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Molekularni mehanizmi in napovedovanje neodzivnosti na zaviralce dejavnika tumorske nekroze pri Crohnovi bolezni z
integracijo genomskih in kliniénih podatkov

POVZETEK

Bioloski procesi in napovedovanje neodzivnosti na zaviralce dejavnika
tumorske nekroze pri Crohnovi bolezni z integracijo genomskih podatkov

Razvoj bioloskih zdravil je pomembno prispeval k moznostim zdravljenja raka in imunsko
pogojenih bolezni. Med najpogosteje uporabljenimi bioloSkimi zdravili so zaviralci
dejavnika tumorske nekroze (TNF). Crohnova bolezen je pogosta imunsko pogojena bolezen
prebavil, ki se zdravi z zaviralci TNF. Kljub tarénemu delovanju zaviralcev TNF del
bolnikov s Crohnovo boleznijo Zal ne doseze dobrega odziva na zaviralce TNF ze ob uvedbi
terapije ali pa sprva dober odziv na zaviralce TNF s ¢asom izzveni. Neodzivnost na zaviralce
TNF predstavlja pomeni izgubo nadzora nad pogosto hudim bolezenskim stanjem bolnika s
Crohnovo boleznijo, ki je po nepotrebnem izpostavljen potencialno hudim nezelenim
stranskim ucéinkom bioloskih zdravil, in tudi precejSnje finan¢no breme za zdravstveno
blagajno. Ti razlogi utemeljujejo potrebo po napovedovanju odziva na bioloSka zdravila, po

moznosti Se pred uvedbo zdravljenja.

V doktorski disertaciji smo celostno raziskali bioloSke oznacevalce odziva na zaviralce
dejavnika tumorske nekroze na ravni DNA in RNA ter mascobnih kislin v vzorcih periferne
venske krvi skupine slovenskih bolnikov s Crohnovo boleznijo, ki se je zdravila z
adalimumabom. Rezultate teh analiz smo uporabili za oblikovanje novih napovednih
modelov s pristopi strojnega ucenja, t.i. metode podpornih vektorjev. Za namene iskanja
vzro¢nih bioloskih procesov, ki pogojujejo neodzivnost na zaviralce dejavnika tumorske
nekroze, smo sistematsko preucili gensko ontologijo ze objavljenih bioloskih oznacevalcev
odziva na zaviralce dejavnika tumorske nekroze v kroni¢ni vnetni ¢revesni bolezni. Za
primerjalno analizo genske ontologije smo zbrali tudi bioloSke oznacevalce odziva v
revmatoidnem artritisu. Ker je neodzivnost pogostejSa med pediatriénimi bolniki, smo
analizo genske ontologije razsirili Se na vzrocne gene pediatriénih dednih oblik kroni¢ne
vnetne Crevesne bolezni in sindrome s klini¢no sliko, skladno s kroni¢no vnetno ¢revesno
boleznijo. Dodatno smo tudi poskusili ponoviti ze objavljen napovedni model odziva na
infliksimab, ki temelji na izrazanju petih genov v €revesni sluznici.

Rezultati genske ontologije Ze objavljenih oznalevalcev kazejo na povezavo med krvnimi

lipoproteini in odzivom na zaviralce dejavnika tumorske nekroze pri kroni¢ni vnetni ¢revesni
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bolezni, kot tudi pri revmatoidnem artritisu. Na osnovi rezultatov genske ontologije
pediatricnih dednih oblik kroni¢ne vnetne Crevesne bolezni lahko sklepamo, da so zelo
zgodnje pediatriéne oblike z nastopom bolezni pred Sestim letom starosti lo¢ena genetska
entiteta in je neodzivnost pogojena z drugimi procesi, npr. s primarno imunsko
pomanjkljivostjo.

Analiza bioloskih podatkov na ravni DNA in RNA ter mascobnih kislin ni pokazala
bioloskega oznacevalca, ki bi dosegel statisticno znacilnost, kar odraza tudi analiza
napovedne moci s pristopi strojnega ucenja. Profili mas¢obnih kislin nimajo napovedne moci
za dolo¢evanje odziva na zaviralce dejavnika tumorske nekroze, genomski in
transkripromski podatki pa imajo le nizko napovedno moc¢. Napovedni model na osnovi ze
objavljenega modela izrazanja genov v Crevesni sluznici smo uspes$no ponovili in prenesli na
drugo ucinkovino (adalimumab). Na osnovi izrazanja Stirth genov v vneti in nevneti ¢revesni
sluznici je mozno napovedati odziv na zaviralce dejavnika tumorske nekroze s natan¢nostjo
do 100 %. Nato smo Se analizirali diagnosticno napovedno moc¢ bioloskih podatkov s
vkljucitvijo bioloskih podatkov zdravih prostovoljcev, ki so Ze bili na voljo. Napovedni
model na osnovi dednega zapisa in profilov mas€obnih kislin je z natan¢nostjo do 100 %

lo¢il med zdravimi prostovoljci in bolniki s Crohnovo boleznijo.

Kljuéne besede: Crohnova bolezen, genomika, transkriptomika, adalimumab, izid
zdravljenja, genska ontologija
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SUMMARY

Biological processes and predicting non-response to tumor necrosis factor
inhibitors in Crohn's disease by integrating genomic data

The development of biological drugs has significantly contributed to therapeutic options in
cancer and immune-mediated chronic diseases. Tumor necrosis factor (TNF) inhibitors are
one of the most commonly used biological drugs. Crohn's disease is a common
gastrointestinal immune disease that is treated with TNF inhibitors. Despite the targeted
action of TNF inhibitors, some patients with Crohn's disease unfortunately do not respond to
TNF inhibitors or lose response to TNF inhibitors over time. Non-response to TNF inhibitors
usually represents a loss of control over severe symptoms, unnecessarily exposes Crohn's
disease patients to potentially severe side effects of biological medicines and represents a
significant burden on the health fund. These reasons justify the need to predict the response
to biological drugs, preferably before initiating treatment.

In this doctoral dissertation we thoroughly investigated the biological markers of response to
tumor necrosis factor inhibitors on the level of DNA, RNA and fatty acids in samples of
peripheral venous blood of a group of Slovenian patients with Crohn's disease treated with
adalimumab. The results were used to design new predictive models with machine learning
approaches, i.e. support vector machines. To investigate biological processes causal for non-
response to tumor necrosis factor inhibitors, we systematically examined the genetic
ontology of previously published biological markers of response to tumor necrosis factor
inhibitors in inflammatory bowel disease. We expanded the search to biological response
markers in rheumatoid arthritis for comparative gene ontology analysis. Since non-response
is more common among pediatric patients, we also extended the gene ontology analysis to
causal genes for pediatric hereditary forms of chronic inflammatory bowel disease and
syndromes with clinical characteristics consistent with inflammatory bowel disease. In
addition, we attempted to replicate a published predictive model of response to infliximab
based on the expression of five genes in the intestinal mucosa.

The results of the gene ontology analysis of previously reported response markers suggest an
association between blood lipoproteins and the response to tumor necrosis factor inhibitors

in inflammatory bowel disease as well as in rtheumatoid arthritis. Based on the results of

I
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gene ontology analysis of pediatric inherited forms of inflammatory bowel disease, we
conclude that very early pediatric forms with an onset before the age of six are a separate
genetic entity and are their non-response is likely caused by other processes, e.g. primary
immune deficiency.

Analysis of biological data on the level of DNA, RNA and fatty acids did not reveal
biological markers with statistical significance, which is also reflected by the analysis of
predictive power through machine learning approaches. Fatty acid profiles have no
predictive power to determine response to tumor necrosis factor inhibitors while genomic
and transcriptomic data has low predictive power. The predictive model based on the
previously published intestinal mucosa gene expression model was successfully replicated
and applied to another biological drug (adalimumab). Based on the expression of four genes
in the inflamed and non-inflamed intestinal mucosa, it is possible to predict the response to
tumor necrosis factor inhibitors with an accuracy of up to 100 %. We then further analyzed
the diagnostic predictive power of biological data by incorporating already available
biological data of healthy volunteers. A predictive model based on genetic data and fatty
acid profiles distinguished between healthy volunteers and patients with Crohn's disease with

an accuracy of up to 100 %.

Key words: Crohn's disease, genomics, transcriptomics, adalimumab, treatment outcome,
gene ontology
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1 Uvod

Kroni¢na vnetna ¢revesna bolezen (v nadaljevanju KVCB) je pogosta, imunsko pogojena
kompleksna bolezen prebavne cevi (1). Za KVCB je znatilno izrazito kroniéno in
napredujode vnetje prebavil (1). Vzrok za nastanek KVCB ni znan, vendar so raziskave na
molekularni ravni potrdile nepravilne imunske odzive genetsko pogojenega gostitelja na
¢revesne mikroorganizme kot gonilno silo patogeneze KVCB (2). V zadnjih dveh desetletjih
so bioloska zdravila proti dejavniku tumorske nekroze (v nadaljevanju zaviralci TNF)
bistveno prispevala k u¢inkovitosti terapije, posebej pri hujsih oblikah KVCB (3). Omejitev
terapije z zaviralci TNF je pogojena z neodzivnostjo nanje ali razvoj protiteles na
ucinkovino. Priblizno tretjina bolnikov ne doseze zadovoljivega odziva na zaviralce TNF ze
ob prvem ciklu terapije, druga tretjina pa odziv na zaviralce TNF sc¢asoma izgubi (4).
Bioloski procesi, ki pogojujejo neodzivnost na zaviralce TNF, niso dobro poznani, prav tako
je objavljenih le malo bioloskih oznacevalcev odziva na zaviralce TNF, ki so dovolj

zanesljivi za prenos v klini¢no prakso (4, 5).

1.1 Klini¢na opredelitev in patogeneza kroni¢ne vnetne ¢revesne bolezni

Matthew Baille je leta 1793 prvi objavil ¢lanek, v katerem opisuje smrtonosno bolezen
prebavil, ki se sklada s sodobnim opisom kroni¢ne vnetne crevesne bolezni (6), pojem
"ulcerativni kolitis" pa je leta 1859 prvi¢ uporabil Sir Samuel Wilks (7). Do druge polovice
20. stoletja je bila KVCB opisana kot vnetna bolezen prebavil, ki jo povzrodijo &revesna
tuberkuloza ali druge kroni¢ne okuzbe prebavil. K temu razumevanju so prispevala
epidemioloSka opazanja narasc€ajoCe razSirjenosti bolezni in podobnosti med simptomi
KVCB ter tuberkulozo prebavil goveda, t.i. Johnejevo boleznijo (8, 9). Leta 1932 so Crohn,
Ginzburg in Oppenheimer opisali vnetje tankega Crevesa, ki je loCena entiteta od Crevesne
tuberkuloze (10), kar je bila prva sodobnejsa opredelitev KVCB kot bolezni, katere vzrok za
nastanek bolezni ni prvotno okuzba prebavil. Broberger in Perlmann sta leta 1959 prvic
opisala vlogo avtoimunskih procesov pri KVCB (11), kasneje so sledile objave o pomenu
avtoimunskih procesov in protiteles, kot so na primer antinevtrofilna citoplazemska
protitelesa (12). Kljub nara$¢ajo¢i razsirjenosti KVCB v razvitem svetu je razsirjenost v

razvijajoCem se svetu ostala nizka, kar je bil povod za oblikovanje t.i. higienske hipoteze
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(13, 14). Higienska hipoteza opisuje oslabitev imunskega sistema zaradi vse vecje higiene
prebivalstva v razvitem svetu in posledi¢no nizke izpostavljenosti mikroorganizmom, kar
vodi do nepravilnega imunskega odziva na ¢revesne mikroorganizme, tudi na neskodljive in
koristne seve (15). V zadnjem desetletju so Studije na molekularni in genetski ravni
izpostavile pomen nepravilnosti v imunskem odzivu gostitelja na ¢revesne mikroorganizme

(2, 16), vendar to¢en vzrok nastanka KVCB ostaja neznan.

Sodobna opredelitev opisuje KVCB kot kroni¢no vnetje prebavil, kjer vzrok vnetja ni znan
oziroma kjer vzrok vnetja ni okuzba, alergija, zastrupitev, avtoimunska reakcija, sevanje,
tumor ali ishemija prebavil. Opredeljena sta dva klini¢no zna¢ilna podtipa KVCB, to sta
Crohnova bolezen (v nadaljevanju CD) in ulcerozni kolitis (v nadaljevanju UC). V kolikor ni
mozno dolociti klini¢nega podtipa, se bolezen opredeli kot intermediarni kolitis (v
nadaljevanju IC). V kliniéni praksi imajo poseben pomen pediatri¢ne oblike KVCB, saj
imajo pogosteje nenavaden potek in in je odzivnost na ustaljene terapevtske pristope slabsa

(17, 18).

1.1.1 Crohnova bolezen

Crohnova bolezen je bila poimenovana po gastroenterologu Burrillu Bernardu Crohnu, ki je
skupaj s Leonom Ginzburgom in Gordonom Oppenheimerjem prvi opisal vnetje tankega
Crevesa, katerega vzrok ni bil jasen (10). Prvotni opis CD je temeljil na prisotnosti vnetja v
tankem Crevesu, pri ¢emer je bilo vnetje debelega Crevesa brez vnetja tankega Crevesa
diagnosticirano kot UC. Leta 1960 je Lockhart-Mummery opisal CD s simptomi izklju¢no v
debelem crevesu kot entiteto, lo¢eno od UC (19). Opisana opazanja so vodila do oblikovanja

Dunajske (20) in pozneje Montrealske klasifikacije KVCB (21).
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Tabela 1: Povzetek Montrealske klasifikacije CD (21)

Starost ob diagnozi

Al 16 let ali mlajsi
A2 0Od 17 do40 let
A3 Nad 40 let

Lokacija bolezni MoZne kombinacije lokacij bolezni
L1 Terminalni ileum L1+ L4 Terminalni ileum in zgornja prebavna cev
L2 Kolon L2+ L4 Kolon in zgornji prebavna cev
L3 TIleokolon L3+ L4 Ileokolon in zgornja prebavna cev
L4 Zgornja prebavna cev / /
Dominantni fenotip Dominantni fenotip s perianalnimi zapleti
Bl Nestriktirajoca, - Nestriktirajo¢a, nepenetrirajoca,
nepenetrirajoca P perianalni zapleti
B2  Striktirajoca B2p Striktirajoca in perianalni zapleti
B3  Penetrirajoca B3p Penetrirajoca in perianalni zapleti

Medtem ko UC sprva prizadene le danko in nato napreduje po debelem crevesu, se vnetje pri
CD lahko pojavi kjerkoli v prebavni cevi, najpogosteje se pojavi v zadnjem delu tankega
¢revesa (v nadaljevanju terminalni ileum) in v debelem c¢revesu (v nadaljevanju kolon). To
se odraza v Montrealski klasifikaciji, ki razvrséa CD v tri podtipe glede na lokacijo bolezni:
prisotnost bolezni izkljuéno v terminalnem ileumu (L1), prisotnost bolezni izklju¢no v
kolonu (L2) in prisotnost bolezni tako v terminalnem ileumu, kot tudi v kolonu (L3).
Modifikator lokacije L4 sluzi opisu prisotnosti simptomov v zgornji prebavni cevi, npr.
aftozni ulkus. V zadnjem desetletju literatura navaja vse vec¢ji pomen lokacije bolezni tako za
namene diagnostike kot za zdravljenje; nastajajo tudi pobude po locevanju CD samo glede

na prisotnost simptomov v tankem crevesu (22).
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Delez bolnikov s Crohnovo boleznijo po Montrealski klasifikaciji

Terminalni ileum (L1) Kolon (L2) Ileokolon (L3)
30 % bolnikov 30 % bolnikov 40 % bolnikov

Slika 1: DeleZ bolnikov s Crohnovo boleznijo po Montrealski klasifikaciji

Slika 1 prikazuje shematsko porazdelitev CD glede na lokacijo bolezni. Po trenutno
uporabljenem locevanju na osnovi Montrealske klasifikacije spada 30 % bolnikov s CD v L1,
40 % bolnikov v L3 in preostalih 30 % v L2. Povzeto in prirejeno po Dulai, 2019. (22)

Patogenetske spremembe Crevesja pri CD pogosto segajo globoko v tkivo, kar vodi do
zapletov, kot so abcesi (ognojki), strikture, fistule in stenoze (20, 21). Montrealska
klasifikacija opisuje te spremembe z dominantnim fenotipom bolezni: nestriktirajoca in
nepenetrirajoca (B1), striktirajo¢a (B2) ali penetrirajo¢a bolezen (B3) (21). Dodatno je

opisan modifikator za perianalne manifestacije bolezni (p).

1.1.1.1 Pojavnost Crohnove bolezni

Pojavnost CD v vecini drzav razvitega sveta postopoma narasca, v nekaterih pa se pojavnost
v zadnjem desetletju ni bistveno spremenila (23, 24). V primerjavi z razvitim svetom je
pojavnost CD v razvijajoCem se svetu relativno nizka, vendar zaradi vse bolj razsirjene
industrializacije in urbanizacije ter prevzemanja prehranskih navad razvitega sveta narasca
(23, 24). V Evropi je opazen znacilen porast pojavnosti od juga proti severu in od vzhoda
proti zahodu (24). Pojavnost CD na severu Evrope znasa 6,3 na 100.000 prebivalcev, na jugu
pa 3,6 na 100.000 (25). Na Danskem je pojavnost leta 1980 znasala 5,2 na 100.000
prebivalcev, do leta 2013 pa je narasla na 9,1 na 100.000. Epidemioloske Studije v Franciji

so navajale pojavnost CD 4,2 na 100,000 prebivalcev v letih od 1988 do 1990 ter 9,5 na
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100.000 prebivalcev v letih od 2009 do 2011 (26). Narascajoca pojavnost od vzhoda proti
zahodu Evrope je v zadnjem desetletju vse manj izrazita, kar kazejo tudi podatki kohorte
bolnikov iz zahodne Madzarske, kjer je pojavnost CD narastla na 8,9 na 100,000, kar je
primerljivo s pojavnostjo v drZzavah zahodne Evrope (27). Pojavnost CD v ZDA in Kanadi je
primerljiva z pojavnostjo v Evropi. Pojavnost CD je bila najvisja v Novi Skotski v Kanadi in

je leta 2009 znasala 21,4 na 100.000 prebivalcev (28).

1.1.1.2 Ekstraintestinalne manifestacije Crohnove bolezni

Od 6 do 47 % vseh bolnikov s KVCB ima ekstraintestinalne manifestacije (v mednarodni
literaturi se uporablja tudi izraz imunsko pogojene manifestacije bolezni) (29-31). Prisotnost
bolezni v kolonu, perianalna CD in kajenje so povezani s poviSanim tveganjem za
manifestacije izven prebavne cevi (30). Za CD je znacilnih ve¢ manifestacij zunaj ¢revesja,
ki se lahko pojavljajo v miSic¢no-skeletnem sistemu, kozi, jetrih, ledvicah, srcu, ozilju in
pljucih (29).

NajpogostejSe so manifestacije v miSi¢no-skeletnem sistemu, ki prizadenejo do 40 % vseh
bolnikov s KVCB (32, 33). Prisotnost in intenzivnost simptomov v migiéno-skeletnem
sistemu je povezana z aktivnostjo KVCB (34). Pogosti manifestaciji v sklepih sta vnetni
periferni artritis in spondilitis (29). Pri 5 do 10 % vseh bolnikov s CD se pojavi tudi

osteoporoza in posledicno zmanj$ana mineralna gostota kosti (35-37).

Pogoste so tudi koZne manifestacije, ki jih ima do 15 % vseh bolnikov s KVCB (30). Kozne
manifestacije v KVCB so zelo raznolike, vendar sta najpogostejsi obliki nodozni eritem in
gangrenozna pioderma (38, 39). Opazovalne Studije so tudi pokazale viSjo pojavnost
luskavice pri bolnikih s CD kot v splo$ni populaciji (40, 41).

Druge znacilne manifestacije so episkleritis, uveitis, primarni sklerozirajo¢i holangitis,
holestaza, holangiokarcinom in pankreatitis, redkeje tudi bronhiektazije in ledvicne

manifestacije, kot so npr. glomerulonefritis in amiloidoza (29-31).
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Slika 2: Pogoste ekstraintestinalne manifestacije Crohnove bolezni

Slika 2 prikazuje shemo clovesSkega telesa z obarvanimi deli cloveskega telesa, kjer se pri
CD pogosto pojavljajo simptomi zunaj crevesja. Ekstraintestinalne manifestacije so

navedene na desni. Povzeto in prirejeno po Kalla, 2014. (42)

1.1.2 Pediatri¢ne oblike KVCB

Vegina primerov KVCB se prvi¢ pojavi med 20. in 40. letom starosti, od 15 do 30 % vseh
primerov pa se pojavi pred 20. letom starosti (43, 44). V Sloveniji je pojavnost pediatri¢ne
KVCB med letoma 2002 in 2010 znagala 7,6 na 100.000 otrok in mladostnikov na leto, od
tega 4,5 s pediatriéno CD (45). Pediatricna KVCB je pogosteje podtipa CD kot pa UC,
vendar je delez pediatri¢nih bolnikov, ki so opredeljeni kot IC, visji kot pri oblikah KVCB
pri odraslih (17, 46). Za pediatri¢ne oblike CD je znacilno zelo razsirjeno in globoko vnetje
prebavil ter slabsi odziv na uveljavljene terapije (17, 18), kot tudi na bioloSka zdravila (47).
Ker ima tretjina vseh pediatricnih monogenskih dednih bolezni s prizadetim imunskim
sistemom klini¢no sliko skladno s KVCB, sta natan¢na diagnoza in izbor u¢inkovite terapije
brez genetskega testiranja otezena (48). Pogost zaplet pediatricne CD je huda malabsorpcija
hranil, ki lahko vodi do podhranjenosti in razvojnega zaostanka (49). Dodatni zapleti, ki se
pojavljajo v pediatricnih oblikah CD, so oslabel imunski sistem in posledi¢no kroni¢ne
okuzbe prebavil, kot tudi dihal in koze (50). Zaradi pogoste rabe antibiotikov pri okuzbah

prebavil so pri pediatricni CD potrebne presaditve crevesne flore (51). Opisane znacilnosti
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pediatriéne CD so vplivale na razvoj prilagojenih diagnosti¢ni in terapevtskih algoritmov za

pediatricno CD (ESPGHAN) (52-56).

Tabela 2: Opredelitev podskupin pediatri¢nih oblik KVCB. (57)

Podskupina SkrajSana oznaka Starost ob nastopu bolezni
Neonatalna KVCB i )
NEO-IBD Manj kot 28 dni
(ang. neonatal IBD)
Infantilna KVCB i )
] ) INF-IBD Manj kot 2 leti
(ang. infantile-onset IBD)
KVCB z zelo zgodnji t
# 2670 ZEOCIIN NAastopom VEO-IBD Manj kot 6 let
(ang. very early onset IBD)
KVCB dnji t
# ZBOCIIIIN NAstopom EO-IBD Manj kot 10 let
(ang. early onset IBD)
Pediatri¢na KVCB )
o PED-IBD Manj kot 17 let
(ang. pediatric-onset IBD)

1.1.3 Patogeneza na molekularni in celi¢ni ravni

Neko¢ je bila KVCB opisana kot posledica okuZb oziroma kot &revesna tuberkuloza ali pa
kot izkljuéno avtoimunska bolezen. Sodobno razumevanje KVCB opisuje patogenezo kot
nepravilni imunski odziv genetsko pogojenega gostitelja na ¢revesne mikroorganizme ob
prisotnosti patogenih okoljskih dejavnikov (2, 16). Zarii¢e patogeneze CD je sluznica
tankega in debelega Crevesja, kjer je najvisja koncentracija mikroorganizmov v prebavni cevi

in posledi¢no najve¢ interakcij oziroma sovplivanja crevesja z mikroorganizmi (58).

Na celi¢ni ravni je pri bolnikih s CD opazna manjSa gostota in moteno delovanje ¢aSastih
celic in Panethovih celic v &revesni steni (59-61). Cagaste celice proizvajajo vegino mucinov,
ki predstavljajo glavni gradnik crevesne sluznice, Panethove celice pa izlocajo
protimikrobne proteine, predvsem defensine, kot tudi lizocim in fosfolipazo A2 (62). V

manj$i meri lahko mucine in B-defensin izlo¢ajo tudi enterociti (63).
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Slika 3: Patogenetske spremembe v ¢revesni sluznici bolnikov s Crohnovo boleznijo

Slika 3 prikazuje primerjavo preseka zdrave crevesne sluznice (na levi strani) in preseka
crevesne sluznice bolnika s Crohnovo boleznijo (na desni strani). Crevesna sluznica pri CD
nima dovolj visoke koncentracije protimikrobnih proteinov, da bi bil sloj tik nad kolonskimi
kriptami sterilen. Razvidno je prodiranje crevesnih mikroorganizmov skozi celotno c¢revesno

sluznico do krovnega tkiva prebavne cevi. Privzeto in prirejeno po Wehkamp, 2016. (58)

Posledica pomanjkanja protimikrobnih proteinov je prodiranje mikroorganizmov vse do
krovnega tkiva, upocasnjeno izloanje mucinov pa oslabi obnavljanje Ze kontaminirane
crevesne sluznice. Razlog za oslabelo delovanje ¢asastih in Panethovih celic so najverjetneje
spremembe v avtofagiji in v prepoznavanju mikroorganizmov oziroma mikrobnih molekul

(59-61), ki so znacilne za CD na ravni genetike (2, 16).

Prodiranje mikroorganizmov skozi ¢revesno sluznico do krovnega tkiva prebavil je za
Crohnovo bolezen zelo pogost pojav (58). Krovno tkivo prebavne cevi ima kompleksen

sistem uravnavanja lastne tolerance na vsebnost Crevesne sluznice. Za prepoznavanje



Molekularni mehanizmi in napovedovanje neodzivnosti na zaviralce dejavnika tumorske nekroze pri Crohnovi bolezni z
integracijo genomskih in kliniénih podatkov

mikrobnih molekul, prisotnih v Crevesni sluznici, enterociti v tankem crevesu in kolonu
izrazajo vec tipov receptorjev TLR (64, 65). Funkcijo predstavljanja antigenov iz ¢revesne
sluznice dendritskim celicam pod krovnim tkivom opravljajo predvsem M-celice, lahko pa to
vlogo pasivno opravljajo tudi enterociti, saj izrazajo molekule MHC-II (66) in lahko
proizvajajo MHC-II-peptidne komplekse (67). Kljub sposobnosti krovnega tkiva, da
wtolerira« neskodljive mikroorganizme v ¢revesni sluznici, je pri CD koncentracija le-teh
dovolj visoka, da preobremeni zmogljivost tolerance enterocitov in vodi v kroni¢no
sprozanje vnetnih procesov (58). V literaturi se pojavlja tudi hipoteza, da je patogeneza CD
analogna avtoimunskim boleznim. Trenutno se vzrok za nastanek mnogih avtoimunskih
bolezni pripisuje izgubi tolerance na lastne antigene, pri CD bi bil analogni vzrok izguba

tolerance na ¢revesne mikroorganizme (68).

Za krovno tkivo pri bolnikih s CD je znacilna tudi oslabela integriteta tesnega stika med
celicami krovnega tkiva in nepravilna regulacija tesnega stika (69). Studije na molekularni
ravni navajajo poveCanje izrazanja proteina CLDN2 in zmanjSanje izrazanja CLDN3,
CLDNS in CLDNS8 v vneti sluznici debelega crevesa (70, 71). Zeissig et al. navajajo kot
vzrok moten;j tesnega stika v aktivni bolezni vpliv primarnih vnetnih molekul v CD, to sta
TNF-a in IFN-y, ki predvsem povecata izrazanje CLDN2 in zmanjSata izrazanje CLDNS in
CLDNS, kar povzro¢i znacilne spremembe tesnega stika v CD. Pokazali so tudi, da so
spremembe izrazanja genov tesnega stika prisotne tudi v remisiji (70). Pomanjkljivosti
tesnega stika med celicami krovnega tkiva tako vodijo do kroni¢nega prodiranja
mikroorganizmov v lamino proprio, kjer prisotne imunske celice sprozijo adaptivni imunski
sistem (72).

Pri vseh oblikah KVCB so znaéilne spremembe profila imunskih celic in delovanje le-teh.
Najpogosteje so opazene spremembe delovanja makrofagov (73), dendritskih celic (74, 75)
in vecine podtipov B-celic (76). Za CD so znacilne tudi spremembe delovanja Thl7-
limfocitov (77-79) in manjsi delez regulatornih celic T (80). ZmanjSan delez regulatornih
celic T vodi predvsem v nenehno aktivacijo makrofagov in celic Th17 (77) in do izgube
tolerance na lastne antigene ter posledicne avtoimunske procese v prebavni cevi (81). Pri CD
je opazno Se nepojasnjeno obdajanje Crevesja (predvsem kolona) z mas§€¢obnim tkivom (82).
V mascobnem tkivu se nahajajo makrofagi, kot tudi preadipociti in adipociti, ki se lahko pod
vplivom vnetnih molekul prav tako diferencirajo v makrofage. Pri CD lahko makrofagi iz
mascobnega tkiva vdrejo v lamino proprio in sprozijo vnetje ali pa prispevajo k SirSemu

vnetnemu odzivu (83).
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Nenehni vdori mikroorganizmov v notranjost ¢revesja in nekontrolirani vnetni odziv nanje

vodijo do Se vecjega uniCenja Crevesne stene na mestu infiltracije mikroorganizmov, kar

poveca povrsino, skozi katero lahko mikroorganizmi prodirajo v notranjost ¢revesja, in tako

je Stevilo imunskih celih, izpostavljenih molekulam mikroorganizmov, Se

vecje. To vodi v

»zaCaran krog« nenehnega vdora mikroorganizmov in vnetja, ki se $iri vzdolz prebavne cevi

in tudi delno navznoter v mascobno tkivo, ki obdaja prebavno cev (83).
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Slika 4 prikazuje shemo patogeneze KVCB na celicni ravni v crevesni sluznici in krovnem

tkivu crevesne stene. Na shemi je prikazan prodor mikroorganizmov do krovnega tkiva in

nato v lamino proprio, sprozZitev adaptivnega imunskega sistema, nenadzorovano vnetje in

unicenje crevesne stene ter prodor novih mikroorganizmov v lamino proprio. Povzeto in

prirejeno po shemi map05321 v podatkovni bazi KEGG. (84)
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1.1.4 Dednost Crohnove bolezni

O vplivu dednosti na nastanck KVCB so Ze porocale zgodnje epidemiologke $tudije, ki so
opazile povisano pojavnost KVCB pri sorodnikih bolnikov do tretjega kolena (85). Prav tako
Studije enojajénih dvojckov porocajo fenotipsko ujemanje med 27 in 56 % za CD. To
pomeni, da v kolikor prvi dvojéek zboli za CD, ima drugi dvojcek med 27 in 56 %

verjetnosti, da bo tudi zbolel za CD (86).

Asociacijske Studije celotnega genoma oziroma GWAS (ang. genome-wide association
studies, kratica GWAS) so identificirale 163 genskih lokusov, povezanih s patogenezo
KVCB, od tega je 30 znadilnih le za CD, 23 pa le za UC (2). Kasneje so razirjene
mednarodne GWAS identificirale Se 38 novih genskih lokusov, tako da je do sedaj znanih
201 KVCB genskih lokusov (16). Z izjemo lokusov v nekaterih genih (npr. NOD2 in IL23R)
ima veéina lokusov, povezanih s KVCB, zelo nizko razmerje obetov (med 1,0 in 1,5) (2, 16).
Vendar pa znani genski lokusi razlozijo le 13,6 % priCakovanega prispevka dednosti k
patogenezi CD (2). Razlog za to je najverjetneje previsoka ocena dednosti zaradi omejitev
Studij dvojckov, v katerih ni mozno natan¢no oceniti vpliva okolja (87, 88). Dodatna
omejitev so pomanjkljivosti metod dolo¢evanja genotipa v asociacijskih Studijah celotnega
genoma, saj le-te niso primerne za identifikacijo variant z nizko frekvenco in srednje
visokim razmerjem obetov (87). Prav tako algoritem za izraun prispevka dednosti znanih
lokusov ne uposteva ucinka genskih interakcij ter vpliva epigenetike (87, 88). Kljub
opisanim omejitvam so Studije na genetski ravni bistveno prispevale k razumevanju bolezni
na molekularni ravni. Izpostavile so vec celi¢nih procesov, vpletenih v patogenezo CD, med
drugim prepoznavanje mikroorganizmov oz. mikrobnih molekul (89), avtofagijo (60, 90),
regulacijo integritete testnega stika (69) in regulacijo imunskih celic ter vnetnih procesov
(91, 92).

Med leti 2005 in 2015 so bile studije genetike kompleksnih bolezni osredotocene predvsem
na identifikacijo genskih lokusov z asociacijskimi Studijami celotnega genoma oz.
metaanalizami GWAS (93). Sedaj je vecina genskih lokusov, povezanih s pogostimi
kompleksnimi boleznimi, ze znana, zato je v zadnjih nekaj letih vse vecji poudarek na
funkcijskih Studijah. V ospredju je iskanje vzrocnega gena v genskem lokusu. Za priblizno
80 % vseh genskih lokusov, povezanih s KVCB, ni bilo mozno jasno dolo¢iti vzroénega
gena, nekateri lokusi pa se celo nahajajo v delih dednega zapisa, kjer ni bliznjega gena (t.1.

genske puscave) (2, 16). Pogosta pristopa iskanja vzrocnega gena so Studije ekspresijskega
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kvantitativnega lokusa (ang. eQTL) (94) in »fino tar¢no sekvenciranje genskega lokusa«
(99).

1.1.4.1 Genetika pediatri¢nih oblik KVCB

Za kompleksne bolezni je znacilno, da so za patogenezo potrebni tako genetski kot tudi
okoljski dejavniki tveganja, medtem ko je za nastanek monogenske dedne bolezni dovolj le
ena patogena sprememba dednega zapisa. Bolniki z monogenskimi dednimi boleznimi so v
vecini primerov prizadeti Ze v zgodnjem otroStvu ali celo pred rojstvom. Tako patogene

mutacije v genih IL10, ILI0RA in IL10RB povzro&ijo monogensko dedno obliko KVCB (47,
96).

STAROST OB NASTOPU BOLEZNI
Rojstvo 2 leti 6 let 10 let 18 let >20 let

VPLIV
GENETSKIH
DEJAVNIKOV

TVEGANJA

VPLIV
OKOLJISKIH
DEJAVNIKOV
TVEGANJA

N J\ J\ J
e Y e

Monogenske Pediatri¢ne oblike Odrasle oblike

oblike KVCB kompleksne KVCB kompleksne KVCB

Slika 5: Vpliv genetskih in okoljskih dejavnikov tveganja na razvoj KVCB

Slika 5 prikazuje diagram vpliva genetskih in okoljskih dejavnikov tveganja za KVCB. Z leve
proti desni narascata starost nastopa bolezni in delez vpliva okoljskih dejavnikov tveganja

medtem ko vpliv genetskih dejavnikov t na patogenezo KVCB upada. Povzeto in prirejeno

po Okou, 2014. (97)

Pediatriéne oblike KVCB predstavljajo $irok spekter, od monogenskih dednih bolezni do
mladostniskih kompleksnih oblik. Pri pediatricnih primerih kompleksnih bolezni se

domneva, da je vpliv genetskih dejavnikov pomembnejsi (visji), saj pediatricni bolniki
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pogosto niso bili dovolj dolgo izpostavljeni okoljskim dejavnikom tveganja, da bi prispevek
le-teh presegal prispevek genetskih dejavnikov (97). Genetika pediatri¢nih oblik KVCB ima
torej poseben pomen za raziskovanje, saj je pri¢akovan pomemben vpliv patogenih genetskih
dejavnikov. Vendar je bilo do sedaj opravljeno le manjSe Stevilo asociacijskih Studij

celotnega genoma na izkljuéno pediatri¢nih bolnikih s KVCB.

Prva asociacijska Studija celotnega genoma pediatricne CD je identificirala dva lokusa (v
genih TNFRSF6 in PSMG1), vendar sta se lokusa kasneje izkazala kot statisticno znacilna
tudi za odrasle kompleksne oblike CD(98). Ostrowski in sodelavci opisujejo obogatitev
redkih patogenih genetskih sprememb pri otrocih s KVCB, ni pa odkrila novih genskih
lokusov, ki bi bili znagilni le za pediatri¢ne oblike KVCB (99). Kasneje so Cleynen et al.
opisali povezavo med niZjo starostjo ob postavitvi diagnozi in tremi Ze znanimi KVCB
genskimi lokusi (v genih MSTI, NOD2 in MHC) (100). Prav tako asociacijska Studija
celotnega genoma pediatri¢ne UC poroca o povecanem ucinku lokusov v genih HLA-razreda

v povezavi s patogenezo pediatricne UC (101).

1.1.5 Okoljski dejavniki tveganja

V svojem zivljenju je genetsko pogojen posameznik izpostavljen okoljskim dejavnikom
tveganja, katerih seStevek v dolocenem Zzivljenjskem obdobju skupaj s prirojenimi
genetskimi  dejavniki doseze prag patogeneze KVCB. Na pomen okoljskih dejavnikov
tveganja kaze tudi demografski podatek o porazdelitvi bolnikov po starosti ob diagnozi
KVCB. Medtem ko 15 do 30 % bolnikov s KVCB oboli pred 20. letom starosti, v 70 do 85
% primerov bolezen nastopi po 20. letu starosti, najpogosteje med 20. in 40. letom starosti
(43, 44). Studije opisujejo ve¢ okoljskih dejavnikov tveganja za patogenezo KVCB, med
drugim kajenje (102, 103), prehranske navade razvitega sveta (104, 105), uporabo
antibiotikov v otroStvu, odstranitev slepia (105) in okuZzbe z doloCenimi patogenimi sevi
bakterij (106). Pri tem je zanimiv podatek, da je kajenje dejavnik tveganja le za CD (102),
pri UC pa studije navajajo opuscanje kajenja kot dejavnik tveganja, samo kajenje pa celo kot
zaScCitni dejavnik s terapevtskim ucinkom, kar se opaza predvsem pri moskih bolnikih z UC
(107, 108).

Studije priseljencev v drzavah z visoko pojavnostjo kaZejo na poseben pomen okoljskih
dejavnikov tveganja v otrostvu, ko se imunski sistem in »toleranco« na mikroorganizme v

&revesju e razvija. Pri prvi generaciji priseljencev je namre¢ pojavnost KVCB podobna kot
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v izvorni drzavi, pri drugi generaciji pa je pojavnost bolj primerljiva s prebivalstvom v
drzavi priselitve (109). Kljub znacilnim razlikam v dednem zapisu priseljencev in domacega
prebivalstva torej pojavnost KVCB pogojujejo v vecini okoljski dejavniki tveganja. Studije
opisujejo tudi presenetljivo podobnost fenotipov KVCB v razli¢nih populacijah (110), kar bi

pomenilo, da bolezen konvergira v isti fenotip ne glede na etni¢ni izvor bolnika.

1.1.5.1 Crevesni mikroorganizmi in prehrana pri CD

Misji modeli z okvarjenim izrazanjem proteina interlevkina 10 (v nadaljevanju IL10)
simulirajo monogensko dedno obliko KVCB z mutacijo v genu ILI0. Brez IL10 misi zelo
zgodaj razvijejo kroniéno vnetje kolona, ki je skladno z analognim fenotipom KVCB pri
ljudeh (111). V kolikor pa misi s pomanjkanjem IL-10 od zacetka zivljenja zivijo v sterilnem
okolju in uZzivajo sterilno hrano, se kroni¢no vnetje kolona ne razvije, a se kolon vname
kmalu po uzivanju nesterilne hrane (112). Ker je prisotnost ¢revesnih mikroorganizmov
nujen pogoj za patogenezo KVCB, bi sterilizacija prebavne cevi in uZivanje sterilne hrane
vodila do izboljsanja bolezenskega stanja ali celo do ozdravljenja, v kolikor niso prisotni
avtoimunski procesi. Vendar ta pristop ni smiseln, saj so ¢revesni mikroorganizmi nujen del
prebavne cevi, ki prispevajo k homeostazi ¢revesja, presnovi drugace neprebavljivih hranil,
sintezi pomembnih kratkih mascobnih kislin in tudi obrambi pred nekaterimi patogenimi

sevi mikroorganizmov (61, 68).

Procesi v prebavni cevi so posledica tesno prepletenega medsebojnega vplivanja Crevesja,
imunskega sistema, crevesnih mikroorganizmov in drugih okoljskih dejavnikov, npr.
zauzitih hranil (68). Ta visoka raven soodvisnosti onemogoca enostavno opredeljevanje
vzrocnosti in otezuje iskanje kljuénih patogenih sprememb. Vpliv crevesnih
mikroorganizmov na prebavno cev in lokalne imunske celice je Ze dolgo znan, literatura v
zadnjem desetletju opisuje tudi njihov sistemski vpliv na zdravje ljudi (113). Iz tega staliSca
lahko c¢revesne mikroorganizme razumemo kot podaljSek prebavnega traka ali celo kot
dodaten ¢loveski organ (114).

Spremenjen profil c¢revesnih mikroorganizmov je povezan s patogenezo mnogih
kompleksnih bolezni in je opisan pri KVCB(68), revmatoidnem artritisu (v nadaljevanju tudi
RA) (115, 116), Parkinsonovi bolezni (117), multipli sklerozi (118) in depresiji (119). Pri
bolnikih s KVCB se spremenjeni profil &revesnih mikroorganizmov izrazi predvsem v

povisani koncentraciji invazivnih sevov Escherichia coli (120) in bakterij iz rodov
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Clostridium (121) in Fusobacterium (122) ter nizji koncentraciji bakterij iz rodov Roseburia
in Phascolarctobacterium (121). Pri CD so pogosteje prisotne tudi bakterije rodov Yersinia
in Listeria (123). Literatura opisuje tudi ugoden u¢inek nekaterih sevov bakterij na KVCB,
ki spadajo v rodove Bifidobacterium, Lactobacillus in Faecalibacterium (122). Za patogen
profil &revesnih mikroorganizmov pri KVCB je znaéilno tudi zmanj$anje koncentracij

kratkih mas¢obnih kislin, ki imajo pomembno vlogo pri homeostazi ¢revesja (124).

Zauzita hrana predstavlja pomemben okoljski dejavnik, ki neposredno vpliva na populacijski
profil ¢revesnih mikroorganizmov z vnosom novih mikrobnih populacij in hranil. Za drzave
z visoko pojavnostjo KVCB je znaéilna t.i. »zahodna dieta«, ki vsebuje mnogo preprostih
sladkorjev, beljakovin, nasi¢enih in ®-6-mascobnih kislin ter malo vlaknin in ®-3-mas¢obnih
kislin (125). Posledica visokih koncentracij preprostih sladkorjev in proteinov je hitro in
nenadzorovano vecanje populacije Crevesnih mikroorganizmov, Se posebej pa
oportunisti¢nih bakterijskih sevov (104, 125). ZmanjSan vnos vlaknin negativno vpliva na
peristaltiko, izlo¢anje blata in zmanjSa bakterijsko sintezo kratkih maS¢obnih kislin (124). S
spremenjenim profilom zauzitih mascobnih kislin so celi¢ni procesi v imunskem sistemu in v

celicah krovnega tkiva bolj dovzetni za vnetne procese (126, 127).

1.2 Diagnostic¢ni pristopi pri CD

Diagnosti¢ni pristopi pri CD temeljijo na opazovanju in spremljanju sprememb v ¢revesju.
Pri tem je najpomembnejSa diagnosticna metoda kolonoskopija oziroma ileokolonoskopija, s
katero se opiSejo endoskopsko vidne spremembe sluznice in obseg vnetja v kolonu in
ileumu. Pomanjkljivost metode je njena invazivna narava in posledi¢no hudo nelagodje
bolnika tudi ob uporabi anestezije. Problemati¢na je tudi kvantifikacija ileokolonoskopije.
Najpogosteje sta uporabljena endoskopska indeksa CDEIS (128) in SES-CD (129), pri
dolocevanju deleza razSirjenosti vnetja pa je prisotna doloena mera subjektivnosti

ocenjevalca.

Pri spremljanju obolenja v prebavni cevi je pomembna tudi magnetna resonanca (MR),
posebej v primeru zapletov ali aktivne bolezni. MR-endografija je zelo natan¢na pri opisu
striktur, fibroz (130), perianalnih simptomov (130) in lezij v tankem crevesju (131). Prav
tako ima indeks aktivnosti bolezni za magnetno resonanco MaRIA natan¢nost, primerljivo s
CDEIS pri dolo¢evanju odziva na terapijo (132). Omejitev pri uporabi magnetne resonance

predstavljajo predvsem stroSek uporabe in dostopnost preiskave.
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Ultrazvok (UZ) trebuha sluzi predvsem kot podpora diagnostiki, saj kljub vse visji
obcutljivosti metoda ne dosega specificnosti, da bi lahko neodvisno in natanc¢no dolocila
prisotnost KVCB. Vendar je slikovna metoda neinvazivna in njena visoka ob&utljivost je
koristna pri zgodnjem odkrivanju zapletov ter rednem spremljanju Ze opisanih sprememb v
crevesju (133).

V klini¢ni praksi se uporablja ve¢ seroloskih oznacevalcev. Praviloma jih uporabljajo
predvsem za spremljanje bolezenske aktivnosti, ker imajo kot samostojni diagnosti¢ni
oznacevalci premajhno obcutljivost in specificnost (134). Rutinsko se najpogosteje meri
oznacevalec akutnega vnetja C-reaktivni protein (v nadaljevanju CRP) (135). Medtem ko
vrednosti CRP v krvi ne korelirajo dobro z razsirjenostjo vnetja v €revesju, pa le-ta dobro
odraza stopnjo sistemskega vnetja in korelira z aktivnostjo bolezni (135). Pogosto merjen
seroloski oznacevalec vnetja je interlevkin 6 (IL-6). Kljub dejstvu, da Stevilni bolniki IL-6 ne
izrazajo, je natancen oznacevalec vnetja v podskupini bolnikov, ki ga izrazajo (136). Pri
opredeljevanju podtipa KVCB so koristni imunologki testi, kot so protitelesa proti
nevtrofilcem (ANCA), protitelesa proti S. cerevisae (ASCA), protitelesa proti proteinu C
zunanje membrane (anti-Ompc) in protitelesa proti glikoproteinu 2 (anti-GP2) (137, 138).
Uporabna oznacevalca vnetja v spodnji prebavni cevi sta tudi kalprotektin in lektoferin v

blatu (139), ki bolje odrazata vnetje v prebavilih kot seroloski oznacevalci (140).

Za kvantifikacijo bolezenske aktivnosti CD je objavljenih ve¢ indeksov. Prvi takSen je bil
CDAIl-indeks (ang. Crohn's Disease Activity Index) (141). CDAI v osmih sklopih le na
osnovi simptomov oceni aktivnosti bolezni. Kasneje je bil objavljen HBI-indeks (ang.
Harvey-Bradshaw index). HBI je krajsi od CDAI in ima le pet sklopov, med drugim tudi
subjektivno oceno bolnikovega pocutja (142). Guyatt et al. so leta 1989 objavili IBDQ-
vpraSalnik (ang. Inflammatory Bowel Disease Questionnaire), pri ¢imer so si prizadevali za
podrobnejsi opis bolnikovega poc€utja in u€inka bolezni na socialne funkcije (143). IBDQ-
vprasalnik je na voljo v Stevilnih skrajSanih razliicah (144). Bolezenska aktivnost se lahko

spremlja tudi s CDEIS ali SES-CD endoskopskimi indeksi.
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Tabela 3: Indeksi bolezenske aktivnosti pri CD in opredelitev pragov aktivnosti

Indeks Opredelitev pragov aktivnosti bolezni Ol:)l:;sgtﬁz lt(el:_l;l;;;sga
<5 remisija
HEI od5do7 blage.l akti\./nost Zmanjsanje vrednosti
od 8 do 16 srednja aktivnost HBI za 3
> 16 visoka aktivnost
=150 remisija Zmanjsanje vrednosti
CDAI od 151 do 219 blaga aktivnost CDAIza 70 ALI
od 220 do 450 srednja aktivnost 25 % zmanjSanje v
> 450 visoka aktivnost kolikor je CDAI > 220
IBDQ Razvrstivtev je odvisqa od rtazliéi(;e ypraéalnika in | ZmanjSanje vrednosti
zelene senzitivnosti/specificnosti. IBDQ za 16 do 32
<3 remisija
CDEIS od3do8 blaga endoskopska aktivnost Zmanjsanje vrednosti
od 9 do 12 srednja endoskopska aktivnost CDEIS za 50 %
>12 visoka endoskopska aktivnost
od 0 do 2 remisija
SES-CD od3do6 blaga endoskopska aktivnost Zmanjsanje vrednosti
od 7 do 15 srednja endoskopska aktivnost SES-CD za 50 %
> 15 visoka endoskopska aktivnost

V literaturi so opisane korelacije med ocenami HBI, CDAI in IBDQ. Irvine in sodelavci so

leta 1994 objavili korelacijo med IBDQ- in CDAI-kriteriji z naslednjo linearno enacbo

(145):

IBDQ = —0,24 X HBI + 205,2

Nato so Vermeire in sodelavci leta 2010 objavili korelacijo med HBI- in CDAIl-kriteriji z

naslednjo enacbo(146):

CDAI = 22,222 X HBI + 66,667

Na osnovi teh objavljenih enacb je mozno pretvarjati tudi med IBDQ in CDAI na osnovi

zapisane enacbe:

HBI = —0,188 x IBDQ + 35,484
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1.3 Terapevtski pristopi

CD je kronic¢na bolezen, ki je ni mozno popolnoma ozdraviti, vendar je s primerno terapijo
mozno lajSati simptome in doseCi tudi daljSa obdobja minimalne bolezenske aktivnosti
oziroma t.i. remisijo. V nadaljevanju bodo opisani terapevtski pristopi, temeljeci na osnovi
najnovejsih priporocil, ki sta jih opisali zdruzenji European Crohn's and Colitis Organization
(ECCO) (147) in British Society of Gastroenterology (148).

Klasi¢ni ustaljeni terapevtski pristop se pri CD deli na ve¢ ravni, terapija pa se stopnjuje
glede na aktivnost bolezni in odziv na uporabljene ucinkovine. Terapija prve izbire so 5-
aminosalicilati (v nadaljevanju 5-ASA), naslednja terapevtska stopnja zajema uporabo
kortikosteroidov (v nadaljevanju KSi) in tudi imunosupresivov (v nadaljevanju IS), pri tem
pa se lahko socasno uporabljajo tudi antibiotiki. V kolikor se na navedene uc¢inkovine bolnik
ne odziva dovolj dobro ali pa obstajajo kontraindikacije, je naslednja terapevtska stopnja
uporaba bioloskih zdravil. Trenutno je za CD na voljo ve€ razli¢nih bioloskih zdravil, od teh
so najbolj pogosto uporabljeni in najstevilénejsi zaviralci TNF, na voljo so tudi protitelesa
proti integrinu a4f7 (149, 150) in protitelesa proti interlevkinu 12 in 23 (151). V kolikor je
aktivnost bolezni visoka in nenadzorovana ali pa se pojavijo hudi zapleti, so potrebni
operativni posegi za odstranitev in resekcijo prizadetega, obiCajno stenoticnega dela
crevesja. Verjetnost, da bo bolnik v obdobju deset let po potrditvi diagnoze CD potreboval
vsaj en operativni poseg, je 47 % (152).

Zgoraj opisani klasi¢ni terapevtski pristop je poimenovan »stopnjevalni« ali »po stopni¢kah«
(ang. step-up). Opisan je tudi drug, sodobnejsi pristop, ki se imenuje »od zgoraj navzdol«
(ang. top-down). Pri tem pristopu se v primeru srednje aktivne ali visoko aktivne CD pri¢ne
zdravljenje z uporabo bioloskih zdravil takoj. Terapija se nato lahko kombinira s souporabo
imunosupresivov in se Se dodatno stopnjuje s kortikosteroidi in/ali 5-aminosalicilati. Ta
pristop je namenjen hitremu doseganju izboljSanja, v izogib dlje Casa trajajo¢i aktivni
bolezni, ki bi vodila do potrebe po operativnih posegih in daljsih obdobjih uporabe

kortikosteroidov ali imunosupresivov.
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Zaviralci TNF
IS

Zaviralci
TNFin IS

KSi
5-AZA
Terapevstki pristop Terapevtski pristop
“po stopnickah” “od zgoraj navzdol”
(ang. step-up) (ang. top-down)

Slika 6: Ustaljeni terapevtski pristopi pri zdravljenju KVCB

Slika 6 prikazuje shemo stopnjevanja pri ustaljenih terapevtskih pristopih (na levi) in novih
pristopih, priporocenih za stopnjevanje terapije (na desni). Bolniki v skladu s piramido na
levi pricnejo terapijo spodaj in jo stopnjujejo navzgor, pri obrnjeni piramidi na desni pa se
zdravljenje pricne na vrhu in stopnjevanje poteka proti dnu. Povzeto in prirejeno po Tsui,

2018 (153).

Poleg uporabe farmacevtskih ucinkovin ima pri nadzoru simptomov CD posebno vlogo
dieta. Bolniki s CD se namre¢ med aktivno boleznijo pogosto izogibajo obrokom ali pa
pojedo manj, kot zahteva njihov metabolizem in Zivljenski slog, saj s tem zmanjSajo
intenzivnost simptomov, kot so driska, slabost in bole¢ina v trebuhu. Kroni¢ni vnetni procesi
v prebavni cevi prav tako vodijo do slabe absorpcije hranil, kar skupaj s pomanjkljivim
prehranjevanjem vodi do sploSne podhranjenosti. Priporocila European Society for Clinical
Nutrition and Metabolism (ESPEN) (154) poudarjajo redno spremljanje telesne teZe in ravni
mikrohranil (npr. Zeleza, kalcija in vitamina D) za zgodnje odkrivanje podhranjenosti. Razen
preprecevanja podhranjenosti ima klini¢na prehrana tudi terapevtske ucinke. Pri CD z blago
do zmerno aktivnostjo je mozno lajSati simptome z dieto z minimalnim ostankom, ki vsebuje
lahko prebavljiva zivila z zelo malo vsebnostjo vlaknin, kar zmanjSa volumen blata in

omogoca hitrejsi prehod skozi prebavno cev ter posledi¢no zmanj$a obremenjenost prebavne
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cevi. Ceprav lahko prilagojena dieta z Zivili lajsa simptome CD, nima zadostnega
terapevtskega ucinka in drustvo ESPEN poudarja, da trenutno ni diete z zivili, ki bi

zanesljivo skrajSala trajanje bolezenskega zagona.

V kolikor dieta z zivili ni zadostna, mora bolnik prejeti hranila po enteralni ali parenteralni
poti. Enteralna prehrana je ucinkovita pri preprecevanju podhranjenosti pri CD, prav tako pa
ima terapevtske uc¢inke. ESPEN priporoca so€asno uporabo enteralne prehrane ob terapiji s
farmacevtskimi ucinkovinami, saj bistveno zmanjSa aktivnost prebavne cevi in omogoca
pospeseno celjenje ran. Ce izkljuéno enteralna prehrana ni zadostna ali pa obstajajo
kontraindikacije za povefanje volumna enteralne prehrane, lahko bolnik hranila prejme
delno ali popolnoma po parenteralni poti. Parenteralna prehrana je indicirana predvsem pri
najhujsih oblikah CD in CD z mnogimi zapleti. Kljub terapevtski u¢inkovitosti enteralne in
parenteralne prehrane ob terapiji s farmacevtskimi u¢inkovinami druStvo ESPEN le-te ne
priporoca za dolgoro¢no ohranjanje nizke bolezenske aktivnosti ali kot samostojne terapije

pri odraslih bolnikih s CD (154).

Priporocila ESPEN (154) glede enteralne in parenteralne prehrane se za pediatricne bolnike
razlikujejo, saj je pri omenjenih bolnikih enteralna prehrana kot samostojna terapija ob
nastopu bolezni in njenih ponovnih zagonihzelo priporocljiva. Pri pediatricnih bolnikih ima
enteralna prehrana primerljivo u€inkovitost kot KSi pri sprozanju remisije, z znacilno manj
stranskimi uc¢inki (155-157). Ob nezadostnem odzivu na enteralno prehrano se lahko terapija
stopnjuje z delno ali popolno parenteralno prehrano, ki naj traja vsaj 7 dni, preden se pri¢ne
ustaljen terapevtski pristop s farmacevtskimi uc¢inkovinami (156, 158). Priporoc¢ila ESPEN
so skladna s priporocili drustev European Society of Paediatric Gastroenterology,
Hepatology and Nutrition (ESPGHAN) in European Society of Paediatric Research (ESPR),
ki prav tako poudarjajo uporabo enteralne in parenteralne prehrane kot prve terapije pri

pediatriéni KVCB (159, 160).

1.3.1 Bioloska zdravila

Bioloska zdravila so po zakonodaji Evropske unije opredeljena kot zdravila, ki vsebujejo eno
ali ve¢ aktivnih uéinkovin bioloskega izvora. Po tej opredelitvi so bioloska zdravila vse
snovi, izolirane iz zivih organizmov, torej kri, izolati it krvi, celice, tkiva, cepiva, bakterije,

virusi in terapevtske beljakovine (161). V ozjem pomenu se besedna zveza »biolosko
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zdravilo« uporablja za terapevtske rekombinantne proteine, kot so na primer monoklonska

protitelesa.

Pred razvojem bioloskih zdravil so bile v klini¢ni uporabi skoraj izklju¢no kemicno
sintetizirane ucinkovine, t.i. »male molekule«. Za male molekule so znacilni pogosti
nezeleni stranski uc€inki, ki so posledica delovanja ne samo na molekularno tar¢o, ampak tudi
nadruge bioloSke procese (162). Z razvojem tehnologije rekombinantnih proteinov pa je
mozno oblikovati in sintetizirati biolosko zdravilo, ki ciljano deluje na izbrano molekularno
taro (163). Uporaba bioloskih zdravil je omogocila ucinkovito zdravljenje Stevilnih vrst

raka, monogenskih dednih bolezni in imunsko pogojenih bolezni.

Vendar imajo tudi bioloska zdravila kljub tarénemu delovanju in visokemu terapevtskemu
potencialu v praksi ve¢ omejitev. Pri zdravljenju z bioloskimi zdravili se lahko pojavijo hudi
nezeleni stranski ucinki zaradi intenzivnega delovanja na terapevtsko tar¢o ali imunogenosti

ucinkovine, kar se najpogosteje kaze kot preobcutljivost na mestu infuzije (3).

StroSek zdravljenja z bioloSkimi zdravili je visok, kar je posledica visokih stroSkov razvoja
ucinkovin, proizvodnih procesov in potrebnih klini¢nih raziskav, preden se zdravilo lahko
pojavi na trgu (164). Naceloma cena ucinkovin bistveno pade, ko patent originalne
ucinkovine potece in postane ucinkovina generi¢na. Za vstop generi¢ne male molekule na trg
je potrebno dokazati samo identi¢nosti molekulske strukture, za bioloSka zdravila pa je
potrebno dokazati podobnost strukture in u¢inka v celicnih modelih ter nato Se ekvivalentni
ucinek dokazati s klini¢no Studijo (165). Iz tega razloga generi¢na bioloska zdravila v
klasi¢nem pomenu ne obstajajo, ampak se uporablja izraz »podobna bioloska zdravila« (v
literaturi je uveljavljen izraz »biosimilarji«). StroSek razvoja podobnega bioloSkega zdravila
ostaja znaten, zato se stroSek zdravljenja z bioloskimi zdravili bistveno ne zmanjsa po poteku

patenta originalne u¢inkovine (165).

Pri zdravljenju z bioloskimi zdravili ima poseben pomen pojav neodzivnosti (5). Prva
bioloska zdravila so imela v celoti ali delno aminokislinska zaporedja drugih zivalskih vrst
in so bila posledi¢no zelo imunogena, zato se je neodzivnost pripisovala predvsem
oblikovanju protiteles proti necloveskim aminokislinskim zaporedjem v bioloSkem zdravilu.
Vendar se protitelesa proti bioloSkim zdravilom pojavljajo tudi pri u€inkovinah, ki imajo v
celoti ¢loveska aminokislinska zaporedja (5, 148). Pogost je tudi pojav neodzivnosti Ze ob
prvem ciklu terapije, brez prisotnosti protiteles proti bioloSkemu zdravilu. V klini¢ni praksi
neodzivnost bolnika na bioloska zdravila predstavlja izgubo nadzora nad boleznijo, omejene

terapevtske moznosti, nepotrebno izpostavljanje bolnika potencialnim hudim stranskim
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ucinkom bioloskega zdravila, kot tudi neucinkovito porabo drage bioloske ucinkovine in

breme za zdravstveno blagajno (5, 148).

1.3.1.1 Zaviralci dejavnika tumorske nekroze

Carswell et al. so leta 1975 prvi opisali tumor nekrotizirajoci faktor alfa (v nadaljevanju
TNF) kot dejavnik tumorske nekroze, prisoten v serumu (166). TNF je protein, ki ima v
cloveskem telesu izrazit vpliv na vnetne procese in je eden izmed prevladujocih regulatorjev
imunskega sistema. Za CD so znacilni poviSano izrazanje TNF in motnje v regulaciji
bioloskih sistemov, povezanih s TNF (4). Iz tega razloga imajo bioloska zdravila, ki delujejo
proti TNF, izrazit terapevtski uc¢inek v CD. Razvoj zaviralcev TNF je bistveno prispeval k
uspesnemu nadzoru bolezenskih simptomov v CD, pogostejsi in daljSi remisiji bolezni ter
zmanj$ani potrebi po operativnih posegih (3).

Prvi zaviralec TNF na trgu je bil infliksimab (komercialno ime Remicade®). Infliksimab je
himerno monoklonsko IgGl-protitelo, sestavljeno iz misjih variabilnih Fab-delov in
cloveskega konstantnega Fc-dela (167). Delez misjih aminokislinskih zaporedij znasa pribl.
25 %, kar prispeva k imunogenosti na u¢inkovine. Le nekaj mesecev po infliksimabu je bil
na voljo ze drug zaviralec TNF, etanercept (komercialno ime Enbrel®). Etanercept je
popolnoma cloveski sinteti¢ni protein, sestavljen iz TNF-receptorja in neposredno vezanega
konstantnega Fc-dela IgGl-protitelesa (168). Infliksimabu in etanerceptu je sledil
adalimumab (komercialno ime Humira®), ki je popolnoma clovesko IgG1-protitelo proti
TNF (169). Nato se je na trgu pojavil certolizumab pegol (komercialno ime Cimzia®), ki je
poclovecen variabilni Fab-del IgGl-protitelesa s polietilenglikolnim (PEG) repom (170).
Kasneje je bil na voljo tudi golimumab (komercialno ime Simponi®), ki je, podobno kot
adalimumab, popolnoma c¢lovesko IgGl-protitelo proti TNF, vendar je bila ucinkovina
sintetizirana z drugim postopkom (171). Leta 2013 je bilo v EU na voljo prvo infliksimabu
podobno biolosko zdravilo, poimenovano CT-P13 (172) (komercialno ime Remsima®), leta
2018 pa prvo adalimumabu podobno biolosko zdravilo pod komercialnim imenom
Hyrimoz® (173). Zaviralci TNF so bili sprva preizkuseni v klini¢nih Studijah za zdravljenje
revmatoidnega artitisa, kasneje pa Se pri bolnikih s CD, in sicer z novimi klini¢nimi
Studijami ali z ekstrapolacijo v primeru podobnih bioloskih zdravil. Za zdravljenje CD so
registrirani vsi zaviralci TNF, razen etanercepta, ki pri CD nima zadostnega terapevtskega
ucinka. Iz klini¢ne prakse je objavljenih ve¢ porocil o tem, da lahko uporaba etanercepta

izzove KVCB (174).
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Slika 7: Shema molekularne strukture zaviralcev TNF

Slika 7 prikazuje shemo strukture zaviralcev TNF. Od leve proti desni so na sliki prikazana
bioloska zdravila infliksimab, adalimumab oziroma golimumab, etanercept in certolizumab
pegol. Z zeleno barvo so oznacena cloveska aminokislinska zaporedja, z oranzno pa misja.
Pri certolizumabu pegul je s ¢rno oznacen polietilenglikolni rep. Povzeto in prirejeno po

Weir, 2006. (175)

1.4 Napovedovanje odziva na zaviralce TNF

Neodzivnost na bioloska zdravila lahko nastopi ob prvem ciklu terapije (v nadaljevanju
primarna neodzivnost) ali pa se odziv sCasoma izgubi (v nadaljevanju sekundarna
neodzivnost). V teoriji imajo primarno neodzivni bolniki molekularno patogenezo preko
bioloske poti, na katere ucinkovina ne vpliva, sekundarna neodzivnost pa nastane zaradi
protiteles proti bioloskemu zdravilu ali spremembe molekularnega poteka bolezni (4, 176,
177).

Molekularni mehanizmi neodzivnosti na zaviralce TNF Se vedno niso dobro pojasnjeni.
Schmitt et al. so izpostavili pomen crevesnih celic TNFR2+ IL23R+ T, ki oblikujejo
odpornost na zaviralce TNF na molekularni ravni, pri tem pa izpostavili pomen IL-23 pri
nastanku neodzivnosti (178). Vzroke za neodzivnost je mozno deloma pripisati strukturnim

in farmakoloSkim lastnostnim bioloSkih zdravil. Zaviralci TNF se lahko razgradijo s
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proteinskim katabolizmom, s procesi, povezanimi z vezanjem protiteles na Fc-receptorje, ali

pa s lizosomsko razgradnjo po vezanju na membranski TNF (179-181).

Znano je, da imajo pri odzivnosti na zaviralce TNF pri CD pomemben vpliv klini¢ne
znalilnosti bolezni. Literatura opisuje kot pomemben dejavnik neodzivnosti na zaviralce
TNF prodiranje ucinkovine skozi razjede v crevesni sluznici in posledi¢no izlo€anje
bioloskega zdravila v blatu. Studije potrjujejo hipotezo o izlodanju uéinkovine v blato na
osnovi opazanj slabsega odziva v primeru visoke bolezenske aktivnosti in zelo razsirjenih
razjed Crevesne stene (182-185). Pomembna sta tudi dominantni fenotip in lokacija bolezni
po Montrealski klasifikaciji (186), kot tudi trajanje bolezni, pri ¢emer je krajSe trajanje
bolezni povezano z odzivnostjo (187, 188). Z dobrim odzivom na zaviralce je povezana tudi
souporaba kortikosteroidov in imunosupresivov (189). Neodzivnost na zaviralce TNF je
pogosta pri pediatri¢nih bolnikih (190, 191), medtem ko je pri odraslih bolnikih nizja starost

povezana z dobrim odzivom na zaviralce TNF (192).

Najbolje opisan seroloski dejavnik neodzivnosti na zaviralce TNF so protitelesa proti
bioloskim zdravilom. Z merjenjem protiteles proti zaviralcem TNF (193, 194) in ravni
ucinkovine v krvi (195) je mogoce med zdravljenjem optimizirati terapijo s povecanjem
odmerka bioloSkega zdravila ali krajSanjem intervala med aplikacijami in natancneje oceniti
verjetnost dobrega odziva. Drugi seroloski napovedniki odziva so visok CRP ob pricetku
terapije (196, 197), upadanje laktoferina v blatu med terapijo (198) in prisotnost ter podtip
protiteles proti nevtrofilcem (199, 200).

Kljub temu klinicni napovedni oznacevalci odziva na zaviralce TNF niso zadostni za
natan¢no napoved odziva pred pricetkom terapije. Zaradi problematike neodzivnosti je
nastala potreba po novih bioloskih oznacevalcih odziva na molekularni ravni. Na genetski
ravni je objavljenih Ze ve¢ genetskih oznacevalcev odziva na ucinkovine, ki so »male
molekule«, med njimi so najbolje opisani geni, ki zapisujejo citokrome P450(201). V
klini¢ni praksi je tudi Ze nekaj bioloskih oznacevalcev odziva na bioloSka zdravila. Tako se v
primeru cetuksimaba dolo¢i KRAS-genotip primarnega tumorja, saj bo cetuksimab ucinkovit
le, ¢e v genu KRAS ni mutacij (202, 203). Podobno se v vzorcu tkiva raka dojk izmeri

izrazanje HER2-receptorja za dolocevanje uc¢inkovitosti trastuzumaba (204).

Med najpogosteje raziskanimi bioloSkimi oznacevalci za napoved odziva na zaviralce TNF
so polimorfizmi posameznega nukleotida (v nadaljevanju SNP) v genih, povezanih z
izrazanjem TNF, npr. v genith NFKB1, TNF, TNFRSF1A4, TNFRSFIA in IL1B (205). Kasneje

je bilo objavljenih ve¢ genetskih oznacevalcev odziva v genih, ki niso neposredno povezani
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z izrazanjem TNF, npr. ATGI6L1 (206). Vendar pa posamezni bioloski oznacevalci odziva
na zaviralce TNF nimajo zadostne natanc¢nosti za napovedovanje odziva. Iz tega razloga se
bioloski oznacevalci odziva zdruzujejo v kompleksnejSe napovedne modele. Arijs et al. so
objavili profil izrazanja petih bioloskih oznacevalcev (geni TNFAIP6, S10048, IL11, G0S2
in S10049) v Crevesni sluznici za napovedovanje odziva na infliksimab pri CD (207),
kasneje je bila natancnost tega profila potrjena tudi za adalimumab v neodvisni kohorti
(208). Natan¢nost napovednih modelov na osnovi ene ravni bioloskih podatkov je lahko
omejena, zato je v zadnjih letih objavljenih vse ve¢ raziskav, v katerih je zdruzenih vec¢ ravni
bioloskih podatkov. Integracija ve¢ ravni bioloSkih podatkov omogoca odkrivanje skritih

sinergij med razli¢nimi ravnmi podatkov in tako izbolj$a napovedno mo¢ modela (209, 210).
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2 Raziskovalna metodologija

2.1 Namen doktorske disertacije
Namen doktorske disertacije je:

e celostno pregledati, zbrati in kriticno preuciti ze objavljene bioloske oznacevalce
odziva na zaviralce TNF pri CD;

e podrobno preuciti bioloske procese odzivnosti na zaviralce TNF pri CD z uporabo
tako in silico kot tudi in vitro pristopov;

e oblikovati klini¢no uporaben napovedni model odzivnosti na zaviralce TNF pri CD z

naprednimi statistiénimi metodami.

2.2 Cilji doktorske disertacije
Cilj doktorske disertacije je:

e celostno raziskati genomiko in transkriptomiko odzivnosti oz. neodzivnosti na
zdravljenje z zaviralci TNF pri bolnikih s CD;

e integrirati ve¢ ravni bioloskih oznacevalcev in klini¢nih podatkov ter na osnovi teh
povezav natan¢no doloc€iti napovedno moc¢ oznacevalca odziva na zaviralce TNF pri
bolnikih s CD z uporabo metod strojnega ucenja;

e rezultate integracije bioloskih oznacevalcev dodatno analizirati z uporabo orodij
genske ontologije in podrobneje preuciti bioloske mehanizme, ki prispevajo k
odzivnosti bodisi neodzivnosti na zdravljenje z zaviralci TNF pri bolnikih s CD;

e na osnovi rezultatov analize genske ontologije dodatno pojasniti statisticno znacilno
obogatene signalne poti na ravni proteinov na relevantni in ze dobro okarakterizirani

celi¢ni liniji, ki izraza TNF (npr. Jurkat, HL-60 ali THP-1).
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2.3 Teze doktorske disertacije

1. Variabilnost v posameznih bioloSkih procesih in molekularnih mehanizmih moc¢no
pogojuje primarno neodzivnost in nastanek sekundarne neodzivnosti na zaviralce TNF pri

bolnikih s CD.

2. Bioloski oznacevalci (genske variante in profil izrazanja genov) so povezani z odzivnostjo

na zaviralce TNF pri bolnikih s CD in so uporabni kot napovedni oznacevalci odziva.

3. Z zdruZevanjem vec ravni bioloskih in klini¢nih podatkov je mozno z metodami strojnega
ucenja oblikovati kombinacijo oznacevalcev odziva na zaviralce TNF z napovedno mocjo, ki

je uporabna za klini¢ne aplikacije.

4. Na ravni celicnih modelov je mozno z rezultati genske ontologije in bioloskimi

oznacevalci odziva pojasniti bioloske procese, ki pogojujejo odzivnost na zaviralce TNF.

2.4 Pricakovani izvirni znanstveni prispevek

V nasi studiji pricakujemo, da bomo prepoznali nove bioloske oznacevalce odziva oziroma
novo integrirano kombinacijo bioloskih oznacevalcev odziva na zaviralce TNF pri CD. Prav
tako pricakujemo, da bi z novimi bioloskimi oznacevalci odziva lahko bolje razumeli

bioloske procese, ki prispevajo k odzivnosti oziroma neodzivnosti na zaviralce TNF.

Pri¢akovani rezultati nase Studije bodo k znanosti prispevali z identifikacijo novih bioloskih
oznacevalcev odziva na zaviralce TNF, s ¢imer bo mozno Se pred uvedbo bioloSkega
zdravila bolje oceniti pricakovan odziv bolnika na zaviralce TNF. Natan¢nejSa napoved
odziva bi tako prispevala k uresni¢evanju principov natan¢ne (»personalizirane«) medicine,
povecanju uspesnosti terapije in zmanjSevanju bremena za zdravstveno blagajno. Z boljsim
razumevanjem bioloskih procesov, ki pogojujejo neodzivnost na zaviralce TNF, pa bi bilo

mozno razviti nove terapevtske ucinkovine ali oblikovati nove terapevtske pristope.
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2.5 Predpostavke in morebitne omejitve raziskovalnega dela

Raziskava je primarno omejena s Stevilom bolnikov, ki prejemajo zaviralce TNF (do najvec
150), s tem je omejena statisticna moc¢ raziskave. Prav tako metode strojnega ucenja
potrebujejo mnozice podatkov popolnoma brez manjkajocih vrednosti (ang. »missing
values«), kar bi potencialno pomenilo izkljucitev atributa/znacilnosti (npr. genetskega
oznacevalca ali klinicnega parametra) iz osnovne podatkovne baze za ucenje napovednega

modela.

2.5.1 Kiriteriji za vkljucitev bolnikov v Studijo

V raziskavo smo dodatno vkljucili Se nove bolnike s CD, ki se zdravijo z zaviralci TNF. Za
zdravljenje z zaviralci TNF in morebitno vkljucitev v Studijo morajo bolniki s klini¢no in
histopatolosko potrjeno diagnozo CD izpolnjevati enega od naslednjih kriterijev:
e nezadosten odgovor na dva ali ve¢ kombinacij ustaljene terapije (aminosalicilati,
kortikosteroidi in/ali imunosupresivi);
e srednje huda in huda CD, kjer se pri stalnem zdravljenju z ustaljeno terapijo pojavijo
hudi nezeleni ucinki;
e izjemoma po presoji konzilija za odobritev terapije z zaviralci TNF v primeru zelo

akutnega poteka bolezni.

2.5.2 Kiriteriji za izkljuditev bolnikov iz Studije
Izkljucitveni kriteriji za Studijo bodo sledeci:
e neZeleni stranski ucinki na zaviralce TNF med zdravljenjem;
e resni zapleti Crohnove bolezni (stenoze, simptomatske obstruktivne in intestinalne
strikture, ognojki, totalna kolektomija);
e resne okuzbe v zadnjih treh letih;
e pozivni test na tuberkolozo ali aktivna tuberkoloza;
¢ maligne bolezni;
e nosecnost in dojenje;
e listerioza;

e pozitivni test na HIV;
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e dokazana zloraba drog in alkohola;
e sladkorna bolezen;

e zmerno do hudo sréno popuscanje.

Opisani vkljucitveni oz. izkljucitveni kriteriji se skladajo s kriteriji za Ze vkljucene bolnike s

CD, za katere so na voljo klini¢ni in genetski podatki.

2.5.3 Preiskovanci

V raziskavi smo uporabili vzorce 102 bolnikov s CD, ki so bili vkljuceni v preliminarno
farmakogenetsko Studijo, za katero smo pridobili mnenje Komisije Republike Slovenije za
medicinsko etiko pod Sifro KME 80/10/07, 21p/12/07 (206). Dodatno smo v raziskavo
vklju¢ili 6 novih preiskovancev, ki se zdravijo z zaviralci TNF. Za novo vkljucene
preiskovance smo pridobili mnenje Komisije Republike Slovenije za medicinsko etiko pod
Sifro KME 0120-194/2019/4. Kot kontrolno skupino smo izbrali podskupino obstojece

mnozice vzorcev 390 zdravih prostovoljcev.

2.6 Materiali in metode in silico Studije

2.6.1 Iskanje literature in bioloSkih oznacevalcev

Pri sistematskem iskanju literature smo uporabili podatkovno zbirko PubMed (NCBI,
Bethesda, Maryland, ZDA). Pri izboru iskalnih nizov oziroma klju¢nih besed smo uporabili
izraze, zabeleZzene v podatkovni zbirki sinonimov MeSH (NCBI, Bethesda, Maryland,
ZDA). V kolikor v zbirki MeSH pojmi niso bili zadostno opredeljeni ali niso bili dlje casa

uporabljeni v literaturi, smo iskalne nize razsirili s preprostimi kljuénimi besedami.

2.6.1.1 Iskanje vzro¢nih genov za pediatri¢ne oblike KVCB

Pri iskanju literature z objavljenimi vzronimi geni za pediatri¢ne oblike KVCB v

podatkovni zbirki PubMed smo uporabili naslednjo kombinacijo klju¢nih besed:

e ("Inflammatory Bowel Diseases"[Mesh] OR "Pediatric Crohn's disease"
[Supplementary Concept] OR "pediatric inflammatory bowel disease" OR "Crohn
Disease"[Mesh] OR "Colitis, Ulcerative"[Mesh] OR indeterminate colitis) AND
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("Pediatrics"[Mesh] OR "Mendelian" OR "neonatal" OR "infantile" OR "very early
onset" OR "early onset") AND
("Genetics"[Mesh] OR "gene" OR "heritability" OR "heritable").

Iskanje literature smo nato Se razsirili v podatkovnih zbirkah OMIM in NCBI GTR (NCBI,
Bethesda, Maryland, ZDA) ter ORPHANET(211) z naslednjimi klju¢nimi besedami:

pediatric inflammatory bowel disease,
pediatric indeterminate colitis,
pediatric Crohn’s disease,

pediatric ulcerative colitis,

Vkljugitveni kriteriji za $tudije o vzroénih genih za pediatri¢ne oblike KVCB so bili

naslednji:

bolezen ustreza opisu ali ima klini¢no sliko, skladno s KVCB, CD, UC ali IC;

pri opisani bolezni se simptomi v veliki vecini primerov (ve¢ kot 90 %) prvic
pojavijo pred 18. letom starosti;

v literaturi je starost ob nastopu bolezni jasno in natan¢no opisana;

opisana bolezen je potrjeno dedna bolezen in ima visoko penetranco (ve¢ kot 90 %);

bolezen je povezana z mutacijami v znanem genu oziroma genskem lokusu.

Iskanje literature v podatkovni zbirki je potekalo decembra 2018, vklju€ene so bile Studije,

objavljene od januarja 1984 do decembra 2018.

2.6.1.2 Izbor bioloSkih oznacevalcev odziva na zaviralce TNF

Pri iskanju literature z objavljenimi bioloskimi oznacevalci odziva na zaviralce TNF smo

uporabili kombinacijo tematskih sklopov klju¢nih besed:

("Infliximab"[Mesh] OR Adalimumab"[Mesh] OR "Etanercept"[Mesh] OR
"golimumab" [Supplementary Concept] OR "Certolizumab Pegol"[Mesh] OR
"Tumor Necrosis Factor-alpha/antagonists and inhibitors"[Mesh] OR "anti-tumor
necrosis factor" OR ("Tumor Necrosis Factor-alpha"[Mesh] AND "Antibodies,
Monoclonal"[Mesh]) OR ("tumor necrosis factor-alpha inhibitor") OR ("Tumor
Necrosis Factor-alpha"[Mesh] AND "Biosimilar Pharmaceuticals"[Mesh]) OR
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"TNFA inhibitor" OR "TNF inhibitor" OR "Anti-TNF therapy" OR "Anti-TNFA
therapy" OR "TNFi") AND

e ("Treatment Outcome"[Mesh] OR "predictor" OR "responder" OR "nonresponder"
OR "non-responder" OR "Biomarkers"[Mesh] OR "biological marker" OR "therapy
response” OR "response biomarker" OR "outcome biomarker" OR '"response
predictor" OR "outcome predictor") AND

e ("Genetics"[Mesh] OR "genetics"[Subheading] OR "Genomics"[Mesh] OR
"Genome"[Mesh] OR "SNP" OR "CNV" OR '"Transcriptome"[Mesh] OR
transcriptomics OR (RNA AND expression) OR "Proteome"[Mesh] OR proteomics
OR (protein AND expression)) AND

e NOT ("tocilizumab" OR "Dose-Response Relationship, Drug"[Mesh] OR dose OR
dosing).

Pri iskanju bioloskih oznacevalcev odziva na zaviralce TNF smo kot klju¢ne besede za

kroni¢no vnetno ¢revesno bolezen oziroma za revmatoidni artritis navedli:

e kroni¢na vnetna Crevesna bolezen: ("Inflammatory Bowel Diseases"[Mesh] OR
"Crohn Disease"[Mesh] OR "Colitis, Ulcerative"[Mesh] OR indeterminate colitis);

e revmatoidni artritis: ("Arthritis, Rheumatoid"[Mesh] OR ("Rheumatoid" AND
"Arthritis")).

Vkljucitveni kriteriji za Studije o bioloskih oznacevalcih odziva na zaviralce TNF so bili
naslednji:
e odzivnost oziroma neodzivnost na zaviralce TNF je jasno opredeljena z Ze
objavljenimi in ustaljenimi kriteriji za merjenje aktivnosti bolezni (npr. vprasalnik
IBDQ za KVCB, DAS28 za revmatoidni artritis);
e bioloski oznacevalci so bili merjeni pred uvedbo terapije;
e kvantitativni bioloSki oznacevalci imajo jasno opredeljeno smer asociacije ali pa

imajo »robustno metodo« normalizacije vrednosti parametrov.

Iskanje literature v podatkovni zbirki je potekalo novembra 2018, Studije so bile objavljene

od januarja 2004 do novembra 2018.
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2.6.2 Metoda genske ontologije

Genska ontologija (v nadaljevanju GO) je bioinformatska iniciativa za poenotenje opisa
funkcije genov. Funkcija posameznega gena je opredeljena na osnovi objavljenih funkcijskih
Studij genov s strogo hierarhijo nadpomenk in podpomenk. Podatkovna zbirka genske
ontologije se redno posodablja in predstavlja aktualen in celosten opis funkcije genov. S
pomocjo podatkovne zbirke pojmov GO je mozno sistemati¢no osmisliti seznam genov in
primerjati ve¢ seznamov genov med sabo. Programska orodja GO lahko tudi opredelijo, ali
je frekvenca pojavnosti pojma GO med geni v seznamu statisticno znacilna glede na seznam

genov in frekvence v vseh znanih genih.

Pri oblikovanju mrez genov oziroma bioloskih oznacevalcev smo uporabili podatkovno
zbirko BIOGRID (212, 213) in programsko orodje CytoScape (214) (razli¢ico 3.7.0). Za
analize posameznih seznamov genov, mreZ genskih interakcij in za primerjalno analizo GO
smo uporabili orodji ClueGO (215) (razli¢ico v2.5.1.) in CluePedia (216) (razli¢ico v1.5.1.),
ki sta integrirani v orodje CytoScape. Z namenom primerljivosti vseh rezultatov analiz GO
so bile pri vseh analizah 31.7.2018 nalozene podatkovne zbirke, ki so aktualne glede na
casovno obdobje zbrane literature. Statistiéno znacilne rezultate smo nato Se potrdili s

spletnim orodjem g:Profiler (217).

2.6.2.1 Oblikovanje mrez bioloskih oznacevalcev

Rezultati Studij izrazanja genov prikazejo sliko bioloskega sistema v trenutku jemanja
vzorca. Ker vzorCenje v kratkih ¢asovnih intervalih pri preufevanju izraZanja genov pri
ljudeh ni mozno, je Stevilo vpogledov v dogajanje na molekularni ravni omejeno. Zaradi
kompleksnosti in visoke ravni integracije bioloskih sistemov ni mozno tocno dolociti, kaj je
vodilo do opazovane slike izrazanja genov in kako se bo izraZzanje genov spremenilo s
casom. Prav tako so lahko analize pojmov GO zgolj na osnovi statisticno znacilnih
rezultatov nezadostne. Zato se analize pojmov GO pogosto razsirijo Se na t.i. mreze, ki
vsebujejo gene z dokazanimi interakcijami z ve¢ preiskovanimi geni. S tem je mozno
oblikovati priblizek dogajanja pred in po odvzemu vzorca.

Za oblikovanje mrez bioloskih oznacevalcev smo na osnovi prvotnih seznamov pridobili
podatke o interakcijah preiskovanih bioloskih oznacevalcev v podatkovni zbirki BIOGRID
in smo jih zbrali v obliki razpredelnice .xIsx. Razpredelnico smo nato nalozili v orodje

CytoScape in izbrisali bioloske oznaCevalce, ki so imeli interakcije samo z enim
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preiskovanim oznacevalcem, pri ¢emer je bil v pomoc¢ krozni razpored (ang. Circular

Layout).
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Slika 8: Primer genske mreZe pred in po obdelavi v orodju CytoScape

Slika 8 prikazuje primer mreze bioloskih oznacevalcev pred (zgoraj) in po (spodaj) izbrisu
tistih ozmnacevalcev, ki imajo dokazano interakcijo le z enim preiskovanim bioloSkim
oznacevalcem. Preiskovani bioloski oznacevalci so prikazani z rdeco barvo, novi bioloski

oznacevalci iz podatkovne zbirke BIOGRID so oznaceni z modro barvo.
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2.6.2.2 Analiza GO bioloskih oznacevalcev
Pri uporabi orodja ClueGO smo uporabili podatkovne zbirke GO Immune System Process,
Biological Process, Cellular Component in Molecular Function ter KEGG, ki so bile
nalozene 31.7.2018. Pri tem smo omejili definicijo genov na vse objavljene eksperimentalne
dokaze (ang. A/l Experimental). Ostale mozZnosti analize GO v orodju ClueGO niso bile

spremenjene.

Analysis Mode
(®) ClueGO: Functiens (@) () CluePedia: Genes/miRNAs

Load Marker Listis)

Homo Sspiens [9608] v (3 2] |#Automatic# v [
NFKE1 A | (@) File () Network
TNF = .

L1 “ | Shape]Ellipse v ||

Visual Style
. i | significance 6

ClueG0O Settings
Ontologies/Pathways |$ Evidence (@) l:‘

Typ-e Nams & Date Shaps Code

[ |an
I -&II | Experimental_{..

[ | An_without_IEA

| | ExP (infered from ..
|| 1BA gnfered from ..

| | 1BD inferred from ... W

L4 B4 B4 EYIES

Slika 9: Primer nastavitev programskega orodja ClueGO

Slika 9 prikazuje primer okenca ClueGO pred analizo. Izbrana je definicija za Homo
Sapiens pod Sifro 9606, seznam genov pa je kopiran kot preprosto besedilo v okence pod
izbiro organizma. Z modro so oznacene izbrane podatkovne zbirke (spodaj na levi) in raven

dokaznega gradiva definicije pojma (spodaj na desni).
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2.7 Materiali in metode laboratorijske Studije

2.7.1 Odvzem bioloskih vzorcev za laboratorijske analize

Za namene laboratorijskih analiz smo vsem vklju¢enim bolnikom odvzeli vzorce periferne
venske krvi. Pri nekaterih bolnikih so bili odvzeti tudi vzorci ¢revesnega tkiva ob klini¢no

indiciranih kolonoskopijah.

Vzorci periferne venske krvi so bili odvzeti z ustaljenim postopkom venepunkcije na
Oddelku za gastroenterologijo UKC MB ali na Oddelku za laboratorijsko diagnostiko UKC
MB. Za izolacijo DNA in RNA smo kri zbirali v epruvetah z dodano kalijevo soljo
etilendiamintetraocetne kisline (K;EDTA) prostornine 4 mL BD Vacutainer® EDTA (BD,
Franklin Lakes, New Jersey, ZDA), za namene biokemijskih preiskav seruma pa smo jo
zbirali v epruvetah prostornine 4mL z dodanimi pospesevalci strjevanja krvi in separacijskim

gelom BD Vacutainer® Gel (BD, Franklin Lakes, New Jersey, ZDA).

Vzorci tkiva Crevesja za namene laboratorijske Studije so bili pri bolnikih obstojece kohorte,
skladno z mnenjem KME, odvzeti le ob medicinsko indicirani kolonoskopiji. Med
kolonoskopijo so bili ob rutinskem odvzemu biopsije Crevesja odvzeti tudi vzorci vnetega
crevesnega tkiva in tkiva brez znakov vnetja tik ob mestu odvzema vnetega tkiva. Vzorce
tkiv smo shranili v vialah z 1 mL stabilizatorja RNAlater (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, ZDA), kar je predstavljalo vsaj petkratnik prostornine odvzetega
vzorca tkiva in zadostuje priporocilom proizvajalca glede uporabe stabilizatorja. Po
navodilih proizvajalca smo viale hranili 24 h v hladilniku na +4 °C, nato pa 24 h v

zamrzovalniku na —20 °C, potem Sele na —80 °C do izolacije.

2.7.2 Dolocevanje odziva na zaviralce TNF-a

Klini¢ne podatke bolnikov za dolocevanje statusa bolnika smo zbirali med obravnavo v
ambulanti ob vstopu v Studijo, ob rednih kontrolah ali pa smo jih kasneje izpisali iz
podatkovnega sistema MEDIS. Status odzivnosti ali neodzivnosti na zaviralce TNF smo
dolo¢ili z uveljavljenimi kriteriji iz literature. Pri pretvarjanju med HBI, CDAI in IBDQ so
bile uporabljene ze objavljene korelacije (145, 146). V kolikor je bilo na voljo ve¢ podatkov
za bolnika iz razli¢nih ¢asovnih obdobij, smo upostevali dolgoro¢ni odziv na zaviralce TNF,

in sicer 30. teden po zacetku terapije ali kasneje.
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Tabela 4: Merila za klini¢no znacilen odziv na zaviralce TNF

Kriterij Merilo za klini¢no znadilen odziv na zaviralce TNF

ZmanjSanje vrednosti HBI za > 3

HBI
ALI vrednost HBI po terapiji <5

ZmanjSanje vrednost CDAI za > 70
CDAI ALI 25 % zmanjSanje, v kolikor je CDAI pred terapijo > 220
ALI vrednost CDAI po terapiji < 150

ZmanjSanje vrednosti IBDQ > 22

IBDQ
ALI vrednost IBDQ po terapiji > 170

2.7.3 Izolacija mononuklearnih celic periferne venske krvi

Izolacija mononuklearnih celic periferne venske krvi (v nadaljevanju PBMC) je potekala po

principu centrifugiranja z gradientom gostote.

Odvzeto periferno vensko krvi v EDTA-epruvetah smo prenesli v sterilno 50 mL falkonko
(vsebnik na sliki 10), nato smo dodali enako prostornino sterilnega PBS-pufra, hkrati pa smo
pripravili drugo 50 mL falkonko z enako prostornino celicnega separacijskega medija
Lympholyte® (Cedarlane, Burlington, Kanada). Prostornina odvzete periferne venske krvi je
bila najpogosteje pribl. 12 mL, tako je bila prostornina dodanega PBS-pufra in
pripravljenega medija Lympholyte® 12 mL. Kri in PBS smo pomesali s pipeto, nato smo
mesSanico nanesli na separacijski medij v drugi falkonki s po€asnim nanosom ob steni
falkonke in centrifugirali pri 1.800 obratih na minuto (800 % g) na 18°C za 30 minut, pri

¢emer je bila zavora nastavljena na najnizjo mozno nastavitev.

Vsebina falkonke po centrifiguranju je prikazana na sliki 10. Po centrifugiranju z gostotnim
gradientom smo najprej odstranili sloj razredcene plazme s trombociti in ga prenesli v 15 mL
centrifugirki ali v ve¢ 2 mL mikrocentrifugirk ter ga shranili v zamrzovalniku na —20°C.
Nato smo sloj s PBMC nad separacijskim medijem prenesli v tretjo sterilno falkonko. Na
koncu smo odvzeli Se pribl. 1 mL separacijskega medija, obogatenega z eritrociti, in ga
prenesli v 2 mL mikrocentrifugirko ter shranili v zamrzovalniku na —20°C. Pri na novo
zbranih vzorcih smo k eritrocitom dodali 1 mL vodne raztopine, ki vsebuje 40 % glicerola in

1,4 % NaCl.
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Slika 10: Ilustracija falkonke po centrifugiranju z gostotnim gradientom

)
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Slika 10 prikazuje shemo falkonke po centrifugiranju z gostotnim gradientom. Med zgornjim
rumenim slojem razredcene plazme s trombociti in prozornim slojem Lympholyte® medija
lezi tanek roznatobel sloj limfocitov. Na dnu se posede rdec sloj gradientnega medija,

bogatega z eritrociti.

V tretjo falkonko z limfociti smo dolili PBS-pufer do oznake 20 mL, nato smo 15 minut
centrifugirali pri 1.400 obratih na minuto (pribl. 480 % g) na 18°C. Po centrifugiranju smo
supernatant odlili, v falkonko smo dodali 20 mL sterilnega PBS-pufra, nato pa z
vorteksiranjem pelet resuspendirali. Pri na novo vklju€enih bolnikih smo resuspendirane
limfocite locili v dve 15 mL centrifugirki za namene loc¢ene izolacije DNA in RNA. Nato
smo ponovno 15 minut centrifugirali pri 1.400 obratih na minuto (pribl. 480 x g) na 18°C.
Supernatant smo po centrifugiranju ponovno odlili in falkonko oziroma centrifugirki shranili

na —80°C do nadaljnje izolacije.

2.7.4 Socasna izolacija DNA in RNA

Vzorci celic (PBMC ali celic iz celicnih poskusov) so bili pred izolacijo shranjeni v
zamrzovalniku na —80°C. Ko smo jih prinesli iz zamrzovalnika, smo takoj nanesli 1500 pL
TRI reagenta (Roche Applied Science, Mannheim, Nemcija) za stabilizacijo in
denaturacijo vzorca. Celice smo nato razbili s ponovnim pipetiranjem, dokler ni bilo vec
vidnih kosckov peleta limfocitov, nato smo inkubirali 5 min na sobni temperaturi. Za

namene izolacije RNA smo biopsije Crevesnega tkiva predhodno homogenizirali v TRI
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reagentu z Bullet Blender homogenizatorjem (Next Advance Inc., Troy, New York, ZDA),
od tod pa izolacija RNA poteka po enakem postopku kot pri PBMC.

Mesanico s TRI reagentom smo prenesli v 2 mL mikrocentrifugirko in dodali 300 pL 100 %
v/v kloroforma (Sigma, Merck Group, Darmstadt, Nemcija). Zaprto mikrocentrifugirko smo
vorteksirali pribl. 15 s oziroma dokler raztopina ni postala motno bele do bledo roznate
barve. Vzorec smo nato inkubirali od 2 do 15 min na sobni temperaturi. MeSanico smo 15

min centrifugirali pri 12.000 rcf na 4°C, tako da se je vzorec locil v tri faze.

Vodna raztopina z
RNA

DNA

TRl reagent s
proteini

@ f

Slika 11: Locevanja faz po centrifugiranju z dodanim kloroforom

Slika 11 prikazuje locevanje vzorca v tri faze po prvotnem centrifugiranju. V zgornji
prozorni vodni fazi se nahaja RNA, med prozorno in spodnjo rdeco fazo se nahajajo DNA v
obliki bele oborine, v spodnji rdeci fazi pa so prisotni beljakovine in druge celicne

komponente.

Za izolacijo RNA smo zgornjo vodno fazo prenesli v novo 2 mL mikrocentrifugirko, dodali
750 pL 100 % v/v izopropanola (Sigma, Merck Group, Darmstadt, Nemcija) in premesali z
obracanjem. Vzorec smo inkubirali od 5 do 10 minut in nato 10 min centrifugirali pri 12.000
rcf na 4°C. Po centrifugiranju je na dnu mikrocentrifugirke nastal viden, delno prozoren
pelet RNA. Supernatant smo odlili in dodali 1500 pL 75 % v/v etanola, pelet smo
resuspendirali z vorteksiranjem in nato 5 min centrifugirali pri 7.500 rcf na 4°C. Supernatant
smo ponovno odlili in RNA v sterilnem okolju susili 5 min oziroma dokler RNA-pelet ni

postal bele barve. Pelet RNA smo nato raztopili v 60 uL. vode, ki je bila tretirana z 0,1 %
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dietilnega pirokarbonata (v nadaljevanju DEPC) in dvakrat avtoklavirana. Raztopljeno RNA

smo nato ¢im prej shranili v zamrzovalniku na —80°C do nadaljnje analize.

Soc¢asno z izolacijo RNA smo izvedli izolacijo DNA. Po odstranitvi vodne faze RNA na
zacetku protokola za izolacijo RNA smo v prvo 2 mL mikrocentrifugirko dodali 450 puL 100
% etanola (Sigma, Merck Group, Darmstadt, Nemcija) in pocasi premesali z obracanjem,
dokler bela oborina DNA ni postala delno prozorna in se posedla na dno rdeCe raztopine.
Vzorec smo inkubirali pribl. 3 min na sobni temperaturi in nato 5 min centrifugirali pri 2.000
rcf na 4°C. Supernatant smo odpipetirali in shranili za izolacijo proteinov. Pelet DNA v prvi
2 mL mikrocentrifugirki smo trikrat spirali. Protokol spiranja zajema dodatek 1500 pL 0,1 M
natrijevega citrata v 10 % v/v vodni raztopini etanola in 30 min inkubacije s pogostim
meSanjem z obracanjem mikrocentrifugirke. Inkubaciji sledi 5-minutno centrifugiranje pri
2.000 rcf na 4°C in nato odstranjevanje supernatanta. Po treh spiranjih smo v 2 mL
mikrocentrifugirko dodali 1500 pL 75 % v/v etanola in premeSali z obracanjem
mikrocentrifugirke. Vzorec smo inkubirali 20 min in nato 5 min centrifugirali pri 2.000 rcf
na 4°C. Supernatant smo odstranili in DNA-pelet susili na zraku v sterilnem okolju pribl. 5
min. Nato smo DNA raztopili v 300 pL sterilne vode s ponavljajo¢im pipetiranjem. Vzorec

smo shranili v hladilniku na +4°C.

2.7.5 Dolocevanje genotipa po celotnem genomu

Genotipe smo dolo€ili z uporabo metod celostnega pregleda genoma. Za metode celostnega
pregleda genoma je potrebna dolocena kvaliteta vhodne raztopine DNA. Pred poskusom smo
izmerili koncentracijo (A = 260 nm) in ¢istost DNA (A = 260 nm in A = 280 nm) v 2 puL
vzorcu DNA, nanesenem na nosilcu Plate3 za spektrofotometricen sistem Biotek Synergy 2
(Biotek, Winooski, Vermont, ZDA), po navodilih proizvajalca. Izbrali smo vrednost
razmerja 1,8 med absorbanco pri 260 in 280 nm kot merilo zadovoljive Cistosti DNA. Pri na
novo vkljucenih vzorcih smo po merjenju koncentracije in Cistosti DNA dolocili tudi raven
degradacije DNA z elektroforezo z DNA-Cipom za Bioanalyzer 2100 (Agilent, Santa Clara,
Kalifornija, ZDA) po navodilih proizvajalca.

Za obstoje¢e DNA-vzorce bolnikov s CD so ze na voljo podatki genotipov iz ¢ipa
Immunochip (v nadaljevanju iChip) iz Studije Jostinsa in sodelavcev (2). Po zahtevah
IIBDGC (International Inflammatory Bowel Disease Genetics Consortium) je Illumina (San

Diego, Kalifornija, ZDA) po meri proizvedla Infinium ¢ip z 196.524 genetskimi oznacevalci,
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ki so bili izbrani na osnovi objavljenih genetskih $tudij imunsko pogojenih kompleksnih
bolezni. Zbirko genetskih podatkov smo za na novo vkljucene vzorce, kot tudi za obstojece
vzorce, Se razsirili z novejSim ¢ipom Illumina GSA (ang. Global Screening Array) razlicice
GSA 24vl. Cip GSA omogo¢a dolotevanje 571.151 genetskih oznaGevalcev, ki jih je
konzorcij GSAC (ang. Global Screening Array Consortium) izbral na osnovi najnovejSih
mednarodnih genetskih $tudij celotnega genoma. DNA-vzorce smo za genotipizacijo na ¢ipu
GSA pripravili po navodilih proizvajalca (koncentracija 40 ng/uL, razmerje A = 260 nm in A
= 280 nm prib. 1,8) v plasticnih ploscicah s 96 vodnjaki in poslali na analizo na Institut fiir

Klinische Molekular biologie, Christian-Albrechts-Universitdt zu Kiel (Kiel, Nemcija).

Genetski podatki obstojece kohorte in zdravih kontrol, pridobljenih z uporabo ¢ipa i1Chip, so
ze bili filtrirani do primerne kvalitete in analizirani. Analizo kvalitete surovih podatkov,
pridobljenih s ¢ipom GSA, smo izvedli s programskih orodjem PLINK (218) po priporocilih
iz literature (219). Asociacijske analize smo izvedli s programskim orodjem PLINK. Prag
statisti¢ne znagilnosti smo dolo&ili kot p-vrednost, nizjo od 5 x 10, prag statisti¢nega trenda
pa 10°, kar sta najpogosteje uporabljeni merili za analize celotnega genoma v literaturi

(220). Podatke smo vizualizirali z R programskim paketom ggman (221).

2.7.6 Dolocevanje izrazanja genov

2.7.6.1 Nacrtovanje zaporedij zacetnih oligonukleotidov

Geni so bili izbrani na osnovi Ze objavljenega napovednega modela za dolocevanje odziva
na infliksimab pri CD, ki so ga objavili Arijs in sodelavci (207). Za naértovanje zacetnih
oligonukleotidov smo do mRNA-zaporedij tar¢nih in referen¢nih genov dostopali v
podatkovni zbirki NCBI Nucleotide (NCBI, Bethesda, Maryland, ZDA). Zacetne
oligonukleotide smo nacrtovali z orodji Primer3 (222) in IDT OligoAnalyzer 3.1 (IDT DNA
Technologies, Coralville, lowa, ZDA). Primerno pripenjanje smo nato potrdili Se z orodjem
Primer-BLAST (NCBI, Bethesda, Maryland, ZDA). Sintezo oligonukleotidov smo narocili
pri podjetju Sigma (Sigma, Merck Group, Darmstadt, Nemcija). Lastnosti in zaporedja

zacetnih oligonukleotidov so opisana v tabeli 6.
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Tabela S: Pari zacetnih oligonukleotidov za kvantitativni PCR v realnem casu

REFERECNA
GEN 9 ZAPOREDJI 5'-3'
STEVILKA
TNFAIP6 NM 007 115.3 GGCCATCTCGCAACTTA
- CAGCACAGACATGAAATCCAA
S100AS NM 001 319 196.1 GCTAGAGACCGAGTGTCCTCA
- ACGCCCATCTTTATCACCAG
T
S100A0 NM 002 9653 GTGCGAAAAGATCTGCAAAA
- TCAGCTGCTTGTCTGCATTT
TACCA
G0S2 NM 015 7143 CCACAAGCATCCACCAAA
- TCCTTCCTCCCTAGTGCAAA
TT
. NM. 000 6413 CCCTGAAGACCCTGGAG
- CTCACGGCCCAGTCAAGT
CATCGAGCACGGCATCGTCA
ACTB NM 001 101.3
- TAGCACAGCCTGGATAGCAAC
TTCT
BIM NM. 004 048.2 CTGGCCTGGAGGCTATC
- TCAGGAAATTTGACTTTCCATTC

2.7.6.2 Prepis izolirane RNA v ¢cDNA z reverzno transkripcijo

Za reverzno transkripcijo RNA v ¢cDNA smo uporabili komplet reagentov High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, ZDA).
Pred prepisom izolirane RNA v ¢cDNA smo izmerili koncentracijo (A = 260 nm) in ¢istost
RNA (A = 260 nm in A = 280 nm) v 2 pL vzorcu, nanesenem na nosilcu Plate3 za
spektrofotometricen sistem Biotek Synergy 2 (Biotek, Winooski, Vermont, ZDA), po
navodilih proizvajalca in nato pripravili vzorec RNA ter ga razredcili z vodo, ki je bila
tretirana z 0,1 % DEPC in dvakrat avtoklavirana, tako da je bila kon¢na koncentracija RNA
100 ng/uL. Reagente smo po navodilih proizvajalca dodali v zaporedju, ki je opisan v tabeli
7. Mesanico reagentov smo za nekaj sekund postavili na vibracijski meSalnik, da smo
vsebino pomesali, nato pa smo pribl. 10 s centrifugirali. V novo 200 pL mikrocentrifugirko
oziroma v plasticni PCR-nastavek z 12 ali 96 vodnjaki po 200 pL smo dodali 10 uL. RNA in
nato dodali 10 pL pripravljene reakcijske meSanice. Vsebino smo pocasi premesali z
uporabo pipete, nato pa vstavili v termopomnoZzevalnik (Biometra GmbH, Gottingen,

Nemcija), nastavljen na program, kot je opisan v tabeli 8.
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Tabela 6: Reakcijska meSanica za eno reakcijo reverzne transkripcije

REAGENT VOLUMEN

10x pufer za reverzno transkriptazo 2 ulL

25x meSanica nukleotidov 0,8 uL
10x nakljuéni oligonukleotidi 2 uL
MultiScribe™ reverzna transkriptaza 1 uL
Zaviralec RNaz 1 uL

PCR H,O 3,2 uL

Vzorec mRNA-koncentracije 100 ng/uL 10 uL

Tabela 7: Program termociklerja za reverzno transkripcijo

KORAK T t
1 25°C 10 min
2 37 °C 120 min
3 85 °C 5 min
4 4°C /

2.7.6.3 Kvantitativni PCR v realnem ¢asu

Pripravljeno cDNA smo red¢ili na konéno koncentracijo 2,5 ng/uL v razmerju 1:20 z vodo,
ki je bila tretirana z 0,1 % DEPC in dvakrat avtoklavirana. Za poskuse kvantitativnega PCR
v realnem Casu (v nadaljevanju qPCR) smo uporabili komercialno dostopno pripravljeno
mesanico SYBR™ Green PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, ZDA). Za vsak par oligonukleotidov smo v novi 2 mL mikrocentrifugirki
pripravili reakcijsko mesanico v zaporedju, opisanem v tabeli 9, nato smo jih za nekaj
sekund premesali z uporabo vibracijskega meSalnika in centrifugirali pribl. 10 s. V vodnjak
plasti¢ne ploscice za qPCR (Roche Applied Science, Mannheim, Nemcija) smo pripravili
trojnike posameznega vzorca cDNA po 2 puL na vodnjak, nato smo v vodnjake dodali po 8
uL reakcijske mesanice. Plos¢ico za qPCR smo pokrili s folijo za qPCR (Roche Applied
Science, Mannheim, Nemcija) in centrifugirali 1 min. Pripravljeno plos¢ico smo nato
postavili v qPCR-termocikler LightCycler® 480 (Roche Applied Science, Mannheim,
Nemcija) in nastavili program, kot je opisan v tabeli 10. Specifi¢nost produktov qPCR smo

preverili z analizo talilnih krivulj in analizo z gelsko elektroforezo.
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Tabela 8: 10 pL reakcijska meSanica za qPCR

VHODNA KONCNA
SESTAVINA KONCENTRACIJA VOLUMEN KONCENTRACIJA
SYBR™ Green
PCR Master Mix X > uL Ix
Zacetni
oligonukleotid I 2,5 1M 1.2k 0.5 uM
Zacletni
oligonukleotid II 2,5 1M 1.2 L 0.3 uM
PCR H,O / 0,6 uL /
Vzorec cDNA 2,5 ng/ul 2 uL 0,5 ng/uL

Tabela 9: Protokol termociklerja za qPCR-reakcijo

KORAK T t
Zacetna denaturacija cDNA 95 °C 10 min
Denaturacija cDNA 95 °C 15s
40x Pripenjanja cDNA 60 °C 30s
Elongacija cDNA 72 °C 30s
. 95°C
Denaturacija cDNA 10s
AT=4,4°C/s
. 40 °C
. Renaturacija cDNA 30s
Analiza AT=22°C/s
talilnih krivulj N . 65 °C
Pricetek merjenja fluorescence Is
AT=4,4°C/s
o . 95 °C
Kontinuirano merjenje flurorescene /
AT=0,11°C/s
Konec 37°C 10s

2.7.6.3.1 Analiza specifi¢nosti produktov qPCR z gelsko elektroforezo

10-kratno zalozno raztopino tris-borat-EDTA (v nadaljevanju TBE) pufra smo pripravili s
koncentracijami, kot je opisano v tabeli 11. 2 % agarozni gel smo pripravili z meSanjem 1,6
g agaroze (Sigma, Merck Group, Darmstadt, Nemcija) in 80 mL 1-kratnega TBE-pufra v 200
mL erlenmajerici. MeSanico smo raztopili s pregrevanjem na nastavitvi mo¢i 600 W v
mikrovalovni pecici (Gorenje, Velenje, Slovenija) pribl. 2 do 3 min. Ko se je agaroza
popolnoma raztopila v TBE-pufru in ni bilo ve¢ vidnih zrne, smo v raztopino s pipeto dodali
4 pL raztopine etidijevega bromida (Sigma, Merck Group, Darmstadt, Nemcija) s

koncentracijo 10 mg/mL. Raztopino smo pocasi prelili iz erlenmajerice v plasti¢ni nosilec z
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kalupi za oblikovanje zepkov v gelu za elektroforezo (Biometra GmbH, Gottingen,
Nemcija). Strjen agarozni gel smo vstavili v kad za elektroforezo, tako da je 1-kratna
raztopina TBE-pufra v kadi segala pribl. 2 mm nad povrSino gela. Produkte gPCR smo
redCili s 6-kratno barvno raztopino za nanaSanje DNA-vzorcev (opisana v tabeli 12) v
razmerju 1:6 in jih nanesli v Zepke v 2 % agaroznem gelu. Stalni tok 150 V je 20 min dovajal
elektri¢ni sistem P25 (Biometra GmbH, Gottingen, Nemcija). Po koncani elektroforezi smo
agarozne gele slikovno analizirali s sistemom G:Box sistemu (Syngene, Indija) po

prilozenem protokolu proizvajalca za slikanje pri valovnih dolzinah ultravijoli¢ne svetlobe.

Tabela 10: Vsebnost 10-kratne zaloZne raztopine TBE-pufra

SESTAVINA PROIZVAJALEC KONCENTRACIJA
TRIS Sigma, Merck Grcv)‘qp, Darmstadt, 290 mM
Nemcija
Borat Sigma, Merck Gr(v).qp, Darmstadt, 290 mM
Nemcija
EDTA Sigma, Merck Grcv)‘qp, Darmstadt, 20 mM
Nemcija

Tabela 11: Vsebnost 6-kratne barvne raztopine za nanasanje vzorcev
SESTAVINA PROIZVAJALEC KONCENTRACIJA
TRIS-HCI pH 7.6 Sigma, Merck Grcv)‘qp, Darmstadt, 10 mM
Nemcija
EDTA Sigma, Merck Gr(v).qp, Darmstadt, 60 mM
Nemcija
Glicerol Sigma, Merck Grcv)‘qp, Darmstadt, 60 % v/v
Nemcija
Bromofenol modro Sigma, Merck Gr(v).l}p, Darmstadt, 0,03 % v/v
Nemcija
Ksilencianol modro Sigma, Merck Gr?.qp », Darmstadt, 0,03 % v/v
Nemcija
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2.7.6.4 Normalizacija, izracun in interpretacija izraZanja genov

Surove podatke fluorescence qPCR, izpisane iz programskega orodja instrumenta
LightCycler® 480, smo normalizirali po metodi 2 z izrazanjem dveh referenénih genov
(223). Izracunano povprecje praznih ciklov (Ct) trojnikov preiskovanih tarénih genov (Ctireni
gen) SMO normalizirali z geometri¢nim povpre¢jem praznih ciklov trojnikov dveh referenc¢nih

genov (Ctacrp in Ctgam) po navedeni enacbi:

2
ACtpreiskovomega vzorca — Cttarénigen - (\/CtACTB X CtBZM)

ACtrontrote = Cttarénigen - (i/CtACTB X CtBZM)

Nato smo izracunali parameter AACt iz povprecja vseh ACt preiskovanih vzorcev in

povprecja ACt-kontrol po navedeni enacbi:

AACt = ACtprelskovanlh vzorcev — ACtkontrol

Izrazanje gena glede na izbrano kontrolno skupino vzorcev smo izrazili s parametrom RK,

ki ga iz vrednosti AACt izraCunamo po navedeni enacbi:

RiK — 2—AACL’

-ACt
2

Podatke smo pretvorili v normalizirano linearno obliko za statisticne analize.

2.7.7 RNA-seq

Pred sekvenciranjem RNA-molekul smo po merjenju koncentracije in €istosti RNA dolocili
tudi raven integritete RNA z elektroforezo z RNA-Cipom za Bioanalyzer 2100 (Agilent,
Santa Clara, Kalifornija, ZDA) po navodilih proizvajalca, pri ¢emer smo dolocili kot
zadovoljiv RIN (ang. RNA integrity number) 7 ali ve¢. 1z zaloZnega originalnega vzorca
RNA smo pripravili v novi 1,5 mL mikrocentrifugirki 50 pL razredéenega RNA-vzorca s
koncentracijo 100 ng/uL, ki smo ga poslali na suhem ledu na Kitajsko v podjetje BGI (BGI,
Guangdong, Kitajska) za analizo RNA-seq. V podjetju BGI so analizo RNA-seq izvedli z
uporabo aparature BGISEQ500 (BGI, Guangdong, Kitajska) in kompleta reagentov LncRNA
library construction kitom (BGI, Guangdong, Kitajska) za dolocevanje zaporedja parnih

koncev 2 x 100 baznih parov.
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2.7.7.1 Analiza in interpretacija rezultatov metode RNA-seq

Podatke RNA-seq smo v celoti obdelali s programskimi paketi v programskem okolju R
(The R Foundation, Dunaj, Avstrija). Surove podatke RNA-seq v obliki zapisa fasta smo
pretvorili v obliko zapisa fastq. Kvaliteto surovih podatkov RNA-seq smo najprej pregledali
z uporabo programskega paketa FastQC (224), nato pa Se z Rsubread (225, 226). Prav tako
smo s paketom Rsubread nato izvedli poravnavo odcitkov, pri ¢emer smo uporabili

referencni genom GRCh37/hgl9. Po poravnavi smo glede na minimalno Stevilo branj na

oo

ey e

vzorci izvedli normalizacijo med knjiznicami s programskim paketom edgeR (227) s
pristopom obrezane srednje vrednosti M (ang. TMM) (228). Po normalizaciji knjiznic smo
dolocili diferencialno izrazanje genov s programskim paketom Limma (229), pri ¢emer smo
uporabili pristop Voom (230). Za anotacijo identificiranih genov smo uporabili paket
org.Hs.eg.db (231), pri ¢emer smo uporabili zbirko definicij simbolov ENTREZ (NCBI,
Bethesda, Maryland, ZDA). Za statisticno znacilnost smo dolocili prag g-vrednosti modelov
Limma < 0.05 po popravku stopnje laznega odkritja (ang. FDR) (232). Rezultate analize
RNA-seq smo vizualizirali z uporabo paketa Plotly (233).

2.7.8 Dolocevanje ravni mascobnih kislin

Raven mascobnih kislin v membranah eritrocitov obstojecih vzorcev so dolocili Cenci¢
Kodba in sodelavci (234). Iz vzorcev eritrocitov, pridobljenih po centrifugiranju z
gradientom gostote, so izolirali celokupne lipide z ekstrakcijo v trdi fazi. Nato so lipide locili
na nepolarne lipide in polarne fosfolipide. Po saponifikaciji faze s polarnimi fosfolipidi je
sledila esterifikacija z borovim triflourid-metanolom. Hlapljivi esteri mas€obnih kislin so se
nato analizirali s plinsko kromatografijo s plamensko ionizacijskim detektorjem (v
nadaljevanju GC-FID). Dodatno sta bili doloceni tudi ravni dveh mascobnih aldehidnih

dimetil acetalov (heksadekanalni in oktadekanalni dimetil acetal).
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2.8 Materiali in metode in vitro Studije

2.8.1 Inducibilni sistem TNF

Za namene potrditvenih poskusov bioloskih oznacevalcev odziva v celi¢nih modelih smo
oblikovali inducibilni model TNF s kokulturo celic debelega crevesa in levkocitov, ki
izrazajo TNF. Kot modelno celi¢no linijo debelega ¢revesa smo uporabili celicno linijo
adenokarcinoma debelega c¢revesa LoVo, kot modelno celi¢no linijjo levkocitov s
sposobnostjo izrazanja TNF pa smo izbrali celicno linijo akutne promielocitne levkemije
HL-60, ki se lahko diferencira v obliko, podobno monocitom oziroma makrofagom s

sposobnostjo izrazanja TNF.

Celice LoVo smo gojili v mediju DMEM/F12 GlutaMax (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, ZDA) z dodanimi 10 % fetalnega govejega seruma (FBS) (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, ZDA). Celice HL-60 smo gojili v mediju RPMI
1640 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, ZDA) z dodanimi 10 % fetalnega
govejega seruma (FBS) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, ZDA). ZaloZzno
celi¢no kulturo LoVo smo gojili v plasticnih buckah za adherentne celi¢ne kulture (Sarstedt
AG & Co. KG, Niimbrecht, Nemcija), HL-60 pa v buckah za suspenzijske celi¢ne kulture
(Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, Nem¢ija). Obe celi¢ni kulturi sta bili gojeni na 37 °C v

vlazni 5 % CO,-atmosferi. Celicni medij smo zamenjali po potrebi.

Inducibilni sistem TNF smo oblikovali v plasti¢énih posodah s Sestimi vodnjaki za gojenje
celic (VWR, Inc., West Chester, Pennsylvania, ZDA) s PET-vlozki za gojenje celi¢nih kultur
(VWR, Inc., West Chester, Pennsylvania, ZDA). Vlozki za gojenje kokultur imajo na dnu
membrano s porami velikosti 4 um, kar omogoca prehajanje proteinov, ne pa bakterij ali
celic. V notranjosti vlozka smo gojili celicno kulturo HL-60, v notranjosti vodnjakov pa
celiéno kulturo LoVo. Celice HL-60 smo zasejali v vlozek v koncentraciji 3 x 10° celic,
LoVo pa smo v vodnjak zasejali v koncentraciji 2,5 x 10> celic. Izrazanje TNF smo sprozili
z dodatkom 50 ng/mL bakterijskega lipopolisaharida (LPS) (Sigma, Merck Group,
Darmstadt, Nemc¢ija) in 50 ng/mL forbol 12-miristat 13-acetat (PMA) (Sigma, Merck Group,
Darmstadt, Nemcija) v notranjost vlozka. Izrazen TNF je nato pronical skozi pore v
notranjost vodnjaka s celicno linijo LoVo. Izrazanje TNF v celi¢ni kulturi HL-60 in
prisotnost TNF v vodnjaku s celicami LoVo smo potrdili z uporabo kompleta ELISA za
dolocevanje TNF (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, ZDA) po navodilih

proizvajalca. Pri poskusu z zaviralcem TNF smo po sprozanju izrazanja TNF v celi¢ni liniji
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HL-60 v notranjost vodnjaka s celicami LoVo dodali 5 pg/mL adalimumaba Humira®
(AbbVie Deutschland GmbH & Co. KG, Ludwigshafen/Rhein, Nemcija). Po vzorcenju celic

LoVo smo jih centrifugirali in shranili v zamrzovalniku pri —80°C do izolacije RNA.
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Slika 12: Shema gojenja osnovne celi¢ne kokulture

Slika 12 prikazuje shemo sistema za gojenje celicnih kokultur z uporabo vilozkov s poroznimi
membranami. Celice HL-60 so gojene v vioZku, celice LoVo so gojene v notranjosti

vodnjaka.
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Slika 13: Simuliranje vnetja ¢revesne sluznice v kokulturi

Slika 13 prikazuje shemo poskusa s kokulturo po dodatku LPS in PMA, ki sta sprozila
diferenciacijo celicne kulture HL-60 in izrazanje TNF. TNF, ki je prikazan z rdeco, pronica

skozi porozni membrano v celicni medij celicne kulture LoVo v notranjosti vodnjakov.
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Slika 14: Simuliranje terapije z zaviralci TNF v kokulturi

Slika 14 prikazuje shemo poskusa s kokulturo po sprozanju izrazanja TNF in dodajanju
TNF-zaviralca adalimumab v celicni medij celic LoVo. Adalimumab je deloval predvsem na

T'NF, vezan na celice LoVo pa tudi na Se nevezane TNF-molekule v celicnem mediju.

2.9 Statisti¢ne metode

Za statisticno analizo smo uporabili orodje SPSS Statistics 23 (IBM Statistics, Armonk, New
York, ZDA). Porazdelitev podatkov smo preverili s statisticnimi testi, tako smo test hi-
kvadrat uporabili za kategoricne spremenljivke in t-test neodvisnih vzorcev po Shapiro-
Wilkovem testu normalnosti za zvezne spremenljivke v neodvisnih skupinah. Glede na
porazdelitev podatkov smo uporabili primeren neparametri¢ni (Mann-Whitneyjev U-test in
Kruskal-Wallisov test) ali parametricni statisti¢ni test (T-test neodvisnih vzorcev). Za
statisticne teste genetskih podatkov smo uporabili programsko orodje PLINK. Statisti¢no
znacilne analize programskega orodja PLINK smo nato Se potrdili v statisticnem
programskem orodju SPSS Statistics 23 z uporabo ekvivalentnega statistinega testa
(Fisherjev eksaktni test ali Waldov test). Nicelne domneve smo zavracali s 5 % tveganjem.

Statisti¢no znacilno razliko smo upostevali pri vrednosti < 0,05 po Bonferronijevi korekciji.
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2.10 Metoda podpornih vektorjev

Metoda podpornih vektorjev je nadzorovan algoritem strojnega ucenja, kar pomeni, da se
pred u¢enjem podatki razdelijo na u¢no in potrditveno mnozico. Med uc¢enjem ima algoritem
na voljo le uéno mnozico. Algoritem metode podpornih vektorjev na osnovi uéne mnozice
izriSe N-dimenzionalni prostor, pri ¢emer je N Stevilo atributov posameznega elementa
mnozice. Nato v N-dimenzionalnem prostoru algoritem izriSe (N-1)-dimenzionalno ploskev,
ki elemente uéne mnozice optimalno razdeli glede na opredeljen klasifikacijski parameter.
Ce ima element dve lastnosti, bo algoritem v 2-dimenzionalni ravnini izrisal 1-
dimenzionalno krivuljo, v primeru treh lastnosti bo v 3-dimenzionalnem prostoru izrisal 2-

dimenzionalno ravnino in tako dalje.

Po ucenju napovednega modela se natan¢nost le-tega ovrednoti z razvr§€anjem elementov
potrditvene mnozice, ki jih algoritem ni imel na voljo med uéenjem. Kvaliteta modela se
doloci na osnovi parametrov senzitivnosti (obcutljivosti), specificnosti in natanc¢nosti. Ti se
izracunajo po naslednjih enacbah:

e senzitivnost (obcutljivost)

Stevilo resnicno pozitivnih elementov

senzitivnost = —— —
Stevilo vseh pozitivnih elementov

e specificnost

Stevilo resnicno negativnih elementov
Stevilo vseh negativnih elementov

specificnost =

e natancnost

Stevilo resnicno pozitivnih in negativnih elementov
Stevilo vseh pozitivnih in negativnih elementov

natantnost =

Napovedne modele smo izdelali in ovrednotili z uporabo programskega okolja R, razli¢ica
3.4.3 (The R Foundation, Dunaj, Avstrija), in z uporabo R-paketa e1071 razli¢ice 1.6—
8(235). Pred ucenjem konc¢ne razliice smo optimizirali parametre paketa e1071 ("cost" in

"gamma"), razmerja velikosti u¢ne in potrditvene mnozice ter Stevila ugnezdenih modelov.
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3 Rezultati

3.1 Rezultati in silico Studije

3.1.1 Genska ontologija pediatri¢nih oblik KVCB

Z iskalnimi zahtevami, dolo¢enimi v poglavju 2.6.1.1, smo zbrali skupaj 29 studij, ki so
ustrezale kriterijem. V zbranih 29 Studijah je bilo opisanih 75 genomskih regij, ki so
povezane z monogenskimi dednimi boleznimi, ki imajo klini¢no sliko, skladno s KVCB.
Genomske regije smo razdelili v podskupine, kot so opredeljene v tabeli 2. Seznami genov in

pripadnost podskupinam je povzeta v tabeli 13.

Tabela 12: Seznam vzro¢nih genov za pediatri¢no KVCB po podskupinah

Vzrocni gen Monogenska dedna bolezen Prlpadl.lost
podskupinam
ADAMI17 Pomanjkanje ADAM17 (50) NEO-IBD
IL10 Neonatalna KVCB zaradi napaéne IL-10-signalizacije (50, 96) NEO-IBD
ILI0RA Neonatalna KVCB zaradi napaéne IL-10-signalizacije (50, 96, 236) NEO-IBD
ILI0RB Neonatalna KVCB zaradi napaéne IL-10-signalizacije (50, 96, 236) NEO-IBD
TRIM22 Vzro¢ni gen neonatalnega sindroma, podobnega KVCB (237) NEO-IBD
EGFR Neonatalna vnetna kozna in ¢revesna bolezen 2 (96, 238) NEO-IBD
TTC74 Pomanjkanje TTC7A (50, 239) NEO-IBD
EPCAM Tuftingova enteropatija (240) NEO-IBD
WAS Wiskott-Aldrichov sindrom razvoja celic B in T (50) NEO-IBD, INF-IBD
DKCI1 Hoyeraal-Hreidarssonov sindrom (50) NEO-IBD, INF-IBD
RTELI Hoyeraal-Hreidarssonov sindrom (50) NEO-IBD, INF-IBD
1L21 Pomanjkanje IL-21 (241) NEO-IBD, INF-IBD
NCF4 Vzro¢ni gen sindroma, podobnega KVCB (242) NEO-IBD, INF-IBD
BTK Agammaglobulinemija ali hipogammaglobulinemija (50, 243) INF-IBD
PIK3RI Agammaglobulinemija ali hipogammaglobulinemija (50, 244) INF-IBD
CD79B Agammaglobulinemija ali hipogammaglobulinemija (245) INF-IBD
Avtoimunska poliendokrinopatija kandidiaza, ektodermalna distrofija
AIRE (96, 238, 246) INF-IBD
CHD7 Sindrom CHARGE (247) INF-IBD
COG6 Kongenitalna motnja glikozilacije tipa 3 (96, 238, 248, 249) INF-IBD
CD19 Pogosta variabilna imunska pomanjkljivost 3 (247, 250, 251) INF-IBD
MS4A1 Pogosta variabilna imunska pomanjkljivost 5 (247, 252) INF-IBD
CDS1 Pogosta variabilna imunska pomanjkljivost 6 (247, 253) INF-IBD
MEFV Druzinska sredozemska vrocica (50) INF-IBD
CD40LG Sindrom hiper IgM tipa 1 (50) INF-IBD
AICDA Sindrom hiper IgM tipa 2 (50, 254) INF-IBD
CD40 Sindrom hiper IgM tipa 3 (247) INF-IBD
. NEO-IBD, INF-IBD,
FOXP3 Sindrom IPEX (50) VEO-IBD
DCLREIC Omennov sindrom (247) INF-IBD
IL7R Omennov sindrom (247) INF-IBD
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RAGI Omennov sindrom (247) INF-IBD
RAG?2 Omennov sindrom (247) INF-IBD
PLCG2 Dedna okvara fosfolipaze C-y2 (50) INF-IBD
ITCH Avtoimunska sistemska bolezen 2zscs)t))razmm dismorfizmom (96, 238, INF-IBD, VEO-IBD
COL741 Distrofi¢na buloza (50, 256) INF-IBD, VEO-IBD
IL2RA Imunodeficienca 41 z limfoproliferacijo in avtoimunostjo (50) INF-IBD, VEO-IBD
STATI Imunske pomanjkljivosti tipa 31a, 31b in 31c (50) INF-IBD, VEO-IBD
ADA Huda sistemska imunska pomanjkljivost (50) INF-IBD, VEO-IBD
CD3G Huda sistemska imunska pomanjkljivost (50) INF-IBD, VEO-IBD
IL2RG Huda sistemska imunska pomanjkljivost (50) INF-IBD, VEO-IBD
LIG4 Huda sistemska imunska pomanjkljivost (50) INF-IBD, VEO-IBD
CASPS Pomanjkanje kaspaze 8 (96, 238) VEO-IBD
CR2 Pogosta variabilna imunska pomanjkljivost 7 (247) VEO-IBD
LRBA Pogosta variabilna imunska pomanjkljivost 8 (247) VEO-IBD
TGFBRI Loeys-Dietzov sindrom tipa 1 (96, 238) VEO-IBD
TGFBR2 Loeys-Dietzov sindrom tipa 2 (96, 238) VEO-IBD
MASP2 Pomanjkanje MASP2 (96, 238) VEO-IBD
ITK Huda sistemska imunska pomanjkljivost (247) VEO-IBD
LCK Huda sistemska imunska pomanjkljivost (247) VEO-IBD
ZAP70 Huda sistemska imunska pomanjkljivost (247) VEO-IBD
TNFRSF13B Pomanjkanje TACI (96, 238, 247) VEO-IBD
. AV INF-IBD, VEO-IBD,
SKIV2L Trihohepatoenteri¢ni sindrom (50) EO-IBD
T7C37 Trihohepatoentericni sindrom (50) VEO-IBD
MSHS5 Vzroéni gen otroskega dednega sindroma, podobnega KVCB (257) VEO-IBD
SH2DI14 X-vezan limfoproliferativni sindrom 1 (50) VEO-IBD
XLPI X-vezan limfoproliferativni sindrom 1 (247) VEO-IBD
SLAMF1 X-vezan limfoproliferativni sindrom 1 z okvaro SLAMF1 (247) VEO-IBD
XLP2 X-vezan limfoproliferativni sindrom 2 (247) VEO-IBD
UNG Sindrom hiper IgM tipa 5 (247) VEO-IBD, EO-IBD
S .. . INF-IBD, VEO-IBD,
ITGB? Pomanjkanje adhezije levkocitov 1 (50, 258) EO-IBD, PED-IBD
. . o INF-IBD, VEO-IBD,
XIAP X-vezan limfoproliferativni sindrom 2 (50, 259) EO-IBD, PED-IBD
. 3 VEO-IBD, EO-IBD,
G6PC3 Prirojena nevtropenija (50) PED.IBD
.. . VEO-IBD, EO-IBD,
GuUcCr2C Druzinska dedna driska (50) PED-IBD
. N . VEO-IBD, EO-IBD,
SLC3744 Dedna bolezen shranjevanja glikogena tipa 1b (50) PED.IBD
. VEO-IBD, EO-IBD,
HPSI Hermansky-Pudlakov sindrom 1 (50) PED-IBD
. VEO-IBD, EO-IBD,
HPS4 Hermansky-Pudlakov sindrom 4 (50) PED-IBD
. VEO-IBD, EO-IBD,
HPS6 Hermansky-Pudlakov sindrom 6 (50) PED.IBD
DOCKS Sindrom hiper IgE (50) EO-IBD
. Lo VEO-IBD, EO-IBD,
FERMTI Kindlerjev sindrom (50, 260) PED.IBD
MVK Pomanjkanje mevalonat kinaze (257) EO-IBD
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PTEN PTEN-sindrom hamartoma tumorja (261) EO-IBD
IKBKG X-vezana ektodermalna imunska pomanjkljivost (50) EO-IBD
CTLA4 Avtoimunski limfoproliferativni sindrom tipa 5 (96, 238, 262) EO-IBD, PED-IBD

ICOS Pogosta variabilna imunska pomanjkljivost 1 (50) EO-IBD, PED-IBD
STXBP2 Druzinska hemofagocitna limfohistiocitoza tipa 5 (50) EO-IBD, PED-IBD
STAT3 Sindrom hiper IgE (257) EO-IBD, PED-IBD

Orodje ClueGO rezultate analiz GO prikaze kot statisticno znacilne skupine nadpomenk in
podpomenk pojmov GO, zato bomo pri rezultatih porocali le o podpomenkah najnizje mozne
ravni v posamezni skupini rezultatov. Podpomenke pojmov GO najniZje ravni najbolj
specifiéno opisejo, kar je skupnega preiskovani skupini genov. Rezultati analize genske
ontologije posameznih podskupin in zdruzene skupine vseh vkljuenih genov so zbrani v

tabeli 14.

Tabela 13: Statisti¢no znacilni rezultati analiz GO posameznih podskupin monogenskih

dednih pediatri¢nih oblik KVCB

Delez
Podskupina GOID Pojem GO p vrednost asociiranih
genov

Vsigeni | KEGG:05340 Primary immunodeficiency 1,99 x 10°° 48,65 %
Vsigeni | KEGG:04659 Thi17 cell differentiation 3,14 x 107" 11,21 %
Vsi geni G0:0045321 leukocyte activation 448 x 107! 6,04 %
Vsi geni KEGG:05145 Toxoplasmosis 1,55 x 10° 9,73 %
Vsi geni G0O:0002520 immune system development 2,77 x 107 5,76 %
Vsi geni KEGG:04660 T cell receptor signaling pathway 1,37 x 107 9,71 %
Vsi geni KEGG:04068 FoxO signaling pathway 1,57 x 107 7,58 %
Vsi geni KEGG:04662 B cell receptor signaling pathway 3,09 x 107 11,27 %
Vsi geni KEGG:04630 Jak-STAT signaling pathway 1,07 x 10°° 6,17 %
Vsi geni GO0:0042100 B cell proliferation 1,23 x 10°® 18,75 %
Vsi geni KEGG:04064 NF-kappa B signaling pathway 2,89 x 107 8,42 %
Vsi geni GO:0042113 B cell activation 1,45 x 107 12,50 %
Vsi geni KEGG:04672 | Intestinal immune network for IgA production | 1,63 x 107 12,24 %
Vsi geni KEGG:04658 Thl and Th2 cell differentiation 3,74 x 107 7,61 %
Vsi geni KEGG:05321 Inflammatory bowel disease (IBD) 7,91 x 107 9,23 %
Vsi geni GO:0042098 T cell proliferation 2,15 x 107 6,67 %
Vsi geni G0:0097696 STAT cascade 1,97 x 107 6,85 %

NEO G0:0002703 regulation of leukocyte mediated immunity 3,54 x 107 4,05 %

NEO KEGG:05321 Inflammatory bowel disease (IBD) 4,79 x 107 4,62 %

INF KEGG:05340 Primary immunodeficiency 1,22 x 10* 32,43 %

INF KEGG:04662 B cell receptor signaling pathway 2,92 x 107 8,45 %

INF KEGG:04659 Thl17 cell differentiation 3,33 x10° 5,61 %
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INF GO0:0002200 | somatic diversification of immune receptors 5,06 x 107 25,00 %
INF KEGG:04064 NF-kappa B signaling pathway 525 %107 5,26 %
INF KEGG:05321 Inflammatory bowel disease (IBD) 2,44 x 10" 6,15%
INF GO0:0097696 STAT cascade 3,64 x 107 5,48 %
INF G0:0042098 T cell proliferation 6,70 x 10™ 4,00 %
INF KEGG:04658 Thl and Th2 cell differentiation 7,36 x 10 4,35 %
INF G0:0042100 B cell proliferation 7,38 x 107 9,38 %
INF GO:0042113 B cell activation 2,15 x 107 6,25 %
INF KEGG:04672 | Intestinal immune network for IgA production | 2,10 x 107 6,12 %
VEO KEGG:04659 Th17 cell differentiation 8,00 x 107" 8,41 %
VEO KEGG:05340 Primary immunodeficiency 5,26 x 107 16,22 %
VEO KEGG:04658 Thl and Th2 cell differentiation 1,32 x 10°° 6,52 %
EO KEGG:05340 Primary immunodeficiency 4,73 x 107 8,11 %
EO KEGG:04920 Adipocytokine signaling pathway 1,55 x 10 4,35 %

3.1.1.1 Primerjalna analiza podskupin vzroé¢nih genov KVCB

Za primerjalno analizo podskupin smo opredelili skupino genomskih regij, povezanih z
odraslo kompleksno obliko KVCB (Sifra ADULT-1), na osnovi Ze objavljenih 201
genomskih regij (2, 16), najnovejSih Studij »finega kartiranja« vzro€nega gena (95) in
podatkovnih zbirk eQTL(263) (ang. expression quantitative trait loci). Dodatno smo
opredelili sekundarno podskupino vzro¢nih genov za odraslo kompleksno KVCB (ifra
ADULT-2) na osnovi definicije pojma GO Inflammatory Bowel Disease (ko05321), ki je
opredeljen na osnovi eksperimentalnih dokazov o vpletenosti genov v patogenezo KVCB v
prebavni cevi. Seznama genov obeh podskupin odrasle kompleksne oblike KVCB sta zbrana

v tabeli 15.
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Tabela 14: Seznam vzro¢nih genov za odraslo kompleksno KVCB po podskupinah

Podskupina GWAS Podskupina KEGG
(ADULT-1) (ADULT-2)
ADAM30 DNMT3B LSPI RSPO3 FOXP3 IL5
ADCY3 EPO LTBR SH2B3 IFNG IL6
ADO ERAP2 LY75 SLC10A4 IFNGR1 JUN
AHSA2 F5 MAP3KS8 SLC39A8 IFNGR2 MAF
ATGI16L1 FCGR2A MFSD13A SLCI9A3 IL10 NFATCI1
B3GNT2 FIGNL1 MST1 SMAD3 IL12A NFKB1
BACH2 FOSL2 MTMR3 SMURF1 IL12B NOD2
BORCSS5 FUT2 NDFIP1 SP140 IL12RB1 NRIF3
BTBDS GNA12 NDUFAF1 STATI1 IL12RB2 RELA
C5orf66 GPR35 NFATCl1 STAT3 IL13 RORA
CALM3 GPX4 NFKB1 SULT1A2 IL17A SMAD2
CARD9 HDAC7 NFKBIZ TAB2 IL17F STATI1
CCDCl116 ICOSLG NOD2 TAGAP IL18 STAT3
CCDC82 IL10 NR5A2 TEF IL18RI1 STAT4
CCDCB88B IL15RA NXPE1 THADA IL18RAP STAT6
CCL8 IL23R PARK?7 TMEMS50B IL1A TBX21
CCR3 INAVA PF4V1 TNFRSF18 IL1B TGFB1
CD226 IRF5 PHACTR2 TNFSF15 L2 TGFB2
CD244 IRF8 PLA2G4A TNFSF18 IL21R TGFB3
CD28 ITGAL PRKABI1 TRAF3IP2 1L22 TLR2
CD40 ITIH4 PRKCB TRIB1 IL23A TLR4
CD6 JAK2 PTGER4 TSPAN14 IL23R TLRS
CDKALI1 JAZF1 PTK2B TUBDI1 IL2RG TNF
CISD1 KIF3B PTPN2 UBAC2
CPEB4 KIR3DL1 PTPN22 UBLCPI
CREM LACCI RASGRP1 UCN
CRTC3 LIFR RGS14 UuQCC1
CTSZ LINCO01475 RIT1 USP12
DAP LPXN RMI2 ZBTB38
DENNDIB LRRC32 RNASET2 ZFP36L1
DGKE LRRK2 RPL3 ZFP90

V nadaljevanju bo podskupina vseh vzroénih genov za monogenske dedne oblike KVCB

oznacena s §ifro PED. Rezultati primerjalnih analiz genske ontologije so zbrani v tabelah 14,

15 in 16. Kot v poglavju 3.1.1. poro¢amo le o podpomenkah najnizje mozne ravni v

posamezni skupini rezultatov GO.
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Tabela 15: Izbrani statisticno znacilni rezultati primerjalne analize GO med PED in

ADULT-1

Delez
GO ID Pojem GO p-vrednost asociiranih Spe.ciﬁénost
genov v obeh pojma GO
podskupinah
KEGG:05340 Primary immunodeficiency 8,12 x 10 48,65 % PED
KEGG:04659 Th17 cell differentiation 9,52 x 107" 21,50 % Ni specifien
KEGG:05321 | Inflammatory bowel disease (IBD) 1,62 x 107" 27,69 % ADULT-1
G0:0002682 regulation of immune system 8,04 x 107 6,97 % ADULT-1
process
G0:0045321 leukocyte activation 1,62 x 10" 10,57 % Ni specifi¢en
KEGG-04672 Intestinal immune network for IgA 9.09 x 103 28.57 % ADULT-1
production ’ ’
G0:0046649 lymphocyte activation 3,54 x 1072 11,17 % Ni specificen
GO:0031401 |  Positive regulation of protein 2,45 x 107 5,43 % ADULT-1
modification process ’ ’
G0:0097696 STAT cascade 3,64 x 10" 19,18 % ADULT-1
KEGG:04658 Thi and Th2 cell differentiation 6,67 x10™"° 16,30 % Ni specificen
G0:0002520 immune system development 9,85 x10™"° 9,05 % PED
G0:0080134 regulation of response to stress 1,60 x 107 5,22 % ADULT-1
KEGG:04630 Jak-STAT signaling pathway 3,27 x 107 11,11 % ADULT-1
KEGG:04660 T cell receptor signaling pathway 3,58 x 107 14,56 % PED
G0:0007259 JAK-STAT cascade 4,34 x 107 18,31 % ADULT-1
G0:1904894 | positive regulation of STAT cascade | 2,00 x 107 22,00 % ADULT-1
KEGG:04064 NF-kappa B signaling pathway 1,82 x 107 13,68 % Ni specificen
G0:0046425 regulation of JAK-STAT cascade 3,18 x 107 17,19 % ADULT-1
KEGG:04514 Cell adhesion molecules (CAMs) 4,58 x 107 10,34 % ADULT-1
KEGG:04662 | B cell receptor signaling pathway 9,74 x 107 15,49 % PED
GO0:0032653 regulation of interleukin-10 9,42 x 107 28,00 % ADULT-1
production
G0:0042098 T cell proliferation 2,09 x 107 13,33 % Ni specifi¢en
G0:0030098 lymphocyte differentiation 2,10 x 107 15,79 % PED
GO:0030217 T cell differentiation 3,51 x 10° 18,18 % PED
KEGG:04068 FoxO signaling pathway 7,37 x 107 9,09 % PED
G0:0042113 B cell activation 9,08 x 10 14,58 % PED
G0:0042100 B cell proliferation 9,82 x 10 18,75 % PED
GO:0002200 somatic diversification of immune 6.82 x 107 25.00 % PED
receptors
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Tabela 16: Izbrani statisticno znacilni rezultati primerjalne analize GO med PED in

ADULT-2
DeleZ asociiranih Specifi¢nost
GO ID Pojem GO p-vrednost genov v obeh .
podskupinah pojma GO
KEGG:05321 Inflammatory bowel disease (IBD) 2,33 x 10 73,85 % ADULT-2
KEGG:04659 Thl7 cell differentiation 3,17 x 10 33,64 % ADULT-2
KEGG:04060 Cytokine-cytokine receptor 8,67 x 1078 14,44 % ADULT-2
interaction
KEGG:04658 Thl and Th2 cell differentiation 2,17 x 10 28,26 % ADULT-2
KEGG:04630 Jak-STAT signaling pathway 1,72 x 107 17,28 % ADULT-2
KEGG:05340 Primary immunodeficiency 5,35 x 107 48,65 % PED
GO0:0045321 leukocyte activation 2,53 x 107 10,57 % Ni specifi¢en
G0:0001817 regulation of cytokine production | 7,74 x 10 8,33 % ADULT-2
KEGG:04380 Osteoclast differentiation 2,53 x 107 16,41 % ADULT-2
KEGG:04660 T cell receptor signaling pathway 1,07 x 107" 17,48 % Ni specificen
G0:0002696 positive regulation of leukocyte 1,69 x 1077 15,08 % Ni specificen
activation
G0:0032660 regulation of interleukin-17 2,96 x 107 66,67 % ADULT-2
production
G0:0042110 T cell activation 3,38 x 10 12,93 % Ni specifiden
GO0:0032620 interleukin-17 production 7,80 x 1076 62,50 % ADULT-2
G0:0007159 leukocyte cell-cell adhesion 3,43 x 107" 11,45 % Ni specifi¢en
G0:0050863 regulation of T cell activation 5,80 x 107" 14,05 % Ni specifien
KEGG:04620 | Toll-like receptor signaling pathway | 1,20 x 107 15,38 % ADULT-2
G0:0002520 immune system development 2,95 x 10" 8,23 % PED
KEGG:04068 FoxO signaling pathway 1,24 x 10" 11,36 % PED
KEGG:04662 B cell receptor signaling pathway 3,73 x 107" 16,90 % PED
G0:0097696 STAT cascade 5,18 x10™" 16,44 % ADULT-2
KEGG:04064 NF-kappa B signaling pathway 5,68 x 10" 13,68 % PED
GO:0042113 B cell activation 4,67 x 101 20,83 % Ni specificen
KEGG:04672 | [ntestinal immune network forIgd | 5 5q . o-10 20,41 % Ni specifiden
production
GO:1904894 | positive regulation of STAT cascade | 7,17 x 10™° 20,00 % ADULT-2
G0:0007259 JAK-STAT cascade 1,06 x 10” 15,49 % ADULT-2
GO0:0032615 interleukin-12 production 1,85 x 10? 32,00 % ADULT-2
GO:0032655 regulation of interleukin-12 1,85 x 10” 32,00 % ADULT-2
production
KEGG:04668 TNF signaling pathway 6,00 x 10 11,11 % ADULT-2
KEGG:04621 NOD-like receptor signaling 6,08 x 10” 8,33 % ADULT-2
pathway
G0:0050864 regulation of B cell activation 572 % 10" 21,62 % Ni specificen
G0:0042100 B cell proliferation 6,79 x 10” 21,88 % PED
G0:0030217 T cell differentiation 6,23 x 10 15,91 % PED
GO:0002200 somatic diversification of immune 1,99 x 10° 3333 % PED
receptors
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Pri preliminarni primerjalni analizi med podskupinami genov, povezanih s pediatri¢nimi
monogenskimi dednimi oblikami KVCB, so se statisti¢no znaéilne razlike pojavile samo,
kadar smo primerjali podskupino vzroénih genov sindromov z nastopom bolezni pred 6.
letom starosti in podskupin po 6. letu starosti. Za povecanje statisticne moci smo primerjali
GO vseh vzro¢nih genov sindromov z nastopom bolezni pred 6. letom starosti (v
nadaljevanju podskupina POD6A) in sindromov z nastopom bolezni po 6. letu starosti (v
nadaljevanju podskupina NAD6A). Rezultati primerjalne analize POD6A in NAD6A so

zbrani v tabeli 18.

Tabela 17: Izbrani statisticno znacilni rezultati primerjalne analize GO med POD6A in

NAD6A
Delez
. asociiranih Specifi¢nost
GO ID Pojem GO p-vrednost genov v obeh | pojma GO
podskupinah
KEGG:05340 Primary immunodeficiency 8,82 x 1072 48,65 % POD6A
KEGG:04659 Th17 cell differentiation 3,39 x 107" 11,21 % Ni specifi¢en
KEGG:04660 T cell receptor signaling pathway 1,99 x 10° 9,71 % NAD6A
KEGG:04662 B cell receptor signaling pathway 5,64 x 10° 11,27 % POD6A
G0:0046651 lymphocyte proliferation 8,69 x 10 8,18 % Ni specificen
G0:0032943 mononuclear cell proliferation 920 x 10™ 8,11 % Ni specificen
KEGG:04630 Jak-STAT signaling pathway 1,57 x 10”7 6,17 % POD6A
G0:0042100 B cell proliferation 2,79 x 10”7 18,75 % POD6A
KEGG:04064 NF-kappa B signaling pathway 5,24 x 107 8,42 % Ni specificen
G0:0050863 regulation of T cell activation 3,35x10° 6,61 % NAD6A
GO0:0042113 B cell activation 3,39 x 10° 12,50 % POD6A
KEGG-04672 Intestinal immune n.etworkfor IgA 3.65 % 10° 12.24 % POD6A
production
KEGG:04658 Thl and Th? cell differentiation 7,91 x 10° 7,61 % Ni specificen
G0:0030098 lymphocyte differentiation 8,45 x 10° 10,53 % NAD6A
KEGG:05321 Inflammatory bowel disease (IBD) 1,76 x 10” 9,23 % POD6A
G0:0050870 positive regulation of T cell activation 4,23 x 107 7,79 % NAD6A
G0:0030217 T cell differentiation 4,85 x 107 11,36 % NAD6A
G0:0030888 regulation of B cell proliferation 1,79 x 10* 14,29 % POD6A
G0:0002200 | somatic diversification of immune receptors | 4,34 x 10™ 25,00 % POD6A
G0:0097696 STAT cascade 4,47 x 10 6,85 % POD6A
G0:0042098 T cell proliferation 4,59 x 10™ 6,67 % POD6A
KEGG:04920 Adipocytokine signaling pathway 4,07 x 107 4,35 % NAD6A
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3.1.2 Genska ontologija bioloSkih oznacevalcev odziva na zaviralce TNF

3.1.2.1 Oznacdevalci odziva na zaviralce TNF v RA

Z iskalnimi nizi, dolo¢enimi v poglavju 2.6.1.2, za revmatoidni artritis smo zbrali skupaj 99
Studij, ki so ustrezale kriterijem. Od tega je 52 Studij objavilo oznacevalce odziva na ravni
DNA, 11 studij je objavilo oznacevalce odziva na ravni RNA, 34 Studij je objavilo
oznacevalce odziva na ravni proteinov in 2 Studiji, ki sta objavili oznacevalce odziva na vec
ravneh. Skupaj so $tudije objavile 57 razlicnih DNA-oznacevalcev odziva, 175 razli¢nih
RNA-oznacevalcev odziva in 115 razliénih proteinskih oznalevalcev odziva na zaviralce
TNF. Seznam DNA-oznacevalcev odziva na zaviralce TNF je zapisan v tabeli 19, seznam
RNA-oznacevalcev v tabeli 20, seznam proteinskih oznacevalcev pa v tabeli 21. tabela 22
prikazuje izbrane statistiCno znacilne rezultate genske ontologije oznafevalcev odziva na

zaviralce TNF v RA.

Tabela 18: Seznam genov, v katerih leZijo DNA-oznacevalci odziva na zaviralce TNF
pri RA

AFF3 FCGR3A MAP3K14 STXBP6
ARAP2 GBP6 MAPK14 TLR1
BACH2 GFRALI MEDI15 TLRS
C9orf72 HLA-C MOB3B TLRY
CCL21 HLA-DRB1 MSK1 TNF

CD19 IFNK MSK2 TNFRI1A
CD226 IL10 MYD8S8 TNFRSF1A

CD28 IL6 NFKB1 TNFRSF1B

CD84 KLRCI NLRP3 TNFSFRI1B
CERS6 KLRD1 NUBPL TRAF1

CHUK LMO4 PDE3A TRAILR1
CNTNS5 LTA PDZD2 WDR27
CSTS MAFB PONI1
EYA4 MAP2K6 PTPRC
FCGR2A MAP3K1 QKI
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Tabela 19: Seznam RNA-oznacevalcev odziva na zaviralce TNF pri RA

Asociacija Z odzivnostjo na zaviralce TNF Z neodzivnostjo
Izrazanje PoviSano Zmanjsano PoviSano | ZmanjSano
gena
AADAT MCP ADAMI12 IL1B API1S2 HLA-DQAI1
ADGRES5 MEDI12L ADAMTSI1 KCNIJ13 CDK2 IGHM
APP MGLL ADAMTSS LAMRI DPPA4 MBD1
BCL2A1 MPP7 ADM LRRIQ3 ERBB2 MSTI1R
C5 MRPL22 AKAP9 MTCBP-1 FOXA2 NF1
CCL4 MTURN ARL6 MYO10 IL11 NOS2
CDl11C NBN ATP6VOA2 NFKBIA LGALS3BP NR2F6
CD83 NEXN ATP6VOE2 NPRL2 MAP2K3 S100A8
CDg4 NR4A2 BEX2 0GG1 MEISI S100A9
CMIP NTS5C3A CI150RF40 OR2L3 MX2
CMPK2 PCGF5 CATSPER3 OR6C74 OAS1
CSRNP1 PCSK6 CCL3 OSM OAS2
DUSPI PDE3A CHRND PALDI PPARG
EGF PDE4B CHST3 PDE4B SERPINGI
EGR2 PKHDI1LI1 CLIC3 PFKFB4
EGR3 PMAIP1 COLGALT2 PGK1
FRMD3 PPCDC CXCL2 PIGO
GO0S2 PPPIRI15A CXCLS8 PIGV
GBP1 PSTPIP2 CYP3A4 PIH1D2
GBP5 PTGS2 DDX39B PPPIRISA
GBP7 PTPRD DNDI1 PSMB9Y9
GCHI1 RANBP17 EDC3 PTGDS
GCNT2 RNASE3 EIF4E2 PXT1
GMPR RNF11 ELOVL4 RAD23A
GPD2 RUNXI1 EPSI15 RAMP3
GRAMDI1B SCN2B FAIM RASGRP3
GTF2F2 SESTD1 FAM221A RNF19B
GTPBP2 SLK FBXO10 SH2D2A
HERPUD2 SQSTM1 FBXO5 SLC7A60S
HIF1A STATI FSCNI1 SORBS3
HSPC159 STAT2 FSDI TMEM186
IFIT1B TAP2 GPN2 TPRAI1
IFNG TAS2R50 GSX1 UNQ5840
KNG1 TMEM268 HIRIP3 UQCRFS1
LGALSI3 TMOD2 HLA-DPB1 ZBTB6
LUC7L3 TPM1 HOPX ZFP36L2
MAP4K2 UVRAG HSCB ZNF2
VEPHI1 ZNF425
XRNI1
YPELS
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Tabela 20: Seznam proteinskih oznacdevalcev odziva na zaviralce TNF pri RA

Asociacija Z odzivnostjo na zaviralce TNF Z neodzivnostjo
Izraza.nje Povisano ZmanjS$ano PoviSano | ZmanjSano
proteina
APOE IL15 AGPAT4 MRPL33 A2M ABI3BP
AZGP1 ILIA ANAPCI1 | MYOISA | ADAMTSL2 | APOAI
BGN ILIB ATPSH NEKS5 APMAP CCL2
CIR ILIR? BIRCS NONO APOA2 CFHR4
CAST ILIRA CX3CLI1 PALLD APOB EGF
CCL11 L6 FAP PGLS APOCI1 TCFL5
CD30 ITIH3 FCNI1 RIN2 APOC3
CLU OGN FOXC2 RPLI3A APOM
COMP PGA3 GMNN RPL7 c3
CPN2 PLAU H3F3A RPLPOP6 C4B
CRP PLG ICAM1 RPS12 C8A
CSF2 PROSI1 1L2 SCNNIB CFLI1
CXCLI10 RPL36A IL33 TF F9
CXCL13 S100A8 1L34 TNFSF11 FN1
DYNCII1 S100A9 IL6 TNFSF13B GSN
FGF1 STUBI MCIR TRAF3IP2 HPX
FMOD | TMPRSS11A | MC3R UBAS2 IL17
HP TNF MCS5R WDRS&30S ITIH1
HSP58 TNFRSF1A ITIH2
ILI2P40 | TNFRSFIB LGALS3BP
IL12P70 TPPP3 MASP2
PF4
SH3BGRL3
TAGLN2
THBS1
TPM3
TPM4
TRAF1
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Tabela 21:

Izbrani

statisticno znadilni

rezultati

oznacevalcev odziva na zaviralce pri KVCB

genske ontologije bioloskih

Delez
GO ID Pojem GO Podskupina p-vrednost asociiranih
genov v
podskupini
Proteinski oznacevalci s
G0:0072562 blood microparticle povecanim izrazanjem 1,18 x 107 8,44 %
pri neodzivnosti
KEGG:04668 TNF signaling pathway DNA-oznacevalci 9,32 x 107" 12,04 %
Proteinski oznacevalci s
G0:0072562 blood microparticle povecanim izrazanjem 1,71 x 10 7,14 %
pri odzivnosti
Toll-lik tor signali .
KEGG:04620 oli-ike receptor signating DNA-oznacevalci 456 % 10" | 9,62%
pathway
KEGG:04064 NF-kappa B signaling pathway DNA-oznacevalci 6,67 x 107 9,47 %
Proteinski oznacevalci s
GO0:0034368 | protein-lipid complex remodeling povecanim izrazanjem 6,88 x 107 26,32 %
pri neodzivnosti
Proteinski oznacevalci s
GO0:0006956 complement activation povecanim izrazanjem 1,93 x 10 21,74 %
pri neodzivnosti
I-k B kinase/NF-k B .
G0:0007249 Appas Knaservr=rappa DNA-oznacevalci 500%10° | 4,43%
signaling
regulation of steroid metabolic Proteinski oznacevalci s
GO0O:0019218 g povecanim izrazanjem 1,01 x 107 11,11 %
process . . .
pri odzivnosti
lipoprotein particle receptor Proteinski oznacevalci s
G0:0070325 poprotett par P povedanim izrazanjem | 3,25 x 10° | 16,67 %
binding . . .
pri odzivnosti
RNA-oznacevalci z
KEGG:05323 Rheumatoid arthritis zmanjSanim izrazanjem | 7,05 x 107 6,67 %
pri odzivnosti
RNA-oznacevalci z
KEGG:04064 NF-kappa B signaling pathway zmanjanim izrazanjem | 9,30 x 107 6,32 %
pri odzivnosti
lation of interleukin-2 RNA-oznacevalci s
7 i - . . .
GO:0032663 cgusation of imterieuran povetanim izrazanjem | 1,30 x 10% | 13,33 %
production . . .
pri odzivnosti

Razsirjena analiza genskih mrez podskupin bioloskih oznacevalcev odziva na zaviralce TNF
v RA je pokazala nove pojme GO v obstojecih skupinah pojmov GO, ni pa pokazala novih
skupin pojmov GO, razen v skupini, ki vsebuje pojma KEGG:03050 proteasome (p = 4,89 %
10°%) in GO:0000502 proteasome complex (p = 7,61 x 10°%). Ta skupina pojmov GO se

pojavi med rezultati genske mreze GO RNA-oznacevalcev z zmanjSanim izraZanjem pri
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dobrem odzivu na zaviralce TNF. K visoki statisticni znacilnosti prispeva predvsem visoko

Stevilo genov, ki ima interakcijo s PSMB9 (264) in RAD23A (265), kot prikazuje slika 15.

PSMD8 PSMB1 UCHL5 PSMC3 PSMC5 PSMD14

PSMD1 PSMA4 PSMA2 PSMC1 PSMAS5 PSMAT7 PSMDS5

Slika 15: Genska mreza genov PSMBY in RAD23A

Slika 15 prikazuje odsek genske mreze RNA-oznacevalcev z zmanjSanim izrazanjem pri
dobrem odzivu na zaviralce TNF, ki ga oblikujeta gena PSMBY in RAD23A. Gena PSMBY in
RAD23A4 imata interakcije z velikim Stevilom genov, ki sodelujejo pri oblikovanju

proteasoma.

3.1.2.2 Oznacevalci odziva na zaviralce TNF pri KVCB

Z iskalnimi nizi, dolo&enimi v poglavju 2.6.1.2, smo za KVCB zbrali skupaj 40 $tudij, ki so
ustrezale kriterijem. Zbirka zbranih s$tudij, ki so porocale o bioloskih oznacevalcih odziva na
zaviralce TNF v KVCB, se ne razlikuje od zbirke v &lanku Goleta in sodelavcev(5). Pri
preliminarni analizi zbranih bioloSkih oznacevalcev odziva na zaviralce TNF je prislo do
zanemarljivih razlik v p-vrednosti, ker so bile razlic¢ice definicij GO snete z medmreZja v
razli¢nih ¢asovnih obdobjih. V nadaljevanju se bomo glede genske ontologije bioloskih
oznatevalcev odziva na zaviralce TNF pri KVCB sklicevali na rezultate, ki so jih objavili

Gole in sodelavci (5).

63



Molekularni mehanizmi in napovedovanje neodzivnosti na zaviralce dejavnika tumorske nekroze pri Crohnovi bolezni z
integracijo genomskih in kliniénih podatkov

3.1.2.3 Primerjalna analiza oznacevalcev odziva pri KVCB in RA

Prvotna primerjalna analiza skupin pojmov GO osnovnih podskupin bioloskih oznacevalcev

je pokazala le manjsSe prekrivanje med podpomenkami, medtem ko je primerjalna analiza

razSirjenih genskih mreZ pokazala zmerno prekrivanje med podpomenkami statisticno

znacilnih skupin pojmov GO. Izbrani statisticno znacilni rezultati primerjalne analize

raz§irjenih genskih mrez bioloskih oznacevalcev odziva so zbrani v tabeli 23.

Tabela 22: Izbrani statisticno znacilni rezultati primerjalne analize genske ontologije

biolo§kih oznadevalcev odziva na zaviralce TNF v KVCB in RA

. Delez . Delez
Najnizja asociiranih Najnizja asociiranih
GO ID Pojem GO p-vrednost genov p-vrednost genov
KVCB . RA
( ) (KVCB) (RA) (RA)
I- B ki F- B
G0:0007249 kappa SI‘ZZZZ/Z, kappa 3,83x 103 | 11,46% | 5,00 x 10 443 %
G0:0033993 response to lipid 5,14 x 107 9,00 % 1,48 x 107 | 12,14 %
G0:0033554 cellular response to stress 3,19 x 107 5,67 % 323 x107% 9,42 %
GO:0071396 cellular response to lipid 5,29 x 107 9,04 % 4,08 x 107 13,93 %
G0O:0048545 response to steroid hormone 3,63 x 10 10,49 % 2,92 x 10" 15,45 %
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3.2 Rezultati laboratorijske Studije

3.2.1 Rezultati analize genetskih oznacevalcev na ¢ipu GSA

Za analizo genetskih oznacevalcev odziva na zaviralce TNF na ¢ipu GSA je bilo po kontroli
kvalitete na voljo skupaj 82 vzorcev bolnikov z dobro opisanim odzivom na zaviralce TNF.
Odziv smo dolocili na podlagi kriterija vprasalnika IBDQ in dolgoro¢nega odziva (> 30
tednov). 58 od 82 (70,7 %) bolnikov je imelo dober odziv na zaviralce TNF, preostalih 24
(29,3 %) pa nezadosten odziv. Rezultati analize genetskih oznacevalcev na ¢ipu GSA so

grafi¢no prikazani na sliki 16, rezultati statisti¢nih trendov so povzeti v tabeli 24.
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Slika 16: Grafi¢ni prikaz asociacijske analize podatkov ¢ipa GSA z odzivom na
zaviralce TNF

Slika 16 prikazuje Manhattan graf analize GSA podatkov. Na horizontalni osi so kromosomi
po vrstnem redu, na vertikalni osi pa negativna vrednost desetisSkega logaritma p-vrednosti

posameznega genetskega oznacevalca.
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Tabela 23: Izbrani statisti¢ni trendi genetskih oznacevalcev odziva na zaviralce TNF

Pozicija na o Frekvenca Frekvenca Frekvenca
dednem zapisu | dbSNP ID Kand1d’atn1 p-vrednost | alela v GBR, alela alela
(GRCh38.p12) g Ensembl v odzivnikih | v neodzivnikih

9:80243435 1s7018904 | NPAPIP4 | 5,84 x 107 0,330 0,5208 0,1466

TRIMG6OPI6,
7:56613559 | rs13310169 | CHCHD2, | 5,86 x 107 0,181 0,3696 0,06034
ZNF713
6:1220853 rs238031 / 4,63 x 10° 0,214 0,3333 0,06034
9:80192588 | rs12554086 / 537 x10° 0,346 0,5208 0,1724
21:38984722 | rs2836808 / 543 x10° 0,055 0,3125 0,05172
18:46666934 | rs16960373 ST8SIAS 6,24 x 10° 0,066 0,2708 0,03448

3.2.2 Rezultati analize izraZzanja genov

3.2.2.1 Analiza izraZanja posameznih RNA-oznacevalcev

Izrazanje TNFAIP6, S10048, S10049, GOS2 in ILI1 smo analizirali v vzorcih biopsij
vnetega Crevesnega tkiva in Crevesnega tkiva tik ob vnetju za namen potrditve Ze
objavljenega napovednega modela odziva na infliksimab pri CD. V vzorcih nismo ugotovili
izrazanja IL11. Razlike v izraZzanju genov med vnetimi in nevnetimi tkivi so zbrane v tabeli

25, grafi¢no pa so rezultati prikazali na sliki 17.

Tabela 24: IzraZanje izbranih genov v biopsijah ¢revesnega tkiva bolnikov s CD

Kvocient spremembe
Gen p-vrednost izrazanja med vnetimi in

nevnetimi tkivi

TNFAIP6 2,62 x 107" 4,34
S100A8 1,80 x 107 9,42
S100A9 2,50 x 107 6,81

G0S2 1,00 x 10~ 3,85
IL11 / /
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Slika 17: Graf izraZanja izbranih genov v biopsijah ¢revesnega tkiva

3.2.2.2 RNA-seq

Analiza podatkov RNA-seq 3 odzivnikov in 3 neodzivnikov na zaviralce TNF po statisti¢ni

obdelavi in korekciji p-vrednosti ni pokazala statisticno znacilnih razlik med preiskovanimi

odzivniki in neodzivniki na zaviralce TNF.

3.2.3 Rezultati analize izrazanja izbranih genov v celic(nem modelu

Analiza izrazanj petih genov v treh vzorcih celicnih modelov (kontrola, obdelane z LPS in

PMA ter obdelane z LPS, PMA in adalimumabom) ni pokazala statisti¢cno znacilnih razlik v

izrazanju teh petih genov.
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3.2.4 Rezultati analiz napovednih modelov

3.2.4.1 Znacilnosti mnoZic vhodnih podatkov

Uc¢ni Casi za oblikovanje napovednih modelov rastejo s Stevilom vzorcev in Stevilom
razli¢nih atributov, ki jih ima posamezen vzorec. Zaradi tega je smiselno omejiti Stevilo
atributov na osnovi statisticno znacilnih razlik med preiskovanimi podskupinami. Za strojno

ucenje imamo na voljo §tiri razliéne mnoZice podatkov:

e genetski podatki (iChip in GSA),
e profili mas¢obnih kislin,

e rezultati poskusov qPCR,

e podatki RNA-seq.

Genetske podatke smo omejili na 50 genetskih oznacevalcev, ki so bili najbolj statisticno
znacilni v asociacijski analizi v poglavju 3.2.1 (tabela 26), in 10 genetskih oznacevalcev,
povezanih s profili maScobnih kislin(266). Profile maS€obnih kislin smo omejili na 30
neodvisnih parametrov (tabela 27), 9 izra¢unanih sestavljenih parametrov pa smo zavrgli, saj
lahko narava sestavljenih parametrov negativno vpliva na napovedno mo¢ pri strojnem
vrednostmi desetiSkega logaritma kvocienta izrazanja med odzivniki in neodzivniki na

zaviralce TNF (tabela 28).

Tabela 25: MnozZica genetskih parametrov za strojno ucenje

St. | SNP St. | SNP St. | SNP St. | SNP

1 r$7033100 16 | rs74347120 |31 |rs12954330 |46 |rs11757235
2 rs7018904 17 | rs889545 32 | rs73162202 |47 | rs62470463
3 rs13310169 | 18 | rs6139726 33 | rs6133205 48 | rs36018030
4 rs238031 19 | rs2069933 34 | rs72738698 |49 | rs72788429
5 rs12554086 |20 | rs814318 35 | rs238040 50 | rs2912755
6 rs2836808 21 | 1rs9379896 36 | rs17087232 |51 | rs2850146
7 rs16960373 |22 | rs4927055 37 |rs11700355 |52 |rs11175814
8 1$6734894 23 | rs80177991 |38 | rs72693267 |53 | rs857355

9 1$9984705 24 | 1s62020347 |39 |rsl0845459 |54 | rs12438154
10 | rs17176689 |25 | 1s2617939 40 | rs1015811 55 | rs354060
11 |rs11966072 |26 | rs6944353 41 | rs12354621 |56 | rs16853022
12 | 1rs12636553 |27 | 1s2194766 42 | rs6678663 57 | rs113791932
13 | 1s71364562 |28 | rs12481256 |43 |rs74130464 |58 | rsl1535

14 | rs948570 29 | rs71534155 |44 | rs57491367 |59 | rs72758110
15 | rs1025412 30 | rs16940375 |45 |rs75373252 |60 | rs1370525
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Tabela 26: MnoZica parametrov masc¢obnih Kislin za strojno ucenje

1 Miristinska kislina

2 Pentadekanojska kislina

3 Palmitinska kislina

4 Palminat

5 Palmitoleinska kislina

6 Margarinska kislina

7 Stearinska kislina

8 Stearat

9 Enkrat nenasi¢ene trans- mas¢obne kisline
10 Oleinska kislina

11 Cis-vakcenska kislina

12 Linolna kislina

13 Arahidinska kislina

14 (9E,127,15E)-9,12,15-oktadekatrienojska kislina
15 y-linolenska kislina

16 Gondoinska kislina

17 Alfa-linolenska kislina

18 Stearidonska kislina

19 Eikozadienoinska kislina

20 Behenska kislina

21 Dihomo-y-linolenska kislina

22 Erukinska kislina

23 Arahidonska kislina

24 Eikozapentaenoinska kislina

25 Lignocerinska kislina

26 Nervonska kislina

27 Adrenska kislina

28 Osbondova kislina

29 Dokozapentaenoinska kislina (DPA)
30 Dokozaheksaenoinska kislina (DHA)
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Tabela 27: MnoZica parametrov izraZanja genov poskusa RNA-seq za strojno ucenje

ENTREZID | SYMBOL ENTREZID | SYMBOL
1 6992 PPPIR11 26 266727 MDGAI
2 3119 HLA-DQBI 27 28409 IGHV3-73
3 3117 HLA-DQAI1 28 28921 IGKV2-28
4 10917 BTNL3 29 28935 IGKV1-27
5 6557 SLC12A1 30 221711 SYCP2L
6 23500 DAAM2 31 29906 ST8SIAS
7 3134 HLA-F 32 28834 IGLC7
8 3123 HLA-DRB1 33 162632 USP32P1
9 6444 SGCD 34 3105 HLA-A
10 79937 CNTNAP3 35 28803 IGLV3-10
11 2944 GSTM1 36 85508 SCRT2
12 204962 SLC44A5 37 388248 LOC388248
13 3047 HBGI1 38 400499 LOC400499
14 28772 IGLV10-54 39 28775 IGLV7-46
15 100133172 | FAM66A 40 474170 LRRC37A2
16 3904 LAIR2 41 388813 LOC388813
17 408186 OVOS 42 28939 IGKV1-13
18 285830 HLA-F-AS1 43 714 C1QC
19 22986 SORCS3 44 26047 CNTNAP2
20 414062 CCL3L3 45 400680 LINC00664
21 100505635 | LOC100505635 46 55747 NA
22 3127 HLA-DRBS5 47 80862 ZNRDI-AS1
23 2172 FABP6 48 6262 RYR2
24 100505618 | NA 49 713 C1QB
25 22854 NTNG1 50 286333 FAM225A

3.2.4.2 Optimizacija strojnega ucenja
Optimizacija parametrov metode podpornih vektorjev je pokazala statisticno znacilen padec
napovedne moc¢i modela pri vrednosti parametrov cost < 100 in gamma < 1. Pri vi§jih
vrednostih cost lahko model oblikuje bolj kompleksne kriterije za razvrS¢éanje, ki so lahko
pristranski za prvotno mnozico podatkov in nenatancni v praksi. Visoke vrednosti gamma
parametra omejijo prostorske razseznosti podatkov in s tem nerealno omejijo znacilnosti
u¢ne mnozice, kar vodi do pristranskosti in nenatancnosti v praksi. Iz tega razloga smo
vrednosti, pri katerih ni statisticno znacilnega padca napovedne moci. Vrednosti sta hkrati

privzeti vrednosti R-paketa e1071.

Sledila je optimizacija razmerja velikosti u¢ne in potrditvene mnozice. V literaturi so med

najpogosteje uporabljenimi razmerja 50:50 (1:1), 80:20 (4:1) in 90:10 (9:1). Analiza ni
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pokazala razlik v napovedni moc¢i med razlicnimi razmerji, tako da smo se odlocili za

srednjo vrednost med pogosto uporabljenimi vrednostmi in delili podatke v razmerju 80:20.

Na koncu smo $e izvedli optimizacijo Stevila potrebnih ugnezdenih modelov, pri ¢emer je
potrebno dosec¢i kompromis med Zeleno napovedno mocjo in dolzino u¢nih ¢asov modela.
Optimalna vrednost, pri kateri je vecina napovednih modelov dosegla 100 % napovedno mo¢

za analizirane podatke v najkrajSem moznem casu, je 100 ugnezdenih modelov.

Za zmanjSanje ucinka pristranskosti modela pri vzorcih, zajetih v prvotni mnozici, smo
oblikovali modele po pristopu »bootstrap aggregating«, pri katerem se oblikuje vec
ugnezdenih modelov, ki so uceni na razlicnih podmnozicah prvotne uéne mnozice in skupaj
oblikujejo kon¢ni napovedni model. Za oceno napovedne moci bioloskih oznacevalcev smo
oblikovali 100 tak$nih napovednih modelov po 100 ugnezdenih modelov. Rezultat

optimizacije napovednih modelov je protokol strojnega uc¢enja, prikazan na sliki 18.
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Mnozica vseh
podatkov

Celotna ucna

mnozica
80 % odzivnikov
80 % neodzivnikov

Testna mnozica
20 % odzivnikov
20 % neodzivnikov

Uéna mnozica

ugnezdenih modelov
64 % odzivnikov
64 % neodzivnikov

Nakljucno izloceni
VZOrci

16 % odzivnikov
16 % neodzivnikov

Ugnezden

napovedni 100 pOnOViteV

model

A 4

Preiskus natancnosti
koncnega modela

Slika 18: Protokol strojnega ucenja z metodo podpornih vektorjev

Slika 18 prikazuje shemo protokola strojnega ucenja enega napovednega modela,
sestavljenega iz 100 ugnezdenih modelov. Prvotna mnoZica podatkov se deli v razmerju 4:1
na ucno in potrditveno mnozico, nato se ucna mnozica ponovno deli v razmerju 4:1 na ucno
mnozico ugnezdenih modelov in nakljucno izlocene vzorce, kar omogoci zmanjsanje
pristranskosti koncnih modelov. Po oblikovanju 100 ugnezdenih napovednih modelov se

natancnost le-tega preveri s testno mnozico, katere model ni imel na voljo med ucenjem.
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3.2.4.3 Napovedni modeli odziva na zaviralce TNF

Napovedne modele smo oblikovali po protokolu, opisanem v poglavju 3.2.4.1, in na sliki 18.
Pri u€enju napovednega modela je potrebno zadostno Stevilo vzorcev v preiskovanih
skupinah, v naSem primeru so to odzivniki in neodzivniki na zaviralce TNF. Pri nekaterih
kombinacijah vrst podatkov ni bilo na voljo dovolj vzorcev oziroma dovolj neodzivnikov, da
bi lahko ucili napovedne modele. Presek Stirih vrst podatkov in Stevilo vzorcev, ki ima na

voljo te podatke, je prikazan na sliki 19, znacilnosti napovednih modelov je opisana v tabeli
29.

Mascobne kisline | | qPCR RNA

RNA-seq

Slika 19: Vennov diagram preseka Stirih mnoZic podatkov

Slika 19 prikazuje Vennov diagram presekov stirih mnozic podatkov. Stevilke predstavljajo
Stevilo bolnikov s CD ki so prejemali zaviralce TNF, za katere je na voljo dolocena vrsta
podatkov. DNA-podatki (iChip in GSA) so oznaceni z rdeco barvo, profili mascobnih kislin z

modro barvo, podatki gPCR z oranzno barvo in podatki RNA-seq z zeleno barvo.
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Tabela 28: Znaclilnosti napovednih modelov odziva na zaviralce TNF, ucenih na

razliénih kombinacijah uénih mnozic

Kombinacija u¢nih St. vzorcey
mno ijic (odzivniki in Obcutljivost | Specifi¢nost | Natan¢nost
neodzivniki)
Genetski podatki 73 (49 in 24) 71,10 % 68.65 % 70,28 %
Profili mas¢obnih kislin 18 (12 in 6) 100 % 0% 50 %
Analiza gPCR 47 (30in 17) 100 % 100 % 100 %
Podatki RNA-seq 6 (31in3) 74,67 % 64,67 % 69,67 %
Genetski podatki )
18(12in 6 100 % 0 % 50 %
Profili mascobnih kislin (121n6) ’ ’ ’
Genetski podatki )
Analiza gPCR 47 (30in 17) 100 % 100 % 100 %
Genetski podatki )
Podatki RNA-seq 6(3in3) 75,33 % 69,00 % 71,17 %
Profili maS¢obnih kislin )
) 7 (41n 3) 100 % 0% 50 %
Analiza qPCR
Profili maS¢obnih kislin )
) 4(2in2) 100 % 0% 50 %
Podatki RNA-seq
PCR anali
p qd i ;111:1A12a 3(31in0) Analiza ni smiselna.
odatki -seq
Genetski podatki
Profili mas¢obnih kislin 7 (4 in 3) 100 % 0% 50 %
Analiza qPCR
Genetski podatki
Profili mas¢obnih kislin 4(2in2) 100 % 0% 50 %
Podatki RNA-seq
Genetski podatki
Analiza qPCR 3(3in0) Analiza ni smiselna.
Podatki RNA-seq
Profili mas¢obnih kislin
Analiza qPCR 1 (1 odzivnik) Analiza ni smiselna.
Podatki RNA-seq
Genetski podatki
Profili mas¢obnih kisli
o IAI m?sco II)HCR s 1 (1 odzivnik) Analiza ni smiselna.
naliza q
Podatki RNA-seq
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3.2.4.4 Diagnosti¢ni napovedni model na osnovi dednega zapisa in mas¢obnih Kislin

Dodatno smo na osnovi podatkov dednega zapisa (iChip in GSA) in profilov mascobnih
kislin 55 zdravih prostovoljcev in 77 bolnikov s CD oblikovali napovedni model za
diagnosticne namene. Za diagnosticne namene smo izbrali novo podmnozico genetskih
podatkov na osnovi statisticno znacilnih razlik med zdravimi kontrolami in bolniki s CD.
Seznam genetskih parametrov, ki smo jih uporabili pri strojnem ucenju diagnosti¢nega
napovednega modela, je zbran v tabeli 30. Znacilnosti in kvaliteta napovednih modelov pa je

opisana v tabeli 31.

Tabela 29: MnoZica genetskih parametrov za diagnosti¢ni napovedni model

St. SNP St. SNP St. SNP

1 136679677 22 1s6740462 43 rs3091316
2 1$9286879 23 rs2111485 44 rs12946510
3 rs6837335 24 rs1517352 45 1s12942547
4 rs10065637 25 1$3197999 46 137240004
5 rs864745 26 1$2930047 47 1s727088

6 rs16967103 27 rs11742570 48 rs11879191
7 1$2945412 28 rs2188962 49 rs17694108
8 rs516246 29 rs6863411 50 rs913678

9 1s2284553 30 rs11741861 51 1$7282490
10 rs10797432 31 rs6871626 52 1$2266959
11 rs9847710 32 rs1819333 53 1s2413583
12 1$798502 33 rs1456896 54 1s2850146
13 rs4728142 34 rs10758669 55 rsl11175814
14 rs11150589 35 rs4743820 56 1s857355
15 rs6017342 36 rs10781499 57 rs12438154
16 1835675666 37 rs12722515 58 18354060
17 rs4845604 38 rs11010067 59 rs16853022
18 1s4656958 39 1$559928 60 rs113791932
19 1$3024505 40 rs7134599 61 rs1535

20 1$925255 41 rs17293632 62 1s72758110
21 $7608910 42 1s26528 63 rs1370525

Tabela 30: Znacdilnosti diagnosticnih napovednih modelov, ucenih na razli¢nih
kombinacijah uénih mnozic

Kombinacija St. vzorcev . ves i -
uénih mnoFic (kontrole in bolniki) Obcutljivost | SpecifiCnost | Natanc¢nost
Genetski podatki 132 (55 in 77) 89,33 % 76,36 % 83,84 %
Profili mas¢obnih kislin 132 (55 in 77) 100 % 81,71 % 92,31 %
Genetski podatki )
132 (55in 77 100 % 100 % 100 %
Profili mas¢obnih kislin (55177) ° ° °
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4 Razprava

Kompleksne bolezni prebavil so v literaturi pojasnjene kot posledica genetskih in okoljskih
dejavnikov. Ni presenetljivo, da je pri patogenezi pediatricnih oblik kompleksnih bolezni
pomen vpliva genetskih dejavnikov visji, saj otroci pogosto niso bili dovolj dolgo
izpostavljeni okoljskim dejavnikov, da bi le-ti imeli prevladujo¢ vpliv na patogenezo
bolezni. Klini¢na opazanja in rezultati analiz kazejo tudi na niZjo verjetnost odziva na
zaviralce TNF (191). Iz teh dejstev smo oblikovali delovno hipotezo, da so genetski
dejavniki, ki imajo vi§ji prispevek k patogenezi pediatri¢ne KVCB, tudi vzroéni dejavnik za
nizjo verjetnost odziva na zaviralce TNF. Zato smo analizirali gensko ontologijo genov, ki
so vzro¢ni za pediatri¢ne oblike KVCB. Analizo smo razsirili tudi na sindrome, ki imajo
klini¢no sliko, skladno s KVCB, saj se diagnosti¢ni in terapevtski postopki v veliki meri
prekrivajo.

Primerjalna analiza med vzroénimi geni pediatritne KVCB in dvema mnoZicama genov,
povezanih s kompleksno odraslo KVCB kaze na znaéilne razlike v patogenezi pediatri¢nih in
odraslih oblik KVCB. Pediatricnim in odraslim oblikam KVCB so skupne motnje
diferenciacije celic T pomagalk 17, medtem ko so motnje signalne poti Jak-STAT in
diferenciacije celic T pomagalk 1 in 2 znalilne predvsem za odrasle oblike KVCB.
Specifi¢no za pediatriéne oblike KVCB so med najbolj znaéilnimi rezultati analize GO
primarna pomankjivost imunskega sistema, natan¢neje razmnozevanje celic B, in razvoj
imunskega sistema. Prav tako je primerjalna analiza med podskupinami vzroénih genov
pediatri¢nih dednih oblik KVCB pokazala, da k opisanim zna¢ilnostim genske ontologije
pediatriénih oblik KVCB prispevajo predvsem vzroéni geni sindromov z nastopom bolezni
pred 6. letom starosti. Iz tega lahko sklepamo, da so sindromi z nastopom bolezni po 6. letu
starosti bolj podobni odrasli KVCB, medtem ko so sindromi z nastopom pred 6. letom

starosti lo¢ena entiteta.

K temu razumevanju rezultatov in sklepanju prispevajo tudi nasa opazanja med zbiranjem
podatkov. Pri iskanju prekrivanja med pediatricnimi in odraslimi podskupinami vzro¢nih
genov smo nasli le tri gene (STATI, STAT3 in CD40), ki so neposredno povezani s
pediatri¢nimi oblikami KVCB in so povezani s patogenezo kompleksne KVCB. Dodatno
smo opazili tudi, da so do sedaj bile objavljene le tri §tudije kompleksne pediatri¢ne KVCB.
Prvo taks$no $tudijo so objavili Scherr in sodelavci (98), ki so izpostavili gena TNFRSF6 in

PSMGI1, vendar so poznejSe Studije pokazale, da gena nista specificna za pediatricne
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kompleksne oblike KVCB. Kasneje so Ostrowski in sodelavci (99) pokazali, da se genetska
arhitektura pediatri¢ne kompleksne in odrasle kompleksne KVCB bistveno ne razlikuje, le
da imajo pediatri¢ni bolniki vi§jo frekvenco srednje redkih in zelo redkih mutacij v genih, ki
so povezani s patogenezo kompleksne KVCB. Cleynen in sodelavci (100) so objavili $tudijo,
ki je pokazala, da so trije geni (MST1, MHC in NODZ2) povezani z nizjo starostjo ob nastopu

bolezni, niso pa specifiéno povezani s pediatri¢no kompleksno KVCB.

Na$ zakljutek glede analize genske ontologije pediatriénih oblik KVCB in sindromov s
skladno kliniéno sliko je, da so pediatri¢ne oblike KVCB zelo verjetno locena genetska
entiteta. Glede na rezultate sklepamo, da k neodzivnosti na zaviralce TNF pri pediatri¢nih
oblikah najverjetneje bolj pripomorejo primarne pomanjkljivosti imunskega sistema in
bistveno manj motnje uravnavanja imunskega sistema ter procesi v prebavni cevi, ki so
znaéilni za odraslo kompleksno KVCB. Iz tega izhaja, da delovno hipotezo vegjega vpliva
genetskih dejavnikov na patogenezo in hkrati neodzivnost na zaviralce TNF pri pediatri¢nih
oblikah KVCB zavraéamo. Na osnovi rezultatov lahko le sklepamo, da je vzrok neodzivnosti
na zaviralce TNF lahko primarna pomanjkljivost imunskega sistema, pri katerem ta vrsta
bioloskega zdravila ne bo imela u¢inka. Glede na nasa opazanja tudi spodbujamo nove
Studije pediatricne KVCB z namenom raziskovanja znaGilnosti genetskih znagilnosti

kompleksnih pediatri¢nih oblik.

V nadaljevanju raziskave smo se Zeleli usmeriti na iskanje bioloskih mehanizmov odzivnosti
in neodzivnosti na zaviralce TNF z analizo genske ontologije Ze objavljenih bioloskih
oznadevalcev odziva v KVCB. Dodatno smo analizo $e razsirili tudi na bioloske oznadevalce
odziva na zaviralce TNF pri revmatoidnem artritisu. Kljub temu da sta Zari¢i KVCB in RA
v razli¢nih organih, zaviralci TNF delujejo predvsem na imunski sistem oziroma tudi na
interakcije prizadetih organov z imunskim sistemom (npr. z vezanjem zaviralca TNF na
transmembranski TNF). Analiza Ze objavljenih bioloSkih oznadevalcev odziva na zaviralce
TNF pri KVCB in RA bi poglobila razumevanje bioloskih procesov, ki pogojujejo
neodzivnost na zaviralce TNF. Prav tako bi lahko ugotovili, kaj je skupnega pri neodzivnosti

na zaviralce TNF v dveh boleznih, ki imata zelo razli¢no patogenezo.

Analiza Ze objavljenih biologkih oznadevalcev odziva na zaviralce TNF pri KVCB je
pokazala, da je z neodzivnostjo povezanih ve¢ statisti¢no znacilno obogatenih skupin GO, ki
so neposredno ali posredno povezane z vnetjem, kot je kemotaksa imunskih celic in
izrazanje signalne poti NF-kf. Prisotnost vnetja kljub zdravljenju z zaviralci TNF je

pricakovan rezultat GO pri bioloskih oznacevalcih neodzivnosti, saj je prisotnost vnetja kljub
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terapiji definicija neodzivnosti. Dodatno so analize oznacevalcev odziva na zaviralce TNF
pri KVCB pokazale tudi prisotnost procesov, povezanih z apoptozo, in celi¢ne procese,
povezane z lipidi, natancneje s steroidi in maS¢obnimi kislinami. Iz tega razloga smo za
oblikovanje napovednih modelov dodatno vkljucili obstojee rezultate analiz profilov
mascobnih kislin.

Podobno kot pri GO biologkih ozna¢evalcev odziva na zaviralce TNF v KVCB so tudi pri
RA statisti¢no znacilno obogateni bioloski procesi povezani z vnetjem, npr. signalna pot
TNF, signalna pot receptorjev Toll in signalna pot NF-kf. To je pricakovan rezultat analize
GO, saj potrjuje samo definicijo odzivnosti oziroma neodzivnosti. Prav tako je tudi pri RA z
odzivnostjo na zaviralce TNF povezanih nekaj skupin pojmov GO, ki so povezani z lipidi.
Statisti¢cno najbolj znacilne so skupine GO s pojmi, povezanimi s krvnimi mikrodelci in
lipoproteini. Med znacilno obogatenimi pojmi GO se pojavi tudi pojem aktivacija
komplementa, ki je lahko pogojena tudi z izrazanjem lipoproteinov (267). Poglobljena
analiza genskih mreZ kaze na specifi¢no statisticno znacilno obogaten pojem lipoprotein zelo
nizke gostote pri podskupini oznacevalcev RNA z zmanjSanim izrazanjem pri dobrem

odzivu na zaviralce TNF.

Razsirjena analiza genskih mrez pri RA je pokazala tudi statisticno znacilno obogaten pojem
proteasom v podskupini oznacevalcev RNA z zmanjSanim izrazanjem pri dobrem odzivu na
zaviralce TNF. Sinoviociti, podobni fibroblastu (FLS), se na TNF odzovejo s povecanjem
avtofagije za premagovanje stresa endoplazemskega retikuluma in s tem povecajo lastno
celino viabilnost (268). V kolikor je izraZanje avtofagije moteno ali ni zadostno, bodo
zdravi FLS priceli s procesi apoptoze, medtem ko bo v nekaterih primerih RA del FLS
povecal izrazanje proteasoma in se s tem izognil apoptozi ter nadaljeval s patogenim
izrazanjem vnetnih citokinov, ki vodijo do vnetja sklepov (268). ZmanjSano izrazanje
proteasoma pri odzivnikih na zaviralce TNF lahko razumemo kot podskupino RA, kjer FLS
ne izrazajo proteasoma. Kadar FLS ne izrazajo proteasoma, je njihovo prezivetje odvisno od
avtofagije ob prisotnosti TNF, ki ga zaviralec TNF odstranjuje iz sistema. Iz tega lahko tudi
sklepamo, da ima deleZ bolnikov slab odziv na zaviralce TNF zaradi izrazanja proteasoma v
FLS, na katerega pa zaviralci TNF nimajo vpliva. Pomen proteasoma v RA je pokazala ex
vivo §tudija, kjer je uporaba zaviralca proteasoma bortezomib zmanjsala izraZzanje vnetnih
citokinov v aktiviranih celicah T zdravih prostovoljcev in bolnikov z RA (269). Prav tako sta
dva klinicna primera pokazala remisijo revmatoidnega artritisa, povezanega z multiplim

mielolom (270) ali sindromom TEMPI (271) (bolezen »sirota«, katere znacilnost so
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teleangicktazije, poviSani erotropoetin in eritrocitoza, monoklonalna gamopatija,
perinefricna tekocina in intrapulmonalni shunti), po uporabi zaviralca proteasoma

bortezomib.

Primerjalna analiza biolokih oznagevalcev odziva na zaviralce TNF v KVCB in RA kaZe na
prekrivanje le dveh skupin pojmov GO, to so pojmi, povezani z vnetnimi procesi, in pojmi
povezani z lipidi. Prekrivanje pojmov GO pri vnetnih procesov je pricakovan rezultat
analize, saj se navezuje na definicije odzivnosti in neodzivnosti pri KVCB in RA.
Spremembe profilov lipidov pri terapiji z zaviralci TNF so znane Ze dlje ¢asa, njihova vloga
pri odzivnosti na zaviralce TNF pa ni pojasnjena. Literatura opisuje povecanje trigliceridov
in celokupnega holesterola (272) v krvi ter lipoproteina visoke gostote (273, 274) pri vecini
bolnikov, ne glede na odziv na zaviralce TNF. Nizko raven krvnih lipoproteinov zelo nizke
gostote pred terapijo z zaviralci TNF so Cacciapaglia in sodelavci povezali z dobrim
kratkoro¢nim odzivom (275). Z rezultati nasSe raziskave spodbujamo nove raziskave o vlogi

in mehanizmu delovanja krvnih lipoproteinov pri odzivu na zaviralce TNF.

Celostna analiza genoma bolnikov z CD dobrim in nezadostnim odzivom na zaviralce TNF
ni pokazala statisti¢no znacilnih rezultatov, le nekaj statisti¢nih trendov. Izmed teh je najbolj
statisti¢no zna¢ilen SNP rs7018904 (p = 5,84 x 107), ki se nahaja v t.i. »genski pudavi.
Oddaljeni sosednji geni so psevdogeni, npr. NPAP1P4, ki je oddaljen 114 milijonov baznih
parov. V literaturi rs7018904 Se ni bil citiran in zanj ni na voljo podatkov eQTL. SNP-ja
rs238031 in rs2836808 se prav tako nahajata v obmocjih dednega zapisa, ki so slabo
raziskana. Vendar je rs7018904 v veznem ravnovesju s statisticno znacilnim SNP-jem
rs12554086, ki je bil v literaturi povezan z daljSim intervalom RR v S$tudiji kardioloskih
bolezni (276).

Naslednji statistino najbolj znagilni SNP je rs13310169 (p = 5,86 x 107). Nahaja se v
nekodirajocem transkriptu LOC105375291 in je v tesnem veznem neravnovesju s SNP-ji, ki
se nahajajo v psevdogenu TRIMG60P16. Za rs13310169 so na voljo podatki eQTL, ki ga
povezujejo z izrazanjem genov CHCHDZ2, GBAS, NUPR2, PHKGI in ZNF713. Na ve€ini
sluznice tkiv prebavne cevi je povezan z izrazanjem CHCHD?2 in ZNF713. Vloga CHCHD?
in ZNF713 v patogenezi KVCB ni znana. Gen CHCHD? je bil povezan s patogenezo
Parkinsonove bolezni in z amiotroficno lateralno sklerozo (277), ZNF713 pa je mozen

vzrocen gen za dedne oblike motnje avtisti¢nega spektra (278).
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Zadnji statisti¢ni trend s kandidatnimi geni je SNPa rs16960373. SNP rs16960373 je namrec
v tesnem veznem neravnovesju z razli¢icami v genu ST8SIAS, ki ima vlogo pri delovanju

regulatornih celic T in nastanku tumorjev debelega ¢revesa (279).

Potrditev izrazanja petih genov v vzorcih biopsij ¢revesnega tkiva za objavljeni napovedni
model Arijsa in sodelavcev(207) je pokazala statisticno znacilne razlike med vzorci vnetega
crevesnega tkiva in perifernega Crevesnega tkiva brez znakov vnetja. Najvecja razlika v
izrazanju izbranih genov je opazna za gen S710048, kjer je izrazanje v vnetem tkivu 9,42-krat
vecje kot v tkivu brez znakov vnetja. Sledi izrazanje gena S710049, kjer je izraZzanje v vnetem
tkivu 6,81-krat vecje. Izrazanje gena TNFAIP6 je v vnetem tkivu 4,34-krat vecje, izrazanje
gena GOS2 pa 3,85-krat vecje. Gena SI0048 in S10049 skupaj tvorita heterodimer
kalprotektin, ki je v literaturi opisan kot eden od bioloSkih oznacevalcev v blatu za obseg
vnetja Crevesja (280). GOS2 sodeluje pri uravnavanju lipoproteinov nizke in zelo nizke
gostote ter ima vlogo tudi pri regulaciji drugih lipidov in lipidnih struktur (281). Izrazanje
gena G0S?2 bila lahko odrazalo spremembe profila krvnih lipoproteinov med zdravljenjem z

zaviralci TNF.

Arijs in sodelavci so porocali izrazanje IL1] v vzorcih neodzivnikov na zaviralce TNF,
vendar kljub veckratnim poskusom izrazanja gena /L1 v vzorcih tega nismo zasledili (207).
IL11 se izraza predvsem v slepicu, endometriju in Zol¢niku ter Zol¢evodu, le v manj$i meri
pa v kozi, secnem mehurju, tankem in debelem ¢revesu (282). Trenutno razumevanje vloge
IL11 pri vnetnih procesih in nastanku raka poudarja vpliv IL1] na IL6ST, ki sprozi visoko
raven aktivacije STAT3, kar povzro€i izraZanje vnetnih signalnih poti, ki vodijo do
»zadaranega kroga« vnetnih procesov v &revesju pri KVBC in vnetnega okolja, ki je ugoden
za prezivetje rakastih celic (283, 284). Mozna razlaga je, da v vzorcih biopsij ¢revesnega
tkiva izrazanja IL11 niso zasledili, ker bolezen preiskovancev poteka drugace na molekularni
ravni ali pa bolezen Se ni napredovala do patogenega izrazanja IL/I, ki je povezano z

nastankom raka v prebavni cevi (284, 285).

Analiza izrazanja izbranih genov v celicah LoVo, gojenih v kokulturi inducibilnega sistema
TNF, ni pokazala statisti¢no znacilnih razlik med kontrolno skupino, skupino s simuliranim
vnetjem (dodan LPS in PMA) in skupino s simuliranim vnetjem in terapijo z zaviralci TNF
(dodan adalimumab). Moznih razlogov za negativne rezultate je veC. Prvi precej verjeten
razlog je razlika med vzorci biopsij Crevesnega tkiva in Cisto kulturo celic LoVo. V
odvzetem vzorcu biopsij je namre¢ vec vrst celic, ki so bile dlje Casa izpostavljene

sistemskim u¢inkom ¢loveskega telesa in ¢revesnih mikroorganizmov, celi¢na kultura LoVo
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pa izvira iz adenokarcinoma, ki je bil ve¢ ciklov gojen v umetnih celi¢nih medijih. Prav tako
celice LoVo ne izvirajo od bolnika s KVCB, tako da za njih ni znalilno spremenjeno
izrazanje genov v prebavni cevi, povezano s KVCB, ampak spremenjeno izrazanje genov,

ugotovljeno v tumorjih.

Analiza 6 vzorcev z uporabo metode RNA-seq ni pokazala statisticno znacilnih razlik v
izrazanju med geni pri odzivnikih in neodzivnikih na zaviralce TNF. Ce upostevamo $tevilo
analiziranih vzorcev, je pomanjkanje statisticno znacilnih rezultatov pri¢akovano, saj bi z
uporabo najnovejsih orodij za analizo podatkov RNA-seq pri tem Stevilu vzorcev lahko
odkrili le diferencialno izrazene gene z izjemno visoko statisticno znacilnostjo. Tako pri
pregledu statisticnih trendov najdemo vecje Stevilo genov z visoko razliko v izrazanju genov,
ki po korekciji p-vrednosti ne dosezejo statistiCne znacilnosti. Med temi statistiCnimi trendi
(zbranimi v tabeli 28) je ve¢ genov, ki spadajo v skupino genov HLA (HLA-DQBI, HLA-
DQAI, HLA-F, HLA-DRBI, HLA-F-ASI, HLA-DRB5 in HLA-A) ali v skupino genov,
povezanih z izrazanjem imunoglobulinov (IGLV10-54, IGHV3-73, IGKV2-28, IGKV1-27,
IGLV3-10, IGLV7-46 in IGKV1-13). Navedeni skupini genov sta povezani z nastankom
protiteles proti zaviralcem TNF (286, 287), vendar navedeni geni v literaturi Se niso bili
povezani z neodzivnostjo na KVCB. Stevilo kopij gena HLA-DRBI je bilo povezano z
odzivnostjo na adalimumab s souporabo metotreksata v Studiji pri bolnikih z revmatoidnim
artritisom (288). Guarene in sodelavci so gene skupine HLA povezali z odzivnostjo na
zaviralce TNF pri luskavici (289), vendar so Talamonti in sodelavci leto prej pokazali, da ti

geni nimajo bistvene napovedne moci za odziv na zaviralce TNF (290).

V objavljeni 3tudiji genetike mas¢obnih kislin pri KVCB smo pokazali, da genetska
arhitektura, znagilna za KVCB vpliva na edinstvene spremembe profila mag¢obnih kislin pri
KVCB (266), kar se sklada z opazanji v literaturi, da so profili mas¢obnih kislin pri KVCB
spremenjeni ne glede na aktivnost bolezni in dieto (291-293). Odkrili smo asociacije desetih
genskih lokusov s profili mas&obnih kislin, ki so edinstvene le za bolnike s KVCB, niso pa
prisotne v vzorcih zdravih prostovoljcev. Izmed teh desetih lokusov sta dva Ze bila povezana

s patogenezo KVCB, to sta LRRK2 in FADS].

V intronu gena LRRK2 smo SNP rs11175814 povezali z delezem lignocerinske kisline, a le
pri bolnikih s KVCB. LRRK2 je povezan s patogenezo CD, kot tudi Parkinsonove bolezni
(294), najverjetneje zaradi svoje vloge pri avtofagiji, kot tudi eksocitozi in endocitozi (295).
Lignocerinska kislina sodi med zelo dolge mascobne kisline, ki se vezejo na lipidne nosilce

LRRK?2 (295). Prav tako je bila lignocerinska kislina povezana z aktivno KVCB (292, 293)
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in ima vlogo pri prezivetju nekaterih tipov imunskih celic z delovanjem na receptor PPARy
(296).

Gen FADSI sodi med najbolj raziskane gene, ki ima neposreden vpliv na profile mas¢obnih
kislin. FADSI namreC zapisuje AS-desaturazo, ki sintetizira arahidonsko kislino (v
nadaljevanju ARA) iz dihomo-gama-linolenske kisline (v nadaljevanju DGLA) ter
eikozapentaenojsko kislino (v nadaljevanju EPA) iz eikozatetraenojske kisline. Iz ARA in
EPA se nato lahko sintetizira ve¢ razli¢nih signalnih molekul, kot so prostaglandini, ki imajo
vlogo pri sprozanju in uravnavanju vnetnih procesov. FADSI spada tudi med prvotnih 163
genov, ki so bili povezani s patogenezo KVCB (2), vendar ima nizko razmerje obetov, ki
znas$a pribl. OR = 1,05 v ve€ini populacij. V §tudiji smo odkrili statisti¢no znacilno povezavo
med SNP-jem rs1535 v genu FADS?2 in zmanj$anim delezem mascobne kisline DGLA (p =
6,91 x 107). Vpliv rs1535 je numeri¢no opazen tudi v zdravih vzorcih, a doseZe statistiéno
znalilnost le za vzorce KVCB. Analiza okolja dednega zapisa SNP-ja rs1535 je nato
pokazala, da je rs1535 del vecjega bloka veznega neravnovesja v dednem zapisu, tako
imenovanega »genskega grozda FADS«, ki obsega gene FADSI, FADS2 in FADS3. Analize
visoke globine dednega zapisa in molekularne simulacije kazejo na to, da je v genskem
grozdu FADS klju¢en SNP rs174557, ki se nahaja v veznem mestu faktorja PATZ1 gena
FADSI in s tem vpliva na pove€ano izrazanje le-tega (297). Ker je r1535 v popolnem
veznem neravnovesju z rs174557, lahko sklepamo, da opisana statisti¢na znacilnost r1535
neposredno izhaja iz delovanja gena FADSI. To opazanje se sklada s spremembami delezev
mascobnih kislin DGLA in ARA, ki sta pod vplivom encima A5-desaturaza, ki ga zapisuje
FADSI. 1z tega bi sklepali, da pri KVCB prisotnost rs1535 oziroma rs174557 poveéa
izrazanje FADSI, kar pomeni vi§jo raven sintetizirane ARA v telesu in vecjo raven

sintetiziranih prostaglandinov.

V Studiji genetske arhitekture smo odkrili tudi statisticno znacilne povezave med patogenezo
CD in delezem ARA (8,58 x 107) in adrensko kislino (7,92 x 107) ter trans-ma$&obnimi
kislinami (4,49 x 10). Presenetljiva raven lignocerinske kisline ni povezana s patogenezo
CD. Statisticna znacilnost ARA in adrenske kisline, ki je podaljSan produkt ARA, se sklada s
klini¢nimi opaZanji profilov masobnih kislin pri KVCB in s prisotnostjo gena FADSI.
Raven trans-mas¢obnih kislin je bila do sedaj raziskana le v Zivalskih modelih KVCB, kjer
so jo povezali s polarizacijo celic T pomagalk (298). Opazili smo tudi statisticno znacilno

inverzno korelacijo med oleinsko kislino in ARA (p = 4,23 x 10*) in s tem potrdili opazeno
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inverzno korelacijo med ravnjo oleinske kisline in ARA v serumu in membranah eritrocitov
(299).

Napovedno mo¢ bioloskih oznacevalcev smo preverili z oblikovanjem napovednih modelov.
Prva skupina napovednih modelov je imela na voljo le en tip u¢ne mnozice (genetski
podatki, profili mascobnih kislin, analiza qPCR ali podatki RNA-seq). V tej prvi skupini ima
napovedni model, ucen na profilih mascobnih kislin, 50 % natan¢nost, kar pomeni, da nima
napovedne moci. Natan¢nost napovednih modelov, uc¢enih na genetskih podatkih (70,28 %)
ali podatkih RNA-seq (69,97 %), kaze na nizko napovedno moc¢. Napovedni model
usmerjene analize qPCR pa doseze natancnost do 100 %, kar kaze na skoraj popolno
napovedno mo¢ v mnozici vzorcev odzivnikov in neodzivnikov na zaviralce TNF. Izjemno
natanc¢nost tega modela smo dodatno potrdili z analizo pri suboptimalnih parametrih
strojnega ucenja z metodo podpornih vektorjev, kjer so bile vrednosti natan¢nosti med 90 in

99 %.

Napovedni modeli, u¢eni na kombinacijah dveh razli¢nih tipov ucnih podatkov, kazejo
znacilnosti napovednih modelov, uc¢enih na enem tipu u¢ne mnozice. Tisti napovedni
modeli, ki so imeli v kombinaciji uénih mnozic na voljo profile mas¢obnih kislin, niso imeli
napovedne moci, ne glede na drugo vklju¢eno u¢no mnozico. Kombinacija genetskih
podatkov in podatkov RNA-seq je imela natan¢nost 71,17 %, kar je vec kot osnovna modela,
ucena na genetskih podatkih (70,28 %) ali podatkih RNA-seq (69,97 %). Najbolj natancen
napovedni model v tej drugi skupini je bil u¢en na genetskih podatkih in rezultatih analize
qPCR in dosega natanc¢nost do 100 %, podobno kot prvotni model, u¢en na rezultatih analize
qPCR. Iz analiz podatkov sledi, da Sum, ki ga prispevajo genetski podatki, ni zadosten za
znizanje napovedne moci rezultatov analize qPCR ali pa v tem primeru genetski podatki z
interakcijami z mnoZico rezultatov analize qPCR delujejo sinergi¢no. Zaradi narave metode

podpornih vektorjev teh opazanj ne moremo dobro pojasniti.

Kombinacija treh ali ve¢ uénih mnozic ni oblikovala napovednih modelov z napovedno
mocjo ali pa ucenje zaradi pomanjkanja vzorcev preiskovancev ni bilo mozno. Razlog za to
je predvsem izklju¢evanje vzorcev pri analizi kvalitete vzorcev izolirane RNA, analizi
kvalitete rezultatov poskusa in izkljuCevanje vzorcev z manjkajo¢imi vrednostmi. Metode
strojnega ucenja so zelo obcutljive na manjkajoce vrednosti, zaradi Cesar je potrebno
pripraviti mnozice, ki imajo popolne podatke.

Dodatno smo S$e preverili napovedno mo¢ mnoZzice genetskih podatkov in profilov

mascobnih kislin za dolo¢evanje prisotnosti CD. Napovedni model, uen na 63 genetskih
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oznacevalcih, povezanih s patogenezo CD, doseze natanc¢nost 83,84 %, model, u¢en na
profilih mascobnih kislin, pa natacnost 92,31 %, medtem ko model kombinacije obeh
mnozic doseZze natanc¢nost do 100 %. Napovedni modeli za potencialno diagnosticno
uporabo torej dosegajo zadostno natancnost za potencialne raziskave translacije napovednih
modelov v klini¢no prakso. Pri tem je potrebno upostevati, da je treba modele za dolocevanje
pristranskosti dodatno izpostaviti ve¢jemu Stevilu vzorcev zdravih prostovoljcev in bolnikov

s CD, ki se razlikujejo od prvotnih vzorcev u¢ne mnoZzice.
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4.1 Potrditev oziroma zavrnitev tez doktorske disertacije

Na kljuéne domneve, ki so usmerjale raziskovalno delo pri doktorski nalogi, je mo¢

odgovoriti pritrdilno:

prvo tezo, da variabilnost bioloskih procesov pogojuje neodzivnost na zaviralce TNF
pri bolnikih s CD, smo POTRDILI. Prvi¢, to potrjujejo rezultati genske ontologije,
ki so potrdili znacilne spremembe v imunskem sistemu in krvnih lipoproteinih
neodzivnih bolnikov na zaviralce TNF. Drugi¢, to domnevo potrjujemo tudi z
opaZenimi statistiénimi trendi analize genetskih podatkov, kot tudi z rezultati analize
RNA-seq. Tretji¢, tezo potrjujemo z rezultati usmerjene analize qPCR in z
napovedno moc¢jo modela, ki je bil u¢en na mnozici podatkov qPCR;

drugo tezo, da so bioloski oznacevalci povezani z odzivnostjo na zaviralce TNF pri
bolnikih s CD in so koristni kot napovedni oznacevalci odziva, smo POTRDILI.
Tezo potrjujejo predvsem rezultati usmerjene analize qPCR z napovedno mocjo.
Tezo podpira tudi sicer nizka, a ne nezanemarljiva napovedna mo¢ genetskih
podatkov in rezultatov analize RNA-seq;

tretjo tezo o vec€ji napovedni vrednosti ob kombiniranju ve¢ ravni bioloskih
oznacevalcev smo POTRDILI. Zdruzevanje u¢nih mnozic genetskih podatkov in
podatkov RNA-seq je pomenilo 0,89 % povecCanje natanCnosti v primerjavi z
modelom na osnovi zgolj genetskih podatkov in 1,2 % povecanje natancnosti v
primerjavi z modelom na osnovi zgolj podatkov RNA-seq. V kolikor je povecana
natan¢nost posledica vecjega Stevila atributov, ne moremo dolociti;

cetrto in zadnjo tezo o pojasnjevanju rezultatov GO in bioloskih oznacevalcev na
celicni ravni smo OVRGLI. Vzrok je najverjetneje visoka kompleksnost ¢loveske
prebavne cevi in raznolikost patogenih celi¢nih procesov pri KVCB, ki ju s celi¢nimi
modeli na osnovi komercialno dostopnih celi¢nih kultur v sedanjem trenutku ne

moremo doseci.
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S Sklep

Crohnova bolezen je pogosta kompleksna bolezen prebavil, ki prizadene Stevilne bolnike.
Razvoj bioloskih zdravil, kot so zaviralci TNF, je bistveno prispeval k moznostim
zdravljenja Crohnove bolezni, predvsem pri hudih vnetjih prebavne cevi. Zal pa del bolnikov
s Crohnovo boleznijo ne doseze dobrega odziva na zaviralce TNF Ze ob uvedbi terapije ali
pa sprva dober odziv na zaviralce TNF s ¢asom izzveni. Neodzivnost na zaviralce TNF
pomeni izgubo nadzora nad pogosto hudim bolezenskim stanjem bolnika s Crohnovo
boleznijo, ki je po nepotrebnem izpostavljen potencialno hudim neZelenim stranskim
uc¢inkom bioloskih zdravil, in tudi precej$nje finan¢no breme za zdravstveno blagajno.. Ti
razlogi utemeljujejo potrebo po napovedovanju odziva na bioloSka zdravila, po moZnosti Se

pred uvedbo zdravljenja.

Nasa Studija genske ontologije je pokazala, da odzivnost oziroma neodzivnost na zaviralce
TNF tako pri Crohnovi bolezni kot tudi revmatoidnem artritisu pogojuje spremembe v
krvnih lipoproteinih, kar se sklada z opazanji v literaturi. Laboratorijski testi krvnih
lipoproteinov tako predstavljajo potencial enostavnega, rutinskega in ekonomsko
ucinkovitega krvnega testa, na osnovi katerega bi lahko oblikovali napovedni model za
pomoc¢ pri odlocanju za zdravljenje z zaviralci TNF pri razli€nih boleznih, za katere so ta
zdravila indicirana. Dodatno smo pokazali tudi, da diagnosti¢ni napovedni model, oblikovan
na profilih mas¢obnih kislin v membranah eritrocitov in genetskih oznacevalcih, povezanih s

patogenezo Crohnove bolezni, dosega zadostno natan¢nost za prenos v klini¢no prakso.

V nasi $tudiji smo pokazali, da napovedni model odziva na adalimumab na osnovi izrazanja
Stirth genov v vzorcih biopsij vnetega in nevnetega Crevesnega tkiva dosega napovedno mo¢
za dolocevanje odziva na zaviralce TNF, ki je zadostna za potencialno uporabo v klini¢ni
praksi. S tem smo potrdili Ze objavljen napovedni model odziva na infliksimab in ga s tem
raz§irili tudi na adalimumab. NasSa analiza je pokazala tudi nizko napovedno mo¢ genetskih
podatkov in izrazanja genov v mononuklearnih celicah periferne venske krvi (poskus RNA-
seq), kar kaze na omejeno uporabno vrednost podatkov, ki jih lahko pridobimo z manj

invazivnim odvzemom periferne venske krvi.

Rezultati naSe Studije spodbujajo k nadaljim kliniénim raziskavam za pojasnitev vloge
krvnih lipoproteinov pri odzivnosti na zaviralce TNF in potrditev napovednega modela

odziva na zaviralce TNF ter diagnosti¢nega modela na osnovi profila masc¢obnih kislin.
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svoje soglasje.

P.S.: Pri morebitnih nadaljnjih dopisih v zvezi z raziskavo se obvezno sklicujte na $tevilko tega
dopisa.

S spostovanjem,

Pripravila:
Maja Zejn

yﬁéﬁ

dr. Bozidar Volj€, dr. med.,
predsednik KME

! Seznam ¢tlanov KME, ki so odlogali o vlogi, in izjava, da KME deluje v skladu z zadevnimi zakeoni in priporoéili, sta na
voljo na spletni strani KME (zavihek "Meni", rubrika "Seje").

Stefanova ulica 5, 1000 Ljubljana, T: 01 478 60 01, T: 01 478 69 13, F: 01 478 60 58
E: gp.mz@gov.si, kme.mz@gov.si, www.kme-nmec.si
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