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Bevezetés

A colitis ulcerosa és a Crohn-betegség a bélrendszer idiopathias kronikus gyulladdsos
megbetegedése. Mig colitis ulcerosa esetén a gyulladas kizarélag a vastagbelet érinti, Crohn-
betegségben a szajtol az anusig a tapcsatorna barmely részére kiterjedhet. Crohn-betegség
kialakulasakor leggyakoribb a vékony- és vastagbél egyiittes érintettsége (40-55%). Az esetek
30-40%-aban csak a vékonybél, mig 15-25%-ban csak a vastagbél érintett. A felsd
gasztrointesztinalis lokalizacio viszonylag ritka.

Mind a colitis ulcerosa, mind a Crohn-betegség multifaktorialis korképek, melyek
kifejlédésében fontos szerepet tulajdonitunk a kornyezeti tényezOknek, immunologiai ¢€s
genetikai faktoroknak egyarant.

A csaladvizsgalatok azt mutatjdk, hogy a csalddi anamnezisben szerepld gyulladdsos
bélbetegség az egyik legkifejezettebb rizikofaktor a betegség kialakuldsa szempontjabol. A
Crohn-betegek elsdfoki rokonaiban ugyanezen betegség kialakuldsa 2,2-16,2%-ban, IBD
kialakulasa 5,2-22,5%-ban, mig colitis ulcerosa esetén ugyanezen betegség 5,7-15,5%-ban,
IBD kialakulasa 6,6-15,8%-ban varhato.

A gyulladasos bélbetegségek eldidézésében a genetikai tényezdk szerepe nagyon fontos,
azonban egyik korkép sem vezethetd vissza egyetlen genetikai varidnsra. A teljes genomot
feloleld vizsgalat (,,genome wide screening”) €s a ,,linkage map” technika elterjedése az IBD-
vel Osszefiiggésbe hozhatd genom részletek vizsgalataban kiilondsen informativ modszernek
bizonyult.
tanulmanyozta. Az IBDS5 régidoban helyezkednek el a karnitin és mas organikus kationok
kétiranyt transzportjaért felelds, az organikus kation transzporter (OCTN) 1 és 2 fehérjéket
kodold gének (SLC22A4 és SLC22A5). Az SLC22A4 varidns allél az organikus kation
transzportfunkci6 fokozodasaval jar egyiitt, mig az SLC22AS5 allél esetén a gén promoterének
hé-sokk fehérjék altal kivaltott aktivacioja valtozik meg.

Peltekova és munkatérsai az 5q31 régioban irtdk le a TC haplotipust, melyet az SLC22A4
gén C1672T (rs1050152) és az SLC22AS5 gén G-207C (rs2631367) polimorfizmusa hataroz
meg. A munkacsoport igazolta, hogy ezen haplotipus Crohn-betegség kialakulasara
hajlamosit. Silverberg és munkatarsai egy nagyobb populacidt vizsgalva az 5q31 régio egyéb
funkcionalis varidnsainak szerepét tanulmanyoztak. Genetikai osszefliggést talaltak az IBD és

az IGR2096a 1 (rs12521868), valamint az IGR2198a 1 (rs11739135) locusok kozott.



A vizsgalat célkitiizései

Munkank célja az IBDS5 régio szerepének vizsgélata colitis ulcerosa és Crohn-betegség
esetén magyarorszagi populdcidoban. Az IGR2096a 1 (rs12521868), IGR2198a 1
(rs11739135), IGR2230a 1 (rs17622208) genetikai variansok, valamint az SLC22A4
(rs1050152), SLC22A5 (rs2631367) genetikai variansok IBD-re hajlamosité szerepének
tanulmanyozasat tliztiik ki célul.

Arra kerestlink valaszt, hogy vajon a magyar népességben az OCTN1, OCTN2 genetikai
varidns, illetve a Peltekova és munkatarsai altal leirt TC haplotipus-e a meghataroz6 az
idiopathias gyulladasos bélbetegség kialakulasaban vagy nagyobb szerepe van a Silverberg €s
munkatarsai altal vizsgalt egyéb minor alléleknek. Ennek vizsgalata céljabol az IGR2096a 1,

az IGR2198a 1, valamint az IGR2230a 1 genetikai varidnsokat valasztottuk ki és vizsgaltuk.

Betegek és médszerek

Vizsgalatunkat magyarorszagi colitis ulcerosas €s Crohn-beteg populacion végeztiik, mely
gyakorlatilag az egész orszag lakossagat reprezentdlja. A mintdk gytijtésének szinhelyei
Békéscsaba, Budapest, Miskolc, Pécs, Szombathely, Zalaegerszeg voltak. Genetikai
adatbankunk az orszagos genetikai adatbank részét képezi.

Az IGR2096a 1, IGR2198a 1, SLCA22A4, SLCA22AS vizsgalatahoz 217 Crohn-beteg
(101 férfi, 116 nd, atlagéletkor 39,5+1,0 év), valamint 252 colitis ulcerosas beteg (110 férfi,
142 nd, atlagéletkor: 46,7+1,0 év), mig az IGR2230a_1 vizsgélatdhoz 200 Crohn-beteg (97
férfi, 103 no, atlagéletkor 39,4+1,1 év), valamint 246 colitis ulcerosas beteg (108 férfi, 138
nd, atlagéletkor 44,0+1,1 év) mintajat dolgoztuk fel. A Crohn-betegek €s colitis ulcerosasok
tipusos klinikai tiinetekkel rendelkeztek, a diagndézis minden esetben a klinikai kép,
endoscopos €s szovettani vizsgalat alapjan tortént.

Kontrollként 290 klinikailag egészséges egyén (159 férfi, 131 nd, atlagéletkor 40,0+0,8
¢év), az IGR2230a 1 vizsgalata esetén 187 egyén (106 férfi, 81 nd, atlagéletkor 37,7+0,8 év)
szolgalt. A vizsgdalat alanyai minden esetben irdsban beleegyeztek a genetikai vizsgalatba. A
vizsgalat etikai bizottsagi engedély birtokaban (ETT TUKEB) és az 1964-es Helsinki
deklarécio alapelveinek megfelelden tortént.

A Dbetegbevonds helyszinén a megel6zdleg szovettani mintavétellel egybekotott
colonoscopia soran igazolt colitis ulcerosas, illetve ileo-colonoscopia és vékonybél rontgen
vizsgéalattal igazolt Crohn-betegtdl vérvétel tortént EDTA-t tartalmaz6 csébe.

A DNS izolalast EDTA-val alvadasgatolt vérmintakbol végeztiik kis6zdsos modszerrel. Az

egyes variansok analizisének kiindulopontja a polimeraz lancreakcié (PCR) Utjan végzett



DNS amplifikacio volt, amelyet az IGR2096a 1 rs12521868, IGR2198a 1 rs11739135 ¢és
SLC22AS5 rs2631367 mutaciok esetén RFLP modszer kovetett, mig az SLC22A4 rs1050152
varidns meghatarozasat direkt szekvenalassal végeztik ABI 3100 automata szekvenald
késziiléken.

PCR reakciok soran a kovetkez0, altalunk tervezett specifikus primer parokat alkalmaztuk:
IGR2096a_1 rs12521868 varidns esetén a forward primer:
5’-CAAGATTTCTGCCATAGCCTCCT-3’,

a reverse primer:

5’-GGAGGGTGGTGTAGCCAGAGTAG-3’;

IGR2198a 1 rs11739135 varidans esetén a forward primer:
5’-AGACACTGGGACATCATCTGTCTG-3’,

a reverse primer:

5’-GGGCAATTCTATGAGGACATTTAGA-3’;

SLC22A5 gén rs2631367 varidansa esetén a forward primer:
5’-GCCGCTCTGCCTGCCAGC-3’,

a reverse primer:

5’-GGTCGCTATCAGGAACACGGAGGA-3’;

SLC22A44 gén rs1050152 variansa esetén a forward primer:
5’-AGAGAGTCCTCCTATCTGATTG-3’,

a reverse primer:

5’-TCCTAGCTATTCTTCCATGC-3’;

IGR2230a 1 rs1762208 esetén a forward primer:

5’-CAGAAGAATGCCCTTGATGTG-3’,

a reverse primer:

5’-TCAGAAGCTGTCCATCCCAC-3".

A DNS amplifikacioé soran a kovetkezd termoparamétereket alkalmaztuk: elddenaturacio
95°C-on 2 perc, 35 ismétlodé ciklus, melynek Iépései: denaturdci6 95°C-on 30 mp,
primerko6tddés 58°C-on 45 mp (SLC22A4 rs1050152 esetén 54°C-on 30 mp), polimerizacio
72°C-on 45 mp, majd a ciklusok utan végso lanchosszabbitas 72°C-on 5 perc.

Az IGR2096a 1 rs12521868, IGR2198a 1 rs11739135 ¢és SLC22A5 152631367,
IGR2230a_1 rs1762208 mutéaciok esetén a felsokszorozott DNS-szakaszok emésztése a
kovetkez6 allél-specifikus restrikcidos endonukleazokkal tortént: Trull (IGR2096a 1), Hinlll
(IGR2198a 1) és Hpall (SLC22A5), Ddel (IGR2230a_1). Minden amplifikatum tartalmazott



egy obligat hasitohelyet is, mely az emésztés hatékonysdganak ellendrzésére szolgalt. Az
IGR2096a_1 normal genotipus (GG) esetén a 269 bp méretli PCR-terméket az endonukledz
két fragmentre, egy 81 és egy 188 bp hosszl szakaszra hasitotta. A homozigota genotipus
(TT) jelenlétekor 32, 81 és 156 bp hosszusagu szakaszok keletkeztek, mig heterozigota egyed
esetén valamennyi fragment detektdlhatdo volt. Az IGR2198a 1 polimorfizmus vizsgalata
soran a restrikcios endonukledz a 280 bp nagysagii PCR-terméket 38, 60 és 182 bp-os
szakaszokra vagta normal genotipus (GG) esetén. Homozigota genotipussal (CC) bird
betegekben a hasitds 60 és 202 bp méreti DNS darabokat eredményezett. Heterozigota
genotipus esetén mindegyik fragment lathaté volt. Az SLC22A5 normadl genotipus (GG)
jelenlétében az emésztés soran 31 bp, 42 bp és 313 bp hosszii fragmentek keletkeztek.
Heterozigota egyedekben 31 bp, 42 bp, 313 bp és 355 bp méretli DNS-szakaszokat
detektaltunk, mig homozigotdkban csak a 31 és 355 bp nagysagu hasitasi termékeket
azonositottuk. Az IGR 2230a_1 polimorfizmus vizsgéalata soran G allél esetén 122, 128 és
188 bp hossziisdgi szakaszok keletkeztek, mig A allél esetén 128 ¢és 310 bp-os
fragmentumokat mértiink.

A hasitési termékek elkiilonitése gélelektroforézissel, etidium-bromidos festéssel és UV
megyvilagitassal tortént.

A betegség és a vizsgalt genetikai variansok kozott fennalld osszefiiggések feltarasara -
tesztet és regresszios analizist alkalmaztunk SPSS 11.5 programcsalad felhasznalasaval.

A genetikai kapcsoltsag vizsgalatdhoz Haploview 4.1 programot hasznaltunk.

Eredmények

Munkacsoportunk vizsgalta az IBDS régioban elhelyezked6 OCTN1 és OCTN2 kation
transzporterek, valamint a Peltekova és munkatéarsai altal hajlamositd tényezdként leirt TC
haplotipus szerepét Crohn-betegség, valamint colitis ulcerosa kialakuldsaban. Emellett
felmeriilt az IBDS5 régioban elhelyezkedd tovabbi variansok hajlamosité szerepe, melyek
kozil vizsgaltuk az IGR2198a 1, IGR2096a 1, valamint az IgR2230a 1 szerepét.

Az IGR2096a 1 T allél frekvencidgja (47,2%), valamint az IGR2198a 1 C allél
frekvencidja (45,9%) Crohn-betegség esetén szignifikdnsan magasabb volt a kontrollokéhoz
(38,2%, 37,7%) képest. Ugyancsak gyakoribb volt e két allél colitis ulcerosa (41,8%, 42,0%)
esetén, szignifikans kiilonbséget kimutatni azonban nem tudtunk. Az IGR2230a 1 A allél
frekvencidgja mind Crohn-betegség (48,5%), mind colitis ulcerosa (47,1%) esetén
magasabbnak bizonyult a kontroll populacidéhoz (44,6%) képest, szignifikans eltérés azonban

nem volt.



Az SLCA22A4 T allél (Crohn-betegségben 45,4%, colitis ulcerosaban 45,4%), valamint az
SLCA22AS5 C allél gyakorisagat (Crohn-betegségben 49,7%, colitis ulcerosdban 47,4%)
vizsgalva egyik esetben sem talaltunk szignifikans eltérést a kontrollokéhoz (39,3%, 46,0%)
képest.

A vizsgalt varidnsok kozotti paronkénti linkage disequilibrium értékeket vizsgalva a
legerésebb korrelaciot az SLC22AS5 (rs2631367) és IGR2230a 1 (rs17622208) kozott
észleltiik (r*>0,8).

Vizsgalataink alapjan nem talaltunk kapcsolatot az OCTN1, valamint az OCTN2 genetikai
varidns viszonylataban sem a colitis ulcerosaval, sem a Crohn-betegséggel. Az IBDS5 régidoban
elhelyezkedd minor variansok vizsgalatakor szignifikdns Osszefliggést észleltiink a Crohn-
betegség ¢és az IGR2096a 1, az IGR2198a 1 genetikai varidns kozott. A colitis ulcerosa
kapcsan szignifikdns eltérés nem volt. Az IGR2230a 1 genetikai varians esetén szignifikans
Osszefliggést kimutatni sem a colitis ulcerosa, sem a Crohn-betegség esetén nem tudtunk.
Eredményeink Noble és munkatarsainak azon felvetésével hozhatok Osszefiiggésbe, mely
szerint elsdsorban ezen minor alléleknek van szereplik a Crohn-betegség kialakuldsaban
szemben a Peltekova ¢s munkatarsai altal tanulmanyozott TC haplotipussal.

A vizsgélt variansok kozott megfigyelt linkage disequilibrium értékek meglehetdsen
magasak, mindenképpen szoros kapcsoltsdgra utalnak a gének variansai kozott. Az IBDS
l6kusz vizsgalt polimorfizmusai kozil az SLC22A5 rs2631367 és az IGR2230a 1
rs17622208 mutatta a legszorosabb kapcsoltsagot, ami 0sszhangban van azzal, hogy ezen
mutaciok kozott van a legkisebb tavolsag az 5. kromoszéman. Ez felvetheti a kérdést, hogy
mennyire kiilonallé a vizsgalt variansok szerepe egymastol, illetve, hogy a jovoben nem

célszerli-e a magas LD értékii mutaciok koziil csupan az egyiket kivalasztani a vizsgélathoz.



Kovetkeztetések
Az 5q31 régidoban elhelyezkedd6 IGR2096a 1 T varians, melyet Magyarorszagon
elészor vizsgaltunk, hajlamosité tényezd lehet Crohn-betegség kialakuldséban,

Silverberg, Noble és Latiano eredményeihez hasonldan.

Nem taldltunk Osszefiiggést az IGR2096a 1 T varians, valamint a colitis ulcerosa
kozott, eredményiink megegyezik a Noble és munkatarsai altal vizsgalt skot, valamint

Latiano ¢s munkatarsai altal tanulmanyozott olasz populacidkban talaltakkal.

Ugyancsak elséként vizsgaltuk Magyarorszagon az IGR2198a 1 C varianst, mely
Crohn-betegség kialakulasdban hajlamosité tényezének bizonyult, megerdsitve a

korabbi nemzetkdzi eredményeket.

Az IGR2198a 1 a magyar populacidban, a skoét populacidhoz hasonldéan, colitis

ulcerosa kialakuldsara nem hajlamosit.

Az IGR2230a 1 A varians, melyet Magyarorszagon szintén elséként vizsgaltunk, a
nemzetkdzi irodalommal ellentétben Crohn-betegségben nem bizonyult hajlamositd

tényezOnek.

Noble ¢és munkatdrsaihoz hasonléan nem tudtunk Osszefliggést kimutatni az

IGR2230a 1 A varians ¢€s a colitis ulcerosa kialakulasa kozott.

Kapcsoltsagot talaltunk az SLC22AS5 (rs2631367) és IGR2230a 1 (rs17622208)

variansok kozott (r*>0,8).
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