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POVZETEK

V raziskovalni nalogi smo raziskovali farmakogenomiko Crohnove bolezni (CB), obliko kronicne
vnetne ¢érevesne bolezni (KVCB). Vzrok nastanka bolezni ni znan, znano je, da je bolezen
posledica kombinacije okoljskih in genetskih dejavnikov. Namen te raziskave je ugotoviti nove
gene/polimorfizme ter njihovo povezavo z vplivom na odziv na zdravljenje z anti-TNF biolosko
terapijo, ki zavira fizioloski odziv na provnetni citokin TNF, ki vzpodbuja vnetje in je prisoten pri
boleznih kot je KVCB. Terapija proti TNF se je izkazala kot zelo uspe$na predvsem pri tezjih
oblikah bolezni, vendar je neodziv na terapijo prisoten pri okoli 30% bolnikov, zato je smiselno
odkriti tak$ne genetske oznacevalce, s katerimi bi lahko Ze pred zacetkom zdravljenja napovedali
0dziv na terapijo ter s tem zmanjSali obremenitev bolnika zaradi neucinkovite terapije kot tudi
stroSke zdravljenja. V nasi raziskavi smo izbrali tri SNP-je, potencialno povezane z odzivom na
anti-TNF terapijo, to so SNP-ji rs1061622 v genu TNFRSF1B, rs1800629 v genu TNF in
rs1801274 v genu FCGR2A, ter jih analizirali pri slovenskih bolnikih s CB, zdravljenimi z anti-
TNF terapijo. Ugotovili smo, da imajo bolniki z genotipom TT ali GG SNP-ja rs1801274 v genu
FCGR2A boljsi odziv po 4. in 12. tednu zdravljenja.

Kljuéne besede: Crohnova bolezen, farmakogenetika, anti-TNF
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1. UvOD

Kroni¢na vnetna &revesna bolezen (KVCB) je skupina vnetnih bolezni &revesja. Poznamo dve
glavni obliki KVCB, to sta Crohnova bolezen (CD), ter ulcerozni kolitis (UC). CD je oblika
KVCB, ki povzroda vnetje kateregakoli dela prebavnega trakta, ter lahko vodi do abdominalne
bolecine, diareje, utrujenosti, izgube teze ter podhranjenosti. Vodi lahko tudi do resnih, Zivljenje
ogrozajoc¢ih komplikacij (Gajedran et al. 2017). Malignost je prav tako eden od problemov pri CD,

saj zelo poveca tveganje za razvoj raka debelega Crevesja (Soderlund et al. 2009).

Ceprav natanéen vzrok bolezni ni znan, je znano, da obstaja kompleksna interakcija med genetsko
predispozicijo, okoljskimi faktorji ter imunsko disregulacijo. Zato potekajo raziskave, s katerimi
bi odkrili genetske lokuse, ki vplivajo na nastanek kot tudi potek te bolezni (Sartor in Muehlbauer,
2007). Eden od okoljskih faktorjev, ki povecajo moznost za CD za vec kot dvakrat, je tudi kajenje
(Calkins, 1989).

Standardna terapija CD vkljuCuje razne imunosupresante, med katerimi je najpogostejsi
metotreksat. Vkljucuje tudi kortikosteroide, antibiotike, aminosalicilate ter tiopurine. V primeru
hujse oblike bolezni ali neodziva na standardno terapijo, pa zdravljenje vkljucuje tudi biolosko
anti-TNF terapijo. Velik problem anti-TNF terapije je, da se kljub njeni uspesnosti pri zdravljenju
CD, pri 30 % ljudi vseeno pojavi neodziv (Sales — Campos et al., 2015).

NajpogostejSa metoda diagnosticiranja CD so ileokolonoskopije z biopsijami (Baumgart in
Sandborn, 2012). Te lahko pokaZejo granulome, a ti so prisotni oziroma jih lahko odkrijejo le pri
60% vzetih vzorcih (Nikolaus in Schreiber, 2007). Napredek genetike in Siritev genetskih
podatkovnih baz pa je omogocilo iskanje biomarkerjev, ki bi lahko bili povezani z nastankom in
potekom bolezni ter bi tako omogocili boljse diagnosticiranje kot tudi pomagali pri izbiri pravilne
terapije za posameznika, saj je odziv ljudi na zdravila, poleg drugih dejavnikov, odvisen tudi od
genotipa posameznika. To je koristno, saj bi lahko s tak§nimi genetskimi biomarkerji omogocili

bolnikom Ze v zacetni fazi bolezni dolo¢iti terapijo, ki ne bi imela stranskih uc¢inkov.

Namen te raziskovalne naloge je ugotoviti, ¢e kateri izmed izbranih polimorfizmov posameznega

nukleotida (v nadaljevanju SNP, ang. za single nucleotide polymorphism) (rs1061622 v genu



TNFRSF1B, rs1800629 v genu TNF in rs1801274 v genu FCGR2A) vpliva na odziv na anti-TNF

terapijo! pri slovenskih? bolnikih s CD.

1.1. Raziskovalno vprasanje

S to nalogo smo zeleli odgovoriti predvsem na eno glavno vprasanje, in to je: Ali kateri od

izbranih polimorfizmov vpliva na odziv bolnika s CD na anti-TNF terapijo?
1.2.Hipoteze

Ker vsi izbrani SNP-ji sintetizirajo beljakovine, ki sodelujejo pri imunski odzivnosti, povezani ali
z avtoimunskimi boleznimi ali pa s TNF, predvidevamo, da bodo izbrani polimorfizmi imeli vpliv

na odzivnost pacientov na anti-TNF terapijo.

2. TEORETICNI DEL

2.1. Kroni¢na vnetna ¢revesna bolezen

Kroni¢na vnetna &revesna bolezen (KVCB) obsega dve bolezni, in sicer Crohnovo bolezen (CD)
ter ulcerozni kolitis (UC). Za obe obliki je znacilno vnetje prebavnega trakta, vendar se razlikujeta
po delu trakta, ki je prizadet ter po klini¢ni prezentaciji bolezni. UC je omejen le na debelo ¢revo,
CD pa se lahko pojavi v katerem koli delu trakta, torej od ust do anusa. Pri CD so med vnetimi
deli trakta tudi zdrava tkiva, pri UC pa je debelo ¢revo v celoti vneto. Glavna razlika je, da UC
prizadene le notranje celice ¢revesa, medtem ko CD lahko prizadene katerikoli sloj ¢revesne stene.
V priblizno 10 % primerov KVCB imajo pacienti znake CD ter UC, v tem primeru je diagnoza

obi¢ajno neopredeljen kolitis (ang. indeterminate colitis) (Fakhoury et al. 2014).

Zdravljenje KVCB poteka na ve¢ na¢inov, kljub temu pa bolezen ni povsem ozdravljiva. Glede na
intenzivnost simptomov poteka zdravljenje z aminosalicilati, imunosupresanti (npr.
kortikosteroidi), bioloskimi zdravili oz. anti-TNF zdravili (npr. Humiro) ali pa z antibiotiki.

Priblizno ena petina ljudi ima moc¢ne simptome, ki se pri zdravljenju z zdravili ne izboljs$ajo

L anti-TNF terapija je znanstveno ime za vsa bioloska zdravila, ki zatirajo delovanje pro-vnetnega citokina TNF (ang.

tumor necrosis factor).

2 Poudarjeno je slovenskih bolnikih, saj $tudije kaZejo, da se tveganje in prevalenca bolezni razlikuje po rasah ter
verah, recimo zidi imajo veliko prevalenco bolezni (Fireman et al. 1989, PubMed).



(Fakhoury et al. 2014). Slednje, vklju¢no s stigmo, povezano z boleznijo, lahko izzove pri bolnikih
razliéne oblike depresije. Studije so pokazale, da je priblizno 16 % pacientov imelo eno izmed
oblik depresije (Wong et al. 2017).

2.1.1. Crohnova bolezen

Angleska organizacija CrohnsandColitis UK to bolezen opisuje kot vnetje Crevesnega trakta, kjer
je lahko prizadet katerikoli del, vendar je najpogosteje prizadet ali ileum?® ali debelo érevo. Vnetje
se po navadi izrazi v posameznih manjsih odsekih ¢revesa, med njimi pa je zdravo tkivo. Prizadene
lahko ¢revesno steno ali pa tudi ostale sloje. Je kroni¢na bolezen, kar pomeni, da traja celo Zivljenje
in ni ozdravljiva, vendar imajo pacienti lahko vmesne remisije (obdobja brez simptomov) ter tudi
relapse (obdobja, ko so simptomi §e moénejsi). Simptomi bolezni se pri bolnikih razlikujejo po
intenziteti, lahko so mili ali pa hudi. Najpogostejsi so abdominalna bole¢ina in driska, utrujenost,

vro¢ina, ulcerji*, izguba apetita in teZe ter anemija (CrohnsandColitis, 2013).

Pogostost pojavnosti CD se razlikuje glede na starost, raso, veroizpoved in geografsko lokacijo
ljudi. Najpogosteje se pojavi med 20. in 30. letom starosti, za razliko od UC, ki se pojavi
najpogosteje med 30. in 40. letom starosti. VV Evropi je pogostost bolezni med 8 in 214 / 100.000
prebivalcev, za razliko od Severne Amerike, Kjer je med 44 in 201 / 100.000 prebivalcev, vendar
najnovejsa Studija kaze, da bi naj bila prevalenca v Severni Ameriki 201 / 100.000 prebivalcev.
CD se za 20 % do 30 % pogosteje pojavlja pri zenskah kot pri moskih, ¢eprav se v obmog;jih visoke
pogostosti CD ta razlika znatno zmanjsa. Raziskava iz Ameriske zvezne drzave Georgia kaze, da
je najvigja incidenca CD med afro-ameriskimi otroci. Odrasli Hispanci imajo tudi manjso
prevalenco kot belci, najmanjSo incidenco pa imajo Azijci, Se posebej Korejci, s prevalenco 5,3 /

100.000 prebivalcev. Visoko prevalenco imajo tudi Zidovske populacije (Cosnes et al, 2011).
2.2. Genetske bolezni

Genetske bolezni so vse bolezni, na katere vplivajo spremembe v sekvenci DNK. To so lahko
mutacije v enem samem genu (monogenske bolezni), mutacije v ve¢ genih (poligenske ali

multifaktorske bolezni), kombinacija genskih mutacij in okoljskih faktorjev (npr. KVCB), ter

3 ileum — zadnji del tankega ¢revesja.
4 ulcer — razjeda oz. defekt v steni prebavne cevi.



napake v samih kromosomih, (npr. sprememba S$tevila kromosomov kot je trisomija 21.

kromosoma?® ali sprememba strukture kromosoma) (Crespi, 2010).

Raziskave kazejo, da ima veliko bolezni vzrok v genetski komponenti. Nekatere bolezni
povzrocajo mutacije, ki jih podedujemo od starSev in so prisotne ob rojstvu (npr. anemija srpastih
celic®), druge pa povzroéajo pridobljene mutacije v genih ali skupini genov, ki jih pridobimo tekom
zivljenja. Te pa niso podedovane ampak jih dobimo ali po naklju¢ju ali pa zaradi okoljskih
faktorjev, kot je npr. kajenje. V to skupino genetskih bolezni spadajo tudi nekatera rakava
obolenja, na primer plju¢ni rak. Dedne bolezni po navadi vkljucujejo podedovanje enega samega
mutiranega gena, ki se prenasa iz roda v rod in lahko tako pri vseh generacijah povzroci ekspresijo
bolezni. Princip dedovanja teh bolezni lahko prikazemo s Punnettovim kvadratom (glejte Tabelo
1). Te bolezni se lahko dedujejo recesivno ali dominantno. Pri recesivnih boleznih sta potrebna
oba mutirana alela (genotip je recesivni homozigot), pri dominantnih pa je potreben le en mutiran

alel (genotipa sta lahko ali dominanten homozigot ali heterozigot) (Genetic Alliance, 2009).

® Trisomija 21. Kromosoma — bolezen, kjer imajo ljudije tri kopije 21. Kromosoma namesto dveh. Bolezen se imenuje
Downov sindrom.
& Anemija srpastih celic - Bolezen, kjer imajo rdece krvnicke obliko srpov.



Tabela 1: Vse mozne kombinacije alelov potomcev [DH — dominanten homozigot, HT —

heterozigot, RH — recesiven heterozigot]

Genotip stars§ev  DH (% moZnosti) HT (% moZnosti) RH (% moZnosti)

DH + DH 100 0 0
DH + HT 50 50 0
DH + RH 0 100 0
HT + HT 25 50 25
HT +RH 0 50 50
RH + RH 0 0 100

Poligenske ali multifaktorske bolezni povzro¢a kombinacija majhnih sprememb v ve¢ genih, po
navadi v kombinaciji z okoljskimi faktorji, ki povzrocajo izrazanje bolezni. Raziskave kazejo, da
so mutacije na ve¢ genih lahko tudi nekaksni predispozicijski faktorji’ za vedenjske bolezni kot so
alkoholizem ter tudi nekatere dusevne bolezni. Tretja oblika genskih bolezni pa so bolezni, ki jih
povzroca sprememba zgradbe ali Stevila kromosomov, na primer duplikacija, delecija, inverzija
ter premestitev oz. translokacija dela kromosoma. Pri teh mutacijah sam gen 0z. geni niso mutirani.
Genetske bolezni lahko povzroc€a tudi neizraZzanje dolocenih genov oz. skupine genov, kot npr. pri

Prader-Willi sindromu® (Genetic Alliance, 2009).
2.2.1. Polimorfizmi posameznega nukleotida (SNP)

Polimorfizmi posameznega nukleotida (SNP-ji) so najpogostejSa oblika genske variacije v
cloveskem genomu. Gre za razlikovanje enega nukleotida v dolo¢enem lokusu, ki se pojavi pri vec¢
kot 1 % populacije. Te variacije se lahko dogajajo priblizno enkrat na vsakih 100 do 300
nukleotidov in so vzrok za priblizno 90 % genetskih variacij med ljudmi. Vplivajo lahko na
fenotip, torej na zaznavne lastnosti (npr. barva dlake pri nekaterih Zivalih), na naso dovzetnost do

raznih bolezni kot tudi na odzivnost na zdravila (Shastry, 2009).

" Predispozicijski faktorji — faktorji, ki zvi$ajo moZnost za pojav dolo¢ene bolezni.
8 Prader — Willi sindrom — genska bolezen, ki jo povzro¢ajo spremembe na kromosomu 15.



SNP-ji delujejo kot kromosomske oznake za specifiéne regije DNK, ki jih lahko preuc¢imo za
variacije, ki bi lahko povzrocile bolezen ali spremenile odzivnost na zdravila. SNP-ji, ki so
povezani z boleznimi, so lahko uporabni za diagnosti¢ne teste, SNP-ji, ki pa vplivajo na odzivnost
posameznikov na zdravila, pa omogocajo personalizirano medicino®. V osnovni genetiki lahko
SNP-je uporabimo za lociranje genov na kromosomih. Skeniranje genoma, da bi odkrili lokacije
SNP-jev, lahko pomaga znanstvenikom narediti kromosomske zemljevide, ki omogocajo
identifikacijo genov, ki vplivajo na doloceno lastnost (Shastry, 2009).

Za KVCB je trenutno znanih ve¢ kot 200 razliénih lokusov, povezanih z nastankom bolezni.
Posamezni lokus sam po sebi sicer nima znatnega vpliva na nastanek bolezni, vendar pa se vpliv
veca z vsakim dodatnim lokusom. Med najvplivnejSe SNP-je spadajo tisti, ki lezijo na genu NOD2,
recimo rs2066844. Ti SNP-ji se lahko uporabljajo kot biooznacevalci, saj lahko z njimi

diagnosticiramo bolezen ter dolo¢imo najprimernejsSo terapijo (Burton et al. 2007).

2.2.1.1. SNP rs1800629

Ta SNP lezi na genu TNF na kromosomu 6, pri katerem gre za substitucijo med gvaninom in
adeninom. Raziskave kazejo, da ima ta SNP vlogo pri odzivu na anti-TNF terapijo, specifi¢no pri

zdravilih infliximab, etanercept in adalimumab (Humira) (Fonseca et al. 2005).
2.2.1.2. SNP rs1061622

Ta SNP lezi na genu TNFRSF1B na kromosomu 1, pri katerem pride do zamenjave timina z
gvaninom. Raziskave kaZejo, da ima ta SNP tudi vlogo pri odzivu na anti-TNF terapijo, vendar je
vedino raziskav bila narejenih pri bolnikih s psoriazo®® (Gonzalez et al. 2015), (Murdaca et al.
2017).

2.2.1.3. SNP rs1801274

Ta SNP lezi na genu FCGR2A na kromosomu 1. Tukaj gre za substitucijo adenina s citozinom ali
pa substitucijo adenina z gvaninom. Raziskave kaZejo, da ta SNP vpliva na dovzetnost za bolezni
kot so malarija, lupus in razna kroni¢na vnetja. Povezava je bila tudi ugotovljena med tem SNP-

jem in odzivom na zdravilo trastuzumab (Botticelli et al. 2015).

® Personalizirana medicina — oblika zdravljenja, kjer se zdravila pacientu dolo¢ijo glede na njihov genski zapis in s
tem izboljSajo kvaliteto zdravljenja ter tudi zmanjSajo moznost za slab odziv na zdravila.
10 Psoriaza — drugo ime za kozno bolezen luskavico.



2.2.2. Genetski faktorji za Crohnovo bolezen

Prva $tudija genetskih faktorjev za CD sega v leto 1996 in je odkrila dovzetni lokus na kromosomu
16, ki so ga poimenovali IBD1. Le-tega so v nadaljnjih Studijah potrdili in leta 2001 specifi¢no
povzrocitveno mutacijo lokalizirali na tri nizko frekvenc¢ne kodirajoce variante v genu NOD2

(takrat znanem tudi kot CARD15 gen) (Liu & Anderson, 2014).

Velik napredek v genetiki CD so prinesle asociacijske studije celotnega genoma (v nadaljevanju
GWAS, ang. za genome wide association studies). Prva GWAS!, pri bolnikih s CD je bila
narejena na Japonski populaciji leta 2005, in je odkrila gen TNFSF15 kot potencialni lokus, ki
povecuje tveganje za nastanek CD (Yamazaki K, 2005). KasnejSe Studije so to ugotovitev tudi
potrdile. Naslednja dva gena, ATG16L1 in IRGM sta sprva pokazala na vlogo avtofagije pri
patogenezi CD. Drugi geni, na primer CARD9 ter IRF5, pa bi naj imeli vlogo pri delovanju oz.
odzivu imunskega sistema. Priblizno 30 % teh variant je skupnih z UC, medtem ko je blizu 50 %
skupnih z vsaj eno avtoimunsko boleznijo (npr. diabetesom tipa 1). To dokazuje, da obstaja
genetsko prekrivanje med CD in drugimi imuno-povezanimi boleznimi. Za razliko od ostalih
avtoimunskih bolezni, imajo geni v HLA?*? regiji le majhen vpliv na povedano tveganje za CD. To
je v nasprotju z UC, kjer variacije v tej regiji v najveéji meri povecajo tveganje. Te zgodnje GWAS
so pokazale, da je z izjemo NOD2, tipic¢en ucinek enega lokusa majhen, tako, da so identificirani
lokusi razlozili le del genetskega faktorja, ki prispeva k tveganju za CD (Liu & Anderson, 2014).

Zaradi potrebe po vecjem Stevilu vzorcev se je ustanovil International IBD Genetics Consortium
ali 1IBDGC, ki je zdruzil raziskovalce in prejSnje baze podatkov, pridobljenih z GWAS. Prva
Studija iz leta 2008 je odkrila 21 novih lokusov, dve leti kasneje pa $e 30, kar je pripeljalo do
skupno 71 znanih lokusov. Raziskava leta 2012 pa je to Stevilo skoraj podvojila na 140 znanih
lokusov. Skupaj z lokusi za UC, je stevilo KVCB lokusov 163, kar je najvedje znano $tevilo
lokusov za katerokoli kompleksno bolezen (Jostins, 2012). Med vsemi temi geni se 6 od 8 genov,
ki so znani za Mendelejevo dovzetnost za mikobakterijsko bolezen *}(MSMD), pokriva s KVCB.

Med 8 znanimi geni za Lepro4, se jih 7 ponovno pokriva s KVCB. Skupno je 66 lokusov

11 GWAS — Genome-Wide Association Study — primerjava genomov razli¢nih osebkov za razlike, ki bi lahko
povzrocale doloceno bolezen.

12 HLA regija — human leucocyte antigen regija

13 Mendelejeva dovzetnost za mikobakterijsko bolezen — redka genska bolezen, kjer zaradi defektov v dologenih genih
pride do vecje dovzetnost za mikobakterijske okuzbe

14 Lepra — znana tudi kot gobavost, je vnetje, ki ga povzro&i bakterija Mycobacterium leprae. Za njo so znaéilni tipi¢ni
granulomi 0z. »gobe«.



povezanih s KVCB in drugimi imunskimi boleznimi. To pokrivanje nakazuje, da bi lahko
selekcijski pritisk, ki ga vodijo mikobakterijske okuzbe, oblikoval genetsko arhitekturo CD (Liu
& Anderson, 2014). Po najnovejsih raziskavah bi naj trenutno obstajalo ve¢ kot 200 genetskih
variacij, ki vplivajo na tveganje za CD, in vecina teh bi naj zelo Sibko u¢inkovala s spremembo
koliCine, Casa in lokacije genske ekspresije. Tocen mehanizem vpliva teh variacij na tveganje za
CD ni znan, vendar najverjetneje povzrocajo dolo¢ene spremembe v delovanju imunskega sistema
(Liu & Anderson, 2014).

CD sam po sebi ni deden, vendar imajo potomci starSev s to boleznijo povec¢ano tveganje, in sicer
otroci enega starSa s CD imajo 7 % do 9 % vi§jo moznost za CD ter 10 % visjo tveganje za katero
od oblik KVCB. V primeru, da imata oba star§a CD, pa je tveganje za nastanek bolezni 35 %
(Ellinghaus et al. 2015).

2.3.0koljski faktorji

Hitro viSanje $tevila bolnikov s CD in UC v razvitih drzavah, pojav CD pri zakonskih partnerjih
ter pomanjkanje popolne enakosti za CD pri monozigotnih®® dvojckih, so moéni argumenti za
vlogo okoljskih faktorjev pri KVCB. Primera okoljskih faktorjev sta kajenje, ki je faktor tveganja
pri CD in pa zas¢itni faktor pri UC (glejte podpoglavje 2.3.1) ter apendektomijal®, ki je zas¢itni
faktor za UC. Med Stevilnimi drugimi faktorji, ki so jih testirali, ( npr. mikrobe, diete, zdravila,
droge, stres ter socialni status) bi lahko tveganje za CD povzrocale atipicne Mikobakterije, oralna
kontracepcija ter antibiotiki (Jantchou et al, 2006).

Pri okoljskih faktorjih za CD in tudi v povezavi z drugimi imunskimi boleznimi je pogosto
omenjena higienska hipoteza, ki pravi, da boljsi higienski pogoji zmanj$ajo pojav okuzb kar lahko
posledi¢no vodi v razvoj imunskih bolezni. Po tej hipotezi bi izpostavljenost razli¢nim mikrobom
lahko igrala zas¢itno vlogo proti imunskim boleznim, saj bi uravnovesala odziv pro-vnetnih Thl
celic ter regulatornih T celic. TakSen mehanizem bi dal telesu zasCito pri nadaljnjih
izpostavljenostih alergenom in antigenom in zmanjsal prevalenco bolezni kot je KVCB. Ceprav bi
naj po tej hipotezi izpostavljenost mikrobom predstavljala zasé¢itni dejavnik za CD, je raziskava

pokazala, da je vecja izpostavljenost mikrobom povecala tveganje za CD (Salgado et al, 2017).

15 Monozigotni dvojcki — enojajéni dvojcki (razvijejo se iz ene same jajéece).
16 Apendektomija — operacija, kjer se odstrani slepic¢
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Helicobacter pylori'’ je bakterija, ki jo pogosto dobimo v otro§tvu, in je manj pogosta v razvitem
svetu, kjer je ve&ja prisotnost KVCB. Meta-analiza 23 $tudij je dokazala, da je H. pylori negativno
povezana s CD in UC. Imela naj bi tudi imela nekaksno za$citno vlogo pri drugih imunskih
boleznih kot je npr. astma®. Pred KVCB naj bi §itila tako, da zvisa ekspresijo genov, ki so
povezani s funkcijo T-regulativnih celic'®. To bakterijo v telesu pogosto uni¢imo z uporabo

antibiotikov in zdravila Mesalazin?® (Molodecky & Kaplan, 2010).

Med odkritimi faktorji so tudi izpostavljenost enteriénim® patogenom, apendektomija pred
diagnozo CD in kajenje. Tip ¢loveka, po raziskavah opisan kot najbolj dovzeten za CD, je belec
moskega spola, mlajsi od 40 let, iz manjSe druzine, brez virusnih okuzb v otrostvu, Ki je bil
izpostavljen entericnim patogenom, je imel apendektomijo pred diagnozo CD in je kadilec
(Salgado et al, 2017).

2.3.1. Kajenje

Med kajenjem in KVCB je bil dokazan paradoksen odnos. Meta-analiza je namre¢ pokazala, da
imajo aktivni kadilci manjSo moznost za pridobitev UC v primerjavi z nekadilci in bivSimi kadilci.
V nasprotju pa imajo aktivni kadilci ve¢jo moznost za pridobitev CD. To¢en mehanizem vpliva
kajenja na razvoj KVCB ni znan. V epitelnih celicah érevesja so nikotinski acetilholinski receptorji
(nAChRs), katerih ekspresija je bila tudi zaznana na T celicah, kar kaze, da bi nikotin lahko
direktno reguliral funkcijo le-teh. Klini¢ne $tudije pri UC so kasneje dokazale le neznatne
pozitivne ucinke, zato lahko sklepamo, da nikotin ni glavni faktor vpliva na KVCB. Povezava med
kajenjem in KVCB je dobro zabeleZena. Zanimivo je dejstvo, da je v drzavah z najmanj$o
incidenco KVCB najve¢ kadilcev. Na primer, v Kanadi je incidenca KVCB ve&ja kot v Juzni
Koreji, ¢eprav je prevalenca kajenja v Kanadi (22 %) manjsa kot pa v Juzni Koreji (65 %)
(Molodecky & Kaplan, 2010).

Podobna zveza je bila predpostavljena za pasivno izpostavljenost kajenju, vendar analize niso

nasle povezave med otrosko in prednatalno izpostavljenostjo kajenju s KVCB. Mozen razlog je,

17 Helicobacter pylori — gram-negativna bakterija, ki je pogosto najdena v Zelodcu.

18 Astma — dolgo ro¢no vnetna bolezen bronhijev v pljuéih.

19 T-regulativne celice — celice, ki modulirajo imunski sistem in drZijo toleranco do lastnih antigenov ter zavirajo
avtoimunske bolezni.

20 Mesalazin — proti-vnetno zdravilo, uporabljeno za zdravljenje KVCB.

2l Enteri¢nim — iz &revesja oz. Zivi v érevesju.

11



da gre pri tveganju za KVCB in kajenju za zvezo, odvisno od doze kajenja, kjer pasivno kajenje

predstavlja manjSo mero izpostavljenosti (Molodecky & Kaplan, 2010).
2.4. Anti-TNF terapija in adalimumab (Humira®)

Preden lahko govorimo o anti-TNF terapiji, moramo razjasniti, kaj sploh je TNF. TNF (tumor
necrosis factor) ali dejavnik tumorske nekroze, je eden izmed telesnih obrambnih mehanizmov.
To je prvi citokin, ki se pojavi v krvi po stresu ali poskodbah. Deluje z aktivacijo dveh receptorjev,
in sicer TNFR1, ki inducira pro-vnetni odziv ter tudi pomaga pri anti-apoptoti¢nem?? odzivu. Tako
SO recimo misi, pri katerih so ta receptor onesposobili, zas¢itene pred mnogimi boleznimi, saj
imajo znatno manjsi vnetni odziv. Drugi receptor je TNFR2, ki aktivira razne signalne poti.
Njegova vloga je pomo¢ pri obnavljanju telesa ter homeostazi. Misi, pri katerih so ta receptor
onesposobili, so imele augmentirano patologijo. To nakazuje na to, da bi lahko bila selektivna
blokada TNFR1 celo bolj u¢inkovita, kot splosna blokada TNF, kar je bilo dokazano v misih. Anti-
TNF terapija je torej blokada delovanja citokina TNF. Terapija se je dokazala za uspe$no Ze v svoji
zacetni fazi pri zdravljenju revmatoidnega artritisa, $e posebej s ko-terapijo z metotreksatom, ki je

zaviralec imunskega sistema (Monaco et al. 2015).

Zdravilo adalimumab, katerega trzno ime je Humira, je prislo v uporabo leta 2002. Adalimumab
je ¢lovesko monoklonsko TNFa protitelo, ki blokira delovanje TNFa. Uporablja se za zdravljenje
revmatoidnega artritisa v kombinaciji z metotreksatom ter za zdravljenje CD. Raziskave tudi
nakazujejo na delovanje pri psoriazi. Stranski uéinki za Humiro so v primerjavi z drugimi
sistemi¢nimi zdravili manjsi, najpogostejsi je rahlo vnetje v predelu vbrizga zdravila. Humira pa
sicer tudi za dvakrat poveca moZznost za resne okuzbe, najbolj znana je reaktivacija tuberkuloze.
Zaradi povisane moznosti za okuzbe, Kot je tuberkuloza, je priporoceno relativno redno testiranje,

zaradi moZnosti pancitopenije? pa so priporoceni ob&asni jetrni in krvni testi.

22 Apoptoza — kontrolirana celi¢na smrt.
23 Pancitopenija — stanje, kjer je zmanjSano $tevilo vseh treh krvnick (rdecih krvni€k, belih krvni¢k ter trombocitov).
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3. PRAKTICNI DEL
3.1. Metode dela ter material

3.1.1. Pregled literature in izbor polimorfizmov

Preden smo se lotili prakti¢nega dela, smo morali pregledati literaturo ter poiskati polimorfizme,
ki bi lahko imeli vlogo pri odzivnosti pacienta na anti-TNF terapijo. Pri tem nam je pomagal
brskalnik PubMed. PubMed je brskalnik, ki omogoc¢a dostop do MEDLINE baze podatkov, kjer
lahko iS¢emo ¢lanke povezane z medicino, zdravstvom ter drugimi biomedicinskimi vedami.
Clanke lahko i§¢emo z uporabo terminov, kot so imena in priimki avtorjev, naslovi ¢lankov,

klju¢ne besede itd., ter kakrsnokoli kombinacijo teh (Roberts, 2001).

Slika 1: Domaca stran brskalnika PubMed (Avtor, 2019)

Z uporabo PubMed-a smo poiskali ¢lanke, ter s preu¢evanjem le-teh izbrali tri SNP-je, ki bi lahko
imeli vpliv na odzivnost na zdravljenje. Izbrani SNP-ji so bili rs1061622 v genu TNFRSF1B,
rs1800629 v genu TNF in rs1801274 v genu FCGR2A. Razlog za izbor teh SNP-jev je bil, da vsi
kodirajo beljakovine, ki sodelujejo pri imunskem odzivu, povezani ali z avtoimunskimi boleznimi
(FCGR2A) ali pas TNF (TNFRSF1B in TNF), in ker so $tudije ze nakazale mozno povezavo med

odzivom na anti-TNF terapijo in temi SNP-ji.
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Tabela 2: Beljakovine in vloge beljakovin, kodiranih v danih genih

Ime gena Kromosom Beljakovina, ki jo kodira Vloga beljakovine

TNFRSF1B |1 TNF-receptor Tvori heterokompleks, ki vpliva na
dve anti-apoptoti¢ni beljakovini

TNF 6 Provnetni citokin, ki spada = Apoptoza, koagulacija,
v TNF superdruzino diferenciacija, celi¢na proliferacija
FCGR2A 1 IgG receptor Pomaga pri fagocitozi in pri €is¢enju

imunskih kompleksov

3.1.2. Nacrtovanje zacetnih oligonukleotidov z orodjem Primer3

Oligonukleotidi so majhni odseki nukleinskih kislin, ki so narejene v laboratoriju in so v obliki
enojne vijacnice. Uporabljajo se za sekvenciranje DNK, za PCR reakcije (verizna reakcija s
polimerazo) ter tudi za druge reakcije. V reakcijah kot je PCR, se dvojna vija¢nica DNK prekine
pri ¢emer nastaneta dve enojnovrviéni DNK verigi, na katere se komplementarno vezejo zacetni
oligonukleotidi, ki oznacujejo zacetek in konec DNK verige, ki ga Zelimo pomnoziti. (Lehninger,

1982), (Biosyn.com, 2014).

Primer3 je program, ki omogoca naértovanje zacetnih oligonukleotidov za dolo¢ene odseke DNK.
V program vnesemo sekvenco DNK, ki vsebuje spremembo, ki jo Zelimo genotipizirati, ter Zeljeno
dolzino PCR produkta, program pa na osnovi sekvence oblikuje zacetne oligonukleotide. Dobljene
zacetne oligonukleotide smo nadalje analizirali s programom Oligoanalyzer 3.1, da bi lahko izbrali

tiste, ki so primerni. Primerni so tisti, ki ne oblikujejo sekundarnih struktur.
3.1.3. Nacrtovanje restrikcijskih encimov s programom GeneRunner

Program GeneRunner nam omogoca doloCevanje restrikcijskih mest in restrikcijskih encimov.
Restrikcijska mesta so pozicije na DNK, kjer so prepoznana mesta za restrikcijske encime in na
teh mestih restrikcijski encimi »prerezejo« DNK. Uporabni so za genotipizacijo SNP-jev, saj lahko
izberemo takSnega, ki reZe v primeru enega alela, medtem ko v primeru drugega alela ne reze. S
tem dobimo razli¢ne dolZine produktov, ki jih lahko analiziramo z gelsko elektroforezo. V program
smo vnesli naso sekvenco DNK in poiskali restrikcijska mesta ter encime za SNP-je, ki smo jih

raziskovali.
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3.1.4. Genotipizacija— PCR in RFLP

Genoptipizacijo smo opravljali na predhodno izoliranih DNK molekulah iz vzorcev bolnikov s
CD, zdravljenih z anti-TNF terapijo z adalimumabom, ki so bili na voljo v biobanki Centra za
humano molekularno genetiko in farmakogenomiko Medicinske fakultete, Univerze v Mariboru.

Izolacija DNK je potekala po naslednjem protokolu.

Zbiranje limfocitov:

Pri izolaciji limfocitov smo zaceli s pripravo vzorca. Kri, ki je bila odvzeta v epruveto z EDTA
smo prenesli v novo sterilno centrifugirko ter dodali pufer PBS?*. Raztopino smo dobro premesali.
V novo sterilno centrifugirko smo nalili Ficoll-Paque™ PLUS (GE Healthcare) ?°, na katerega smo
previdno in pocasi ob steni nalivali celotno suspenzijo krvi in PBS-a. Paziti smo morali, da se

raztopina ni pomesala s Ficoll-om, kot prikazuje spodnja slika (Slika 2).

. —=kri+ puferPBS

—= Ficoll-PagquePLUS

Slika 2: Mesanica krvi in pufra PBS nanesenega na Ficol (Avtor, 2018).

Centrifugirko smo nato centrifugirali. Po centrifugiranju smo dobili vzorec, razdeljen na $tiri faze,

ki so vidne na sliki (Slika 3): eritrocite, Ficoll, limfocite in krvno plazmo.

2 PBS — pufer, ki vsebuje dinatrijev hidrogenfosfat, natrijev klorid ter obcasno kalijev klorid in kalijev
dihidrogenfosfat.
% Ficol — raztopina polisaharida, ki se uporablja za lo¢evanje krvi.
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—=plazma, trombociti

] —=limfociti
—=Ficoll-Paque PLUS

' —=granulociti, eritrociti

Slika 3: Krvni vzorec, ki je po centrifugiranje razdeljen na Stiri faze (Avtor, 2018).

Krvno plazmo smo odstranili, drugo fazo z limfociti pa smo s pipeto prenesli v sterilno
centrifugirko, katerim smo nato dodali pufer PBS. Raztopino smo nato centrifugirali. Po koncu
centrifugiranja smo supernatant odsesali, limfocitom pa smo dodali PBS, vorteksirali in ponovno
centrifugirali. Supernatant smo nato s pomocjo pipete v celoti odsesali in limfocite, ki so ostali,

shranili v zmrzovalnik pri -80 °C do njihove nadaljne uporabe.

Izolacija DNK:

DNK smo izolirali s TRI reagentom (Sigma-Alrich), pri ¢emer smo limfocite najprej lizirali z
zaporednim pipetiranjem v TRI reagentu ter dodali kloroform. Po dodatku kloroforma in
centrifugiranju, se mesanica lo¢i v 3 faze, vodna faza vsebuje RNK, vmesna faza DNK in organska
faza proteine. Vsako od komponent nadalje izoliramo lo¢eno. Po odstranitvi vodne faze za
izolacijo RNK, smo DNK precipitirali iz vmesne in organske faze tako, da smo dodali absolutni
etanol. Mikrocentrifugirko smo nato vorteksirali in pustili stati na sobni temperaturi 2 — 3 min.
Nato smo mesanico centrifugirali. Po centrifugiranju smo odstranili supernatant in ga shranili pri
4 °C za izolacijo proteinov. Pelet DNK smo dvakrat sprali v natrijevem citratu / 10 % etanolu in
dobro vorteksirali. Med vsakim spiranjem smo pustili pelet DNK stati z obasnim meSanjem.
Sledilo je centrifugiranje. Supernatant smo z odlivanjem zavrgli. Pelet DNK smo sprali v 75 %
etanolu in pustili stati 10 — 20 min pri sobni temperaturi. VVzorce smo ponovno centrifugirali in
supernatant po koncu centrifugiranja zavrgli. Pelet DNK smo nato posusili na zraku in ga raztopili

v vodi. Raztopljeno DNK smo nato shranili na 4 °C v hladilniku.

Genotipizacija nasih vzorcev je obsegala tri tehnike in sicer verizno reakcijo s polimerazo (PCR,
ang. za polymerase chain reaction), polimorfizem dolZin restrikcijskih fragmentov (RFLP, ang. za

restriction fragment lenght polymorphism) ter gelsko elektroforezo.
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PCR je tehnika, kjer s pomo¢jo encima polimeraze, zacetnih oligonukelotidov, prostih nukleotidov
(dNTP-jev) in toplotnega ciklizatorja eksponentno podvajamo naSo DNK. Sama reakcija poteka v
ve¢ ciklih, vsak cikel pa ima tri korake. Prvi korak je dvig temperature v PCR aparaturi na okoli
95°C, da se vezi v dvojno vijacni DNK prekinejo, nato se temperatura zniZa in na posamezni
verigi se vezejo zacetni oligonukleotidi. Nato se temperatura spet dvigne na 72°C, pri ¢emer encim
polimeraza poiS¢e mesto, kjer so se na verigo vezali zaCetni oligonukelotidi, ter pricne z izgradnjo
komplementarne verige, s tem da dodaja proste nukleotide v smeri 5' — proti — 3'. Ti trije koraki se
ponovijo 30 — 40-krat (Garibyan & Avashia, 2014).

RFLP je tehnika, pri kateri DNK vzorec restrikcijski encimi razrezejo na restrikcijskih mestih. Ker
restrikcijski encimi rezejo odseke DNA na razli¢nih mestih, in so torej ti restrikcijski fragmenti

razli¢no dolgi, jih lahko nato po velikosti lo¢imo z gelsko elektroforezo (Dai & Long, 2015).

Gelska elektroforeza je tehnika, kjer lahko lo¢imo posamezne dele makromolekul (DNK, RNK ter
proteine) glede na njihovo velikost in naboj (Lee et al. 2012). Za gelsko elektroforezo smo
pripravili gel, narejen iz agaroze, pufra TBE?® ter vode. Koncentracija agaroze v gelu je bila 2 %
(1.6 g/ 80 mL). Vse to smo dali v erlenmajerico ter v mikrovalovni pecici segrevali, dokler se ni
agaroza popolnoma raztopila, in nato dodali Se etidijev bromid. Gel smo nato vlili v modele ter
vstavili glavnicke, ki bodo omogoc¢ili nastanek zepkov v gelu, v katere bomo lahko nanesli vzorce.
Ko se je gel strdil, smo ga polozili v elektroforezno kadi¢ko s TBE pufrom. DNA vzorce smo
obarvali z barvilom in nanesli v luknjice na gelu, v eno od lukenj pa smo dodali velikostni
standard?’, ter skozi gel spustili elektriéni tok (~ 120 V). V aparaturi smo gel pustili priblizno 20

do 30 minut, in ga nato poslikali pod ultravijoli¢no svetlobo (Slika 4).

% TBE — pufer, ki vsebuje Tris bazo, borovo kislino in EDTA
27 yvelikostni standard— skupek fragmentov DNA z znano velikostjo
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Slika 4: Primer gela po PCR reakciji, poslikanega pod UV svetlobo (Avtor, 2018)

Temu je sledila sama genotipizacija. 1z pridobljenih slik smo lahko glede na velikost produkta nato
dolocili genotip vsakemu vzorcu,. Velikost smo dolocili s pomocjo velikostnega standarda, ki nam
je povedal priblizno velikost nastalega produkta. Diviji tip je imel najvecjo velikost, heterozigot je
imel dve razli¢ni velikost, homozigot pa je imel manjSo velikost. Primer genotipizacije je viden na

Sliki 5. Genotip vsakega vzorca smo nato zabelezili v tabeli.

Slika 5: Primer rezultata RFLP, s katerim lahko genotipiziramo vzorce (Avtor, 2018).
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3.2.Statisti¢na obdelava podatkov

Podatke smo statisticno obdelali s programskim paketom SPSS. S tem programom lahko
opravljamo razne statisti¢ne analize npr. korelacijske in regresijske metode, opisno statisticne
metode, in Se druge. S SPSS programom smo analizirali rezultate genotipizacije. Za asociacijsko
analizo smo uporabili Fisherjev natancni test, ki se uporablja za primerjavo frekvenc in za analizo
varianc. Za vsak SNP smo tako dobili p-vrednost, (ki je signifikantna pri p < 0,05), intervale
zaupanja (Clesy) in razmerje obetov (OR). OR nam pove, kakSen je doprinos SNP-ja za nastanek
dolocene bolezni. Izbrali smo tudi 95% interval zaupanja, za vse signifikantne rezultate pa vzeli

tiste, ki so imeli p-vrednost < 0,05.
4. REZULTATI

Odziv pacienta na anti-TNF terapijo se je doloc¢al glede na Stevilo tock, dosezenih po izpolnitvi
vpraSalnika IBDQ. IBDQ je vprasalnik, ki nam pove, kakSna je kvaliteta Zivljenja pacienta s
KVCB. Bolniki so vprasalnik izpolnili pred pri¢etkom zdravljenja ter 4, 12, 20 in 30 tednov po
zacetku zdravljenja. Maksimalno Stevilo tock, ki jih lahko posameznik doseze pri vprasalniku, je
224 toc¢k. Za potrditev odziva na anti-TNF terapijo, je moralo biti Stevilo toc¢k vprasalnika nad 170,
ali pa razlika med IBDQ toc¢kami pred zacetkom zdravljenja ter po dolo¢enem tednu zdravljenja

vecja od 22 (deltalBDQ).
4.1. Genotipizacija

Rezultati genotipizacije so predstavljeni v Tabeli 3 ter Grafu 1.
Tabela 3: Rezultati genotipizacije po SNP-jih in genotipih.
SNP ID Stevilo uspesno Homozigot Heterozigot  Divji tip
genotipiziranih

posameznikov

rs1800629 68 2 (2,9 %) 13(19,1%) 53 (78 %)
rs1061622 83 2 (2,4 %) 34 (41 %) 47 (56,6 %)
rs1801274 68 13(19,1%) 34 (50 %) 21 (30,9 %)
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Graf 1: Delez genotipov za vsak SNP.
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4.2.Genotipi SNP-jev, glede na odziv na anti-TNF terapijo

V prvem delu smo naredili analizo glede na odziv na anti-TNF terapijo, ki smo ga dolo¢ili na
podlagi stevila tock, dosezenih pri IBDQ vprasalniku, ki so ga bolniki izpolnili pred zacetkom
zdravljenja z anti-TNF terapijo ter 4, 12, 20 in 30 tednov po zdravljenju. Za dober odziv smo
smatrali Stevilo tock vprasalnika nad 170 v dolo¢enem tednu, ali pa razliko med IBDQ to¢kami

pred zacetkom zdravljenja ter po dolo¢enem tednu zdravljenja, Ki je bila ve¢ja od 22 (deltalBDQ).
4.2.1. SNP rs1800629

Skupno je bilo za SNP rs1800629 uspesno genotipiziranih 68 vzorcev, od tega sta imela 2
posameznika genotip AA, 13 jih je imelo genotip AG, 53 pa GG. V Tabeli 4 je prikazano Stevilo
odzivnikov in neodzivnikov glede na genotip ter statisti¢na analiza, narejena za genotipske modele
(reesivni in dominantni model) za SNP rs1800629. Iz tabele je razvidno, da nismo dosegli
statisti¢no znacilne razlike med genotipom polimorfizma SNP rs1800629 in odzivom na anti-TNF
terapijo z adalimumabom, je pa opazna nekolika visja frekvenca genotipa GG pri neodzivnikih ter

genotipa AG pri odzivnikih.
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4.2.2. SNP rs1061622

Skupno je bilo za SNP rs1061622 uspesno genotipiziranih 83 vzorcev, od tega sta 2 imela genotip
GG, 34 jih je imelo genotip GT, 53 pa genotip TT. V Tabeli 5 je prikazano Stevilo odzivnikov in
neodzivnikov glede na genotip ter statisticna analiza, narejena za genotipske modele (reesivni in
dominantni model) za SNP rs1061622. Tudi za ta SNP nismo dosegli statisti¢no znaéilne razlike
med genotipom polimorfizma in ozivom na zdravljenje, je pa v skupini neodzivnikov opaziti veé¢

bolnikov z genotipom GG in GT.
4.2.3. SNP rs1801274

Skupno je bilo za SNP rs1801274 uspesno genotipiziranih 68 vzorcev, od tega je imelo genotip
CC 13 bolnikov, genotip CT 34 bolnikov ter genotip TT 21 bolnikov. V Tabeli 6 je prikazano
Stevilo odzivnikov in neodzivnikov glede na genotip ter statisti¢na analiza, narejena za genotipske
modele (reesivni in dominantni model) za SNP rs1801274. Statisti¢n znacilnih povezav pri tej vrsti

analize za analiziran SNP nismo dosegli.
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Tabela 4: Stevilo odzivnikovineodzivnikov glede genotip SNP-ja rs1800629 po tednih ter statisticna analiza.

0. teden
SNP Genotip n (%)
AA 2(2,9)
rs1800629 AG 13 (19,1)
GG 53 (78)
p
AA+AG proti GG OR
95% CI
p
AA proti AG+GG OR
95% ClI

odzivnikKi

n (%)
1(2,2)
11 (24,5)
33(72,3)

neodzivniki
4. teden
n (%)
1(4,3)
2 (8,7)
20 (87)
1,000
2,000
0,119-33,509
0,235
0,413
0,104-1,642

odzivniki neodzivniki
12. teden
n (%)
1(4,5)
3 (13,6)
18 (81,8)
0,546
2,143
0,128-35,943
0,758
0,707
0,197-2,537

n (%)
1(2,2)
10 (21,7)
35 (76,1)

Tabela 5: Stevilo odzivnikovineodzivnikov glede genotip SNP-ja rs1061622 po tednih ter statisticna analiza.

0. teden
SNP Genotip n (%)
GG 2(2,4)
rs1061622 GT 34 (41)
TT 47 (56,6)
p
GG+GT proti TT OR
95% CI
p
GG proti GT+TT OR
95% CI

odzivniki

4. teden
n (%)
1(3)
15 (45,5)
17 (51,5)
0,502
1,412
0,582-3,426
1,000
1,531
0,092-25,367

n (%)
1(2)
19 (38)
30 (60)

neodzivniki

odzivniki
12. teden
n (%)
0 (0)
15 (51,7)
14 (48,3)
0,353
1,684
0,677-4,187
0,540
1,558
1,324-1,833

n (%)
2 (3,7)
19 (35,2)
33 (61,1)

neodzivniki

odzivniki neodzivniki odzivniki neodzivniki
20. teden 30. teden
n (%) n (%) n (%) n (%)
1(2,2) 1(4,5) 2 (4,2) 0 (0)
10 (21,7) 3 (13,6) 10 (20,8) 3 (15)
35(76,1) 18 (81,8) 36 (75) 17 (85)
0,546 1,000
2,143 1,435
0,128-35,943 1,224-1,682
0,758 0,525
0,707 0,529
0,197-2,537 0,132-2,126
odzivniki neodzivniki odzivniki neodzivniki
20. teden 30. teden
n (%) n (%) n (%) n (%)
1(1,9 1(3,3) 2 (3,4) 0 (0)
22 (41,5) 12 (40) 21 (35,6) 13 (54,2)
30 (56,5) 17 (56,7) 36 (61) 11 (45,8)
1,000 0,230
0,997 1,850
0,404-2,462 0,709-4,823
1,000 1,000
1,793 1,421
0,108-29,747 1,234-1,637
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Tabela 6: Stevilo odzivnikovineodzivnikov glede genotip SNP-ja rs1801274 po tednih ter statisticna analiza.

SNP Genotip
CcC
rs1801274 CT
TT

CC proti CT+TT

CC+CToproti TT

n (%)

13 (19,1 %)
34 (50 %)
21 (30,9 %)

p

OR
95% ClI
p

OR
95% ClI

odzivniki  neodzivniki
4. teden
n (%) n (%)
10 (22,2) 3 (13)
23 (51,1) 11 (47,8)
12 (26,7) 9(39,1)
0,519
0,525
0,129-2,134
0,406
0,566
0,195-1,644

odzivniki neodzivniki
12. teden
n (%)
4 (18,2)
12 (54,5)
6 (27,3)
1,000
0,914
0,248-3,371
0,782
1,290
0,420-3,965

n (%)
9 (19,6)
22 (47,9)
15 (32,6)

odzivniki neodzivniki
20. teden
n (%)
4 (18,2)
12 (54,5)
6 (27,3)
1,000
0,914
0,248-3,371
0,782
1,290
0,420-3,965

n (%)
9 (19,6)
22 (47,8)
15 (32,6)

odzivniki neodzivniki
30. teden

n (%)

3 (15)

n (%)
10 (20,8)
22 (45,8) 12 (60)
16 (33,3) 5 (25)

0,741
0,671
0,164-2,750
0,575
1,500
0,462-4,865
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4.3.Genotipi glede na IBDQ in delta IBDQ lestvico

Nadalje smo analizirali povezavo med genotipi izbranih polimorfizmov ter odzivom glede na
vrednosti IBDQ in deltaBDQ kot zvezne spremenljivke. Za to vrsto analize smo kot statisticni
tesz uporabili neparametri¢ni Mann-Whitney U test, saj gre za nepravilno razporeditev podatkov

in zaradi tega t-test ni mogoc.
4.3.1. SNP rs1800629

Statisti¢na analiza za SNP rs1800629 glede na IBDQ in deltalBDQ je prikazana v Tabeli 7. 1z
tabele je razvidno, da imajo bolniki z genotipom AG ali GG v zacetnih tednih zdravljenja visjo
vrednost IBDQ v primerjavi z bolniki z genotipom AA, vendar ta vrednost pri bolnikih z
genotipom AA precej naraste v 20. tednu zdravljenja, ko moc¢no naraste tudi deltalBDQ.
Kakorkoli, povezava ni statisti¢cno signifikantna, najverjetneje zaradi majhnega Stevila

posameznikov z genotipom AA.
4.3.2. SNP rs1061622

Statisti¢na analiza za SNP rs1061622 glede na IBDQ in deltalBDQ je prikazana v Tabeli 8. 1z
tabele je razvidno, da imajo bolniki z genotipom GG pred zacetkom terapije nizjo IBDQ vrednost,
kar nakazuje na hujSo obliko CD, vendar se ta vrednost Ze po 4. tednih zdravljenja izenaci s
posamezniki z genotipom GT ali TT. Vrednosti IBDQ kot tudi delta IBDQ nato skozi celotno
obdobje 30 tednov ostajajo konstantne ne glede na genotipo.

4.3.3. SNP rs1801274

Statisti¢na analiza za SNP rs1801274 glede na IBDQ in deltalBDQ je prikazana v Tabeli 9. Iz
tabele je razvidno, da imajo posamezniki z genotipom TT pred zacetkom zdravljenja nizjo
vrednost IBDQ v primerjavi s posamezniki z genotipom CC ali CT (p=0,003). Po 4. in 12. tednih
zdravljenja pa se pokaze obcutno izboljsanje IBDQ vrednosti pri bolnikih z genotipom TT, Saj
deltalBDQ statisti¢no znacilno naraste glede na stanje pred zacetkom zdravljenja v primerjavi z
bolniki z genotipom CC ali CT (p=0,05). Za SNP rs1801274 smo tako potrdili statisti¢no znacilno

povezavo med genotipom in odzivom na anti-TNF terapijo z adalimumabom.
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Tabela 7: Vrednosti IBDQ in delta IBDQ glede na genotip po tednih zdravljenja ter statisticna analiza za SNP rs1800629.

rs1800629

AA + AG vs GG
GG + AG vs AA

AA
AG
GG
p-vrednost
p-vrednost

IBDQ
0. teden
121
152,46
154,41
0,412
0,088

IBDQ delta IBDQ

4. teden
148,25 27,25
178,18 25,72
172,21 17,83
0,610 0,290
0,764 0,985

IBDQ delta IBDQ

12. teden
136,5 15,5
169,72 17,26
176,18 21,8
0,510 0,673
0,369 1,000

IBDQ delta IBDQ

20. teden
182,33 61,33
174,88 22,42
176,9 22,6
0,970 0,728
0,738 0,300

IBDQ delta IBDQ

30. teden
182,33 61,33
169,98 17,52
176,71 22,33
0,647 0,882
0,985 0,079

Tabela 8: Vrednosti IBDQ in delta IBDQ glede na genotip po tednih zdravljenja ter statisticna analiza za SNP rs1061622.

rs1061622

GG+GT proti TT
GG proti GT+TT

Tabela 9: Vrednosti IBDQ in delta IBDQ glede na genotip po tednih zdravljenja ter statistica analiza za SNP rs1801274.

rs1801274

CC+CTvsTT
TT+ CTvsCC

GG
GT
1T
p-vrednost
p-vrednost

CcC
CT
TT
p-vrednost
p-vrednost

IBDQ
0. teden
135,5
152,03
151,55
0,829
0,382

IBDQ
0. teden
158,08
159,53
139,38

0,003
0,569

IBDQ delta IBDQ

4. teden
141,5 6,00
168,32 16,29
169,6 18,05
0,639 0,538
0,132 0,547

IBDQ delta IBDQ

4. teden
178,58 16,5
174,64 15,11
168,23 28,85
0,316 0,050
0,590 0,975

IBDQ delta IBDQ

12. teden
170 34,5
168,05 16,02
175,54 23,99
0,276 0,256
0,826 0,444

IBDQ delta IBDQ

12. teden
175,24 17,17
176,15 16,62
169,02 29,64
0,146 0,050
0,478 0,845

IBDQ delta IBDQ

20. teden
171 35,5
174,18 22,15
174,53 22,98
0,751 0,649
0,871 0,444

IBDQ delta IBDQ
20. teden
176,74 18,67
179,13 19,72
172,67 33,29
0,388 0,343
0,674 0,888

IBDQ delta IBDQ

30. teden
173,96 38,46
171,37 19,34
176,98 25,42
0,232 0,220
0,917 0,494

IBDQ delta IBDQ

30. teden
176,25 18,18
178,43 18,9
170,58 31,2
0,224 0,165
0,353 0,743
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5. RAZPRAVA

V raziskovalni nalogi smo analizirali povezavo treh izbranih polimorfizmov SNP z odzivom na
anti-TNF terapijo z adalimumabom pri slovenskih bolnikih s Crohnovo boleznijo. Analizirali smo
SNP rs1061622 v genu TNFRSF1B, rs1800629 v genu TNF in rs1801274 v genu FCGR2A.
Statisti¢no najznacilnejSo povezavo smo ugotovili za SNP rs1801274 v genu FCGR2A, za katerega
so bolniki z genotipom TT pokazali boljsi odziv na terapijo z adalimumabom v primerjavi z bolniki

z genotipom CC ali CT.

5.1. SNP rs1800629

Za SNP rs1800629 smo uspesno genotipizirali 68 vzorcev. Ker je frekvenca genotipa AA za izbran
polimorfizem zelo majhna, smo v nasi skupini nasli le dva bolnika (2,95%) s tem genotipom.
Bolnikov z genotipom AG je bilo 13 (19,1%), z genotipom GG pa 53 (77,95%). Frekvence
dobljenih genotipov so primerljive z evropsko populacijo.

Za ta SNP nismo dokazali statisti¢no znacilne povezave med razli¢nimi genotipi in odzivom na
terapijo, kar se razlikuje od drugih raziskav, ki nakazujejo na ve¢jo odzivnost heterozigotov na
terapijo. V Studiji Netz et al. so odkrili, da ima heterozigotni genotip 4 krat vec¢jo odzivnost kot
divji tip (Netz et al. 2017). V nasi $tudiji smo nakazali na nekoli slabsi odziv bolnikov z genotipom

GG v primerjavi z bolniki z genotipom AG, Kkar je primerljivo z omenjeno $tudijo.
5.2.SNP rs1061622

Za SNP rs1061622 smo uspesno genotipizirali 83 vzorcev. Frekvenca za genotip GG je bila tudi
tukaj zelo majhna, zato smo imeli v nasi skupini le dva bolnika (2,4 %) s tem genotipom. Bolnikov
z genotipom GT je bilo 34 (41 %), bolnikov z genotipom TT pa 47 (56,6 %). Te frekvence so prav

tako primerljive z evropsko populacijo.

Tudi za ta SNP nismo dobili statisti¢no znacilne povezave, kar se tice odziva na anti-TNF terapijo.
Studija Gonzalez et al. nakazuje, da bi naj nosilci alela G imeli ve¢jo moznost za neodziv na
terapijo. (Gonzalez et al., 2015). V nasi Studiji smo zasledili trend, da je pa skupini neodzivnikov
opaziti ve¢ bolnikov z genotipom GG in GT, kar j skladno z dosedanjimi opazanji. Smo pa prav
tako opazili, da imajo bolniki z genotipom GG tezjo obliko CD, saj so imeli precej nizjo vrednost

IBDQ pred zacetkom zdravljenja.
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5.3.SNP rs1801274

Pri SNP-ju rs1801274 smo genotipizirali 68 vzorcev. 13 (19,1 %) od teh je imelo genotip CC, 34
(50 %) jih je imelo genotip CT, 21 (30,9 %) pa genotip TT.

TT je imel povprecno zacetno vrednost IBDQ 139,38. Ta je narastla v ¢etrtem tednu na 168,23
(delta IBDQ = 28,85). To je bil prvi signifikanten podatek, ki je nakazoval na mo¢nejsi odziv na
terapijo (p = 0,05). V dvanajstem tednu je narastla vrednost IBDQ na 169,02 (delta IBDQ = 29,64,
p=0,05). Te vrednosti nakazujejo na boljsi odziv posameznikov z genotipom TT na terapijo z anti-
TNF terapijo z adalimumabom po 4. in 12. tednih zdravljenja. Do podobnih zakljuckov so prisli
Avila — Pedretti et al, ki so pa tak$no $tudijo izvajali na pacientih z revmatoidnih artritisom (Avila

— Pedretti et al. 2015).

6. DRUZBENA ODGOVORNOST

Institucije, kot sta Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo in Medicinska fakulteta imata velik
vpliv na druzbo, saj se v svojem izobrazevalnem in raziskovalnem delu dotikata pomembnih
druzbenih problemov ter jih poskusata reSevati na druzbeno-odgovoren nacin. S tem pristopom
poskusata lajSati probleme danaSnjega modernega sveta, kar je seveda velik interes nam, kot
prebivalcem tega sveta. Pri svojem delu se prav tako zavedajo vpliva na okolje, zato je pomembno,

da ravnajo okolju prijazno ter z vsemi ekoloskimi standardi.

Pri nalogi smo se specifitno dotaknili medicinskega podro¢ja, natan¢neje personalizirane
medicine, ki v prihodnosti omogoca drugacen pristop do zdravljenja bolnikov, ki trpijo za
Crohnovo bolezen. Izsledki raziskav pripomorejo k razvoju kvalitetnih in klini€éno uporabnih
diagnosti¢nih biooznacevalcev, kar posledicno predstavlja boljSo kakovost Zivljenja bolnikov,
preprecevanje hudih poslabsanj bolezni, zmanjsa izostanek iz Sole oz. z dela ter zmanjsa stroSke
zdravljenja. Dobra stran genetskih raziskav oz. u€inkovitih genetskih biomarkerjev je v tem, da na
bolnika ne vplivajo oz. do njega niso invazivni, ter lahko zmanjSajo uporabo invazivnih preiskav,
kot so kolonoskopije. Klini¢no najbolj uporabni bi bili bioizna¢evalci, ki bi zanesljivo napovedali
posameznike s tezjim potekom bolezni ter pri tej skupini tiste posameznike, ki ne bi imeli

pozitivhega odgovora na zdravljenje z anti-TNF terapijo.

27



7. ZAKLJUCEK

Namen naSe raziskovalne naloge je bil ugotoviti povezavo med tremi izbranimi SNP-ji ter
odzivnostjo bolnikov na anti-TNF terapijo. To povezavo smo testirali z genotipizacijo izbranih

polimorfizmov s tehniko PCR-RFLP ter z uporabo vprasalnika IBDQ.

Ugotovili smo, da imajo bolniki z genotipom TT SNP-ja rs1801274 boljsi odziv na terapijo v
Cetrtem in dvanajstem tednu po zacetku zdravljenja. Taksni biooznacevalci pomembno prispevajo
k razvoju personalizirane medicine, katere cilj je v prihodnosti prilagoditi terapijo na
posameznikov genotipov, ter s tem mocno izboljsati kvaliteto zivljenja bolnikov s Crohnovo

boleznijo, kot tudi bolnikov s sorodnimi boleznimi.

Nasi rezultati se razlikujejo od rezultatov nekaterih drugih raziskovalcev, ki so ugotovili povezavo
med vplivom SNP-ja rs1800169 ter SNP-ja rs1061622. Mi te povezave nismo odkrili, kar je
najverjetneje posledica majhnega Stevila vzorcev in posledicno posameznih genotipov, ki so v

populaciji redkeje zastopani.
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