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ZNACAJ POLIMORFIZAMA TNFA, 1L10, IL12B, IL23R | MDR1 GENA U
INFLAMATORNOJ BOLESTI CREVA

Dragana Mijac
SAZETAK

Uvod: Inflamatorna bolest creva (IBC), ¢ija su dva glavna klinicka oblika ulcerozni
kolitis (UK) i Kronova bolest (KB), predstavlja heterogenu grupu bolesti hroni¢nog toka
koje se karakteriSu ponavljanim epizodama inflamacije u gastrointestinalnom traktu. lako
etiopatogeneza IBC jo$ uvek nije razjasnjena, Smatra se da nastaje kao posledica
aberantnog imunskog odgovora na mikroorganizme u crevima koji kod genetski
predisponirane osobe dovodi do hroni¢ne inflamacije i oSte¢enja crevne mukoze. Sa
napretkom molekularne genetike identifikovan je veliki broj polimorfizama pojedina¢nih
nukleotida u razli¢itim genima koji bi mogli da se koriste kao biomarkeri u IBC i pomognu
u dijagnostici, klasifikaciji bolesti, prognozi i pracenju terapijskog odgovora. Medu njima
se posebno isticu polimorfizmi u genima koji kodiraju proinflamatorne citokine (TNF),
antiinflamatorne citokine (IL-10) i citokine vazne za razvoj i funkciju Thl i Th17 ¢elija
(IL-12 i IL-23 i njihove receptore), kao i polimorfizmi u MDR1 genu koji kodira
transporter P-glikoprotein. Svi ovi polimorfizmi su povezani sa razvojem KB i/ili UK i
njihovim fenotipskim karakteristikama u razli¢itim populacijama, ali nijedan od njih nije
do sada ispitivan kod pacijenata sa IBC u Srbiji.

Ciljevi istrazivanja: Odrediti distribuciju alela i genotipova polimorfizama TNFA
(rs1800629), IL10 (rs1800896, rs1800871 i rs3024505), IL12B (rs6887695), IL23R
(rs11209026) i MDR1 gena (rs1128503, rs2032582 i rs1045642) kod pacijenata sa IBC,
kao i kod zdravih osoba u Srbiji (osim rs1800629 za koji rezultati ve¢ postoje) i ispitati da
li je neki od tih polimorfizama faktor rizika za nastanak KB i UK 1i/ili uti¢e na klinicke
manifestacije ovih bolesti. Proceniti da li se distribucije ispitivanih polimorfizama kod
pacijenata sa KB i UK i zdravih kontrola u ovoj studiji razlikuju u odnosu na studije u
kojima su ovi polimorfizmi ispitivani u drugim populacijama.

Pacijenti i metode: Istrazivanje je obuhvatilo 206 pacijenata sa IBC, i to 107 sa
KB i 99 sa UK, ispitivanih i le¢enih u Klinici za gastroenterologiju i hepatologiju,
Klinickog centra Srbije, i 255 zdravih osoba (dobrovoljnih davaoca krvi) koji su ¢inili
kontrolnu grupu ispitanika. Dijagnoza KB i UK postavljena je u skladu sa savremenim
vodi¢ima, za definisanje fenotipskih karakteristika bolesti koris¢ena je Montrealska
klasifikacija, a za procenu klinicke aktivnosti bolesti primenjeni su Indeks aktivnosti
Kronove bolesti (CDAI) za KB i Mayo skor za UK. DNK ispitanika je izolovana iz njihove
periferne krvi, a genotipizacija za sve polimorfizme je obavljena pomo¢u PCR metode u
realnom vremenu Koris¢enjem komercijalnih  optimizovanih  smesa specifi¢nih
oligonukleotida i TagMan proba (PE, Applied Biosystems). Statisticka analiza ukljucivala
je primenu y2 testa ili FiSerovog testa tacne verovatnoce za procenu znacajnosti razlike u
frekvenciji alela i genotipova kod pacijenata i kontrolnih ispitanika.

Rezultati: U ovom istrazivanju genotipovi svih ispitivanih polimorfizama u TNFA,
IL10, IL12B, IL23R i MDR1 genima su bili u Hardy-Weinberg-ovoj ravnotezi. Distribucije



alela ispitivanih gena u uzorku populacije zdravih osoba sa teritorije Srbije su bile: TNFA
(rs1800629 G/A—0,876/0,124), I1L10 (rs1800896 G/A—0,406/0,594, rs1800871
T/C—0,255/0,745 i rs3024505 T/C—0,137/0,863), IL12B (rs6887695 G/C—0,718/0,282),
IL23R (rs11209026 G/A—0,941/0,059) i MDR1 (rs1128503T/C—0,441/0,559, rs2032582
G/T—0,553/0,433 i rs1045642 T/C—0,486/0,514). Ucestalost alela ispitivanih gena kod
pacijenata sa KB 1 njihovo poredenje sa kontrolnom grupom ispitanika je imala sledece
vrednosti: TNFA (rs1800629 G/A—0,893/0,107, nesignifikantno, NS), IL10 (rs1800896
G/A—0,439/0,561, NS, rs1800871 T/C—0,743/0,257, NS, rs3024505T/C—0,776/0,224,
p=0,004), IL12B (rs6887695 G/C—0,659/0,341, NS), IL23R (rs11209026
G/A—0,991/0,09, p=0,003) i MDR1 (rs1128503 T/C—0,589/0,411, NS, rs2032582
G/T—0,584/0,397, NS i rs1045642 T/C—0,439/0,561, NS). Distribucija alela ispitivanih
gena u kohorti pacijenata sa UK u odnosu na kontrolnu grupu imala je sledeée vrednosti:
TNFA (rs180062 9G/A—0,894/0,106, NS), IL10 (rs1800896 G/A—0,424/0,576, NS,
rs1800871 T/C—0,702/0,298, NS i rs3024505 T/C—0,818/0,182, NS), IL12B (rs6887695
G/C—0,692/0,318, NS), IL23R (rs11209026 G/A—0,985/0,015, p=0,01) i MDR1
(rs1128503 T/C—0,409/0,591, p=0,0003, rs2032582 G/T—0,584/0,397, p=0,004 i
rs1045642 T/C—0,399/0,601, p=0,04).

U ovoj studiji, alel G i genotip GG polimorfizma rs11209026 1L23R gena su bili
statisticki znacajno povezani sa nastankom i KB i UK. Polimorfizam rs3024505 IL10 gena
(alel T i genotip CT), kao i polimorfizam rs6887695 1L12B gena (genotip CC) su bili
znacajno povezani sa nastankom KB, dok su neke varijante ovih polimorfizama bile
povezane sa odredenim fenotipskim karakteristikama bolesti (anemijom, prisustvom
stenoza, fistula i/ili ekstracrevnih manifestacija). Polimorfizmi rs1128503, rs2032582 i
rs1045642 u MDR1 genu su statisticki zna¢ajno povezani sa nastankom UK (T alel sva tri
polimorfizma, kao i TT genotip rs1128503 i rs2032582). Genotipsko-fenotipska analiza je
utvrdila povezanost nekih od MDR1 polimorfizama sa pusenjem i rizikom od hirurskog
le¢enja. Haplotipovi polimorfizama u IL10 i MDR1 genu su povezani sa nastankom KB
(haplotip GCCT IL10 gena) i UK (haplotip TTT MDR1 gena).

Zakljucak: Polimorfizam rs3024505 IL10 gena, kao i polimorfizam rs6887695
IL12B gena bili su znacajno povezani sa nastankom KB i sa fenotipskim karakteristikama
bolesti. Polimorfizmi (rs1128503, rs2032582 i rs1045642) i haplotipovi MDR1 gena bili su
udruZeni sa razvojem UK, kao i sa puSenjem i operativnim rizikom kod pacijenata sa UK.
Polimorfizam rs11209026 1L23R gena je bio povezan sa nastankom i KB i UK, dok nije
uocena udruzenost polimorfizma rs1800629 TNFA gena ni sa jednom formom IBC. Nasi
rezultati sugeriSu vaznu ulogu navedenih polimorfizama IL10, IL12B, IL23R i MDRL1 gena
u patogenezi IBC i potvrduju njihov znacaj kao potencijalnih biomarkera u IBC.

KLJUCNE RECI: Kronova bolest, Ulcerozni kolitis, Polimorfizmi pojedinaénih
nukleotida, TNFA (rs1800629), IL10 (rs1800896, rs1800871, rs3024505), IL12B
(rs6887695), IL23R (rs11209026), MDRL (rs1045642, rs1128503, rs2032582)
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THE POLYMORPHISMS OF TNFA, IL10, IL12B, IL23R AND MDR1 GENES IN
INFLAMMATORY BOWEL DISEASE

Dragana Mijac
ABSTRACT

Introduction: Inflammatory bowel disease (IBD) with its major forms, ulcerative
colitis (UC) and Crohn's disease (CD), represents a heterogeneous group of chronic
disorders characterized by recurring episodes of inflammation in the gastrointestinal tract.
Although the etiopathogenesis of IBD is still not fully understood, evidence suggests that it
results from aberrant immune response to gut microbiota in genetically susceptible
individuals leading to a chronic inflammation and damage of the intestinal mucosa. With
the advance of molecular genetics, a large number of single nucleotide polymorphisms
(SNP) in various genes has been identified as potential biomarkers in IBD that can help in
the diagnosis, disease classification, prognosis and monitoring of treatment response.
Among the best candidates for reliable biomarkers in IBD are the SNPs in the genes
encoding pro-inflammatory (TNF), anti-inflammatory (IL-10) and Thl and Th17-inducing
cytokines (IL-12 and IL-23 and their receptors), as well as the polymorphisms in the
MDR1 gene encoding P-glycoprotein transporter. All these SNPs have been associated
with the susceptibility and phenotype of UC and/or CD in different populations, but none
of them has been studied in patients with IBD in Serbia so far.

Aims: To determine allele and genotype distributions of the SNPs within TNFA
(rs1800629), I1L10 (rs1800896, rs1800871 and rs3024505), IL12B (rs6887695), IL23R
(rs11209026) and MDR1 (rs1128503, rs2032582 and rs1045642) genes in Serbian 1BD
patients and healthy controls (with the exception for rs1800629, for which the results
already exist) and to assess their associations with susceptibility and phenotype of UC and
CD. Also, our aim was to compare allele and genotype frequencies found in our study with
those from the other studies that were done in different populations.

Patients and methods: The study involved a total of 206 IBD patients and 255
unrelated healthy controls (blood donors). IBD group comprised 107 CD patients and 99
UC patients followed up for IBD at the Clinic for Gastroenterology and Hepatology,
School of Medicine, University Belgrade, Clinical Center of Serbia. Diagnosis of CD and
UC was determined according to established guidelines, phenotype characteristics of
disease were defined according to the Montreal classification and the clinical disease
activity was estimated using the Mayo score and Crohn’s Disease Activity Index (CDAI)
for UC and CD patients, respectively. DNA was extracted from peripheral blood samples
from all subjects and the genotyping was done using real-time PCR with commercial
optimized mixtures of specific oligonucleotides and TagMan probes (PE, Applied
Biosystems). Comparison between genotype and allele frequencies in different groups was
performed using the Pearson Chi-square or Fisher’s exact test, where appropriate.

Results: Genotypes of all analyzed SNPs of TNFA, 1L10, IL12B, IL23R and MDR1
genes were in Hardy-Weinberg equilibrium. Distributions of alleles of tested genes in



sample population of healthy subjects from Serbia, were as follows: TNFA (rs1800629
G/A—0.876/0.124), 1L10 (rs1800896 G/A—0.406/0.594, rs1800871 T/C—0.255/0.745,
rs3024505 T/C—0.137/0.863), IL12B (rs6887695 G/C—0.718/0.282), IL23R (rs11209026
G/A—0.941/0.059) and MDR1 (rs1128503T/C—0.441/0.559, rs2032582
G/T—0.553/0.433 and rs1045642 T/C—0.486/0.514). The distribution of alleles of tested
genes in patients with CD were as follows: TNFA (rs1800629 G/A—0.893/0.107, non-
significant, NS), IL10 (rs1800896 G/A—0.439/0.561, NS, rs1800871 T/C—0.743/0.257,
NS, rs3024505 T/C—0.776/0.224, p=0.004), IL12B (rs6887695 G/C—0.659/0.341, NS),
IL23R (rs11209026 G/A—0.991/0.09, p=0.003) and MDR1 (rs1128503 T/C—0.589/0.411,
NS, rs2032582 G/T—0.584/0.397, NS and rs1045642 T/C—0.439/0.561, NS). The
distributions of alleles of tested genes in patients with UC were as follows: TNFA
(rs1800629 G/A—0.894/0.106, NS), IL10 (rs1800896 G/A—0.424/0.576, NS, rs1800871
T/C—0.702/0.298, NS and rs3024505 T/C—0.818/0.182, NS), IL12B (rs6887695
G/C—0.692/0.318, NS), IL23R (rs11209026 G/A—0.985/0.015, p=0.01) and MDR1
(rs1128503 T/C—0.409/0.591, p=0.0003, rs2032582 G/T—0.584/0.397, p=0.004 and
rs1045642 T/C—0.399/0.601, p=0.04).

In this study, the G allele and GG genotype of rs11209026 in IL23R gene were
associated with both CD and UC. IL10 gene SNP rs3024505 (T allele and CT genotype)
and rs6887695 SNP in IL12B gene (CC genotype) were associated with CD, while certain
variants of these polymorphisms correlated with some phenotypic characteristics of the
disease (presence of anemia, stenoses, fistulas and/or extra-intestinal manifestations).
Polymorphisms in the MDR1 gene (rs1128503, rs2032582 and rs1045642) were all
significantly associated with UC (T allele of all three SNPs, as well as TT genotype of
rs1128503 and rs2032582). Genotype-phenotype analysis revealed associations of some
allele/genotypes of MDR1 SNPs with smoking and increased risk for surgical treatment.
Also, haplotypes in IL10 gene (GCCT haplotype) and MDR1 gene (TTT haplotype) were
associated with CD and UC, respectively.

Conclusions: The polymorphism rs3024505 in 1L10 gene and rs6887695 in 1L12B
gene were both associated with susceptibility and severity of disease in Serbian CD
patients. On the other hand, MDR1 gene polymorphisms (rs1128503, rs2032582
rs1045642) and their haplotypes were associated with the susceptibility, as well as with
smoking and risk for surgery in UC patients. 1L23R rs11209026 polymorphism gene was
associated with the both CD and UC, whereas no association was observed between
rs1800629 SNP in TNFA gene and any form of IBD. Our results suggest important roles of
analyzed SNPs in IL10, IL12B, IL23R and MDRL1 genes in IBD pathogenesis and further
support their potential use as biomarkers in IBD.

KEY WORDS: Crohn's Disease, Ulcerative colitis, Single nucleotide
polymorphisms, TNFA (rs1800629), IL10 (rs1800896, rs1800871, rs3024505), IL12B
(rs6887695), IL23R (rs11209026), MDR1 (rs1045642, rs1128503, rs2032582)
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1. Uvod



1.1 DEFINICIJA INFLAMATORNE BOLESTI CREVA

Inflamatorna bolest creva (IBC) predstavlja heterogenu grupu bolesti hroni¢nog
toka i nepoznate etiologije koja se karakterise ponavljanim epizodama inflamacije u
gastrointestinalnom traktu (GIT). Dva glavna klinicka oblika IBC su ulcerozni kolitis (UK)
i Kronova bolest (KB) [1]. Ulcerozni kolitis je bolest koja dovodi do hroni¢ne inflamacije
mukoze kolona, zahvata rektum i proksimalne delove kolona u kontinuitetu do razli¢itih
nivoa i karakteriSe se remisijama i relapsima bolesti [2]. Kronova bolest je hroni¢na
transmuralna bolest koja se karakteriSe postojanjem lezija ,,na preskok® i moze da zahvati
razli¢ite delove digestivnog trakta od usne duplje do anusa [3]. | pored detaljne
dijagnosticke procedure, u nekim slucajevima kod pacijenta sa IBC nije moguce odrediti
da li se radi o UK ili KB. Ovakva stanja se nazivaju neklasifikovani kolitisi (N-IBC) [4].
Ucestalost neklasifikovanih kolitisa kod odraslih iznosi od 10% do 15% slucajeva, dok je
neklasifikovana bolest kod dece ¢e$ce prisutna, u ¢ak 25% do 30% slucajeva [5]. Pored
termina neklasifikovani kolitis, u upotrebi je i naziv nedeterminisani kolitis, ali je to
prevashodno patohistoloski termin rezervisan za patologe koji se koristi u situacijama kada
biopsijski uzorci kolona imaju karakteristike i UK i KB (,,overlap® ili preklapajuce

karakteristike) [6].

1.2 EPIDEMIOLOGIJA INFLAMATORNE BOLESTI CREVA

| pored znaajnog napretka u utvrdivanju etiopatogeneze bolesti i novim
terapijskim mogucnostima leCenja, uzrok nastanka IBC i dalje ostaje nepoznat. Takode, do
danas ne postoji mogucénost prevencije ove bolesti, kao ni kompletno izle¢enje. Zbog toga
IBC ima veliki medicinski znacaj i predstavlja veliki zdravstveni problem u svetu.

Prevalenca (statisticki pojam kojim se u epidemiologiji izrazava broj obolelih na
100.000 ili 1.000.000 stanovnika) i incidenca (broj novoobolelih osoba na 100.000 ili
1.000.000 stanovnika) IBC varira izmedu razli¢itih etnickih populacija i unutar razlicitih
geografskih podru¢ja. Tako se najvise stope incidence i prevalence IBC javljaju u
zemljama severne Evrope, Velikoj Britaniji i Severnoj Americi [7]. NaroCito je
zabrinjavajuci podatak da je incidenca IBC poslednjih decenija u znacajnom porastu Sirom
sveta, ukljucujuéi i zemlje koje su do skora smatrane zemljama niskog rizika sa malom

incidencom, kao §to su Indija i Japan [8].



U Sjedinjenim Americkim drzavama (SAD), prema poslednjim podacima, od IBC
boluje od 1 do 1,5 miliona ljudi [8, 9], pri ¢emu je prevalenca UK veca nego prevalenca
KB i iznosi 38-249/100.000 za UK u odnosu na 26-199/100.000 odraslih stanovnika za
KB. Prema epidemioloskim podacima u Evropi od IBC boluje 2,2 miliona ljudi, od cega
oko 1 milion ima dijagnozu KB [8]. U Evropi prevalenca IBC veoma varira, i za UK iznosi
5-505/100.000, a prevalenca KB iznosi 8-214/100.000 stanovnika u zavisnosti od zemije,
odnosno regiona [10, 11].

Pouzdani podaci o ucestalosti IBC u nasoj zemlji do danas ne postoje. Prvi
epidemioloski podaci o IBC su objavljeni u studiji pracenja koja je obuhvatila 980
pacijenata sa IBC (49% KB i 51% UK) u periodu od 10 godina, iz jedne Univerzitetske
Klinike u Beogradu (KBC Zvezdara) [12]. Potom je objavljena i prva epidemioloska
nacionalna studija iz Srbije koja je registrovala 1017 pacijenata (454 pacijenata sa KB,
odnosno 45% 1 563 sa UK, odnosno 55%) u periodu prac¢enja od jedne godine [13]. lako ne
postoje potpuni podaci o incidenci i prevalenci IBC u Srbiji, pretpostavlja se da su njihovi
nivoi uporedivi sa zemljama u okruzenju. Tako, podaci dve populacione studije
sprovedene u dva regiona u Hrvatskoj su pokazali da se incidenca UK krece izmedu 3,5 i
4,3/100.000, a KB izmedu 1 i 7/100.000 stanovnika, $to su nivoi koji su uporedivi sa
drugim zemljama Evrope i nalaze se negde izmedu nivoa koji se srecu u razvijenim
zemljama i onih u zemljama u razvoju [14, 15]. Navedni podaci ukazuju da je incidenca
UK nesto veca u odnosu na KB kod nas i u vecini zemalja (osim u Kanadi i nekim
zemljama Evrope), mada u poslednjih 50 godina na svetskom nivou postoji trend promene
distrubucije ove dve forme IBC [16-19]. Tako je pracenje prevalence IBC u Minesoti
(SAD) tokom vise desetina godina pokazalo kontinuirani porast prevalence UK do 1991.
godine, posle ¢ega je usledio pad, dok je u istom podrucju prevalenca KB konstantno rasla
tokom navedenog perioda [20, 21]. Sli¢an epidemioloski trend bolesti je zabeleZen i u
severnoj Francuskoj [22], dok se u drugim podru¢jima Evrope kao §to su Svedska,
Nemacka, Italija, Danska i Skotska, beleZi konstantan porast oboljevanja od UK [10].
Osim u zemljama Evrope i Severne Amerike, uocen je porast incidence IBC i u zemljama
koje su ranije imale veoma malu ucestalost IBC kao §to su Juzna Koreja, Kina, Indija 1
Severna Afrika [23-25]. Tako je u Japanu tokom poslednjih godina uocen porast
prevalence KB, dok je u Juznoj Koreji narocito znacajan porast zabeleZzen kod obolelih od
UK [23]. Epidemioloski podaci jasno pokazuju da visu prevalencu IBC imaju sredine sa
viSim stepenom socioekonomskog razvoja nego nerazvijeni delovi sveta, odnosno zemlje u

razvoju, kao i osobe iz viSih socioekonomskih slojeva u odnosu na one koji pripadaju
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nizim slojevima [26]. Medutim, postoje i istrazivanja u kojima je pokazano da su UK i KB
manje zastupljene u slojevima drustva sa viSim obrazovanjem i boljim materijalnim
uslovima [27]. Ovakve razlike sugeriSu da je urbanizacija potencijalni faktor koji doprinosi
nastanku bolesti. Prema ovoj hipotezi, promene u na¢inu ishrane u zapadnim kulturama,
higijenske navike, upotreba lekova, zagadenost sredine i1 industrijalizacija predstavljaju
moguce faktore rizika za nastanak IBC. U brojnim studijama je ispitivana povezanost
razli¢itih faktora sredine kao $to su nacin ishrane, higijenske navike, perinatalne infekcije,
upotreba antibiotika, kori$¢enje oralnih kontraceptiva, intestinalna kolonizacija ili infekcije
atipiénim mikobakterijama, ali za sada nema jasnih dokaza o njihovoj povezanosti sa IBC
[28, 29]. Narocito je interesantna udruzenost pusenja sa IBC, pri ¢emu je poznato da
pusenje uti¢e na UK 1 KB na razli¢ite nacine: dok se UK c¢eS¢e javlja kod nepusaca ili
bivsih pusaca, KB je zastupljenija i ima komplikovaniji tok kod pusaca [1, 8, 30].

kom zivotnom dobu. Pri tome, i u vremenu pojave bolesti postoje razlike izmedu UK i KB.
UK se ceSce javlja izmedu tridesete i1 Cetrdesete godine Zivota, dok KB nastaje ranije,
izmedu dvadesete i tridesete godine Zivota. Drugi ,,pik, odnosno starosna dob povecanog
rizika od oboljevanja od IBC, javlja se u sedmoj deceniji, izmedu 60. i 70. godine zivota.
UK se cesce javlja kod muskaraca (60%), dok je KB vise zastupljena kod osoba Zenskog
pola. Veca zastupljenost KB kod Zena, uocena je u razvijenim zemljama na severu Evrope
1 u Severnoj Americi, dok je ujednaena incidenca javljanja KB zabeleZena u pojedinim
zemljama u razvoju [20, 23, 31, 32].

Oboleli od KB imaju nesto ve¢i mortalitet u odnosu na opstu populaciju, mada je
mortalitet od KB neznatno u padu u poslednjih 30 godina [33]. Smrtnost u KB je najéesce
udruzena sa komplikacijama bolesti kao Sto su postoperativne komplikacije, pothranjenost
1 infekcije. Iako mortalitet u UK nije ve¢i u odnosu na opstu populaciju, postoji povecan
mortalitet kod pacijenata sa ekstenzivnom formom bolesti, kao i kod bolesnika sa
dugotrajnim tokom bolesti zbog rizika od nastanka karcinoma debelog creva. | pored

navedenog, danas je ukupni mortalitet od IBC nizak i iznosi manje od 1% [34].



1.3 ETIOLOGIJA | PATOGENEZA INFLAMATORNE BOLESTI CREVA

Etiologija i patogeneza IBC su do danas nedovoljno razjasnjene. Na oshovu
dosadasnjih saznanja pretpostavlja se da se radi o multifaktorskoj bolesti u kojoj, kod
genetski predisponirane osobe, pod uticajem odredenih faktora sredine dolazi do
neadekvatnog imunskog odgovora na mikroorganizme Koji nastanjuju gastrointestinalni
trakt (tzv. crevnu mikrofloru ili mikrobiotu) $to dovodi do zapaljenja i posledi¢nog
ostecenja creva [35]. Tradicionalno se smatra da steCena imunost ima glavnu ulogu u
patogenezi IBC, ali rezultati istrazivanja poslednjih godina ukazuju da je i urodeni imunski
odgovor veoma vazan i da poremecaji u funkcionisanju epitelne barijere creva doprinose
patogenezi UK, dok su neadekvatna produkcija antimikrobnih peptida i pormecaji u
prepoznavanju mikroorganizama i autofagiji povezani sa razvojem KB. Nedavno otkrice i
bolja karakterizacija novih subpopulacija T-limfocita, prevashodno Thl7 ¢elija i
regulatornih T-¢elija (Treg celija), menja sliku i o ucescu steCene imunosti u patogenezi

IBC.

1.3.1 Imunski sistem mukoze creva

S obzirom na svoju veli¢inu i gradu, gastrointestinalni trakt predstavlja verovatno
najslozeniji i najsofisticiraniji imunski organ u ljudskom organizmu. Smatra se da se veliki
deo (i do jedne Cetvrtine) limfocita u svakom trenutku nalazi u GIT-u [36]. Imunski sistem
mukoze creva ili GALT (engl. gut-associated lymphoid tissue, GALT) je deo mukoznog
imunskog sistema ¢oveka ili MALT-a (engl. mucosa-associated lymphoid tissue, MALT)
koji predstavlja nakupine imunskih 1 drugih tipova ¢elija u sluzokoZzama respiratornog,
urogenitalnog i gastrointestinalnog trakta (Pejerove ploce u ileumu). Mukoza digestivnog
trakta je konstantno izlozena razli¢itim antigenima koji poticu iz hrane ili od bakterija i
drugih mikroorganizama crevne mikrobiote. Nasuprot komensalnim bakterijama, u lumenu
creva se mogu naci 1 patogene bakterije koje mogu dovesti do njegovog oStecenja. Stoga
epitelijalna barijera creva zajedno sa imunskim sistemom creva ima veoma sloZzenu ulogu
da efikasnim imunskim odgovorom spreci potencijalno oSteCenje izazvano patogenim
bakterijama, a da, istovremeno, prepozna ,dobre bakterije* i neSkodljive antigene

poreklom iz hrane i ne reaguje na njih (razvije toleranciju).



Slika 1: Imunski sistem mukoze creva (Preuzeto iz [37])

/- Bakterije

:‘q Crevna resica " komensali

Intraepitelni M- celua & Lumen

\\gi/ limfocit Celija crevnog Mukus creva
epltela
? < Dendrltsk @) £Oy

\ Pejerova Epitel

1 mukoze
Aferentni
Limfna |\
drenazx “‘Ilmfnl sud

: i j] Lamina

e»q @ proprija
W 4 e Sl - Makrofag Q

E;ngltSk;f{; & B-Celija :'q:T-ceIIJa Plazma éelija

_ Mezente-
Mezentericni riium
limfni ¢vor J

U lamini propriji digestivnog trakta nalazi se sloZzena populacija imunskih ¢elija
koje imaju ulogu u odrZavanju homeostaze na nivou intestinalne mukoze (Slika 1). U
mukozi se nalaze razli¢ite populacije limfocita, koje pored ,klasi¢nih* T i B-limfocita i
plazma celija koje produkuju antitela (prevashodno IgA klase), ukljucuju i limfocite sa
ograni¢enom raznolikos¢u receptora, kao §to su B-1 ¢elije, yo T-¢elije ili NKT celije [37].
Takode u lamini propriji se nalazi mno$tvo antigen-prezentujuéih ¢elija (APC), pre svega
makrofaga i dendritskih celija, kao i nedavno otkrivene urodene limfoidne celije (engl.
innate lymphoid cells, ILC) za koje se pretpostavlja da imaju vaznu ulogu u odbrani od
patogena, ali se dovode u vezu i sa razli¢itim bolestima, ukljucujuéi i IBC. Mnoge od tih
¢elija su vazne za ravnotezu izmedu nereagovanja (tolerancije) na normalno prisutnu
luminalnu crevnu mikrofloru i odbrane od patogena, odnosno luminalne mikrobiote, u
slu¢aju njihovog ekscesivnog prodora. Urodeni imunski odgovor usmeren na luminalne
mikrobiote je precizno regulisan, i od te regulacije zavisi da li ¢e imunski odgovor i¢i u

pravcu imunoloske tolerancije ili aktivacije. Poremecaji u ravnotezi ovog sloZenog



specijalizovanog imunskog sistema digestivnog trakta dovodi do aberantnog imunskog

odgovora i posledi¢ne hroni¢ne inflamacije kakva postoji u IBC [36].

1.3.2 Uloga crevna mikrobiote u inflamatornoj bolesti creva

Crevna mikroflora ili crevna mikrobiota podrazumeva sve mikroorganizme Koji
nastanjuju digestivni trakt ¢oveka. Humani digestivni trakt zauzima veliku povrSinu od
priblizno 200 do 400 m?. Procenjuje se da lumen GIT-a nastanjuje oko 100 triliona éelija
razli¢itih mikroorganzama. Komensalni mikroorganizmi imaju brojne, veoma vazne
metabolicke funkcije koje su esencijalne za domacina. Oni, izmedu ostalog, ucestvuju u
metabolizmu nesvarenih sastojaka hrane i imaju vaznu ulogu u proizvodnji vitamina.
Medutim, kada dode do poremecaja ovog kompleksnog ekosistema, komensalni
mikroorganizmi mogu da postanu agresivni patogeni i da dovedu do brojnih bolesti [38].
Crevna mikrobiota nastaje na rodenju, ali se intenzivno menja i formira u toku prve godine
zivota. Postoje individualne razlike u sastavu mikrobiote i svaka odrasla osoba ima svoju
jedinstvenu populaciju crevnih mikroorganizama koja je stabilna tokom vremena, ali se
moze promeniti pod uticajem odredenih spolja$njih faktora ili nekih bolesti [39-41].

Brojna istrazivanja ukazuju na znacaj crevne mikroflore u nastanku IBC. Tako su
epidemioloske kohortne studije pokazale da se IBC rede javlja unutar viseclanih porodica
sa ve¢im brojem dece, kao i kod osoba koje su u ranom detinjstvu bile u kontaktu sa
kuénim ljubimcima i domac¢im zivotinjama, odnosno kod onih koja su Zivela u seoskim
domacinstvima [42-44]. Poznato je da navedeni faktori predstavljaju vazne determinante
koje mogu da uti¢u na formiranje crevne mikroflore kod odraslih, $to ukazuje na to da bi
crevna mikrobiota mogla da ima znac¢ajnu ulogu u patogenezi IBC. Na osnovu navedenog,
moze se pretpostaviti da izlaganje mikroorganizmima rano u Zivotu ima protektivnu ulogu
i smanjuje rizik za razvoj mnogih bolesti posredovanih imunskim mehanizmima,
ukljuujuéi 1 IBC. Suprotno tome, poremecaj u sastavu mikrobiote usled smanjene
1zloZzenosti mikroorganizmima moZze da bude predisponirajuci faktor za razvoj IBC, §to
¢ini osnov tzv. ,Higijenske hipoteze®. Pokazano je da pacijenti sa IBC ceS¢e imaju
poremecenu crevnu floru (disbiozu) u odnosu na zdrave osobe, §to se narocito manifestuje
kao smanjen diverzitet mikrobiote. Poremecaj crevne flore je vise izrazen u KB nego u UK
[45-47]. lako su brojni crevni patogeni ispitivani kao potencijalni uzro¢nici nastanka IBC,
do danas nije potvrdena uloga nijednog od njih kao direktnog uzro¢nika IBC. Moguce je

da su antigeni mikroorganizama koji su normalno prisutni u lumenu creva pokretaci



inflamacije u digestivnim traktu kod osoba sa IBC. Tako se adherentno-invazivna
Escherichia coli (engl. adherent-invasive Escherichia coli AIEC) dovodi u vezu sa
nastankom KB, jer je primeceno njeno ¢esce prisustvo u ileumu osoba sa KB (kod 22%), u
odnosu na zdravu populaciju kod koje je ova bakterija izolovana u oko 6% ispitanika [48].
Suprotno, neke studije su potvrdile protektivno dejstvo odredenih bakterija za nastanak
IBC. Tako osobe sa UK i KB imaju manju raznolikost ili smanjeno prisustvo bakterija koje
pripadaju filumu (tipu, razdelu) Firmicutes, odnosno Bacteroides [28, 45, 49]. Kod miseva
je pokazano da ove bakterije imaju antiinflamatorni efekat, koji ostvaruju tako Sto
povecéavaju nivo interleukina (IL)-10 a smanjuju nivo IL-17 [49-51]. Da li ovakve promene

doprinose nastanku IBC ili su vise posledica inflamacije, za sada ostaje nepoznato.

1.3.3 Uloga epitela gastrointestinalnog trakta u inflamatornoj bolesti creva

Epitel GIT-a ¢ini barijeru izmedu crevne mikrobiote i limfnog tkiva digestivnog
sistema i ima veoma vaznu ulogu u modelovanju imunskog odgovora. Sa jedne strane on
treba da prepozna patogene dospele ingestijom i pokrene mehanizme odbrane, a sa druge
strane, treba da ne reaguje na ogroman broj korisnih komensalnih mikroorganizama
prisutnih u crevu. Celije crevnog epitela predstavljaju fizi¢ku barijeru koja $titi od prodora
bakterija i drugih antigena iz lumena creva u cirkulaciju. Intaktna mukozna barijera
podrazumeva postojanje ¢vrstih intercelularnih veza koje spreavaju propustljivost izmedu
epitelnih Celija (paracelularni prostor), u ¢emu kljuénu ulogu imaju uske veze (engl. tight
junctions) [52]. Smatra se da u IBC, paracelularni prostor ima poremecenu regulaciju uskih
veza 1 povecanu propustljivost. Ovi poremecaji mogu da budu posledica primarnog
funkcionalnog defekta barijere ili mogu da nastanu kao posledica inflamacije [53]. Pored
navedenog, specijalizovane epitelne Celije digestivnog trakta, kao Sto su peharaste 1
Panetove celije, imaju takode vaznu odbrambenu ulogu u zastiti od crevnih bakterija.
Peharaste Celije stvaraju mukus i druge faktore koji u€estvuju u regulaciji zapaljenja i ¢ine
reparatorne mehanizme sluznice. Crevni mukus formira mukusni matriks koji oblaze
sluznicu 1 spreCava kontakt izmedu bakterija i epitelnih Celija i time vrS§i prevenciju
invazije mikroorganizama c¢ine¢i prvu linijju odbrane od mikroorganizama [54, 55].
Panetove celije su intestinalne epitelne celije koje imaju vaznu ulogu u homeostazi
mukusa. Smatra se da poremecaj njihove funkcije moze da dovede do nastanka IBC [35,
56]. Panctove celije se nalaze u crevnim kriptama i luce antimikrobne peptide (a-

defenzine), sekretuju adenozin-monofosfat (AMP) i brojne vazne inflamatorne medijatore.



Poremecaj funkcije Panetovih ¢elija je udruzen i sa genetskim poremecajima ukljucujudi i
poremecaj u genu NOD2. NOD2 kodira NOD-2 receptor koji pripada receptorima za
prepoznavanje molekulskih obrazaca mikroorganizama. Pokazano je da odredeni
polimorfizmi u NOD2 genu mogu biti udruzeni sa pojavom IBC [57]. Pored Panetovih
¢elija, NOD-2 receptor je eksprimiran i u drugim tipovima celija koje ucestvuju u
primarnom imunskom odgovoru kao $to su makrofagi i dendritske ¢elije. Izgleda da osim
NOD?2 i poremecaji u procesu autofagije i stres na nivou endoplazmatskog retikuluma
takode doprinose razvoju IBC 1 da svi navedeni poremecaji mogu da budu prisutni u
Panetovim celijama [58, 59]. Kao S$to je ranije pomenuto, u patogenezi IBC takode je
vazna i uloga odredenih bakterija koji ¢ine deo mikrobiote, mada one same po sebi nisu
dovoljne da bi se pokrenuli patoloski mehanizmi u nastanku IBC [58]. U IBC, inflamatorni
odgovor cesto dovodi do segmentnog ili kontinuiranog oStecenja sluznice i1 nastanka
erozija 1 ulceracija. Ovako oSte¢ena sluznica vise je izlozena crevnoj mikroflori, Sto dalje
podsti¢e inflamatorni odgovor [60, 61]. Ipak, zahvaljujuéi izraZenoj regenerativnoj
sposobnosti sluznice digestivnog trakta, dolazi 1 do reparacije oSteenog epitela nastalog

usled zapaljenja.

1.3.4 Uloga crevne vaskularizacije u inflamatornoj bolesti creva

Intestinalna vaskularizacija odrzava adekvatni protok krvi u zidu creva i reguliSe
ulazak leukocita u crevni zid i lumen creva. Prelazak ovih ¢elija iz krvi u crevni zid
posredovan je adhezivnim molekulima (najéeS¢e iz grupe selektina i integrina) i
hemokinima, tj. citokinima koji usmeravaju kretanje leukocita i1 drugih celija. Tako,
odlazak T-¢elija u mezenterijalne limfne ¢vorove i Pajerove ploce zavisi od ekspresije
a4P7 integrina na T-limfocitima, koji reaguje sa ligandima prisutnim na venulama sa
visokim endotelom u mukoznom limfnom tkivu. T-limfociti koji imaju afinitet za creva
takode eksprimiraju hemokinski receptor CCR9 koji reaguje sa hemokinom CCL25 kojeg
produkuju celije epitela creva, a taj proces je pod uticajem retinoi¢ne kiseline [62, 63].
Relativna specifi¢nost u migraciji ¢elija u zid creva je u danaSnje vreme osnova brojnih
novih istraZivanja sa ciljem da se otkriju molekuli koji ¢e blokirati ovu kaskadu i na taj
nacin predstavljati osnov terapije IBC.

Akumulacija leukocita u crevnom zidu je vazna karakteristika IBC. Adherencija
leukocita i njihova mobilizacija je povec¢ana u malim krvnim sudovima i delimi¢no je

posredovana ushodnom regulacijom adhezivnih molekula na vaskularnom endotelu ¢elija,



Sto se deSava pod uticajem proinflamatornih citokina, pre svega faktora nekroze tumora
(engl. tumor necrosis factor, TNF) i IL-1B. Takode, povisen nivo proinflamatornih
hemokina u tkivu podsti¢e migraciju leukocita. Smatra se da poremecaji u funkciji
mikrocirkulacije doprinose zapaljenju, ishemiji i neadekvatnom zaceljenju mukoze u IBC
[64].

1.3.5 Uloga imunskih mehanizama u inflamatornoj bolesti creva

Tokom prethodne dve decenije, imunoloska istrazivanja potpomognuta genetskim
studijama znacajno su doprinela rasvetljavanju patogeneze IBC 1 razjasnjenju imunskih
mehanizama uklju¢enih u razvoj bolesti. Danas je jasno da poremecaji i na nivou urodenog
imunskog odgovora i na nivou ste¢ene imunosti dovode do hroni¢ne inflamacije u crevima,
ostecenja mukoze i razvoja IBC, mada veoma kompleksna povezanost izmedu urodenog i
steCenog imunskog odgovora koja se tom prilikom ostvaruje jo§ nije u potpunosti
rasvetljena [65]. Prema savremenim saznanjima, u aktivnoj fazi IBC aktivira se urodeni
imunski odgovor i dolazi do pokretanja zapaljenja i infiltracije lamine proprije imunskim
¢elijama kao §to su neutrofili i makrofagi. Potom sledi aktivacija ¢elija ste€ene imunosti (T
i B-limfocita) i njihove diferencijacije u efektorske ¢elije koje naknadno odlaze u mukozu
creva. Na ovakav nacin, dolazi do akumulacije velikog broja aktiviranih imunskih ¢éelija u
mukozi creva i lokalnog povecanja proinflamatorinih citokina, pre svega TNFa, IL1J,
interferona-y (IFN-v) i citokina IL-23/Th17 osovine vazne za nastanak Th17 celija, §to za
posledicu ima pojacavanje i produZavanje inflamatornog procesa i oStecenje integriteta
creva [37, 66]. Kao §to je ve¢ ranije pomenuto, dugo je prihvatana hipoteza da glavnu
ulogu u patogenezi IBC ima steCeni imunski odgovor 1 da je u KB, inflamacija
posredovana Th1l imunskim odgovorom, dok klju¢nu ulogu u UK ima Th2 odgovor [67].
Nedavno je pokazano da veoma vaznu ulogu u patogenezi IBC ima i Th17 subpopulacija
T-Celija, koja ima izrazit inflamatorni potencijal i za ¢iju funkciju je neophodan IL-23,

citokin kojeg produkuju APC [65].

1.3.5.1 Uloga urodene imunosti u inflamatornoj bolesti creva

Uroden imunski odgovor predstavlja prvu liniju odbrane od patogena i on
obezbeduje inicijalni odgovor na infektivne agense. On se znacajno razlikuje u odnosu na
steCeni imunski odgovor, pre svega zato Sto je nespecifican i ne obezbeduje dugotrajan

imunitet (tj. nema memoriju). Komponente urodene imunosti, izmedu ostalog, cine
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epitelne barijere, fagociti (neutrofili, monociti/makrofagi), dendritske celije, mastociti,
urodenoubilacke, odnosno NK ¢elije (engl. natural killer cells, NK) i druge celije, kao i
razliciti citokini koje one produkuju. Urodeni imunski sistem prepoznaje strukture koje su
zajednicke za razliCite klase mikroorganizama (pri ¢emu ih nema u/na normalnim ¢elijama
domacina), kao Sto su komponente Celijskog zida razli€itih vrsta bakterija ili nukleinske
kiseline virusa. Te strukture se zajednicki nazivaju molekuski obrasci patogena (engl.
pathogen-associated molecular patterns, PAMP) i njih prepoznaju receptori na ¢elijama
urodene imunosti, odnosno receptori za prepoznavanje obrazaca (engl. pattern recognition
receptors, PRR). PRR su receptori sli¢ni Tollu (engl. Toll-like receptors, TLR), koji se
nalaze na plazma ili endozomalnoj membrani, kao i intracitoplazmatski receptori koji
ukljuCuju receptore slicne NOD-u (engl. NOD-like receptors, NLR; nucleotid
oligomerization domain, NOD). Ti receptori se nalaze na makrofagima, dednritskim
¢elijama, ali i neimunskim celijama kao §to su epitelne Celije i miofibroblasti i oni
posreduju u aktivaciji urodenog imunskog odgovora od strane mikrobnih antigena.
Familiju NOD receptora ¢ine intracelularni proteini odgovorni za vezivanje peptidoglikana
koji sa€injavaju vaznu komponentu ¢eijskog zida bakterije. PRR signalna kaskada dovodi
do aktivacije nuklearnog faktora-xB (NF-kB) i produkcije proinflamatornih medijatora koji
obezbeduju efikasan urodeni odgovor na patogene. ZapoCinjanje brzog i efikasnog
inflamatornog odgovora dovodi do zapaljenja i fagocitoze i posledicnog uniStavanja
mikroorganizama, kao i stimulisanja steenog imunskog odgovora [37]. PRR takode
dovode do sazrevanja APC, prevashodno dendritskih ¢elija, koje imaju kljuénu ulogu u
aktivaciji T-Celija i povezivanju urodenog i ste¢enog imunskog odgovora. TLR prepoznaje
PAMP koji su lokalizovani bilo ekstracelularno ili u intracelularnim vezikulama, kao $to su
endozomi. NLR porodica, koja ukljucuje NOD1 i NOD2, prepoznaje PAMP u citoplazmi,
pri ¢emu NOD?2 predstavlja prvi dokazan gen koji je doveden u vezu sa povecanim rizikom
za nastanak KB [68]. Autofagija predstavlja evolutivno konzerviran ¢elijski proces, koji
najcesce nastaje u odgovoru na stres ili gladovanje ¢elije sa ciljem da se ponovo iskoriste
kljuéni €elijski proteini i amino kiseline. Autofagija je ukljucena i u odbranu od patogena,
kao Sto je ubijanje intracelularnih bakterija. Svi ovi procesi su medusobno povezani, tako
da stimulacija putem TLR ili NOD2 moze da dovede do autofagije [69]. Kako bi se odrzala
ravnoteza u zidu creva, ovi razli€iti tipovi molekula i ¢elija urodene imunosti imaju takode
ulogu i1 u razvoju mehanizama tolerancije. U tome je posebno vazna nishodna regulacija
ekspresije TLR i drugih receptora za mikroorganizme na dendritskim celijama,

makrofagima 1 ¢elijama parenhima, S$to sprecava dalju produkciju inflamatornih citokina
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kao §to su TNF 1 IL1. Na taj nain se ograni¢ava i aktivacija epitelnih celija creva na
prisustvo luminalnih mikrobiota. Ovo nereagovanje na sopstvene antigene naziva se
imunoloska tolerancija, a odnosi se na sposobnost imunskog sistema da toleriSe sopstvene,
potencijalno antigene supstance, kao $to su luminalne mikrobiote [37, 70].

U IBC, patogenetski proces pocinje aktivacijom APC mukoznog imunskog sistema
(makrofaga i dendritskih ¢elija) najverovatnije zbog narusenog integriteta i povecane
propustljivosti epitelne barijere creva ili neadekvatnog preuzimanja i prezentacije antigena
iz lumena creva (npr. antigena komensalne flore) zbog poremecaja na nivou pomenutih
receptora za prepoznavanje molekulskih obrazaca patogena, izmenjene autofagije ili usled
stresa na nivou endoplazmatskog retikuluma [70, 71]. Aktivirane APC dovode do
produkcije TNF, IL1 i drugih proinflamatornih citokina, pokretanja procesa zapaljenja i
adherencije inflamatornih celija sa posledi¢nim oStecenjem sluznice digestivnog trakta.
Dendritske celije, kao profesionalne APC, kroz aktivaciju T-limfocita i nastanak
efektorskih ¢elija (naro¢ito pomocénickih CD4™ T-Celija, odnosno Th Eelija) pokreéu steceni
imunski odgovor koji dovodi do pojacavanja i odrzavanja crevne inflamacije u IBC [54,
72].

Kod zdravih osoba, intestinalni makrofagi se karakteriSu nedostatkom ekspresije
CD14 i u velikoj meri su refraktarni na inflamatorne stimuluse crevne mikrobiote, iako
zadrzavaju sposobnost fagocitoze i odbrambene funkcije. CD14  makrofagi u lamini
propriji dopirnose zastiti od invazivnih patogena, dok u isto vreme sprecavaju ekscesan
imunski odgovor na sopstvenu mikrobiotu. Medutim u KB, pored ove, prisutna je u
poveéanom broju i druga populacija makrofaga koja eksprimira CD14, ali i druge markere
makrofaga (CD33, CD68) i dendritskih celija (CD205, CD209) i produkuje brojne
proinflamatorne citokine kao $to su IL23, TNF i IL6. Ovi CD 14" makrofagi doprinose da
mononuklearne ¢elije u lamini propriji Stvaraju IFN-y, a u manjoj meri i IL17, pri ¢emu je
za taj proces neophodno prisustvo TNF i IL-23 [73]. Sa druge strane, CD14  makrofagi
imaju sposobnost da produkuju antiinflamatorne molekule kao §to su IL-10 koji doprinosi
diferencijaciji odredenih populacija CD4" Treg éelija i suprimiraju dendritske éelije &ija je
aktivnost stimulisana Th1 i Th17 ¢elijama [74, 75]. O Treg i Th17 ¢elijama i njihovoj ulozi
u IBC bice vise reci u slede¢em poglavlju.

Moguce je da u nastanku IBC imaju ulogu i ,,nekonvencionalne“ populacije T-
¢elija koje po nekim karakteristikama lice na ¢elije urodene imunosti i koje su brojne u

mukozi creva, kao §to su yd T-Celije i nepromenjive NKT celije (engl. invariant NKT cells,
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INKT). Takode, sve je vise podataka koji ukazuju da i nedavno otkrivene urodene

limfoidne ¢elije (ILC) mogu da doprinesu nastanku i odrzavanju inflamacije u IBC [65].

1.3.5.2 Uloga steCene imunosti u inflamatornoj bolesti creva

Za razliku od urodenog imunskog odgovora, steCeni imunski odgovor je visoko
specifi¢an i u njemu izlaganje antigenu dovodi do slozenog procesa diferencijacije T 1 B-
limfocita i nastanka efektorskih i memorijskih ¢elija, Sto za rezultat ima efikasnu odbranu i
dugotrajni imunitet. Vazna karakteristika steCenog imunskog odgovora je brz, snazan i
efikasan odgovor na ponovno izlaganje istom antigenu, nastalog aktivacijom memorijskih
limfocita koji predstavljaju dugoziveée Celije nastale tokom primarnog imunskog
odgovora. Ovaj fenomen se naziva imunoloska memorija i karakteristi¢na je za sekundarni
imunski odgovor [37].

Kljuénu ulogu u ste¢enom imunskom odgovoru imaju T-éelije. CD4" pomoénicke
T-¢elije mogu da se diferenciraju u razlic¢ite subpopulacije efektorskih ¢elija (Thl, Th2 i
Th17 ¢elije), proizvode mnogobrojne citokine i obavljaju razli¢ite funkcije [37, 76].
Osnovna uloga Thl celija je eliminacija intracelularnih patogena. Th2 celije imaju
protektivnu ulogu protiv parazita iz grupe helminata, ali posreduju i u alergijskim
reakcijama, dok Th17 ¢elije ucestvuju u unistavanju ekstracelijskih bakterija i gljivica [77,
78]. Svaka od navednih subpopulacija Th ¢elija produkuje veci broj citokina, pri ¢emu su
neki od njih kakrakteristicni samo za odredenu subpopulaciju Celija. Tako Thl ¢elije
produkuju IFN-y, Th2 ¢elije IL-4, IL-5 i IL-13, a Th17 ¢elije IL-17 i IL-22. Takode,
citokini imaju presudnu ulogu 1 u diferencijaciji razlicitih subpopulacija Th ¢elija, pri ¢emu
su za nastanak Thl ¢elija najvazniji IL-12 i IFN-y, Th2 ¢elija prevashodno IL-4, a Th17
¢elija faktor transformacije rasta (engl. transforming growth factor beta, TGF-p), IL-23 i
drugi citokini [37, 77]. Pored vazne uloge u odbrani organizma od patogena, pomo¢nicke
T-Celije imaju znacajnu ulogu i nastanku mnogih bolesti, kao §to su autoimunske i
hroni¢ne inflamatorne bolesti. U njima abnormalan T-¢elijski odgovor moze dovesti do
inflamacije i ekscesivnog oslobadanja citokina i hemokina koji potom imaju multiple
patoloske efekte na komponente i urodenog i steCenog imunskog sistema.

Postoje brojni dokazi koji potvrduju ulogu T-¢elija, posebno CD4" T-éelija i
njihovih citokina u pokretanju i odrzavanju inflamacije mukoze creva u IBC. CD4" T-
limfociti odgovaraju na antigen i kostimulaciju diferencijacijom u prethodno pomenute

efektorske subpopulacije koje sekretuju brojne citokine. Ovi citokini mogu da imaju
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razli¢ite funkcije u digestivnom traktu. Kontinuirana regulacija ovih subpopulacija u
crevnoj sluznici je odgovorna za imunoloSku homeostazu u zidu digestivnog trakta.
Preterana aktivnost i ekspanzija ovih éelija, ili smanjena aktivnost CD4" Treg éelija moze
da bude odgovorna za inflamaciju u zidu creva. Citokini koji su oslobodeni od strane
razli¢itih T-Celija predstavljaju centralne medijatore koji dovode do lezija u inflamiranoj
mukozi kod pacijenata sa IBC. Tako, IFN-y kojeg produkuju Th1 ¢elije, indukuje apoptozu
enterocita 1 pokrece oslobadanje TNF aktivacijom makrofaga u mukozi. Takode, Th1 ¢elije
predstavljaju vazan izvor TNF, koji indirektno moze da dovede do apoptoze enterocita.
TNF povezuje urodeni i steeni imunski odgovor i ima vaznu ulogu u patogenezi IBC, $to
je 1 pokazano terapijskim efektima bioloskih lekova koji blokiraju TNF [79].

Prema tradicionalnom konceptu patogeneze IBC, dugo se smatralo da Thl ¢elije 1
IFN-y, koji one produkuju, imaju presudnu ulogu u nastanku KB, dok se UK povezivao sa
poveéanom produkcijom IL-13 i Th2 ¢elijama. Brojne studije su pokazale da abnormalan
Thl imunski odgovor, koji je podstaknut povecanjem nivoa IL-12 i IL-18 u mukozi,
najverovatnije dovodi do inflamacije u KB [80-82], pri ¢emu aktivirane T-Celije u mukozi
proizvode vece koli¢ine IL-2 i IFN-y u KB nego u UK ili kod zdravih osoba [83]. Sa druge
strane, kod pacijenata sa UK, atipi¢ne NKT ¢elije oslobadaju veéu koli¢inu IL-13, citokina
karaktersiticnog za Th2 ¢elije, u odnosu na T-Celije kod pacijenata sa KB ili zdravih
ispitanika [84, 85]. Stoga je zakljuceno da u KB preovladuje Th1 imunski odgovor, a da je
u UK dominantno prisutna inflamacija posredovana Th2 ¢elijama, sa povecanom
proizvodnjom IL-13 i IL-5 [86]. Medutim, poslednjih godina je ovakva Th1/Th2 paradigma
dovedena u pitanje, obzirom da je pokazano na bioptatima sluznice ex vivo da je sekrecija
IFN-y podjednako povecana kod obe bolesti, dok je na eksperimentalnim modelima
dokazana i antiinflamatorna uloga IL-13 kod obe bolesti [86].

Nedavno otkri¢e Th17 ¢elija postavilo je ove Celije i njihove citokine (od kojih je
najvazniji IL-17A, koji se Cesto naziva IL-17) u centar patogenetskih zbivanja u IBC. Th17
¢elije predstavljaju subpopulaciju T-¢elija za ¢iji su nastanak potrebni IL-6 1 TGFp, dok je
IL-23 neophodan za njihovo prezivljavanje i funkciju [87]. Th17 ¢elije proizvode veliku
koli¢inu IL-17 i IL-22, kao i IL-21, koji povecava ekspresiju receptora za 1L-23 (IL23R),
¢ime pojaCava stvaranje ove subpopulacije pozitivnom povratnom spregom [87].
Identifikovane su 1 celije koje imaju zajednicke karakteristike dve subpopulacije,
Th1/Th17 ¢elije koje mogu da istovremeno produkuju i IFN-y i IL-17. Danas se smatra da
sve subpopulacije Th ¢elija (ukljucuj¢i i Th1/Th17 ¢elije) mogu da imaju odredeni znacaj u

razli¢itim formama IBC i da doprinose razvoju patoloskog procesa. Tako je pokazano da
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lamina proprija pacijenata sa IBC sadrzi viSe Th17 i Th1/Th17 ¢elija nego sluznica zdravih
ispitanika [88], dok u sluznici creva kod KB pacijenata dolazi do poveéanog stvaranja Th17
i Thl citokina, odnosno II-17, IFN-y i TNF [89]. U UK obi¢no postoji povisen nivo IL-17 i
Th2 citokina. Kao §to je pomenuto, za razvoj i odrzavanje Th17 ¢elija potrebni su citokini
(prevashodno 1L23) koje proizvode makrofagi i dendritske ¢elije i izgleda da IL-23 ima
centralnu ulogu i u funkciji Th17 éelija u IBC. Na znacaj 1123, i njegovu posebnu ulogu u
povezivanju urodenog i steCenog imunskog odgovora u IBC, po prvi put su ukazale
genetske studije koje su identifikovale razli¢ite polimorfizme u vec¢em broju gena koji su
uklju¢eni u IL23/Th17 osovinu [90, 91]. Ove studije su pokazale prisustvo istih
polimorfizama u genu za IL-23R (IL23R) i kod KB i kod UK, ukazuju¢i na zajednicku
vezu u patogenezi hroni¢ne intestinalne inflamacije u IBC. Pored navedenog, IL-23 mozZe
da utiCe i na Celije urodenog imunskog odgovora, kao §to su prethodno pomenute yo T-
¢elije 1 ILC [92]. Drugi geni koji su takode ukljué¢eni u ovu IL23/IL17 osovinu, jesu IL12B,
koji kodira IL12B, odnosno protein p40 koji predstavlja zajednicku subjedinicu za 1L-12 i
IL-23, zatim geni koji kodiraju proteine uklju¢ene u prenos signala za razlicite citokine,
kao $to su STAT3 i JAK2 [90]. Medutim, iako se na osnovu ovakvih rezultata generalno
smatra da IL-23 i Th17 ¢elija imaju patolosku ulogu, neuspeh terapije usmeren na blokadu
IL17A kod pacijenata sa IBC govori 0 njegovoj kompleksnoj i nedovoljno poznatoj ulozi
koje mozda podrazumeva i protektivan efekat [58].

Pored abnormalne aktivacije efektorskih mehanizama, zapaljenje u IBC je
najverovatnije pokrenuto i defektima u antiinflamatornim procesima koji normalno
inhibiraju 1 ogranicavaju inflamaciju 1 steCeni imunski odgovor. Jedan od vaZnih
regulatornih mehanizama, predstavljaju ve¢ pomenute Treg éelije, koje mogu da inhibiraju
aktivaciju 1 funkciju Th ¢celija 1 koje imaju klju¢nu ulogu u odrZzavanju homeostaze
intestinalne mukoze [93]. Uloga Treg u odrzavanje homeostaze u crevima podrazumeva
supresiju abnormalnog imunskog odgovora usmerenog na komensalnu floru ili antigene
hrane. Njihova uloga se ostvaruje proizvodnjom antiinflamatornih citokina, kao sto su IL-
10 i TGF-B, koje na taj nac¢in mogu da ogranice aktivaciju i efektornu funkciju T-Celija i
drugih imunskih ¢elija u mukozi creva [94]. Neke studije su pokalaze postojanje
smanjenog broja Treg Celija u perifernoj krvi pacijenata sa aktivnom IBC, u odnosu na
pacijente koji su u remisiji, ili zdrave osobe [95, 96]. Nasuprot tome, druge studije su
pokalaze povecanu koli¢inu Treg c¢elija u intestinalnoj mukozi pacijenata sa IBC [97].
Medutim, izgleda da efektorske T-¢elije u lamini propriji pacijenata sa IBC ne reaguju na

signale poreklom od Treg celija [98]. Smanjena antiinflamatorna aktivnost Treg celija
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moze da bude podjednako vazna u patogenezi IBC kao i pojacanje efektornih mehanizama.
Takode je pokazano da Treg ¢elije mogu i da stimuliSu ekspresiju IL-17, §to je vazno u
hroni¢noj inflamaciji mukoze. Pretpostavlja se da neadekvatna funkcija Treg c¢elija ili
preterana aktivnost i ekspanzija efektorskih T-¢elija (prevashodno Thl i Thl7

subpopulacija) u odnosu na Treg ¢elije dovodi do intestinalne inflamacije [35, 58].

1.4 KLINICKA PREZENTACIJA INFLAMATORNE BOLESTI CREVA

Klini¢ka prezentacija IBC zavisi od brojnih faktora kao §to su lokalizacija bolesti,
ekstenzivnost bolesti, fenotipske karatkeristike, stepen aktivnosti bolesti kao i prisustvo
ekstracrevnih manifestacija. Najces¢i simptomi kod bolesnika sa KB su ucestale stolice,
bolovi u trbuhu, gubitak u telesnoj masi (TM), malapsorpcija i malnutricija. Cesto se javlja
1 poviSena temperatura, malaksalost i krvavo-sluzave stolice, mada one vise karakteriSu
UK nego KB. Kod pacijenata sa UK, najces¢i simptomi su ucestale krvavo-sluzave stolice,

urgentnost praznjenja, tenezmi i bolovi u trbuhu u vidu gréeva [2, 3].

1.4.1 Ekstracrevne manifestacije inflamatorne bolesti creva

Ekstracrevne ili ekstraintestinalne manifestacije (EIM) bolesti su ceste kod
bolesnika sa UK i KB 1 javljaju se kod priblizno 35% pacijenata. EIM se mogu javiti
isklju¢ivo u sklopu aktivne bolesti ili mogu biti prisutne nezavisno od toka bolesti. U
aktivnoj fazi javljaju se zglobne manifestacije (kao Sto su periferni artritisi 1 artraglije),
eritema nodosum, aftozne ulceracije u usnoj duplji, episkleritis, venske tromboze i
tromboembolije. Uveitis, pioderma gangrenosum, ,Sweet“ sindrom, ankiloziraju¢i
spondilitis, primarni skleroziraju¢i holangitis, osteoporoza i kardiopulmonalne bolesti
predstavljaju pridruZene manifestacije 1 komplikacije bolesti koje se javljaju nezavisno od
aktivnosti IBC. Smatra se da su artralgije i artritisi najées¢e EIM u IBC i prema nekim
istrazivanjima ¢e$c¢e su prisutne kod pacijenata koji imaju zahvacen kolon [3, 99]. U novije
vreme Cesto se opisuju 1 koZne manifestacije bolesti, kao Sto su psorijazni ekcem, ekcem 1
kseroze, a koje nastaju kao komplikacije anti-TNF terapije i prisutne su ¢ak u 22%
sluCajeva pacijenata na bioloskoj terapiji. Ove komplikacije se javljaju nezavisno od

aktivnosti bolesti i primenjenog leka [3, 99].
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1.4.2 Dijagnoza i diferencijalna dijagnoza inflamatorne bolesti creva

Dijagnoza IBC se postavlja na osnovu anamnestickih podataka, klinicke slike,
laboratorijskih analiza, gornje i donje endoskopije sa biopsijama sluznice i
patohistoloSkom verifikacijom, kao 1 drugim metodama vizuelizacije (CT/MR
enterokliza/enterografija, CT/MR abdomena i male karlice, endovideo kapsula). Kod
pacijenata kod kojih se postavi dijagnoza IBC, neophodno je, zbog primene adekvatne
terapije, da se definiSu odredene karakteristike UK ili KB, kao $§to su procena aktivnosti
bolesti, lokalizacija, tip i ekstenzivnost bolesti. Za procenu ovih karakteristika UK i KB
danas se najcesc¢e upotrebljava Montrealska klasifikacija [100].

UK i1 KB imaju sli¢ne karakteristike sa mnogim drugim bolestima digestivnog
trakta. U svakodnevnoj klini¢koj praksi najée$¢e bolesti koje mogu predstavljati
diferencijalno dijagnosticku dilemu su: infektivni kolitisi (izazvani uzro¢nicima kao §to su
Clostridium difficile, Yersinia enterocolitica, Escherichia coli, Campilobacter jejuni,
Salmonela enteritidis, Shigela sonnei, Entameba histolytica i Citomegalovirus), ishemijski
kolitis, enterokolitis uzrokovan lekovima, ukljucujuéi tu i kolitis izazvan upotrebom
nesteroidnih antiinflamatornih antireumatika (tzv. ,,NSAID kolitis*), akutni apendicitis,
postiradiacioni kolitis, mikroskopski kolitis, sindrom iritabilnog creva i divertikularna
bolest creva [2, 3].

1.4.3 Procena aktivnosti inflamatorne bolesti creva

Procena aktivnosti bolesti kod bolesnika sa IBC je neophodna u klinickoj praksi za
odredivanje terapije, pracenje efekata leCenja i prognoze bolesti. Iako je aktivnost bolesti u
IBC istrazivana u mnogim studijama i iz brojnih razloga, kao, na primer, zbog postavljanja
dijagnoze, odnosno diferencijalne dijagnoze bolesti, prognoze, prac¢enja i predvidanja
ishoda lec¢enja odnosno predvidanja nastanka relapsa, danas jo§ uvek ne postoji zlatni
standard za njenu procenu [101]. Najces¢i pristup za procenu aktivnosti IBC podrazumeva
koriS¢enje odredenih klinickih indeksa 1 skorova dobijenih na osnovu simptoma bolesti,
klinickih ispitivanja, laboratorijskih analiza, radiografskih 1 endoskopskih nalaza sa
patohistoloskom verifikacijom [102]. Za procenu klini¢ke aktivnosti bolesti kod pacijenata
sa UK, danas se najceSce koristi Mayo skor, objavljen jo§ 1987. godine, koji pored
endoskopske procene aktivnosti bolesti ukljucuje i opsti utisak lekara o stanju bolesnika
[103]. U proceni aktivnosti bolesti kod bolesnika sa KB, najcesce se upotrebljavaju Indeks

aktivnosti Kronove bolesti (engl. Crohn's disease activity index — CDAI) koji se izra¢unava
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na osnovu podataka iz dnevnika koji pacijent popunjava tokom sedam dana [104] i Bestov
indeks koji je baziran na simptomima koje pacijent belezi u toku jednog dana [105].

1.5 TERAPIJSKI MODALITETI LECENJA INFLAMATORNE BOLESTI
CREVA

Lecenje bolesnika sa UK i KB danas podrazumeva strateski plan koji se donosi na
osnovu karakteristika bolesti kao Sto su aktivnost bolesti, ekstenzivnost bolesti, lokalizacija
1 tip bolesti, kao 1 dosadasnji tok bolesti. Stoga je potrebno uzeti u obzir ucestalost relapsa,
tezinu relapsa, odgovor na dosadasnju terapiju, nezeljene efekte terapije, prisustvo EIM i
komplikacija bolesti, godine kad je bolest nastala, kao i socio-epidemiolosku anketu.
Veoma je vazno analizirati odgovor na dosada$nju terapiju, posebno kod pacijenata koji
imaju egzacerbaciju bolesti. Narocito je znacajno proceniti da li kod pacijenta postoji
adekvatan odgovor na terapiju lekovima iz grupa kortikosteroida (KS) i imunosupresivnih
lekova (imunomodulatornih lekova), ili se radi o kortikosteroid-zavisnoj bolesti,
kortikosteroid-refraktarnoj ~ bolesti  ili  imunomodulatorno-refraktarnoj  bolesti.
Kortikosteroid-refraktarna bolest podrazumeva aktivnu bolest kod pacijenta, koji je
najmanje 4 nedelje na terapiji prednizolonom, u dozi od 0,75 mg/kgTM. Kortikosteroid-
zavisna bolest podrazumeva pogors$anje simptoma pri smanjenju kortikosteroidne terapije
do doze prednizolona od 10 mg/dan, pri ¢emu je pacijent prethodno bio na terapiji KS u
poslednja tri meseca, odnosno pojavu relapsa u periodu do tri meseca od ukidanja KS.
Imunomodulatorno-refraktarna bolest oznacava aktivnu bolest kod pacijenta koji je
najmanje tri meseca na punoj dozi imunomodulatorne terapije (na primer azatioprin u dozi
od 2-2,5 mg/kg/TM) [2, 3, 106].

Prvi terapijski cilj u lecenju bolesnika sa IBC jeste postizanje remisije bolesti, dok
je drugi terapijski cilj odrZzavanje remisije (prevencija relapsa bolesti) uz $to manje
nezeljenih efekata. Stoga se danas predlaze individualizovani pristup u le¢enju pacijenata
sa UK 1 KB, pri ¢emu treba ohrabriti pacijenta da aktivno ucestvuje u donosenju odluka o
izboru terapije. Sa pojavom bioloSke terapije, koja prevashodno podrazumeva davanje
monoklonskih antitela, doSlo je do znac¢ajnog pomaka u leenju pacijenata sa UK i KB.
Konacan cilj leenja je smanjenje 1/ili prestanak zapaljenja na nivou sluznice digestivnog
trakta, odnosno zaceljenje mukoze (engl. mucosa healing), $to dovodi do povlacenja

simptoma bolesti i dugotrajne remisije uz znacajno smanjenje rizika za nastanak
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komplikacija bolesti. U poslednjih nekoliko godina se ¢esto koristi izraz ,,duboka remisija‘“
koji podrazumeva postojanje klinicke remisije uz kompletno zaceljenje mukoze [107].

U klini¢koj praksi postoje dva pristupa u leCenju pacijenata sa IBC. ,,Step up*
pristup podrazumeva otpocinjanje leCenja sa manje potentnim lekovima, uz postepenu
eskalaciju terapije ka potentnijim lekovima, dok, ,,top down* pristup oznacava otpocinjanje
le¢enja sa najpotentnijim lekovima (monoklonskim antitelima) kao prvom linijom terapije.
Pri svakom terapijskom izboru treba proceniti potencijalnu korist od planirane terapije u
odnosu na moguce nezeljene efekte [108]. Najnovija strategija u leCenju pacijenata sa IBC
jeste leCenje do cilja (engl. ,treat to target™), §to podrazumeva da se kod pacijenata sa
»ranom bolesti“ (bolest koja traje manje od 18 meseci) i bez komplikacija, kombinovanom
terapijom sa viSe lekova (obi¢no kombinacijom anti-TNF agensa i imunosupresiva)
postigne duboka remisija uz istovremenu strogu kontrolu efikasnosti terapije (merenje
nivoa leka odnosno antitela) i njene bezbednosti. Sa druge strane, kod pacijenata sa
dugotrajnom bolesti (,,kasna bolest®) cilj leCenja kombinovanom terapijom je zaustavljanje
progresije bolesti, odnosno stabilizacija i kontrola bolesti. U prvoj grupi pacijenata sa
dostizanjem cilja, nakon postizanja duboke remisije, moze se razmotriti i deeskalacija
terapije [109]. Strategija ,,leCenje do cilja* se moze primeniti kod svih pacijenata sa IBC i
prikazana je na Slici 2.

Slika 2. Strategija ,,leCenje do cilja* (Preradeno iz [109])

Rana bolest Kasna bolest

Kombinovana terapija
+

Kombinovana terapija
stroga kontrola Py

\Duboka remisija/

Deeskalacij

+
stroga kontrola

Stabilizacija

-<—— [ecenjedocija ——— =

U buducnosti ¢e nova otkri¢a verovatno dovesti do znacajnih pomaka u lecenju

bolesnika sa IBC, pre svega sa novim ciljevima, koji su ve¢ postavljeni kao S§to su
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zaceljenje mukoze i duboka remisija, kao i individualizovan pristup u le€enju i odgovorom
vodena terapija. Terapija IBC koja je danas u upotrebi obuhvata slede¢e lekove, odnosno
grupe lekova: aminosalicilate, kortikosterioide, antibiotike, imunomodulatorne, odnosno
imunosupresvine lekove i1 bioloske agense (monoklonska antitela), a u nekim slucajevima

je neophodno i hirursko lecenje.

1.5.1 Aminosalicilati

Aminosalicilati obuhvataju 5-aminosalicilnu Kiselinu (5-ASA), sulfasalazin i druge
antiinflamatorne lekove iz grupe mesalazinskih preparata za sistemsku i topikalnu upotrebu
1 predstavljaju efikasnu terapiju u lecenju blage i umereno teske forme UK. Aminosalicilati
se danas rede koriste u terapiji bolesnika sa KB, jer je pokazano da je njihova efikasnost u

le¢enju KB ¢esto jednaka placebu [2, 110].

1.5.2 Kortikosteroidna terapija

Kortikosteroidi (KS) se koriste u leCenju IBC u poslednjih 50 godina, i dobro je
poznato da ovi lekovi mogu da uvedu pacijente sa UK ili KB u remisiju. Medutim, ovi
lekovi nisu pogodni za odrzavanje remisije zbog gubitka svoje efikasnosti, kao 1 zbog
brojnih nezeljenih efekata kod dugotrajne terapije koji su Cesto ireverzibilni [111, 112].
Budesinid predstavlja noviju generaciju nesistemskih kortikosteorida koji se koriste u
leenju KB terminalnog ileuma. Lek se oslobada u terminalnom ileumu i1 desnom kolonu
gde ostvaruje svoje puno antiinflamatorno dejstvo. Povoljan je za uvodenje u remisiju
blazih klinickih formi bolesti, navedene lokalizacije, obzirom da ima mali sistemski efekat.

Do sada ne postoje jasne preporuke o koris¢enju ovog leka u odrzavanju remisije [2, 110].

1.5.3 Antibiotici

Antibiotici imaju svoje mesto u lecenju odredenih pacijenata sa UK i KB. Glavna
uloga antibiotika u terapiji aktivnog UK jeste leCenje superinfekcija, kao $to je, na primer,
istovremeno postojanje klostridijalne infekcije. Medutim, u dosadasnjim istrazivanjima
nije dokazano da antibiotici uti¢u na ishod le¢enja teSko aktivnog UK [2]. Ovi lekovi se
uglavnom nisu pokazali efikasnim ni kod pacijenata sa KB [110]. Antibiotici, kao $to su
cirpofloksacin i metronidazol, najceS¢e su indikovani kod pacijenata sa perianalnom

bolesti. Medutim, iako ovi antibiotici mogu da poboljsaju simptome, retko mogu da
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dovedu do zatvaranja fistule. | pored toga, uloga antibiotika u IBC ostaje nezamenjiva u

odredenim situacijama kao $to su prisustvo apscesa i bakterijskih infekcija [3].

1.5.4 Imunosupresivna terapija

Imunospuresivna terapija tiopurinima kao $§to su azatioprin (AZA) i merkaptopurin
(MP) su efikasni u odrzavanju remisije bolesti kod pacijenata sa KB kod kojih je remisija
postignuta kortikosteroidnom terapijom, odnosno kod pacijenata sa UK koji imaju
kortikosteroid-zavisnu i/ili kortikosteroid-refraktarnu bolest [2, 110]. Metotreksat (MTX)
je efikasan u indukciji 1 odrzavanju remisije kod pacijenata sa KB, dok jo§ uvek nema
jasnih preporuka o njegovoj efikasnosti u UK [113, 114]. Imunosupresivni lek ciklosporin
se koristi u teSkim formama UK. Njegova primena kao terapija spasa (engl. ,salvage
therapy*‘) moze spreciti kolektomiju, mada je rizik od nezeljenih efekata visok, ukljucujucéi

rizik od smrtnog ishoda koji iznosi oko 3% [2, 110, 115].

1.5.,5 Hirursko lecenje

Uprkos savremenim konzervativnim terapijskim modalitetima, hirurSko lecenje je
jo§ uvek Cesto zastupljeno kod pacijenata sa UK 1 KB, pri ¢emu ono moze da dovede do
brojnih fizi¢kih, ali i psihickih posledica i komplikacija kod pacijenta [116]. Potrebe za
hirurSkim lecenjem kod bolesnika sa IBC su naj¢eS¢e u korelaciji sa trajanjem 1
ekstenzivnoScu bolesti, odnosno mestom zahvacenosti inflamatornim procesom. Prema
objavljenim podacima, viSe od 70% pacijenata sa KB dozivi bar jednu operaciju u toku
zivota, dok hirurSko lecenje UK doZivi priblizno 30% pacijenata i to su najceSce pacijenti
kod kojih bolest traje preko jedne decenije [117]. Sa razvojem sekundarnih i tercijalnih
generacija lekova koji se pokazuju veoma efikasnim u uvodenju 1 odrzavanju remisije
bolesti kod pacijenata sa UK 1 KB, odnos prema potrebi za hirur§kim lecenjem ¢e se sve
viSe menjati u buducnosti. Stoga se hirurSko lecenje danas moZe smatrati tretmanom

poslednjeg izbora [110, 118].

1.5.6 Inhibitori TNF

Sa otkricem bioloske terapije u poslednjih 15 godina znaajno je promenjen
prirodni tok bolesti kod pacijenata koji su imali teSke forme bolesti refraktarne na

konvencionalnu terapiju. Uvodenjem monoklonskih antitela i drugih preparata koje
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blokiraju TNF (TNF inhibitora), smanjena je stopa hitnog hirurS§kog leCenja i skraceno je
vreme 1 uCestalost hospitalizacija. Do danas je TNF inhibitorima leceno vise od 1,3 miliona
pacijenata sa UK 1 KB. Najces¢e se koriste anti-TNF monoklonska antitela, pri cemu je
infliksimab prvi otkriven, a nakon njega na trziStu su se pojavili adalimumab, certolizumab
I golimumab [119]. Na osnovu dosada$njih rezultata, procenjuje se da je oko treéine
pacijenata sa UK 1 KB primarno refraktarno na bioloSku terapiju, dok oko 30% pacijenata
tokom vremena izgubi odgovor na terapiju (sekundarna refraktarnost) [120]. Anti-TNF

terapija predstavlja prvi korak u ,,top-down* strategiji lecenja IBC.

1.5.7 Nove terapijske mogucnosti

Danas su u toku brojne studije koje ispituju nove modalitete lecenja u IBC (Tabela
1). Monoklonsko antitelo pod generickim imenom ustekinumab, usmereno na p40 protein
koji ¢ini zajednicku subjedinicu za citokine 1L-12 i IL-23, pokazalo se efikasnim kod
pacijenata sa KB koji su bili rezistentni na anti-TNF terapiju [121]. Takode, novu grupu
lekova predstavljaju i antitela specificna za adhezivne molekule ¢iji se mehanizam dejstva
sastoji u tome da inhibiraju inflamaciju putem blokade migracije leukocita iz krvi u
inflamirano tkivo. Prvi iz ove grupe lekova, natalizumab je monoklonsko antitelo
specificno za a4 integrin, koji izmedu ostalog, ulazi i u sastav 04p7 integrina ili LPAM-1
(engl. Lymphocyte Peyer's patch adhesion molecule 1), adhezivnog molekula na T-
limfocitima koji je odgovoran za prelazak ovih ¢elija iz krvi u limfna tkiva u mukozi creva.
Natalizumab se pokazao efikasnim u indukciji i odrzavanju remisije kod pacijenata sa KB.
Medutim, ubrzo je njegova primena povezana sa nastankom retke, ali Cesto fatalne
oportunisti¢ke infekcije, progresivne multifokalne leukoencefalopatije (PML), koja nastaje
reaktivacijom JC virusa [122]. Natalizumab je odobren za lecenje KB od strane Americke
agencije za hranu i lekove (Food and Drug Administration — FDA), dok je u Evropskoj
uniji u toku razmatranje dozvole za njegovo koriS¢enje od strane Evropske agencije za
lekove (European Medicines Agency — EMEA).

Druga generacija monoklonskih antitela specifiénih za adhezivne molekule
predstavlja vedolizumab, antitelo koje selektivno blokira pomenuti 04p7 integrin, ¢ime je
obezbedeno da anti-inflamatorno dejstvo ovog leka bude ispoljeno na nivou creva.
Vedolizumab se pokazao posebno efikasan kod pacijenata sa UK [123]. Takode,
obecavaju¢i nov lek je 1 humano monoklonsko antitelo specificno za adhezivni molekul

MAJCAM-1 (engl. mucosal addressin cell adhesion molecule 1), koji se nalazi
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eksprimiran na endotelu venula u crevima i koji reaguje sa 04f7 integrinom na
leukocitima. Vezivanjem za MAdCAM, ovo antitelo blokira vezivanje i migraciju
limfocita i posledi¢nu inflamaciju u GIT-u. U studijama koje su jos uvek u toku, ovaj lek je
pokazao veoma dobre rezultate u KB [124].

Nedavno je pokazano da i inhibitori enzima Janus kinaze (JAK) mogu da imaju
povoljan terapijski efekat u IBD. Medu njima je i tofacitinib, oralni preparat koji je
selektivan za JAK-1 i JAKS3, enzime odgovorne za prenos signala za vise razlicitih
receptora citokina koji su ukljuceni u regulaciju kako urodenog tako i ste¢enog imunskog
odgovora. Za sada je ovaj mali molekul pokazao veoma dobre rezultate u UK, uz prednost

zbog oralne primene i nize cene u odnosu na ostale preparate [125].

Tabela 1. Novi terapijski pristupi u IBC (preuzeto iz reference [126])

Citokini i Adhezivni molekuli e
faktori rasta i hemokini T-Celije Ostalo
Odobreni u SAD e Anti TNFmMAL (IFX, e Anti-o4 integrin
(i drugim ADA, certulizumab mAt (natalizumab)
zemljama) pegol, golimumab)
e Anti-1L-12/23 mAt e Anti-a4B7 mAt e Mati¢ne Celije
e Anti-1L-23 mAt e Anti-B7 mAt e Autologna
° ﬁt}t;.”"ﬁl_ ] o Anti-MAdCAM Ea”Sp'a”f"?‘C”a
Klini¢ke studije e Inhi !to“ L mAt ogtn; stz
e Ostali TNF inhibitori e Inhibitori JAK
(u toku) e CCR9Y antagonisti e Probiotici
e Antibiotici
e Inhibitori MAP
kinaze
e IL-10 e CTLA-4 Ig
oIL-11 e Anti-CD3 mAt

e Solubilni TNF o Anti-CD25 mAt

receptori
e Antagonisti IL-1
Klini¢ke studije receptora
(obustavljene) e Anti-IFN-y mAt
e GM-CSF

e Faktor rasta
keratinocita

e Oralni IL-12
inhibitor

ADA — Adalimumab; GM-CSF — faktor stimulacije kolonija granulocita i monocita; IFN — intereferon;
IFX - Infliximab; 1g — imunoglobulin; IL — interleukin; mAt- monoklonsko antitelo; TNF — faktor nekroze tumora;
JAK- enzim Janus kinaza

23



1.6 GENETSKI FAKTORI U INFLAMATORNOJ BOLESTI CREVA

Dosadas$nja istrazivanja ukazuju da se IBC razvija kod genetski predisponirane
osobe pod uticajem odredenih faktora sredine, pri ¢emu dolazi do neadekvatnog imunskog
odgovora na crevnu mikrobiotu i posledi¢nog hroni¢nog zapaljenja i ostec¢enja creva. IBC
pripada kompleksnim genetskim bolestima, kod kojih do oboljevanja dolazi usled slozenih
interakcija izmedu veceg broja gena i faktora spoljasnje sredine. U prilog vazne uloge
genetskih faktora govori i Cinjenica da u ucestalosti IBC postoje izrazite etnicke razlike,
koje se ne mogu objasniti samo razli¢itm faktorima spoljaSnje sredine kojima su izlozene
razlicite populacije. Tako je IBC najzastupljenija kod belaca i jevreja, gde se javlja tri puta
¢es¢e u odnosu na ostale rase i etnicke grupe, pri ¢emu je rizik posebno velik kod Askenazi
Jevreja [127, 128]. Cesca pojava bolesti unutar porodica i kod blizanaca jasno ukazuje na
genetsku predispoziciju za nastanak IBC. Izgleda da je uticaj genetike izrazeniji kod KB
nego kod UK i procenjuje se da u KB iznosi 20-40%, u odnosu na 10-15% kod obolelih od
UK [129]. Studije koje su ispitivale genetske faktore kod blizanaca to jasno potvrduju. Ako
jedan jednojajcani blizanac ima KB, drugi ima izmedu 20-50% verovatnoc¢u da dobije istu
bolest, pri ¢emu je rizik znatno manji kod dvojajc¢anih blizanaca i ne prelazi 10%. Kod UK
su stope poklapanja manje i iznose oko 16% za jednojajéane i oko 4% za dvojajcane
blizance [8]. Sli¢no tome, evidentno je da IBC moze da se javi kod vise ¢lanove iste
porodice, pri ¢emu je relativan rizik da ostali ¢lanovi porodice u kojoj postoji osoba sa KB,
takode dobiju KB oko 5%, dok je rizik za UK manji i iznosi ispod 2% [8, 130]. Cinjenica
da se obe forme IBC, 1 KB 1 UK, mogu da jave unutar iste porodice ukazuje na mogucénost
postojanja zajednickih gena za obe bolesti. Primec¢ena je i udruzenost IBC i pojedinih HLA
alela §to je u skladu sa vaZznom ulogom imunskih mehanizama u patogenezi IBC, pri ¢emu
je najjaca veza uocena izmedu DR lokusa koji kodira II klasu HLA molekula kod ljudi, i to
DRB1*0103 i UK, odnosno DRB3*0301 i KB [131].

Sa razvojem molekularne genetike i rasvetljavanjem osnovnih sekvenci i strukture
humanog genoma, u poslednjih desetak godina dolazi do dramati¢nih promena u medicini
Sto je neminovno doprinelo 1 do napretka u razumevanju etiopatogeneze IBC. Preteca ovih
istrazivanja je 2001. godina, kada je za NOD2/CARD15 gen prvi put pokazano da postoji
njegova udruzenost sa KB. Tri razli¢ite varijante u sekvenci ovog gena (tj. tri
polimorfizma) jasno su povezane sa specificnim fenotipom KB, odnosno prisutne su ¢esce
kod KB koja zahvata terminalni ileum i kod stenozantne forme bolesti [68, 132].

Interesantno je da je ova udruZenost ostala i do danas jedna od najacih kada je u pitanju
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IBC. Narocito veliki doprinos u identifikaciji genetskih faktora odgovornih za razvoj IBC,
dali su projekti kao §to su ,,Hap Map* projekat [133], kao i ispitivanje polimorfizama gena
u celokupnom genomu i njihove udruzenosti sa pojedinim bolestima (engl. genome-wide
association studies, GWAS ili GWA studija) koji su potom sledili. Zahvaljuju¢i njima, do
danas je identifikovano preko 160 genskih lokusa koji se dovode u vezu sa nastankom
IBC, od kojih su cak 110 lokusa zajednicki za oba klinicka entiteta, dok je 30
identifikovano kod KB, a 23 kod UK [134]. Interesantno, mnogi od tih lokusa sadrze
gene sa vaznim imunskim funkcijama. Pojedini geni su vazni u diferencijaciji T-celija
(IL21, IL10, IFNG i IL7R), drugi su vazni u prenosu signala poreklom od receptora za
IL-23, citokina vaznog za prezivaljavanje i funkciju Th17 ¢elija (IL23R, JAK2, STAT3,
IL12B i PTPN2), dok su pojedini geni vazni u prenosu signala koji indukuje TNF
(TNFRSF9, TNFRSF14 i TNFSF15) [130]. Navedena istrazivanja su pokazala da je IBC
poligenski poremecaj koji pokazuje da postoje multiple klini¢ke podgrupe unutar KB i UK.
Okida¢ za aktivaciju ove genetski uslovljene predispozicije je najverovatnije jedan ili vise
faktora sredine. Postoji jasna povezanost izmedu IBC i promena u sastavu i diverzitetu
mikroorganizama koji nastanjuju creva, a nastanak IBC se dovodi u vezu i sa spoljasnjim
faktorima kao $to su pusenje, nacin ishrane, deficit vitamina D, upotreba antibiotika i

razli¢itih medikamenata.

1.6.1 Polimorfizmi pojedina¢nih nukleotida

Genski polimorfizam je pojam koji se odnosi na promenu unutar DNK sekvence
koja moze biti posledica zamene, insercije ili delecije nukleotida. Ljudski genom se sastoji
od 3,3 milijardi parova baza, pri ¢emu su oko 99,9% genoma bilo koje dve jedinke
identi¢ne. Medutim, DNK sekvence se razlikuju izmedu jedinki. Postoji mnogo razli¢itih
tipova varijacija u DNK sekvencama i one se mogu klasifikovati na razli¢ite nacine: prema
prirodi sekvencijskih varijanti, prema efektu na sintezu proteina i prema riziku za nastanak
bolesti [135]. Najbolje su opisana dva tipa polimorfizama sekvenci DNK i to su
polimorfizmi sa razli¢itim duzinama sekvenci i polimorfizmi sekvence koji su rezultat
zamena nukleotida. Zamene na nivou nukleotida su veoma ¢este u populaciji i u zavisnosti
od njihove ucestalosti se razli¢ito klasifikuju. Ukoliko navedene varijacije imaju ucestalost
vecu od 1% u populaciji, one se nazivaju polimorfizmima, dok se varijacija sa ucestalos¢u
manjom od 1% smatraju mutacijama [136]. Projekat ,,Genom c¢oveka“ (engl. Human

Genome Project), kojim je po prvi put utvrdena celokupna sekvenca DNK kod coveka,
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pokazao je da su polimorfizmi na nivou jednog nukleotida, tzv. polimorfizmi pojedina¢nih
nukleotida ili SNP (engl. single nucleotide polymorphism, SNP) najées¢i i da postoje
unutar celog genoma kako u kodiraju¢im tako i nekodiraju¢im delovima DNK. SNP su
pronadeni u svim do sada ispitivanim genima, u proseku se javljaju na svakih 250 baza i
procenjuje se da ih u humanom genomu ima preko 10 miliona [136, 137].

Vecina SNP moze da ima samo dva moguca oblika, odnosno varijacije koje se
nazivaju aleli (Slika 3). Postoje i troalelski SNP kod kojih se u populaciji mogu da nadu tri
alelske varijante na istom lokusu. Svaki SNP se nalazi na odredenom mestu (specificnom
lokusu) unutar gena i u zavisnosti od toga moze da uti¢e na ekspresiju gena i sastav
proteina, mada vecina do sada otkrivenih SNP ne utice na promenu fenotipa [138]. SNP
koji se nalazi u regionu koji kodira protein moZze da bude sinonimni ili nesinonimni,
zavisno od toga da li uti¢e na promenu u sekvenci aminokiselina u genskom produktu. Ako
promena u SNP ne dovodi do izmena u polipeptidnoj sekvenci, takav SNP se obelezava
kao sinonimni (sSNP). Ako SNP dovodi do promena u strukturi proteina, tada ima veci
potencijal da izazove bolest, i naziva se nesinonimni (nsSNP). Sinonimni SNP su znatno

¢es¢i u odnosu na nsSNP [136].

Slika 3.Primer izmene u pojedina¢nim bazama nukleotida (Preuzeto iz [136])

Najveca paznja istrazivata usmerena je na funkcionalne SNP koji utiCu na

ekspresiju gena i/ili gradu i funkciju proteina kojeg odredeni gen kodira. SNP u
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kodiraju¢im sekvencama gena mogu da menjaju sastav proteina tako §to menjaju kodon i
posledi¢no menjaju aminokiselinu u proteinu, ili tako §to uvedu STOP kodone i prerano
zaustave translaciju. Ove promene mogu da uti¢u na konformaciju ili funkciju proteina.
Promena ekspresije gena moze da nastane i usled promena u drugim delovima gena, na
primer u 5'i 3' regulatornim sekvencama koje uti¢u na nivo ekspresije gena ili u intronima
¢ime se menja stabilnost ili na¢in obrade primarnog transkripta RNK. Cesto SNP ne
izaziva nijednu od navedenih promena, ali on moze da bude udruzen sa odredenom bole$¢u
zbog toga $to se ta alelska varijanta nasleduje zajedno sa nekom drugom varijantom u
genomu koja je vazna za patogenezu te bolesti. U takvim sluc¢ajevima kaze se da SNP
predstavlja marker bolesti.

Poslednjih godina sve je viSe prisutan individualzovan pristup u le¢enju razli¢itih
bolesti, usmeren na pojedinacnog pacijenta. U tom smislu, postoji velika potreba da se
defini$u biomarkeri koji bi mogli da pomognu u dijagnostici, klasifikaciji bolesti, prognozi
1 pracdenju terapijskog odgovora. SNP, koji mogu relativno lako da se detektuju kod
odredenog pacijenta, mogli bi da budu pouzdani biomarkeri u IBC i zato su ispitivanja
njihove povezanosti sa IBC neophodna. Do sada je opisan veliki broj polimorfizama koji
se dovode u vezu sa razvojem KB i/ili UK. Od mnogobrojnih identifikovanih gena, od
posebnog je interesa ispitivanje polimorfizama u genima koji kodiraju citokine ili njihove
receptore, s obzirom na kompleksnu mrezu citokina koja je ukljucena u patogenezu IBC i
dovodi do inflamacije i1 posledi¢nog oStecenja, a takode predstavlja i potencijalno vaznu
terapijsku metu. Medu njima se posebno istiCu polimorfizmi u genima koji kodiraju
proinflamatorne citokine (TNF), antiinflamatorne citokine (IL-10), kao i citokine vazne za
razvoj i funkcionisanje Thl i Thl7 celija sa pretpostavljenom vaznom ulogom u
patogenezi IBC, kao §to su geni koji kodiraju IL-12 odnosno IL-23 i njihove receptore. Na
osnovu rezultata dosadasnjih istraZivanja, kao potencijalni kandidati za biomarkere u IBC
identifikovani su slede¢i polimorfizmi: rs1800629 (G-308A) u TNFA genu, tri
polimorfizma u promotorskom regionu I1L10 gena, rs1800896 (G-1082A), rs1800871 (C-
819T) i rs1800872 (C-592A), kao i rs3024505 (C/T) u 3’ kraju IL10 gena, zatim rs6887695
(G/C) u blizini IL12B gena i rs11209026 (G1142A) u genu za receptor za IL-23 (IL23R)
[139]. Takode, i polimorfizmi u MDR1 genu koji kodira transporter P-glikoporotein (P-gp)
170, pre svega rs1128503 (C1236T), rs1045642 (C3435T) i trialelski rs2032582
(G2677T/A), takode su povezani sa razvojem IBC, odnosno odredenim fenotipskim

karakteristikama bolesti [140].
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1.6.1.1 Polimorfizmi u TNFA genu

TNF, kao izrazito proinflamatorni citokin, ima vaznu funkciju i u urodenom i
steCenom imunskom odgovoru. TNF ima jednu od klju¢nih uloga u patogenezi IBC, na $ta
ukazuje 1 uspesnost terapije monoklonskim antitelima specificnih za TNF, koja je usmerena
na blokadu ovog citokina kod pacijenata sa IBC. Gen za ovaj citokin (TNFA) se nalazi na
kratkom kraku hromozoma 6, u regionu Il klase HLA kompleksa, na mestu koje je
oznaceno kao predisponirajuc¢e za nastanak IBC [141]. TNF i njemu srodan citokin
limfotoksin-a (LT-a) su citokini koje produkuju aktivirane pomocnic¢ke T-celije,
monociti i makrofagi, ali i druge celije u organizmu. Ovi citokini predstavljaju
podgrupu molekula koji su aktivni kao solubilni citokini koji se oslobadaju
proteolizom. Pokazano je da kod pacijenata sa IBC (i KB 1 UK), u epitelnim ¢elijama
sluznice GIT-a postoji izrazena indukcija ekspresije MHC molekula II klase, uz
poveéano preuzimanje antigena na nivou sluznice GIT-a, pri ¢emu su tokom aktivne
faze bolesti, prisutne povisene vrednosti TNF u serumu, perifernim fagocitima, stolici i
mukozi GIT-a, sugeriSuéi esencijalnu ulogu ovog citokina u inicijaciji i propagaciji
inflamacije kod ovih pacijenata [142].

Pored toga Sto postoje dnevne varijacije u kapacitetu za produkciju TNF, sve
viSe je pokazatelja da postoji genetska predispozicija za sposobnost sinteze TNF koja
moze da varira i do 60% kod svakog pojedinca [143]. Genetskim istrazivanjima
otkriveno je vise polimorfizama u genu za TNF kod pacijenata sa IBC. Jedan od najvise
ispitivanih SNP je polimorfizam rs1800629 (G-308A) na poziciji -308 u promotoru TNFA
gena u kojem je doslo do supstitucije G alela A alelom, pri ¢emu je pokazano da AA
homozigoti produkuju vece koli¢ine TNF [144, 145]. Dosada$nja istrazivanja o
povezanosti ovog polimorfizma sa IBC dala su kontradiktorne rezulate. U pojedinim
populacijama ovaj SNP je povezan sa povecanom osteljivoséu na razvoj i KB i UK i sa
komplikovanijim formama bolesti, kao i sa odgovorom na anti-TNF terapiju, ali postoje i

studije u kojima nije uo¢ena udruzenost navedenog polimorfizma sa IBC [146, 147].

1.6.1.2 Polimorfizmi u IL10 genu

Nasuprot TNF, IL-10 predstavlja antiinflamatorni citokin sa vaznim
imunosupresivnim funkcijama. Znacajnu ulogu u patogenezi IBC ima disbalans izmedu
proinflamatornih 1 antiinflamatornih citokina, pri ¢emu je pokazano da IL10 ima

prominentnu regulatornu funkciju u odrzavanju homeostaze imunskog sistema digestivnog
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trakta [148]. Imunosupresivna uloga IL-10 je pluripotentna i ukljucuje spre¢avanje T-
éelijske proliferacije, nishodnu regulaciju ekspresije kostimulatornih proteina na APC i
inhibiciju stvaranja proinflamatornih citokina (npr. IL-1B, TNF i IL-6), odnosno
stimulaciju antiinflamatornih proteina kao §to su IL-1 receptor antagonist (IL-1Ra) i
solubilni TNF receptor. lako je IL-10 prvi put opisan 1989. godine kao citokin kojeg
produkuju Th2 ¢elije [149], danas je poznato da mnoge ¢elije mogu da produkuju ovaj
citokin. Ipak, smatra se da su Treg Celije verovatno najznacajniji njegov izvor, $to dovodi
do pretpostavke da inflamacija u IBC moZe nastati kao posledica poremecaja u Treg
posredovanoj supresiji imunskog odgovora na komensalnu crevnu floru [148].
Eksperimentalni podaci dobijeni na miSevima bez gena za 1L-10 (ili njegovog receptora)
koji razvijaju hroni¢ni enterokolitis koji po svojim karakteristikama najvise odgova KB,
kao i retke forme KB povezane sa mutacijama u receptoru za IL-10 kod ljudi, ukazuju na
kljuénu ulogu ovog citokina u kontroli intestinalne inflamacije i patogenezi IBC [35].
Prema istrazivanjima koja su vrSena na jednojacanim blizancima i rodacima u
prvom kolenu, ¢ak i do 75% proizvodnje IL-10 je genetski determinisano [150]. Izgleda da
polimorfizmi u genu za IL-10 (IL10), koji se nalazi na hromozomu 1, ili u regionima koji
se nalaze u njegovoj neposrednoj blizini, imaju vaznu ulogu u genetskoj kontroli
proizvodnje IL-10. U poslednje dve decenije, brojne studije su pokazale da odredeni
polimorfizmi u promoteru gena za IL-10 mogu da dovedu do promene nivoa serumskog
IL-10 koja moze biti odgovorna za hroni¢nu inflamaciju kod pacijenata sa IBC. Medu
njima najvise su ispitivana tri bialelska polimorfizma koji se nalaze u promotorskom
regionu IL10 gena (Slika 4), na pozicijama -1082 (G-1082A ili rs1800896), -819 (C-819T
ili rs1800871) i -592 (C-592A ili rs1800872). Ova tri polimorfizma se nalaze u izrazitoj
vezanoj neravnoteZi (engl. linkage desequilibrium, LD), tako da se kod bele rase izdvajaju
samo tri haplotipa GCC, ACC i ATA [151]. Ve¢i broj studija in vitro i in vivo, ukazale su
na funkcionalan zna¢aj ovih polimorfizama, pri ¢emu je pokazano da je haplotip GCC
udruzen sa pove¢anom produkcijom IL-10, haplotip ACC sa umerenom, dok je haplotip
ATA udruZen sa snizenom produkcijom IL-10 [151-153]. Do sada sprovedene studije
udruzenosti ovih polimorfizama sa IBC dala su kontradiktorne rezultate, tako da njihova
uloga u patogenezi IBC nije jo§ uvek u potpunosti razjaSnjena [154-156]. Sa druge strane,
nedavno je u GWA studiji pokazano da je polimorfizam rs3024505 (C/T), koji se nalazi u
neposrednoj blizini 3* kraja IL10 gena, oko 2kb udaljen od TAG sekvence koja odgovara
STOP kodonu u iRNK (Slika 4), takode povezan sa povec¢anim rizikom od oboljevanja od

KB i UK [157, 158]. Studije koje su usledele su potvrdile zna¢aj ovog polimorfizma kao
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potencijalnog biomakrera u IBC, ali su one sprovedene samo na populacijama iz Zapadne
Evrope, Kanade, Australije i sa Novog Zelanda [158-160], pri ¢emu nema podataka o
distribuciji 1 povezanosti ovog polimorfizma sa IBC u drugim regionima, kao Sto su zemlje

Isto¢ne Evrope, ukljucujuci u i Srbiju.

Slika 4. Shematski prikaz polimorfizama u IL10 genu

IL10gen
G-1082A (rs1800896) (Hromozom 1)
24 T
C-819T (rs1800871) rs3024505 (C/T)
<---- 2077 bp ===
C-592A (rs1800872) p >
TAG
5’1 3
Promotorski — — L L
region  Egzonl Egzon 2 Egzon 3 Egzon 4 Egzon 5

1.6.1.3 Polimorfizmi u IL12B i IL23R genima

IL-12 i IL-23 su proinflamatorni citokini koje prevashodno produkuju makrofagi i
dendritske celije u odgovoru na mikroorganizme. Ovi citokini u€estvuju u povezivanju
urodenog i1 steCenog imunskog odgovora, kroz njihovu ulogu u diferencijaciji Thl,
odnosno Th17 ¢elija i smatra se da imaju vaznu ulogu u patogenezi IBC [35, 58]. U prilog
tome govori i ¢injenica da se terapija monoklonskim antitelom pod generickim imenom
ustekinumab, usmerenog na p40 protein koji ¢ini zajednicku subjedinicu za citokine IL-12
I 1L-23, pokazala efikasnom u indukciji i odrzavanju remisije kod pacijenata sa KB koji
nisu reagovali na anti-TNF terapiju [121].

Razlic¢ite studije su pokazale da varijacije u genima koji su odgovorni za stvaranje
IL-12, odnosno IL-23 citokina i njihovih receptora, mogu da uti¢u na nastanak i razvoj
inflamacije u IBC. Od preko 160 genskih lokusa udruzenih sa IBC, preko 20 njih su u vezi
sa IL-12/IL-23 osovinom i njihovi medusobni uticaji mogu da imaju vaznu ulogu u
patogenezi IBC [130]. Jedna od najjacih povezanosti (odmah posle NOD2 gena) se odnosi
na gen IL23R koji kodira protein koji je deo heterodimernog membranskog receptora za
proinflamatorni citokin IL-23 (IL-23R). Takode je uocena i jaka udruzenost izmedu IBC i
gena IL12B koji kodira p40 protein (nazvan jo§ i IL-12B) koji predstavlja zajednicku
subjedinicu za IL12 i IL23 citokine (IL-12 ¢ine protini p35 i p40, a IL-23 proteini p19 i
p40) [161]. Posto su IL-12 i IL-23 citokini klju¢ni za diferencijaciju i funkciju Thl,
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odnosno Th17 c¢elija, a ove dve populacije efektorskih ¢elija verovatno imaju klju¢nu
ulogu u IBC, nije iznenadujuée da su polimorfizmi oba ova gena povezani sa osetljivoséu
za nastanak IBC, i to posebno KB, kao i odredenim fenotipskim karakteristikama bolesti.
Medu njima se isti¢u dva polimorfizma, rs6887695 (G/C) u blizini IL12B gena [162], a
narocito NSSNP rs11209026 (G1142A) na poziciji 1142 u egzonu 9 IL23R gena koji kodira
promenu aminokiseline arginin u glutamin (Arg381GIn, odnosno R381Q) u
transmembranskom delu receptora za 1L-23.

Brojne pojedinacne studije, meta analize i GWA studije su ukazale na postojanje
udruzenosti polimorfizma rs6887695 IL12B sa KB kod evropskih populacija iz Nemacke,
Danske, ali i drugih populacija sa udaljenih kontinenata, kao $to su populacije Novog
Zelanda i Kine [162-167]. Medutim, nema podataka o znaéaju ovog polimorfizma u
patogenezi IBC u populacijama istoéne Evrope, Srbije i regiona. Sto se ti¢e rs11209026,
postoje dokazi da protektivni A alel ovog polimorfizma dovodi do formiranja solubilnog
IL-23R koji vezuje IL-23 i sprecava da se on veze za ¢elije ¢ime smanjuje diferencijaciju i
funkcionalni kapacitet Th17 celija [168]. Polimorfizam u IL23R, posle polimorfizama u
genu za NOD2 (NOD?2), ispoljava najjacu povezanost sa KB, pri ¢emu glutamin na poziciji
318 priblizno tri puta smanjuje rizik za razvoj KB i u ne§to manjoj meri za UK [169]. |
mnoge druge studije su potvrdile znac¢aj ovog polimorfizma u IL23R u patogenezi IBC u
severozapadnoj Evropi, Americi i Novom Zelandu [91, 165, 170, 171]. Suprotno, studije
koje su obuhvatile populacije Japana, lzraela i Indije nisu utvrdile povezanost ovog
polimorfizma sa IBC [172-174]. Do sada su objavljene samo dve studije iz Isto¢ne Evrope,
sa oprecnim rezultatima [175, 176], a ne postoje podaci o distribuciji i povezanosti ovog

polimorfizma sa IBC u Srbiji i regionu.

1.6.1.4 Polimorfizmi u MDR1 genu

Pored gena za citokine i njihove receptore i polimorfizmi u drugim genima su
povezani sa IBC. Medu njima je i MDR1 (engl. multidrug resistance 1, MDR1), koji se
naziva jo§ i ABCBL1 (engl. ATP-binding cassette, subfamily B 1 gene). Kod Coveka se
MDR1 nalazi na dugom kraku hromozoma 21 (7q) u lokusu koji je povezan za razvojem
IBC [177]. MDR1 kodira transmembranski protein od 170 kDa, nazvan P-glikoprotein (P-
gp), koji predstavlja ATP-zavisnu transportnu (efluksnu) pumpu i ima ulogu u
ograni¢avanju bioraspolozivosti i1 Celijske toksi¢nosti velikog broja lekova i drugih

ksenobiotika. Smatra se da varijacije u njegovoj ekspresiji uticu na farmakokinetiku
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mnogih lekova, kao S§to su kortikosteroidi, imunosupresivni lekovi, digoksin,
antihistaminici i antikonvulzivni lekovi [178]. P-gp je eksprimiran na mnogim c¢elijama u
organizmu, a naroCito u epitelnim tkivima, ukljucujuéi i epitel GIT-a, pri cemu njegova
ekspresije raste od zeluca ka distalnim delovima creva [179]. Funkcija i anatomska
lokalizacija P-gp sugeriSu njegovu transportno-protektivnu ulogu u ekskreciji toksina u
zu¢, crevni lumen i urin, sprecavajuéi njihovo zadrzavanje u organizmu. Moguce je da P-
gp ima klju¢nu ulogu i1 u interakcijama izmedu mikroorganizama i ¢elija domacina i
uspostavljanju homeostaze na nivou creva. Pretpostavlja se da njegova neadekvatna
funkcija moze da poremeti preuzimanje toksina i ksenobiotika i posledi¢no dovede do
inflamacije i razvoja IBC [180, 181]. U skladu sa ovom pretpostavkom su rezultati
istrazivanja na misevima kod kojih je genetskom manipulacijom uklonjen gen za MDR1
(tzv. Mdrla™” miSevi). Ako se ovi miSevi drze u uslovima u kojima nema patogenih
mikroorganizama, razvijaju kolitis koji histoloSki ima karakteristike ulceroznog kolitisa, a
u manjoj meri i Kolitisa koji se javlja kod pacijenata sa KB [182]. Studije su pokazale da je
ekspresija MDR1 gena u sluznici kolona znacajno snizena kod pacijenata sa IBC, narocito
kod UK [181, 183].

Do sada je identifikovano vise od 50 SNP u MDR1 genu i za neke je pokazano da
mogu da menjaju ekspresiju i funkciju P-gp [184, 185]. Medu njima se posebno isti¢u tri
polimorfizma, od kojih su dva sinonimna, C1236T (rs1128503) na poziciji 1236 u egzonu
12 i C3435T (rs1045642) na poziciji 3435 u egzonu 26. Treci polimorfizam je nesinonimni,
trialelski SNP G2677T/A (rs2032582) i dovodi do promene aminokiseline alanina u serin ili
treonin (Ala893Ser/Thr, odnosno A893S/T) i nalazi se na poziciji 2677 u egzonu 21 MDR1
gena [186]. Smatra se da pojedine varijante ovih SNP smanjuju ekspresiju P-gp i efikasnost
efluks pumpe, zbog ¢ega nagomilani ksenobiotici, mikroorganizmi (patogeni i komensali) 1
njihovi toksini mogu da dovedu do nastanka IBC. Prve studije koje su ukljucile pacijente sa
IBC su ukazale da su T alel i TT genotip polimorfizma C3435T, odnosno G alel
polimorfizma G2677T/A povezani sa IBC [187, 188]. Od tada je uraden veci broj studija,
ukljucujuéi i nekoliko meta-analiza, u kojima je ispitivana povezanost ovih polimorfizma
sa IBC, ali njihova uloga u patogenezi IBC za sada ostaje nedovoljno razjaSnjena, obzirom

na oprecne rezultate u razli¢itim istrazivanjima [140, 180, 189-191].
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1.6.2 Znacaj ispitivanja polimorfizama u inflamatornoj bolesti creva u Srbiji

Poslednjih godina postoji veoma izrazena tendencija individualizovanog pristupa
kompleksnim bolestima kao $to je IBC. Ispitivanje polimorfizama pojedinih gena moze da
doprinese da se definisu biomarkeri koji bi mogli da pomognu u proceni rizika kod
odredene osobe da oboli od IBC, odnosno da pomognu kod obolelih u dijagnostici i
Klasifikaciji bolesti, prognozi toka bolesti i pracenju terapijskog odgovora. Posto genski
polimorfizmi, osim NOD2, nisu do sada analizirani kod pacijenata sa IBC u Srbiji, postoji
potreba za studijom kojom bi ispitala povezanost polimorfizama odredenih imunoloski
relevantnih gena u IBC. Od posebnog je interesa ispitivanje polimorfizama u genima koji
kodiraju citokine ili njihove receptore, s obzirom da kompleksna mreza citokina koja
dovodi do inflamacije u IBC predstavlja potencijalno vaZznu terapijsku metu. Na osnovu
rezultata dosadasnjih istrazivanja, medu njima se posebno isti¢u polimorfizmi u genima za
TNF (TNFA) i IL-10 (IL10), polimrofizmi u genu IL12B koji kodira protein p40 (IL-12B),
zajednicku podjedinicu IL-12 i IL-23, odnosno polimorfizmi u IL23R, genu za receptor za
IL-23. Takode, i polimorfizmi u MDR1 genu koji kodira transporter P-glikoporotein 170 su
takode povezani sa razvojem IBC, a nisu ispitivani kod pacijenata sa IBC u Srbiji.

Stoga je potrebno da se u jednom istrazivanju po prvi put u populaciji Srbije
odredi distribucija navedenih polimorfizama genskih alela koji kodiraju citokine i/ili
njihove receptore, odnoso druge molekule sa pretpostavljenom vaznom ulogom u
patogenezi IBC (kao $to je MDR1), s§to bi moglo da doprinese i upotpuni dosadasnja
saznanja 0 znacaju polimorfizama ispitivanih gena za nastanak IBC. Na taj nac¢in bi moglo
da se utvrdi da li bi polimorfizmi u okviru ispitivanih gena mogli da se koriste kao
potencijalni biomarkeri osetljivosti za nastanak IBC, odnosno razvoj odredene fenotipske
karakteristike KB ili UK. Takode, do sada je pokazano da postoje etnicke razlike u
distribuciji alela i genotipova i u zdravoj populaciji Srbije za pojedine SNP, kao sto je
slucaj sa rs1800629 (G-308A) i tri polimorfizma u MDR1 (C1236T, G2677T/A i C3435T),
pri ¢emu podaci za preostale navedene polimorfizme u naSoj populaciji ne postoje. Stoga
bi nase istrazivanje moglo da doprinese utvrdivanju postojanja odredenih genetskih
specificnosti nase populacije u genima koji kodiraju IL-10, IL-12B i IL-23R u odnosu na

druge populacije u Evropi i svetu.
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2. Ciljevi



Osnovni cilj ovog istrazivanja je da se utvrdi ucestalost alelskih varijanti u
polimorfizmima u genima TNFA, 1L10, IL12B, IL23R i MDR1 kod pacijenata sa IBC u
Srbiji i ispita postojanje povezanosti ovih genskih varijanti i osetljivosti za razvoj UK
i KB, kao i njihov uticaj na fenotipske karakteristike bolesti. Poredenjem dobijenih
rezultata sa rezultatima drugih studija mogli bi se definisati genetske specificnosti
pacijenata sa IBC u Srbiji u odnosu na pacijente sa IBC u drugim zemljama. Takode,
analiza ucestalosti alela i genotipova u populaciji dobrovoljnih davaoca krvi u Srbiji mogla
bi da doprinese utvrdivanju ucestalosti polimorfizama I1L10, IL12 i IL23R u opstoj

populaciji zdravih osoba, obzirom da ovakvi podaci jos uvek ne postoje za nasu zemlju.
U ovom istrazivanju postavljeni su sledeci ciljevi:
1. Odrediti distribuciju alela i genotipova polimorfizama TNFA, 1L10, IL12B, IL23R i

MDRL1 u grupi pacijenata sa IBC

2. Utvrditi distribuciju alela i genotipova polimorfizama 1L10, IL12B i IL23R u
populaciji zdravih osoba na teritoriji Republike Srbije (dobrovoljni davaoci krvi)

3. Ustanoviti da li je neki od polimorfizmama ovih gena koji nastaju usled izmene
pojedina¢nih nukleotidnih baza faktor rizika za nastanak KB i UK i/ili uti¢e na

klinicke manifestacije ovih bolesti

4. Proceniti da li se distribucije ispitivanih polimorfizama kod pacijenata sa KB i UK i
dobrovoljnih davaoca krvi u ovoj studiji razlikuju u odnosu na studije u kojima su

ovi polimorfizmi ispitivani u nasoj zemlji, odnosno u drugim populacijama

35



3. Materijal 1 metode



3.1 DIZAJIN STUDIJE

Ovo istrazivanje predstavlja studiju preseka koja je obavljena u Klinici za
gastroenterologiju 1 hepatologiju, Klinickog centra Srbije (KCS) 1 Institutu za
mikrobiologiju i imunologiju, Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu u periodu od
maja 2014. godine do septembra 2015. godine. Studija je planirana u skladu sa etickim
standardima datim u Helsinskoj deklaraciji (revidirana verzija iz 1983. godine) i1 u skladu
sa pravilima Eti¢kih komiteta Klinickog centra Srbije i Medicinskog fakulteta Univerziteta
u Beogradu koji su istrazivanje i odobrili. Kriterijumi za uzimanje uzorka Kkrvi
podrazumevali su da ispitanici budu stariji od 18 godina i da su dobrovoljno potpisali

pristanak za uc¢esc¢e u istrazivanju.

3.2 SELEKCIJA ISPITANIKA

U studiju je ukljuc¢eno 206 odraslih pacijenata sa IBC koji su ispitivani i leceni u
Klinici za gastroenterologiju i hepatologiju, Klini¢kog centra Srbije u pretodno

navedenom. Kontrolnu grupu je sacinjavalo 255 dobrovoljnih davalaca krvi.

3.2.1 Grupa pacijenata sa inflamatornom bolesti creva

U grupi bolesnika sa IBC ucestvovalo je 107 pacijenta sa KB i 99 pacijenta sa UK.
Kod svih pacijenata sa IBC dijagnoza je postavljena u skladu sa sa savremenim
preporukama Evropskog udruzenja za Kronovu bolesti i ulcerozni kolitis (engl. European
Crohn’s and Colitis Organisation — ECCO) [3, 118], na osnovu anamneze, fizikalnog
pregleda, laboratorijskih analiza krvi i koproloskih analiza, gornje i donje endoskopije sa
biopsijama i patohistoloskim pregledom, CT (MR) enterokliza (enterografija), a prema
potrebi radeni su i pregledi ultrasonografija abdomena, kompjuterizovana tomografija (CT)
ili magnetna rezonanca (MR) abdomena i/ili male karlice, endovideo kapsula i endoanalna
ultrasonografija.

3.2.2 Karakteristike bolesnika sa inflamatornom bolesti creva

Kod pacijenata sa KB i UK u sklopu anamnestickih podataka evaluirani su podaci
koji se odnose na demografske i epidemioloSke karakteristike bolesnika kao $to su pol,

starost, duZina trajanja bolesti, lokalizacija 1 tip bolesti, laboratorijski 1 klinicki parametri
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aktivnosti bolesti, postojanje anemije, naslednost, puSenje, hirur§ko leCenje zbog osnovne
bolesti, duzina trajanja bolesti do hirurSkog lecenja, prisustvo ekstracrevnih manifestacija
bolesti (EIM), prisutsvo komplikacija bolesti i postojanje komorbiditeta. Takode su
belezeni podaci koji se odnose na sadasnju i prethodnu terapiju koris¢enu zbog osnovne
bolesti kao i postojanje refraktarne bolesti (kortikosteroid-refraktarne i/ili zavisne bolesti i

imunomodulatorno-refraktarne bolesti), odnosno nezeljenih efekata terapije.

3.2.3 Laboratorijski parametri

U laboratoriji Klinike za gastroenterologiju i hepatologiju Instituta za medicinsku
biohemiju Klinickog centra Srbije radene su biohemijske analize kod svih ispitanika, na
aparatu Vitros 350 Ortho-Clinical Diagnostics (Johnson and Johnson, SAD), a
hematoloske analize odredivane su na hematoloskom brojacu. Odredivane su koncentracije
slede¢ih parametara: hemoglobin, MCV, hematokrit, serumsko gvozde (kolorimetrijska,
bez deproteinizacije), TIBC (engl. total iron binding capacity) (kolorimetrijska, bez
deproteinizacije), feritin, vitamin B12, folat, leukociti, trombociti, fibrinogen, laktat
dehidrogenaza (LDH), haptoglobin, albumin (bromkrezol zeleno), ukupni proteini,
sedimentacija  eritrocita u prvom satu (SE), C-reaktivni protein (CRP)
(imunohistohemijski-turbidimetrijsko merenje), aspartat- aminotrasnferaza (AST), alanin
aminotransferaza (ALT), bilirubin ukupan i direktni, alkalna fosfataza, gama-
glutamiltransferaza, amilaza, lipaza, protrombinsko vreme, D-dimer i parcijalno
tromboplastinsko vreme. Kriterijumi patoloskih vrednosti laboratorijskih parametara, bile

su vrednosti izvan (iznad ili ispod) opsega referentnih vrednosti primenjenih testova.

3.2.4 Koproloske analize

Kod svih ispitanika sa IBC uraden je mikrobioloski pregled stolice tokom tri
uzastopna dana, pocev od dana prijema u bolnicu, koji je podrazumevao koprokulturu i
pregled stolice na protozoe, gljivice i jaja helminata, kao i brzi test na Clostridium difficile,
toksin A'i B.

3.2.5 Kilasifikacija inflamatorne bolesti creva

Na osnovu uradenih ispitivanja bolesnici su klasifikovani prema karakteristikama

bolesti u skladu sa Montrealskom klasifikacijom [100]. Na taj nacin, bolesnici sa KB su
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podeljeni na grupe na osnovu godina starosti kada je dijagnoza postavljena, na osnovu
lokalizacije i1 prema tipu, odnosno formi bolesti (Tabela 2). Prema lokalizaciji bolesti,
bolesnici sa KB su podeljeni u sledeée grupe: L1 - ileum, L2 - kolon, L3 - ileum + kolon i
L4 - proksimalni segmenti gastrointestinalmog trakta. Prema tipu bolesti, pacijenti su
podeljeni na inflamatorni (B1), stenozantni (B2) i penetrantni tip KB (B3).

Tabela 2. Montrealska klasifikacija za KB

Al ispod 16 godina
A2 izmedju 17-40 godina
A3 iznad 40 godina

Godine starosti
(kad je dijagnoza postavljena)

L1 ileum
L2 kolon
Lokalizacija
J L3 ileokolon
L4"  izolovana bolest gornjih partija GIT-a
B1 inflamatorna
B2 stenozantna
Forma

B3 penetrantna
p' perianalna bolest

“L4 je modifikovan tako da moze biti pridruzen L1-L3 kada je prisutna i bolest gornjih partija GIT-a
" p se dodaje B1-B3 kad je prisutna pridruzena perianalna bolest

Na osnovu Montrealske Klasifikacije, bolesnici sa UK su podeljeni prema
ekstenzivnosti bolesti na tri grupe: E1 - proktitis, E2 - distalni kolitis (tzv. ,left side*

kolitis) i E3 - ekstenzivni kolitis (promene do hepaticke fleksure i pankolitis) (Tabela 3).

Tabela 3. Montrealska klasifikacija za UK

Nomenklatura Ekstenzivnost Opis

El Proktitis Promene zahvataju rektum
(distalno od rektosigmoidnog spoja)

E2 _ Left-side* kolitis _Promene zg_hvataju kolon
distalno od lijenalne fleksure

Promene zahvataju kolon iznad, lijenalne

E3 Ekstenzivni kolitis fleksure ukljucujuéi i pankolitis

3.2.6 Klinicki parametri aktivnosti bolesti

Kod svih pacijenata sa KB 1 UK odredivani su klinic¢ki indeksi aktivnosti bolesti. U

proceni aktivnosti bolesti kod bolesnika sa KB, koris¢en je Indeks aktivnosti Kronove
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bolesti (CDAI) [104], a za procenu klinicke aktivnosti bolesti kod pacijenata sa UK,

koris¢en je tzv. Mayo skor [103]. Kriterijumi gradacije aktivnosti bolesti za CDAI i Mayo

skor, preuzeti su iz vodi¢a Evropskog udruzenja za Kronovu bolesti i ulcerozni kolitis [3,

118].

Racunanje CDAI se bazira na razli¢itim podacima iz dnevnika koji pacijent

popunjava tokom sedam dana (Tabela 4) i vrednost skora odreduje aktivnost bolesti na
slede¢i na¢in: CDAI < 150 — bolest u remisiji; 150 < CDAI < 220 — blaga aktivnost bolest;
220 < CDAI < 450 — umerena aktivnost bolesti i CDAI > 450 — teska aktivnost bolesti.

Tabela 4. Kriterijumi za odredivanje CDAI indeksa aktivnosti kod KB

Broj stolica (u toku 24h/tokom 7 dana) Od 0 (nema) do 3 (teSka) X2
Abdominalni bol (u toku 24h/tokom 7 dana)  Od 0 (bez bola) do 3 (veoma jak) x5
Opste stanje (u toku 24h/tokom 7 dana) Od 0 (dobro) do 4 (veoma lose) X7
Ekstraintestinalne manifestacije artritis; iritis; aftozni stomatitis; fistule; T >37,8°C  x 20
Opijati 0 (ne); 1 (da) x 30
Abdominalna masa 0 (nema); 2 (nesigurna); 5 (prisutna) x 10
Hematokrit Muskarci= 47- Hct; Zene = 42-Hct X6
Telesna tezina (% ispod standardne) x1

Za bolesnike sa UK, vrednosti Mayo skora < 3 ukazuju na remisiju bolesti, Mayo

skor 4-6 predstavlja blaga aktivnost bolesti; Mayo skor 7-9 - umerena aktivnost bolesti;

Mayo skor 10-12 - teska aktivnost bolesti (Tabela 5).

Tabela 5: Kriterijumi za odredivanje Mayo skora aktivnosti kod UK

Broj stolica viSe od uobicajenog

normalan
1-2

3-4
51vise

Krv u stolici

nema
tragovi krvi

krv u manje od pola stolice
uglavnom krv

Baron skor

uredan nalaz
lako zamucen vaskularni crtez

fragilna sluznica, krvari na dodir

spontano krvarenje

Klini¢ka procena lekara

bolest u remisiji
blaga bolest
umerena bolest
teSka bolest

WNPFPO[([WNPFPO|(|WNPFPO|[WNEFO
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3.2.7 Ekstracrevne manifestacije i pridruZene bolesti

Kod svih pacijenata sa IBC notirano je postojanje slede¢ih EIM: oligoartikularni i
poliartikularni periferni artritis, eritema nodosum, ,.Sweet“ sindrom, oralne aftozne
ulceracije, episkleritris, uveitis, pioderma gangrenosum i spondiloartropatije. Takode je
kod svih pacijenata belezeno i postojanje hepatobilijarnih i drugih udruzenih bolesti

(primarni sklerozirajuéi holangitis, autoimunski hepatitis) i komplikacija bolesti.

3.2.8 Procena uhranjenosti

Kod svih ispitanika odredivan je indeks telesne mase (engl. Body mass index, BMI)
na osnovu aktuelne telesne mase (TM) izmerene ujutru i telesne visine (TV). BMI je
izraGunavan po formuli sledecoj formuli:

BMI =TM (kg)/TV? (m?)

Prema podacima iz literature [192], za normalan BMI smatraju se vrednosti od 18,5
do 25, pri ¢emu vrednosti vece od 25 ukazuju na gojaznost, dok vrednosti manje od 18,5

ukazuju na postojanje podhranjenosti (Tabela 6).

Tabela 6. Definisanje stepena pothranjenosti u odnosu na vrednost BMI

BMI (kg/m?) Uhranjenost
< 18,49 Pothranjenost
18,5-24,9 Normalna uhranjenost
25-29,9 Gojaznost
> 30 Morbidna gojaznost

3.2.9 Kriterijumi isklju¢enja iz studije

Uslovi za isklju€enje iz studije za sve ispitanike bili su:

Prisustvo ili ranije lecenja od maligniteta

T &

Postojanje displazije na sluznici gastrointestinalnog trakta

Postojanje transplantiranog organa

o o

Psihijatrijsko oboljenje koje onemogucava pacijenta da samostalno donosi odluke

@

Trudno¢a ili period dojenja

f. Zelja ispitanika da ne uestvuje u istraZivanju
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3.2.10 Kontrolna grupa ispitanika

Kontrolnu grupu saéinjavalo je 255 ispitanika, koji su bili dobrovoljni davaoci krvi,
¢ija je krv uzimana u Institutu za transfuziju krvi Srbije 1 koji nisu oboleli od IBC ili drugih

zapaljenskih bolesti.

3.3 GENETSKA ISPITIVANJA

Polimorfizmi u genima TNFA, IL10, 1L12B, IL23R i MDR1 kod pacijenata sa IBC
odredivani su kori$¢enjem reakcije lan¢anog umnozavanja u realnom vremenu (engl. Real-
time PCR) iz DNK pacijenata koja je izolovana iz njihove periferne krvi. Na isti nacin
odredivani su i polimorfizmi za IL10, 1L12B, IL23R i MDR1 kod ispitanika iz grupe
dobrovoljnih davaoca krvi.

3.3.1 Uzimanje krvi

Za odredivanje genskih polimorfizama, svim ispitanicima je uzimano 5 ml periferne
krvi u odgovarajuce epruvete (Becton Dickinson, SAD) sa antikoagulansom - EDTA i
unutar 2 h, transportovano do Laboratorije za imunologiju, Instituta za mikrobiologiju i
imunologiju, Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, gde je krv dalje obradivana, i

iz nje izlolovana i cuvana genomska DNK.

3.3.2 lzolacija DNK

Za izolaciju DNK iz periferne krvi pacijenata sa UK i KB i kontrolnih, zdravih
osoba koris¢ene su odgovaraju¢e kolone (Genomic DNA Purification Kit, Fermentas,
Litvanija) prema uputstvu proizvodac¢a. Pre procesa izolacije, u pufere za ispiranje (engl.
Wash buffer) WB | i WB Il dodata je adekvatna koli¢ina 100%-nog etanola. 1z svake
epruvete sa krvi tipa ,,vacutainer (koje su prethodno promesane) uzimano je po 200 ul
krvi i prenoSeno u obeleZene epruvete po tipu ,.ependorf< zapremine 1,5 ml (Sarsted, SR
Nemacka). Svakom uzorku dodavano je po 400 pl rastvora za liziranje i 20 pl proteinaze
K. Uzorci su potom mesani na orbitalnoj mesalici (vorteksu) i inkubirani u vodenom
kupatilu na temperaturi od 56°C uz povremeno mesSanje (2-3 puta) okretanjem epruveta
gore-dole u periodu od 10 minuta. Potom je u svaki uzorak dodavano po 200 pl 96%-nog

etanola, 1 nakon mesanja, sadrzaj je prebacivan u prethodno obelezene kolonice koje su
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bile ubacene u ,,ependorf epruvete od 2ml sa odsecenim poklopcem (Sarsted). Sadrzaj
kolonica je centrifugiran na 6000g u trajanju od 1 minut, nakon ¢ega su kolonice sa
vezanom DNK prebacivane u kivete za otpad koje su sastavni deo GeneJet Genomic DNA
Purification kompleta. DNK vezane za matriks kolona su ispirane dodavanjem po 500 pl
WB | i centrifugiranjem kolona na 8000g u trajanju od 1 minut. Nakon odlivanja sadrzaja
Kiveti za otpad, u kolone je dodavano po 500 ul WB II. Potom su kolone centrifugirane na
14 000g u periodu od 3 minuta, a ukoliko bi u njima ostalo jo§ te¢nosti, centrifugiranje je
ponavljano jo$ 1 minut na istoj brzini nakon praznjenja kiveti za otpad. Kolone sa vezanom
DNK su prebacivane u prethodno obelezene ,,Eppendorf Safe Lock* epruvete od 1,5 ml
(Eppendorf, SR Nemacka) i pristupalo se izdvajanju DNK vezane za matriks kolone. U
svaku kolonu je dodavano 200 pl pufera za rastvaranje DNK, potom je vrSena inkubacija
kolona na sobnoj temperaturi u trajanju od 2 minuta i centrifugirane na 8000 g u trajanju

od 3 minuta.

3.3.3 Odredivanje koncentracije i ¢isto¢e izolovane DNK

Nakon izolacije DNK odredivana je Cistoc¢a i koli¢ina pre¢is¢ene DNK. Uzorak od
5 pl izolovane DNK nanoSen je u mikrokivetu Gene Quant Pro Calculatora (LKB
Pharmacia, Svedska), a zatim su merene apsorbancije na 230, 260, 280 i 320 nm.
Prihvatljivim su smatrane vrednosti koli¢nika apsorpcija 260/280 izmedu 1,65 i 1,85,
odnosno vrednosti 260/230 vece od 1,2. U sluc¢aju dobijanja vrednosti izvan navedenog
opsega, ponavljana je procedura izolacije DNK iz uzoraka krvi. Uzorci izolovane i
izmerene DNK su razblaZzeni sa vodom do koncentracije od 5 ng/ul 1 koriS¢eni za

odredivanje polimorfizama. Ostatak DNK je skladisten na temperaturi od -20°C.

3.3.4 Detekcija i analiza polimorfizama gena reakcijom lan¢anog umnozavanja u

realnom vremenu

Za detekciju i analizu polimorfizama gena za TNFA, IL10, IL12B, IL23R i MDR1
koriséene su komercijalne optimizovane smese specificnih oligonukleotida i SNP TagMan
proba i to za TNFA rs1800629 (#C_7514879_10), IL10 rs1800896 (#C_1747360_10), IL10
rs1800871(C_1747362_10), IL10 rs3024505 (#C_15983681_20), IL12B rs6887695
(#C_1994992 10), IL23R  rs11209026  (#C_1272298 10), MDR1 rs1128503
(#C_7586662_10), MDRL1 rs1045642 (#C_7586657_20) i troalelski SNP MDR1 rs2032582
(#C_11711720C_30 i C_11711720D_40) (svi PE, Applied Biosystems, SAD). Podaci za
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frekvenciju alela za IL10 rs1800872 (C-592A) SNP kod svih ispitanika su izvedeni iz
rezulata dobijenih za IL10 rs1800871 (C-819T) SNP uz zamenu alela T alelom A, s
obzirom da je pokazano da se ta dva polimorfizma nalaze u potpunoj vezanoj neravnotezi i
nasleduju se u paru [151], dok su podaci o frekvencijama alela za kontrolnu grupu
ispitanika preuzeti iz literature i to u potpunosti za rs1800629 (G-308A) SNP [193], a
delimi¢no za rs1800896 (G-1082A) i rs1800871 (C-819T) SNP [194].

Amplifikacija fragmenata DNK Real-time PCR metodom vrsena je prema
preporukama proizvodaca testova. Real-time PCR amplifikacija je vriena u Realplex* PCR
masini (Eppendorf) pomoc¢u komercijalnog reagensa (Maxima™ Probe qPCR 2X Master
Mix, Fermentas) u finalnoj zapremini od 10ul u opti¢kim plo¢ama od 96 mesta (PE,
Applied Biosystems), u koje su sipane reakcione smes$e od 5 pl 2 x Real Master Mix Probe
(Fermentas), 0,25 pl komercijalne smeSe oligonukleotida za detekciju navedenih
polimorfizama i 4,75 ul ispitivanog DNK uzorka. PloCe su potom zatvarane optockim
filmom (PE, Applied Biosystems), kratko centrifugirane na 1500g i potom smeStane u
termoblok Realplex? PCR masine. Ploge su inkubirane u termobloku u periodu od 4 minuta
na temperaturi od 95°C da bi se aktivirala DNK polimeraza. Temperaturni profil
amplifikacije se sastojao od faza denaturacije na 95°C tokom 15 sekundi, prac¢en fazom
spajanja oligonukleotida i elongacije na 60°C u toku 1 minuta sa 39 ponavljanja identi¢nog
ciklusa. Merenje fluorescencije u svakom ciklusu vrseno je na temperaturi od 60°C. Po
zavrSetku amplifikacije odredivani su aleli pomocu Realplex 2.0 softvera uz rucno

podesavanje linije praga detekcije.

3.4 STATISTICKA ANALIZA

Za statisticku analizu je korisé¢en kompjuterski program ,,SPSS 20 for Windows*
(SPSS, SAD). Statisticka analiza je uradena koriS¢enjem standardnih metoda deskriptivne
statistike. Za numericka obelezja kori$¢eni Su aritmeticka sredina i standardna devijacija.
Hardy-Weinberg ravnoteza (engl. Hardy-Weinberg equilibrium, HWE) odredivana je za
sve ispitivane polimorfizme za zdrave ispitanike, kao i za obolele. Distribucije alela i
genotipova odredivane su kod pacijenata sa KB, UK, svih pacijenata sa IBC, kao i zdravih
osoba (kontrolna grupa ispitanika). Procena frekvencija haplotipova i diplotipova
(kombinacije haplotipova) za gene kod kojih je analiziran ve¢ broj polimorfizama (IL10 i
MDR1) koris¢en je ,,Expectation-Maximization algorithm* upotrebom odgovarajuc¢eg

programa Arlequin 3.5.1.3 [195]. Za utvrdivanje razlike u frekvenci i distribuciji alela,

44



genotipova, haplotipova i diplotipova razli¢itih polimorfizama u ispitivanim grupama, kao
i za poredenje povezanosti polimorfizama sa obolelim od KB i UK grupisanih na osnovu
razli¢itih karakteristika bolesti, primenjen je y° test, odnosno Fisher-ov test ta¢ne
verovatno¢e (gde je to bilo odgovarajuce). Za procenu efekata ispitivanih genskih
polimorfizama i mogucih rizika za nastanak bolesti kori§¢en je odnos Sansi (engl. odds
ratio, OR) sa intervalom poverenja od 95% (engl. 95% confidence interval, CI) za svaki
ispitivani polimorfizam. U svim testovima, vrednosti p manje od 0,05 smatrane su

znacajnim.
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4 . Rezultati




4.1 PRIKAZ DEMOGRAFSKIH I KLINICKIH KARAKTERISTIKA
PACIJENATA

U studiju je ukljuceno 206 pacijenata sa IBC i 255 zdravih ispitanika. U analiziranoj
seriji je bilo 107 pacijenata sa KB (52%) i 99 ispitanika sa UK (48%) koji su ispitivani i
leCeni u Klinici za gastroenterologiju i1 hepatologiju Klinickog centra Srbije u periodu od
maja 2014. godine do septembra 2015. godine. Demografske i klinicke karakteristike
ispitanika sa IBC su prikazane u Tabeli 7 (pacijenti sa KB) i Tabeli 8 (pacijenti sa UK).

Grupu ispitanika sa KB, sainjavalo je 62 osobe muskog pola (57,9%) 1 45 osoba
zenskog pola (42,1%), prose¢nih godina starosti 40 (raspon 18-68 godina). Prose¢na starost
kada je postavljena dijagnoza KB bila je 32,5 godine (14-67), a bolest je u proseku trajala
6,6 godina (0-31). U odnosu na lokalizaciju, prema Montrealskoj klasifikaciji, najveci
procenat pacijenata je imao bolest ileokolonske lokalizacije, L3 (45, odnosno 42,1%), dok
je podjednaki broj pacijenata imalo bolest lokalizovanu u terminalnom ileumu ili u kolonu
(L1 i L2), i to po 27 pacijenata (25,2%). Gornje partije GIT-a su bile zahvacene kod 8
pacijenata (7,5%), uvek zajedno uz ostale lokalizacije bolesti, najcesce kod pacijenata sa
ileokolonskom lokalizacijom (7 pacijenata), dok je jedan pacijent pored gornjih partija
GIT-a imao lokalizaciju bolesti i u ileumu. U nasoj seriji ispitanika nije bilo pacijenata koji
su izolovano imali zahvacenost gornjih partija GIT-a (L4). U odnosu na fenotipske
karakteristike, najCeS¢e je bila zastupljena stenozantna forma bolesti B2 (57 pacijenata,
odnosno 53,3%), potom inflamatorna bolest B1 (34, odnosno 31,7%), dok je penetrantna
bolest B3 bila prisutna kod 16 pacijenata (15%). Perianalnu bolest (p) je imalo 32 pacijenta
(29,9%) 1 ona je bila zastupljena kod sva tri tipa bolesti u priblizno slicnom procentu.
Prema CDAI, najveci broj pacijenata imao je klini¢ku remisiju bolesti 57 (54,3%), 32
pacijenata su imali blagu aktivnost bolesti (30,5%), dok je 16 pacijenata (15,2%) imalo
umereno teSku aktivnost bolesti. U naSoj grupi pacijenata sa KB, nije bilo ispitanika sa
teSko aktivhom bolesti prema CDAI. Ekstracrevne manifestacije (EIM) bolesti su bile
prisutne kod 18 (16,8%) pacijenat u trenutku izvodenja studije, 16 pacijenata (15%) je
ranije imalo neku od EIM, dok 73 pacijenta (68,2%) nikada nije imalo ni jednu EIM
bolesti. Prema indeksu telesne mase (BMI), 36 pacijenata (33,6%) je bilo pothranjeno, dok
je 71 pacijent (66,4%) imao adekvatnu uhranjenost. Ranu bolest (bolest koja je trajala do
18 meseci) je imalo 40 pacijenata (37,4%). Ispitivali Smo odgovor na terapiju u nasoj

kohorti pacijenata. Vise od pola pacijenata (54, odnosno 50,5%) je imalo kortikosteroid
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(KS)-zavisnu formu bolesti, 14 pacijenata (13,1%) je imao KS-refraktarnu formu bolesti,
dok je 45 pacijenata (42,1%) imalo imunomodulatorno-refraktarnu bolest, ili je razvila
nezeljene efekte na lek (azatioprin ili metotreksat). Trideset i Sest pacijenata (33,7%) je
aktuelno bilo na anti-TNF terapiji, dok je 6 pacijenata ranije bilo na terapiji inhibitorima
TNF. Ranije hirursko lecenje je imalo 53 pacijenta (50%), u proseku u 35. godini zivota
(19-66), sa trajanjem bolesti od 2,86 godina do hirur§kog leCenja. Prema anamnestickim
podacima o puSenju 25 pacijenata su bili aktivni pusaci (23,4%), 11 pacijenata su bili bivsi
pusaci (10,3%), dok 71 pacijent (66,3%) nikada nije bio pusaé. Pozitivnu porodi¢nu
anamnezu za IBC je prijavilo 11 pacijenata (10,3%).

Grupu pacijenata sa UK sacinjavalo je 54 ispitanika muskog pola (54,5%) i 45
pacijenata zenskog pola (45,5%), prosecne godine starosti 42 (raspon 19-70). Bolest je u
proseku trajala 5,5 godina (0-26), a starost pacijenata u trenutku postavljanja dijagnoze je u
proseku iznosila 36,6 godina (2-67). Rana bolest koja je podrazumevala trajanje bolesti do
18 meseci je bila prisutna u 45 pacijenata sa UK (35,5%). U odnosu na lokalizaciju, ve¢ina
nasih pacijenata je imala ekstenzivnu bolest (59, odnosno 59,6%), 35 pacijenata je imalo
levostrani kolitis (35,4%), 2 pacijenta su imali proktitis (2%) i 3 pacijenta su imali pauditis
nakon operativnog leCenja (kolektomija sa ileo-pauc-analnom anastomozom — IPAA).
Srednja vrednost klinicke aktivnosti bolesti prema Mayo skoru je iznosila 6 (0-12), pri
¢emu je najveci procenat pacijenata imao umereno teSku aktivnost bolesti (35 odnosno
35,4%), blaga bolest je bila prisutna kod 32 pacijenta (32,3%), 19 pacijenata bilo u
klini¢koj remisiji (19,2%), dok je 13 pacijenata imalo teSko aktivnu bolest (13,1%).

U odnosu na terapiju, 32 pacijenata (32,2%) su imali KS-zavisnu formu bolesti, 4
pacijenta (4%) su imali KS-refraktarnu bolest, dok je 10 pacijenata (10,1%) imalo
refraktarnu bolest na azatioprin, ili su razvili nezeljene efekte na lek. Anti-TNF terapiju su
koristili, u trenutku izvodenja studije, 3 pacijenta (3%) dok je 4 pacijenata (4%) prekinulo
terapiju nakon 2 godine (prema aktuelnom Pravilnuku Republi¢kog Fonda Zdravstvenog
Osiguranja - RFZO Srbije). U ispitivanoj seriji, 3 pacijenta je bilo podvrgnuto hirur§kom
leGenju (3%) i kod svih je uradena kolektomija sa IPAA. Godine starosti u trenutku
operativnog leCenja su u proseku iznosile 48,7 (30-65), a duzina trajanja bolesti do
hirurSkog lecenja je u proseku iznosila 2,3 godine. U ispitivanoj kohorti 27 pacijenata sa
UK (27,3%) su imali jednu ili viSe ekstracrevnih manifestacija bolesti u trenutku izvodenja
studije (EIM), dok je 12 pacijenata ranije imalo neku od EIM (12,1%). Prema BMI, tj.

indeksu telesne mase, 26 pacijenata (26,3%) su bili pothranjeni, dok je 73 pacijenta bilo
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Tabela 7. Demografske i klinicke karakteristike ispitanika sa KB

Karakteristike pacijenata sa KB

Broj 107
I 5
Pol — Br. (%) l}/luskarm 62 (57,9%)
Zene 45 (42,1%)
Godine starosti (Medijana, Min-Max) 40 (18-68)
Godine starosti kad je postavljena 32,5 (14-67)

dijagnoza (Medijana, Min-Max)

L1 — lleum+proksimalne partije GIT-a

L2 — Kolon+ proksimalne partije GIT-a
Lokalizacija — Br. (%) L3 — lleokolon+ proksimalne partije GIT-a

L4 — Proksimalne partije GIT-a (samo)

Proksimalne partije GIT-a (ukupno)

27+1=28 (26,2%)
27+0=27 (25,2%)
45+7=52 (48,6%)
0
8 (7,5%)

B1- Inflamatorna+perianalna
Forma — Br. (%) B2 — Stenozantna+ perianalna
— . 0

B3 — Penetrantna+perianalna

p — Perianalna (ukupno)

22+12=34 (31,7%)

42+15=57 (53,3%)

11+5=16 (15,0%)
32 (29,9%)

Operacije — Br. (%) 53 (50%)

Godine starosti kad je operisan

(Medijana, Min-Max) 34,7 (19-66)
Duiipa trajan]::a bolesti do operacije 286
(godine, Medijana) '
Sada 18 (16,8%)
Ekstracrevne manifestacija — Br. (%) Ranije 16 (15,0%)
Nikada 73 (68,2%)
Sada 25 (23,4%)
Pusenje — Br. (%) Bivsi pusac 11 (10,3%)
Nikada 71 (66,3%)
IBC 11 (10,3%)
Porodi¢na anamneza za IBC — Br.
(%) UK 6
KB 6
KS-zavisna bolest — Br. (%) 54 (50,5)
KS-refraktarna bolest — Br. (%) 14 (13,1)
Imunomodulatorno-refraktarna bolest — Br. (%) 45 (42,1%)
Sada 36 (33,7%)
Anti-TNF terapija — Br. (%) Ranije 6 (5,6%)
Nikada 65 (60,7%)
CDAI (Medijana, Min-Max) 151 (44-400)
Rana bolest (do 18 meseci) — Br. (%) 40 (37,4%)
BMI (kg/m?) — Br. (%) <18,5 36 (33,6%)
>18,5 71 (66,4%)
Duzina trajanja bolesti u godinama 6.6 (0-31)

(Medijana, Min-Max)

KS — kortikosteroidi; CDAI — Indeks aktivnosti Kronove bolesti; BMI — indeks telesne mase
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Tabela 8. Demografske i klinicke karakteristike ispitanika sa UK

Karakteristike pacijenata sa UK

Broj 99
- 9
Pol  Br. (%) I}/Iuskarm 54 (54,5%)
Zene 45 (45,5%)
Godine starosti (Medijana, Min-Max) 42 (19-70)
Godine starosti kad je postavljena dijagnoza 2.67
(Medijana, Min-Max) 36,6 (2-67)
Proktitis 2 (2,0%)
S 0
Ekstenzivnost — Br. (%) Levostre.ml .kolltllsj 35 (35,4%)
Ekstenzivni kolitis 59 (59,6%)
IPAA - Paucitis 3 (3,0%)
Operacije — Br. (%) 3 (3%)
Godine starosti kad je operisan (Medijana, Min-Max) 48,7 (30-65)
Duzina trajanja bolesti pre operacije (Godine, Medijana) 2,32

Sada 27 (27,3%)
Ekstracrevne manifestacije — Br. (%) Ranije 12 (12,1%)
Nikada 60 (60,6%)
Sada 10 (10,1%)
Pusenje — Br. (%) Bivsi pusac 19 (19,2%)
Nikada 70 (70,7%)
IBC 5(5,1%)
Porodi¢na anamneza za IBC — Br. (%) UK 4
KB 3
KS-zavisna bolest — Br. (%) 32 (32,3%)
KS-refraktarna bolest — Br. (%) 4 (4,1%)
Imunomodulatorno-refraktarna bolest — Br. (%) 10 (10,1%)
Sada 3 (3,0%)
Anti-TNF Terapija — Br. (%) Ranije 4 (4,1%)
Nikada 92 (92,9%)
Mayo (Medijana, Min-Max) 6 (0-12)
Rana bolest (traje do 18 meseci) — Br. (%) 45 (45,5%)
BMI (kg/m?) — Br. (%) <185 26 (26,3%)
>18,5 73 (73,7%)

Duzina trajanja bolesti u godinama (Medijana, Min-Max)

5,5 (0-26)

IPAA — ileo-pau¢ analna anastomoza; KS — kortikosteroidi; BMI — indeks telesne mase

normalno uhranjeno (73,7%). Deset pacijenata sa UK su bili aktivni pusaci (10,1%), dok je

19 pacijenata dalo podatak o ranijem pusenju (19,1%). Pozitivhu porodi¢nu anamnezu za

postojanje IBC u prvom kolenu je prijavilo 5 pacijenata (5,1%).
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4.2 DISTRIBUCIJA POLIMORFIZAMA TNFA, I1L10, IL12B, IL23R | MDR1
GENA U ODNOSU NA HARDY-WEINBERG-OV MODEL RAVNOTEZE

Svi ispitivani genotipovi polimorfizama u TNFA, 1L10, IL12B, IL23R i MDR1
genima su bili u Hardy-Weinberg-ovoj ravnotezi, odnosno njihova distribucija se nije
znacajno razlikovala od ocekivane distribucije (nijedna vrednost p nije bila manja od 0,05),
kako u kontrolnoj grupi ispitanika, tako i u grupama pacijenata sa IBC, grupi pacijenata sa
UK i grupi bolesnika sa KB. Model Hardy-Weinbergove ravnoteZze u odnosu na ispitivane

genotipove je prikazan u Tabeli 9.

Tabela 9. Genotipovi polimorfizama TNFA, 1L10, IL12B, IL23R i MDR1 gena
u odnosu na Hardy-Weinberg-ovu ravnotezu, kod svih grupa ispitanika

Gen / Polimorfizam K%r;gg;”a KB UK IBC
TNFA

51800629 (G-308A) 0,0945 0,2129 0,9041 0,3243
IL10

rs 1800896 (G-1082A) 0,6051 0,8891 0,1162 0,3271

51800871 (C-819T) 0,8869 0,328 0,7041 0,669

51800872 (C-592A) 0,8869 0,328 0,7041 0,669

(53024505 (C/T) 0,527 0,7318 0,8538 0,8512
IL12B

(56887695 (G/C) 0,0995 0,2729 0,8517 0,4832
IL23R

s 11209026 (G1142A) 0,3183 0,9223 0,8783 0,86
MDR1

51128503 (C1236T) 0,1728 0,7174 0,8133 0,5775

52032582 (G2677T/A) 0,6202 0,8818 0,6185 0,6057

51045642 (C3435T) 0,4982 0,8002 0,2473 0,5655

4.3 ISPITIVANJE POLIMORFIZAMA TNFA GENA KOD ZDRAVIH
ISPITANIKA | PACIJENATA SA KB, UK 1 IBC

U grupama pacijenata sa KB, UK i IBC odredivane su ucestalosti alela i genotipova
polimorfizma rs1800629 (G-308A) u TNFA genu i uporedivane su sa grupom zdravih

ispitanika.
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4.3.1 Distribucija alela i genotipova polimorfizma rs1800629 TNFA gena kod
zdravih ispitanika i pacijenata sa KB, UK i IBC

U sve tri grupe pacijenata sa (KB, UK i IBC) i kontrolnoj grupi odredeni su aleli i
genotipovi za rs1800629 TNFA gena. Ucestalost alela, genotipova i nosilaca alela ovog

polimorfizma su prikazani u Tabeli 10.

Tabela 10. Ucestalost alela, genotipova i nosilaca alela polimorfizma rs1800629
TNFA gena kod ispitivanih grupa (kontrolna, KB, UK i IBC)

Kontrolna grupa

INFA rs1800629 (1=255) KB (n=107) UK (n=99) IBC (n=206)
n % n % n % n %

Aleli G 447 876 191 89,3 177 89,4 368 89,3
A 63 124 23 10,7 21 10,6 44 107
Genotipovi GG 193 757 84 785 79 798 163 79,1
GA 61 239 23 215 19 19,2 42 204

AA 1 04 0 0 110 1 05

Nosioci* G 254 99,6 107 100 98 99 205 99
A 62 24,3 23 215 20 20,2 43 202

*Nosioci G su osobe sa GG i GA genotipovima
Nosioci A su osobe sa GA i AA genotipovima

Ispitivanjem distribucije alela, nosioca alela i genotipova polimorfizama rs1800629
TNFA gena kod analiziranih grupa pacijenata (KB, UK i svih IBC pacijenata) nije uocena
znacajna razliku u ucestalosti u odnosu na kontrolnu grupu zdravih ispitnaka. Dobijene p
vrednosti, odnosi Sanse (OR) i intervali poverenja od 95% (95% CI) prikazani su u Tabeli
11.

4.3.2 Klini¢ki zna¢aj polimorfizma rs1800629 TNFA gena kod pacijenata sa KB,
UK IBC

Kod pacijenata sa KB i UK, i u grupi svih pacijenata sa IBC, ispitivana je
udruzenost G-308A polimorfizma (alela, nosioca alela i genotipova) sa slede¢im
fenotipskim karakteristikama bolesti: pol, aktivnost bolesti, godine kad je postavljena
dijagnoza, prethodne hirurSke intervencije zbog osnovne bolesti, ekstenzivnost bolesti,
lokalizacija bolesti, tip KB, terapija, prisustvo EIM, postojanje anemije, pusenje,

pothranjenost i porodi¢no opterecenje za IBC.
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Tabela 11. Distribucija alela i genotipova polimorfizma rs1800629 TNFA gena
kod KB, UK i IBC u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika

KB/Kontrole UK/Kontrole IBC/Kontrole
TNFA rs1800062
p* OR(95%CI)  p* OR (95% Cl) p*  OR (95% CI)
Aleli G 1,17 (0,70-1,94) 1,18 (0,70-2,00) 1,17 (0,78-1,77)
0,54 0,52 0,43
A 0,85 (0,51-1,41) 0,84 (0,49-1,42) 0,84 (0,56-1,27)

Genotipovi GG 056 1,17(0,68-201) 041 1726(0,71-2,23) 0,38  1,21(0,78-1,89)
GA 062 087(0,50-1,49) 034 075(0,42-1,34) 036 0,81 (0,52-1,27)
AA 089" 0,79(0,03-19,60) 0,50" 2,59 (0,16-41,84)  0,88" 1,23 (0,07-19,93)

Nosioci G 0,70 1,26 (0,05-31,35) 0,99 0,38 (0,02-6,22) 0,69 0,80 (0,05-12,98)
A 056 0,14 (0,49-1,46) 041 0,79(0,44-1,39) 0,38  0,82(0,52-1,27)

*Hi kvadrat test; "FiSerov test ta¢ne verovatnoée; OR — odnos $ansi; Cl — Interval poverenja

Kod pacijenata sa KB, genotip GA rs1800629 bio je znacajno rede zastupljen kod
pacijenata koji su bili refraktarni na azatioprin (Hi kvadrat, p=0,012). Ostali klini¢ki
paramerti pacijenata sa KB nisu bili udruZeni sa ispitivanim polimorfizmom TNFA.

Kod pacijenata sa UK, kao i kod ukupne grupe pacijenata sa IBC, ni jedan od
ispitivanih klinickih parametara nije bio udruZen sa ispitivanim polimorfizmom TNFA

(alel, nosioc alela i genotip).

44 ISPITIVANJE POLIMORFIZAMA 1L10 U GRUPI ZDRAVIH ISPITANIKA |
PACIJENATA SA KB, UK | IBC

U grupi pacijenata sa UK, KB i IBC odredivane su ucestalosti alela i genotipova tri
polimorfizma IL10 gena, i to rs1800896 (G-1082A), rs1800871 (C-819T) i rs3024505
(C/T) i uporedivana su sa grupom zdravih ispitanika. Analizom distribucije alela i
genotipova sva tri SNP IL10 gena u ispitivanim grupama, uocena je udruzenost
polimorfizma rs3024505 1L10 gena sa pacijentima sa KB, odnosno svim pacijentima sa
IBC, ali ne i sa pacijentima koji imaju UK. Analizirani aleli i genotipovi polimorfizama
rs1800896 i rs1800871 u promotorskom regionu I1L10 gena nisu se znacajno razlikovali u

ucestalosti u sve tri grupe pacijenata (sa KB, UK i IBC) u odnosu na kontrolnu grupu.
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4.4.1 Distribucija alela i genotipova polimorfizma rs3024505 IL10 gena kod zdravih
ispitanika i pacijenata sa UK, KB i IBC

U sve tri grupe pacijenata sa (KB, UK i IBC) i kontrolnoj grupu odredeni su aleli i
genotipovi za rs3024505 IL10 gena. Ucestalost alela, genotipova i nosilaca alela ovog

polimorfizma su prikazani u Tabeli 12.

Tabela 12. Ucestalost alela, genotipova i nosilaca alela polimorfizma rs3024505
IL10 gena kod ispitivanih grupa (kontrolna, KB, UK i IBC)

10 re30p4505 Kom(rn":'rz‘gg“pa KB (n=107) UK (n=99) IBC (n=206)
n % n % n % n %

Aleli C 440 86,3 166 77,6 162 818 328 796
T 70 137 48 224 36 182 84 204
Genotipovi  cc 191 749 65 60,7 66 66,7 131 63,6
CT 58 227 36 336 30 303 66 32,0

TT 6 2,4 6 56 3 30 9 44

Nosioci* ¢ 249 976 101 944 9% 97 197 956
T 64 251 42 39,2 33 333 75 364

*Nosioci C su osobe sa CC i CT genotipovima
Nosioci T su osobe sa TT i CT genotipovima

Ispitivanjem distribucije alela, nosioca alela i genotipova polimorfizama rs3024505
IL10 gena kod analiziranih grupa pacijenata (KB, UK i svih IBC pacijenata) uocene su
sledeCe statistiCke znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu zdravih ispitanika:
Minorni T alel bio je ¢eSée zastupljen kod pacijenata sa KB, a sli¢na povezanost je uo¢ena
1 za nosioce T alela. U skladu sa tim, oba genotipa koji sadrze T alel (genotipovi TT 1 CT),
su bili ¢e$¢i u grupi pacijenata sa KB u odnosu na zdrave kontrole, mada je statisticka
znacajnost dostignuta samo u slucaju heterozigota CT, verovatno zbog malog broja
ispitanika sa TT genotipom u nasoj kohorti (po 6 u grupi pacijenata sa KB i grupi zdravih
kontrola). C alel i CC genotip su bili znacajno ¢esce prisutni kod zdravih kontrola u odnosu
na pacijente sa KB. Sli¢ni rezultati su dobijeni i kada su se poredile grupe svih pacijenata
sa IBC 1 zdravih ispitanika. Na suprot tome, nijedan alel ili genotip polimorfizma
rs3024505 nije bio udruzen sa UK kod na$ih pacijenata. Na osnovu dobijenih rezultata
moze se pretpostaviti da bi T alel mogao da bude faktor rizika, a C alel protektivni faktor
za razvoj KB, ali ne i UK. Sve dobijene p vrednosti, odnosi Sanse (OR) i intervali
poverenja od 95% (95% CI) prikazani su u Tabeli 13.
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Tabela 13. Distribucija alela i genotipova polimorfizma rs3024505 1L10 gena
kod KB, UK i IBC u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika

1L10 rs3024505

KB/Kontrole

UK/Kontrole

IBC/Kontrole

p* OR(95%CI)  p* OR (95% CI) p*  OR (95% CI)

Aleli C 0,55 (0,36-0,82) 0,71 (0,46-1,11) 0,62 (0,43 -0,87)
T 0,004 1,81 (1,0-2,73) 013 1,39 (0,89-2,16) 0.007 1,81 (1,21-2,73)

Genotipovi  cc 0,007 0,51(0,32-0,83) 0,12 0,67 (0,40-1,11) 0,008 0,58 (0,39-0,87)
CT 0,03 1,72(1,04-2,82) 0,14 1,47 (0,87-2,48) 0,02 1,60 (1,05-2,42)

TT 0,12 2,46(0,77-7,82) 0,717 1,29 (0,31-5,28) 0,23 1,89 (0,66 -5,41)

Nosioci C 0,12 2,46(0,78-7,82) 0,48 0,77 (0,19-3,14) 0,23 0,53 (0,18- 1,51)
T 0,007 1,92(1,92-312) 0,12 1,49(0,90-2,47) 0,008 1,71 (1,44-2,55)

*Hi kvadrat test; "FiSerov test ta¢ne verovatnoée; OR — odnos $ansi; Cl — Interval poverenja

4.4.2 Distribucija alela i genotipova polimorfizma rs1800896 IL10 gena kod zdravih
ispitanika i pacijenata sa UK, KB i IBC

Analizirani aleli i genotipovi polimorfizama rs 1800896 IL10 gena se nisu znacajno
razlikovali u uCestalosti u sve tri grupe pacijenata sa KB, UK i IBC u odnosu na kontrolnu
grupu. Distribucija alela, nosioca alela i genotipova polimorfizama rs1800896 IL10 gena
kod analiziranih grupa ispitanika prikazana je u Tabeli 14, a dobijene p vrednosti, odnosi
sanse (OR) i intervali poverenja od 95% (95% CI) u Tabeli 15.

Tabela 14. Ucestalost alela, genotipova i nosilaca alela polimorfizma rs1800896
IL10 gena kod ispitivanih grupa (kontrolna, KB, UK i IBC)

Kontrolna grupa

1L10 r< 1600896 (12255) KB (n=107) UK (n=99) IBC (n=206)
n % n % n % n %
Aleli G 207 40,6 94 439 84 424 178 43,2
A 303 594 120 56,1 114 576 234 56,8
Genotipovi GG 44 172 21 19,6 14 141 3B 17,0
GA 119 46,7 52 486 56 56,6 108 52,4
AA 92 36,1 34 31,8 29 293 63 30,6
Nosioci* g 163 63,9 73 682 70 707 143 694
A 211 827 86 80,4 85 858 171 83,0

*Nosioci G su osobe sa GG i GA genotipovima
Nosioci A su osobe sa GA i AA genotipovima
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Tabela 15. Distribucija alela i genotipova polimorfizama rs 1800896 IL10 gena
kod KB, UK i IBC u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika

KB/Kontrole UK/Kontrole IBC/Kontrole
IL10 rs 1800896
p* OR(9%CI)  p* OR(95% Cl) p*  OR (95% CI)
Aleli G 0,87 (0,63- 1,20) 0,92 (0,66-1,29) 0,89 (0,69- 1,16)
0,40 0,65 0,42
A 1,14 (0,83-1,58) 1,07 (0,77-1,50) 1,11 (0,85-1,44)
Genotipovi GG 0,59 1,17 (0,65-2,08) 0,47 0,78 (0,41-1,51) 0,94 0,98 (0,60-1,59)
GA 0,73 1,08(0,68-1,69) 0,09 1,48 (0,93-2,37) 0,21 1,25(0,87-1,81)
AA 0,31 0,78(0,48-1,26) 0,22 0,73 (0,44-1,21) 0,21 0,78 (0,52-1,15)
Nosioci G 0,43 12,12(0,75-1,95) 0,22 1,36 (0,82- 2,25) 0,25 12,81 (0,86- 1,89)
A 0,59 0,85(0,47-152) 0,48 1,26 (0,65-2,43) 0,92 1,01 (0,62-1,65)

*Hi kvadrat test; OR — odnos $ansi; Cl — Interval poverenja

4.4.3 Distribucija alela i genotipova polimorfizma rs1800871 IL10 gena kod zdravih
ispitanika i pacijenata sa UK, KB i IBC

Analizirani aleli i genotipovi polimorfizma rs1800871 IL10 gena nisu se znacajno
razlikovali u uCestalosti u sve tri grupe pacijenata sa KB, UK i IBC u odnosu na kontrolnu
grupu. Ucestalost alela i genotipova polimorfizma rs1800871 1L10 gena kod analiziranih

grupa ispitanika prikazana je u Tabeli 16.

Tabela 16. Ucestalost alela, genotipova i nosilaca alela polimorfizma rs1800871
IL10 gena kod ispitivanih grupa (kontrolna, KB, UK i IBC)

Kontrolna grupa

1L10 1< 1600871 (1=255) KB (n=107) UK (n=99) IBC (n=206)
n % n % n % n %
Aleli C 380 745 159 743 139 70,2 298 723
T 130 255 55 257 59 29,8 114 27,7
Genotipovi  cc 142 557 61 57,0 48 485 109 529
CT 96 37,6 37 346 43 434 80 388
TT 17 6,7 9 84 8 81 17 83
Nosioci* ¢ 238 93,3 98 916 91 919 189 917
T 113 443 46 43 51 515 97 47,1

*Nosioci C su osobe sa CC i CT genotipovima
Nosioci T su osobe sa TT i CT genotipovima
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Distribucija alela i genotipova polimorfizama rs1800871 IL10 gena kod

analiziranih grupa pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu prikazana je u Tabeli 17.

Tabela 17. Distribucija alela i genotipova polimorfizma rs1800871 IL10 gena
kod KB, UK i IBC u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika

KB/Kontrole UK/Kontrole IBC/Kontrole
IL10 rs 1800871
p* OR (95% ClI) p* OR (95% CI) p*  OR (95% CI)
Aleli C 1,01 (0,70- 1,45) 1,24 (0,86- 1,78) 1,11 (0,83- 1,49)
0,95 0,24 0,45
T 0,98 (0,68-1,42) 0,80 (0,56-1,15) 0,89 (0,66-1,19)

Genotipovi ¢ 081 1,05 (0,66-1,66) 0,22 0,74 (0,47-1,19) 055 0,89 (0,61-1,29)
CT 058 087 (0,54-1,40) 0,31 1,27 (0,79- 2,03) 0,79 1,05 (0,72-1,53)
TT 045 1,37(0,59-3,19) 0,64 1,23 (0,51-2,95) 051 1,25 (0,62-2,53)

Nosioci C 056 078(0,33-1,80) 064 081(0,34-1,95 051 0,79 (0,39- 1,50)
T 0,82 0,95(0,60-1,49) 022 133(083-2,12) 055 1,12(0,77-1,61)

*Hi kvadrat test; OR — odnos Sansi; Cl — Interval poverenja

4.4.4 Distribucija haplotipova i diplotipova polimorfizama IL10 gena kod zdravih
ispitanika i pacijenata sa KB, UK i IBC

U cilju daljeg ispitivanja znacaja SNP u I1L10 genu za IBC, i potencijalne uloge T
alela kao faktora rizika za KB, izvrSena je haplotipska analiza i odredena distribucija
haplotipova 1 diplotipova (kombinacije haplotipova) kod svih ispitanika. PosSto je ranije
pokazano da se tri polimorfizma G-1082A, C-819T and C-592A) u promotorskom regionu
nalaze u izrazitoj vezanoj neravnotezi [151], u veéini studija oni se analiziraju zajedno kao
trilokusni haplotipovi. Zbog toga smo odlucili da u nasu haplotipsku analizu uklju¢imo 1 C-
592A SNP (rs1800872). Genotipovi za C-592A SNP su izvedeni iz rezulata dobijenih za
IL10 rs1800871 (C-819T) SNP uz zamenu alela T alelom A, s obzirom da je pokazano da
se ta dva polimorfizma nalaze u potpunoj vezanoj neravnotezi i nasleduju se u paru [151].
To nam je omogucilo da odredimo za naSe ispitanike haplotipove sa cetiri lokusa (G-
1082A, C-819T, C-592A and rs3024505). Ukupno je identifikovano 6 haplotipova u nasoj
populaciji, ali su dva retka haplotipa (GTAT and ATAT), ¢ija je frekvencija bila manja od
1%, iskljuCeni iz statisticke analize (Tabela 18). Frekvencija GCCT haplotipa, kao i
ucestalost nosilaca GCCT, bila je znacajno veca u grupi pacijenata sa KB u odnosu na
kontrole (p=0,003, OR=1,848 [1,227-2,783] za GCCT haplotip i p=0,0054, OR=1,969
[1,217-3,186] za nosioce GCCT). GCCT haplotip je bio takode udruzen sa grupom svih
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pacijenata sa IBC. Distribucija haplotipova se nije razlikovala izmedu pacijenata sa UK i
zdravih kontrola (Tabela 18).

Tabela 18. Distribucija haplotipova polimorfizama IL10 gena kod KB,UK i IBC
u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika

Kontrolna grupa

Lo phares KB (n=107) UK (n=99) IBC (n=206)

Haplotipovi " (%) nOH Pt n@)  pr ne)  p*
GCCC 138 (27,1) 46 (215) 0,117  48(242) 0446  94(22,8) 0,140
GCCT 69 (13.5) 48(22.4) 0,003  35(177) 0162 83(20,2) 0,007
ACCC 173 (33,9) 65 (30,4) 0,354 56 (28,3) 0,150 121(29,4) 0,141
ATAC 129 (25,3) 55(257) 0020  58(29.3) 0279 113(27.4) 0,462
GTAT 0 (0,0) 0 (0,0) N.P. 1 05 NP. 1(02 NP
ATAT 1 (02 0 (00) N.P. 0 (00) NP. 0 (0,0) NP
Ukupno 510 (100) 214 (100) 198 (100) 412 (100)

*Hi kvadrat test; " Redosled polimorfizama u haplotipu je -1082, -819, -592 i rs3024505 (C/T)

Detektovali smo 12 razli¢itih diplotipova medu nasim ispitanicima (Tabela 19), ali

nijedan od njih nije bio udruzen sa KB, UK ili svim pacijentima sa IBC (nije prikazano).

Tabela 19. Distribucija diplotipova polimorfizama IL10 gena kod ispitivanih grupa
(kontrola, KB, UK i IBC)

Kontrolna grupa

IL10 (12255) KB (n=107) UK (n=99) IBC (n=206)
Diplotipovi'
n % n % n % n %
GCCC/GCcCC 21 8,2 5 4,7 3 3,0 8 3,9
GCCC/GCCT 17 6,7 10 9,3 7 7 17 8,3
GCCC/ACCC 48 18,8 15 14,0 19 19,2 34 16,5
GCCC/ATAC 31 12,2 11 10,3 15 15 26 12,6
GCCC/GTAT 0 0 1 1 0
GCCT/GCCT 2,4 5,6 3 3,0 4.4
GCCT/ACCC 23 9,0 16 15,0 9 91 25 12,1
GCCT/ATAC 17 7 10 9,3 13 13 23 11,2
ACCC/ACCC 27 10,6 9 8,4 7 7,1 16 7,8
ACCC/ATAC 48 19 16 15 14 14,1 30 14,6
ATAC/ATAC 16 6,3 9 8,4 8 8 17 8,3
GCCC/ATAT 1 0,4 0 0 0 0 0 0
Ukupno 255 100 107 100 99 100 206 100

" Redosled polimorfizama u haplotipu je -1082, -819, -592 i rs3024505 (C/T)
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4.4.5 Klini¢ki znacaj ispitivanih polimorfizama IL10 gena kod pacijenata sa KB,
UK IBC

Kod pacijenata sa UK, KB i IBC ispitivana je udruzenost polimorfizama rs
1800896, rs1800871 i rs3024505 IL10 gena sa slede¢im demografskim i klinickim
karakteristikama bolesti: pol, aktivnost bolesti, godine kad je postavljena dijagnoza,
prethodne hirurSke intervencije zbog osnovne bolesti, ekstenzivnost bolesti, lokalizacija
bolesti, tip Kronove bolesti, postojanje kortikosteroid zavisne/refraktarne bolesti i
imunomodulatorno refraktarne bolesti, prisustvo EIM, prisustvo anemije, puSenje i
porodi¢no opterecenje za IBC.

Utvrdeno je postojanje udruzenosti polimorfizama rs1800871 i rs3024505 sa
prisustvom (ili odsustvom) anemije kod pacijenata sa KB, UK ili IBC. Nosiloci alela C
rs3024505 imali su ¢eS¢e anemiju u KB (i IBC) grupi. TT genotip rs3024505 i rs1800871
su bili ¢eS¢e zastupljeni kod pacijenata bez anemije u KB i IBC grupi (rs3024505),
odnosno UK grupi (rs1800871). Povezanost genotipova i nosioca alela sa prisustvom

anemije prikazana je u Tabeli 20.

Tabela 20. Udruzenost anemije i polimorfizama I1L10 gena

Grupa Prisustvo

. * [0)
IL10 SNP Alel/Genotip (KB/UK/IBC) anemije p OR (95% CI)
rs1800871 Genotip TT UK Ne 0,019 6,00 (1,33 -27,02)
Genotip TT IBC Ne 0,019  5,03(1,29-19,62)
Nosilac C IBC Da 0,019 5,03 (1,29 -19,62)
rs3024505
Genotip TT KB Ne 0,036 6,69 (1,15-38,92)
Nosilac C KB Da 0,036 6,69 (1,15-38,92)

*Hi kvadrat test; OR — odnos Sansi; Cl — Interval poverenja

Za polimorfizam rs3024505, utvrdeno je da postoji i povezanost sa tipom KB.
Sli¢no kao i kod anemije, nosioci alela C bili su udruZeni sa stenozantnom ili penetrantnom

formom bolesti, a genotip TT sa blazom inflamatornom formom KB (Tabela 21).

Tabela 21. Udruzenost tipa KB i polimorfizma rs3024505 IL10 gena

Alel/Genotip Fenotip KB p* OR (95% CI)
Genotip TT Ceséi kod inflamatorne forme 0,012 12,41 (1,39-110,91)
Nosilac C Ces¢i kod stenozantne/fistulozne forme 0,012 12,41 (1,39-110,91)

*Hi kvadrat test; OR — odnos $ansi; Cl — interval poverenja
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45 ISPITIVANJE POLIMORFIZAMA 1L12B GENA KOD ZDRAVIH
ISPITANIKA | PACIJENATA SA KB, UK 1 IBC

U grupama pacijenata sa KB, UK i IBC odredivane su ucestalosti alela i genotipova
polimorfizma rs6887695 (G/C) u neposrednoj blizini IL12B gena i uporedivane su sa
grupom zdravih ispitanika.

45.1 Distribucija alela i genotipova polimorfizma rs6887695 IL12B gena kod
zdravih ispitanika i pacijenata sa UK, KB i IBC

U sve tri grupe pacijenata sa KB, UK i IBC i kontrolnoj grupi odredeni su aleli i
genotipovi za rs6887695 1L12B gena. Ucestalost alela, genotipova i nosilaca alela ovog

polimorfizma su prikazani u Tabeli 22.

Tabela 22. Ucestalost alela, genotipova i nosilaca alela polimorfizma rs6887695
IL12B gena kod ispitivanih grupa (kontrolna, KB, UK i IBC)

Kontrolna grupa

L 195 rs 6857605 (n=255) KB (n=107) UK (n=99) IBC (n=206)
n % n % n % n %

Aleli G 366 718 141 659 137 69,2 278 675
C 144 282 73 341 61 318 134 325

Genotipovi GG 126 49,4 49 458 47 475 96 46,6
GC 114 44,7 43 40,2 43 434 86 417

cc 15 5,9 15 140 9 91 24 11,6

Nosioci* g 240 94,1 92 86 90 90,9 182 88,3
C 129 50,6 58 52,2 52 525 110 534

*Nosioci G su osobe sa GG i GC genotipovima

Nosioci C su osobe sa GC i CC genotipovima
Utvrdili smo statisti¢ki znacajnu razliku u ucestalosti CC genotipa polimorfizma rs
6887695 IL12B gena izmedu pacijenata sa KB i IBC i kontrolne grupe ispitanika, dok se
genotipovi GG i GC nisu znacajno razlikovali izmedu grupa pacijenata i zdravih ispitanika.
CC genotip ovog polimorfizma bio je znacajno ¢esce prisutan kod pacijenata sa KB (i
IBC), u odnosu na kontrolnu grupu, sugeriSu¢i moguéu ulogu genotipa CC i alela C u
nastanku KB. Takode, nosioci G alela su rede bili zastupljeni u grupi pacijenata sa KB i
IBC u odnosu na zdrave ispitanike. U skladu sa tim je i C alel bio ¢eSc¢e zastupljen kod

pacijanata sa KB (34,1%), u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika (28,2%), mada razlika
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nije dostigla statisticku znacajnost, verovatno zbog ograni¢enog broja ispitanika u nasoj
studiji. Dobijene p vrednosti, odnosi Sanse (OR) i intervali poverenja od 95% (95% CI)

prikazani su u Tabeli 23.

Tabela 23. Distribucija alela i genotipova polimorfizama rs6887695 IL12B gena
kod KB, UK i IBC u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika

KB/Kontrole UK/Kontrole IBC/Kontrole
IL12B rs 6887695
p* OR(95%CI)  p* OR (95% Cl) p*  OR (95% CI)
Aleli G 0,75 (0,53-1,06) 0,88 (0,61-1,26) 0,81 (0,61-1,08)
0,11 0,49 0,15
C 1,31 (0,93-1,85) 1,13 (0,79-1,61) 1,22 (0,92-1,62)

Genotipovi GG 052 0,86(0,55-1,36) 074 092(0,58-147) 054 0,89 (0,61- 1,29)
GC 042 083(0,52-1,31) 082 094(059-1,51) 052 0,88 (0,61-1,28)
cC 004 220(1,01-477) 028 160(0,67-3,78) 0,02 2,10 (1,07-4,13)

Nosioci G 0,01 0,38(0,18-8,81) 0,28 0,62 (0,26-1,47) 0,03 0,47 (0,24-0,92)
C 0,53 1,15(0,73-1,82) 0,74 1,08 (0,68-1,72) 0,55 1,12(0,77-1,61)

*Hi kvadrat test; "FiSerov test tadne verovatnoée; OR — odnos $ansi; Cl — interval poverenja

4.5.2 Klini¢ki znacaj polimorfizma rs6887695 I1L12B gena kod pacijenata sa KB,
UKiIBC

Kod pacijenata sa KB, UK i IBC ispitivana je udruzenost navedenih polimorfizama
(alela, nosioca alela 1 genotipova) sa slede¢im fenotipskim karakteristikama bolesti: pol,
aktivnost bolesti, godine kad je postavljena dijagnoza, prethodne hirurske intervencije zbog
osnovne bolesti, ekstenzivnost bolesti, lokalizacija bolesti, tip KB, terapija, prisustvo EIM,
postojanje anemije, pusenje, pothranjenost 1 porodicno opterecenje za IBC,

Kod pacijenata sa KB postojanje perianalne fistule je bilo statisticki znacajno rede
kod pacijenata sa CC genotipom polimorfizma rs6887695 IL12B (Hi kvadarat test,
p=0,034). U skladu sa navedenim, nosioci G alela su ¢eS¢e imali fistuloznu formu bolesti
(Hi kvadrat test, p=0,022). Druge ispitivane fenotipske karakteristike pacijenata sa KB nisu
bile udruzene sa ispitivanim polimorfizmima rs6887695 IL12B gena. Takode, ispitivane
fenotipske karatkertistike pacijenata sa UK nisu bile udruzene sa ispitivanim genotipovima
polimorfizma rs68876951L12B gena. Kada su pacijenti sa IBC posmatrani u celini,
pacijenti koji su imali genotip CC imali su rede EIM bolesti i uo¢ena udruZenost je bila na

granici znacajnosti (Hi kvadrat test, p=0,050).
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46 ISPITIVANJE POLIMORFIZAMA IL23R GENA KOD ZDRAVIH
ISPITANIKA | PACIJENATA SA KB, UK 1 IBC

U grupama pacijenata sa UK, KB i IBC odredivane su ucestalosti alela i genotipova
polimorfizama rs11209026 (G1142A) IL23R gena i uporedivane su sa grupom zdravih
Ispitanika.

4.6.1 Distribucija alela i genotipova polimorfizma rs11209026 IL23R gena kod
zdravih ispitanika i pacijenata sa KB, UK i IBC

U sve tri grupe pacijenata, sa KB, UK i IBC, i kontrolnoj grupi odredeni su aleli i
genotipovi za rs11209026 1L23R gena. Ucestalost alela, genotipova i nosilaca alela ovog

polimorfizma su prikazani u Tabeli 24.

Tabela 24. Ucestalost alela, genotipova i nosilaca alela polimorfizma rs11209026
IL23R gena kod ispitivanih grupa (kontrolna, KB i UK)

Kontrolna grupa

L 23R 111209026 (n=255) KB (n=107) UK (n=99) IBC (n=206)
n % n % n % n %

Aleli G 480 941 212 99,1 195 98,5 407 98,8
A 30 5,9 2 09 3 15 5 1.2
Genotipovi G 225 882 105 98,1 96 97,1 201 97,6
GA 30 11,8 2 19 3 30 5 24

AA 0 0,0 0 00 0 00 0 00

Nosioci* g 255 100 107 100 99 100 206 100
A 30 11,8 2 19 3 303 5 24

*Nosioci G su osobe sa GG i GA genotipovima

Nosioci A su osobe sa GA i AA genotipovima
Poredenjem distribucije alela i genotipova, utvrdena je statisticki znacajna razlika u
ucestalosti GG 1 GA genotipova polimorfizma rs11209026 IL23R gena izmedu svih
ispitivanih kohorti pacijenata (UK, KB i IBC) i kontrolne grupe ispitanika. Genotip AA
nije detektovan kako kod ispitivanih pacijenata tako ni u grupi zdravih ispitanika. G alel i
GG genotip polimorfizma rs11209026 IL23R gena bili su znacajno ¢esc¢e prisutni kod svih
ispitivanih grupa pacijenata sa KB, UK i IBC, u odnosu na kontrolnu grupu, sugerisuci
mogucu predisponiraju¢u ulogu alela G, odnosno genotipa GG u nastanku bolesti.

Nasuprot tome, GA genotip polimorfizma rs11209026 IL23R gena je bio znacajno rede
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prisutan kod svih ispitivanih grupa pacijenata (KB, UK i IBC) u odnosu na kontrolnu
grupu, sugerisué¢i protektivni ulogu A alela u nastanku IBC. Ispitivanjem ucestalosti
nosioca alela polimorfizama rs11209026 IL23R gena, utvrdili smo znacajnu povezanost
nosioca A alela sa grupom zdravih ispitanika, u odnosu na rede prisustvo ovog alela kod
pacijenata sa KB, UK i IBC, sto ukazuje na protektivnu ulogu A alela u nastanku IBC.
Rezultati poredenja ucestalosti alela, genotipova i nosioca alela polimorfizma rs11209026

IL23R gena u grupi pacijenata sa KB, UK, IBC i kontrolnoj grupi prikazani su u Tabeli 25.

Tabela 25. Distribucija alela i genotipova polimorfizama rs11209026 1L23R gena
kod KB, UK i IBC u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika

KB/Kontrole UK/Kontrole IBC/Kontrole
IL23R rs11209026

p* OR(95%CI)  p* OR(95% ClI) p*  OR (95% ClI)

Aleli G 6,62(1,56-27,97) 4,06 (1,22-13,46) 5,08 (1,95-13,23)
0,003+ 0,013 0,0002°"
A 0,15 (0,03-0,63) 0,24 (0,07-0,81) 0,19 (0,07-0,51)

Genotipovi GG 0,0085 7,00(1,64-29,84) 0,02 4,26 (1,27-14,31) 0,0007 5,36 (2,04-14,07)
GA 00085 014(0,03-060) 002 0,23(0,06-078) 0,0007 0,18 (0,07-0,49)

AA N. P. N. P. N. P. N. P. N. P. N. P.
Nosioci G 0,66 0,42(0,01-21,34) 0,64 0,38(0,01-19,76) 0,91 0,80 (0,01 -40,91)
A 0,003 0,14 (0,03-0,61) 0,012" 0,23(0,07-0,79) 0,0001" 0,18 (0,07 -0,49)

*Hi kvadrat test; "Fiserov test tadne verovatnoce; Cl — interval poverenja; OR — odnos $ansi;
N. P. — nije primenjivo
4.6.2 Klini¢ki znacaj polimorfizma rs11209026 IL23R gena kod pacijenata sa KB,
UKiIBC

Kod pacijenata sa KB, UK i IBC ispitivana je udruzenost polimorfizma rs11209026
IL23R gena (alela, nosioca alela i genotipova) sa slede¢im fenotipskim karakteristikama
bolesti: pol, aktivnost bolesti, godine kad je postavljena dijagnoza, prethodne hirurske
intervencije zbog osnovne bolesti, ekstenzivnost bolesti, lokalizacija bolesti, tip KB,
terapija, prisustvo EIM, postojanje anemije, puSenje, pothranjenost i porodi¢no opterecenje
za IBC. Ni jedan od navedenih fenotipskih karakteritistika KB, UK i IBC nije bio udruzen

sa alelima, nosiocima alela i genotipovima polimorfizma rs11209026 IL23R gena.
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4.7 ISPITIVANJE POLIMORFIZAMA MDR1 GENA KOD ZDRAVIH
ISPITANIKA | PACIJENATA SA KB, UK 1 IBC

U grupama pacijenata sa UK, KB i IBC odredivane su ucestalosti alela i genotipova
tri polimorfizma MDR1 gena, rs1128503 (C1236T), rs2032582 (G2677T/A) i rs1045642
(C3435T) i uporedivane su sa grupom zdravih ispitanika. Takode su odredivani i
haplotipovi i diplotipovi sva tri polimorfizma MDR1 gena i poredena je njihova distribucija

u grupama pacijenata sa KB, UK i IBC u odnosu na grupu zdravih ispitanika.

4.7.1 Distribucija alela i genotipova polimorfizama MDR1 gena kod zdravih
ispitanika i pacijenata sa UK, KB i IBC

U sve tri grupe pacijenata, sa KB, UK i IBC, i kontrolnoj grupi odredeni su aleli i
genotipovi za rs1128503 (C1236T), rs2032582 (G2677T/A) i rsl045642 (C3435T)
polimorfizme MDR1 gena. Utvrdili smo statisticki znacajnu razliku ucestalosti svih
ispitivanih alela/genotipova MDR1 gena izmedu pacijenata sa UK i kontrolne grupe
ispitanika, dok ni jedan ispitivan polimorfizam nije bio udruzen sa KB i sa grupom svih
pacijenata sa IBC. Distribucije alela i genotipova sva tri polimorfizama MDR1 gena kod

analiziranih grupa ispitanika prikazana je u Tabeli 26.

4.7.1.1 Poredenje distribucije alela i genotipova polimorfizma rs1128503 MDR1 gena
kod zdravih ispitanika i pacijenata sa KB, UK i IBC

Kada su distribucije alela i geotipova polimorfizma rs1128503 (C1236T) MDR1
gena poredena izmedu razlicitih grupa pacijenata (KB, UK i IBC) i kontrolnih ispitanika,
uoceno je da su alel T 1 genotip TT bili statistiCki znacajno ¢esS¢e prisutni kod pacijenata sa
UK u odnosu na kontrolnu grupu, $to dovodi do pretpostavke da bi T alel i TT genotip
ovog polimorfizma mogli da predstavljaju faktore rizika za nastanak UK. U grupi
ispitanika sa KB, kao i u grupi svih ispitanika sa IBC, nije uocena razlika u distribuciji
alela i genotipova u odnosu na zdravu kontrolnu grupu. Rezultati analize poredenja
distibucija alela i genotipova za C1236T sa dobijenim p vrednostima, odnosima Sanse

(OR) i intervalima poverenja od 95% (95% CI) prikazani su u Tabeli 27.
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Tabela 26. Ucestalost alela i genotipova polimorfizma rs1128503, rs2032582 i rs1045642
MDR1 gena kod ispitivanih grupa (kontrola, KB, UK i IBC)

Kontrolna grupa

MDR1 (n=255) KB (n=107) UK (n=99) IBC (n=206)
polimorfizmi
n % n % n % n %
C1236T (rs1128503)
Aleli C 285 559 126 58,9 81 40,9 207 50,2
T 225 441 88 411 117 591 205 498
Genotipovi  CC 85 333 38 355 16 16,2 54 26,2
CT 115 451 50 46,7 49 495 99 481
TT 55 216 19 178 34 343 53 257
G2677T/A (rs2032582)
Aleli G 282 553 125 58,4 84 424 209 50,7
T 221 433 85 397 113 571 198 481
A 7 1,4 4 1,9 1 0,5 5 1,2
Genotipovi GG 83 325 35 327 16 16,2 51 24,8
GT 112 439 52 48,6 51 515 103 50,0
GA 4 1,6 3 2,8 1 1,0 4 1,9
TT 53 208 16 150 31 313 47 228
TA 3 1,2 0,9 0 0,0 0,5
AA 0 0,0 0,0 0 0,0 0,0
C3435T (rs1045642)
Aleli C 262 514 94 439 79 39,9 213 517
T 248 486 120 56,1 119 60,1 199 483
Genotipovi CC 70 275 33 308 13 13,1 46 223
CT 122 478 54 50,5 53 535 107 52,0
TT 63 247 20 187 33 333 53 257
Tabela 27. Distribucija alela i genotipova polimorfizama rs1128503 MDR1 gena
kod KB, UK i IBC u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika
MDR1 C1236T KB/Kontrole UK/Kontrole IBC/Kontrole
re1128503 p* OR(9%5%CI) p* OR(9%CI)  p* OR(95%Cl)
Aleli C 1,13 (0,81-1,56) 0,55 (0,39-0,76) 0,80 (0,61-1,03)
0,45 0,0004 0,08
T 0,88 (0,64-1,22) 1,82 (1,31-2,55) 1,25 (0,96-1,62)
Genotipovi ¢ 0,68 1,10(0,68-1,76) 0,001 0,38 (0,21-0,69) 0,09 0,71 (0,47-1,06)
CT 0,77 1,06 (0,67-1,67) 0,45 1,19 (0,74-1,89) 0,52 1,12(0,77-1,62)
TT 0,41 0,78 (0,44-1,40) 0,01 1,90 (1,14-3,17) 0,29 1,25(0,81-1,94)

*Hi kvadrat test; OR — odnos $ansi; Cl — interval poverenja
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4.7.1.2 Distribucija alela i genotipova polimorfizma rs2032582 MDR1 gena kod
zdravih ispitanika i pacijenata sa KB, UK i IBC

Poredenjem distribucija alela i genotipova troalelskog polimorfizma rs2032582
(G2677T/A), uoceno je da su alel T i genotip TT bili ¢esce prisutni kod pacijenata sa UK,
Sto moze da ukaze da bi T alel i TT genotip G2677T/A polimorfizma mogli da budu
predisponirajuéi faktori u nastanku UK. U grupi ispitanika sa KB, i u grupi svih ispitanika
sa IBC, ni jedan od analiziranih polimorfizama se nije razlikovao u ucestalosti u odnosu na
zdravu kontrolnu grupu. Rezultati analize poredenja distribucija alela i genotipova za
G2677T/A sa dobijenim p vrednostima, odnosima Sanse (OR) i intervalima poverenja od
95% (95% CI) prikazani su u Tabeli 28.

Tabela 28. Distribucija alela i genotipova polimorfizama rs2032582 MDR1 gena
kod KB, UK i IBC u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika

MDR1 G2677T/A KB/Kontrole UK/Kontrole IBC/Kontrole
52032582 p* OR(9%CI)  p* OR (95% Cl) p*  OR (95% ClI)
Aleli G 044 1113(0,82-156) 0,002 0,59 (0,42-082) 0,16 0,83 (0,64-1,07)
T 0,36 0,86(0,62-1,19) 0,001 1,73 (1,24-2,42) 0,15 1,20 (0,93-1,57)
A 0,61 1,36(0,39-4,72)  0,34" 0,36 (0,04-2,98) 0,83 0,88 (0,27-2,80)
Genotipovi GG 0,97 1,00(0,62-1,63) 0,002 0,39 (0,22-0,72) 0,06 0,68 (0,45-1,02)
GT 041 1,20 (0,76-1,89) 0,19 1,35(0,85-2,16) 0,19 1,27 (0,88-1,84)
GA 0,44" 1,81 (0,39- 8,22) 0,69 0,64 (0,07- 5,80) 0,76" 1,24 (0,30- 5,03)
TT 0,9 0,67 (0,36-1,23) 0,04 1,73(1,03-2,92) 0,59 1,12 (0,72-1,75)
TA 0,84" 0,79 (0,08-7,70) 0,50 0,36 (0,01-7,08) 0,447 0,40 (0,04-3,96)

*Hi kvadrat test; "FiSerov test tadne verovatnoée; OR — odnos $ansi; Cl — interval poverenja

4.7.1.3 Distribucija alela i genotipova polimorfizma rs1045642 MDR1 gena kod
zdravih ispitanika i pacijenata sa KB, UK i IBC

Poredenjem distribucije alela i genotipova rs1045642 (C3435T) MDR1 gena medu
ispitivanim grupama, uoceno je da su alel C i genotip CC ovog polimorfizma bili zna¢ajno
rede prisutni kod pacijenata sa UK u odnosu na kontrolnu grupu, sugeriSu¢i mogucu
protektivnu ulogu C alela u nastanku UK. U grupi ispitanika sa KB, kao i u grupi svih
ispitanika sa IBC, ni jedan od alela i genotipova C3435T se nije razlikovao u ucestalosti u

odnosu na zdravu kontrolnu grupu. Rezultati analize poredenja distribucija alela i
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genotipova za C3435T sa svim dobijenim p vrednosti, odnosima $anse (OR) i intervalima
poverenja od 95% (95% CI) prikazani su u Tabeli 29.

Tabela 29. Distribucija alela i genotipova polimorfizama rs1045642 MDR1 gena
kod KB, UK i IBC u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika

MDR1 C3435T KB/Kontrole UK/Kontrole IBC/Kontrole
rs1045642
p* OR (95% CI) p* OR (95% CI) p*  OR (95% CI)
Aleli C 1,21 (0,87-1,66) 0,63 (0,45-0,88) 1,01 (0,78 -1,31)
0,24 0,006 0,92
T 0,82 (0,60-1,14) 1,59 (1,14- 2,21) 0,98 (0,76-1,27)

Genotipovi ¢ 051 1,17(0,71-1,93) 0,005 0,39 (0,20- 0,76) 0,20 0,75 (0,49-1,16)
CT 0,64 1,11(0,70-1,74) 0,33 1,25 (0,78-2,00) 0,38 1,17 (0,81-1,70)
TT 0,21 0,70 (0,39-1,23) 0,10 1,52 (0,91-2,52) 0,80 1,05 (0,69-1,61)

*Hi kvadrat test; OR — odnos $ansi; Cl — interval poverenja

4.7.2 Poredenje ucestalost nosioca alela polimorfizama MDR1 gena kod zdravih

ispitanika i pacijenata sa KB, UK i IBC

Uporedivali Smo ucestalost nosioca alela sva tri ispitivana polimorfizma MDR1
gena u grupama pacijenata sa KB, UK i IBC u odnosu na kontrolnu grupu. Utvrdena je
znacajna povezanost nosioca T alela kod svih ispitivanih polimorfizama MDR1 gena
(C1236T, G2677T/A i C3435T) i UK. U skladu sa navedenim, ucestalost nosioca C alela
polimorfizma C1236T (rs112503) je bila znacajno manja kod pacijenata sa UK u odnosu
na kontrolnu grupu. Nasuprot tome, nije uoc¢ena znacajna razlika u distribuciji nosioca
alela bilo kog ispitivanog polimorfizama MDR1 gena izmedu zdravih ispitanika i
pacijenata sa KB (nije prikazano). Rezultati poredenja ucestalosti nosioca alela u grupi
pacijenata sa UK i kontrolnoj grupi sa dobijenim p vrednostima, odnosima Sanse (OR) i

intervalima poverenja od 95% (95% CI) prikazani su u Tabeli 30.

4.7.3 Distribucija haplotipova i diplotipova polimorfizama MDR1 gena kod zdravih
ispitanika i pacijenata sa KB, UK i IBC

U naSoj seriji ispitanika odredivani su i haplotipovi i diplotipovi (kombinacije
haplotipova) koji su izvedeni iz rezultata genotipizacije tri ispitivana polimorfizma MDR1

gena. Identifikovano je 9 razliitih trialelskih haplotipova (redosled polimorfizama

C1236T, G2677T/A i C3435T). Medu njima, haplotip TTT i haplotip CGC su bili naj¢es¢i
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I kod pacijenata sa UK i kod pacijenata sa KB, dok su ostali haplotipovi pojedinac¢no u
svim grupama ispitanika bili znatno manje zastupljeni sa manje od 5%, i nisu ukljuceni u

Tabela 30. Distribucija ucestalosti nosioca alela polimorfizama MDR1 gena
kod pacijenata sa UK u odnosu na kontrolnu grupu

Kontrola

MDR1 polimorfizmi (n=255) UK (n=99)
n n p* OR (95% CI)

C1236T (rs1128503)

Nosilac C alela 200 65 0,013 0,526 (0,315 -0,876)

Nosilac T alela 170 83 0,001 2,594 (1,430 - 4,703)
G2677T/A (rs2032582)

Nosilac G alela 199 68 0,067 0,617 (0,368 — 1,036)

Nosilac T alela 168 82 0,002 2,498 (1,394 — 4,475)

Nosilac A alela 7 1 0,4511 0,362 (0,044 —2,977)
C3435T (rs1045642)

Nosilac C alela 192 66 0,101 0,656 (0,396 — 1,088)

Nosilac T alela 185 86 0,004 2,503 (1,314 - 4,770)

*Hi kvadrat test; "FiSerov test tadne verovatnoée; OR — odnos $ansi; Cl — interval poverenja

statistiCku analizu (sa izuzetkom haplotipa CGT ¢ije je ucestalost bila od 5,9% do 6,5% u
zavisnosti od ispitivane grupe). Poredenjem ucestalosti haplotipova izmedu grupa
pacijenata i kontrolne grupe uoéeno je da je haplotip 1236T /2677T/3435T (TTT) bio ¢esce
prisutan kod pacijenata sa UK (p=0,001, OR=1,707 [1,226-2,376]), §to dovodi do
pretpostavke da bi navedeni haplotip mogao da bude faktor rizika za nastanak UK.
Haplotip 1236C /2677G/3435C (CGC) je bio znacajno rede zastupljen kod pacijenata sa
UK u odnosu na kontrolnu grupu (p=0,003, OR=0,593 [0,422-0,834]), §to sugerise moguci
protektivan znacaj ovog haplotipa u nastanku UK (Tabela 31). Nasuprot UK, nije utvrdena
statisticki znacajna razlika u ucestalosti navedenih haplotipova u grupi pacijenata sa KB,
odnosno svih pacijenata sa IBC u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika.

Obzirom na jasnu povezanost haplotipova sa UK, ispitivani su diplotipovi koji su
bili zastupljeni sa 5% ili viSe u naSoj seriji ispitanika. Od ukupno 16 identifikovanih,
najzastupljeniji diplotipovi koji su se izdvojili u ispitivanoj kohorti pacijenata i zdravih
kontrola bili su CGC/CGC, CGC/TTT 1 TTT/TTT, dok su jos tri bila zastupljena vise od
5% u nekoj od ispitivanih grupa i to CGC/CGT, CGT/TTT i TTC/TTT (Tabela 31). Od
svih ispitivanih diplotipova, diplotip CGC/CGC je bio znacajno rede zastupljen kod
pacijenata sa UK u odnosu na kontrolnu grupu (p=0,013, OR=0,425 [0,213-0,848]), dok je
diplotip TTC/TTT bio znacajno c¢eS¢e zastupljen kod pacijenata sa UK (p=0,042,
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OR=4,468 [1,047-19,364]). Ovi rezultati sugerisu moguci protektivan znacaj CGC/CGC

diplotipa, odnosno predisponiraju¢u ulogu TTC/TTT diplotipa u nastanku UK. Diplotip

TTT/TTT je takode CeS¢e bio zastupljen kod pacijenata sa UK, ali razlika nije dostigla

statisticku znacajnost. Nije utvrdeno postojanje povezanosti izmedu ostalih ispitivanih

diplotipova i pacijenata sa UK, KB i IBC u odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 31).

Tabela 31. Distribucija haplotipova i diplotipova polimorfizama MDR1 gena
kod KB,UK i IBC u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika

Kontrole

MDR1 (n=255) KB (n=107) UK (n=99) IBC (n=206)
Haplotip/Diplotip — — —
n (%) n (%) p n (%) p n (%) p
Haplotip*
CGC 239 (46,9) 107 (50,0) 0,442 68(34,3) 0,003 175(425) 0,183
CGT 30 (5,9) 14 (6,5) 0,740 12 (6,1) 0,920 26 (6,3) 0,791
TTT 208 (40,8) 78 (36,4) 0,275 107 (54,0) 0001  185(44,9) 0,209
Ostali 33 (6,5) 15 (7,00 N.P. 11 (5,6) N.P. 26 (6,3) N.P.
Diplotip
CGC/CGC 58 (22,7) 26 (24,3) 0,752 11 (11,1) 0,013 37(18,0) 0,207
CGC/CGT 15 (5,9) 8 (75) 0,572 2 (20) 0,169% 10 (49) 0,631
CGC/TTT 89 (34,9) 39 (36,4) 0,777 42 (42,4) 0,188 81(39,3) 0,327
CGT/TTT 11 (4,3) 6 (56) 0,597 5 (51) 0,778 11 (53) 0,610
TTC/TTT 3 (12 2 (1,9 0635 5 (51) 0,042+ 7 34) 0,119
TTT/TTT 48 (18,8) 14 (13,1) 0,186 26 (26,3) 0,122 40 (19,4) 0,862
Ostali 31 (12,2) 12(11,2)  N.P. 8 (81 N.P. 20 (9,7) N.P.

*Hi kvadrat test; *Redosled polimorfizama u haplotipu je 1236, 2677 i 3435; 'Fiserov test tatne verovatnoce;

N. P. — nije primenjivo

4.7.4 Klini¢ki znacaj ispitivanih polimorfizama MDR1 gena kod pacijenata sa KB,

UKiIBC

Kod pacijenata sa KB, UK 1 IBC ispitivana je udruzenost alela, nosilaca alela,

genotipova sva tri ispitivana polimorfizma MDR1 gena (C1236T, G2677T/A i C3435T),

haplotipova i diplotipova sa slede¢im demografskim i klinickim karakteristikama bolesti:

pol, aktivnost bolesti, godine kad je postavljena dijagnoza, prethodne hirurske intervencije

zbog osnovne bolesti, ekstenzivnost bolesti, lokalizacija bolesti, tip KB, kortikosteroid-

zavisna/refraktarna bolest, imunomodulatorno-refraktarna bolest, prisustvo prisutvo EIM,

postojanje anemije, pusenje i porodi¢no opterecenje za IBC.

U nasoj seriji ispitanika sa KB, ¢ak 63% pacijenata je imalo kortikosteroid-zavisnu

formu bolesti, dok je oko 42% pacijenata imalo imunomodulatorno-refrakternu bolest ili su
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razvili nezeljene efekte na lek (azatioprin ili metotreksat). Biolosku terapiju je primalo oko
34% pacijenata u trenutku izvodenja studije. U grupi pacijenata sa UK, 36% je imalo
kortikosteroid zavisnu/refrakternu formu bolesti, 10% je imalo imunomodulatorno
refrakternu bolest ili su razvili neZeljene efekte na lek (azatioprin), dok je 7% pacijenata
primalo biolosku terapiju (antiTNF) u trenutku studije ili ranije.

Nakon uradenih statistickih analiza, utvrdena je povezanost izmedu pojednih alela,
genotipova i haplotipova i pusenja kod pacijenata sa UK, kao i udruzenost KB sa rizikom
od hirurSkog leCenja, dok je povezanost sa postojanjem EIM bolesti bila na granici
statisticke znacajnosti. U Tabeli 32 su prikazani najznacajniji rezulatati koji se odnose na
povezanost genotipa i fenotipa za sve ispitivane polimorfizme kod nasih pacijenata sa UK i
KB.

Tabela 32. Udruzenost fenotipskih karakteristika bolesti i polimorfizama
MDR1 gena kod pacijenata sa KB i UK

MDR1

SNP Alel/Genotip/Haplotip KB/UK Fenotip p* OR (95% CI)
C1236T (rs1128503)
Alel T UK Ceséi kod nepusaca 0,030 3,26 (1,07-9,86)
Genotip CT UK Ceséi kod nepusaca 0,024 2,98 (1,15-7,73)
Genotip CC UK Ceséi kod pusaca 0,036 0,30 (0,10-0,92)
C3435T (rs1045642)
Alel T UK Ces¢éi kod nepusaca 0,025 3,73 (1,12-2,40)
Genotip CC UK Ceséi kod pusaca 0,031  0.26 (0,08-0,88)
Alel T KB Ceséi kod operisanih 0,008 0,30 (0,12-0,72)
Alel C KB Niza incidenca EIM 0,057 0,38 (0,14-1,03)
Sva tri SNP
Haplotip TTT UK Ces¢i kod nepusaca 0,020 3,39 (1,17-1,81)

4.8 POREDENJE RASPODELE ALELA POLIMORFIZAMA 1L10, IL12B, IL23R
I MDR1 GENA KOD ZDRAVIH OSOBA U SRBIJI SA DRUGIM
POPULACIJAMA

Rezultati raspodele alela svih ispitivanih polimorfizama IL10, IL12B, IL23R i
MDR1 gena u populaciji zdravih osoba iz Srbije uporedeni su sa objavljenim podacima za
druge populacije iz razlicitih zemalja 1 geografskih regija. Za to su koriS¢ene studije u

kojima je ispitivana povezanost tih polimorfizama sa IBC. Podaci za polimorfizam
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rs1800629 u TNFA genu su ranije analizirani kod zdravih ispitanika u Srbiji [196], tako da

nisu uklju¢enu u ovu studiju.

4.8.1 Poredenje raspodele alela polimorfizama IL10 gena kod zdravih osoba u Srbiji

sa drugim populacijama

Raspodela alela polimorfizma IL10 gena kod zdravih ispitanika u nasoj studiji
uporedena je sa objavljenim podacima u drugim populacijama da bi se utvrdilo da li

postoje razlike u frekvencijama alela izmedu zdravih osoba iz Srbije i iz drugih drzava.

4.8.1.1 Poredenje raspodele alela polimorfizma rs3024505 IL12B gena kod zdravih
osoba u Srbiji sa drugim populacijama

Do sada je uraden veoma mali broj studija koji je ispitivao rs3024505 (C/T)
polimorfizam i prema dostupnim rezultatima, frekvencije alela C i T u naSoj populaciji se

nisu statisticki zna¢ajno razlikovale u odnosu na populaciju Novog Zelanda (Tabela 33).

Tabela 33. Raspodela alela rs3024505 polimorfizma IL10 gena
kod zdravih osoba u razli¢itim populacijama

Referenca Populacija Broj T alel (%) C alel (%) p*
Ova disertacija Srbija 255 13,7 86,3 N. P.
Wang i sar., 2011 [158]  Novi Zeland 1162 16,4 83,6 0,172

N. P. —nije primenjivo

4.8.1.2 Poredenje raspodele alela polimorfizma rs1800896 IL10 gena kod zdravih
osoba u Srbiji sa drugim populacijama

Rezultati raspodele alela polimorfizma rs1800896 (G-1082A) IL10 gena, u
populaciji zdravih osoba iz Srbije, uporedeni su sa objavljenim podacima za druge
populacije da bi se utvrdilo da li postoje razlike izmedu frekvencija A i G alela izmedu
zdravih osoba iz Srbije i zdravih osoba iz drugih drzava. Frekvencije A i G alela u zdravoj
populaciji Srbije nisu se statisticki znacajno razlikovale u odnosu na populacije Novog
Zelanda, Australije Kanade, Spanije, Turske i Indije. Statisticki znaGajna razlika u
frekvencijama alela postoji izmedu zdrave populacije Srbije i Madarske, Nemacke i Irske.
Statisticki visoko znacajna razlika postoji izmedu zdrave populacije Srbije i populacija

Italije, Velike Britanije, Danske i Meksika. Ovi rezultati su prikazani u Tabeli 34.
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Tabela 34. Raspodela alela rs1800896 polimorfizma IL10 gena
kod zdravih osoba u razli¢itim populacijama

Referenca Populacija Broj G alel (%) A alel (%) p*

Ova disertacija Srbija 255 40,6 59.4 N. P.
Tagore i sar., 1999 [153] V.Britanija 330 51 49 0,0004
Klein i sar., 2000 [197] Nemacka 400 47 53 0,023
Cantor i sar., 2005 [198] Kanada 92 48 52 0,097
Klausz i sar., 2005 [199] Madarska 75 61 39 0,030
Tedde i sar., 2008 [200] Italija 391 61,7 38,2 <0,0001
Balding i sar., 2004 [201] Irska 389 41,9 58,1 0,0102
Fernandez i sar., 2005 [202] Spanija 572 36,1 63,9 0,7406
Fowler i sar., 2005 [203] Australija 231 38,3 61,7 0,0543
Celik i sar., 2006 [204] Turska 103 36,4 63,6 0,3003
Andersen i sar., 2010 [159] Danska 779 51,7 48,3 <0,0001
Garza Gonzales i sar., 2010 [205] Meksiko 75 8,7 91,3 <0,0001
Wang i sar., 2011 [158] Novi Zeland 1162 50,9 49,1 0,15
Ahirwar i sar., 2012 [206] Indija 207 37,7 62,3 0,3683

N. P. — nije primenjivo

4.8.1.3 Poredenje raspodele alela polimorfizma rs1800871 IL10 gena kod zdravih

osoba u Srbiji sa drugim populacijama

Raspodela alela polimorfizma rs1800871 (C-819T) IL10 gena u populaciji zdravih
osoba iz Srbije uporedena je sa podacima za druge populacije da bi se utvrdilo da li postoje
razlike izmedu frekvencija C i T alela izmedu kontrola iz Srbije i zdravih osoba sa drugih

geografskih podrucja. Ovi rezultati su prikazani u Tabeli 35.

Tabela 35. Raspodela alela rs1800871 polimorfizma IL10 gena
kod zdravih osoba u razli¢itim populacijama

Referenca Populacija Broj Calel (%) T alel (%) p*
Ova disertacija Srbija 255 25,5 74,5 N. P.
Cantor i sar., 2005 [198] Kanada 92 21 79 0,27
Tedde i sar., 2008 [200] Italija 391 23,8 76,2 0,4859
Amre i sar., 2009 [207] Kanada 336 28 72 0,2808
Fernandez i sar., 2005 [202] ~ Spanija 572 674 32,6 0,8739
Andersen i sar., 2010 [159]  Danska 779 78,6 21,4 0,0532
Wang i sar., 2011 [158] Novi Zeland 1162 22,3 77,7 0,17
Ahirwar i sar., 2012 [206] Indija 207 55,1 44,9 < 0,0001

N. P. — nije primenjivo
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Frekvencije C i T alela u zdravoj populaciji Srbije nisu se statisticki znacajno
razlikovale u odnosu na populacije Italije, Spanije, Novog Zelanda i Kanade. Razlika u
frekvencijama alela je na granici statisticke znacajnosti kada su poredene zdrave populacije
Srbije i Danske, dok je statisti¢ki visoko znacajna razlika postojala izmedu zdrave

populacije Srbije i populacija Indije.

4.8.2 Poredenje raspodele alela polimorfizma rs6887695 IL12B gena kod zdravih

osoba u Srbiji sa drugim populacijama

Rezultati raspodele alela polimorfizma rs6887695 (G/C) IL12B gena u populaciji
zdravih osoba iz Srbije uporedeni su sa objavljenim podacima za druge populacione grupe
da bi se utvrdilo da li postoje razlike izmedu frekvencija G i A alela ovog polimorfizma
gena za IL12B izmedu kontrola iz Srbije i zdravih osoba iz drugih drzava. Ovi rezultati su

prikazani u Tabeli 36.

Tabela 36. Raspodela alela rs6887695 polimorfizma IL12B gena
kod zdravih osoba u razli¢itim populacijama

Referenca Populacija Broj Galel (%) C alel (%) p*
Ova disertacija Srbija 255 71,8 28,2 N. P.
Marquez i sar., 2008 [208]  Spanija 547 67,3 32,7 0,0747
Ferguson i sar., 2010 [163] Novi Zeland 724 64,8 35,2 0,0099
Wang i sar.. 2015 [209] Kina 500 60,4 39,6 <0,0001
Bank i sar., 2015 [165] Danska 750 70,9 29,1 0,6992

N. P. —nije primenjivo

Frekvencije G 1 C alela u zdravoj populaciji Srbije nisu se statisti¢ki znacajno
razlikovale u odnosu na populacije Spanije i Danske. Statisti¢ki visoko znadajna razlika

postoji izmedu zdrave populacije Srbije i populacija Kine i Novog Zelanda.

4.8.3 Poredenje raspodele alela polimorfizma rs11209026 IL23R gena kod zdravih
osoba u Srbiji sa drugim populacijama

Rezultati raspodele alela polimorfizma rs11209026 (G1142A) IL23R gena u
populaciji zdravih osoba iz Srbije uporedeni su sa objavljenim podacima za druge
populacije da bi se utvrdilo da li postoje razlike izmedu frekvencija G i A alela ovog
polimorfizma gena za IL23R izmedu kontrola iz Srbije i zdravih osoba iz drugih drzava.

Ovi rezultati su prikazani u Tabeli 37.
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Tabela 37. Raspodela alela rs11209026 polimorfizma IL23R gena
kod zdravih osoba u razli¢itim populacijama

Referenca Populacija Broj Galel (%) A alel (%) p*
Ova disertacija Srbija 255 94,1 59 N. P.
Glas i sar., 2007 [210] Nemacka 1381 93,2 6,8 0,4715
Newman i sar., 2009 [211] Kanada 1005 84,9 15,1 0,0013
Weersma i sar., 2008 [171] Holandija 893 93,5 6,5 0,6425
Venegas i sar., 2008 [212]  Cile 116 97,4 2,6 0,1635
Marquez i sar., 2008 [208]  Spanija 547 94,3 5,7 0,8630
Latiano i sar., 2008 [213] Italija 726 94,0 6,0 0,9715
Ferguson i sar., 2010 [163] Novi Zeland 633 93,3 6,7 0,5196
Lacher i sar., 2010 [214] Nemacka 253 92,9 7,1 0,4262
Kanaan i sar., 2012 [215] SAD 320 96,5 3,5 0,0724

N. P. —nije primenjivo

Frekvencije G i C alela u zdravoj populaciji Srbije nisu se statisticki znacajno
razlikovale u odnosu na populacije Nemacke, Holandije, Spanije, Italije, Novog Zelanda,
SAD i Cilea, dok postoji visoko statisti¢ki zna¢ajna razlika u frekvenci G i C alela izmedu

zdrave populacije u Srbiji i Kanadi.

4.8.4 Poredenje raspodele alela polimorfizama MDR1 gena kod zdravih osoba u

Srbiji sa drugim populacijama

Raspodela alela polimorfizma MDR1 gena kod zdravih ispitanika u nasoj studiji
uporedena je sa objavljenim podacima u drugim populacijama da bi se utvrdilo da li

postoje razlike u frekvencijama alela izmedu zdravih osoba iz Srbije i iz drugih drzava.

4.8.4.1 Poredenje raspodele alela polimorfizma rs1128503 MDR1 gena kod zdravih

osoba u Srbiji sa drugim populacijama

Rezultati raspodele alela polimorfizma rs1128503 (C1236T) MDR1 gena u
populaciji zdravih osoba iz Srbije uporedeni su sa objavljenim podacima za druge
populacijeda bi se utvrdilo da li postoje razlike izmedu frekvencija C i T alela ovog
polimorfizma MDR1 gena izmedu kontrola iz Srbije i zdravih osoba iz drugih drzava. Ovi

rezultati su prikazani u Tabeli 38.
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Tabela 38. Raspodela alela rs1128053 polimorfizma MDR1 gena
kod zdravih osoba u razli¢itim populacijama

Referenca Populacija  Broj T alel (%) C alel (%) p*
Ova disertacija Srbija 255 441 55,9 N. P.
Ho i sar., 2006 [216] Skotska 260 450 55,0 0,7240
Huebner i sar., 2009 [217] Novi Zeland 200 455 54,5 0,6826
Krupoves i sar., 2009 [218]  Kanada 336 46,3 53,7 0,5086
Juyal i sar., 2009 [219] Indija 274 56,9 37,4 <0,0001
Milojkovic i sar., 2011 [220] Srbija 158 46 54 0,6194

N. P. —nije primenjivo

Frekvencije C i T alela u zdravoj populaciji Srbije nisu se statisti¢ki znacajno
razlikovale u odnosu na drugi region nase zemlje (Ni3 i okolina), kao i populacije Skotske,
Kanade i Novog Zelanda. Statisti¢ki visoko znacajna razlika postoji izmedu zdrave

populacije Srbije i populacije Indije.

4.8.4.2 Poredenje raspodele alela polimorfizma rs2032582 MDR1 gena kod zdravih
osoba u Srbiji sa drugim populacijama

Dobijeni rezultati raspodele alela u populaciji zdravih osoba troalelskog
polimorfizma rs2032582 (G2677T/A) MDR1 gena iz Srbije uporedeni su sa objavljenim
podacima za druge populacione grupe da bi se utvrdilo da 1li postoje razlike izmedu
frekvencija G, A i T alela ovog polimorfizma MDR1 gena izmedu zdravih osoba iz Srbije i
zdravih osoba iz drugih drzava. Frekvencije G, A i T alela u zdravoj populaciji Srbije nisu
se statisticki znacajno razlikovale u odnosu na drugi region nase zemlje (Ni$ i okolina),
kao i populacije Madarske, Nemacke, Spanije, Velike Britanije, Italije, Turske, Kanade,
Skotske i Novog Zelanda. Uocena je znadajna razlika izmedu popualcija Srbije i Hrvatske,
a statisti¢ki visoko znacajna razlika postoji izmedu zdrave populacije Srbije i populacije

Indije. Ovi rezultati su prikazani u Tabeli 39.

4.8.4.3 Poredenje raspodele alela polimorfizma rs1045642 MDR1 gena kod zdravih
osoba u Srbiji sa drugim populacijama

Raspodela alela u populaciji zdravih osoba iz Srbije uporedena je sa podacima za

druge populacije da bi se utvrdilo da li postoje razlike izmedu frekvencija C i T alela
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rs1045642 polimorfizma MDR1 gena (C3435T) izmedu kontrola iz Srbije i zdravih osoba

sa drugih geografskih podrucja.

Tabela 39. Raspodela alela rs2032582 polimorfizma MDR1 gena
kod zdravih osoba u razli¢itim populacijama

Referenca Populacija Broj G alel (%) A alel (%) T alel (%) p
Ova disertacija Srbija 255 553 1,4 43,3 N. P.
Palmieri i sar., 2005 [221]  Italija 450 55,6 2,1 42,3 0,8033
Ho i sar., 2005 [222] Skotska 370 51,2 0 49,8 0,0842
Urcelay i sar., 2006 [223] Spanija 352 62,8 0,7 36,5 0,0741
Onnie i sar., 2006 [189] V. Britanija 285 57,9 - 39,6 0,2997
Fischer i sar., 2007 [224] Madarska 146 52,4 2,8 44.8 0,5529
Fiedler i sar., 2007 [225] Nemacka 1005 56,2 2,0 41,8 0,6000
Sapmaz i sar., 2008 [226] Turska 70 53,0 0 47,0 0,4998
Krupoves i sar., 2009 [218] Kanada 336 53,7 - 46,3 0,4856
Huebner i sar., 2009 [217]  Novi Zeland 200 51,8 18 46,4 0,3225
Juyal i sar., 2009 [219] Indija 274 41,6 3,3 55,1 <0,0001
Milojkovic i sar., 2011 [220] Srbija 158 53 4 43 0,7930
Brinar i sar., 2013 [227] Hrvatska 120 64,2 - 35,8 0,0372
N. P. —nije primenjivo
Tabela 40. Raspodela alela rs1045642 polimorfizma MDR1 gena
kod zdravih osoba u razli¢itim populacijama
Referenca Populacija  Broj T alel (%) C alel (%) p*
Ova disertacija Srbija 255 48,6 51,4 N. P.
Palmieri i sar., 2005 [221] Italija 450 47,8 52,2 0,7590
Urcelay i sar., 2006 [223] Spanija 352 49 51 0,5621
Onnie i sar., 2006 [189] V.Britanija 280 53,9 46,1 0,0833
Ho i sar., 2006 [216] Skotska 260 52,3 47,7 0,2377
Fischer i sar., 2007 [224] Madarska 146 493 50,7 0,8513
Fiedler i sar., 2007 [225] Nemacka 1005 53,2 46,8 0,0660
Krupoves i sar., 2009 [218] Kanada 336 52,6 47,4 0,1317
Huebner i sar., 2009 [217] Novi Zeland 200 55,9 441 0,0307
Juyal i sar., 2009 [219] Indija 274 59,9 40,1 0,0001
Milojkovic i sar., 2011 [220]  Srbija 158 53 47 0,2208
Dudarewicz i sar., 2012 [228] Poljska 137 56,7 43,43 0,0341
Brinar i sar., 2013 [227] Hrvatska 120 445 55,5 0,2969

N. P. — nije primenjivo
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Frekvencije C i T alela rs1045642 polimorfizma MDR1 gena u zdravoj populaciji
Srbije nisu se statisti¢ki znacajno razlikovale u odnosu na drugi region nase zemlje (NiS i
okolina), kao i populacije Velike Britanije, Italije, Hrvatske, Kanade, Madarske, Nemacke,
Spanije i Skotske. Statisti¢ki znacajna razlika u frekvencijama alela postoji izmedu zdrave
populacije Srbije i Poljske i Novog Zelanda. Statisticki visoko znacajna razlika postoji
izmedu zdrave populacije Srbije i populacije Indije. Ovi rezultati su prikazani u Tabeli 40.
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5. Diskuslija



U ovom istrazivanju, ispitana je ucestalost polimorfizama pojedina¢nih nukleotida
u TNFA, IL10, IL12B, IL23R i MDR1 genima u populaciji zdravih osoba i u grupi
pacijenata sa IBC u Srbiji. Analizirano je postojanje povezanosti KB, UK, i svih pacijenata
sa IBC, sa nekim od 9 polimorfizama, i to rs1800629 (G-308A) u promotoru TNFA gena,
rs1800896 (G-1082A) i rs1800871 (C-819T) u promotorskom regionu i rs3024505 (C/T)
na 3’ kraju 1L10 gena, rs6887695 (G/C) u blizini IL12B gena, rs11209026 (G1142A) u
genu za receptor za IL-23 (IL23R) i tri polimorfizma u MDR1 genu koji kodira transporter
P-glikoporotein, rs1128503 (C1236T), rs1045642 (C3435T) i trialelski rs2032582
(G2677T/A). U nasoj kohorti, alel G i genotip GG polimorfizma rs11209026 IL23R gena
su bili statisticki znacajno povezani sa nastankom i KB i UK. Polimorfizam rs3024505
IL10 gena (alel T i genotip CT), i polimorfizam rs6887695 IL12B gena (genotip CC) su bili
znacajno povezani sa nastankom KB, dok su neke varijante ovih polimorfizama bile
povezane sa odredenim fenotipskim karakteristikama bolesti (anemijom, prisustvom
stenoza, fistula i/ili EIM) . Polimorfizmi rs1128503, rs2032582 i rs1045642 u MDR1 genu
su bili statisti¢ki znac¢ajno povezani sa nastankom UK (T alel sva tri SNP, kao i TT genotip
rs1128503 i rs2032582). Genotipsko-fenotipska analiza je utvrdila povezanost nekih od
MDR1 polimorfizama sa pusenjem i rizikom od hirurS§kog le¢enja. Takode su i haplotipovi
polimorfizama u IL10 i MDR1 genu povezani sa nastankom KB (haplotip GCCT IL10
gena), i sa nastankom UK (haplotip TTT MDR1 gena), §to je potvrdilo vaznu ulogu
ispitivanih polimorfizama u nastanku IBC. U nasoj studiji nije uofena povezanost
polimorfizma rs1800896 TNFA gena sa nastankom KB i UK. Ovakvi rezultati ukazuju na
znacaj polimorfizama IL10, IL12B, IL23R i MDR1 gena kao potencijalnih biomarkera IBC

u srpskoj populaciji.

51 EPIDEMIOLOSKE I KLINICKE KARAKTERISTIKE PACIJENATA SA
INFLAMATORNOM BOLESTI CREVA

Poznato je da IBC ima razliCitu ucestalost javljanja u raznim geografskim
podruc¢jima i medu razli¢itim rasama i etni¢kim grupama. Tako je bolest viSe zastupljena u
razvijenim delovima sveta, kod belaca 1 ASkanazi jevreja, nego kod drugih rasa i etni¢kih
grupa [8]. U naSoj seriji ispitanika sa IBC, ucestalost bolesnika sa UK i KB je bila
priblizno ista, ali smo imali neSto vecu ucestalost pacijenata sa KB u odnosu na UK (=52%
bolesnika sa KB u odnosu na ~48% UK). Na ovim prostorima do sada su radene dve

epidemioloske studije o IBC i one ukazuju na sli¢nu ucestalost javljanja UK i KB, sa
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neznatno ve¢om zastupljenosti UK (51-55%) [12, 13], tako da su rezultati u nasoj studiji
uporedivi sa rezultatima te dve studije. Rezultati drugih studija o IBC ukazuju da ucestalost
KB i UK varira u zaisnosti od regije, odnosno ispitivane populacije. Studije radene u SAD,
Severnoj Evropi, Australiji i Juznoj Americi ukazuju na nesto vecu ucestalost javljanja UK
u odnosu na KB [30, 229], dok je studija koja je obuhvatila kanadsku populaciju objavila
do sada najvecu incidencu i prevalencu javljanja KB u odnosu na UK [16].

Distribucija prema polu je u nasoj seriji ispitanika bila slicna kod obe grupe
pacijenata, pri ¢emu je bila neznatno veca zastupljenost muskog pola (=58% kod KB i
~54% kod UK). Sli¢ni rezultati objavljeni su i u nasoj jedinoj nacionalnoj epidemioloskoj
studiji (53,8% kod KB i 54,7% kod UK) [13]. Prema epidemioloskim studijama u SAD,
distribucija prema polu je priblizno ista kod pacijenata sa IBC, pri ¢emu je UK nesto ¢eScée
prisutan kod muskaraca, dok Zene vise obolevaju od KB [9].

Prosecna starosna dob nasih pacijenata u trenutku postavljanja dijagnoze je bila
~32 godine za KB i =36 godina za UK. U nacionalnoj epidemioloskoj studiji koja je radena
u nasoj zemlji objavljeni su sli¢ni podaci, pri ¢emu je starosna dob pacijenata sa KB
iznosila =31 godinu, dok su pacijenti sa UK u trenutku postavljanja dijagnoze u proseku
bili starosne dobi od ~37 godina [13]. Desetogodi$nja studija pracenja koja je obuhvatila
pacijente sa IBC iz jednog univerzitetskog centra u Beogradu, pokalazala je sli¢ne
rezultate, pri ¢emu je starosna dob pacijenata sa KB iznosila 28+1 godinu, a kod UK je
iznosila 36+2,3 godina [12]. U vecini epidemioloskih studija, vrhunac (,,pik®) javljanja
IBC je period od druge do Cetvrte decenije zivota, dok je drugi pik javljanja koji je rede

Prema podacima iz literature, KB je najces¢e lokalizovana u tankom crevu i
kolonu, zatim samo u terminalnom ileumu, dok manji procenat bolesnika ima bolest
lokalizovanu samo u kolonu ili, najrede, samo u proksimalnim segmentima digestivnog
trakta. Perianalna bolest je zastupljena u oko 1/3 bolesnika sa KB [1]. U naSoj seriji,
najveci procenat ispitanika je imao bolest lokalizovanu u tankom crevu 1 kolonu (=49%), a
priblizno 1/3 pacijenata je imala perianalnu bolest, dok je procenat bolesnika koji su imali
bolest lokalizovanu u terminalnom ileumu manji (26%) u odnosu na literaturne podatke
(30-40%) [1]. Takode, 25% bolesnika je imalo bolest lokalizovanu samo u kolonu, §to je u
skladu sa podacima iz literature prema kojima se bolest ove lokalizacije javlja u proseku u
10-25% slucajeva [1]. U nacionalnoj epidemioloskoj studiji iz Srbije, ucestalost
lokalizacija KB je bila sli¢na naSim rezultatima i to: naj¢eSce bila zastupljena ileokolonska

lokalizacija (47,5%), potom kolonska lokalizacija (31,7%) i lokalizacija u terminalnom
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ileumu (23,6%), dok je fistuloznu formu bolesti je imalo 25,6% pacijenata [13]. Medutim,
druga studija iz Srbije je za KB pokazala najvecu ucestalost kolonske lokalizacije (60%),
dok je ileokolonska lokalizacija bila zastupljena u svega 21% pacijenata, a fistuloznu
formu bolesti je imalo 22% pacijenata [12]. Moguce razlike u ucestalosti odredenih
lokalizacija KB kod naSih bolesnika u odnosu na podatke iz literature, mogu da budu
posledica malog uzorka ili stvarne razlicitosti ove bolesti u nasoj populaciji.

Kod bolesnika sa UK, priblizno 40-50% pacijenata ima bolest ograni¢enu na
rektum i rektosigmoidni kolon, kod 30-40% bolesnika bolest je proSirena iznad
sigmoidnog kolona, ali ne zahvata ceo kolon, a 20% bolesnika ima pankolitis [1].
Lokalizacija bolesti u nasoj seriji ispitanika sa UK se razlikovala u odnosu na literaturne
podatke, obzirom da je oko 60% nasih pacijenata sa UK imalo ekstenzivni Kolitis i to
najceSce pankolitis. Medutim epidemioloSka analiza jednog univerzitetskog centra u
Beogradu je takode objavila najvecu ucestalost ekstenzivnog kolitisa, ¢ak 82% [12]. Sa
druge strane prva nacionalna epidemioloska studija u Srbiji je imala ucestalost
ekstenzivnog kolitisa od 40% [13]. Ovakve razlike u odnosu na postojece svetske podatke,
ali i podatke iz naSe zemlje, se mogu objasniti ¢injenicom da je nasa serija ispitanika
obuhvatila pacijente koji su leCeni u tercijalnoj ustanovi gde se upucuju najtezi pacijenti iz
zemlje 1 regiona, te je nasa kohorta pacijenata sa IBC podrazumevala cesto
najkomplesknije pacijente po karakteristikama, aktivnosti i toku bolesti, dok su pacijenti sa
blazom formom bolesti bili manje zastupljeni. Potrebne su veée epidemioloske studije u
nasoj sredini da bi se sa pouzdanos$cu utvrdile karakteristike IBC kod nas.

IBC su udruzZene sa razlicitim EIM, pri ¢emu viSe od trecine pacijenata ima bar
jednu EIM tokom zivota [1]. U naSoj seriji ispitanika u trenutku izvodenja studije EIM
(jednu ili vise) je imalo 17% bolesnika, odnosno 32% pacijenata je nekada u zivotu imalo
EIM sa KB, dok 27% bolesnika sa UK je aktuelno imalo EIM, odnosho ukupno 39%
pacijenata je dalo anamnesticki podatak o ranijem postojanju EIM. Najcesc¢a EIM
podrazumevala je razlicite oblike artropatija, Sto je u skladu sa dostupnim podacima da se
EIM najcesce javljaju na skeletomuskularnom sistemu, pre svega perifernim i aksijalnim
zglobovima [231]. Multicentri¢na epidemioloska studija iz Srbije i epidemioloska studija
iz jednog centra u Beogradu su pokazale sli¢ne rezultate [12, 13].

Prema literaturnim podacima, visSe od 70% pacijenata sa KB dozivi bar jednu
operaciju tokom zivota, dok se hirurSkom lecenju podvrgne priblizno 30% pacijenata sa
UK i to su najcesce pacijenti kod kojih bolest traje vise od deset godina [117]. Sa razvojem

bioloske terapije, iako se ocekivalo znafajno smanjenje potrebe za hirurskim lecenjem,
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preliminarni rezultati ne ukazuju na povecan trend ukupnog smanjenja rizika za elektivnim
hirurskim lecenjem, dok je neznatno smanjen rizik od hitnih hirurskih indikacija [232,
233]. U na$oj seriji ispitanika, u grupi bolesnika sa KB, ~ 50% pacijenata su imali bar
jednu operaciju zbog osnovne bolesti tokom Zivota, najceS¢e zbog stenozantne forme
bolesti ileokolonske lokalizacije. Ovi rezultati odgovaraju podacima koje je objavila
epidemioloska studija iz jedne univerzitetske klinike iz Srbije, sa priblizno 54% operisanih
pacijenata sa KB [12]. Sa druge strane, nacionalna epidemioloS$ka analiza iz Srbije je
pokazala manji procenat operisanih bolesnika sa KB (43%) [13]. U naSem istrazivanju, kod
pacijenata sa UK, 3% pacijenata je tokom zivota operativno leCeno zbog osnovne bolesti,
kod svih je uradena kolektomija sa IPAA, a razlog operacije kod svih pacijenata je bio
teSko aktivni UK, refraktaran na postojecu terapiju (svi pacijenti su pre operacije dobijali
visoke doze i.v. Kortikosteroida). U epidemioloskim studijama iz Srbije, ucestalost
hirurskog lecenja pacijenata sa UK je bila ve¢a u odnosu na nase podatke i iznosila je od 9
do 11% [12, 13]. Ucestalost hirurskog lecenja KB u naSoj seriji je nesto ve¢a u odnosu na
svetske podatke i potrvduje prethodno navedenu ¢injenicu, da su pacijenti u ovoj studiji
leeni u tercijarnoj ustanovi gde se upucuju najkompleksniji pacijenti iz nase zemlje i
regiona. To je verovatni razlog zasto su su nasi podaci o ucestalosti hirurs$kog le¢enja u KB
slicni studiji iz univerzitetskog centra KBC Zvezdara iz Srbije. Obrnuto, u kohorti
pacijenata sa UK, procenat hirurskog lecenja je bio manji u odnosu na literaturne podatke 1
moze se objasniti ¢injenicom, da su seriju nasih pacijenata €inili naj¢eSc¢e bolesnici koji su
stacionarno leCeni, a operisani pacijenti sa UK, kod kojih je uradena kolektomija, rede Su
imali indikacije za hospitalizaciju.

U naSoj seriji ispitanika, belezeni su terapijski modaliteti lecenja, a na osnovu
odgovora na terapiju, u odnosu na ispitivane polimorfizme uporedivane su sledece
kategorije: KS-zavisna i/ili KS-refrakterna bolest, azatioprin-zavisna i/ili refraktarna bolest
i pacijenti na bioloskoj terapiji. U grupi pacijenata sa KB, oko 63% pacijenata je imalo KS-
zavisnu i/ili KS-refraktarnu bolest, 42% pacijenata je imalo imunomodulatorno-refraktarnu
bolest ili nezeljene efekte na imunomodulatornu terapiju (AZA ili MTX), dok je 39%
pacijenata koristilo biolosku terapiju u trenutku izvodenja studije ili u proslosti pre nje. U
grupi pacijenata sa UK, oko 36% pacijenata je imalo KS-zavisnu i/ili KS-refraktarnu
bolest, dok je 10% pacijenata imao azatioprin-refraktarnu bolest ili je razvilo nezeljene
efekte na lek, odnosno oko 7% pacijenata je koristilo biolosku terapiju u trenutku
izvodenja studije ili u proSlosti. Na$i rezultati se mogu uporediti sa rezultatima

epidemioloske studije iz univerzitetske ustanove KBC Zvezdara u Beogradu, dok se
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znacajno razlikuju u odnosu na nacionalne epidemioloske podatke iz Srbije kojom je
obuhvaceno 7 univerzitetskih centara [12, 13]. Ovi podaci ukazuju da je naSa serija
ispitanika podrazumevala visok procenat pacijenata sa KS-zavisnom ili KS-refraktarnom
boles¢u, pa Cak i visok procenat pacijenata koji su imali imunomodulatorno-refraktarnu
bolest i kod pacijenata sa UK 1 KB, §to jo§ jednom potvrduje ¢injenicu da je nasa kohorta
pacijenata sa IBC podrazumevala ¢esto bolesnike sa tezim klinickim formama bolesti 1
komplikacijama.

Na osnovu navedenog, epidemioloske 1 klinicke karakteristike naSe serije
ispitanika, ne razlikuju se znacajno u odnosu na karakteristike IBC u drugim podruc¢jima
sveta, ali su potrebne vecée studije koje bi obuhvatile i etnic¢ki slicne populacije u cilju

dobijanja sveobuhvatnijih epidemioloskih podataka o IBC u nasoj zemlji.

5.2 ZNACAJ POLIMORFIZMA rs1800629 TNFA GENA U INFLAMATORNOJ
BOLESTI CREVA

TNF je proinflamatorni citokin koji ima veoma vaznu ulogu u IBC. Dosada$nje
studije su pokazale povisen nivo ovog citokina u serumu, stolici i crevnoj mukozi kod
pacijenata sa KB [142]. Takode je dobro poznata uloga terapije anti-TNF antitelima kod
pacijenata koji ne reaguju na standardnu terapiju i kod pacijenata sa klini¢ki tezim
formama bolesti [234]. Medutim, pokazano je da jedna trecina pacijenata sa IBC ne postize
remisiju na inicijalnu terapiju antagonistima TNF, §to se objaSnjava individualnim
razlikama u proizvodnji TNF [107, 234-238]. Ove individualne varijacije u proizvodnji
TNF izgleda da su uzrokovane regulatornim polimorfizmima u genu za TNF, ili u njegovoj
blizini, a jedan takav kandidat jeste i polimorfizam rs1800629 na poziciji -308 (G-308A) u
promotorskom regionu TNF. Poznato je da ovaj polimorfizam ima funkcionalan kapacitet i
da je A alel (nazvan jo§ i TNF2 alel) udruzen sa povecanom transkripcijom TNF u
poredenju sa G alelom (TNF1 alelom). Takode je pokazano da homozigoti za TNF2
produkuju znatno vise nivoe TNF u odnosu na osobe koji su homozigoti za TNF1, dok
heterozigoti imaju srednje visok nivo TNF u serumu [83, 141, 142]. Nasa studija nije
utvrdila povezanost izmedu polimorfizma G-308A TNFA gena sa KB i UK. Sli¢ni rezultati
dobijeni su i u populaciji iz Nemacke i Spanije, gde nije utvrdena povezanost navedenog
polimorfizma sa KB, UK, odnosno IBC [239, 240]. Takode, nekoliko drugih studija nije
utvrdilo postojanje znacajne udruzenosti ispitivanog polimorfizma kod pacijenata sa KB,

UK, odnosno svih pacijenata sa IBC [144, 241-245] Sa druge strane, nedavna studija iz
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Maroka je utvrdila postojanje povezanosti A alela -308A sa UK, kao i sa svim pacijentima
sa IBC [246]. Nasuprot tome, danska studija je pokazala da su AA homozigot i GA
heterozigot genotipa G-308A povezani sa smanjenim rizikom za nastanak UK, a pri ¢emu
nije uoCena povezanost sa KB [247]. Druge studije su takode pokazale postojanje
povezanosti polimorfizma G-308A i UK, a u nekim od njih i sa KB [141, 230, 248-252].
Meta analiza koja je obuhvatila istrazivanja iz Evrope pokazala je da je genotip AA faktor
rizika za nastanak UK (OR=2,04, 95%ClI [1,261-3,301]), ali i za nastanak KB (OR=1,73,
95%CI [1,261-3,301) [146]. U nedavno objavljenoj studiji koja je, koliko je autoru
poznato, jedina studija koja je ispitivala polimorfizam G-308A u Srbiji do sada, alel A je
bio ¢es¢i kod pacijenata sa KB u odnosu na zdrave osobe, ali ta razlika nije dostigla
statisticku znacajnost (p=0,06), dok je alel G bio udruzen sa UK (p=0,04) [253]. U nasem
istrazivanju nije uocena ta povezanost, a razlozi za razliite rezultate izmedu pomenute i
nase studije mogli bi da budu relativno mali broj ispitanika u obe studije (u nasoj studiji
206 pacijenata sa IBC, u odnosu na 167), kao i razli¢ita metodologija koja je koris¢ena (u
nasoj studiji su polimorfizmi identifikovani TagMan probama u odnosu na odredivanje
polimorfizma na osnovu duzine fragmenata nastalih restrikcionom digestijom u drugoj
studiji).

Korelacijom polimorfizama sa fenotipskim karakteristikama bolesti, u studiji
Fergusona i saradnika, koja je ukljucila stanovnike Novog Zelanda bele rase, G-308A
polimorfizam nije bio udruzen sa rizikom za nastanak UK ili KB, ali je pokazan povecan
rizik za nastanak pankolitisa i za operativno leCenje kod pacijenata sa UK koji su bili
nosioci A alela ovog polimorfizma [254]. U nasoj studiji, ispitivali smo udruzenost G-
308A polimorfizma (alela, nosioca alela i genotipova) kod pacijenata sa KB i UK sa
slede¢im fenotipskim karakteristikama bolesti: pol, aktivnost bolesti, godine kad je
postavljena dijagnoza, prethodne hirur§ke intervencije zbog osnovne bolesti, ekstenzivnost
bolesti, lokalizacija bolesti, tip KB, terapija, puSenje, prisustvo EIM, postojanje anemije,
pothranjenost 1 porodicno opterecenje za IBC. Kod pacijenata sa KB, genotip GA
rs1800629 je bio znacajno rede zastupljen kod pacijenata koji su bili refraktarni na
azatioprin, dok ostale fenotipske karakteristike KB i UK nisu korelisale sa ispitivanim
polimofizmom. S obzirom da relativno ograni¢en broj pacijenata refraktarnih na azatioprin
u nasoj kohorti, realan znacaj ovakvog nalaza nije moguce proceniti bez njegove potvrde U
nekom buducem istrazivanju.

Iako je moguce da genske varijacije u promotorskom regionu TNFA gena doprinose

promenama u produkciji TNF 1 posledi¢no uti€u na inflamatornu kaskadu koja dovodi do
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povecanja rizika za nastanak IBC, nasi rezultati sugeriSu da polimorfizam rs1800629 (G-
308A) u promotorskom regionu TNFA gena nema klju¢nu ulogu u nastanku IBC i da nema
potencijal da se korsiti kao biomarker IBC u populaciji Srbije. Obzirom na brojne
dosadasnje studije sa opre¢nim rezultatima, postoji velika potreba za replikacionim
studijama i meta-analizama koje ¢e obuhvatiti vece grupe ispitanika i viSe razlicitih
populacija, kao i dodatnim predklinickim funkcionalnim ispitivanjima kojima ¢e se
razjasniti mehanizmi ekspresije i produkcije TNF. Do tada, i pored jasne uloge
proinflamatornog citokina TNF, uloga polimorfizma rs1800629 TNFA gena u patogenezi

IBC, mada verovatna, ostaje nedovoljno razjasnjena.

5.3 ZNACAJ POLIMORFIZAMA IL10 GENA U INFLAMATORNOJ BOLESTI
CREVA

Nekoliko polimorfizama gena za IL-10 (IL10) koji se nalazi na hromozomu 1, je
do sada dovedeno u vezu sa KB i/ili UK, kao i sa odredenim klinickim karakteristikama
bolesti. Medu njima su najvazniji polimorfizam rs3024505 (C/T) koji se nalazi u
neposrednoj blizini 3’ kraja IL10 gena, kao i polimorfizmi koji se nalaze u promotorskom
regionu IL10 gena (G-1082A ili rs1800896, C-819T ili rs1800871 i C-592A ili rs1800872)
[157, 158]. Medutim, studije koje su obuhvatile razli¢ite populacije i tri meta-analize koje
su ispitivale udruzenost SNP rs1800896, rs1800871 i rs1800872 u promotoru IL10 gena sa
IBC, donele su opre¢ne zakljucke [154-158]. Stoga je uloga ova tri SNP u IL10 genu u
patogenezi IBC jos uvek nedovoljno jasna. Sa druge strane, poveznost rs3024505 sa IBC je
prili¢no jasno pokazana. Ovaj polimorifzam je prvi put identifikovan u GWA studiji, kada
je pokazana njegova udruzenost sa UK, ali i sa KB, mada u manjoj meri [157]. Potom su
usledile studije koje su potvrdile udruzenost ovog polimorfizma sa KB [158], UK [160], ili
obe forme IBC [159], potrvdujuci znacaj rs3024505 kao potencijalnog biomarkera u
patogenezi IBC.

U nasSoj studiji, odredivali smo alele i genotipove tri SNP u IL10 genu (G-1082A ili
rs1800896, C-819T ili rs1800871 i rs3024505) kod pacijenata sa KB, UK i IBC i poredili
njihovu ucestalost u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika iz Srbije. U ovom istrazivanju,
nismo analizirali polimorfizam C-592A ili rs1800872, obzirom da je pokazano da su
polimorfizmi C-819T i C-592A u jakoj genetskoj povezanosti (LD, vezanoj neravnotezi)
prilikom nasledivanja i da se nasleduju u paru u skoro 100% slucajeva u vec¢ini dosadasnjih

studija [151]. Stoga su zakljucci vezano za polimorfizam C-592A doneti na osnovu
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rezultata za polimorfizam C-819T. Polimorfizam rs3024505 koji se nalazi u blizini 3’ kraja
IL10 gena je bio statisticki znac¢ajno povezan sa KB, pri ¢emu je T alel identifikovan kao
potencijalni faktor rizika za KB. Takode, haplotip koji je sadrzao T alel ovog
polimorfizma, GCCT, je takode bio ¢e$¢e prisutan kod pacijenata sa KB u odnosu na
kontrolnu grupu ispitanika. Nasuprot navedenom, polimorfizmi u promotorskom regionu
IL10 gena (G-1082A i C-819T) nisu bili udruzeni sa KB, UK i sa grupom koja je ukljucila
sve pacijente sa IBC.

IL-10 se smatra klju¢nim akterom u regulaciji imunoloskog odgovora, obzirom na
njegovu veoma vaznu imunosupresivnu i antiinflamatornu ulogu koja je pokazana u
brojnim dosadasnjim istrazivanjima [255]. Poznato je da poremecaji u ekspresiji i funkciji
IL-10, imaju vaznu ulogu u autoimunskim bolestima i hroni¢nim inflamatornim bolestima
kao sto je IBC [148, 255]. Moguce je da u osnovi postoji poremecaj u kapacitetu za
proizvodnju IL-10, zbog funkcionalnih polimorfizama u promotorskom regionu IL10 gena,
kao §to su G-1082A, C-819T i C-592A zbog Cega dolazi do razvoja IBC ili odredenih
fenotipskih karakteristika bolesti kod pojedinaca sa specificnom kombinacijom alela. Tako
je pokazano da je ATA haplotip udruzen sa nizom proizvodnjom IL-10 in vitro i kod
zdravih ispitanika [151, 256] i kod pacijenata sa IBC [153], odnosno in vivo, kod kenijske
dece koja su zarazena parazitom Plasmodium falciparum [152]. ATA haplotip je povezan i
sa povecanim bazalnim serumskim nivoom IL-10 kod zdravih osoba, ali ne i kod
pacijenata sa KB [158]. Pokazano je da G alel polimorfizma G-1082A ima klju¢nu ulogu u
regulaciji visokog nivoa konstitutivne 1L10 iRNK kod zdravih osoba [257]. Druge studije
su pokazale da A alel polimorfizma C-592A moze da dovede do formiranja mesta za
vezivanje ETS familije transkripcionih faktora (koji su odsutni kod nosioca -592C alela),
§to dovodi do poremecaja transkripcije i proizvodnje IL-10 [258]. Dosada$nja istrazivanja
o znacaju navedenih polimorfizama u patogenezi IBC, koja su ukljucila pacijente sa IBC
su pokazala opre¢ne rezultate. Prva studija koja je obuhvatila malu kohortu pacijenata sa
IBC iz V. Britanije je utvrdila da je G-1082A udruzen sa UK [153]. U studijama koje su
usledile, polimorfizmi IL10 gena su sporadi¢no bili udruzeni sa IBC. Polimorfizam G-
1082A je bio &esée prisutan kod UK i/ili KB u studijama iz Spanije, Australije, Novog
Zelanda, Italije 1 Meksika, pri ¢emu su rezultati bili nekonzistentni, pokazujuci udruzenost
sa G ili A alelom ili razli¢itim genotipovima [158, 202, 203, 205, 259, 260]. Polimorfizam
C-592A je cesce bio udruzen sa KB u studiji koja je ukljucila pedijatrijske pacijenate iz
Kanade [207]. Medutim, brojna istrazivanja nisu pokazala udruzenost polimorfizama IL10

I IBC [159, 160, 197-199, 201, 204, 206, 239, 247, 256, 261, 262]. Tri meta analize koje su
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do sada ispitivale navedena tri SNP kod pacijenata sa IBC, su pokazale opre¢ne rezutate,
odnosno svaka je ukazala na postojanje udruzenosti sa razli¢itim polimorfizmima kod KB,
UK ili IBC [154-156]. U GWA studijama nije pokazana povezanost navedenih SNP 1L10
gena sa UK i KB [90, 154-157]. Nasi rezultati, u kojima takode nije utvrdena povezanost
polimorfizama G-1082A i C-819T sa IBC, su u skladu sa prethodnim istrazivanjima. Na
osnovu dobijenih rezultata za C-819T, indirektno smo zakljucili da ne postoji ni
udruzenost polimorfizma C-592A sa KB, UK i IBC u ovom istrazivanju. Nema jasnih
objasnjenja za ovakve diskrepance u rezultatima dosadasnjih istrazivanja, ali moguce je da
su se frekvence alela polimorfizama G-1082A i C-819T znacajno razlikovale (naroCito za
prvi) u nasoj seriji zdravih ispitanika u odnosu na zdrave ispitanike u drugim geografskim
podru¢jima zapadne Evrope, $to sugeriSe odredene genske specifi¢nosti nase populacije u
odnosu na ispitivane polimorfizme. Takode, razlike se mogu delom objasniti razlikama u
dizajnu studija, selekciji pacijenata i kontrolne populacije, kao i malim grupama ispitanika.
Stoga je moguce da zbog malog broja ispitanika, nisu detektovane potencijalne udruzenosti
u nasoj populaciji.

Nasuprot navedenim polimorfizmima koji nisu pokazali povezanost sa IBC u
nasem istrazivanju, polimorfizam rs3024505 je bio udruzen sa KB i sa IBC, i kada su
posmatrani aleli i kada smo analizirali nosioce alela i genotipove. Alel T, nosilac alela T i
genotip CT su bili ¢eS¢e prisutni kod obolelih od KB, i kod svih pacijenata sa IBC. Sli¢an
trend je pokazan 1 kod genotipa TT, ali ova povezanost nije bila statisticki znacajna. Kada
su posmatrani haplotipovi Cetiri lokusa (-1082, -819, -592 i rs3024505), pokazano je da je
haplotip koji je sadrzao T alel (GCCT) cesce bio prisutan kod pacijenata sa KB, dok
haplotip GCCC nije pokazao znacajnu povezanost u nasoj studiji. U multicentricnoj GWA
studiji koja je obuhvatila 5 evropskih zemalja, Nemacku, V. Britaniju, Belgiju, Holandiju i
Gréku, polimorfizam rs3024505 je bio povezan sa UK [157], dok je ista studija utvrdila i
povezanost rs3024505 sa KB u Nemackoj populaciji. Potom su objavljene GWA studije
koje su jasno pokazale udruzenost rs3024505 i sa KB i sa UK, i povezanost sa fenotipskim
karakteristikama kao §to je rani nastanak bolesti i kod KB i kod UK [263-265]. Usledile su
studije replikacije koje su utvrdile povezanost T alela i TT (i/ili CT) genotipa polimorfizma
rs3024505 sa KB i/ili UK u populacijama Danske, Holandije, Novog Zelanda, Australije i
severne Indije [159, 160, 247, 266, 267]. Dve studije nisu utvrdile povezanost
polimorfizma rs3024505 sa KB u populaciji Danske i pedijatrijskoj populaciji Kanade
[207, 247]. Jedina do sada objavljena meta analiza koja je obuhvatila i polimorfizam
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rs3024505, ukljucila je dve publikacije sa ukupno 1652 pacijenta sa UK iz zapadne Evrope
I Australije, i pokazala je udruzenost rs3024505 sa UK [160]. Na osnovu navedenog,
dosadasnji rezultati nedvosmisleno potvrduju da je rs3024505 potencijalni kandidat
podloznosti kod pacijenata sa IBC u zemljama zapadne Evrope, severne Amerike,
Australije i pojedinim zemljama azijskog kontinenta, dok ovakve studije nisu do sada
radene u istocnoj Evropi i u nasoj zemlji. Stoga, rezultati ovog istrazivanja, po prvi put
ukazuju na znacaj polimorfizma rs3024505 kod pacijenata sa KB u Srbiji. NaSi rezultati
ukazuju na veliku razliku u ucestalosti minornog alela (engl. minor allele frequency, MAF)
kod KB (22,4%) u odnosu na 13,7% kod zdravih ispitanika, sa neobi¢no visokim
vrednostima odnosa Sansi za ovakve vrste istrazivanja (OR=1,82; 95%CI [1,21-2,73]). U
na$oj studiji nismo uodili povezanost rs3024505 polimorfizma sa UK, ali T alel i nosioci T
alela su takode bili ¢eSce prisutni kod pacijenata sa UK u odnosu na zdrave ispitanike, pri
¢emu je razlika bila blizu statisti¢ke znacajnosti (p=0,13 i p=0,12). Moguce je da ta
udruzenost postoji, ali da je, zbog malog uzorka i niske statisticke snage studije, nismo
dokazali kod pacijenata sa UK.

Bioloski znacaj polimorfizma rs3024505 kod pacijenata sa IBC ostaje nedovoljno
poznat. Polimorfizam rs3024505 je lokalizovan u blizini 3’ kraja IL10 gena, 2077
nukleotida nishodno od TAG sekvence koja odgovara stop kodonu u IRNK. Nije u
potpunosti jasno da li ova pozicija ukazuje na direktnu ulogu ovog polimorfizma u
regulaciji produkcije 1L-10, ali je poznato da je ekspresija IL10 gena regulisana na
posttranskripcionom nivou. U blizini polimorfizma rs3024505, lokalizovana je sekvenca
DNK za koju se vezuje AP-1, transkripcioni faktor koji reguliSe ekspresiju gena pod
uticajem razli¢itih stumulusa kao $to su citokini, faktori rasta i infekcije [157, 160, 268].
Nedavno su u blizini polimorfizma rs3204505 identifikovana jo$ dva mesta za vezivanje
transkripcionih faktora, i to jedan za Spl (Specifi¢ni protein-1) a drugi za USF (Ushodni
stimulativni faktor) [160]. Moguce je da navedeni region sadrzi regulatorne sekvence koji
uticu na ekspresiju IL10 gena. Dosadasnje studije nisu pokazale uticaj polimorfizma
rs3024505 na serumski nivo IL-10 kod zdravih osoba i kod pacijenata sa IBC [158].
Moguce je da T varijanta rs3024505 moze da ima uticaj na ekspresiju IL10, odnosno da
smanji njegovu produkciju i antiinflamatornu aktivnost, §to moze da doprinose razvoju
IBC. Alternativno, polimorfizam rs3024505 mozda predstavlja marker koji je povezan i
nasleduje se zajedno sa nekim drugim, za sada nepoznatim uzrocnim faktorom ili
faktorima. Stoga su potrebna dalja sekvenciranja i funkcionalni eksperimenti kako bi se

rasvetlila uloga ovog regiona i njegov uticaj na produkciju IL-10 kod pacijenata sa IBC.
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U nasoj studiji smo takode ispitivali udruzenost polimorfizama G-1082A
(rs1800896), C-819T (rs1800871) i rs3024505 IL10 gena i klinickih karakteritistika
pacijenata sa KB i UK. Ispitivane su sledece fenotipske karakteristike pacijenata: pol,
aktivnost bolesti, godine kad je postavljena dijagnoza, prethodne hirurske intervencije zbog
osnovne bolesti, ekstenzivnost bolesti, lokalizacija bolesti, tip KB, terapija, puSenje,
prisustvo EIM, postojanje anemije, pothranjenost i porodi¢no optereéenje za IBC. Utvrdili
smo ¢eSc¢e postojanje anemije kod pacijenata sa polimorfizmima G-1082A (rs1800896) i
rs3024505 IL10 gena u KB. Takode, postojala je 1 udruzenost polimorfizma rs3024505 1
stenozantnog/penetrantnog tipa bolesti kod pacijenata sa KB. U dosadasnjim istrazivanjima
nije pokazana povezanost polimorfizama IL10 gena sa nastankom anemije kod pacijenata
sa IBC. Takode, do sada nije ispitivana uloga citokina IL-10 u nastanku anemije kod
pacijenata sa IBC, ali je registrovano da tokom terapijske primene IL-10 kod pacijenata sa
KB moze da dode do pojave anemije [269]. Izgleda da postoji uticaj ovog citokina na
nastanak anemije, ali patogenetski mehanizam u dosadasnjim istrazivanjima nije
razmatran. U naSem istrazivanju, moze se pretpostaviti da C alel polimorfizma rs3024505
povecava ekspresiju IL10 gena, Sto dovodi do povecane produkcije citokina IL-10 koja
utice na pojavu anemije kod pacijenata sa KB. Takode, pokazano je da je C alel
polimorfizma rs3024505 povezan sa agresivnijim fenotipom KB, $to je iznenadujuce,
obzirom da navedeni polimorfizam nije bio udruzen sa KB u naSem istrazivanju, kao i u
drugim studijama [159]. Medutim, u studiji sa Novog Zelanda, T alel ovog polimorfizma
(@ ne C alel) je bio ¢eSc¢e prisutan kod pacijenata sa stenozantnom formom KB [158].
Ovakve razlike izmedu dve studije se mogu delom objasniti i etni¢kim specifi¢nostima
izmedu populacija, kao 1 razlikama u karakteristikama kohorti u navedenim studijama. U
naSem istraZivanju, c¢eS€e SuU bili zastupljeni ispitanici sa tezim formama bolesti 1
komplikacijama. Tako je u naSem istraZivanju 53,3% pacijenata imalo stenozantnu formu
KB, dok je u studiji sa Novog Zelanda stenozantnu formu bolesti imalo 30,4% pacijenata.
Poznato je da IL-10 ima brojne funkcije u ljudskom organizmu, i da pored dobro poznate
antiinflamatorne uloge, moze da ima i proinflamatornu funkciju u imunskom sistemu
[270]. Pokazano je da IL-10, kada se primenjuje kao terapija pacijentima sa KB, stimulise
proizvodnju proinflamatornih medijatora, kao §to je IFN-y [271]. Jedno od mogucih
objasnjenja povezanosti anemije 1 polimorfizma rs3024505 koju smo uocili u nasem
istraZivanju jeste dobro poznati poremecaj metabolizma gvozda u hroni¢noj inflamaciji, §to
dovodi do hiperferitinemije i smanjene raspolozivosti gvozda za potrebe eritropoeze u

kostnoj srzi [269]. Moze se pretpostaviti da je ova imunostimulatorna uloga IL-10
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odgovorna za udruZenost i sa tezim formama bolesti i sa prisustvom anemije. Obzirom na
moguénost postojanja i lazno pozitivnih rezultata u nasoj studiji (multipla testiranja nisu
radena u ovom istrazivanju), potrebne su replikacione studije na etnicki sli¢nim kohortama
kako bi se pojasnile povezanosti na koje ukazuju rezultati ovog ispitivanja.

U zakljucku, ovo je prva studija koja se bavila analizom znacaja polimorfizama
IL10 gena kod pacijenata sa IBC u Srbiji, a za rs3024505 je ovo ujedno i prva studija u
isto¢noj Evropi. Polimorfizam rs3024505 1L10 gena je bio udruZen sa rizikom za nastanak
KB u srpskoj populaciji. Takode je uocena udruzenost ovog polimorfizma sa postojanjem
anemije i stenozantne/penetrantne forme KB kod nasih ispitanika. Nasuprot navedenom, ni
jedan od polimorfizama u promotorskom regionu IL10 gena nije bio udruzen sa KB ili UK.
Nasi rezultati ukazuju na vaznu ulogu polimorfizma rs3024505 u KB, i mogu biti korisni
za buducée meta analize koje Ce se baviti istrazivanjem uloge IL-10 i drugih potencijalnih

biomarkera u patogenezi IBC.

5.4 ZNACAJ POLIMORFIZMA rs6887695 IL12B GENA U INFLAMATORNOJ
BOLESTI CREVA

IL12B gen je lokalizovan na hromozomu 5q31 i kodira 40 kDa teski lanac, p40 (ili
IL12p40), koji sacinjava zajedni¢ku subjedinicu za dva citokina IL-12 i IL-23. Ovi citokini
imaju veoma vaznu ulogu u povezivanju urodenog 1 steCenog imunskog odgovora u IBC
[212]. Subjedinica p40 se povezuje sa p35 subjedinicom (1L12p35) u heterodimer i formira
IL-12, odnosno sa pl9 subjedinicom (IL23p19) i tako formira 1L-23. Proinflamatorna
funkcija citokina IL-12 i 1L-23 je dobro dokumentovana [272]. Ove citokine produkuju
aktivirane dendritske celije i makrofagi u odgovoru na mikrobne stimuluse. I1L-12 podstice
diferencijaciju naivnih CD4" T-¢elija u zrele efektorske Th1 éelije koje produkuju IFN-y, a
takode stimulise i NK ¢elije i CD8" T-¢elije [273]. Sa druge strane, IL-23 je klju¢an za
funkciju Th17 ¢elija, a deluje i na memorijske T-Celije. Th17 ¢éelije produkuju citokine, kao
§to su IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22 i IL-26, kao i hemokin CCL20 i smatra se da ovi
citkokini imaju poseban znacaj u intestinalnoj inflamaciji u KB [274, 275]. Thl i Thl7
mogu da produkuju i druge proinflamatorne citokine, kao $to je TNF [272]. Uloga IL-12 i
IL-23 u patogenezi hroni¢ne inflamacije u KB prvo je pokazana na eksperimentalnom
nivou na misevima [276, 277]. Potom su usledile klinicke studije istrazivanja efikasnosti
humanog monoklonskog antitela specificnog za 1L12/23 p40 subjedinicu (Ustekinumab),

koje se pokazao korisnim kod pacijenata sa umereno do teSko aktivnom KB [121].
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Nedavne pojedina¢ne studije, kao i meta analize i GWA studije su ukazale na postojanje
odredenih polimorfizama gena IL12B koji su udruzeni sa KB kod evropskih populacija
bele rase iz Nemacke, Danske, ali 1 udaljenih kontinenata kao $to su populacije Novog
Zelanda i Kine [162-167]. IstraZzivanja iz isto¢ne Evrope, Srbije i regiona do danas nisu
radene. Stoga smo ispitivali genetske varijante 1L12B i njegov znac¢aj u nastanku KB i UK
u populaciji Srbije, kao i udruzenost genotipa sa odredenim fenotipskim karakteristikama
bolesti. U tom cilju, u grupi pacijenata sa KB, UK i IBC odredivane su ucestalosti alela 1
genotipova polimorfizma rs6887695 (G/C) IL12B i uporedivane su sa grupom zdravih
ispitanika. Ispitivanjem ovog polimorfizma IL12B gena, utvrdili smo statisticki znacajnu
razliku u ucestalosti CC genotipa kod pacijenata sa KB i IBC, u odnosu na kontrolnu grupu
ispitanika, pri ¢emu je CC genotip ¢eS¢e bio zastupljen u grupi obolelih od KB i IBC u
odnosu na zdrave kontrole. Ovi rezulati sugerisu mogucu ulogu CC genotipa (C alela) u
nastanku bolesti. U skladu sa navedenim, nosioci G alela su znacajno rede bili zastupljeni
kod pacijenata sa KB i kod svih pacijenata sa IBC, sugeriSu¢i protektivnu ulogu G alela u
razvoju IBC. Nasi rezultati potvrduju rezultate studije iz Nemacke, koja je na 913
pacijenata sa KB 1 318 pacijenata sa UK, takode utvrdila udruzenost IL12B SNP rs6887695
sa IBC [162]. U ovoj studiji, postojao je trend povezanosti rs6887695 i sa KB (p=0,066) i u
manjoj meri sa UK (p=0,092), ali nije dobijena statisticka znacajnost. U nedavnom
istrazivanju koje je sprovedeno u Danskoj, ispitivano je 17 SNP kod 624 pacijenata sa KB i
411 UK pacijenata. Ova studija je potvrdila povezanost SNP rs6887695 sa KB, i to
kombinacije homo i hetrozigota GC i CC [165]. Rezultati nase studije su takode u skladu i
sa japanskom studijom u kojoj su Yamazaki i saradnici u seriji od 484 bolesnika sa KB
(studija nije ukljuéila pacijente sa UK), utvrdili povezanost rs6887695 sa KB [278]. Studije
koje su ispitivale kohorte Askenazi jevreja i ispitanika iz Svedske sa IBC, nisu utvrdile
postojanje udruzenosti polimorfizama IL12B sa KB [279, 280]. Marquez i saradnici su u
velikoj kohorti od 344 KB i 363 UK, utvrdili povezanost CC genotipa SNP rs6887695 sa
UK u $panskoj populaciji [208]. Obzirom da smo u nasem istrazivanju, utvrdili povezanost
CC genotipa sa KB ali i CC genotipa sa svim pacijentima sa IBC, moguce je da u naSoj
populaciji postoji udruzenost i sa UK, ali zbog male serije ispitanika ova razlika nije
dostigla statisticku znacajnost (p=0,28; OR=1,60 [95%CI 0,67-3,78]). Medutim, u studiji
koja je obuhvatila 339 pacijenta sa KB sa Novog Zelanda (nisu ukljuceni pacijenti sa UK)
nije utvrdeno postojanje korelacije rs6887695 1L12B sa KB [163]. Song i saradnici su u
Kineskoj populaciji odredivali polimorfizme IL12B, ali i analizirali ekspresiju iRNK i

serumsku koncentraciju IL-12 i pronaSli su poviSene serumske nivoe IL-12B kod

91



pacijenata sa UK, kao i povisen nivo IL12p40 u lokalnom tkivu pacijenata sa UK u odnosu
na zdrave ispitanike, ali ti nivoi nisu korelisali sa genotipom rs6887695 IL12B gena [164].
Druga studija takode iz Kine, je pokazala povezanost SNP rs6887695 IL12B i kod
pacijenata sa KB i kod UK, pri ¢emu je izrazenija povezanost utvrdena kod bolesnika sa
KB, §to je u skladu sa nasim rezultatima [209]. Takode je i ova studija ispitivala ekspresiju
IRNK za IL12B, i ona je bila ve¢a kod pacijenata sa KB u odnosu sa UK (p<0,001) i u
odnosu na zdrave ispitanike (p<0,001). Zamimljivo je da je u navedenoj studiji odredivana
i serumska koncentracija IL12p40 ELISA testom, i da je bila zna¢ajno visa kod pacijenata
sa KB u odnosu na UK i zdrave ispitanike, sa visokom statistickom znacajnoscu od
p<0,001. U ovoj studiji, u suprotnosti sa prethodnom studijom gde nije uocena korelacija
genotipa rs6887695 IL12B gena sa produkcijom I1L12p40 u UK [164], serumski nivoi
IL12p40 proteina su korelisali sa genotipom rs6887695 kod pacijenata sa KB [209].
Polimorfizam rs6887695 se nalazi u blizini IL12B gena i za sada nije poznato da li ima
funkcionalni potencijal, odnosno da li uti¢e na ekspresiju i produkciju IL12p40 proteina, a
samim tim i na produkciju I1L-12 i 1L-23. Ipak, prethodno navedeni podaci o korelaciji
genotipa ovog polimorfizma sa serumskim nivoima IL12p40 sugerisu da bi rs6887695
mogao da uti¢e na varijacije u nivoima ovih citokina i posledi¢no na razvoj i fenotipske
karateristike IBC. Obzirom na oskudne i opre¢ne podatke, neophodno je da buduce studije
to i potvrde.

U naSem istrazivanju ispitivali smo i udruzenost polimorfizma rs6887695 1L12B
gena (alela 1 genotipova) sa slede¢im fenotipskim karakteristikama bolesti kod pacijenata
sa KB, UK i IBC: pol, aktivnost bolesti, godine kad je postavljena dijagnoza, prethodne
hirur§ke intervencije zbog osnovne bolesti, ekstenzivnost bolesti, lokalizacija bolesti, tip
KB, postojanje anemije, terapija, pusenje, pothranjenost i porodi¢no optere¢enje za IBC.
Postojanje perianalne fistule kod KB je bilo statisticki znacajno rede kod pacijenata sa CC
genotipom polimorfizma rs6887695 1L12B, dok su nosioci G alela ¢eS¢e imali fistuloznu
formu bolesti. U studiji sa Novog Zelanda, osobe sa KB terminalnog ileuma su znacajno
rede bili nosioci C alela rs6887695 IL12B [163]. Takode, kod ove grupe ispitanika sa KB
rede je bila zastupljena stenozantna forma bolesti. Suprotno navedenim rezultatima, u
studiji iz Japana, kohorta pacijenata sa KB koja je imala izolovanu bolest terminalnog
ileuma (n=70) bila je ¢esc¢e udruzena sa C alelom i sa CC i CG genotipom polimorfizma
rs6887695 [278]. Pojedine studije nisu utvrdile povezanost izmedu ispitivanih genotipova
rs6887695 IL12B i fenotipskih karakteritsika (pol, lokalizacija i tip bolesti) kod pacijenata
sa KB i UK [208]. Ovakve razlike u povezanosti genotipskih i fenotipskih karakteristika
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koje su dobijene u razliCitim istrazivanjima, mogu Se delom objasniti etnickim
specifi¢nostima razli¢itih populacija, kao i razlikama u karakteristikama kohorti pacijenata.
U naSem istrazivanju svi pacijenti poticu iz tercijarne ustanove, i ¢eS¢e su bili zastupljeni
ispitanici sa tezim formama bolesti i komplikacijama. U studiji Songa i saradnika
ispitivana je koncentracija 1L12p40 u serumu i nije utvrdena povezanost nivoa IL12p40 u
odnosu na klini¢ke i epidemioloske karakteristike bolesti, kao $to su pol, godine starosti,
pusenje i porodi¢no optereéenje za IBC [164]. U nasem istrazivanju, druge ispitivane
fenotipske karakteristike pacijenata sa KB nisu bile udruzene sa ispitivanim
polimorfizmom rs6887695 IL12B gena. Ispitivane fenotipske karatkertistike pacijenata sa
UK nisu bile povezane sa polimorfizmom rs6887695 IL12B gena. Kada su pacijenti sa IBC
posmatrani u celini, pacijenti sa genotipom CC rs6887695 IL12B gena su imali znac¢ajno
rede EIM bolesti. U dosadasnjim dostupnim studijama koje su korelisale genotip i fenotip,
nije utvrdena udruzenost EIM sa polimorfizmom rs6887695 1L12B. Medutim, poznata je
povezanost serumskog nivoa 1L12p40 (i IL-23) sa nastankom autoimunskog artritisa i
drugih kostanih EIM koje se mogu javiti i u IBC [281].

U zaklju€ku, ovo je prva studija koja se bavila analizom znacaja polimorfizama
IL12B gena kod pacijenata sa IBC u isto¢noj Evropi i u Srbiji. Polimorfizam rs6887695
IL12B gena je bio udruZen sa rizikom za nastanak KB i IBC u srpskoj populaciji. Dobijeni
rezultati, iako na maloj seriji ispitanika, su u skladu sa rezultatima brojnih studija iz
zapadne Evrope 1 pojedinih populacija drugih kontinenata. Takode je uo¢ena udruzenost
ovog polimorfizma IL12B gena sa postojanjem perianalne fistule kod KB i sa prisustvom
EIM kod svih pacijenata sa IBC. Nasuprot navedenom, polimorfizmi rs6887695 IL12B
gena nisu bili udruZeni sa UK i fenotipskim karakteristikama UK. Nasi rezultati ukazuju na
vaznu ulogu polimorfizma rs6887695 u KB, i mogu biti korisni za budu¢e meta analize
koje ¢e se baviti pronalazenjem potencijalnih biomarkera u IBC i istrazivanjem uloge IL-

12B u patogenezi te bolesti.

5.5 ZNACAJ POLIMORFIZMA rs11209026 1L23R GENA U INFLAMATORNOJ
BOLESTI CREVA

IL-23 je citokin koje produkuju cCelije urodene imunosti (prevashodno dendritske
¢elije i makrofagi) i ima vaznu ulogu u regulisanju ste¢enog imunskog odgovora [282]. IL-
23 je kljucan za proliferaciju, prezivljavanje i funkciju Th17 ¢elija koje produkuju IL-17 i

dovode do inflamacije, pri ¢emu se izmedu IL-23 i Th17 citokina ostvaruje koordinisana i
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precizno balansirana ravnoteza [283]. Thl7 ¢elija su vazne u odbrani domacina od
infekcija, naroc¢ito onih na povrsini sluzokoza izazvanih ekstracelularnim bakterijama i
gljivicama [284]. Smatra se da IL-23 ima presudnu ulogu i u razvoju hroni¢ne inflamacije
u inflamatornim i/ili autoimunskim bolestima kao S§to su ankiloziraju¢i spondilitis,
reumatoidni artritis, psorijaza, autoimunski tiroiditis i astma [167, 283, 285, 286].
Dosadas$nja saznanja ukazuju da je uloga IL-23 vaznija od uloge IL-12 u pokretanju i
odrzavanju hroni¢ne inflamacije [282]. Sve je vise podataka koji ukazuju i na vaznu ulogu
IL-23 u patogenezi IBC [287]. Predklinicke studije su pokazale da blokiranjem p40
subjedinice IL-12 i IL-23 mogu da se spre¢e simptomi na eksperimentalnim modelima
kolitisa indukovanog hemijskim putem [163, 288]. U klinickim studijama je takode
pokazan zna¢aj humanog monoklonskog antitela specifi¢énog za 1L12/23p40 subjedinicu
(Ustekinumab) kod pacijenata sa umereno do teSko aktivnom KB [121].

Brojna genetska istrazivanja koja su sprovedena do danas, doprinela su
razjasnjavanju veoma vazne uloge osovine 1L-23/Th17 u autoimunskim bolestima i u IBC
[277, 289]. Jedna od klju¢nih istrazivanja jeste GWA studija koja je otkrila povezanost
varijanti u genu za receptor za IL-23 (IL23R) sa nastankom KB [91]. Ovi rezultati su
potvrdeni u studiji koja je ispitivala pedijatrijsku populaciju obolelih od KB [290]. Potom
je usledila velika studija koja je analizirala 7 razlicitih bolesti (inflamatorne, autoimunske i
hroni¢ne nezarazne bolesti) na 17000 pacijenata i 3000 zdravih ispitanika iz V. Britanije,
od strane konzorcijuma ,,Wellcome Trust Case Control Consortium® (WTCCC), u kojoj je
ispitivano 500 000 SNP i pri tom je identifikovano viSe genskih lokusa koji mogu biti
udruzeni sa nastankom KB, ukljucujuéi i varijante IL23R gena. Pored toga, u ovoj studiji,
KB je imala najviSe detektovanih genskih lokusa u odnosu na druge ispitivane bolesti
[291]. IL23R gen je lokalizovan na hromozomu 1 (1p31) i kodira subjedinicu receptora za
IL-23. Vezivanjem IL-23 za IL-23R kompleks pokrece se prenos signala preko JAK/STAT
osovine i dolazi do ekspresije veteg broja gena [292]. Pokazano je da odredeni
polimorfizmi IL23R gena mogu da utiCu na vezivanje 1L-23 i efekat koji on izaziva u
imunskom odgovoru. Medu njima se posebno isti¢e funkcionalni nesinonimni SNP
rs11209026 (G1142A), koji je lociran u egzonu 9 IL23R gena i koji kodira promenu
aminokiseline arginin u glutamin (Arg381GIn, odnosno R381Q) u transmembranskom delu
receptora za IL-23. Na osnovu dosadas$njih saznanja, smatra se da ovaj polimorfizam
IL23R gena ima vaznu ulogu u patogenezi IBC. Pokazano je da je frekvenca minornog A
alela rs11209026 znacajno vecéa kod zdravih osoba u odnosu na osobe sa IBC, $to ukazuje

na moguc¢u protektivnu ulogu A alela u nastanku intestinalne inflamacije [91]. Postoje
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dokazi da promena amino kiseline usled prisustva A alela utice na funkciju IL-23R,
modifikujuéi interakciju izmedu IL-23R 1 JAK2 kinaze zbog ostec¢enog udruzivanja JAK2
sa citoplazamatskim produzetkom receptora i posledi¢no dovodi do smanjenja kapaciteta
za aktivaciju STAT proteina [66, 282]. Takode je moguce i da A alel dovodi do formiranja
solubilnog IL-23R koji vezuje IL-23 i spreCava da se veze za celije ¢ime smanjuje
diferencijaciju i funkcionalni kapacitet Th17 ¢elija [168]. U skladu sa tim, nedavne studije
su pokazale da A alel rs11209026 u IL23R genu dovodi do smanjenja produkcije 1L-17
zavisne od IL-23 [286, 293]. Redukovano stvaranje 1L-17 od strane Th17 ¢elija kod osoba
koje imaju protektivnu IL23R varijantu (A alel) u odnosu na nosioce ,,divljeg tipa“ (engl.
wild type, WT), odnonso G alela u ovom polimorfizmu IL23R gena, potvrduju navedeno
[66]. Medutim, pokazano je da koncentracija i aktivnost cirkuliSsu¢ih Th17 ¢elija ne
koreli$e ni sa nosiocima G alela, niti sa nosiocima protektivnog A alela [282]. Na osnovu
navedenog, izgleda da rs11209026 polimorfizam u IL23R genu ima vaznu ulogu u razvoju
inflamacije u IBC, a mozda i u drugim autoimunskim bolestima kao $to su psorijaza,
ankolizirajuci spondilitis, astma i reumatoidni artritis, ali su potrebne nove studije da to i
potvrde.

I pored brojnih istrazivanja o povezanosti rs11209026 1L23R gena i IBC u svetu, do
sada ovakva istrazivanja nisu radena u Srbiji i u regionu, dok je svega dve studije
objavljeno u Isto¢noj Evropi. U nasoj studiji, odredivali smo alele i genotipove rs11209026
polimorfizma u IL23R kod pacijenata sa KB, UK i IBC u odnosu na kontrolnu grupu
ispitanika iz Srbije. Polimorfizam rs11209026 je bio statisticki znacajno udruzen i sa KB, i
sa UK, i sa svim pacijentima sa IBC, pri ¢emu su A alel i heterozigotni GA genotip
(homozigoti AA nisu ni detektovani medu naSim ispitanicima) bili ¢es¢e zastupljeni u
kontrolnoj grupi zdravih ispitanika, sugeriSuci protektivnu ulogu A alela u nastanku IBC.
U naSoj seriji ispitanika A alel je bio prisutan kod 5,9% zdravih ispitanika, dok je u grupi
pacijenata bio zna¢ajno manje zastupljen i to u 0,9% pacijenata sa KB, 1,5% pacijenata sa
UK, odnosno u 1,2% svih pacijenata sa IBC. Ovakvi rezultati su u skladu sa dosadasnjim
objavljenim rezultatima. U GWA studiji pokazano je da je protektivni alel prisutan u oko
7% zdravih osoba, dok je u KB bio zastupljen izmedu 2 i 3% [91]. Kasnije studije koje su
analizirale razli¢ite populacije su pokazale ucestalost ovog alela izmedu 0 i 25% kod
zdravih ispitanika razli¢itih populacija. Nasi rezultati 0 povezanosti rs11209026 sa obe
forme IBC, su u skladu sa mnogim drugim studijama koje su pokazale udruzenost
navedenog polimorfizma sa IBC u populacijama severne Amerike [170], Kanade [211],
Novog Zelanda [294], Italije [213], Holandije i Belgije [165, 171]. Takode je u nekoliko
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istrazivanja potvrdena protektivna uloga A alela u pedijatrijskim populacijama Severne
Amerike [290], Nemacke [214], Skotske [295] i V. Britanije u kojoj su bili uklju¢eni samo
pacijenti sa KB [296]. Neke studije su utvrdile povezanost rs11209026 SNP IL23R gena sa
KB (i IBC), ali ne i sa UK, §to je pokazano u populacijama V. Britanije [297], Severne
Amerike [298], Nemacke [210], Belgije [299], Spanije [208, 300], Cilea (nisu ispitivani
pacijenti sa UK) [301], Finske [302], Kanade [303], Novog Zelanda [163] i Portorika
[304]. Medu njim je i jedna od dve studije iz istoéne Evrope, u kojoj su Lakato$ i saradnici
pokazali jasnu povezanost protektivnog A alela u nastanku KB i IBC u madarskoj
populaciji [175]. Druga od dve objavljene studije iz isto¢ne Evrope, nije pokazala
udruzenost navedenog polimorfizma sa KB, UK i IBC u populaciji iz Litvanije [176]. U
ovoj studiji je distribucija protektivnog alela bila sli¢cna drugim evropskim studijama i
identi¢na sa naSim rezultatima (5,9%), ali je protektivan alel bio zastupljen kod pacijenata
sa KB i UK u vecoj meri (KB 3,6% i UK 4,5%) nego u vecini navedenih studija koje su
imale pozitivne rezultate. Studije iz Izraela, Indije i Japana, kao i jedna studija iz SAD,
nisu utvrdile udruzenost polimorfizama rs11209026 IL23R gena sa KB [172-174, 215].
Interesantno je da su Venegas i saradnici prijavili veoma visoku ucestalost protektivnog A
alela R381Q u Cileu od 6% kod pacijenata sa KB i ¢ak 25% kod zdravih kontrola, koja je
znatno visa u odnosu na rezultate veéine evropskih zemalja [212]. I pored toga Sto se
ucestalost protektivnog alela razlikovala izmedu pacijenata sa KB 1 zdravih ispitanika,
razlika nije dostigla statisticku znacajnost. Medutim, kada su navedeni istrazivaci ispitivali
ucestalost ove varijante IL23R izdvojeno kod pacijenata sa KB evropskog porekla, dobili
su sliéne rezultate kao i u drugim evropskim populacijama, odnosno ucestalost A alela je
iznosila 1,9% u KB, u odnosu na 7% kod zdravih osoba. Analizom ucestalosti varijanti
rs11209026 polimorfizma kod Askenazi jevreja, pokazano je da je A alel zastupljen kod
2% pacijenata sa KB, dok je isti alel imalo 7% zdravih ispitanika [212]. Sa druge strane, A
alel nije uopste identifikovan u Kineskoj populaciji u jednoj studiji koja je ispitivala
razli¢ite IL23R polimorfizme [305].

Nema jasnih objasnjenja za ovakve diskrepance u rezultatima dosadasnjih
istrazivanja, ali se moze zakljuciti da su razlike uocene pre svega u vecini dalekih
populacija azijskog kontinenta iz Japana, Kine, Indije, Izraela i takode iz Cilea, i u samo
jednoj isto¢noevropskoj studiji. Nasi rezultati su u saglasju sa ve¢inom studija iz zapadne
Evrope i severne Amerike i u skladu sa tim, raspodela alela u zdravoj populaciji u nasem
istrazivanju nije se razlikovala u odnosu na geografska podrucja zapadne Evrope. Moguce

je da su uocene razlike posledica etnickog diverziteta dalekih geografskih podrucja JuZne
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Amerike 1 Azije. Ovo se moze potvrditi i1 Cinjenicom, da su se frekvence alela
polimorfizma rs11209026 IL23R znacajno razlikovale u nasoj seriji zdravih ispitanika u
odnosu na zdrave ispitanike Cilea, $to sugerise odredene genske specifi¢nosti ispitivanih
populacija. Uocene razlike se mogu delom objasniti i razlikama u dizajnu studija, selekciji
pacijenata i kontrolne populacije, kao i relativno malim grupama ispitanika u mnogim
studijama.

Kod pacijenata sa KB, UK i IBC ispitivali smo i udruZzenost navedenih
polimorfizama (alela, genotipova i nosioca alela) sa slede¢im fenotipskim karakteristikama
bolesti: pol, aktivnost bolesti, godine kad je postavljena dijagnoza, prethodne hirurske
intervencije zbog osnovne bolesti, ekstenzivnost bolesti, lokalizacija bolesti, tip KB,
terapija, postojanje anemije, pusenje, pothranjenost i porodi¢no opterecenje za IBC. Ni
jedan od navedenih fenotipskih karakteritistika KB, UK i IBC nije bio udruZen sa
polimorfizmom rs11209026 IL23R gena. Vecina dostupnih studija takode nije pokazala
udruzenost navedenog polimorfizma sa fenotipskim karakteristikama bolesti [91, 171, 172,
208, 211, 214, 215, 294, 295, 297, 301-303]. Medutim, u manjem broju istrazivanja je
pokazana genotipsko-fenotipska povezanost. U studiji Lakatosa i saradnika inflamatorna
forma KB je Cesce bila zastupljena kod pacijenata koji su imali heterozigot GA [175].
Studija iz Italije je pokazala nizu zastupljenost protektivnog A alela kod pacijenata koji su
rano oboleli od KB. U ovoj studiji je A alel rs11209026 je bio zastupljen u 2,8% slucajeva
kod pacijenata mladih od 16 godina, dok je isti alel imalo ¢ak 6,7% pacijenata koji su prvi
atak KB imali posle 40. godine Zivota [213]. Studija Fergusona i saradnika je takode
pokazala da su pacijenti sa protektivnim A alelom imali manji rizik za razvoj stenozantne
forme KB ileokolonske lokalizacije [163]. Ovakve razlike u nalazima se mogu objasniti
razli¢itim etnickim 1 genetskim specificnostima odredenih populacija, ali i1 razli€itim
fenotipskim karakteristikama ispitivanih pacijenata.

U zakljucku, ovo je prva studija iz Srbije koja se bavila ispitivanjem polimorfizma
rs11209026 IL23R gena kod pacijenata sa KB, UK i kod zdravih ispitanika. Nasi rezultati
su u skladu sa ve¢inom dosadasnjih studija iz Evrope i Severne Amerike, 1 potvrduju
prethodna saznanja o znacaju polimorfizma rs11209026 kao genetske determinante u
patogenezi IBC. Nasa studija nije utvrdila postojanje korelacije izmedu genotipa i
fenotipskih karakteristika pacijenata sa IBC 1 ovi rezultati su u skladu sa rezultatima vecéine
studija koje su do sada radene. lIako je moguce, obzirom na relativno malu kohortu
pacijenata, da nasi rezultati ne reprezentuju genetske i fenotipske determinante cele

populacije, saglasnost naSih rezultata sa velikom vecinom dosada$njih studija govori u
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prilog vazne uloge rs11209026 polimorfizma u IL23R genu u patogenezi KB i UK i u
populaciji Srbije.

56 ZNACAJ POLIMORFIZAMA MDR1 GENA U INFLAMATORNOJ
BOLESTI CREVA

MDR1 gen se nalazi na dugom kraku hromozoma 21, kodira P-glikoprotein (P-gp),
koji predstavlja ATP-zavisnu efluksnu pumpu i verovatno ima transportno-protektivnu
ulogu u ekskreciji toksina u zu¢, crevni lumen 1 urin, sprecavajuci njihovo zadrzavanje u
organizmu. Smatra se da P-gp ima vaznu ulogu i u interakcijama izmedu mikroorganizama
i ¢elija domacéina i uspostavljanju homeostaze na nivou creva i da njegova neadekvatna
funkcija moze da poremeti preuzimanje toksina i ksenobiotika i posledi¢no dovede do
inflamacije i razvoja IBC [180, 181]. Stoga, polimorfizmi u MDR1 genu koji mogu da
menjaju ekspresiju i funkciju P-gp takode mogu da imaju poseban znacaj u IBC, a medu
njima se posebno isti¢u polimorfizmi rs1128503 (C1236T), rs1045642 (C3435T) i trialelski
SNP rs2032582 (G2677T/A). U naSoj studiji smo utvrdili znacajnu povezanost sva tri
polimorfizma, kao i povezanost pojednih haplotipova i diplotipova MDR1 gena, sa UK u
srpskoj populaciji. Suprotno, ni jedan ispitivan polimorfizam nije bio udruzen sa KB u
nasoj kohorti.

Prema dosadasnjim saznanjima, postoje opre¢ni stavovi o znacaju MDR1 gena u
patogenezi IBC u svetu. Prve objavljene studije su ispitivale polimorfizam C3435T MDR1
gena kod pacijenata sa IBC u viSe centara u SAD 1 u Nemackoj i1 pokazale su povezanost
ovih polimorfizama sa UK [187, 188]. Potom su se brojni autori bavili ispitivanjem
udruzenosti ovog polimorfizma i IBC, sa kontradiktornim rezultatima [140, 180, 191].
Novije studije iz Nemacke, Skotske, Japana i Irana su potvrdile znataj C3435T
polimorfizma u patogenezi UK, dok nisu pokazale povezanost sa KB [222, 306-308].
Studija iz regiona na populaciji Hrvatske, genetski bliska nasoj populaciji, utvrdila je
postojanje udruzenosti T alela i TT genotipa C3435T polimorfizma MDR1 gena sa
nastankom UK, ali ne i sa KB [227]. Medutim, suprotno ovim rezultatima, brojne studije
na raznolikim populacijama nisu naSle nikakvu povezanost navedenih polimorfizama sa
IBC [187, 189, 190, 216, 217, 219, 221, 224-226, 228, 309-317]. Posebno treba naglasiti
negativne rezultate slovenacke studije u kojoj nije utvrdeno postojanje udruZenosti
navedenih polimorfizama i IBC [318]. Kanadska studija je ukazala na povezanost T alela i

KB, $to nisu utvrdile druge studije [319]. Spanska studija je ¢ak ukazala na korelaciju CC
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genotipa sa nastankom KB, ali ove rezultate treba tumaciti u svetlu ¢injenice da distribucija
genotipova u ovoj studiji nije bila u Hardy-Weinberg-ovoj ravnotezi [223]. | pored ovako
velikih razlika u objavljenim rezultatima koji se odnose na C3435T polimorfizam MDR1
gena, preovladuju podaci koji ukazuju da bi T alel mogao da bude faktor rizika za nastanak
UK. Od postojec¢ih pet meta analiza koje analiziraju navedeni polimorfizam u IBC, Cetiri
meta analize potvrduju da je T alel C3435T verovatno faktor rizika za nastanak UK, dok
nije pokazana veza ovog polimorfizma sa nastankom KB [140, 180, 189, 190]. Suprotno,
meta analiza Wanga i saradnika, nije pokazala ovu udruZenost sa nastankom UK [191]. U
nasoj studiji T alel polimorfizma C3435T je bio udruzen sa nastankom UK u odnosu na
kontrolnu grupu zdravih ispitanika (60,1% u odnosu na 48,6%). TT genotip je bio CeSce
zastupljen u grupi pacijenata sa UK, u odnosu na zdrave ispitanike (33,3% prema 24,7%),
ali ova razlika nije dostigla statisticku znacajnost (p=0,101). Medutim nosioci T alela su
visoko statisti¢ki znacajno bili ¢eSc¢e prisutni u grupi pacijenata sa UK, nego kod zdravih
ispitanika (p=0,004). Nasi rezultati su u skladu sa rezultatima vecine meta analiza, koje
sugeriSu ulogu T alela polimorfizma C3435T, kao faktora rizika za nastanak UK, ali ne i
KB. U skladu sa navedenim rezultatima, su 1 na$i rezultati koji se odnose na CC genotip,
koji je bio znacajno ¢esée zastupljen u grupi zdravih ispitanika u odnosu na UK, $§to moze
da ukaze na protektivnu ulogu ovog genotipa u patogenezi UK.

Sli¢no objavljenim rezultatima za polimorfizam C3435T, u poslednjih deset godina
intenzivno je ispitivana povezanost trialelskog polimorfizma G2677T/A i IBC, sa
opre¢nim zaklju¢cima [187, 189, 216, 224, 225, 313]. U naSoj studiji, T alel i TT genotip
polimorfizma G2677T/A MDRL1 gena, su bili udruzeni sa UK, dok su G alel i GG genotip
bili ¢eS¢e prisutni kod zdravih ispitanika. Ovi rezultati sugeriSu mogucu ulogu T alela kao
faktora rizika za nastanak UK, dok G alel i GG genotip mogu imati protektivnu ulogu za
nastanak bolesti. Pretpostavku o patogenetskoj ulozi T alela u nastanku UK dodatno
potvrduje 1 povezanost nosilaca T alela sa grupom pacijenata sa UK u nasoj studiji. Slicnu
udruzenost nosilaca T alala polimorfizma G2677T/A MDR1 sa UK je utvrdila i
anglosaksonska studija [189]. Poseban znacaj imaju studije u regionu u kojima su u
hrvatskoj i slovenackoj populaciji dobijene slicne povezanosti T alela polimorfizma
G2677T/A MDR1 gena i UK [227, 318]. U skladu sa navedenim, studija iz severne Indije
za Cije stanovni$tvo je pokazano da je srodnije sa kavkaskom rasom u odnosu na
populaciju ostalih delova Indije, utvrdila je povezanost T alela i TT genotipa sa UK, kao i
nizu ucestalost G alela kod pacijenata sa UK [219]. Suprotno, u studiji sa Novog Zelanda,

pokazano je da je GT genotip povezan sa manjim rizikom za nastanak UK u odnosu na GG
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genotip [217]. U skladu sa navedenim, americka multicentri¢na studija je ukazala na
udruzenost G alela sa IBC, potvrduju¢i mogucu ulogu ovog alela kao faktora rizika za
nastanak IBC [187]. Sa druge strane, Yang i saradnici su dobili da je isti genotip
protektivan faktor za nastanak KB [317]. Ostale studije nisu pokazale udruzenost
polimorfizma G2677T/A sa UK, KB i IBC [221-226, 308, 313, 314]. Takode, dve meta
analize nisu pokazale udruzenost ovog MDR1 polimorfizma sa nastankom IBC [140, 180].

Polimorfizam C1236T MDR1 gena nije do sada puno ispitivan u IBC, za razliku od
prethodno analiziranih polimorfizama C3435T i G2677T/A MDR1 gena. Medutim, u na$oj
studiji dobili smo znacajnu povezanost ovog polimorfizma sa UK. T alel i TT genotip su
bili znacajno ¢esce prisutni kod pacijenata sa UK, dok su C alel i CC genotip bili znacajno
¢eS¢i kod zdravih ispitanika, ukazujué¢i na mogucéu ulogu T alela kao faktora rizika za
nastanak UK, odnosno protektivnu ulogu C alela u nastanku ove bolesti. Takode, analizom
nosilaca C i T alela, jo§ jednom su potvrdene ove pretpostavke, obzirom da su dobijene
visoko znacajne povezanosti nosilaca T alela sa UK, odnosno nosilaca C alela sa zdravim
ispitanicima. Takode, u studiji u severnoj Indiji dobijeni su sli¢ni rezultati. Alel T
polimorfizma C1236T je bio ¢eSe prisutan u grupi pacijenata sa UK [219]. Sli¢no, u
marokanskoj populaciji je TT genotip bio udruzen sa nastankom UK [190]. Medutim
istrazivanje koje je obuhvatilo manji broj ispitanika u Kini, utvrdilo je ¢e$¢u udruzenost C
alela i CC genotipa sa nastankom UK [316]. U studiji Huebnera i saradnika, koja je
analizirala ispitanike sa Novog Zelanda, nosioci heterozigota za C1236T su imali manji
rizik za nastanak UK u odnosu na CC genotip [217, 316]. U pojedinim studijama
polimorfizam C1236T je bio udruzen sa KB i to sa ranim nastankom bolesti i
stenozantnom i penetrantnom formom bolesti [217, 218]. Nekoliko istraZivanja nije
utvrdilo povezanost C1236T ni sa UK ni sa KB [216, 308, 311, 317]. U naSem regionu,
studija koja je analizirala slovenacku populaciju, nije pokazala povezanost izmedu ovog
polimorfizma i IBC [318]. Prema nasim saznanjima, do sada su objavljene dve meta
analize koje takode nisu utvrdile udruzenost ovog polimorfizma sa IBC [140, 190].

Bolesti kao $to su IBC, u kojima postoje veoma slozeni etioloski patogenetski
mehanizmi, genetska ispitivanja koja obuhvataju analize haplotipova mogu biti od velikog
znacaja, obzirom da se u ovakvim genetskim studijama analiziraju kombinovani
medusobni uticaji svih potencijalnih polimorfizama, kao i medusobni uticaji 1 regionalne
varijacije koje mogu doprineti zajednickom efektu na nastanak bolesti. Stoga smo u nasoj
studiji ispitivali znacaj trolokusnih haplotipova svih ispitivanih polimorfizama (1236,

2677, 3435) za nastanak IBC u nasoj kohorti. Nasi rezultati su ukazali da je haplotip (TTT)
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potencijalno faktor rizika za nastanak UK, odnosno da je haplotip (CGC) protektivni u
nastanku UK. Alel T se pokazao kao predisponirajuci faktor za nastanak UK za svaki od tri
ispitivana polimorfizma pojedinac¢no, a sva tri T alela udruzena unutar istog haplotipa bili
su visoko znaCajno povezani sa nastankom UK. U skladu sa navedenim, moguci
protektivni aleli u nastanku UK za sva tri polimorfizma (C1236, G2677 and C3435), kada
su bili prisutni u obliku haplotipa (CGC) bili su takode znacajno ¢esce prisutni kod zdravih
osoba. Potvrda navedene pretpostavke u naSoj studiji je i analiza diplotipova. CGC/CGC
diplotip je u naSem istrazivanju bio znacajno ¢eSc¢e prisutan kod zdravih ispitanika, dok je
diplotip TTC/TTT bio znacajno ¢esce prisutan kod pacijenata sa UK. Takode je 1 diplotip
TTT/TTT bio ces¢e prisutan u grupi ispitanika sa UK, ali ova razlika nije dostigla
statisticku znacajnost u ovom istrazivanju. Prema literaturnim podacima, veoma je
ograni¢en broj studija koje su ispitivale znac¢aj trilokusnog haplotipa (1236, 2677, 3435) u
nastanku IBC. Prva objavljena studija koja se bavila ovakvim istrazivanjem je radena u
Sloveniji, i pokazala je ve¢u ucestalost TTT haplotipa u grupi pacijenata sa UK u odnosu
na zdrave kontrole, KB i IBC [318]. Potom su sli¢ni rezultati objavljeni u studiji iz Japana,
u kojoj je TTT haplotip bio ¢esce zastupljen kod pacijenata sa UK u odnosu na kontrolnu
grupu zdravih ispitanika, mada ova razlika nije dostigla statisticku znacajnost [308]. U
studiji u Indiji, TTT haplotip ali i TGT haplotip su bili ¢esce zastupljeni kod pacijenata sa
UK [219]. Pojedine studije su ispitivale dvolokusne haplotipove, 1236T/2677T,
G2677/3435T i 2677T/3435T, i pokazale su da su navedeni TT haplotipovi za sva tri
polimorfizma ¢esce bili prisutni kod pacijenata sa UK [219, 222, 225]. Sli¢ne rezultate su
objavili 1 u regionu Brinar i saradnici, u istrazivanju koje je obuhvatilo populaciju iz
Hrvatske [227]. Medutim, pojedine studije nisu utvrdile postojanje udruzenosti navedenih
haplotipova i UK [217, 218, 317]. Nedavno objavljeno istrazivanje u Kini, pokazalo je
udruzenost CTC haplotipa kao faktora rizika za nastanak KB, dok je TTT haplotip bio
znacajno ¢eSce prisutan u grupi zdravih ispitanika, ukazuju¢i na mogucu protektivnu ulogu
ovog haplotipa u nastanku KB [317].

Analiziraju¢i dosadaSnje rezultate koji se odnose na ulogu C1236T, G2677T/A i
C3435T polimorfizama u patogenezi IBC, uocavaju se jasne razlike u zastupljenosti
pojedinih polimorfizama kod pacijenata sa IBC u razli¢itim geografskim podru¢jima. Ove
razlike se najverovatnije mogu objasniti etnickim specificnostima razli¢itih populacija.
Drugi razlozi kojima se mogu objasniti postoje¢e razlike u zastupljenosti pojedinih
polimorfizama, ili oprecni rezultati izmedu pojedinih istrazivanja, jeste Cinjenica da je

veéina objavljenih studija do sada obuhvatila relativno mali broj pacijenata. Takode su
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prisutne razlike i u dizajnu studija kao i selekciji kontrolne grupe ispitanika. Znacaj
kontrolne grupe je jasno pokazan u nemackoj studiji u kojoj su rezultati u velikoj meri
zavisili od karakteristika kontrolne grupe ispitanika koja je definisana od strane istrazivaca
[307]. Takode ucestalost minornih alela polimorfizama MDR1 gena mogu znacajno da se
razlikuju u razli¢itim populacijama [180, 220, 227]. Obzirom da su razlike u
polimorfizmima MDR1 gena izmedu pacijenata i zdravih kontrola u nekim studijama
velike, moguce je da je kontrolna grupa zdravih ispitanika i postojanje razlika u ucestalosti
minornih alelskih varijanti u njima, razlog za razlike u rezultatima u pojedinim
istrazivanjima [227]. U naSoj studiji, distribucija ucestalosti alela i genotipova u kontrolnoj
grupi ispitanika se nije znacajno razlikovala u odnosu na rezultate veéine drugih evropskih
zemalja, ukljucujuéi i rezultate iz regiona, obzirom da se moze pretpostaviti da populacije
iz istog regiona imaju verovatno zajedni¢ko poreklo [220, 318]. lzuzetak je bila razlika u
ucestalosti alela G2677T/A kod zdravih ispitanika u Hrvatskoj studiji u odnosu na nasu
[227].

Na osnovu navedenog, nasi rezultati jasno ukazuju na znaajnu povezanost
pojedinih polimorfizama C1236T, G2677T/A i C3435T sa UK u na$oj populaciji, u kojoj
T aleli ispitivanih polimorfizama imaju predisponirajucu ulogu za nastanak UK. Nije jasno
koji su mehanizmi kojim navedene genske varijante mogu da doprinesu nastanku UK,
odnosno zbog ¢ega ovakva predispozicija ne postoji za KB. Jedno od mogucih objasnjenja
bi mogla da bude pretpostavka da izmenjena ekspresija P-gp i/ili njegova izmenjena
funkcija koja je uzrokovana polimorfizmima MDR1 gena dovodi do poremecenog
transporta potencijalno toksi¢nih ksenobiotika kod osoba sa specificnim genskim
varijantama, $to ¢ini ove 0Sobe podloznim za nastanak UK. Ipak, ne moze se iskljuciti da
postoje i drugi polimorfizmi u MDR1 genu, za sada nepoznati, koji su povezani sa
polimorfizmima koje smo mi analizirali i koji imaju uticaj na ekspresiju i funkciju P-gp. U
skladu sa tim, u skotskoj studiji je rs3789243 polimorfizam u intronu 3 MDR1 gena bio
znacajno CeSce prisutan kod pacijenata sa UK [216]. Sli¢no, u studiji iz Slovenije,
polimorfizmi u intronu 13 (rs2235035) i intronu 16 (rs1922242) su bili ¢esce prisutni kod
pacijenata sa UK [318].

Dobro je poznato da su KB i UK dve bolesti koje imaju razlicite klinicke
karakteristike. Cesto nije moguce predvideti tok bolesti kao i odgovor na terapiju i pored
brojnih raspolozivih laboratorijskih biomarkera, kao i klini¢kih, endoskospkih i
patohistoloskih kriterijuma i parametara aktivnosti bolesti. Obzirom da do danas ne postoji

zlatni standard kojim bi se mogao predvideti tok bolesti, a koji je dovoljno pouzdan,
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jednostavan, brz i lako dostupan lekaru i pacijentima, ispitivani su i brojni polimorfizmi
bolesti ili prediktori odgovora na terapiju. I pored ¢injenice da su pojedine studije ukazale
na postojanje ovakvih genotipsko-fenotipskih korelacija, ve¢ina dosada$njih istrazivanja
nije uspela da potvrdi pravi klini¢ki znacaj dobijenih rezultata. Tako je studija Hoa i
saradnika ukazala da su T alel i TT genotip polimorfizma C3435T cesce zastupljeni kod
pacijenata sa ekstenzivnom formom UK, odnosno Osuga i saradnici su pokazali da su
navedeni alel i genotip povezani sa kasnijim nastankom UK [222, 308]. Takode, u drugim
studijama je T alel i/ili TT genotip bio povezan sa stenozantnom formom KB terminalnog
ileuma [217, 320]. G alel polimorfizma G2677T/A je korelisao sa niskim rizikom za
nastanak inflamatorne forme ileokolonske lokalizacije KB [317]. U studiji Oostenbruga i
saradnika, heterozigot G2677T je bio ¢esce prisutan kod pacijenata sa KB koji nisu imali
EIM [311], dok je u drugoj studiji T alel G1236T/A bio udruzen sa ranim nastankom KB
[217], odnosno sa stenozantnom i penetrantnom formom KB [218]. Takode je nekoliko
haplotipova bilo povezano sa fenotipskim karakteristikama IBC. Haplotip 2677T/3435T je
bio udruzen sa kasnijim nastankom UK (nakon 35 godine Zivota) [308], dok je haplotip
1236T/2677T bio Ces¢e povezan sa levostranim UK [219]. Haplotip G2677/3435T i
haplotip 1236T/2677T/3435T su cesce bili prisutni kod pacijenata kod kojih je postojao
rani pocetak UK i tezi klinicki tok bolesti [219, 225]. U nasem istrazivanju, ispitivali smo
postojanje korelacija polimorfizama MDR1 gena i fenotipskih karakteristika KB i UK.
Uporedivali smo sledece klini¢ke karakteristike naSe serije pacijenata sa polimorfizmima
MDR1 gena: godine kad je bolest nastala, lokalizacija bolesti, ekstenzivnost bolesti,
lokalizacija i tip KB, aktivnost bolesti, odgovor na terapiju i postojanje KS zavisne i KS
refrakterne forme bolesti, kao i imunomodulatorno refrakterne forme bolesti, prisustvo
EIM, hirurske intervencije zbog osnovne bolesti, postojanje anemije i puSenje. U ovom
istrazivanju, T alel polimorfizma C3435T je korelisao sa povecanim rizikom za hirur§ko
lecenje KB. Nasa kohorta pacijenata reprezentuje uzorak populacije pacijenata sa IBC iz
Srbije, ali obzirom da su kohortu ¢inili pacijenti koji su leeni u tercijarnoj zdravstvenoj
ustanovi gde gravitiraju bolesnici sa najtezim i najslozenijim formama bolesti, potrebno je
da se i rezultati koje smo dobili tumace u skladu sa ovim ¢injenicama.

Obzirom na dobro poznatu ulogu P-gp, pretpostavlja se da izmenjena ekspresija P-
gp kod pacijenata sa IBC moze da uti¢e na odgovor na kortikosteroidnu terapiju [321].
Prethodne studije su kod pacijenata sa KB pokazale povezanost TT genotipa polimorfizma

C3435T i CC genotipa polimorfizma C1236T sa kortikosteroid-zavisnom formom bolesti
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[317, 320]. U studiji Onnie i saradnika, genotip 2677TT je bio udruzen sa kortikosteroid-
zavisnom formom bolesti kod pacijenata sa UK [189]. U istrazivanjima koja su obuhvatile
haplotipove, pokazano je da su TTT i TTC haplotipovi ¢e$¢e udruzeni sa kortikosteroid-
refraktarnom formom bolesti, dok su dvolokusni haplotipovi ¢es¢e povezani sa parcijalnim
odgovorom na kortikosteroidnu terapiju kod KB [219, 318]. U ovom istrazivanju, nismo
utvrdili postojanje korelacije genotipova i haplotipova i odgovora na kortikosteroidnu ili
imunomodulatornu terapiju (azatioprin ili metoreksat), odnosno anti-TNF terapiju, kako
kod pacijenata sa UK tako i kod pacijenata sa KB. Medutim, utvrdili smo visoko znacajnu
povezanost C1236T i C3453T polimorfizama i pusenja kod pacijenata sa UK. T alel, TT
genotip i TTT haplotip koji su se u ovoj studiji pokazali kao potencijalni faktori rizika za
nastanak UK, su ¢eSc¢e bili prisutni kod pacijenata koji su nepusaci ili koji su bivsi pusaci,
dok je potencijalno zastitini alel C u nastanku UK, za oba polimorfizma bio ¢eS¢e prisutan
kod pacijenata sa UK koji su pusaci. Prema naSim saznanjima, do sada nema objavljenih
podataka o udruzenosti puSenja i polimorfizama MDR1 gena. Nasi rezultati se mogu
objasniti saznanjima iz epidemioloskih studija koja ukazuju da puSenje povecava rizik za
nastanak KB, dok mozZe da ima suprotan efekat na UK. Pokazano je da bivsi puSaci i
nepusaci imaju tezi klinicki tok bolesti u odnosu na pacijente pusate sa UK [8].
Mehanizam kojim se ovo zapazanje moze objasniti nije do danas u potpunosti razjasnjen,
ali je poznato da prekid pusenja ¢esto dovodi do relapsa bolesti u toku godinu dana, kao i
da puSaci sa UK imaju rede potrebu za imunosupresivnom terapijom, blazi klinic¢ki tok
bolesti i rede operacije zbog osnovne bolesti [8]. Navedene epidemioloske studije su jasno
pokazale i povezanost teze forme KB sa puSenjem. U nasem istrazivanju nije utvrdena
povezanost polimorfizama MDR1 gena i pusenja u KB, kao ni korelacije drugih ispitivanih
fenotipskih karakteristika KB sa polimorfizmima MDR1 gena.

U zakljuCku, naSa studija je prva studija iz Srbije koja se bavila ispitivanjem
prevalence polimorfizama MDR1 gena, kod pacijenata sa IBC. Postoji samo nekoliko
studija radenih u Isto¢noj Evropi koje su se bavile ovakvim istrazivanjima. Nase
istrazivanje je jedino, koliko je nama poznato, koje je utvrdilo postojanje povezanosti sva
tri ispitivana MDR1 polimorfizma (C1236T, G2677T/A i C3435T) sa UK, od kojih su neke
udruzenosti visoko statisticki znacajne sa visokim p vrednostima i odnosom $ansi (OR),
kao S§to je pokazano za T alel polimorfizma C1236T. Takode smo utvrdili postojanje
mogucih protektivnih haplotipova, kao i haplotipova koji predstavljaju potencijalne faktore
rizika za nastanak UK u nasoj kohorti. Medutim, kao S§to je ve¢ ranije naglaseno, nasa

grupa ispitanika je relativno mala s ve¢im udelom pacijenata sa tezim formama bolesti §to
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je moglo da uti¢e na dobijene rezultate. Stoga su neophodne replikativne studije na vecem
broju ispitanika u etnicki slicnim populacijama kako bi ovi rezultati mogli adekvatno da se
tumace. I pored navedenog, naSe istrazivanje moze znacajno da doprinese buducim
genetskim ispitivanjima polimorfizama MDR1 gena, kao potencijalnih biomarkera u

patogenezi IBC.

5.7 ZNACAJI OGRANICENJA ISTRAZIVANJA

U ovoj doktorskoj disertaciji je u populaciji zdravih osoba u Srbiji i u grupi
pacijenata sa IBC ispitana ucestalost polimorfizama pojedinac¢nih nukleotida u genima za
citokine, TNF, IL-10 i IL-12B koji ¢ini zajednicku komponentu I1L-12 i IL-23 i genu koji
kodira receptor za IL-23 (IL23R), kao i u MDR1 genu koji kodira protein P-gp koji se
nalazi eksprimiran na epitelnim ¢elijama digestivnog trakta i ucestvuje u transportu
ksenobiotika i toksina. Dobro je poznato da je u poslednjih 15 godina doslo do velikog
napretka u razvoju molekularne genetike i rasvetljavanja osnovnih sekvenci i strukture
humanog genoma kojim su otkriveni brojni genski lokusi koji su udruZeni sa nastankom
IBC. Medutim, do danas postoje oprec¢ni podaci o ulozi polimorfizama pojedinih gena u
patogenezi IBC kod razli¢itih populacija. Obzirom da u nasoj zemlji do sada nije radeno
ovakvo istrazivanje, smatrali smo da je ispitivanje ucestalosti alela gena koji kodiraju
inflamatorne i druge molekule ukljuene u patogenezu IBC od velikog znafaja za
populaciju pacijenata sa IBC iz Srbije. Takode je uporedivanje distribucije alela i
genotipova zdrave populacije iz Srbije sa drugim populacijama vazno, kako bi se utvrdile
genetske karakteristike nase populacije. Ovo istrazivanje predstavlja prvu genetsku studiju
kojom se procenjivala udruzenost alela i genotipova polimorfizama IL10, IL12B, IL23R i
MDR1 gena kod pacijenata sa IBC u Srbiji. U ovom istrazivanju su po prvi put ispitani
polimorfizmi rs3024505 IL10 gena, rs6887695 IL12B gena i rs11209026 IL23R gena u
zdravoj populaciji iz Srbije. Svi ispitivani genotipovi polimorfizama TNFA, IL10, IL12B,
IL23R i MDRL1 gena su bili u Hardy-Weinberg-ovoj ravnotezi kako kod zdravih ispitanika,
tako 1 u grupi pacijenata sa UK, KB i IBC. U naSem istrazivanju pokazana je znaajna
povezanost pojedinih polimorfizama ovih gena sa UK, KB i/ili IBC. Takode smo pokazali
znacajnu povezanost pojednih hapoltipova u IL10 genu sa KB (i IBC), odnosno
haplotipova i diplotipova u MDR1 genu sa UK (i IBC), §to je do sada pokazano u malom
broju studija u svetu. Poseban znafaj naSe studije je u rezultatima koji se odnose na

utvrdivanje povezanosti izmedu pojedinih polimorfizama 1 klini¢ckih manifestacija bolesti,
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kao §to su povezanost sa tezim formama bolesti, 0dgovorom na terapiju, povec¢anom riziku
za operativnim lecenjem, kao i moguée postojanje udruzenosti genetskih faktora sa
faktorima sredine kao $to je pusenje. Takode, utvrdili smo razlike u distribuciji pojedinih
alela 1 genotipova izmedu zdravih ispitanika iz Srbije i zdravih ispitanika iz drugih
populacija, Sto ukazuje na postojanje odredenskih genskih specifi¢nosti nase populacije.
Medutim, postoje i odredena ogranienja ovog istrazivanja. Nasa grupa ispitanika je
relativno mala, a svi pacijenti koji su ukljueni u studiju su leCeni u tercijarnoj
zdravstvenoj ustanovi Sto podrazumeva najkompleksnije klinicke forme bolesti. Stoga su
pacijenti sa blagim tokom bolesti i lokalizovanom bolesti bili manje zastupljeni u ovom
istrazivanju. Zbog toga postoji mogucnost da povezanosti izmedu nekih polimorfizama i
fenotipskih karakteristika IBC nisu detektovane u naSoj studiji, iako mozda postoje u
srpskoj populaciji. Takode u nasoj studiji nisu radene korekcije za multipla testiranja, $to
daje moguénost dobijanja i lazno pozitivnih rezultata. Zbog svega navedenog, neophodne
su replikativne studije na veéem broju ispitanika u etnicki slicnim populacijama kako bi
nasi rezultati bili potvrdeni. | pored navedenih ograni¢enja, rezultati nase studije mogu da
budu korisni za buducéa genetska ispitivanja polimorfizama TNFA, IL10, IL12B, IL23R i
MDR1 gena, kao potencijalnih biomarkera u IBC i da znacajno doprinesu razjaSnjavanju
kompleksne patogeneze ove bolesti. Takode, obzirom da mnoge bolesti dele zajednicke
gene podloznosti, rezultati dobijeni u ovom istraZivanju mogli bi da predstavljaju osnovu
za dalja ispitivanja znacaja ovih genetskih markera i kod pacijenata obolelih od drugih

autoimunskih i/ili hroni¢nih inflamatornih bolesti.
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0. Zakljucci



Na osnovu dobijenih rezultata, a u skladu sa postavljenim ciljevima studije, mogu se

izvesti slede¢i zakljuccei:

1. Ucestalost alela i genotipova polimorfizma rs1800629 (G-308A) TNFA gena se nije

znacajno razlikovala izmedu zdravih ispitanika i pacijenata sa KB i UK.

2. Polimorfizam rs3024505 (C/T) na 3’ kraju IL10 gena je bio udruzen sa KB, dok
polimorfizmi u promotorskom regionu IL10 gena, rs1800896 (G-1082A) i rs1800871
(C-819T) nisu bili povezani ni sa KB ni sa UK.

e Alel T rs3024505 je identifikovan kao faktor rizika za nastanak KB, posto su T
alel, nosioci T alela, genotip CT i haplotip GCCT (koji sadrzi T alel) bili znacajno

¢esce prisutni kod pacijenata sa KB u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika.

e C alel i CC genotip rs3024505 bi mogli da imaju protektivnu ulogu u nastanku
KB, jer su bili zna¢ajno rede prisutni kod pacijenata sa KB u odnosu na kontrolnu
grupu ispitanika.

e Nosioci C alela rs3024505 su imali ¢es¢e anemiju i stenozantno/fistuloznu formu
KB.

3. Polimorfizam rs6887695 (G/C) 1L12B gena koji kodira p40, zajednicku komponentu
IL-12 i IL-23 bio je udruzen sa KB.

e CC genotip bio je znacajno CeSée prisutan kod pacijenata sa KB u odnosu na

kontrolnu grupu, sugerisuc¢i mogucu ulogu ovog genotipa u nastanku KB.

e Nosioci G alela su znacajno rede bili prisutni kod pacijenata sa KB, ali su bili
povezani sa fistuloznom formom bolesti i ekstraintestinalnim manifestacijama

bolesti.

4. Polimorfizam rs11209026 u genu za receptor za IL-23 (IL23R) bio je udruzen i sa KB
i sa UK.

e A alel, nosioci A alela i GA genotip su bili znacajno ¢esce prisutni kod zdravih
ispitanika u odnosu na KB i UK, sugerisu¢i protektivnu ulogu A alela u nastanku
obe forme IBC.
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5.

6.

Svi ispitivani polimorfizmi MDR1 gena, rs1128503 (C1236T), rs2032582 (G2677T/A)
1 rs1045642 (C3435T) bili su udruzeni sa UK.

e T alel, nosioci T alela i TT genotip sva tri polimorfizma (sa izuzetkom TT
genotipa C3435T) bili su ¢eS¢e prisutni kod pacijenata sa UK u odnosu na
kontrolnu grupu ispitanika, $to ukazuje na vaznu predisponirajucu ulogu T alela

MDR1 polimorfizama u patogenezi UK.
e C alel i CC genotip C1236T i C3435T, kao i G alel i GG genotip G2677T/A su

bili znacajno ¢esce prisutni kod zdravih ispitanika u odnosu na pacijente sa UK,

ukazujuci na protektivnu ulogu C i G alela ovih polimorfizama u nastanku UK.

e U naSoj populaciji su identifikovani protektivni haplotipovi i diplotipovi, CGC i
CGC/CGC, kao i oni koji nose podloznost za razvoj UK, TTT i TTC/TTT.

e Talel i TT genotip polimorfizama C1236T i C3453T, i TTT haplotip su ¢esce bili
prisutni kod pacijenata sa UK koji su bili nepusaci, dok je potencijalno zastitni
alel C, za oba polimorfizma bio ¢e$¢e prisutan kod pacijenata sa UK koji su

pusaci.

Distribucije ispitivanih polimorfizama TNFA, I1L10, IL12B, IL23R i MDR1 gena kod
zdravih ispitanika u Srbiji bile su sli¢ne kao i kod vec¢ine drugih populacija u regionu i
Evropi (sa izuzetkom rs1800896), dok su se znacajno razlikovale u odnosu na
populacije zdravih osoba na geografski udaljenim teritorijama i razli¢itog etnickog

porekla.
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LISTA SKRACENICA

A — Nukleotidna baza adenin

ADA — Adalimumab

AP-1 — Aktivatorski protein 1 (engl. Activator protein 1)

APC — Antigen-prezentujuéa éelija

AZA — Azatioprin

BMI — Indeks telesne mase (engl. Body mass index)

C — Nukleotidna baza citozin

CDAI — Indeks aktivnosti Kronove bolesti (engl. Crohn's disease activity index)

CRP — C-reaktivni protein

CT — Kompjuterizovana tomografija

DNK — Dezoksiribonukleinska kiselina

EDTA - Etilendiamin tetrasiréetna kiselina

EIM — Ekstracrevne manifestacije

ETS — Familija transkripcionih faktora (engl. E26 transformation-specific family)

G — Nukleotidna baza guanin

GALT — Imunski sistem mukoze creva (engl. gut-associated lymphoid tissue)

GIT- Gastrointestinalni trakt

GM-CSF — Faktor stimulacije kolonija granulocita i monocita

GWAS - Studija ispitivanja polimorfizama gena u celokupnom genomu (engl. Genome-
wide association study)

HLA — Humani leukocitni antigen

HWE — Hardy-Weinberg-ova ravnoteza (engl. Hardy-Weinberg equilibrium)

IBC — Inflamatorna bolest creva

IEC — Intestinalne epitelne éelije

IFN-y — Interferon-y

IFX — Infliksimab

Ig — Imunoglobulin

IL — Interleukin

IL10 — Gen za interleukin-10

IL12B — Gen za IL12B (p40)

IL-1Ra — Antagonista receptora za IL-1 (engl. IL-1 receptor antagonist)



IL23R — Gen za IL-23R

IL-23R — Receptor za interleukin-23

ILC — Urodene limoidne ¢elije (engl. Innate lymphoid cells)

INKT — Nepromenjive NKT ¢elije (engl. Invariant NKT cells)

IPAA — lleo-pauc-analna anastomoza

JAK — Enzim Janus kinaza

KB — Kronova bolest

KS — Kortikosteroid(i)

LD — Vezana neravnoteza (engl. Linkage disequilibrium)

LPAM-1 — Adhezivni molekul (engl. Lymphocyte Peyer's patch adhesion molecule 1)

LT-a — Limfotoksin-a

MAdCAM-1 — Adhezivni molekul (engl. Mucosal addressin cell adhesion molecule 1)

MAF — Ucestalost minornog alela (engl. Minor allele frequency)

MALT — Mukozni imunski sistem ¢oveka (engl. Mucosa-associated lymphoid tissue)

mAt — Monoklonsko antitelo

MDR1 — MDR1 gen (engl. Multidrug resistance 1)

MHC — Glavni kompleks tkivne podudarnosti (engl. Major histocompatibility complex)

MP — Merkaptopurin

MR — Magnetna rezonanca

MTX — Metotreksat

NF-kB — Nuklearni faktor kB

N-IBC — Neklasifikovana IBC

NK ¢elije — Urodenoubilacke Celije (engl. Natural killer cells)

NLR — Receptori slicni NOD-u (engl. NOD-like receptors)

NOD — NOD receptor za prepoznavanje obrazaca (engl. Nucleotide-binding
oligomerization domain)

PAMP — Molekuski obrazac patogena (engl. Pathogen-associated molecular pattern)

PCR — Reakcija lan¢ane polimerizacije (engl. Polymerase chain reaction)

P-gp — P-glikoprotein

PML — Progresivna multifokalna leukoencefalopatija

PRR — Receptori za prepoznavanje obrazaca (engl. Pattern recognition receptors)

SE — Brzina sedimentacije eritrocita u prvom satu

SNP — Polimorfizmi pojedina¢nih nukleotida (engl. Single nucleotide polymorphism)

Sp-1 — Specifi¢ni protein 1 (engl. Specificity protein-1)



T — Nukleotidna baza timin

TCR — T-¢elijski receptor

TGF-pB — Faktor transformacije rasta 3 (engl. Transforming growth factor beta)
Th — Pomo¢nicka T-Celija (engl. T helper cell)

TLR — Receptori sli¢ni Tollu (engl. Toll-like receptors)

TM — Telesna masa

TNFA — Gen za TNF

TNF — Faktor nekroze tumora (engl. Tumor necrosis factor)

Treg — Regulatorna T-c¢elija

UK — Ulcerozni kolitis

USF — Ushodni stimulativni faktor (engl. Upstream stimulatory factor)
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