22A4 rs1050152 varidns meghatd-
rozasat direkt szekvendlassal végeztiik ABI 3100 auto-
mata szekvendtoron.

A PCR-reakciok soran a kovetkezd, altalunk tervezett
specifikus primerparokat alkalmaztuk:

IGR2096a_1 rs12521868 variians esetén a forward
primer: 5’-CAAGATTTCTGCCATAGCCTCCT-3’,

a reverse primer:

5’-GGAGGGTGGTGTAGCCAGAGTAG-3’;

IGR2198a_1 rs11739135 varians esetén a forward
primer:

5’-AGACACTGGGACATCATCTGTCTG-3’,

a reverse primer:

5’-GGGCAATTCTATGAGGACATTTAGA-3’;

SLC22A5 gén rs2631367 variansa esetén a forward
primer:

5’-GCCGCTCTGCCTGCCAGC-3’,

a reverse primer:

5’-GGTCGCTATCAGGAACACGGAGGA-3’;

SLC22A4 gén rs1050152 variansa esetén a forward
primer:

5’-AGAGAGTCCTCCTATCTGATTG-3,

a reverse primer:

5-TCCTAGCTATTCTTCCATGC-3".

A DNS-amplifikicié soran a kovetkezd termopara-
métereket alkalmaztuk: el6denaturacié 95 °C-on 2 pere,
35 ismétléds  ciklus, amelynek 1épései: denaturicio
95 °C-on 30 mp, primerkotédés 58 °C-on 45 mp

EREDETI KOZLEMENYEK

(SLC22A4 rs1050152 esetén 54 °C-on 30 mp), polime-
rizacié6 72 °C-on 45 mp, majd a ciklusok utin végs6
lanchosszabbitds 72 °C-on 5 perc.

Az IGR2096a_1  rs12521868, IGR2198a_1
rs11739135 és SLC22A5 rs2631367 muticiok esetén a
felsokszorozott DNS-szakaszok emésztése a kovetkezd
allélspecifikus restrikcidés endonukledzokkal —tortént:
Trull (IGR2096a_1), HinlIl (IGR2198a_1) és Hpall
(SLC22A5). Minden amplifikitum tartalmazott egy ob-
ligat hasitohelyet is, amely az emésztés hatékonysdganak
ellenérzésére szolgalt. Az IGR2096a_1 normal genoti-
pus (GG) esetén a 269 bp méretli PCR-terméket az
endonukledz két fragmentre, egy 81 és egy 188 bp hosz-
szt szakaszra hasitotta. A homozigéta genotipus (TT)
jelenlétekor 32, 81 és 156 bp hossztsaga szakaszok ke-
letkeztek, mig heterozigdta egyed esetén valamennyi
fragment detektalhaté volt. Az IGR2198a_1 polimorfiz-
mus vizsgalata soran a restrikcids endonukledz a 280 bp
nagysagi PCR-terméket 38, 60 és 182 bp-os szakaszok-
ra vagta normdl genotipus (GG) esetén. Homozigota
genotipussal (CC) bird betegekben a hasitds 60 és 220
bp méretti DNS-darabokat eredményezett. Heterozigota
genotipus esetén mindegyik fragment lithat6é volt. Az
SLC22A5 normdl genotipus (GG) jelenlétében az
emésztés soran 31 bp, 42 bp és 313 bp hosszu fragmentek
keletkeztek. Heterozigota egyedekben 31 bp, 42 bp,
313 bp és 355 bp méretd DNS-szakaszokat detektdl-
tunk, mig homozigétikban csak a 31 és 355 bp nagysa-
g hasitdsi termékeket azonositottuk. A hasitasi termé-
kek elkiilonitése gélelektroforézissel, etidium-bromidos
festéssel és UV-megyvilagitissal tortént.

Statisztikai analizis

A betegség és a vizsgalt genetikai varidnsok kozott fenn-
all6 osszetiiggések feltarasira y’-tesztet és regresszids
analizist alkalmaztunk SPSS 11.5 programcsalad felhasz-
naldsaval.

Eredmények

Az egyes varidnsok betegekben és kontrollokban taldlt
closzlasat az 1. tablazatban toglaltuk 6ssze. A vizsgalt
allélek mindegyike Hardy—Weinberg-egyensulyban volt.

Az IGR2096a_1 T allél és az IGR 2198a_1 C allél
ardnya szignifikinsan nagyobb volt Crohn-betegek ese-
tén a kontrollokhoz viszonyitva. Korra és nemre standar-
dizalt regresszids analizissel szignifikins kapcsolatot
talaltunk e két polimorfizmus és Crohn-betegség ko-
zott: a varidns T (OR=1,694, 95%-0s CI: 1,137-2,522;
p=0,010) és C allél (OR=1,644, 95%-0s CI=1,103—
2,449; p=0,015) egyarint fokozta a betegség kialakuld-
sanak rizikéjat. A colitis ulcerosis betegcsoportban
ugyanakkor nem talaltunk kilonbséget sem az IGR
2198a_1, sem az IGR2096a_1 variansok gyakorisigat
tekintve.
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Az SLC22A4 és az SLC22A5 allélek esetén, valamint
a TC haplotipus vizsgalatakor a Crohn-beteg és a colitis
ulcerosas populicié nem mutatott eltérést a kontrollok-
hoz képest (1. tablizat).

Kovetkeztetések

Az idiopathias krénikus gyulladdsos bélbetegség két for-
mdja, a colitis ulcerosa és a Crohn-betegség is genetikai-
lag fogékony egyénekben kiilonbozé kornyezeti ténye-
z0Kk, elsGsorban enteralis mikrobalis antigénekre adott
nem megfeleld immunvélasz kovetkeztében alakul ki [4].
Genetikai szempontbdl mind a colitis ulcerosa, mind a
Crohn-betegség poligénes természeti. A genetikai haj-
lam szerepe Crohn-betegségben fokozottnak tnik [20].
A genetikai tényez&k szerepét a csaladvizsgalatok is meg-
erGsitik. Els6foktt rokonok esetén az IBD kialakuldsa
akdr 5-20-szor gyakoribb, mint az atlagpopuldciéban
[21]. A hajlamosit6é gének nemcsak a megbetegedés ma-
nifesztaciojat segitik el§, hanem meghatirozzak annak
klinikai megjelenését (fenotipusit), a szovédmények ki-
alakuldsit is. Az els6ként ismertté vilt CARD15/NOD2
muticié szerepe mellett egyre tobb adat utal az
SLCA22A4 /A5 gének, az IBD5 régidban talilhaté
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egyéb varidnsok, illetve mds gének (DLG5, IL23R,
ATGI16L1) jelentSségére [22, 23, 24, 25, 26, 27, 28].

Német [29], gorog [30], kanadai [31], olasz [32],
0j-zélandi [ 33], skot [ 34, 35] populicidoban az SLC22A4
és SLC22A5 génvariansok Crohn-betegségre hajlamosi-
t6 szerepét mutattik ki. Mds vizsgilatokban — flamand
[36], magyar [37, 38], japan [39] populdciéon — azonban
nem talaltak Osszefiiggést ezen genetikai tényezdk, vala-
mint a gyulladdsos bélbetegség kialakuldsa kozott. A té-
ma komplexitasit is mutatja az eltér§ adatok sokasiga.

Az IBD5-régid és a betegség kapcsolatit egy kozel-
multban megjelent tanulmdiny is megerdsitette, amely-
ben az SLC22A4,/C1672T (rs1050152), IGR2198a_1
(rs11739135), IGR2096a_1, (rs12521868),
IGR3178a_1 (rs3844312), SLC22A5/G-207C
(rs2631367) és IGR2230a_1 (rs17622208) polimor-
fizmusokat vizsgaltidk [19]. Eredményeik szerint a fenti
variansok koziil az elsé hirom magyarizza az IBD5 lo-
cus gyulladdsos bélbetegségben jatszott szerepét. Az
IGR2096a_1 (rs12521868) esetén figyelték meg a leg-
erGsebb kapcsolatot ebben a régidban. Az 6sszefliggés
egyedil az észak-amerikai nem zsidé populicié esetén
volt kimutathat6. A Phase 11 HapMap vizsgalat alapjan a
fenti (a prolil-4-hidroxildz gén és az interferonszabalyozé
faktor gén kozotti szakaszon talalhatd) polimorfizmusok

1. tablazat IGR 2096a_1, IGR 2198a_1, SLC22A4 és SLC22A5 gének varidnsainak genotipus- és allélfrekvencia-eloszlisa Crohn-betegekben, colitis ulcerosds
betegcsoportban és kontrollokban
Crohn-betegek (n=206) Colitis ulcerosis betegek (n=234) Kontrollok (n=279)
IGR 2096a_1
GG 56 (27,2%) 79 (33,8%) 110 (39,4%)
GT 102 (49,5%) 117 (50,0%) 123 (44,1%)
TT 48 (23,3%) 38 (16,2%) 46 (16,5%)
T allélfrekvencia 48,1%* 41.2% 38,5%
IGR 2198a_1
GG 56 (27,2%) 81 (34,6%) 107 (39,4%)
GC 110 (53,4%) 112 (47,9%) 130 (46,6%)
CC 40 (19,4%) 41 (17,5%) 42 (15,1%)

C allélfrekvencia 46,1%*

41,5% 38,4%

SLC22A4 C1672T

cC 61 (29,6%)
CT 102 (49,5%)
TT 43 (20,9%)

T allélfrekvencia 45,6%

74 (31,6%)
111 (47.,4%)
49 (20,9%)

44.7%

106 (38,0%)
125 (44,8%)
48 (17,2%)

39,6%

SLC22A5 G-207C

GG 49 (23,8%)
GC 109 (52,9%)
cC 48 (23,3%)

C allélfrekvencia 49.8%

68 (29,1%)
113 (48,3%)
53 (22,6%)

46,8%

82 (29,4%)
135 (48,4%)
62 (22,2%)

46,4%

SLC22A4/ SLC22A5
TC haplotipus

42 (20,4%)

41 (17,5%) 44 (15,8%)

* p<0,05 vs. kontroll
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az SLC22A4 varidnssal egyenértéki rizikotényezdk. Va-
lamennyi SNP 6nmagaban is magyardzta az IBD5-régi6
és a Crohn-betegség kozotti Osszefliggést. A szerzok
ugyanakkor megkérddjelezték az SLC22A5 varians haj-
lamosito szerepét a gyulladdsos bélbetegség kialakulasi-
ban.

Jelen tanulminyban az SLC22A4 C1672T és az
SLC22A5 G-207C mutacidkat, valamint két 1j
IBD5 markert, az IGR2096a_1 (rs12521868) és az
IGR2198a_1 (rs11739135) varidnsokat vizsgdltuk ma-
gyar, gyulladisos bélbeteg populiciéban. Kordbbi mun-
kdinkhoz hasonléan sem a vizsgilt SLC22A4, valamint
az SLC22A5 allélek, sem a TC haplotipus nem névelték
a colitis ulcerosa, illetve a Crohn-betegség rizikojat. Ez-
zel ellentétben mindkét vizsgalt IGR allél fokozta a
Crohn-betegségre valé hajlamot, a colitis ulcerosaét
azonban nem.

Nem zsidé felnétt- [19], svéd felnétt- [40], olasz fel-
nétt- [32] és skét [35] gyermekpopuldciokban az
IGR2096a_1 ¢és IGR2198a_1 polimorfizmusok hajla-
mositd szerepét irtak le, valamint az SLC22A4 C1672T
és az SLC22A5 G-207C varidnsok szintén novelték a
gyulladdsos bélbetegség kialakulasinak kockazatit.
Mindezek alapjan a magyar populicié — legaldbbis rész-
legesen — hasonlithat a Silverbery és munkatarsai altal
leirt nem zsidé észak-amerikai populiciéhoz az IBD5-
régio gyulladdsos bélbetegségre hajlamositoé szerepének
szempontjabdl. Az dltalunk kapott eredmények ugyan-
akkor meglep&ek és toviabbi elemzést igényelnek, mivel a
két népcsoport eltéré eredete miatt elméletileg kiilon-
b6z6 haplotipus-jellemzékkel kellene hogy rendelkez-
zen [41].

Ko6szonetnyilvanitas

A vizsgalat az OTKA T73430 szamu pilydzat timogatdsaval késziilt.
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